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METODOS DE ESTUDO DOS TECIDOS CALCIFICADOS.
SUAS LIMITACOES *

SINOPSE

O trabalho é a reproducao da au-
la inaugural do curso de Odonto-
logia, pronunciada no dia 2 de
marco de 1963. O autor faz uma
andlise dos métodos empregados pa-
ra o estudo de tecidos calcificados
e suas limitacoes.

Inicia com as observacdes sobre
ossos de alimentados com
riibia, terminando com microscopia
eletronica.

animais

Conclui mostrando que a palestra
foi uma exposicio cronolégica de
fatos, cada um trazendo uma con-
tribuicao, que por ser limitada e in-
capaz de resolver todos os proble-
mas, impoe sempre novas contri-
buicdes. E assim até o infinito, co-
mo uma conseqgiiéncia de uma ca-
racteristica dinica do homem: o de-
sejo de aprender, de progredir, de
superar, de realizar-se.

Hardy Ebling
Catedratico de Histologia

A organizacio dos cursos supe-
riores em Cadeiras, tem como fina-
lidade proporcionar facilidades di-
daticas, e ¢ também uma conseqiién-
cia das limita¢cdes dos Professores.
Assim, muitas vézes, esta divisio é
artificial e para entendermos um
fendbmeno tnico temos que, em nos-
$¢ raciocinio, servir-nos de ensina-
mentos de varias Cadeiras.

A técnica de investigacio do te-
cido Osseo teve seus fundamentos,
antes da descoberta do microsco-
pio em 1590.

Tudo indica ter comecado com a
publicacdo do médico Antonius Mi-
zaldus (31) em 1567, de suas obser-
vacoes sObre a coloraciao vermelha
de parte de ossos de animais que se
alimentavam com a raiz da planta
Ruibia tinctorum. Na realidade Mi-
zaldus estudou e descreveu o que
era conhecido dos camponeses que
tinham sua atencao despertada pe-

" Methods of reserch into calcifies tissuesand their limitations.
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lo mesmo fato, e ainda mais, pela
tonalidade avermelhada do leite
désses animais.

Hales (19), em 1727, fez dois ori-
ficios no osso da perna de uma
franga e dois meses depois, verifi-
cou que a distancia entre os orifi-
cios continuava a mesma, embora
o tamanho do osso tivesse aumen-
tado de muit('), mostrando que o
0ss0 cresce por adicdo de novo te-
cido nos seus extremos.

John Belchier, (3), em 1736, ad-
ministrou a animais, rdabia como
alimento, confirmando o trabalho
de Mizaldus.

De 1741 a 1743, Louis Duhamel
(10), fisiologista e botanico, estu-
dou os ossos de aves alimentadas
com a mesma planta, concluindo
que o calcio fixava a substancia
corante da planta. Duhamel de-
monstrou que a planta colore aque-
las partes do esqueleto que estao
em formacdo ao tempo de sua ad-
ministracio.

Mas foi John Hunter (21), quem
verificou, de 1760 a 1770, em sua
fazenda experimental que se déo
simultaneamente dois fendmenos: a-
posicdo e reabsorcdo de osso.

O transporte déstes estudos para
a Histologia com o advento de mi-
croscopios aperfeicoados, descober-
ta de corantes derivados de alca-
trao e microtomos de bom rendi-
mento, foi feito por Goodsir, (18)
em 1845 e Koelliker, (23) em 1852,
que verificaram que a formacio e
destruicio do osso era funcdo de
duas células: osteoblastos e osteo-
clastos, respectivamente.

Em 1931, (7) Broadbent introdu-

ziu uma nova técnica que consistia
em radiografias seriadas, técnica
esta destinada a ter grandes apli-
cagoes em QOrtodontia. E em 1941
Brodie (6) estudou o crescimento
do crineo humano do terceiro més
ao oitavo ano de vida, por aste
mesmo método.

Robinson e Sarnat (36) em 1955,
estudaram o desenvolvimento da
mandibula, em leitdes, nos quais,
préviamente, haviam feito 4 orifi-
cios e introduzido améalgama, de
modo a ter marcas permanentes.
Isto é: aplicaram simultineamente
dois métodos de estudo ja conhe-
cidos.

Dirsa Nogueira, (33) desta Fa-
culdade, realizou um estudo, em
1961, fazendo diversas medidas em
100 individuos possuidores dos den-
tes anteriores naturais, tentando
contribuir para a solugio de um
dificil problema em proétese denta-
ria, qual seja a escolha do tipo de
dentes artificiais para um desden-
tado. Sua conclusdo terceira:

«Ha correlacdo entre a distiancia
interpupilar tanto com a largura
como com o comprimento dos in-
cisivos centrais superiores natu-
rais». Indica claramente como uma
experiéncia pode contribuir para
resolver problemas importantes de
ordem pratica.

Se analisarmos éstes experimen-
tos verificaremos que todos os au-
tores buscaram explicacées usando
métodos que consistiam em ultima
analise, em observar a forma e
medi-la. E que éstes métodos fo-
ram paulatinamente se enriquecen-
do com ensinamentos anteriores.
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Darcy (44)
csta evolugdo muito bem. Sido déle
estas palavras:

Thompson analisou

«Comegamos por descrever a for-
ma de um objeto com palavras sim-
ples da linguagem comum: termi-
namos por definir na linguagem
precisa da matemaéatica; ¢ um méto-
do tende a seguir o outro em or-

dem estritamente cientifica e con-
tinuidade historicay.
DESGASTE
Para observar-se um tecido cal-

cificado ao microscopio é necessa-
rio uma série de procedimentos
cujo conjunto denomina-se Técnica
Histolégica. De tdda a técnica um
passo € indispensavel: reduzir os
tecidos a serem examinados a uma
seccao muito fina. Mas em geral

também ¢é necessario colorir esta
secg¢ao.
Para os tecidos calcificados de-

vemos considerar dois métodos:

Desgaste que consiste em obter
seccoes de tecidos calcificados com
pouca espessura serrando ou cor-
tando com discos de carborundum
ou diamante e posteriormente redu-
zindo ainda mais a espessura des-
tas seccoes, pelo polimento soObre
pedras especiais.

Como a parte calcificada tem um
indice de refracio muito diferente
dos restos de matéria organica e
do ar que passou a ocupar as cavi-
dades superficiais, podemos mesmo
sem colorir, ou apés coloracio, ob-
servar ao microscopio.

Com éste método foi realizado
um trabalho de tese (14) e noutra

21

entrou como um dos métodos

(22)

tese

usados , nesta Faculdade.

DESCALCIFICACAO

INeste método ¢ necessario tornar
o tecido 6sseo apto a ser cortado
em fatias de poucos micra. Um dos
primeiros passos para conseguir-
se isto é a descalcificacio.

Em resumo: fazendo agir uma
solucdo de um acido forte sobre um
tecido oOsseo, éste perde seus sais de
calcio. Isto é, perde sua dureza,
sendo possivel corta-lo ao micro-
tomo, como tecido mole. Este é o
método classico e o mais usado. Em
nossa Faculdade éste método tem
sido usado para muitos trabalhos
de investigagdo: teses dos profes-
sores Luiz Carlos Guimaries (16),
Nicolau Fonseca Milano (28), Paulo
Louro Filho (26), Aron Kac (22),
Joao Jorge Diniz Barbachan (2),
Leopoldo Louro (25), Enno Dago-
berto Liedke (24) e Hardy Ebling
(12), para citar apenas os trabalhos
de tese.

Entretanto pode-se usar com van-
tagem, em certos casos, ao invés de

uma substancia 4cida, um agente
quelante que descalcifica o tecido

6sseo numa solucdo neutra ou mes-
mo alcalina. Este método foi intro-
duzido por Sreebny e Nikiforouk
(42), em 1951, sendo a substancia
mais usada a tetraacetatoetilenodia-
mina, conhecida pela sigla EDTA.

O método classico para o prepa-
ro de laminas para o estudo de
tecido oOsseo tem inconvenientes,
pois o uso de alcoois faz com que
se perca a relacao exata entre te-
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cido duro e mole, por retracio do
tecido mole. Este inconveniente po-
de ser evitado usando polietileno-
glicol que é um meio de inclusido
soltivel em Agua, proposto por Mi-
les e Linder (29), em 1953.

Como a descalcificacio do tecido
faz com que o indice de refracio
de células, fibras e coloide torne-
se praticamente igual, perde-se a
oportunidade de distingui-las, ao
microscdpio, por diferenca de indi-
ce de refracdo, sendo necessario
colorir o tecidos. O numero de com-
binacdes de corantes é grande. Na
pratica fica restrito a uma duzia,
sendo o mais usado, a hematoxili-
na-eosina.

CULTURA DE TECIDOS

«Como material experimental, a
cultura de tecidos tem muitas van-
tagens. Em primeiro lugar as alte-
ragoes no tecido vivo podem ser
observadas e fotografadas sob o
microscépio». (13)

«Um dos mais importantes usos
para o futuro pode ser no campo
da pesquisa em hormédnios e vita-
minas, onde o método pode forne-
cer informagées que nio podem ser
obtidas de nenhum outro mo-
do». (14)

A cultura de tecidos tem resolvi-
do problemas e davidas antigas.
Exemplo:

Godhaber (17) observou a parti-
cipacio ativa dos osteoclastos e ma-
crofagos no processo de reabsorcio
6ssea, documentando pela microci-
nematografia.

A limitacdo déste método surge

no fato de que o crescimento e o
metabolismo celular se dio em
meios diferentes do normal. Dai a
necessidade d¢ cuidado ao interpre-
tar os resultados obtidos.

HISTOQUIMICA

As dificuldades na solugdo de
certos problemas uniu histologistas
e bioquimicos, nascendo dai a his-
toquimica.

Os procedimentos na histoquimi-
ca permitem, em resumo, o mapea-
mento da distribuicio de varios
compostos, estudo de enzimas e
problemas metabélicos. Isto é con-
seguido tratando uma seccio de te-
cido com uma solucdo contendo um
reagente especifico para a substan-
cia cuja distribui¢io ou presenca
se quer estudar.

Em principio, a presenca da subs-
tancia é demonstrada pelo apareci-
mento ou mudanca de coloracio da
zona em que exista esta substan-
cia.

Como limite para éste meétodo,
podemos citar a dificuldade de
uma localizacdo precisa e falta de
especificidade, em alguns casos.

Como exemplos podemos citar os
trabalhos de Castro e Sasso (8),
Sasso, Paraventi e Mastroianni (37)
da Universidade de Sao Paulo, de
Coutinho (9) da Universidade de
Recife, com um estudo das fosfata-
ses alcalinas na odontogénese, de

.~ Miraglia (30), da Universidade da

Bahia, com estudo soébre a histo-
quimica do dente de sagiii, e Ama-
ral (1), da Universidade do Rio
Grande do Sul, com um estudo so-
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bre a distribuicdo dos fosfolipidios
na submandibular.

ESPETROGRAFIA E FOTOMETRIA

’

Para estudar a composicio qui-
mica dos tecidos calcificados, exis-
tem uma série de métodos, aos
quais ndo faremos referéncias. Por
sua simplicidade, rapidez, possibili-
dade de documentar e sobretudo
extrema sensibilidade, nos detere-
mos em consideragdes a respeito
da espectrografia e fotometria de
chama, método éste proposto por
Jorge Honédrio Mittelstaedt Brito,
professor desta Faculdade, como
método de andalise quantitativa dos
elementos existentes no esmalte e
dentina.

Este método repousa em que <«a
analise espectrografica qualitativa
estd baseada no fato de que um
elemento determinado, levado a lu-
minescéncia, emite sempre as mes-
mas raias, que constituem seu ca-
racteristico; estas raias sdo especi-
ficas do atomo e refletem sua cons-
tituicdo intima. Para pesquisar es-
pectroscopicamente se um elemento
E esta presente numa substancia S
determinada, basta, pois, em prin-
cipio, obter o espectro da substan-
cia S e examinar se as raias de E
ali se encontrams. (43)

Sébre o trabalho de tese do pro-
fessor Brito, (5) quero deter-me na
conclusdo numero cinco:

«0 esmalte e dentina apresentam
uma composicdo quimica qualitati-

va praticamente iguals>. Esta con- .

clusio, enunciada em 1958, foi con-
firmada em 1962, por diversos au-
tores.

23
DIFRACAO POR RAIO X

Quando se faz passar um feixe
de raio-x monocromatico através de
uma estrutura com arranjo regular
de atomos, se produz uma difracio
relacionada com o tipo e o arranjo
espacial de atomos no material em
estudo. Esta difracdo pode ser gra-
vado num filme de modo a com-
parar.

O aparelho permite que o mate-
rial a ser estudado seja orientado e
sofra rotacdo perpendicular ao fei-
xe de raio-x.

A difracdo obtida permite conhe-
cer o arranjo atémico no material.

Este método foi aplicado em 1930
por Mehemel (27) e Naray-Szobo
(34) simultanea e independentemen-
te para calcular o arranjo dos ato-
mos constituintes da estrutura da
apatita dos minerais.

Em 1958 Posner e colaboradores
(35) repetiram éste estudo, agora,
com cristais de apatita preparada
sinteticamente, obtendo a seguinte
disposicdo que se ve projetada no
plano basal.

MICRORADIOGRAFIA

E’ de rotina a fotografia e a
radiografia de pecas que devam
ser examinadas histologicamente.
Istc facilita a observacdo micros-
cOpica de zonas que realmente in-
teressa ao caso.

Mas em 1955 Nixon e Cosslett
(32) propuseram ¢ uso de um apare-
lho de microrradiografia para pro-
iecio que encontra aplicacdo na
solucio de alguns problemas, pois
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projeta a imagem radiografica au-
mentada, permitindo ver pormeno-
res impossiveis a 0lho desarmado.
Este método permite localizar ain-
da melhor o campo a ser estudado.

ISGTOPOS

Quando se observa uma lamina,
vemos apenas+duas dimensdes. Com
cortes seriados é possive! reconsti-
tuir a terceira dimensio. Quando
se observa material semelhante, em
idades diferentes, é possivel perce-
ber o desenvolvimento, o que nos
daria a quarta dimensido, como por
exemplo no estudo de embriGes de
idades diferentes. Neste caso pode-
mos seguir a forma¢io de determi-
nado 0sso ou oOrgao.

Em resumo: procuramos meios de
transformar um estudo estatico em
dindmico. Desde muito se procurou
conhecer as transformagoes, locali-
zacbes ¢ destino de substancias in-
troduzidas no organismo. Recorde-
mos as experiéncias com rubia
tinctorum para marcar o osso for-
mado durante sua administracio.

Hoje isto é possivel, marcando
um atomo, isto é, substituindo num
composto, um atomo por um atomo
correspondente marcado.

«O primeiro estudo bioquimico
foi feito por Hevesi (20) que em-
pregou chumho radiativo natural,
em 1924».

«Entretanto foi com a descoberta
dos isétopos dos elementos comuns
organicos, hidrogénio, nitrogénio,
carbono, fésforo, oxigénio, que a
técnica dos isotopos recebeu seu
maior estimulo».

A técnica do precursor-produto
permite desvendar conhecimentos.
«De estudos déste tipo, o conceito
de «turnovers (sintese, degradaciio
e substituicio) de certos constituin-
tes do corpo, mesmo de composicio
constante, tem evoluidoy. (45)
Exemplos:

O desenvolvimento e atividade
metabdlica da matriz organica do
osso, tem sido estudado com Cl14
administrado com bicarbonato ou
com S35 administratico como sulfa-
to. Neste terreno as investigacdes
iniciais foram de Bloom, Curtis e
McLean (4), Armstrong( Schubert
e Lindenboum, e Skipper, Nolan e
Simpson (41).

MICROSCOPIA ELETRONICA

A observaciio das superficies por
intermédio de microscopios estere-
oscopicos é realizada freqiientemen-
te. Entretanto s6 se obtém bons re-
sultados com aumentos pequenos,
que nio podem passar de 150 dia-
mertos.

Para vencer ésse limite tém sido
usado intensivamente réplicas de
tecidos calcificados para observacio
ao microsconio eletronico. E é éste
o melthor meio para o estudo topo-
grafico da superficie do esmalte
dentaric. Como exemplo de uma
aplicacdo tipica, podemos citar: in-
vestigacdo na superficie de esmalte
sob acdo de floureto para controle
da carie dentaria.

Também a estrutura interna de
esmalte, dentina, cemento e 0sso.
tem sido estudada por éste método,
pois niio se consegue secc¢bes sufi-
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cientemente finas déstes tecidos,
sem primeiro descalcifica-los. Para
isso, faz-se uma, superficie arti-
ficial, nestes tecidos, por desgaste
e polimento, e posteriormente
faz-se atuar um 4cido fraco que
corroe esta superficie de acor-
do com diversos fatdres, resultando
em ultima analise, numa figura que
pode ser interpretada. Esta técnica
foi aperfeicoada por Scott (39), em
1956, ao qual pertence a seguinte
fotografia.

Para observar os estadios iniciais
do desenvolvimento de dente, bem
como a estrutura dos tecidos usa-
se o método das seccoes. Estas
seccoes de tecidos tém menos de
500 A de espessura e s6 podem ser
manobradas por estarem incluidas
em metacrilato que lhes da resis-
téncia. Recordemos que o A é igual
a 10—7 mm. Para obter-se éstes cor-
tes usa-se navalhas de vidro adap-
tadas a microtomos. Um grande
aperfeicoamento na ohtencido déstes
cortes foi obtido com a introducio
da navalha de diamantes por Fer-
nandez-Moran (15), em 1953, possi-
bilitando o estudo de dentina e mes-
mo esmalte perfeitamente calcifica-
do, sendo possivel sistematizar os
estudos sdbre mineralizacao.

Em 1956, Scott ¢ Wyckoff (40)
propuseram uma nova técnica que
permite preparar pseudo-réplicas
que podem ser empregadas para o
microscopio eletrénico, difracio ele-
tronica e ainda realizar analises ao
raio-X fluorescente. No Brasil a ul-
traestrutura do dente tem sido es-
fudada por Sasso e Santos (,38),
da Universidade de Sdo Paulo.

25

PARA CONCLUIR:

Se examinarmos esta palestra, ve-
remos que ela nada mais é do que
uma exposicio cronoldgica de fatos
com um denominador comum: cada
um traz uma contribui¢io, mas co-
mo ela é limitada e incapaz de so-
lucionar todos os problemas, sem-
pre impde-se nova contribuicio. E
assim sera até o infinito, como uma
conseqiiéncia de uma caracteristica
tinico do homem: o desejo de apren-
der, de progredir, de superar, de
realizar-se enfim. Esta caracteris-
tica é o que diferencia uma socie-
dade humana de uma sociedade de
insetos que constitue um exemplo
de organizacdo social de nivel pu-

- ramente instintivo, que nfio muda,

que nio evolue.

E no momento em que, por ra-
z0es reais ou imaginarias, o homem
sente-se incapaz de realizar-se, nas-
ce o conflito.

A prova viva desta mnecessidade
de progredir, através da busca de
novos conhecimentos, nos é dada
pelos senhores que se submeteram
a um vestibular. E esta busca con-
tinuara durante o curso e durante
toda a vida.

E muitas vézes o homem ¢ levado
a desejar’ formulas magicas para
aprender, para satisfazer suas aspi-
racdes. Desde logo devemos dizer
que elas nio existem: s6 o estudo e
o trabalho levam & realizacio.

Portanto bem mais dificil do que

_ensinar apenas num plano pura-

mente intelectual, é o trabalho do
professor. Deve se estabelecer en-
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tre professor e aluno um vinculo
de entendimento mutuo. ,

Através déste processo de natu-
reza afetiva se tornara mais facil
a superacido das dificuldades e pre-
calcos dos quais esta pontilhado o
caminho do progresso.

Agradego a congregacdo a que
tenho a honra de pertencer, a es-
colha para pronunciar a adla inau-
gural e a todos os senhores, o fato
de ouvi-la. Muito obrigado.

SYNOPSIS

The paper gives the text of the
inaugural lecture, held at the Fa-
culty of Odontology on March 2nd
1963.

The author analyses the methods
of research into calcifies tissues
and their limitations. Starting from
observation of the bones of rubia-
fed animals he proceeds as far as
investigation by means of electronic
microscopy .

He concludes pointing out, that
his lecture furnished an exposition
of facts in chronological order,
each of the findings signifying a
contribution, which however limi-
ted and unable to solve all existing
problems, adds to our knowledge.

The are no limits to further de-
velopments, as it is a particular
feature of man, that he wants to
learn, to progress, to surpass and
to realize himself.
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