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MÉTODOS DE ESTUDO DOS TECIDOS CALCIFICADOS. 
SUAS LIMITAÇÕES * 

SINOPSE 

O trabalho é a reprodução da au- 

la inaugural do curso de Odonto- 

logia, pronunciada no dia 2 de 

março de 1963. O autor faz uma 

análise dos métodos empregados pa- 

ra o estudo de tecidos calcificados 

e suas limitações. 

Inicia com as observações sôbre 

ossos de alimentados com 

rúbia, terminando com microscopia 

eletrônica. 

Conclui mostrando que a palestra 

foi uma exposição cronológica de 

fatos, cada um trazendo uma con- 

tribuição, que por ser limitada e in- 

capaz de resolver todos os proble- 

mas, impõe sempre novas contri- 

buições. E assim até o infinito, co- 

mo uma consegiiência de uma ca- 

racterística única do homem: o de- 

sejo de aprender, de progredir, de 

superar, de realizar-se. 

animais 

Hardy Ebling 

Catedrático de Histologia 

A organização dos cursos supe- 
riores em Cadeiras, tem como fina- 
lidade proporcionar facilidades di- 
dáticas, e é também uma consegiiên- 
cia das limitações dos Professôres. 
Assim, muitas vêzes, esta divisão é 

artificial e para entendermos um 

fenômeno único temos que, em nos- 

se raciocínio, servir-nos de ensina- 

mentos de várias Cadeiras. 

A técnica de investigação do te- 

cido ósseo teve seus fundamentos, 

antes da descoberta do microscó- 
pio em 1590. 

Tudo indica ter começado com a 

publicação do médico Antonius Mi- 

zaldus (31) em 1567, de suas obser- 

vações sôbre a coloração vermelha 

de parte de ossos de animais que se 

alimentavam com a raiz da planta 

Rúbia tinctorum. Na realidade Mi- 

zaldus estudou e descreveu o que 

era conhecido dos camponeses que 

tinham sua atenção despertada pe- 

* Methods of reserch into calcifies tissuesand their limitations. 
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lo mesmo fato, e ainda rnais, pela
tonalidade avermelhada do Ìeite
clêsses animais.

Hales (19), em 1727, fez dois ori-
fícios no osso da perna de uma
franga e dois meses depois, verifi-
cou que a distância entre os orifí-
cios continuava a mesmâ, embora
o tamanho do osso tivesse aumen-
tado de muitó, mostrando que o

osso cresce por adição de nôvo te-
cido nos seus extremos.

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

De 7747 a 1743, Louis Duhamel
(10), fisiologista e botânico, estu-
dou os ossos de aves alimentadas
com a mesma planta, concluindo
qu€ o cálcio fixava a substância
corante da planta. Duhamel de-
monstrou que a planta colore aque-
las partes do esqueleto que estão
em formação ao tempo de sua ad-
ministração.

Mas foi John Hunter (21), quem
verificou, de 7760 a 7770, em sua
fazenda experimental que se dão
simultâneamente dois fenômenos: a-
posição e reabsorção de osso.

O transporte dêstes estudos para
a Histologia com o advento de mi-
eroscópios aperfeiçoados, descober-
ta de corantes derivados de alca-
trão e microtomos de bom rendi-
mento, foi feito por Goodsir, (18)
em 1845 e Koelliker, (23) em 1852,
que verificaram que a formação e

destruição do osso era função 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-
cações em prtodontia. E em 7941
tsrodie (6) estudou o crescimento
clo crâneo humano do terceiro mês
ao oitavo ano de vida, por êste
mesmo método.

Robinson e Sarnat (36) em 1955,
estudaram o desenvolvimento da
mandíbuÌa, em leitões, nos quais,
prèviamente, haviam feito 4 orifí-
cios e introduzido amálgama, de
modo a ter marcas permanentes.
Isto é: aplicaram simultâneamente
dois métodos de estudo jíL conhe-
cidos.

Dirsa Nogueira, (33) desta Fa-
culdade, realizou um estudo, em
1961, fazendo diversas medidas em
100 indivíduos possuidores dos den-
tes anteriores naturais, tentando
contribuir para a solução de um
difícil problema em prótese dentá-
ria, qual seja a escolha do tipo de
dentes artificiais para um desden-
tado. Sua conclusão terceira:

<<Há correlação entre a distância
interpupilar tanto com à largura
como com o comprimento dos in-
cisivos centrais superiores natu-
rais>>. Indica claramente como uma
experiência pode contribuir para
resolver problemas importantes de
ordem prática.

Se analisarmos êstes experimen-
tos verificaremos que todos os au-
tores buscaram explicações usando
métodos que consistiam em última
análise, em observar â forma e

medí-la. E que êstes métodos fo-
ram paulatinamente se enriquecen-
do com ensinamentos anteriores.
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Darcy (44) 

esta evolução muito bem. São dêle 

estas palavras: 

«Começamos por descrever a for- 

Thompson analisou 

ma de um objeto com palavras sim- 

ples da linguagem comum: termi- 

namos por definir na linguagem 

precisa da matemática; e um méto- 

do tende a seguir o outro em or- 

dem estritamente científica e con- 

tinuidade histórica». 

DESGASTE 

Para observar-se um tecido cal- 

cificado ao microscópio é necessá- 

rio uma série de procedimentos 

cujo conjunto denomina-se Técnica 

Histológica. De tôda a técnica um 

passo é indispensável: reduzir os 

tecidos a serem examinados a uma 

secção muito fina. Mas em geral 

também é necessário colorir esta 

secção. 

Para os tecidos calcificados de- 

vemos considerar dois métodos: 

Desgaste que consiste em obter 

secções 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 secções, pelo polimento sôbre 

pedras especiais. 

Como a parte calcificada tem um 

índice de refração muito diferente 

dos restos de matéria orgânica e 

do ar que passou a ocupar as cavi- 

dades superficiais, podemos mesmo 

sem colorir, ou após coloração, ob- 

servar ao microscópio. 

Com êste método foi realizado 

um trabalho de tese (14) e noutra 

21 

métodos 

Faculdade. 

tese entrou como um dos 

usados (22), nesta 

DESCALCIFICAÇÃO 

Neste método é necessário tornar 
o tecido ósseo apto a ser cortado 
em fatias de poucos micra. Um dos 
primeiros passos para conseguir- 

se isto é a descalcificação. 
Em resumo: fazendo agir uma 

solução de um ácido forte sôbre um 
tecido ósseo, êste perde seus sais de 
calcio. Isto é, perde sua dureza, 
sendo possível cortá-lo ao micro- 
tomo, como tecido mole. Este é o 
método clássico e o mais usado. Em 

nossa Faculdade êste método tem 

sido usado para muitos trabalhos 

de investigação: teses dos profes- 
sôres Luiz Carlos Guimarães (16), 
Nicolau Fonseca Milano (28), Paulo 

Louro Filho (26), Aron Kac (22), 

João 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 substância ácida, um agente 

quelante que descalcifica o tecido 

ósseo numa solução neutra ou mes- 

mo alcalina. Este método foi intro- 

duzido por Sreebny e Nikiforouk 

(42), em 1951, sendo a substância 

mais usada a tetraacetatoetilenodia- 

mina, conhecida pela sigla EDTA. 

O método clássico para o prepa- 

ro de lâminas para o estudo de 

tecido ósseo tem inconvenientes, 

pois o uso de alcoois faz com que 

se perca a relação exata entre te- 
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cido duro e mole, por retração do
tecido mole. Este inconveniente po-
de ser evitado usando polietileno-
glicol que é um meio de inclusão
solúvel em água, proposto por Mi-
les e Linder (29), em 1953.

Como a descalcificação do tecido
faz com que o indice de refração
de células, fibras e coloide torne-
se pràticamentd igual,, perde-se a

oportunidade de distinguí-las, âo
microscópio, por diferença de índi-
ce de refração, sendo necessário
colorir o tecidos. O número de com-
binações de corantes é grande. Na
prática fica restrito a uma dúzia,
sendo o mais usado, a hematoxili-
na-eosina.

CULTURA DE TECIDOS

<<Como material experimental, a

cultura de tecidos tem muitas van-
tagens. Em primeiro Ìugar as alte-
rações no tecido vivo podem ser
observadas e fotografadas sob o
microscópio>>. (13)

<<Um dos mais importantes usos
pâra o futuro pode ser no campo
da pesquisa em hormônios e vita-
minâs, onde o método pode forne-
cer informações que não podem ser
obtidas de nenhum outro mo-
do>>. (14)

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

Godhaber (77\ observou a parti-
cipação ativa dos osteoclastos e ma-
crofagos no processo de reabsorção
óssea, documentando pela microci-
nematografia.

A limitação doste método surge

no fato de que o crescimento e o
metabolismo ceìular se dão em
meios diferentes do normal. Daí a
necessidade dg cuidado ao interpre_
tar os resultados obtidos.

HISTOQUÍMICA

As dificuÌdades na solução de
certos problemas uniu histologistas
e bioquímicos, nascenclo daí a his_
toquímica.

Os procedimentos na histoquími_
ca permitem, em resumo, o mapea_
mento da distribuição cle vários
compostos, estudo de enzimas e
problemas metabólicos. Isto é con-
seguido tratando uma secção de te-
ciclo com uma solução contendo um
reagente especÍfico para a substân-
cia cuja distribuição ou presença
se quer estudar.

Em principio, a presençâ da subs-
tância é demonstrada pelo apareci-
mento ou mudança de coloração da
zona em gue exista esta substân-
cia.

Como limite para êste método,
podemos citar à dificuldade de
uma localização precisa e falta de
especificidade, em alguns casos.

Como exemplos podemos citar os
trabalhos de Castro e Sasso (8),
Sasso, Paraventi e NÍastroianni (37)
da Universidade clc São Paulo, de
Coutinho (9) da Universidade de
Recife, com um estuclo das fosfata-
ses alcalinas na odontogônese, de

Nliraglia (30), da Universidacle da
Bahia, com estu<Ìo sôbre a histo-
química do dente cle sagtïi, e Ama-
ral (1), da Universidade clo Rio
Grande do Su!, com um estudo sô-
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bre a distribuição dos fosfolipidios
na submandibular.

ESPETROGRAFIA E FOTOMETRIA

Para estuclar a 
" composição quí-

mica dos teCidos calcificados, exis-
tem uma série de métodos, aos
quais não faremos referências. Por
sua simplicidade, rapidez, possibili-
dade de documentar e sobretudo
extrema sensibilidade, nos detere-
mos em considerações a respeito
<Ìa espectrografia e fotometria de
chama, método ôste proposto por
Jorge Honório Mittelstaedt Brito,
professor desta Faculdade, como
método de análise quantitativa dos
elementos existentes no esmalte e

dentina.
Êste método repousa eÌn que <<a

análise espectrográfica qualitativa
está baseada no fato de que um
elemento cleterminado, levado a lu-
minescência, emite sempre âs mes-
rnas raias, que constituem seu câ-
racterístico; estas raias são especí-
ficas do átomo e refletem suâ cons-
tituição íntima. Para pesquisar es-
pectroscòpicamente se um elemento
E está presente numa substância S

determinada, basta, pois, em prin-
cipio, obter o espectro da substân-
eia S e examinar se as raias de E
ali se encontram>>. (43)

Sôbre o trabalho de tese do pro-
fessor Brito, (5) quero cleter-me na
conclusão número cinco:

<<O esmaÌte e dentina apresentam
uma composição química qualitati-
va pràticamente igual>>. Esta eon-
clusão, enunciada em 1958, foi con-
firmada em 1962, por diversos au-
tores.

oq

DrFRAÇÃO POR RArO X

Quando se faz passar um feixe
de raio-x monocromático através de
uma estrutura com aruanjo regular
de átomos, se produz uma difração
relacionada com o tipo e o arranjo
espacial de átomos no material em
estudo. Esta difração pode ser gra-
vado num fiìme de modo a com-
parar'.

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

A difração obtida permite conhe-
cer o arranjo atômico no material.

Este método foi aplicado em 1930
por N[ehemel (27) e Naray-Szobo
(34) simuÌtânea e independentemen-
te para calcular o arranjo dos áto-
mos constituintes cla estrutura da
apatita dos minerais.

Em 1958 Posner e colaboradores
(35) repetiram êste estudo, agora,
com cristais de apatita preparada
sintèticamente, obtendo a seguinte
rlisposição que s€ ve projetada no
plano basal.

MICRORADIOGRAFIA

E' rìe rotina a fotografia e 
^radiografia de peças que devam

ser examihadas histotògicamente.
Isto f acilita a observação micros-
cópica cle zonas que realmente in-
teressa ao caso.

NIas em 1955 Nixon e Cosslett
(32) propuseram o uso cle um apare-
ìho cle niicrorradiografia para pro-
jeção que encontra aplicação na
sclução de alguns problemas, Pois
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projeta a imagem radiográfica au-
mentada, permitindo ver porm€no-
res impossíveis a ôlho desarrnado.
Êste método permite localizar ain-
cla melhor o campo a ser estudaclo.

. ISÓTOPOS

Quando se observa uma lâmina,
vemos âperâsrduas dimensões. Com
cortes seriaclos e possível reconsti-
tuir a terceira dimensão. Quando
se observa material semeÌhante, em
idades diferentes, é possível perce-
ber o desenvolvimento, o que nos
daria a quarta climensão, como por
exemplo no estudo de embriões de
idades diferentes. Neste caso pode-
mos seguir a formação de determi-
nado osso ou órgão.

Em resumo: procuramos meios de
transformar um estuclo estático em
dinâmico. Desde muito se procurou
conhecer as transformações, locali-
zações e destino de substâncias in-
trocluzidas no organismo. Recorde-
mos as experiências com rubia
tinctorum para marcâr o osso for-
mado durante sua administração.

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

<O primeiro estudo bioquimico
foi feito por Hevesi (20) que em-
pregou cìrumbo radiativo natural,
em 7924>>.

<<Entretanto foi com a cÌescoberta
cìos isótopos dos elementos comurìs
orgânicos, hidrogênio, nitrogênio,
carbono, fósforo, oxigênio, que a

técnica clos isótopos recebeu seu
maiol cstímuìo>>.

A técnica do precursor-procluto
permite desvendar conhecimentos.
<<De estudos dêste tipo, o conceito
de <<turnover>> (sintese, degradação
e substituição) de certos constituin-
tes do corpo, mesmo de composição
constante, tem evoluído>>. (4b)
Exemplos:

O desenvolvimento e atividade
metabólica da matriz orgânica do
osso, tem sido estudado com C74
administrado com bicarbonato ou
com S35 administratico como sulfa-
to. Neste terreno as investigações
iniciais foram de Bloom, Curtis e
l\lcl.ean (4), Armstrong( Schubert
e Lindenboum, e Skipper, Nolan e
Simpson (41).

}TICROSCOPIA ELETRôNICA

A observação das superfícies por
intermédio de microscópios estere-
oscópicos é realizarla freqüentemen-
te. Entretanto só se obtém bons re-
sultados com aurnentos pequenos,
que não podem passar de 150 diâ-
mertos.

Para vencer êsse Ìimite têm sido
usado intensivamente réplicas de
tecidos caìcificarìos para observação
ao microscónio eletrônico. E é êste
o meìhor meio para o estudo topo-
gráfico da superfície do esntalte
dentário. Como exemplo de urna
aplicação tipica, podemos citar: in-
vestigação na superfície rÌe esmalte
sob ação de floureto Para contrôle
rla cárie dentária.

Tarnbém a estruturtr interna rìe
esmalte, dentina, cemeuto e osso.
tem sido estudada por êste método,
pois não se consegue secções sufi-
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cientemente finas dêstes tecidos,
sem primeiro descalcificá-los. Para
isso, faz-se uma, superfície arti-
ficial, nestes tecidos, por desgaste
e polimento, e posteriormente
faz-se atuar um ácido fraco que
corroe esta superfície de acôr-
do cort'r diversos fatôres, resultando
em última análise, numa figura que
pode ser interpretada. Esta técnica
foi aperfeiçoada por Scott (39), ern
1956, ao qual pertence a seguinte
fotografia.

Para observar os estádios iniciais
do desenvolvimento de dente, bem
como a estrutura dos teciclos usa-
se o método das secções. Estas
secções de tecidos têm menos de
500 A de espessura e só podem ser
manobradâs por estarem incluídas
em metacrilato que lhes dá resis-
tência. Recordemos que o A é igual
a 10-7 mm. Para obter-se êstes cor-
tes usa-se navalhas de vidro adap-
tadas a microtomos. Um grande
aperfeiçoamento na obtenção dêstes
cortes foi obtido com â introdução
da navalha de diamantes por Fer-
nandez-Moran (15), em 1953, possi-
bilitando o estudo de dentina e mes-
mo esmalte perfeitamente calcifica-
clo, sendo possíveÌ sistematizar os
estudos sôbre mineralização.

Em 1956, Scott e \ilyckoff (40)
propuseram uma nova técnica que
permite prepârar pseudo-réplicas
que podem ser empregadas para o

microscópio eletrônico, difração ele-
trônica e ainda realizar análises ao
raio-X fluorescente. No Brasil a ul-
traestrutura do dente tem sido es-

Íudada por Sasso e Santos (,38),
da Universidade de São Paulo.

PARA CONCLUIR:

Se examinarmos esta palestra, ve-
remos que ela nada mais é do que
uma exposição cronológica de fatos
com um denominador comum: cada
um traz uma contribuição, mas co-
mo ela é limitada e incapaz de so-
lucionar todos os problemas, sem-
pre impõe-se nova contribuição. E
assim será até o infinito, como uma
conseqüência de uma caracteristica
único do homem: o desejo de apren-
der, de progredir, de superar, de
realizar-se enfim. Esta caracteris-
tica e o que diferencia uma socie-
dade humana de uma sociedade de
insetos que constitue um exemplo
de organização social de nivel pu-
ramente instintivo, eue não muda,
que não evoÌue.

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

A prova viva desta necessidade
de progredir, através da busca de
novos conhecimentos, nos e dada
pelos senhores que se submeteram
a um vestibular. E esta busca con-
tinuará durante o curso e durante
tôda a vi{a.

E muitap vêzes o homem é levado
a desejar' fórmulas mágicas Para
aprender, para satisfazer suas aspi-
rações. Desde logo devemos dizer
que elas não existem: só o estudo e

o trabalho levam à realização.
Portanto bem mais difícil do que

ensinar apenas num plano Pura-
mente intelectual, é o trabalho do
professor. Deve se estabelecer en-
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tre profcssor e aluno um vínculo
de entendimento mútuo.

Através dêste processo de natu-
reza afetiva se tornará mais fácit
a superação das dificuÌdades e pre-
calços dos quais está pontiìhado o

caminho do progresso.
Agradeço à congregação ^ 

que

tenho a honra de pertencer, a es-

colha para pronunciar a' aula inau-
gural e a todos os senhores, o fato
de ouví-la. NIuito obrigado.

SYNOPSIS

The paper gives the text of the
inauguraÌ Ìecture, heid at the Fa-
culty of Odontology on March 2ncl

1963.

Thc 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,
eacÌr of the findings signifying a

contribution, which howet'er limi-
ted and unable to solve all existing
problems, adds to our knowÌedge.

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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