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"LIPíDIOS EM GENGIVA HUMANA NORMAL E INFLAMADA:

VERIFICAÇÃO HISTOQUtMICA E ESTUDO

ESTRUTURAL. "

1 - INTRODUÇÃO

101 -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAObjetivos

Os objetivoB da presente pesquisa Bãc«>~

A - Determinar a presença e distribuição de

lipl.dioB na gengiva humana.

B - Determinar as variações de distribuição

dos lipl.di.os na gengiv~ :cllni.camente normal e infla

mada.

.C - Determinar a organizaçãoestrutur.al doa

liptdios no epitélio g.engivale, cens eqílerrt emente,

sua interação_estrutural com a queratina.

1.2 - Justif.icativas

Destas d.eterminações poderão advir

important.es inf'ormações sôbr.e a estrutura epitelial,

não só da geng í.va, mas. de todos os .epit.élio.s seme-

lhantes. Melhor compreensão das funções biol.ógicas

da camadaepitelial dev.erá fundamentar-se .sôbre me-

lhor conhecimento da ultra-estrut.ura da queratina e

suas interaçõescom lipidios, especialmente fOBfoli
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pÍdf.os., Pr-opoe-oseesta pesquisa, demonstrar na geng!

va humana, a presença d.e lipldios na camada querati-

nizada e sua par-tLcí.paçâo na birrefringência dessa c~

madao

Deaaa comprovação da participação de

lipldiDs na birrefringência da camada queratinizada,

resultará, como conseqüência, p.ositivar-se suaestru

turação mole.cular ordenada e .aua interação com a qU!

ratina, fenômeno .da mais alta importância para a con

cei tuação das finalidades biológicas dêste tipo. de r,!

vestimento.

1.3 - Revisão da Bibliografia

Na introdução do capItulo de lipi-

dios e lipoprotelnas, do seu clássico tratado de His

toquímica,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBALIS6N (1960 A) dizz " O capitulo dos lip!

di;os é cer-t.ament.eum dos mais interessante.s e cremos

que êle não cessará de ganhar em importância. Poucos

peaquf.aador-es se t.êm preocupado seriamente dos aspe~

tos morfológicos e histoquími.cos dos corpos graxos

realmente importantes, que são aquêles que entram na

constituição da célula e que participam do seu meta-

bolismo Intimo".ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ENGSTRQN e FIN l!4\N (1958) realçam as

dificuldades encontradas ao se estudar'as proprieda-

-8-



des dos lip1.dios, em virtude da possibilirlade dessas

molécula,S seassociar,em com outros .sLsihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAt emaa lipldi-

cns mistos, DQ,Squais ,as pr-opr-í.edades dos componen-

tes individuais são mod.if'Lcadae , Ressaltam a impor-

tância .do perrt o de vista da llltraestrutura J>io~ógica,

da paas fbd Lí.dade de ácidos graxos, fosfolip1.dio,s, ce

Lest er-oI e ésteres decolesteraL exã.s t Lr-emlado a Ia

" . d 'do, numa unaea cama ,a lipidic,a ,de espessura constan-

te, form,anda J#Il sistema.

ONCLEY(1961) afirma que muito ,do ~

terial Lí.pLd.íco que ag,oras,e cr,êcomo "lip1.dio livre"

nas células, poderá, em futuro breve, verifi,car-S,e

es tar- em Intima ligaçãp molecularcom proteina, glic2.,

proteinaou carboidratos.

Realça ainda que ,O modo de ligação

dessas ,estruturas Lí.pl.d.í.cas à porção pept.Ldf.ca de u-

ma lipoprotelna é pouee conhecida. Adesnaturação pr,!!;

t,êicae .as extrações com cse Lventes de gorduras sãos,!!

f'Lc í.errt ea para dissociarcompletamente o,Scomplexo,S

1ipopr,otêic.o,s, de tal forma que,se qualquer ligação

cova.Lente ves t Lver- presente, ela deverá .ser- muit.o li-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

bil.

Conhecem=ee muitos lipo-polissac,arl-

dt-o'st e encont.r-ane-s.elipldios firmemente, ligados com

algumas glicoproteinas. tposslvel que a fração Car-

-9-



bo.í.dr-at.odessa .complexamacromolécula possua uma li-

gação covaIente para a 1Ilo1écula lipldica.

BALE(1958) notou que em muitas cél;!!

las,os lipldios estão ligados a proteinaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAoU carbo!

dratos, dificultando o estudo das suas propriedades,ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

" . -esp.ecialmente do .seu Lnd.ice de refraçao.

ADAMSe BAYLISS(1962) estudando,a I!

beração de protelnas9 lipldios e pOlissacarldios da

elástica arterial, por inzimos pr-ot.eoLl.t.Lcns e sol-

vent.es lipidicos,observaram que alguns lipldios es

tão ligados a prote1nas, de tal forma que não podem

ser completamente ext r-a.ldos por s.olvent,es, a menos

que as ligaçõ~es prb-te1.na-lipldio s.ejam dissociadas;

e que a pi;ridina remove apenas parcialmente .os fosfo

lipldios.

TENCATE(1983) estudando.a distri-

buição da fosfatase ácida, de es ter-as e não especlfi-

.ca e lipldios noepité1io or-a.I, humano .ed,e macac.o,,2

bservou que os Leca í,s d.e atividade enz Ím f.ca .e lipi-

dios pareciam .co,incidir. Considerou êstes .achadns co-

mo indicativos da ,existência de liso.somas ou partlc~

Ias ,semelhantes a lis.Osomas no .epitélio oral. Nas c.é

lulas mais .superfi.ciais doepitélio não queratiniza-

do,os lis6somaseram grandes, poucos e irregu1arme~

't,e distribuldos. Constatou também a pr-esença de gor-

-10-



dura neutrao

GIBBONS(1963) estudando a r.egenera-

çao epitelial no palat.o de rato, com micros.cópio ele

trônico, durante as primeiras doae horas apó,s a le

são, observou que o citoplasma das .células que migr~

vam apre.sentav.am massas uniformemente densas que fo=

ram int.erpretadas como lipldios •ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
./.'1. . ,

O autor tambem desc.reveu.a presença

d.e corpos densos vesi.culados os qua.í.s foram interpr~

tados c.omolisosomas.

BOZZOe VALDRIGHI(1964)determinaram

a pr.esença de lipldios na gengiva de rato e de co-

baia. Observ.aram uma predominância de f,osfolipídios

na .camada queratinizada, enquanto nas camadas espi-

nhoaa .e basal par-ecem predominar lipldios outros que

não fosfolipídios. Nas células mais superficiais da

camada granulosa notar.am ainda a distribuição irreg,!!

lar de fosfolipldios sob a forma de grânulos loc.ali-

aadns no citoplasma ,e nos espaç oa Lnt er-ceLuLar-as,

THONARDe SCHERP(1962) observaram

que o .epitélio oral contém mucopolissacarídio ácido

nos espaços Lnter-ceIuf.ar-es , Umaparte des.sa ,substân-

ciacementant.e Lrrt er-ceLu.Lar-não foi removida por p.O-

lissacarases conhecidas, perlendo ser condroitin sul-

fat.o B. e/ou componente Ls.) tecidual (s) deaccnhec f-,

-ll-



do (s) dando reações de coloração caracterlstica de

mucopolissacarldio.

ENGEL et alii (1950) estudand~ a pa-

togênese da gengivite descamativa, sugeriram que,n,e!.

ta~ as transformações eram devidas em parteihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà produ-

ção de quant.idades .anormais de ênzim.o.s despolimeri-

eant.es, os quaisaf,etavam a substância fundamental e

a subst~cia cementante das células epiteliais.

FLESCH e &SODA (1962) estudando a ca

mada queratinizada da epiderme normal e patológica,
,

isolaram um material gorduroso firmemente ligado ,a

trama queratinizada. Descreveram-no como uma substân

cia complexa, c~m funções aparentemente cementantes.

Afirmaram ainda que os mucopolissacarldios, que du-

rante a queratinização normal da epiderme sofrem de-

composição, não ocorrem aI de maneira livre, mas es-

tão combinados, formando uma grande molécula, apare!!,

temente um glic.oproteolipldioo Aos lipldios da epi-

derme atribulram importante papel na patogênese das

doenças de pele. A origem do complexo glicoproteoli-
~ , ~

pldioe obs.cura, podendo contudo, estar nos granulos

queratohialinos que se tornam intimamente relaciona-

dos com .oS filamentos de queratina durante o proces-

so de queratinização.

CHEVREMONT (1956) analisando o pro~

-12-



.cesso de queratinização em células epidérmicas, ob-

servou o aparecimento de lipidios nas células em d~

generescência cornificada, ist-o no curso das trans-

formações que as c.élulas apresentam na queratiniza-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

-çao.
Tais lipldios sao colesteridios,fo~

folipldiosg talvez glicerldios, e sobretudo coleste

rol sob a forma livreo Ocolesterol pode ser deter-

minado histoquimicamente desde a camada de Malpighi ••

Os ácidos graxos aparecem no momento da degeneração

celular na parte superficial da camadagranulosa.

Na camada cornificada são encontrados ácidos graxos

livres e ésteres de colesterol ••

ROTHMANihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(1954) observou que existe

um equilibrio bem regulado entre a concentração de

fosfolipldio e a deesterol na pele. A atividade bio

qu1mica dos fosfolipldios é regulada pela presença

de colesteroli havendo perfeita analogia entre os a

chados microscópicos e a análise qulmica.

Enquanto nas camadas inferiores da

epiderme a quantidade de fosfolip1dio é considerá-

vel, naeamada queratinizada é grandemente reduzi-,

da. Durante a queratinização somente metade docole~

terol desaparece enquanto que o fosfolipldio desap.!

rece quase completamente.

-13-



CABRINI e CARRANZA (1958) estudando

a distribuição histoquímica da fosfa,tase ácida em ge,!!

giva humana normal e inflamada, mostraram que o ênz,!

mo está l~calizado quase que exclusivamente no epit~

lio.

Havia grande reação naS camadas su-

perficiais (menos na queratinizada quezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAé isenta de

fosfatas.e ácida) com gradual diminuição .em direçãoihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà

camada basal. Acreditam que haja relação entre a fo~

fatase ácida e queratinização, pois as áreas de maior

atividadeenzlmica correspondem às camadas imediata-

mente subjacentes à queratinizada, onde parecem oco~

rer trocas bioquímicas que levam à formação de quer!,

tina. Desde que a queratina se f or-m a , o ênzim.o desa-

parece total ou parcialmente. Em áreas não queratin!

zadas há uma grande redução da atividade de fosfata-
, ,., H ,..,

se acida. Mas estes autores nao fazem referencia al-

guma quanto às possíveis relações entre corpos gra-

xos e êstes ênzimoso

PRZELECKA et alii (1962) estudando a

localização citoquímica de fosfolipldios,fosfatase á

cida e alcalina, em ooc i t oe de Rana temporaria, not!,

ram uma possível .correlação entre a síntese de fosfo

lipídios e a atividade da fosfatase alcalina.

WEINMANN (1940) estudando a querati-

-14-



nização da mucosa oral humana, observou que a camada

média do epitélio era constituida de células que es-

tavam em processo de queratinização, e a camada su-

perficial, de células completamente cornificadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAo

McLeod (1899) citado por Weinmann, considera a quer!!,

tohialina como um produto. de separação do protoplas-

ma celular, que aparece quanto a vitalidade da célu-

la diminue; e a eleidina, um ulterior produto da me~

ma substância, é provàvelmente a gordura ou materia

graxa, que está presente na camada queratinizadao

WEINMANN ,eMEYER (1959) relacionando

inflamação, deposição de glicogênio e queratiniza-

ção da gengiva humana, observaram um estágio transi-

cional entre completa queratinização e paraquerato-

se. Sugeriram então a seguinte classificação: quera

tinização completa, paraqueratose, paraqueratose in-

completa e não queratinização .•Não relacionaram o

processo com presença de corpos graxos.

Me HUGH (1964) estudando a queratini

zação do epitélio gengival e da pele, observou g~an-

de quantidade de birrefringência na camada mais su-

perficial doepitélio, tanto da pele como da gengiva

aderida, sendo maior a birrefringência da peleo À

medida que as células migram, o núcleo e o nucl~olo

se vao rompendo progressivamente; as células aumen-

-15-



tam de tamanho e se tornam achatadas; aparecem os gr~

nulos queratohialinos no citoplasma, e finalmente

nas camadas superficiais se convertem em queratina f!,

brosazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAo

Observou ainda que a birrefringência

das fibrilas nas camadas celulares profundas era o-

rientada perpendicularmente à superfície.

GERSTEIN (1963) estudando a presença

de fosfolipldios em pele normal e com psoriase, ob-

servou maior concentração desta substância nos casos

de psorlase. Acredita que o aumento de celularidade

e acantose poderiam expliçar o aumento de conteúdo

fosfolipidico em pele com psoriase.

ZELICKSON (1961) com auxilio do mi-

croscó.pio eletrônico, estudou em pele humana normal

o processo de queratinização, tendo chegado às se-

guintes conclusões~

1 - As células basais possuiam numerosos to-

nofilame~tos citoplasmáticos, todos orientados no mes

mo plano e perpendiculares à superfície. Êstes fila-

mentos eram osmiofilicos, e com grande aumento, par~

ciam consistir de um filamento central não corado,en

volvido por uma subst;ncia osmio!ilica assumindo as-

pecto de tubo.

2 - Na camada espinhosa os tonofilamentos au

-16-



mentamgrad).lalmentede tamanho.

3 - N.a camada granulosa, com grande aumento,

foi possível observa!' em.alguns grânulos .eTetroden-ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

sos , uma .estrutura Lnter-na , que .era aparentemente de

vida ana f í Lament.oa,

4 - Imediatamente abaixo do es tz-at e c.órne.o

células mor-f'oLág í.camerrte d.í.fer-errtas eram vistas o,ca-

a.í.ona.lmerrt.e, Estas .células t.r-ansLc í onaa.s .continham n!!

merosos grânulos quer-at oh.í.aLãnea , pr-eenchendo o ,cit,2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A ( d -plasma. A .est.e ní.veL, os esmosomas nao .apresentavam

.suas modificações finais.

5 •...No es t r-at e cárn.e()~ observou o aspecto de

filamentos par-aLeLns .à .super-fLc i.e, .envolvidos por uma

substância cementante eletro-densa. O padrão de dese!!,

volvimento do estrato córneo era Lnconst.ant.e ,

O desmosoma também mudava de maneira

característica. Umcorpo osmiofilic.o (200 ~) formava

s~ no espaçp entre 2 membranas celulares opostas.

Ressal ta 'ainda 'a Lmpor-t.ancLa da substância cementan-

te na queratinização9 que, por reagir fortemente com

o tetróxido de ósmi.o, provàvelmente conteria enxofre o

BRQDY(1959 A) estudando.a ultraes-

trutura dos grânulos de queratohialina ,e o seu papel

no processo de queratini.zação, mostr{)u que ;Os grânu-

los estão dispersos por todo o citoplasma e não ao re

-17~



dor do núc leozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAo

Embor.a se tenha descrito como abrupta

a transição do estratogranuloso. ao córneo, no prese!!

te trabalho o autor mostrou a presença de células tra!!

sicionais cujos citoplasmas mostravam características

da camada granulosa e da cornificada.

SWANBECK (1959) estudando as fibras

de queratina da pele por meio da difração de raios X,

-observou que a agre gaçao de tonofibrilas numa fibra de

260 X na camada cornificada é consider.ada como a pri!!

cip.alfase no processo. de queratinização da epiderme.

CHARLES (1959) também .acreditou que

a co..e.s.aodas camadas co.rnificadas é dependente de re-

manescentes dos ponto.s de corrtact.o intercelulares, da

'camada espinhosao

MATOLTSY e MATOLTSY (1962) através de

estudo.s co.mmicroscópio eletrônico., mostraram que as

células granulosas da epiderme do.rato recém-nascido

co.ntinha grandes e numero.so.sgrânulosqueratohialinos

ccnsihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBALs t Lndo de uma subst~ncia aIt.amerrt.eo.smiofllica as

so.ciada com filamento.s citoplasmáticos.Realizando. tes

t es h.í.s t.oqujm í.cóa mostraram a aus~ncia de gr-upoa S-

8-e ""SH - nos grânulos queratohialinos.

Testes po.sitivos para S-S- foram nota

dos na camada córnea.
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COON et alii (1963) observaram que

os ácidos graxos livres são produzidos na epidermeihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAj

sendo provàvelmente incorporados ~ queratina ou à .!!zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
A ,

ma substancia cementante gli-coproteica durante o pr!!,

cesso normal de queratinização; dal~ somente peque-

na quantidade chega à superflcieda pelejaparecendo

comu uma pellcu~a lipidica superficial. Nas altera-

ções da pele~ pode haver uma. falha na incorporação

dêsses ácidos graxos à queratina ou à glicoproteina

cement.ant.e,

Em qualquer cas07 os resultados su-

gerem que algum defeito nu metabolismo de lipidios

ocorra na pele com psoriase.

ZELICKSON e HARTMANN (1962) estud~

do a mucosa oral, humana, normal, não queratinizada

ob~ervaram que o aparelho d~ Golgij composto em pa~

te por grupo de pequenas veslculas, é bem desenvol

vido e localizado nos polos opostos do núcleo. As

mitocondrias são abundantes e como degeneram, prov~

velmente dão origem às veslculase

BRODY (1959 B), com microscópio ele

trônico observou que o espaço entre as células epi-

d er-m a La da péle de cobaias era preenchido com uma

substanciade fraca opacidade. Nesta substancia in-

tercelular foram encontradas a intervalos pequenos,
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corpos opacos e difusos. Levantou a hipótese segundo

a qual a queratina era formada dos tonofilamentos e

do material do grânulo queratohialino, parcialmenteihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAi

através de uma gradual incorporação de tono'filamentbs

nos granulos de queratohialina .•O material querato-

hialino poderia então formar o componente interfila

mentoso.

CANTAROW e SCHEPARTZ (1962) revendo

a distribuição intracelular de lipidios afirmou que

a fase solúvel do citoplasma contém principalmente ,

gorduras neutras, enquanto fosfolipidios estavam co,!!

finados mais ao núcleoi mitocôndria e microsomas. Os

lipldios nucleares estavam confinados no nucléolo e

na membrana nuclear e que , pràticamente, todos os fos

folipldios da célula ocorriam como complexos lipopro

têicos.

FLORKIN (1959) ressaltou a epiderme

como uma das sedes importantes da síntese de coleste

rol. Os fosfolipldios estavam particularmente conce,!!

trados nas células das camadas profundas da epiderme

baixando seu conteúdo na camada cornificadaj que não

contém mais que 0215% ( do pêSb de resíduo sêco).

Os fosfolipidios desapareceriam quase totalmente ao

curso da queratinização. Esta desaparição ligada à-

quela das mitocôndrias resultou de uma forte libera-
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çao de colina.

A degradação dos fosfolipldiQs lib~

ra assim ácidos graxos, de sorte que o colesterol a

presenta-se em grande parte sob a forma deéster.

HILLARP e OLIVECRONA (1946) com mi-

croscópio de polarização, fizeram um estudo das pr,2

telnas estruturais e lipldios orientados no citopla~

ma de células epiteliais de diversos or-gâosder-ato,

Através de polarização ótica obser-

varam que o .cí.t.opLasma de muf t.as células epiteliais

tinha uma estrutura molecular particular, mostran,-

do uma disposição baso-apical, formada por cadeias

polipeptldicas, arranjadas ao longo eixo da célula.

Elas funcionavam como uma estrutura

de orientação para lipldios, cujas moléculas aniso

diamétricas estavam orientadas em ângulo retozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà es-

trutura. Certos epitélios apresentavam diferencia-

ções citoplasmáticas, mostrando em principio o mes-

mo aspecto.ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

***
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2 - MATERIAL E MÉTODO

2.1 - GENERALIDADES

No presente trabalho foi utilizada a

gengiva humana de pacientes do sexo masculino.

As biópsias foram executadas na re-

gião vestibular sob anestesia local. Procurou-se ob

servar as condições clínicas da gengiva ( Côr, text~

ra9 consistência, etc.) classificando-as em: gengiva

normal, gengivite crônica e gengivite sub-aguda. Di~

gnosticou-se gengiva normal, áquela que clinicamente

apresentava aspectos de normalidade, (embora histoló

gicamente seja comum observar-se pequena quantidade

de infiltrado inflamatório); gengivite crônica, àqu~

Ia que clinicamente apresentava LnfLamaçzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAào ,. porém,

com sinais de proliferação, e que, histologicamente,

se caracteriza por um intenso processo proliferati-

vOo Finalmente, chamou-se gengivite sub-aguda, àque-

les casos, nos quais, clinicamente, o processo infla

matório era mais intenso, e que histologicamente pr~

dominam fenômenos exudativo-vasculares.ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
~

Observou-se ainda a idade, e a cor

da pele do paciente.
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2 •.2 - FIXAÇÃO

Uma vez feita, a biópsia gengival e-

ra imediatamente fixada. Os fixadores usados foramg

A- FORMOL-CÂLCIO: Formol ••• 0000.0 •• 000 •• 0. 10 C.C.

Cloreto de Cálcio a 10%•• 10 C.C.

Água distilada 00000000 •• 80 C.C.

Adicionava-se carbonato de cálcio

pulverizado atézyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà saturação.

B- BOUIN : Sol. ,Saturada de àcido plcricooo 50 C.C.

Fo.rmol e o o ,J •••••• o •ihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA<t , I <J o • () o • o o o o o o fi} 10 C. C.,

Ácido Acético Glacial 00.0 •• 000. 5 C.C.

Água distilada ••• 0 ••• 000.0.00 •• 35 C.C.

C- BI-BI Bicromato de Potássio a 10,5%.0 20C.C ••

Bicloreto de Mercúrio a 7% 5 C.C.

(misturar' as soluções no momento de usar.)

2.3 - INCLUSÃO E CORTES

Uma parte dessas biópsias foi inclui

da em polietileno-glicol, sólido ("carbowax"), na pro

porção de 9 partes de "carbowax" 4.000 para 1 parte

de "carbowax" 10500, segundo Blank e McCarthy, cita-

dos por Lillie (1954 A).

As biópsias foram embebidas nesta mis
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tura a 60QC por tempo variável entre 60 e 120 minu-

tos, sendo em seguida incluídas ,numa mistura recente

mente preparadao

Outra parte dessas biópsias, foi cor

tada por congelação.

Tanto nas gengivas incluídas coao nas

cortadas por congelação, a espessura dos cortes foi

de aproximadamente 10 microns.

2.4 - TÉCNICAS HISTOQUtMICAS

Para a determinação histoquimica de

lipidios em gengiva humana utilizaram-se as seguin-

tes técnicas: Sudanofilia, Teste de Baker e -extração

por Piridina.

2.4.1 - Sudanofilia

A demonstração de lipidios pelo Su=

dan negro foi feita segundo a técnica recomendada por

Lison (1960 C)9 variante inédita.

Esta coloração foi feita tanto em ge~

givas normais como em inflamadas, após os seguintes

tratamentos:

A) Fixação em formol-cálcio por 6 horas,se-

guidas de post-cromização pelo bicromato-cálcio ( bi
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cromato de potássio 5 g + cloreto de cálcio anidro

1 gihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+ água distilada 100 CoC.) por 18 horas,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà temp~

ratura ambiente, e por mais 24 horas à 60Q CO A peça

era lavada em água corrente por 12 horas e incluída

em polietileno glicol.

B) Fixa-ção em Bouin durante 20 horas, passa,!!

do a seguir pelo álcool 70% por 1 hora, pelo álcool

5~/opor 30 minutos. Lavava-se por 30 minutos em água

corrente, colocando na piridina pura à temperatura él!!!

biente por 1 hor-a,en nova piridina por mais 1 hora.
~,,~.•.:'

Transferia-se para a piridina a 60º C por 24 horas

lavava-se em água corrente por 2 horas~ transferind~

se ao bricromato-cálcio à temperatura ambiente por 18

horas, e por mais 24 hor-as à 60º C o A peça era então

lavada por 12 horas e inclulda em polietileno glicol.

C) Fixação em Bf.-Bd , processo preconizado por

Elftman (1957), tendo porém9 no presente trabalho, si

do usada a concentração já citada, recomendada por Va

leri (1964). Após a fixação por 24 horas à temperatu-

ra ambiente, a peça era lavada pnr 12 horas em

corrente, e inclulda em polietileno glicol.

,
agua

Coloração

Os blocos foram então cortados com es

pe.ssura de 10 microns, sendo os cortes recolhidos em
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água distilada e a seguir passados pelo álcool 60 %,

pelo Sudan negro dissolvido em álcool 60% ( solução

saturada e filtrada), passados pelo álcoolzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA500;6,tran!

feridos à água distilada e montados em xarope de Ap~

ty.

Esta mesma coloração foi feita nas

gengivas cortadas por congelação. As gengivas assim

cortadas, haviam sido fixadas em formol-cálcio, se-

guidas de post-cromização, e pelo Bouin, seguido da

extração em piridina, da maneira acima mencionada,e,!

cluindo-se, é claro, a inclusãoo

204.2 - Teste de Baker

Tôdas as gengivas fixadas em formol-

cálcio com post-cromização pelo bicromato-cálcio, f~

ram utilizadas para a realização da reação de Baker,

ou teste da hematelna ácida; tanto as gengivas in-

cluidas como as cortadas por congelação.

Os cortes foram .r-ec ebí.do s em água di,!

tilada? colocados numa solução de bicromato-cálcio a

60º C por 1 hora, lavados em água distilada por 5 m!

nutos e colocados a 37º C por 5 horas numa solução de

hematelna ácida (0,05 g. de hematoxilinaihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+ 48 C.C .•de

água distilada + 1 C.C. de iodato de sódio a 1%). Os

cortes eram então lavados em água distilada,deixados
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por 18 horas a 37Q C numa solução de bórax-ferricia-

neto (f~rrLcianeto de potássio 0,25 gihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+ Bórax 0,25

g. + água d.íat â.Lada 100 CoC.), Lavados por 10 mim tGB

emágua distilada renovada e montados em glicerina g~

latina ou xarope de Apaty.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

20403 - Extração pela Piridina

A ~xtração pela piridina é uma rea-

ção contrôle para o teste de Baker , Numlote de gen-

givas, cada biópsia foi dividida ao meio, .sendc meta

de fixada em formol-cálcio, para .0. t.este de Baker e a

outra metade fixada em Bouin e feito o teste de ex-

tração pela piridina.

Após a fixação por 20 horas emBouin,

.era feita a extração. pela piridina, conforme já men-

cionamos. Os cortes9 tanto das gengivas incluídas c~

mo das cortadas por congelação, a seguir eram trata-

dos pelo b.í.cr-omat o-ccaLcLo a 60Q C por 1 hora,lavados
,

em agua distilada por 5 minutos, colocados a 37QCpor-
- ~, 4

5 horas numa soluçao de hemate1na aC1da, lavados em

água distilada, deixados por 18 horas a 37Q Cnumaso

lução de bórax-ferricianeto, lavados 10 minutos em á

gua distilada r(!novada e montados em glicerina-gela-

tina ou em xarope de Apaty.

**
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2.5 - Técnica Histofisica

Para estudo histofisico utilizaram-se

medidas de retardo ótico (R.O) da camada epitelial s~

perficial e dos espaços intercelulares da camada esp.!:.

nhosa.

As variações dos R.O. correspondenteszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

à remoçao dos lipídios pelo tratamento por piridina,

refletirão a participação dos lipídios na birrefrin-

gência das camadas superficiais e dos espaços interce

lulares.

Desde que a birrefringência é igual ao

retardo ótico dividido pela espessura do corte ••••••

(B = R.O./e), poder-se-á trabalhar só com os R.O. uma

vez que as medidas serão efetuadas nos mesmos locais.

Desta forma, as variações dos R.O. serão uma indica-

ção da variação da birrefring~ncia.

2.5.1 - T,écnica de Medida

As medidas dos retardos óticos (R.O.)

foram feitas em gengivas fixadas em Bi-Bi, incluídas

em polietileno glicol ("carbowax") e cortadas com 10

microns de espessura.. Estas medidas foram efetua~

das "Antes e Depois" da lâmina ser submetida a um tra

tamento por piridina (24 horas a 60ºC) llararemoção de

lipídi:os. Os cortes foram recebidos em água e monta-

dos em lâmina, usando-se como meio de embebição a á-

gua distilada. As medidas de R.O. foram efetuadas no
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fotomicroseópi-a Zeiss PoL InterferencialihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA* com luz

monocromática de 550milimicrons, usando-se compen-

sador Br-ace-KdhI er- 1/10 À {um décimo de compriment.o

de onda). Êste compensadoré do t Ipe de retardo óti

co fino e de azimute variável.

Consta êle, de um dis.co de míca mon

tado em um .sist.ema de engrenagens que faz girar o

disco de m í.ca ,

A rótação é m.edida por um goniometr,o.

e verni.er que fazem p.arte do tambor que faz girar o

conjunto.

Para efetuar-se a medida é preciso:

A) Estar.em o analisador e o polarizador cru

z,ados.

B) Verificar o completo .enegrecimento do

campo.

c) Usar luz d~ lâmpada de mercúrio (usou-se

a lâmpadazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBARB,Q da Zeiss.

D) Usar filtro monocromador especial (usou-

se no presente trabalho filtro de 550 milimicrons).

E) Introduzir o compensador na fenda apro-

priada entre o analizador e o compensador; quando

os lndices de leitura do tambor marcam O (zero) o

camp~ deixa de estar negro e passa a brilhar.

* ;;: Doação parcial da "Fundação de Amparo à Pesqui

aa" 7 ao l.aboratório de Patologia da FoF.O.P.
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F) Determinar entãoihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.0 ângulo de extinção do

compensador ~. (No presente caso foi de 45 graus).

G) Tirar ocompensador. C.olo.car na platina do

microscópio o preparado a ser examinado e medido.

Det.erminar .a posição de extinção da

.sua birrefringência. Com uma rotação da platinacon

duzir o pr-epar-ado a 45 graus da sua posição de ex-

Unção. Agora estará manifesta a birrefring;ncia do

m esm o ,

H) C.olocar novamente ocompensador na fenda e

fazer com que o mesmo es.te j a .emsua posição de extim

ç.ão (no present.e trabalho :lhc= 45 graus).

I) Obter a compensação da birrefringência do·

espé.cime em exame,girando o tambor do compensador.

A compensação é conseguid,a quando o brilho do . mate-

rial birrefring~nte é es.curecido, enquanto o campo em

tôrno do mesmo fica claro. ( figo 8 b).

Nestas condições, o eixo do compe~

sador (eixo de menor velocidade d.e transmissão da luz

no compensador) gira para o quadrante oposto a 90

gr-aus do e i.xo do obj.eto em questão, (posição de sub

tração) •

Emparticular, nesta pesquisa, a ca-

mada gengival .superficial, birrefringênte, era colo-

cada com o seu eixo superficial no sentido Noroe.ste-
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Sudeste (NO-SE).XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

J ) O ângulo verdadeiro de compensação .eram~

dido subtraindo-se de 45 graus (queutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAé o ângulo deex

tinção do compensador) o valor angular achado para

obter-s.e a comp ensaç ao visual.

K) A partir dêste ângulo, calculava-se o r~

tardo ótico (Zeiss-Instruções para "USo do compensa-

dor, segundo Brace-KHhler, nº G. 40-557 c - Xli 56

BO.)

ROo = RO compo sena 2 d

RO = retardo óti.co do obj eto o .

RO c o m , = retardo ótico do compensador para d.et.er

minados comprimentos de onda. (Na pre-

sente pesquisa, como foi "USada luz mo-

nocromática de 550 milimicrons, o valor

de RO com , foi: 47,20 nrí.Lâmí.cr-ons,

sena 2 d = seno de duas vêzes o ângulo de compen-

-aaç ao ,

2 .•5.2 - Exemplo de Medida

Uma vez coLocada a amostra a ser me

dida, uma .camada epitelial superficial queratiniza~

da, e, obedecendo todos os passos já descritos,obt~

ve-s.e o seguinte valor angular para a compensação ~

3955 graus.
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o ângulo verdadeiro de compensaçãoutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAé

igual a 45-39,5 = 5,5Qa

Calculando-se o R.O.o tem-se:

R.O.o = 47 ~20 x aen , llQ R.O.oXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA= 9,0057 milimicrons

2.5.3 - Sistematização das medidas

Como já foi dito anteriormente, as me

didas "Antes e Depois" eram efetuadas sempre no mes-

mo ponto de cada corte, para se conservar a identida-

de da espessura. Isto era conseguido anotando-se .os

nÚmeros identificadores dos nônios da platina girat~

ria do microscópio.

Para verificação da variação da R.O.,

dev í.daao tratamento pela piridina, e também da va-

riação do R.O. devida ao processo inflamatório, pro-

c.edeu-se às seguintes m e d í.dase

lª Série~ Efetuadas em 10 lâminas escolhidas

ao acaso, de uma mesma gengiva clinicamente normal.

As leituras foram efetuadas na camada superficial do

ep i t eLi.o, antes (A) e depod s í D) do tratamento de extra

ção dos lipldios pela piridina.

2ª Série~ Ef et uadas na superflcie e nos espaços

intercelulares de 11 cortes escolhidos ao acaso de 11

gengivas normais, também escolhidas ao acaso. Tam-

bém aqui se procedeu às medidas "Antes e Depois" do
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tratamento pela piridina~

3ª Série g Efetuadas na camada superficial e

nos esp.aços intercelulares de 11 cortes obtidos de 11

gengivas LnfLamadas, tôdasescolhidas ao acaso. Não

se fêz a extração pela piridina pois náo se desejava

estudar nesta série, senão a aç áo do fator inflama-

çãó.~

Reaunrí.ndo-csetêm-se~

G 2ª Série { Camada superficial: Antes e Depois.

Normais~ Espaços intercelularesg Antes e Depois.

Iª Série ~

N 1
Camada superficial: Antes e Dep.ois o

orma.

3ª Série; Camada superficial: Antes o

Inflamada Espaços .intercelulares: Antes.XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

* * *



2.5.4 - ESQUEMA 9ERAL DO ESTUDO HISTOsíFICO

Símbolos usados:utsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

GXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA: : conjunto total de gengivas .em estudo

N

,

t.otal de gengivas normais= numero

I
,

total de gengivas inflamadas= numero

1 \

,

total de gengivas normais antes do= numero

tratamento por piridina.

D
,

total de gengivas normais depois= numero

do tratamento por piridinao

E.M.C. = estruturação molecular completa (normal).

E.MoX. estruturação m o L e .c u .L a r -

, . . .
de li= apos remoçao

p L d . í .o s •

E.M.Y. = .estruturaçã,o molecular da gengiva inflama

da.
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R.O.utsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA= média dO'S retardO's ótiCO'Se

HIPÓTESES

(1) R.O. A =1= R.O.XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAn = Ret ar-do óticO' " Antes " di-

ferente do r-et ar-do óticO'''D,e

pO'is". Primeira hipótese dO'

estudO' estrutural dO'S lipi-

dios na gengiva humana nO'r

mal. A compr-ovaçjio desta hi

pótese significará a parti-

cLpaç âo de lipldiO'S na es -

truturaçãO' mO'lecular da ge~

giva nO'rmal.

(2) R.O.A =1= R.O.I = Ret ar-do ótic,O'"Antes" dif,e-

rente dO' retarda óticO' da

gengiva inflamada. Segunda

hipótese do est.udo ,estrutu-

ral dos lipldiO'S na geng í.va

humana. A cO'mprO'vaçãO'desta

hipótese significará que O'

prO'cessO'inflamatóriO' deter

mina uma var-Laçâo de birre-

fringência, que PO'derá ser

interpretada cO'mO' posslvel

desO'rdem estruturalo

-35-



3 - RESULTADOS

Os resultados serão descritos na mes

maordem de apresentação do material e método.

3.1 - Fixação, Inclusão ~ Cort es por Cong.e

Laç âo ,

Os resultados d~tes procedimentos s~

rao descritos com seus prin.cipais detalhes, ao relat~

rem-.se os resultados das técnicas ,histoqulmicas e his

toflsicas.

Contudo,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAjá podemos descrever o fato

de que os cortes obtidos através da inclusão em poli~

tileno glicol"(carbowax)" foram muito mais homogêneos

queaquêles obtidos por congelação. As gengivas assim

mc í.ul.das forneceram mai.or nÚmero de cortes,permitin-

do a í.nda sua .estocagem para posterior utilização.

3 a2 - Técnicas histoqulmicas

3.2.1 - Sudanof'Ll.La , As reações de c.2,

loração pelo Sudan negro ("Sudan Black B"),foram pos!

tivas tanto nas gengivas fixadas em formol-cálcio, c.2,

mo nas fixadas em Bi-Bi, mostrando entretanto, maior

int.ensidade de coloração nestas últimas.

A sud.anofilia mostrou os s.eguintes as
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pectos da distribuição de lipldios na gengivag

A) Com pequeno aumento, ( IOxIO), a camada

epitelial superficial queratinizada apresentou-se fo!

temente sUdanófila, tanto na gengiva normal,onde fo~

ma uma faixa continua, uniforme e constante, como na

gengiva inflamada ondeutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAé irregular, com soluções de

continuidade ( foto 1).

B) Com aumento maior ( IOx45 ), a sudanofi-

lia da camada superficial queratinizadaapresentou um.

aspectoXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1ame.Iar , estratificado (foto 2). Em gengivas

inflamadas era comum a falta de zonas de queratiniz~

ção, v.endo-se na superflcie epitelial, células da c~

mada granulosa com o citoplasma carregado de mate-

riais audancf ã.Loso

C) Nas pérolas queratlnicas, assim como no con

têuab dô$cis't"(1~gengivais, ocas Lona.Iment.eencontra-

dos nás gengivas inflamadas, observou-se uma intensa

sudanofilia (foto 3).

D) A .sudanofilia observada nos espaços inte~

celulares foi nítida e cons t ant.e, tanto na gengiva

normal como na inflamada (foto 2).

E) Observou-se um material intensamente suda

nófilo, especialmente condensado nos polos nuclea-

res (foto 4). Êste material, que nas camadas inferio

res do epitélio, apresentava-se nos pelos basais e a
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picais, à medida que se aproxima da camada espinhosa

superficial, passa a ocupar os polos laterais do nú-

cleo. Comoas células .se achatam, êste material suda

nófilo, citoplasmático, parece assumir uma disposi-

ção linear, paralela à superfície (foto 2 e 4).

F) Abaixo do epitéli0zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA7 na lâmina própria da

gengiva, a maior sudanofilia foi observada nas bai-

nhas de mielina, paredes vascular.es e hemàceas , Nas

gengivas inflamadas, pôde-se constatar a degeneração

das bainhas de mielina, dando origem .a massas audano

filas. Em t.ôrno das ba Ínhas de mielina em degenera-

ção, observou-se também um infiltrado inflamatório do

qual, pode-se ver plasmocitose elementos hist'il.ocitáXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA. . . •

rios, todos cont.endo materi.al sudanófilo no seu cito

plasma (foto 5).

G) Após a extração por piridina, os cortes

não se coravam pelo Sudan negro.

* * *

-38-



Figura!

Fotomicrografia mostrando sudanofilia na

camada superficial queratinizada de gengi-
va inflamada (gengivite crônica)

Observa-se também que a camada basal apre

senta-se sUdanófila, (sudanofilia citoplas=

mática) •

Aumento original: lOxlOutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAo
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Figura ~

Corte de gengiva inflamada. Fotomicro-
grafia mostrando sudanofilia da camada su-
perficial e espaços intercelulares.

Observa-se também a sudanofilia nos po
los de alguns núcleos, e o aspécto estratI
ficado, lamelar, do material sudanófilo. -

Aumento original: lOx45.
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Figura ~

Gengivite crônica. Fotomicrografia mo~

trando ausência de camada queratinizada, e i~
regularidades da sudanofilia superficial.

Abaixo do epitélio, observa-se um cis-

to gengival com o seu conteúdo intensamente

corado pelo Sudan negro.

Aumento originalg lOxlO
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Figur:aXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA!

Corte histológico de gengiva inflama
da corado pelo Sudan negro.

Observa-se uma condensação de mate-
rial lipidico nos polos nucleares.

Aumento original: lOOxlO.
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Figura ~

Corte histológico de gengiva inflamada

corado pelo Sudan negroo
Nota-se a desintegração da baInha de

mielIna, com liberação de lipIdios; nas pro-

ximi4ades; células llistiocitárias, tendo no
citop'lasma material lipIdicoo

Aumento original~ lOx45.
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3XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA02.2. - Testecle Baker

Os resultado.s obtidos com o teste de

Baker, ou teste da hemateína ácida, mostraram os s.e-

guintesaspectos ~utsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A) Camada superficial queratinizada intensa-

mente Bak.er-positiva, formando uma faixa negra, com

pacta que r.ecobre todo o epitélio gengival (foto 6).

B) Conto foi descri to para a sudanofilia, as

pérolas de queratina e os cistos gengivais também e-

ram fortemente Bak.er-positivoso

C) Observaram-se células com o citoplasma

cheio de granulações Bak.er-positivas. Estas células

foram vistas na camada granulosa e em células super-

ficiais nos casos de par-aquer-atoaea e descamação, com

o aparecimento da camada granulosa na superfície,(f~

tos 6 e 7) o

D) Nos casos de gengiva inflamada, na fase

exudativa vascular (aqui chamada sub':aguda),observo.!!

se ausência de substâncias Bak.er-positivas na super-

fície. Quando predominavam os processos proliferati-

vos (gengivite crônica), a quantidade de substâncias

Baker-positivas na superfície variava bastante. Ora

sevvd.a uma camada superficial Baker-positiva
A

espes-

sa, oracelulas isoladas contendo material Bak.er-po-
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sitivo.utsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
A

Outras vezes ainda, notavam-se massas

Baker-positivas formando verdadeiros grumos,também i~

regulares na distribuição e inconstantesna presen~a.

E) Abaixo do epdXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAt el í.o, as ba Ínhas de mi.elina

e as hemáceas eram fortemente Baker-positivas na gen-

giva normal e g.engivite crônica. Na gengivite sub-ag~

da um quadro ligeiramente Baker-positivo, denunciava

,a desintegração da ba Ínha de m í.e L â n a , Êste aspecto e-

ra idêntico ao observado com asudanofilia (foto 5).

3.2.3 - T.este da Extração por Piridina

No teste da extração por piridina os

resultados foram irregulares. Raramente70bservou-se a

remoção total de lipIdios da camada queratinizada. O

quadro mais constante observado nos cortes submetidos
e

a .êste tratamento foi o da remoção parcial, restando

quase sempre na camada superficial queratinizada uma

certa quantidade residual de subst~nciascoráveis p.e-

La hematelna-ácida. Por .outro lado, os núcleos que no

teste de Baker não se coravam pela hemateIna-ácida, ! ! .

pos a extração de lipidios pela piridina, ficavam pe~

feitamente corados. No tecido conjuntivo (lâmina pró-

pria) observou-se o desaparecimento total das substân

cias Baker-positivas.
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Figura ~

Fotomicrografia da camada superficial
queratinizada do epitélio gengival (gengivano~

mal)o

Teste de Baker mostrando fosfolipidios

na camada queratinizada e nos citoplasmas decé

lulas da camada granulosao

Aumento original: lOx45.
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Figura 7

Fotomicrografia da superficie epite-
lial de gengiva inflamada.

Teste de Baker mostrando células da

camada granulosa na superfície, contendofos

folipldios no seu citoplasma.
Aumento original~ 45xlO
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3.3 - Técnica Histofísica

Os resultados das medidas dos retar

dos óticos estão nos quadros 1~11,I1I,IV e V. Os

símbolos usados nestes quadros sao~

N = número da amostra

C = ângulo de extinção do compensador

Cl = leitura angular na compensação

dutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA= ângulo real de compensação (d=C-Cl) o

R.O ••= retardo ótico (medido em milimicrons)

A = Antes (medida feita antes do tratamen-

to por piridina)

D = Depois (medida feita depois do trata-

mento por piridina)

3.381 - Ia Série (Gengiva normal)

A lª série, constituída de 10 lâmi-

nas escolhidas ao acaso, de uma mesma gengiva clini

cament~ normal~ também escolhida ao acaso, foi sub-

metida às medidas do RoOo antes (A) e depois (D) do

tratamento de remoção de lipídios. As medidas foram

feitas somente na camada superficial~ e os resulta

dos são apresentados no quadro 10XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

*
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QUADROXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA!

MEDIDAS DO RETARDO ÓTICO

líãSérie~ Gengiva clinicamente normalg- (10 lâminas

escolhidas ao acaso, de uma mesma gengiva também es

colhida ao acaso)e

Camada superficial

N C Cl d RoOoutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
- -

1
A 4~,U 39,5 5,5 9,0057
D 45,0 42,0 3,0 4,9324

2
A 4~,/J 3995 5~5 9.0057
D 45,0 40,6 4,4 7,2197 --

3
A 45,0 35,9 9,1 16,1518
D 45.0 42.0 3.0 4c9324

4
A 45.0 38.8 6.,2 9,,9743
D 45.0 39••5 5.5 9.,0057

5
A 45,0 37,7 7,3 11,8962
D 45.0 39.,0 6.0 9.,8128

6
A 45.,0 38.5 6.5 10116200
D 45.0 41.0 4.0 6.5886

7
A 45,0 40,0 590 8,1939
D 45.0 40••9 4.1 7••732a

8
A 45.0 34,,3-10..7 17.2223
D 45.0 40.0 5..0 8c1939

9
A 45.0 38•.4 6.6 10•.7795
D 45.0 41!)4 3.6 6.0246

10
A 45~0 40~0 5..0 8.1939
D 45.0 41,0 4cO 6••5886
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Estas medidas, que estão no quadro I,

foram submetidas a tratamento estatlsticoQutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAA análiseXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

d e variância apresentou o seguinte resultado:

CAUSAS DA VARIÂNCIA G.L. F.

6,3717

Tratamento 1 80 Q 2.076 12,58+80.2076

Reslduo 18 114,6914

19Total

+ Conclusão: O resultadó (F= 12,58) é altamente si~

nificativo, tendo probabilidade maior que 99% de ter-

sido obtido devido ao tratamento pela piridina.

3Q3 - ~ Série (Gengivas normais)

A 2ª série, constitulda de 11 lâminas

escolhidas ao aca,so,de 11 gengivas clinicamente nor-

mais, também escolhidas ao acaso, foi submetida às m~

didas do RoO •• Em cada limina fez-se a medida do RQO.

da camada ~uperf1c1al e dos espaços 1ntercelulares,

antes e após o tratamento de remoção de lipidios pe-

la piridina. Obtiveram-se assim 4 grupos de medidas,

que estão nos quadros 11 e 111.

Simbolos usados na análise

G.LQ = grau de liberdade.
S.Q. = soma dos quadradoso
Q.Mo = quadrado m e d . í .o

F. = variância
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QUADROXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 1

MEDIDAS DE RETARDO ÓTICO

2ª série~ Gengivas clinicamente normais~- (11 1âm!
nas diferentes escolhidas ao acaso, de 11 gengivas
também escolhidas ao acaso••)

Camada superficial

N C C1 d R.O•.

1
A 45,0 41,0 4,0 6,5889
D 45,0 42,0 3,0 4,9324
A 45,0 37,8 7,2 11,4696

2 D 45,0 3994 5,6 9,0293

3
A 45,0 39~7 5g3 8utsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA93741

D 45,0 41,0 4,0 6,588b

A 45,0 37.3 7,7 13,26·72
4 D 45~0 40,0 5,0 8,1939

5
A 45.0 41.0 4,0 6.5886
D 45,0 41,5 3,5 5,7489

A _-45,0 41,0 4,0 6,5886
6 D 45,0 41,4 3,6 6,02{6

7
A 45,0 39,0 6,0 9,8128
'D 45,0 4195 3,5 5,7489

8
A 45,0 4192 3,8 5,8339
D 45,0 42,0 3.0 4,9324

9
A 45,0 39,5 595 9,0057
D 45,0 41,0 4,0 6,5886

A 45,0 39,0 6,0 9,812.8
10 D 45,0 42,0 3,0 4,9324

A 45,0 38,9 6,1 9,8364
11 D 45,0 40,1 499 7,4906
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QUADRO 111

MEDIDAS DE REl'ARDO ÓTICQ

2ª Série: Gengivas clinicamente normaisg- (11utsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAlâllIi
nas diferentes., escolhidas ao acaao ,XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAd e 11 gengi',:-

vas também escolhidas ao acaso.)

Espaços interc.e1u1ares

N C C1 d R.O.

I I
A 45,0 4295 2,5 4,1111
D 45,0 .42",,52.5 4.1111

2
A 45,0 39,0 6.0 9,8128

D 45g0 39,0 6,0 9,8128

3
A 45,0 42,0 3,0 4,9324
D 45,0 42,0 390 499324

4
A 45,0 4i .•2 3 .•8 5.8339
D 45,.~0 4L2 3 .•8 5.8339

A 45,0 41,0 4,0 6.58.86
5 D 45,0 41,6 3,4 5,5884

6
A 45.0 42.3 2.7 4~4368
D 45,0 41,4 3,6 6,0246

7
A 45.0 41 ••4 3.6 6,,0246
D 45qO 42 .•0 3,,0 4.9324

A 45,0 43,0 2,0 3,2898
8 D 40,U 43,0 2,0 3,2898

9
A 45g0 41,8 3-.2 5.2580
D 45.0 42.4 2~6 . 4.2716

A 45 ..0 42 ..8 2~2 3..6816
10 D '45••0 42.4 4.27162,,6

11
A 45.0 40 .•3 4 .•7 7.7030
D 45,0 40,5 4,5 7,3820
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No quadro 11, encontram-se as medi-

da'Sde retardo ntico da camada superficial, antes e

depois do tratamento. Estas medidas, foram subm.eti-

dasXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà analise da variância, fornecendo os s-eguintes

resultados:

Análise da Variância dos resultados do quadro 11

CAUSAS DA VARIÂNo G.L. S••Qo Q.Mo F.

. '
Tratamento 1 33,0066 33,0066 9,050+

ReslduQ 20 72,9401 396470

Total 21 105~9467

+ Conclusão~ O resultado ~ altamente significatiyo,

tendo pr-obabdLfdade maior que 99% de ter sido .obti-

do devido ao tratamento.

No quadro 1113 ainda desse mesmo lo-

te de gengivas, encontram-se as medidas de retardQ2..

tico dos espaços intercelulares, antes e depois do

tratamento por piridina. SubmetidasutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà analise da va-

riância, obteve-se o seguinte resultado~

Análise da Variância de resultados do quadro 111

CAUSAS DA VARIAN • G.L.. S.Q. Q.M. Fo

Tratamento 1 0,0657 0,0657 0,0228+

Resíduo 20 5795872 2,8793

Total 21 57,6529
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+ Conclusão~utsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAo resultado nao é significativo, isto

é, a variação não tem probabilidade de ser devi-

da ao tratamento de remoção dos lipidios pela pi

ridina.

3.3.3 - 3a Série (Gengiva Inflamada)

Nêste lote, constituido de 11 lâmi-

nas escolhidas ao acaso, de 11 gengivas clinicamen-

te inflamadas, também se fez a. medd da.: do R.O.~

Nesta série porém, foram feitas somente da camada su

perficial e dos espaço;s intercelulares sem remoção de

lipidios por piridina, pois que, o objetivo era exclu

clusivamente a determinação das diferenças com rela-

ção às gengivas normais. Os resultados das medidas de

RoO. da camada epitelial superficial estão apresent~

dos no quadro IV.XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

*
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QUADRO IV

MEDIDAS DE RETARDO 6TICOXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3 i i l Série: Gengivas clInicamente inflamadas:- 1 1 l~
minas escolhidas ao acaso, de 1 1 gengivas inflama-
das também escolhidas ao acaso.)

Camada superficial

N C Cl d R.O.

1 45,0 42,7 2,3 3,7873

2 45,0 39,9 5,1 8,3544

3 45,0 40,2 4,8 7,8682

4 45,0 39,0 6,0 9,8128

5 45,6 40,0 5,0 8,1939

6 45,0 42,0 3,0 4,9324

7 45,0 40,2 4,8 7,8682

8 45,0 41,0 4,0 6,5886

9 45,0 42,0 3,0 4,9324

10 45,0 43,0 2,0 3,2898

11 45utsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA10 41,0 4,0 6,5886
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Como nesta série fizeram-se as medi-

~ dn R.O. somente sem tratamento pela piridina, os

resultados serão comparados com os resultados obti-XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

d o s nas medidas feitas também na camada superficialutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

da s.érie de gengiv-as clinicamente normais (série 2,

"Antes")•
~

Análise da Variancia do.sresultados do quadro IV,

~ relação ~ resultados do quadro 11, Antes~

4,8866

CAUSAS DA VARIÂNe G.L. S.Q. Q .M . F .

Inflamação 1 28,4939 28,4939 5,83 +

Reslduo 97,732020

21 12&,2259Total

+ Conclusão: O resultado é significativn ao nIvel

de 0,05, ou seja, tem 95% de probabilidade de que

a variância seja devida ao processo inflamatório.

As medidas do retardo nti.co dos espà

ços intercelul.ares, nesta série 3, conat Ltu.l da de gen

givas clinicamente inflamadas, apresentaram os resu!

tados do quadro V.

*
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QUADRO V

MEDIDAS DE RETARDO ÓTICOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

-57-

3a Série: Gengivas clinicamente inflamadas: - 11 l.â-
mina% escolhidas ao acaso, de 11 gengivas inflama-
das também escolhidas aoXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa c a s o o ) •

Espaços interc,elulares

N C Cl d R.O.

1 45,0 43,0 2,0 3,2898

2 45,0 41,5 3,5 3.7489

3 45,0 41,3 3,7 6,0746
,

4 45,0 40,5 4,5 7,3820

5 45,0 41,0 4,0 6,5886

6 45,0 41,1 3,9 6,4050

7 45,0 39,0 6,0 9,8128
, .

8 45,0 42,5 2,5 4'11111

9 45,0 41,2 3,8 5,8339

10 45,0 42,8 2,2 3,6816

11 45,0 41,3 3,7 6,0746



ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAtratamento estatístico, foi feito

comparando êstes resultados (quadro V) com aquêles

obtidos nos espaços intercelulares da gengiva nor-

mal (quadro 111, Antes). Fêz-se a análise da vari~

cia e se obteve o seguinte resultado.

Análise ~ variância ~ resultados do quadro V

em relação com os resul.tados do quadroXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA! ! ! , Antes.

CAUSAS DA VARIÂN. G.L. S.Q. Q.M. ; F.

Inflamação 1 0,5101 0,5101 0,1764 +

Resíduo 20 57,8324 2,8916

T.ot.al 21 58,3425

+ Conclusão~ O resultado nao tem significância, is

to .é, a variação não t.emprob.abilidade de ter si-

do devidà ao proc.esso inflamatório.

*
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8a 8b

8 - Fotomicrografia mostrando a birrefringência
da camada superfi.cial do epLteIí.o,

Compensador usado: Brace-Kl:Jhler.

8a - Compensador em posição de extinçãoo Camada
superficial a 45Q do polarizador.

8b - Compen~ador girado para a obtenção da com-
pensaçao da camada ~uperficial.

Notar em 8a autsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAbf.r-r-ef'r-LngencXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAí a da camada su-

perficial,estando o campo escuro. Em 8b,

observa-se o contrário.

Houve pois,compensação da birrefringência
da camada superficial.
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4 - DISCUsslo

As técnicas histoqulmicas empregadas

no estudo de lipldios podem fornecer resultados alt~

mente significativo, permitindo aos pesquXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAí aador-ea fa-

zerem seguras conclusões. Cain, citado por PEARSE

(1960 A) 'salienta o fato de que os lipldios 'são rea.!

mente m~nos diflceis de analisar histoquimicamente

que carboidratosou protelnas. Acredita que a falta

de estudo's hi'stoqulmicos de lipldios era devida a u=

ma insegurança geral em relação às técnicas .•

ENGSTRON e FINEANN (1958) , ONCLEY

(1961), RALE (1958), FLESCH e ESODA (1962) , COON et

alii (1963), PEARSE (1960 B)~ CANTAROW e SCH~ARTZ

(1962) observaram que nos tecidos animais, os lipl-

dios estão quase aempr e comb í.nadoa, formando comple-

xos. HALE (1958), ENGSTRON e FINEANN (1958) ressal..;;

tam as dificuldades encontradas ao se estudar as pr~

priedades dos lipldios, em virtude da probabilidade

dessas moléculas se as'sociarem com outros sistemas li

pldicos mistos nos quais as propriedades do's compo-

nentes individuais alteram-se.

Por outro lado, HILLARP e OLIVECROMA

(1946) mostraram que as células epiteliais de diver-
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sos órgãos de ratos apresentavam birrefringência e

que esta birrefring.ência pr.ovàvelmente .seria causada

por lipidios orientadosGFEDCBAo Esta hipótese é amparada p!,

10 fato de solventes. de gordura fa~erem desaparecer

esta birrefringência.

Para atingir os objetivos propostos

no inicio dêste trabalha, procurou-se utilizar, além

de técnicas histoqulmicas, (Sudanofi1ia, Teste de B~

ker e Teste da extração por piridina), um método hi!;!

t.ofZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAL s L co (medidas de n . o . ) o Acredita-se que os resu!

tados de uma ede outra té.cnica se complementam, pe!,

mitindo uma interpretação mais segura.

4g1 - Técnicas Histoqulmicas

4 . 1 0 1 - Sudanofilia

o.Sudan negro ("Sudan Black"B) é, se

gundo LISo.N (1960.B), o mais eficaz dos corantes de

corposgraxoso T.emgrande afinidade aos lipldiOs e

possue uma coL o r - a ç ao intensa.

O s resultados obtidos na presente pe,ê.

quisa, pelo uso do Sudan negro, dentro da técnic.apr!,

conizada para coloração de .corpos graxos, mostrar.am

a presença de material sudanófilo que se pode consi-

derar como 1ipldioo Quando à distribuição topográf.!
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ca dêsses lipldios, observou-se que, desde a camada

baaa l.,as células .epit.eliaistêm materiaJ lipldico

intracitoplasmático, o qual,ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà medida que a obser-

vação se dirige para a superflcie doepitélio7 apr~

senta importantes modificaçõese Assim, notam':se ac.§
h

mulos destas subst.ancias nas proximidades nuclearesGFEDCBA7

em maiores condensações nas .cél.1'll.asespinhosas pr2:

ximas da camada granulosa.

Nas regiões bem superficiais, quer~

tinizadas, a presença de material lipldico consta-

tou-se através de uma sudanofilia que se distribuia

em Lame L a s estratificadas, como se houvesse uma "l~

minação" do material lipldico previamente existente

nas célulaso A respeito destas modificações topogr~

ficas do material sUdanófilo, pede=s e levantar a se

guinte hipótese: o material lipídico vem sendo sin-

tetizado em íntima relação com as modificações mor-

fológicas e funcionais daa ceLul.as epiteliais, cul

minando no processo de quer-at í.n.í.aaçjio, N a camada s~

perficial, queratinizada êstes lipldios são estrut~

rados, fazendo corpo com oediflcio macromolecular

da zona queratinizada.

Z E L I.cK S O N (1 9 6 1 ) .estudando ao mi-
, . , . . -

cr-oacopao eletronico o processo de queratinizaçao.em

pele humana, .observou que o padrão final da célula
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cornificada consistia de filamentos, cimentados jun:

tos por um material eletro-denso. Êste padrão~ afir-

mou o autor,GFEDCBAé similar àquele descrito para o cabe-

10 e pêlo, no qual, um grupo de filamentos compactos

bem orientadosZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAé visto no último estágio de querati-

nização. Afirmou ainda que o segundo componente im-
A

port,ante era a matriz ou substancia cementante.

Observou que esta subst;incia cementante era fortemen

te osmiofllica e por L a s o , p r - o v à v e lment e, contenha en

xôfre. FLESCH e ESODA (1962) observaram, em pele hu-

mana, que os mucopolissacarldios sofrem decomposição

durante o processo de queratinização normal da epi-

derme, não ocorrendo aI de maneira livre, mas combi

nado com uma grande molécula, aparentemente um glic~

proteolipldio. Os mesmos autores isolaram um mate-

rial gorduroso firmemente ligado à trama queratiniz~
A

da da epiderme humana. Notaram ser uma substancia com

plexa, com funções aparentemente cementantes. Acred!

taram que a invariável presença de lipldios em Inti-

ma combinação com a queratina é de fundamental impo!:

t anc í.apara a dermatolo.gia cL â n í . c a , Como se pode co,!!!

preender, tais autores mostraram bioquimicamente, de

um lado a presença de um material gorduroso associa-

do à queratina (da pele), ao mesmo tempo que aprese~

taramimagenselectromicroscópicas de um material den
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so, osmiofilico, que teria, segundo êles, uma função

cementante.

Na presente pesquisa, mostrou-se to

poquimicamente a presença de material gorduroso em

Intima relação com a queratina.

Agora, a hipótese mais provável, e,

pensa-se, a mais cabivel,GFEDCBAé aquela já apresentada

nesta discussão (substincias gordurosas participan-

do do edifício macromolecular das zonas queratiniz!

das) •

Poder-se-ia argumentar que na geng!

va humana as condições de queratinização não são as

mesmas encontradas na pele, material com que traba-

lharam os autores acima citados. Contudo convém lem

brar que em gengiva de roedores, BOZZO e VALDRIGUI

(1964) mostraram a positividade das mesmas reações

com as mesmas caracterIsticas topoquÍmicas. Ante-

riormente ainda a êste trabalho, BOZZO (1963) obser

vou na substancia do interior de cistos gengivais,

nos cortes corados pelo amarelo de Tiazol, uma flu~

rescência idênticaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà da camada queratinizada da su-

perfície epitelial gengival.

Tais observações vêm apoiar sobremo

do as idéias do presente trabalho, uma vez que nam,!!

cosa gengival não há glândulas lipidogênicas que e-
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ventualmente poderiam ser responsabilizadas pela pr!

sença dos lipldios. Êstes, na gengiva, provêm da ati

vidade celular do próprio epitélio.

Ainda mais, TEN CATE (1963) estudan-

do a distribuição da fosfatase ácida, esterase não es

peclfica e lipidios no epitélio oral, observou que

os locais de atividade enzlmica e lipldios pareciam

coincidir. Acreditou que êstes achados eram indicat!

vos da presença de lisosomas ou partículas semelhan-

tes no epitélio oral.

Tais achados vêm também consubstan-

ciar os resultados e idéias do presente trabalho.

Nos espaços intercelulares cabem as

mesmas considerações quantoGFEDCBAà validade das reações de

coloração.

BRODY (1959 A) observou ao microscó-

pio eletrônico, que na pele humana, o espaço interc!

lular, entre células granulares, transicionais e qU!

ratinizadas, continha material amorfo, no qual vesl-

culas estavam dispersas. THONARDe SCHERP (1962) o-

bservaram que nos espaços intercelulares do epitélio

gengival humano havia, além de mucopOlissacarldios á
A

cidos, uma outra substancia cementante desconhecida,

não removida por polissacarasesconhecidas.

Como argumentaram FLESCH e ESODA
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(1962), as substâncias por êles detectadas, assim co

mo aquelas detectadas por THONARD e SCHERP, os lipl-

dios e outras substâncias formam uma grande molécula

provàvelmente um glicoproteolipldio.

A respeito das eolorações intracito-

plasmaticas resta interpretar o seu significado.

Tratar-se-ia de lipidios constituin-

tes deorganelas citoplasmáticas ou lipidios estrut~

rais em fase de elaboração. LISON (19~0 C), a respe!

to das propriedades do Sudan negro, afirmou que ês-

te corante dá resultados positivos ao demonstrar as

mitocôndrias e certos elementos do aparelho de Golgi

onde outros corantes não o fazem suficientementeGFEDCBAo

ZELICKSON e HARTMANN (1962) estudando a mucosa oral

humana, normal, observaram que o aparelho de Golgi é

bem desenvolvido e localizado nos paIos opostos do

núcleo. As mitocôndrias são abundantes e como degen~ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

" -." <ram, provavelmente dao orl.gem a vesl.culas.

Os resultados obtidos no presente

trabalho mostraram nos polos nucleares uma condensa-
A

çao de substancias fortemente coradas pelo Sudan, e

que se acredita ser realmente o aparelho de Golgi.

Aceita-se pois como certa, a presença de lipldios de

monstrada nes t e trabalho, como parte de co n d r-L o m a e

principalmente aparelho de Golgi. Não se afasta con-
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tudo, a idéia de que tal coloração denuncia a prese~

ça de lipldios estruturais em elaboração; pois só a

presença do aparelho de Golgi exuberante e condrioma,

como foram vistos, significam uma atividade intensa

de síntese na célula.

Muita importincia pois~ tem a deter-

minação dos tipos de corpos graxos sUdanófilos, ra-

zão pela qual levou-se a efeito na presente pesquisa,

o teste de Baker, cujos resultados serão discutidos

em seguida.

4.1.2 - Teste de Baker ~ Extração por Piridina

O teste de Baker tem sLdo amplamente

utilizado para demonstração de fosfolipídios. Seu

significado e validade sao confirmadas por Lison

(1960 D), Lillie (1953 B), Cain (1947) e muitos ou-

tros.

Aceitando-se o que informam estas fo~

tes bibliográficas, pode-se admitir a presença defo~

folipldios junto ~ superfície do epitélio gengival,

queratinizado, bem como no citoplasma das células da

camada granulosa onde se viu grande quantidade de gr~

nulos Baker-positivos. O mesmo se diga, em relação às

pérolas queratinicas e cistos gengivaiso

Nas gengivas inflamadas, pôde-se con~
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tatar uma grande irregularidade de distribuição dos

fosfolipldios. Esta irregularidade revelaria distúr-

bios na sua slntese, vindo êste fator depôr a favor

da hipótese de que haveria Intima relação entre a e-

laboração de queratina e a de lipidios, ou melhor,de

fosfolipldios.

Este idéia merece séria consideração

pois se fundamenta em fatos biológicos já bem confiE.

mados de que a participação de fosfolipldios é indi~

pensável para a estruturação de formações biológicas,

como por exemp Lo , ba Ínha de mielina, membranas ceZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAL u -

lares e mesmo componentes cit.oplasmáticos.

Segundo WEISS (1961) os lipldios na

bainha de mielina estão ligados a protelnas, forman-

do um complexo lipo-protéico. ADAMS e BAYLISS (1961)

observaram que o tratamento de nervos periféricos

não fixados, por ênzimos proteollticos, levam à lib!:,

ração de lipidios da mielina, provàvelmente como um

resultado da ruptura do complexo entre lipídio e u-

ma protelna digerIvel por tripsina. A hemateIna-áci-

da mostrou que nos cortes de gengiva onde predomina-

vam alterações exudativas-vasculares (gengivite-sub-

aguda), as baInhas de mielina eram pouco nItidas,com

"aspecto esfumaçado, mostrando em seu redor substan-

cias Bak.er-positivas dispersas. Desde que na gengiva
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normal e na gengivite crônica as baInhas de mielina

eram nítidas e fortemente Baker-positivas, acredita-

se que na gengiva inflamada, os fenômenos exudativos

promovem a desintegração da baInha de mielina, libe-

rando os lipldiose

Desite qu'e, além de fosfolipldios,t~

bém nucleoprotelnas se coram pela hematelna ácida, o

teste de Baker possue uma oper-açGFEDCBAá o de cont r-oLe , que

é o teste da extração por piridina. Esta operaçãope~

mite distinguir entre substâncias lipldicas e não li

pIdicas coráveis pela hematelnae

Executou-se o tratamento por piridi-

na, recomendado no test.e e observou-se que na camadaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

"
superficial do epitélio a remoção da substancia Baker

positiva foi bastante irregular e Desde a remoção t~

tal, até a persistência da positividade de tôda cama

da superficial ao teste de Baker, tôda uma gama de

variações foi observada.

~stas variações dos resultados obti-

dos com a extração por piridina encontram amparo na

afirmação de Pearse (1960 C); "ln the case of Ba-

ker's hot pyridine extract the results on formalin-

fixed (or Weak Bouin-fixed) tissues may also be con

fusing"e

Continuando suas considerações, êste
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autor cita observações feitas no desenvolvimento da

mielina em cérebro deZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAico e Lho, Até o lH~ dia PQst-n~

tal, todo lipIdio corado pela hemate Ína ácida fica-

va negativo com a extração por pLr-Ldf.na.,Após êst,e

dia .entretanto, havia um aumento na quantidade de r~

siduo corado pela hemateIna na baInha de mielina.

BOZZO e VALDRIGHI (1964) observaram

que a extração por piridina na camada queratinizada

da gengiva de rato e de cobaia removia totalmente os

lipldios corados pela hemateIna.

Analisando os resultados obtidos no

presente trabalho, pode-se estabelecer o seguinte:

A) No teste de Baker, observou-se de manei-

ra evidente, a positividade da reação na camada epi

telial superficial e baInhas de mielina.

B) A piridina removeu em alguns caaoa , t oda

a substância Baker-positiva e em outros casos, ap,e-

nas parcialmente.

4.2 - Técnica Histoflsica

Uma das proposições do presente tra

balhoGFEDCBAé a verificação da interação dos lipldios no

processo de queratinização. Tal objetivo seria al-

cançado através das medidas do retardo ótico das ca
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aadas mais profundas e naZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa u p e r-f'L cGFEDCBAí , e q u e r-a t In í . a a d a do

epitéliogengival, antes e depois da remoção de lipl-

dios pela piridina.

,E fato conhec í . d o que o retardo ótico

em materiais birrefringêntes é devido a uma orienta-

ção molecular. Em mitocôndrias, SJOSTRAND(I961) 0-

servou que OS lipldios (cêrca de 40% da mitô-condria)

mostravam birrefringência positiva. Afirmou que esta

birrefringência ..era deyidaà orientação. molecul.ar dos

liptdios.

HILLARP e OLIVECRONA(1946) levanta-

ram a hipótese da birrefringência de células .epite~

liais ser devida a lipidios orientados, desde qlle os

solventes orgâni.cos .faziam desaparecer esta birrefrin
••..

gencia.

Analisando os resultados obtidos no

pres.ent-étrabalho, observa-se:

4.2.1 - Gengiva clinicamente normal (lª Séri~

Nesta série de gengivas, fazendo as

medidas de retardo ótico da camada superficial do ep!

télio, antes e após o tratamento de remoção dos lipt-

dios, observou-se grande variação nos resultados. A

análise da vari';ncia demonstroU que o resultado obti-

do fói altamente significativo, e que há probabilida-

de maior que 99% de que a variação tenha sido devido
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ao-tratamento pela piridina. Vill~aeque a camada su-

perficial queratinizada do epitélio gengivalGFEDCBAé inten-ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
A

samente birrefringente. Sabe-se que a birrefringen-

cí.ade uma estrutura depende .de um arranjo de suas

moléculas7 não ao acaso, mas sim de maneira ordenada.

Ora, desde que o tratamento dos cortes por solvent.es

de lipldios fêz variar significantemente a birrefri~

gência da camada queratinizada, pode-se deduzir que

êstes lip:Ídios participam desta birrefringência, is-

to é, participam da estruturação mole.cular desta c.a-

mada.

Implicado nesta afirmação está a com

provação da lª hipótes.e do estudo estrutural dos li-

pldios, ou seja, o retardo ótico após a remoção dos

lipidios é diferente do retardo ótico antes da extra
-

ção por piridina. Esta comprovação vem ainda ratifi-

car os resultados obtidos pelas técnicas histoquimi-

ca s ,

Gengivas cLinicamente normais (2ª Série)

Nesta série de gengivas, de 11 paci-

entes diferentes, porém tôdas diagnosticadas como cl!

nicamente normais, foram feitas as medidas do retar-

do ótico na camada superficial e nos espaços interc!,

lulares, antes e depois do tratamento por piridina.
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Na camada superficial (quadro 11), a

análise da variincia mostrou que o resultado obtidoGFEDCBA

é altamente sigilificativo, com 99% de probabZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAí Lí.dade

da variação ter sido obtida devido ao tratamento de

- « , . . -
extraçao dos lipl.dios. Estes resultados sao concor-

dantes com aquêles obtidos na lª série, e os confir-

ma. Mai,s uma vez então, realça-se o fato de que os li.

ptdios são ordenados e participantes da birrefringên-

cia da camada queratiniz~da. Confirma-se mais uma vez

a hipótese de que o material lipidico em questão,rea!

ment e faz parte do edí.fL c i.omacromolecular das zonas

queratinizadas.

Nos espaços intercelulares, a varia-

ção encontrada foi insignificante não permitindo as

mesmas cons í d e r - a ç ôes , o que não exclue, contudo a pr!!

sença de Lí.pl d.í.os, A interpretação dêsses resultados

parece evidente, pois se a birrefringência do espaço

intercelular depende do arranjo molecular dos seus com

ponentes, e a remoção de um dos componentes (os lip!

dios) não fêz variar significantemente esta birrefrin

gencia, é lógico afirmar-se que os lipidios ai exis-

tentes estão ligados a outras substincias, formando

pr ovàve Iment.e macromoléculas, mas não participando da

sua estruturaçãoe

*
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4 .•2.3 - Gengivas Inflamadas (3ª série, 11 pacien

tes diferentes.

Fizeram-s.e as medidas de RoO. da ca

ma da superficial e dos espaços intercelulares, sem

se fazer o tratamento de remoção de lipídioso Cnn

sequentemente so se obtiveram as medZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAi das "Antes" o

(Quadros IV eV).

Os resultados obtidos na camada su-

perfi.cial das gengivas cLinicamente inflamadas (qu!!:

dro IV) foram comparados com os resultados obtido.s

na camada superfi.cial das gengivas clinicamente nor

mais (quadro 11, Antes). A análise da vari~ncia mos

trou que o resultadoGFEDCBAé significativo ao nível de ••

0,05, ou seja, tem 95% de probabilidade, davariação

ser devida ao processo inflamatório.

Isto significa que, na gengiv.aclini

camente inflamada, 0 ;8 lipídios da camada superficial

não possuem a mesma ordenação molecular observada na

gengiva normal. Esta variação poderia ser interpre-

tada como uma alteração metabólica provocada pela ~

flamação, da qual resultaria uma alteração na sínte-

se dos componentes macromoleculares da camada quera-

tinizada.

Tanto a diminuição como o aspecto de
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sorganizado da camada .superficial, são observáveis p~

los testes histoqulmicos, e confirmados pelo método

histofisicoGFEDCBAo Comprova-se assim a segunda hipótese dó

estudo estrutural. Nos .espaços intercelulares, os re

sultados obtidos na gengiva normal ( quadro 111, An-

tes) comparados com os obtidos na gengiva inflamada,

(quadro V) mostraram variações.

A análise estatística revelou que a

variância do R.O. dos espaços intercelulares dasge~

givas normais e inflamadas é insignificant.e, isto é~

que o processo inflamatório não determinou uma va-

riação significativa no retardo ótico dêsses espaços.

Fazendo então uma análise de todos os

resultados obtidos com as medidas do r.etardo ótico,

nota-se que:

1) Na camada superficial da gengiva clinica-

mente normal houve uma variação significativa da biE

refringência, quando se fêz a remoção de lipidiospor

piridina.

2) Nos espaços intercelulares a birrefringê~

cia não apresentou variações significativas, nem pe-

la extração por piridina, nem pela presença do proce~

so inflamatório.

3) Na cam~da superficial do epitélio gengi-

vaI, o processo inflamatório fêz variar significant~
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mente a birrefringência.

Cabe lembrar mais uma vez, que birr~

fringência significa ordenação molecular, ficando a~

sim confirmadas as duas hipóteses levantadas ao inI-

cio dêste estudo histoflsico dos lipldios na gengiva

humana.ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

***
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5 - C O N C L U S Õ E SzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Diante dos r-eauLtadoa obtidos e fun-

damentados na interpretação dos meSmos à luz dos co-

nhecimentos atuais, pôde-se concluir:

1 ) Na gengiva humana existem lipldios.

2) 1l1sseslipldios estão distribuIdos na cama

da superficial queratinizada, espaços intercelulares,

aparelho r.eticular de Golgi, baGFEDCBAÍ n h a s de mielina, pa-

redes de vasos e hemácias.

3) Na camada superficial queratinizada e na

baInha de mielina existe uma predominância de fosfo-

lipldios.

4) Na gengiva inflamada há uma significante

diminuição da quantidade de lipldios na camada supeE

ficial, assim como.uma desintegração da bainha de mie

lina com liberação de lipldios. Àparecem também al-

gumas células histio-citárias carregadas de lipidios.

5) Na camada queratinizada da gengiva normal

o.slipidios possuem uma orientação molecular partici, -
pando daestruturação desta camada.

6) Na gengiva inflamada há uma variação sig-

nificante da quantidade e estruturação dos lipidios
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na camada superficial.

7) Nos espaços intercelulares9 os lipidios

estão ligados provàvelmente a outras substâncias,

talves de natureza protéica.

8) A birrefringência dos espaços intercel~

lares nao é alterada significantemente, nem pela r~

moção dos lipldios nem pelo processo inflamatório,

isto é, os lipldios que ai existem nao possuem o-

rientação molecular.ZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

*******
*
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6 - RESUMO

Empregando técnicas histoqulmicas e

método h.í.sZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAt o f'L s í.co, o autor fêz um estudo da prese~

ça, distribuição e estruturação dos lipldios na gen-

giva humana. Para êste estudo utilizou biópsias gen-

givais de pacientes do sexo masculino. Como fixado-

res foram usados: formol-cálcio, hicromato de potá~

sio-bicloreto de marcúrio (Bi-Bi) e Bouin. As técni

cas histoqulmicas empregadas foram: teste de Baker

conjugado com o teste de extração pela piridina, e

coloração pelo Sudan negro.

Como método histofísico utilizou me-

didas do retardo ótico, obtidas antes e depois 'da re

moção dos lipidios por piridina.

Modernamente tem sido realçada a paE

ticipação dos lipldios, especialmente fosfolipidios~

na estruturação de formações biologicamente impor-

tantes. No presente trabalho, o autor observou atra-

vés de reações histoqul.micas que na gengiva humana os

lipídios estão distribuídos especialmente na camada

superficial queratinizada, nos espaços intercelula~

res e nas bainhas de mielina. Observou ainda que nos

casos de gengivite~ especialmente naqueles onde pre-
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dominam fenômenos exudativos-vasculares, havia uma

acentuada diminuição dos lipldios na camada superf!

cialGFEDCBAe

Fazendo as medidas do retardo ótico

antes e depois da remoção de lipldios por piridina,

O autor determinou uma variação si~

nificante dêsse retardo na camada superficial. Esta

variação permitiu ao autor concluir que os lipldios

existentes na camada superficial queratinizada par-

ticipam da estruturação macromolecular dessa camadae

Comparand~ as medidas do retardo -~

tico obtidas nas gengivas normais e LnfLamadas obs e p

vou que o processo inflamatório determina uma varia

ção significante dêsse retardo na camada superfi-

cial.

Interpretou esta variação como uma

alteração met abo Ldca provocada pela inflamação e da

qual resulta uma alteração na slntese dos componen-

tes macromoleculares da camada queratini~ada. Entre

êsses componentes figuram os lipldios, os quais, no

processo inflamatório estão muito diminuidos.

o • •
o o •
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R É S U M ÉzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

En employant des techniques histoch!

miques et une méthode histophysique liauteur a fait

une étude de Ia présence, de Ia distribution et de Ia

structure des lipides dans Ia gencive humaine.

Pour faire ce travail il a utilisé

des biopsies gencivales de pacients du sexemasculin.

Comme fixateurs ont été utilisés: le formol-calcium,

le bichromate de potassium - bichlorurade mércure -

(Bi-Bi) et le Bonin.

Les techniques histochimiques em-

ployées on été: le test de Baker conjugué avec les

test diextraction par Ia pyridine et Ia coloration

par le noir Soudan.

Comme méthode histophysique il a ut!

lisé les mesures du retard optGFEDCBAí . q u e , obtenues avant et

aprés de l'extraction des lipides par Ia pyridine.

Modernement Ia participation des li-

pides, spécialement des phospholipides dans Ia struc

ture de formations importantes sur le point de vue

biologique, aété mise en évidence. Dans ce travail,

l'auteur a remarqué à travers de réactions histochi-

miques, que dans Ia gencive humaine les lipides sont

distribués spécialement dans Ia couche supercielle
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kératinizée, dans les espaces intercellulaires, et,

dans Ia myéline. 11 a rema.rqué encore que dans les

cas de gencivite, spécialement dans ceux oú prédom!

nent des phénomenes exsudatif-vasculaires, il y a-

vait une diminution accentuée des lipides dans Ia

couche supercielle.

En mésurant le retard optique avant

et aprés l'extraction des lipides par Ia pyridine ,

l'auteur a vérifié uneZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAva r-L a t í en signifiante dece

retard dans Ia couche supercielle.

Cette variation lui a permis de con

clure que les lipides qui existent dans Ia couche su

percielle kératinizée participent de Ia structure ma

cromoléculaires de cette coucheo

En faisant Ia comparaison des mesu-

res du retard optique obtenues dans des gencives nOE

males et dans des genci'ves inflammées, l'auteur a

observé que le procédé inflammatoire détermine une

variation de ce retard dans Ia couche supercielleo

11 a interpreté cette variation com

me une altération metabolique provoquée par l'infl~

mmation de laquelle résulte une altération dans Ia

sinthese des composants macromoléculaires de Ia cou

che kératinizée.

Parmi ces composants figurent les
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lipides, qui sont trés diminués dans le procédé in-

flamatoireZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

***

-83-



SUMMARY

Using histochemistry techniques and

histophysical method, the author made a study of the

presence, distribution and structuration of lipidsin

human gingiva. For this study, he used gingival bio-

psy of male patients. Formol calcium, bichromate of

potassium-bichloride of mercury (Bi-Bi) and Bouin,

were used as fixatives. The histochemistry techniques

used were: Baker test together with the Pyridine ex-

traction test and Sudan Black B staining.

As histophY$ical method, he used

means of optical retardation obtained before and a-

fter removal of the lipids by Pyridine.

Presently the participation of liP!

ds, especially phospholipids, in the structurationof

formations biologically important has been stressedGFEDCBAo

ln the present work the author observed, through hi!!

tochemical reactions that in human gingiva the li-

pids are distributed especially in the Keratinized

superficial layer, in the intercellular spaces and in

the myelin sheath. He also observed that in cases of

gengivitis, especially where exudative vascular phe-

nomena predominate, there was a considerabledecrease

of lipids in the superficial layer.
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Measuring the optical retardation be

fore and after removal of lipids by Pyridine, the au

thor determined a significant variatipn of this re-

tardation in the superficial layer. This variation

permitted the author to conclude that the lipids -exi~

ting in the keratinized superficial layer take part

in the macromolecular structuration of this layer.

Comparing th.emeasures of the optZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAí cal

retardation obtained in the normal and inflamed gin-

giva, he observed that tl1e inflammatory process esta

blishes a significant variation of this retardation.

He interpreted this variation as a

metabolic alteration caused by the inflammation and

from which results an alteration in the synthesis of

the macromolecular components of the Keratinized!aye~

Among these components figure the lipid which are ve

ry reduced in the inflammatory process.

***
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