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"LIPIDIOS EM GENGIVA HUMANA NORMAL E INFLAMADA:
VERIFICACAO HISTOQUIMICA E ESTUDO
ESTRUTURAL., "

1 - INTRODUGXO
1,1 - Objetives

Os objetivos da presente pesquisa sao:

A ~ Determinar a présenga e distribuicao de
lipidios na gengiva humana,

B - Determinar as variacoes de distribuicao
dos lipidios na gengiva clinicamente normal e infla
mada.

C - Determinar a organizacao estrutural dos
lipidios no epitelio gengival e, conseqllentemente,

sua interacao estrutural com a queratina,

1.2 = Justificativas

Destas determinacoes poderae advir
importantes informacoes sobre a estrutura epitelial,
nao so da gengiva, mas de todos os epitelios seme-
lhantes. Melhor compreensao das funcoes biologicas
da camada epitélial devera fundamentar-se sobre me-
lhor conhecimento da ultra-estrutura da queratina e
suas interacoes com lipidios, especialmente fosfoli
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pidios. Propoe-se esta pesquisa, demonstrar na gengi
va humana, a presenca de lipidios na camada querati-
nizada e sua participacao na birrefringencia dessa ca
mada.

Dessa comprovacao da participacao de
lipidios na birrefringencia da camada queratinizada,
resultara, como conseglléncia, positivar-se sua estru
turacao molecular ordenada e sua interacao com a que
ratina, fenomeno da mais alta importancia para a con
ceituacao das finalidades biologicas deste tipo de re

vestimento,

1.3 - Revisao da Bibliografia

Na introducao do capitulo de lipi-
dios e 1ipoproteinas, do seu classico tratado de His
toquimica, LISON (1960 A) diz: " O capitulo dos lipi
dios e certamente um dos mais interessantes e cremos
que ele nao cessara de ganhar em importancia. Poucos
pesquisadores se tem preocupado seriamente dos aspec
tos morfologicos e histoquimicos dos corpos graxos
realmente importantes, que sao aqueles que entram na
constituicao da celula e que participam do seu meta-
bolismo intimo",

ENGSTRON e FINEAN (1958) realcam as

dificuldades encontradas ao se estudar as proprieda-

-8-



des dos lipidios, em virtude da possibilidade dessas
moleculas se associarem com outros sistemas lipidi-
cos mistos, nos quais, as propriedades dos componen-
tes individuais sao modificadas. Ressaltam a impor-
tancia do ponto de vista da ultraestrutura biologica,
da possibilidade de acidos graxos, fosfolipidios, co
lesterol e esteres de colesterol existirem lade a la
do, numa tnica camada lipidica de espessura constan-
te, formando um sistema, '

' ONCLEY (1961) afirma que muito do ma
terial lipidico que agora se cre como "lipidio livre"
nas celulas, podera, em futuro breve, verificar-se
estar em intima ligacdo molecular com proteina,glico
proteina ou carboidratos.,

Realca ainda que o modo de 1ligacae
dessas estruturas lipidicas A porcie peptidica de u-
ma 1ipopreteina e pouco conhecida.‘Adesnaturagéoprg
teica e as extragoes com solventes de gorduras sdo su
ficientes para dissociar completamente os complexos
lipoproteicos, de tal forma que, se qualquer ligacao
covalente estiver presente, ela devera ser muito la-
bil.

Conhecem-se muitos lipo-pelissacari-
dios, e encontram-se lipidios firmemente ligados com

algumas glicoproteinas. £ possivel que a fragao car-
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boidrato dessa complexa macromolecula possua uma li-
gacao covalente para a molecula lipidica.

HALE (1958) notou que em muitas celu
las, os lipidios estdo ligados a proteinas ou carbeoi
dratos, dificultando e estudo das suas propriedades,
especialmente do seu indice de refracao.

ADAMS e BAYLISS (1962) estudando a 1i
beracao de proteinas, lipidios e polissacaridios da
elastica arterial, por enzimos proteoliticos e sol-
ventes lipidicos, observaram que alguns lipidios es
tao ligados a proteinas, de tal forma que nao podem
ser completamente extraidos por solventes, a menos
que as ligacoes proteina-lipidio sejam dissociadas;
e que a piridina remove apenas parcialmente os fosfo
lipidios.

TEN CATE (1963) estudando a distri-
buicao da fosfatase acida, de esterase nao especifi-
ca e lipidios no epitelio oral, humano e de macaco,o
bservou que os locais de atividade enzimica e lipi—
dios pareciam coincidir. Considerou 8stes achados co-
mo indicativos da existencia de lisosomas ou particu
las semelhantes a lisosemas no epitélio oral, Nas ce
lulas mais superficiais do epitelio nao queratiniza-
do, os lisosomas eram grandes, poucos e irregularmen

te distribuidos. Constatou tambem a presenca de gor-
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dura neutra.

GIBBONS (1963) estudando a regenera-
cao epitelial no palato de rato, com microscopio ele
tronico, durante as primeiras doze horas apos a le
sao, observou que o citoplasma das celulas que migra
vam apresentavam massas uniformemente densas que fo-
ram interpretadas como lipidies.

0 gutor tambem descreveu a presenca
de corpos densos vesiculados os quais foram interpre
tados come lisosomas,

BOZZ0 e VALDRIGHI (1964)determinaram
a presenca de lipidios na gengiva de rato e de co-
baia. Observaram uma predominancia de fosfolipidios
na camada queratinizada, enquanto nas camadas espi-
nhosa e basal parecem predominar lipidios outros que
nao fosfolipidios. Nas celulas mais superficiais da
camada granulosa notaram ainda a distribuigao irregu
lar de fosfolipidios sob a forma de granulos locali-
zados no citoplasma e nos espagos intercelulares,

THONARD e SCHERP (1962) observaram
que o epitélio»oral,contém mucopolissacaridio acido
nos espacgos intercelulares. Uma parte dessa,substén—
cia cementante intercelular nao foi removida por po-
lissacarases conhecidas, podendo ser condroitin sul-

fato B. e/ou componente (s) tecidual (s) desconheci-
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do (s) dando reacgoes de coloragao caracteristica de
mucopolissacaridio.

ENGEL et alii (1950) estudando a pa-
togenese da gengivite descamativa, sugeriram que,nes
ta, as transformacoes eram devidas em parte a produ-
cao de quantidades anormais de enzimos despolimeri-
zantes, os quais afetavam a substancia fundamental e
a substancia cementante das celulas epiteliais.,

FLESCH e ESODA (1962) estudando a ca
mada queratinizada da epiderme normal e patologica,
isolaram um material gorduroso firmemente ligado a
trama queratinizada., Descreveram-no como uma,substag
cia complexa, com funcoes aparentemente cementantes.,
Afirmaram ainda que os mucopolissacaridios, que du-
rante a queratinizacao normal da epiderme sofrem de-
composi¢cao, nao ocorrem ai de maneira livre, mas es-
tao combinados, formando uma grande molécula, aparen
temente um glicoproteolipidio. Aos lipidios da epi-
derme atribuiram importante papel na patogénese das
doencas de pele. A origem do complexo glicoproteoli-
pidio e obscura, podendo contude, estar nos granulos
queratohialinos que se tornam intimamente relaciona-
dos com os filamentos de queratina durante o proces-
so de queratinizacao.

CHEVREMONT (1956) analisando o pro-
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cesso de queratinizacao em celulas epidermicas, ob-
servou o aparecimento de lipidios nas celulas em de
generescencia cornificada, isto no curso das trans-
formacoes que as celulas apresentam na queratiniza-
cao,

Tais lipidios s3o colesteridios,fos
folipidios, talvez gliceridioes, e sobretudo coleste
rol sob a forma livre, O colesterol pode ser deter-
minado histoquimicamente desde a camada de Malpighi,
O0s acidos graxos aparecem no momento da degeneracao
celular na parte superficial da camada granulosa,
Na camada cornificada sdo encontrados acides graxos
livres e esteres de colesterol,

ROTHMAN (1954) observou que existe
um equilibrio bem regulado entre a concentracao de
fosfolipidio e a de esterol na pele, A atividade bio
quimica dos fosfolipidios e regulada pela presenca
de colesterol, havendo perfeita analogia entre os a
chados microscopicos e a analise quimica,

thuanto nas camadas inferiores da
epiderme a quantidade de fosfolipidio & considera-
vel, na camada queratinizada é grandemente reduzi-
da. Durante a queratinizacao somente metade do coles
terol desaparece enquanto que o fosfolipidio desapa

rece quase completamente,
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CABRINI e CARRANZA (1958) estudando
" a distribuicio histoquimica da fosfatase acida em gen
giva humana normal e inflamada, mostraram que o én;i
mo esta localizado quase que exclusivamente no epité
lio,

Havia grande reacao nas camadas su-
perficiais (menos na queratinizada que e isenta de
fosfatase acida) com gradual diminuicao em direcao a
camada basal, Acreditam que haja relacao entre a fos
fatase acida e queratinizacao, pois as areas de maior
atividade enzimica correspondem as camadas imediata-
mente subjacentes a queratinizada, onde parecem ocor
rer trocas bioquimicas que levam a formacao de quera
tina. Desde que a queratina se forma, o enzimo desa-
parece total ou parcialmente. Em areas nao queratini
zadas ha uma grandé reducac da atividade de fosfata-
se acida, Mas estes autores ndo fazem referencia al-
guma quanto as possiveis relacoes entre corpes gra-
xos e estes enzimos,

PRZELECKA et alii (1962) estudando

localizacao citoquimica de fosfolipidios,fosfatase

o

I

cida e alcalina, em oocitos de Rana temporaria, nota

ram uma possivel correlagdo entre a sintese de fosfo
lipidios e a atividade da fosfatase alcalina.
WEINMANN (1940) estudando a querati-
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_inizagao da mucosa oral humana, observou que a camada
. media do epitelio era constituida de celulas que es-
tavam em processo de queratinizacao, e a camada su-
perficial, de celulas completamente cornificadas.

McLeod (1899) citado por Weinmann, considera a quera
tohialina como um produto de separacao do protoplas-
ma celular, que aparece quanto a vitalidade da celu-
la diminue; e a eleidina, um ulterior produto da mes
ma substéncia, e provavelmente a gordura ou materia
graxa, que esta presente na camada queratinizada.

WEINMANN e MEYER (1959) relacionando
inflamacao, deposicao de glicogenio e queratiniza-
cao da gengiva humana, observaram um estagio transi-
cional entre completa queratinizacao e paraquerato-
se, Sugeriram entao a seguinte classificacao: quera
tinizacao completa, paraqueratose, paraqueratose in-
completa e nao queratinizacao. Nao relacionaram o
processo com presenca de corpos graxos,

MC HUGH (1964) estudando a queratini
zacao do epitelio gengival e da pele, observou gran-
de quantidade de birrefringencia na camada mais su-
perficial do epitélio, tanto da pele como da gengiva
aderida, sendo maior a birrefringencia da pele., A
medida que as celulas migram, o nucleo e o nucleolo

-~ = rd
se vao rompendo progressivamente; as celulas aumen-
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tam de tamanho e se tornam achatadas; aparecem(x;gré
nulos queratohialinos no citoplasma, e finalmente
nas camadas superficiais se convertem emqueratina fi
brosa,

Observou ainda que a birrefringencia
das fibrilas nas camadas celulares profundas era o-
rientada perpendicularmente a superficie.

GERSTEIN (1963) estudando a presenca
de fosfolipidios em pele normal e com psoriase, ob-
servou maior concentracao desta substancia nos casos
de psoriase. Acredita que o aumento de celularidade
e acantose poderiam explicar o aumento de conteudo
fosfolipidico em pele com psoriase.

ZELICKSON (1961) com auxilio do mi-
croscopio eletronico, estudou em pele humana normal
o processo de queratinizacao, tendo chegado as se-
guintes conclusoes:

1 - As celulas basais possuiam numerosos to-
nofilamentos citoplasmaticos, todos orientados no mes
mo plano e perpendiculares a superficie., fstes fila-
mentos eram osmiofilicos, e com grande aumento, pare
ciam consistir de um filamento central nao corado,en
volvido por uma subst;ncia osmiofilica assumindo as-
pecto de tubo,

2 - Na camada espinhosa os tonofilamentos au

~36-



mentam gradualmente de tamanho.

3 - Na camada granulosa, com grande aumento,
foi possivel observar em alguns granulos eletroden-
sos, uma estrutura interna, que era aparentemente de
vida aos filamentos,

4 - Imediatamente abaixo do estrato corneo ,
células morfologicamente diferentes eram vistas oca-
sionalmente, Estas células transicionais continhamnu
merosos grénulos queratchialines, preenchendp o cito
‘plasma. A este nivel, os desmosomas nao apresentavam
suas modificacoes finais,

5 - No estrato corneo, observou o aspecto de
filamentos paralelos a superficie, envolvidos por uma
substancia cementante eletro-densa, 0 padrao(kadeseﬂ
volvimento do estrato corneo era inconstante,

0 desmosoma tambem mudava de maneira
caracteristica. Um corpo osmiofilice (200 R) formava
se no espaco entre 2 membranas celulares opostas.
Ressalta ainda a importancia da substancia cementan-
te na queratinizacao, que, por reagir fortemente com
o tetroxido de osmio, provavelmente conteria enxofre.

BRODY (1959 A) estudando a wultraes-
trutura dos grénulos de queratohialina e o seu papel
no processo de queratinizacao, mostrou que os granu-

los estao dispersos por todo o citoplasma e nao ao re
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e &
dor do nucleo,

Embora se tenha descrito como abrupta

" a transicao do estrato granuloso ao cérneo, no presen
- te trabalho o autor mostrou a presenca de célulastrag
. sicionais cujos citoplasmas mostravam caracteristicas

- da camada granulosa e da cornificada.

SWANBECK (1959) estudande as fibras
de queratina da pele por meio da difracao de raios X,
observou que a agregacao de tonof ibrilasi numa fibra de
260 X na camada cornificada & considerada como a prin
eipal fase no processo de queratinizacao da epiderme,

CHARLES (1959) tambem acreditou que

3 o~ m " e
a coesao das camadas cornificadas e dependente de re-

manescentes dos pontos de contacto intercelulares, da
camada espinhosa,

MATOLTSY e MATOLTSY (1962) atraves de
estudos com microscépio eletranico, mostraram que as
celulas granulosas da epiderme do rato receim-nascido
continha grandes e numerosos granulos queratohialines
consistindo de uma substancia altamenteosmiofilicaag
sociada com filamentos citoplasmaticos.Realizando tes
tes histoquimicos mostraram a auséncia de grupos S-
S-e = SH - nos granulos queratohialinos.

Testes positivos para S-S- foram nota

- ' d
dos na camada cornea.,

-18-



COON et alii (1963) observaram que

. o8 acidos graxos livres sao produzidos na epiderme,
sendo provavelmente incorporados a queratina ou a u
8 s . ~ 3 b 3
ma substancia cementante glicoproteica durante o pro
. . -~ £ by
cesso normal de queratinizacao; dai, somente peque-

na quantidade chega a superficie da pele,aparecendo

como uma pelicula lipidica superficial, Nas altera-
coes da pele, pode haver uma falha na incorporacao
desses acidos graxos a queratina ou a glicoproteina
cementante,

Em qualquer c'aso9 os resultados su-
gerem que algum defeito no metabolismo de lipidios
ocorra na pele com psoriase,

ZELICKSON e HARTMANN (1962) estudan
do a mucosa oral, humana, normal, nao queratinizada
observaram que o aparelho de Golgi, composto em par
te por grupo de pequenas vesiculas, e bem desenvol
vido e localizado nos poles opostos do nucleo. As
mitocondrias sdo abundantes e como degeneram, prova
velmente dao origem as vesiculas.

BRODY (1959 B), com microscopio elg
tronico observou que o espaco entre as celulas epi-
dermais da péle de cobaias era preenchido com uma
substancia de fraca opacidade. Nesta subst;ncia in-

tercelular foram encontradas a intervalos pequenos,



Ihnfpos opacos e difusos. Levantou a hipotese segundo
;a qual a queratina era formada dos tonofilamentos e
% do material do granule queratohialino, parcialmente,

atraves de uma gradual incorporacao de tonofilamentos

nos grénulos de queratohialina. 0 material querato-
hialino poderia entao formar o componente interfila
mentoso.

CANTAROW e SCHEPARTZ (1962) revendo
a distribuicao intracelular de lipidios afirmou gue
a fase soluvel do citoplasma contem principalmente ,
gorduras neutras, enquanto fosfolipidios estavam con
finados mais ao nuclieo, mitocondria e microsomas. Os
lipidios nucleares estavam confinados no nucleoloc e
na membrana nuclear e que, praticamente, todos os fos
folipidios da celula ocorriam como complexos lipopro
teicos.

FLORKIN (1959) ressaltou a epiderme
como uma das sedes importantes da sintese de coleste
rol. Os fosfolipidios estavam particularmente concen
trados nas celulas das camadas profundas da epiderme
baixando seu conteudo na camada cornificada, que nao
contem mais que 0,15% ( do peso de residuo seco).

Os fosfolipidios desapareceriam quase totalmente ao
curso da queratinizacao. Esta desaparicao ligada a-

quela das mitocondrias resultou de uma forte libera-
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cao de colina,

A degradagao dos fosfolipidios libe
ra assim acidos graxos, de sorte que o colesterol a
presenta-se em grande parte sob a forma de ester,

HILLARP e OLIVECRONA (1946) com mi-
croscopio de polarizagao, fizeram um estudo das pro
teinas estruturais e lipidios orientados no citoplas
ma de celulas epiteliais de diversos orgaos de rato.

Atraves de polarizacao otica obser-
varam que o citoplasma de muitas celulas epiteliais
tinha uma estrutura molecular particular, mostran-
do uma disposicao baso-apical, formada por cadeias
polipeptidicas, arranjadas ao longo eixo da celula.

: Elas funcionavam como uma estrutura

de orientacao para lipidios, cujas moleculas aniso
diametricas estavam orientadas em angulo reto a es-
trutura, Certos epitelios apresentavam diferencia-
coes citoplasméticas, mostrando em principio o mes-

mo aspecto.

K kK
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2 - MATERIAL E METODO

2.1 - GENERALIDADES

No presente trabalho foi utilizada a
gengiva humana de pacientes do sexo masculino.

As biopsias foram executadas na re-
giao vestibular sob anestesia local. Procurou-se ob
servar as condigoes clinicas da gengiva ( Cor, textu
ra, consistencia, etc.) classificando-as em: gengiva
normal, gengivite cronica e gengivite sub-aguda. Dia
gnosticou-se gengiva normal, aquela que clinicamente
apresentava aspectos de normalidade, (embora histolé
gicamente seja comum observar-se pequena (uantidade
de infiltrado inflamatorio); gengivite cronica, éqqg
la que clinicamente apresentava inflamacao, porem,
com sinais de proliferacao, e que, histologicamente,
se caracteriza por um intenso processo proliferati-
vo, Finalmente, chamou-se gengivite sub-aguda, aque-
les casos, nos quais, clinicamente, o processo infla
matorio era mais intenso, e que histologicamente pre
dominam fenomenos exudativo-vasculares.

Observou-se ainda a idade, e a cor

da pele do paciente,
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2.2 - FIxaclo

Uma vez feita, a biopsia gengival e-

ra imediatamente fixada. O0s fixadores usados foram:

A- FORMOL-CALCIO: Formol cecoccocsocsscecssos 10 CoCs
Cloreto de Calcio a 10%.. 10 C.C.
Agua distilada .cccccoc.. 80 C,C,
Adicionava-se carbonato de calcio

pulverizado ate a saturacao,
B- BOUIN : Sol, saturada de acido picrico.. 50 C.C.
‘ FREDiBT e wo swninon ssnasion sueonse 1 Culn
Acido Acetico Glacial ...o0eec000e B C.Cs

Agua distilada ©® 0 0000000000008 35 COCO

C- BI-BI : Bicromato de Potassio a 10,5% .. 2.C.C.
Bicloreto de Mercurio @ 7% eeeoo 3 C.C,

(misturar as solucoes no momento de usar.)

2,3 - INCLUSAO E CORTES

Uma parte dessas biopsias foi inclui
da em polietileno-glicol, solido ("carbowax"), na pro
porcao de 9 partes de 'carbowax" 4.000 para 1 parte
de "carbowax" 1,500, segundo Blank e McCarthy, cita-
dos por Lillie (1954 A),

As biopsias foram embebidas nestamis
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. tura a 600C por tempo variavel entre 60 e 120 minu-

tos, sendo em seguida incluidas numa mistura recente
mente preparada.

Outra parte dessas biopsias, foi cor
tada por congelacao,

Tanto nas gengivas incluidas como nas
cortadas por congelacao, a espessura dos cortes foi

de aproximadamente 10 microns,

2.4 - TECNICAS HISTOQUIMICAS

Para a determinacao histoquimica de
lipidios em gengiva humana utilizaram-se as seguin-
tes tecnicas: Sudanofilia, Teste de Baker e extracao

por Piridina,

2,4,1 - Sudanofilia

A demonstracao de lipidios pelo Su-
dan negro foi feita segundo a tecnica recomendada por
Lison (1960 C), variante inedita.

/ Esta coloracao foi feita tanto em gen
givas normais como em inflamadas, apos os seguintes
tratamentos:

A) Fixacao em formol-calcio por 6 horas, se-

guidas de post-cromizacao pelo bicromato-calcio ( bi

D



ato de potassio 5 g + cloreto de calcio anidro
| g + dgua distilada 100 C,C.) por 18 horas, a tempe
tura ambiente, e por mais 24 horas a 602 C., A peca
a lavada em égua corrente por 12 horas e incluida
polietileno glicol.

B) Fixacao em Bouin durante 20 horas, passan
‘do a seguir pelo alcool 70% por 1 hora, pele alcool
:50% por 30 minutos. Lavava-se por 30 minutos em agua
' corrente, colocando na piridina pura a temperatura am
.Lhiente por 1 hora, emnova piridina por mais 1 hera,
Eﬂmansferianse pafééa piridina a 602 C por 24 horas ,
. lavava-se em agua corrente por 2 horas, transferindo
se ao bricromato-calcio a temperatura ambiente por 18

horas, e por mais 24 horas a 602 C. A peca era entao

4
I

lavada por 12 horas e incluida em polietileno glicol.
C) Fixacao em Bi-Bi, processo preconizado por
Elftman (1957), tendo porém, no presente trabalho, si
do usada a concentracao jé citada, recomendada por Va
leri (1964), Apos a fixacao por 24 horas a temperatu-
ra ambiente, a peca era lavada por 12 horas em agua

corrente, e incluida em polietileno glicol.

Coloracao

Os blocos foram entao cortades com es

pessura de 10 microns, sendo os cortes recolhidos em
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'}égua distilada e a seguir passados pelo alcool 60 %,
)pelo Sudan negro dissolvido em alcool 60% ( solucao
saturada e filtrada), passados pelo alcool 50%, trans
feridos a agua distilada e montados em xarope de Apa
ty.

Esta mesma coloracao foi feita nas
gengivas cortadas por congelacao. As gengivas assim
cortadas, haviam sido fixadas em formol-calcio, se-
guidas de post—cromizagao, e pelo Bouin, seguido da
extracao em piridina, da maneira acima mencionada, ex

- o - ~
cluindo-se, e claro, a inclusao.

2,4,2 - Teste gg Baker

Todas as gengivas fixadas em formol-
calcio com post-cromizacao pelo bicromato-calcio, fo
ram utilizadas para a realizacao da reacao de Baker,
ou teste da hemateina écida; tanto as gengivas in-
cluidas como as cortadas por congelacao,

Os cortes foram recebidos em agua dis
tilada, colocados numa solucao de bicromato-calcio a
602 C por 1 hora, lavados em agua distilada por 5 mi
nutos e colocados a 372 C por 5 horas numa solucao de
hemateina acida (0,05 g. de hematoxilina + 48 C.C. de
agua distilada + 1 C.C, de iodato de sodio a 1%). Os

cortes eram entao lavados em agua distilada,deixados
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18 horas a 372 C numa solugao de borax-ferricia-
(ferricianeto de potassio 0,25 g + Borax 0,25
. + agua distilada 100 C.C.), lavados por 1lOmim tos

agua distilada renovada e montados em glicerina ge

ina ou xarope de Apaty.

2,4,3 - Extracae pela Piridina

A extracao pela piridina e uma rea-
@50 controle para o teste de Baker, Num lote de gen-
f‘jlgivas, cada biopsia foi dividida ao meio, sendo meta
" de fixada em formol-calcio, para o teste de Baker e a
outra metade fixada em Bouin e feito o teste de ex-
tracao pela piridina.,

Apos a fixacao por 20 horas em Bouin,
era feita a extracao pela piridina, conforme ja men-
~ cionamos. Os cortes, tanto das gengivas incluidas co
mo das cortadas por congelagao, a seguir eram trata-
dos pelo bicromato-calcio a 602 C por 1 horaylavados
em agua distilada por 5 minutoé, colocados a 372C por
5 horas numa solucao de hemateina acida, lavados em
agua distilada, deixados por 18 horas a 372 C numa so
lucao de borax-ferricianeto, lavados 10 minutos em é
gua distilada renovada e montados em glicerina-gela-
tina ou em xarope de Apaty.

* %
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2,5 - Tecnica Histofisica

Para estudo histofisico utilizaram-se
‘medidas de retardo otico (R.0) da camada epitelial su
f?;rficial e dos espacos intercelulares da camada espi
~ nhosa,

. As variacoes dos R.0. correspondentes
" a remocao dos lipidios pelo tratamento por piridina,
'refletiréo a participacao dos lipidios na birrefrin-
géncia das camadas superficiais e dos espagos interce
lulares.

Desde que a birrefringencia e igualao
retardo otico dividido pela espessura do corte .occe.
(B = R,0./e), poder-se-a trabalhar so com os R.0. uma
i vez que as medidas serao efetuadas nos mesmos locais.
| Desta forma, as variagoes dos R.0. serao uma indica-

cao da variacao da birrefringencia.

2,5.,1 - Tecnica de Medida

As medidas dos retardos oticos (R.9D.)
foram feitas em gengivas fixadas em Bi-Bi, incluidas
em polietileno glicol ("carbowax") e cortadas com 10
microns de espessura, Estas medidas foram efetua-
das "Antes e Depois" da lamina ser submetida a um tra
tamento por piridina (24 horas a 609C) para remocao de
lipidios. Os cortes foram recebidos em agua e monta-
dos em lamina, usando-se como meio de embebicao a a-

gua distilada. As medidas de R.O. foram efetuadas no
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tomicroscopio Zeiss Pol Interferencial * com 1luz
‘monocromatica de 550 milimicrons, usando-se compen-
sador Brace-KBhler 1/10>\(um decimo de comprimento
de onda). Este compensador e do tipo de retardo oti
" co fino e de azimute variavel,

‘ Consta ele, de um disco de mica mon
tado em um sistema de engrenagens que faz girar o
- disco de mica,

?’ A rotacao e medida por um goniometro
| e vernier que fazem parte do tambor que faz girar o
' conjunto,
k Para efetuar-se a medida e preciso:
A) Estarem o analisador e o polarizador cru
I zados.
B) Verificar o completo enegrecimento do
CAampo .,
C) Usar luz de 1§mpada de mercurio (usou-se

a lampada HBO da Zeiss,

5 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 indices de leitura do tambor marcam O (zero) o

campo deixa de estar negro e passa a brilhar,

* = Doagao parcial da "Fundagao de Amparo a Pesqui
sa", ao laboratorio de Patologia da F.F.0.P,
-29-



F) Determinar entao o angulo de extincao do

nsador fc. (No presente caso foi de 45 graus).
G) Tirar o compensador. Colocar na platina do

roscopio o preparado a ser examinado e medido.

| Determinar a posicao de extincao da

birrefringencia. Com uma rotagao da platina con

zir o preparadeo a 45 graus da sua posicao de ex-

o~ 2 n . A - ~
,incao., Agora estara manifesta a birrefringencia do

H) Colocar novamente o compensador na fenda e
fazer com que o mesmo esteja em sua posicao de extin
i'gﬁg (no presente trabalho fic = 45 graus),

. I) Obter a compensacio da birrefringencia do
especime em exame, girando o tambor do compensador.
A compensacao e conseguida quando o brilho do mate-
rial birrefringénte e escurecido, enquanto o campo em
torno do mesmo fica claro. ( fig. 8 b).

Nestas condigoes, o eixo do compen
sador (eixo de menor velocidade de transmissao da luz
no compensador) gira para o quadrante oposto a 90
graus do eixo do objeto em questao, (posicao de sub
tracao)., |

Em particular, nesta pesquisa, a ca-
mada gengival superficial, birrefringente, era colo-

cada com o seu eixo superficial no sentido Noroeste-
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Sudeste (NO-SE).

J) 0 angulo verdadeiro de compensacao era me

dido subtraindo-se de 45 graus (que e o angulo de ex

tincao do compensador) o valor angular achado para

obter-se a compensacao visual,

K) A partir deste éngulo, calculava-se o re

tardo otico (Zeiss-Instrucoes para uso do compensa-

dor, segundo Brace-KBhler, n2 G, 40-557 c - Xl1 56
BO.)

RO

RO com, = retardo otico do compensador para deter

RO comp° sen., 2 d

retardo otico do objeto.

minados comprimentos de onda, (Na pre-
sente pesquisa, como foi usada luz mo-
nocromatica de 550 milimicrons, o valor
de RO cop, foi: 47,20 milimicrons,

sen, 2 d = seno de duas vezes o angulo de compen-

Sa@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 ja descritos,obte

ve-se o seguinte valor angular para a compensacao:

39,5 graus.

.
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0 angulo verdadeiro de compensacao e
igual a 45-39,5 = 5,50,
Calculando-se o R.0., tem-se:

R.0.0 = 47420 x sen, 112 R.0.0=9,0057 milimicrons

2,5.3 - Sistematizacao das medidas

Como ja 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
numeros identificadores dos nonios da platina giraté
ria do microscopio.

Para verificacao da variacao do R,O.,
devida ao tratamento pela piridina, e tambem da va-
riacao do R.0. devida ao processo inflamatorio, pro-
cedeu-se as seguintes medidas:

12 Serie: Efetuadas em 10 laminas escolhidas
ao acaso, de uma mesma gengiva clinicamente normal.,
As leituras foram efetuadas na camada superficial do
epitélio, antes (A) e depois(D) do tratamento de extra
cdo dos lipidios pela piridina,

22 Serie: Efetuadas na superficie e nos espacos
intercelulares de 11 cortes escolhidos ao acaso de 11
gengivas normais, tambem escolhidas ao acaso. Tam-

bem aqui se procedeu as medidas " Antes e Depois " do
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atamento pela piridina.

32 Serie : Efetuadas na camada superficial e
esp,agos intercelulares de 11 cortes obtidos de 11
givas inflamadas, todas escolhidas ao acaso. Nao
se fez a extragao pela piridina pois nao se desejava

udar nesta serie, sendo a acao do fator inflama-

Resumindo-se tem-se:

- {18 série
Camada superficial: Antes e Depois.
Normail.

! ¢ rs
Gf2a Seriez Camada superficial: Antes e Depois.

{ Normais ( Espacos intercelulares: Antes e Depois.

ESQ Série ( Camada superficial: Antes.

Inflamadadg Espacos intercelulares: Antes.

% %k
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2,5,4 - ESQUEMA GERAL DO ESTUDO HISTOSIFICO

oopo
)m
o e

e

Simbolos usados:

G = conjunto total de gengivas em estudo

N = numero total de gengivas normais

I = numero total de gengivas inflamadas

iy = numero total de gengivas normais antes do
tratamento por piridina. .

D = numero total de gengivas normais depois
do tratamento por piridina.

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

E.M.X. = estruturagaoc molecular apos remogao de 1i

pidios.,
EM. Y. = estruturagao molecular da gengiva inflama
da,
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0. = media dos retardos oticos.
HIPOTESES

T._A(‘l__) R.0., == R.O.p = Retardo otico " Antes " di-
y ferente do retardo otico'De
pois", Primeira hipotese do
estudo estrutural dos lipi-
dios na gengiva humana nor
mal, A comprovagao desta hi
potese significara a parti-
cipacao de lipidios na es-

truturacao molecular da gen

giva normal.

"~ (2) R.0.p == R.O0.1 = Retardo otico "Antes" dife-
' rente do retardo otico da
gengiva inflamada., Segunda
hipotese do estudo estrutu-
ral dos lipidios na gengiva
humana, A comprovacao desta
hipotese significara que o
processo inflamatorio deter
mina uma variacao de birre-
fringencia, que podera ser
interpretada como possivel
desordem estrutural.
~35-



3 - RESULTADOS

Os resultados serao descritos na mes

ordem de apresentacao do material e metodo.

3.1 - Fixacao, Inclusao e Cortes por Conge

lagao.

Os resultados destes procedimentos se
rao descritos com seus principais detalhes, ao relata
f?kmese os resultados das tecnicas histoquimicas e his
}jafisicas.

! Contudo, ja podemos descrever o fato

jde que os cortes obtidos através da inclusao em polie
‘tileno glicol"(carbowax)" foram muito mais homogeneos
‘que aqueles obtidos por congelacao. As gengivas assim
- incluidas forneceram maior numero de cortes,permitin-

" do ainda sua estocagem para posterior utilizacao.

3.2 - Tecnicas histoquimicas

3.2,1 - Sudanofilia, As reagoes de co

. loragao pelo Sudan negro ("Sudan Black B"),foram posi
tivas tanto nas gengivas fixadas em formol-calcio, co
mo nas fixadas em Bi-Bi, mostrando entretanto, maior
intensidade de coloracao nestas ultimas.

A sudanofilia mostrou os seguintes as

ZB




ectos da distribuicao de lipidios na gengivas

A) Com pequeno aumento, ( 10x10 ), a camada
ihitelial superficial queratinizada apresentou-se for
;emente sudanofila, tanto na gengiva normal,onde for
ma uma faixa continua, uniforme e constante, como na
E-ngiva inflamada onde & irregular, com solucoes de
continuidade ( foto 1),

i B) Com aumento maior ( 10x45 ), a sudanofi-
:ﬂia da camada superficial queratinizada apresentou um
ihspecto lamelar, estratificado (foto 2). Em gengivas
‘inflamadas era comum a falta de zonas de queratiniza
' ¢do, vendo-se na superficie epitelial, celulas da ca
- mada granulosa com o citoplasma carregado de mate-
' riais sudanéfilos.

C) Nas perolas queratinicas, assim como no con
- teudo dos cistoB gengivais, ocasionalmente encontra-
. dos nas gengivas inflamadas, observou-se uma intensa
- sudanofilia (foto 3),

: D) A sudanofilia observada nos espacos inter
celulares foi nitida e constante, tanto na gengiva
normal como na inflamada (foto 2),

E) Observou-se um material intensamente suda

nofilo, especialmente condensado nos polos nuclea-
res (foto 4). Este material, que nas camadas inferio
res do epitélio, apresentava-se nos palos basais e a
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ais, a medida que se aproxima da camada espinhosa

gperficial, passa a ocupar os polos laterais do nu-
leo., Como as celulas se achatam, este material suda
;filo, citoplasmatico, parece assumir uma disposi-
linear, paralela a superficie (foto 2 e 4).

F) Abaixo do epitelio, na lamina propria da
ngiva, a maior sudanofilia foi observada nas bai-
as de mielina, paredes vasculares e hemaceas. Nas
- gengivas inflamadas, pode-se constatar a degeneracao
fﬂas bainhas de mielina, dando origem a massas sudano
}filas. Em torno das bainhas de mielina em degenera-
.:.gﬁo, observou-se tambem um infiltrado inflamatorio do
- qual, pode-se ver plasmocitos e elementos histioéité
;rios, todos contendo material sudanofilo no seu cito
:?plasma (foto 5).

G) Apos a extracao por piridina, os cortes

 nao se coravam pelo Sudan negro.

* k%
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Figura 1

Fotomicrografia mostrando sudanofilia na
camada superficial queratinizada de gengi-
va inflamada (geng1v1te cronica)

Observa-se tambem que a camada basal apre
senta-se sudanofila, (sudanofilia citoplas-
matica).

Aumento original: 10x10.
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Figura 2

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

Observa-se tambem a sudanof111a nos po
los de alguns nucleos, e o aspecto estrat1
ficado, lamelar, do material sudanofilo.

Aumento original: 10x45.
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Figura 3

Gengivite cronica. Fotomicrografia mos
trando ausencia de camada queratinizada, e ir
regularidades da sudanofilia superficial.

Abaixo do epitelio, observa-se um cis-
to gengival com o seu conteudo intensamente
corado pelo Sudan negro.

Aumento original: 10x10
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Figura 4
; Corte histologico de gengiva inflama
] da corado pelo Sudan negro.
Observa-se uma condensacao de mate-
rial lipidico nos polos nucleares.
Aumento original: 100x10.
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Figura 5

Corte histologico de gengiva inflamada
corado pelo Sudan negro.

Nota-se a desintegracao da bainha de
mielina, com liberacao de lipidios; nas pro-
ximidades; celulas histiocitarias, tendo no
citoplasma material lipidico.

Aumento original: 10x45.
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3:.2.,2, - Teste~§g Baker

Os resultados obtidos com o teste de
Baker, ou teste da hemateina acida, mostraram os se-
- guintes aspectos:

A) Camada superficial queratinizada intensa-
; mente Baker-positiva, formando uma faixa negra, com
. pacta que recobre todo o epitelio gengival (foto 6),

B) Como foi descrito para a sudanofilia, as
perolas de queratina e os cistos gengivais também e-
ram fortemente Baker-positives,

C) Observaram-se celulas com o citoplasma
cheio de granulacoes Baker-positivas, Estas celulas
foram vistas na camada granulosa e em celulas super-
ficiais nos casos de paraqueratoses e descamacao,com
o aparecimento da camada granulosa na superficie,(fg
tos 6 e 7).

D) Nos casos de gengiva inflamada, na fase
exudativa vascular (aqui chamada sub:aguda),observog
se auséncia de substancias Baker-positivas na super-
ficie, Quando predominavam os processos proliferati-
vos (gengivite cranica), a quantidade de substancias
Baker-positivas na superficie variava bastante, Ora
servia uma camada superficial Baker-positiva espes-

sa, ora celulas isoladas contendo material Baker-po-
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 sitivo.
Outras vezes ainda, notavam-se massas
Baker-positivas formando verdadeiros grumos,tambem ir
regulares na distribuicao e inconstantesna presenta,
E) Abaixo do epitelio, as bainhas de mielina
e as hemaceas eram fortemente Baker-positivas na gen-
giva normal e gengivite cronica, Na gengivite sub-agu
da um quadro ligeiramente Baker-positivo, denunciava
a desintegracao da bainha de mielina, fiste aspecto e-

ra identico ao observado com a sudanofilia (foto 5),

3.2,3 - Teste da Extracao por Piridina

No teste da extracao por piridina os
resultados foram irregulares. Raramente, observou-se a
remocao total de lipidios da camada queratinizada, O
quadro mais constante observado nos cortes submetidos
a este tratamento foi o da remocao parcial, reitando
quase sempre na camada superficial queratinizada uma
éerta quantidade residual de subst;nciasvcoréveis pe-
la hemateina-acida. Por outro lado, os nucleos que no
teste de Baker nao se coravam pela hemateina-acida, a
pos a extragdo de lipidios pela piridina, ficavam per
feitamente corados. No tecido conjuntivo (lamina pro-
pria) observou-se o desaparecimento total das substég

cias Baker-positivas,
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Figgza 6

Fotomicrografia da camada superficial
queratinizada do epitelio gengival (gengiva nor
mal) .

Teste de Baker mostrando fosfolipidios
na camada queratinizada e nos citoplasmas decé
lulas da camada granulosa.

Aumento original: 10x45.
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Figura 7

Fotomicrografia da superficie epite-
lial de gengiva inflamada.

Teste de Baker mostrando celulas da
camada granulosa na superficie, contendo fos
folipidios no seu citoplasma,

Aumento original: 45x10
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3.3 - Tecnica Histofisica

Os resultados das medidas dos retar
dos oticos estao nos quadros I,II,III,IV e V. Os

| simbolos usados nestes quadros sao:

N = numero da amostra

c = angulo de extincao do compensador
Cl1 = leitura angular na compensacao

d = angulo real de compensacao (d=C-Cl).

R.0, = retardo otico (medido em milimicrons)

A = Antes (medida feita antes do tratamen-
to por piridina)

D = Depois (medida feita depois do trata-

mento por piridina)

3.,3,1 - 18 Serie (Gengiva normal)

A 12 serie, constituida de 10 lami-
nas escolhidas ao acaso, de uma mesma gengiva clini
camente normal, tambem escolhida ao acaso, foi sub-
metida as medidas do R.0. antes (A) e depois (D) do
tratamento de remocao de lipidios. As medidas foram
feitas somente na camada superficial, e os resulta

dos sao apresentados no quadro I.
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QUADRO I
MEDIDAS DO RETARDO OTICO

e 3 © - Lol s
12 Serie: Gengiva clinicamente normal:- (10 laminas
. R 4
escolhidas ao acaso, de uma mesma gengiva tambem es
colhida ao acaso).

Camada superficial

N C c1 d R.0.
A| 45,0 39,5 5,5 9,0057
1 D[35,0(42,0] 3,0 71,9324
A145,0 [ 39,5 ] 5,5 9,0057
2 D[45,0]40,6| 4,4 7,2107
A| 45,0 | 35,9 | 9,1 16,1518
5 D[75,0142,0] 3.0 Z.9304
4 A145.0 [ 38,8 6,2 29,9743
D|45,0{39,5] 5,5 9,0057
s Al45,0137,7] 7,3 11,8962
D 35,6 | 59,0 | 6,0 59,8128
¢ A[45,0]38,5] 6,5 10,6200
D450 41,0 4,0 6,5886
», Al45,0[40,0] 5,0 8,1939
D 45,0 (40,9 | 4,1 7 o 7326
g Al145,0(34,3]10,7 17,2223
D 45,0 40,0 5,0 8,1939
A145,0138,4| 6,6 10,7795
9 D[a5,0 41,4 3,6 6,0246
10 Al45,0140,0] 5,0 8,1939
D|{45.0]| 41,01 4,0 6,5886
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Estas medidas, que estao no quadro I,

foram submetidas a tratamento estatistico. A analise

de variancia apresentou o seguinte resultado:

[CAUSAS DA VARIANCIA| G,L. S.Qo Q.M. F.
Tratamento 1 80,2076 80,2076 12,58+
Residuo 18 114,6914 6,3717
Total 19 194,8990

+ Conclusdo: 0 resultado (F= 12,58) & altamente sig
nificativo, tendo probabilidade maior que 99% de ter-

sido obtido devide ao tratamento pela piridina.

3.3 - 22 Serie (Gengivas normais)

| A 22 gerie, constituida de 11 laminas
escolhidas ao acaso,de 11 gengivas clinicamente nor-
mais, tambem escolhidas ao acaso, foi submetida as me
didas do R.0,. Em cada lamina fez-se a medida do R.O.
da camada superficial e dos espagos intercelulares,
antes e apos o tratamento de remocao de lipidios pe-
la piridina, Obtiveram-se assim 4 grupos de medidas,

que estao nos quadros II e III,

< s " .
Simbolos usados na analise da variancia

G.L., = grau de liberdade,
S.Q. = soma dos quadrados.
Q.M. = quadrado medio
F. = Varianc ia UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE DOOKTALOGIA DE PLATICER®
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QUADRO II
MEDIDAS DE RETARDO OTICO

22 gserie: Gengivas clinicamente normais:- (11 lami
nas diferentes escolhidas ao acaso, de 11 gengivas
tambem escolhidas ao acaso,)

Camada superficial

N c cr | d R.0.,
; A | 45,0[ 41,0] 4,0 6,5886
D [45,0| 42,0] 3,0 1,9324
, X [145,0[ 37,8 7,2 11,4696
D [ 45,0 39,4] 5,6 9,0293
5 A [ 45,0] 39,7] 5,3 8, 3741
D | 45,0 41,0| 4,0 6,5886
A | 45,0] 37,3] 7,7 13,2672
4 p ["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
5 p ["315,0] 41,4] 3,6 56,0246
~ A | 45,0| 39,0] 6,0 9,8128
‘ 'p [35,0] 41,5/ 3,5 5,7489
A | 45,0] 41,2] 3,8 5,8339
8 p 45,0| 42,0| 3,0 4,9324
o A [45,0[739,5[ 5,5 9,0057
D | 45,0| 41,0| 4,0 6,5886
A | 45,0] 39,0 6,0 9,8128
10 p [725,0[ 42,0] 3,0 4,9324
1, A [ 25,00 38,9[ 6,1 9,8364
D | 45,0[ 40,1| 4,9 7,4906
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QUADRO III
MEDIDAS DE RETARDO OTICO

2a Serie: Gengivas clinicamente normais:- (11 lami
nas diferentes, escolhidas ao acaso, de 11 gengiw
vas tambem escolhidas ao acaso.)

Espacos intercelulares

N C ¢l d R.O.
1 A 45,0 | 42,5| 2,5 T 4,1111
- D450 [ 42,5] 2,5 24,1111
‘ A| 45,0 | 39,0] 6,0 9,8128
2 D (75,0 [ 39,0] 6,0 9,8128
A| 45,0 | 42,0] 3,0 14,9324
3 D [45,0 | 42,0] 3,0 14,9324
Al45,0 | 41,2] 3,8 5,8339
4 p 45,0 | 41,2| 3,8 5,8339
Al45,0 | 41,0] 4,0 | 6,5886
5 D[15,0 | 41,6] 3,4 5,5884
6 2145,0 | 42,3]| 2,7 4,4368
D [45,0 | 41,4| 3,6 6,0246
o A[45,0 | 41,4] 3,6 6,0246
D ™5,0 1 42,00 3,0 4,9324
A| 45,0 | 43,0] 2,0 3,2898
8 p (45,0 [ 43,0] 2,0 3,2808
o A[45,0 [ 41,8] 3,2 5,2580
D|45,0 | 42,4] 2,6 4,2716
16 ﬁ 45,0 | 42,8| 2,2 3,6816
45,0 | 42,4( 2,6 4,2716
-~ A|45,0 | 40,3] 4,7 7,7030
D 45,0 | 40,5] 4,5 7,3820

]
1
v



No quadro II, encontram-se as medi-
_ das de retardo otice da camada superficial, antes e
depois do trétamento. Estas medidas, foram submeti-
' das a analise da variancia, fornecendo os seguintes

; resultados:

Analise da Variancia dos resultados do quadro II

CAUSAS DA VARIAN,| G.L. S.Q. Q.M, F.
Tratamento 1 33,0066 | 33,0066 |9,050+
Residuo 20 72,9401 3,6470
Total 21 | 105,9467

+ Conclusao: O resultade e altamente significativo,
tendo probabilidade maior que 99% de ter sido obti-
do devido ao tratamento.,
No quadro III, ainda desse mesmo lo-
te de gengivas, encontram-se as medidas de retardg é
tico dos espacos intercelulares, antes e depois do
tratamento por piridina., Submetidas a analise da va-

riancia, obteve-se o seguinte resultado:
Analise Qg’Variéncia de resultados do quadro II1I

CAUSAS DA VARIAN, | G.L. S.Q. Q.M. | F,
Tratamento | 1 | 0,0657 0,0657 {0,0228+
Residuo |20 57,5872 2,8793 ’
Total 21 57,6529
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+ Conclusao: O resultado nao e significativo, isto
é, a variacao nao tem probabilidade de ser devi-
da ao tratamento de remocao dos lipidios pela pi

ridina,

3.3.3 - 32 Serie (Gengiva Inflamada)

Neste lote, constituido de 11 lami-
nas escolhidas ao acaso, de 11 gengivas clinicamen-
te inflamadas, tambem se fez a medida: do R.O.,
Nesta seérie porem, foram feitas somente da camada su
perficial e dos espacos intercelulares sem remocao de
lipidios por piridina, pois que, o objetivo era excilu
clusivamente a determinacao das diferencas com rela-
cao as gengivas normais. Os resultados das medidas de
R.0. da camada epitelial superficial estao apresenta

dos no quadro IV,
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QUADRO IV
MEDIDAS DE RETARDO OTICO

38 Serie: Gengivas clinicamente inflamadas:- 11 1la
minas escolhidas ao acaso, de 11 gengivas inflama-
das tambem escolhidas ao acaso.)

Camada superficial

N C C1 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 45,0 |40,0| 5,0 8,1939
6 |45,0 42;0 3,0 4,9324
7 145,0|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 45,0 |41,0| 4,0 6,5886
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Como nesta serie fizeram-se as medi-

do R.0. somente sem tratamento pela piridina, os
resultados serao comparados com os resultados obti-
dos nas medidas feitas tambem na camada superficial

2 . . 3> . . L4 .
serie de gengivas clinicamente normais (serie 2,
"Antes').

Analise da Variancia dos resultados do quadro IV,

~

em relacao aos resultados do quadro II, Antes:

CAUSAS DA VARIAN, | G.L; S.Q. Q.M. F.
Inflamacao 1 | 28,4939 | 28,4939 |5,83 +
Residuo 20 | 97,7320 4,8866
Total | 21 h2e,2259

+ Conclusao: O resultado e significativo ao nivel
de 0,05, ou seja, tem 95% de probabilidade de que

a variancia seja devida ao processo inflamatorio.

As medidas do retardo otico dos espa
¢os intercelulares, nesta serie 3, constituida de gen
givas clinicamente inflamadas, apresentaram os resul

tados do quadro V.
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QUADRO V
MEDIDAS DE RETARDO OTICO

32 Serie: Gengivas clinicamente inflamadas:- 11 la-
minas escolhidas ao acaso, de 11 gengivas inflama-
das tambem escolhidas ao acaso.).

Espacos intercelulares

N c cL | d R.O.
1 |45,0 | 43,0| 2,0 3,2808
2 |a5,0 | 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 | 9,3128
8 |45,0 | 42,5| 2,5 4,1111
o |a5,0 | 21,2| 3,8 | 15,8339
10 |45,0 | 42,8| 2,2 3,6816
11 |45,0 | 41,3| 3,7 6,0746

=57~



0 tratamento estatistico, foi feito
comparando estes resultados (quadro V) com aqueles
obtidos nos espacgos intercelulares da gengiva nor-
mal (quadro III, Antes). Fez-se a analise da varian

cia e se obteve o seguinte resultado,

Analise da variancia dos resultados do quadro V

em rglagﬁo com os resultados do quadro III, Antes.

CAUSAS DA VARIAN. | G.L. | S.Q. Q.M. F.
Inflamacao 1 0,5101 | 0,5101 | 0,1764 +
Residuo ' 20 | 57,8324 | 2,8916
Total 21 | 58,3425

+ Conclusdoe: O resultado nao tem significancia, is
to €, a variacao nao tem probabilidade de ter si-

do devida ao processo inflamatorio,
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8a ‘ 8b

8 - Fotomicrografia mostrando a birrefringencia
da camada superficial do epitelio.
Compensador usado: Brace-KBhler,

8a - Compensador em posicao de extincao, Camada
superficial a 452 do polarizador.

8b - Compensador girado para a obtencao da com-
pensacao da camada superficial.
Notar em 8a a birrefringencia da camada su-
perficial, estando o campo escuro. Em 8b,
observa-se o contrario.
Houve pois, compensacao da birrefringencia
da camada superficial.
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4 - DISCuUSSXo

As tecnicas histoquimicas empregadas
no estudo de lipidios podem fornecer resultados alta
mente significativo, permitindo aos pesquisadores fa-
zerem seguras conclusoes, Cain, citado por PEARSE
(1960 A) salienta o fato de que os lipidios sao real
mente menos dificeis de analisar histoquimicamente
que carboidratos ou proteinas. Acredita que a falta
de estudos histoquimicos de lipidios era devida a u-
ma inseguranca geral em relacao as tecnicas.,

ENGSTRON e FINEANN (1958), ONCLEY
(1961), HALE (1958), FLESCH e ESODA (1962), COON et
alii (1963), PEARSE (1960 B), CANTAROW e SCHEPARTZ
(1962) observaram que nos tecidos animais, os lipi—
dios estao quase sempre combinados, formando comple-
xos, HALE (1958), ENGSTRON e FINEANN (1958) ressal=
tam as dificuldades encontradas ao se estudar as pro
priedades dos lipidios, em virtude da probabilidade
dessas moleculas se associarem com outros sistemas 1i
pidicos mistos nos quais as propriedades dos compo-
nentes individuais alteram-se,

Por outro lado, HILLARP e OLIVECROMA

(1946) mostraram que as celulas epiteliais de diver-
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sos orgaos de ratos apresentavam birrefringencia e
que esta birrefringencia provavelmente seria causada
por lipidios orientados. Esta hipotese & amparada pe
lo fato de solventes de gordura fazerem desaparecer
esta birrefringéncia.

Para atingir os objetivos propostos
no inicio deste trabalho, procurou-se utilizar, alem
de tecnicas histoquimicas, (Sudanofilia, Teste de Ba
ker e Teste da extracao por piridina), um metodo his
tofisico (medidas de R.0.). Acredita-se que os resul
tados de uma e de outra tecnica se complementam, per

mitindo uma interpretacac mais segura,

4,1 - Tecnicas Histoquimicas

4,1,1 - Sudanofilia

0 Sudan negro ("Sudan Black"B) e, se
gundo LISON (1960 B), o mais eficaz dos corantes de
corpds graxos. Tem grande afinidade aos lipidios e
possue uma coloracae intensa,

Os resultados obtidos na presente pes
quisa, pelo uso do Sudan negro, dentro da técnicaprg
conizada para coloracao de corpos graxos, mostraram
a presenca de material sudanofilo que se pode consi-

derar como lipidio. Quando a distribuicdo topografi
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ca desses lipidios, observou-se que, desde a camada
basal, as celulas epiteliais tem material lipidico
intracitoplasmatico, o qual, a medida que a obser-
vacao se dirige para a superficie do epitelio, apre
senta importantes modificagées. Assim, notam-se acu
mulos destas substancias nas proximidades nucleares,
em maiores condensacoes nas celulas espinhosas pré
ximas da camada granulosa,

Nas regioes bem superficiais, quera
tinizadas, a presenca de material lipidico consta-
tou-se atraves de uma sudanofilia que se distribuia
em lamelas estratificadas, como se houvesse uma "la
minacao" do material lipidico previamente existente
nas celulas, A respeito destas modificacoes topogré
ficas do material sudanofile, pode-se levantar a se
guinte hipotese: o material lipidico vem sendo sin-
tetizado em intima relacao com as modificacoes mor-
fologicas e funcionais das celulas epiteliais, cul
minando no processo de queratinizacao, Na camada su
perficial, queratinizada estes lipidios sao estrutu
rados, fazendo corpo com o edificio macromolecular
da zona queratinizada,

ZELICKSON (1961) estudando ao mi~-
croscépio eletranico o processo de queratinizacao em

pele humana, observou que o padrao final da celula
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cornificada consistia de filamentos, cimentados jun-
tos por um material eletro-denso. fiste padrao, afir-
mou o autor, e similar aquele descrito para o cabe-
lo e pelo, no qual, um grupo de filamentos compactos
bem orientados e visto no ultimo estégio de querati-
nizacao, Afirmou ainda que o segundo componente im-
portante era a matriz ou substancia cementante,
Observou que esta substancia cementante era fortemen
te osmiofilica e por isso, provavelmente, contenha en
xofre, FLESCH e ESODA (1962) observaram, em pele hu-
mana, que oS mucopolissacaridios sofrem decomposicao
durante o processo de queratinizacao normal da epi-
derme, nao ocorrendo ai de maneira livre, mas combdi
nado com uma grande molecula, aparentemente um glico
proteolipidio. Os mesmos autores isolaram um mate-
rial gorduroso firmemente ligado a trama queratiniza
da da epiderme humana, Notaram ser uma substénciacog
plexa, com funcoes aparentemente cementantes. Acredi
taram que a invariavel presenca de lipidios em inti-
ma combinacac com a queratina e de fundamental impor
tancia para a dermatologia clinica. Como se pode com
preender, tais autores mostraram bioquimicamente, de
um lado a presenca de um material gorduroso associa-
do a queratina (da pele), ao mesmo tempo que apresen

taram imagens electromicroscopicas de ummaterial den
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so, osmiofilico, que teria, segundo eles, uma funcao
cementante,

Na presente pesquisa, mostrou-se to
poquimicamente a presenca de material gorduroso em
intima relacao com a queratina,

Agora, a hipotese mais provavel, e,
pensa-se, a mais cabivel, é aquela ja apresentada
nesta discussio (substancias gordurosas participan-
do do edificio macromolecular das zonas queratiniza
das) .

Poder-se-~ia argumentar que na gengi
va humana as condicoes de queratinizacao nao sao as
mesmas encontradas na pele, material com que traba-
lharam os autores acima citados. Contudo convém lem
brar que em gengiva de roedores, BOZZ0O e VALDRIGUI
(1964) mostraram a positividade das mesmas reacoes
com as mesmas caracteristicas topoquimicas. Ante-
riormente ainda a este trabalho, BOZZO (1963) obser
vou na substancia do interior de cistos gengivais,
nos cortes corados pelo amarelo de Tiazol, uma fluo
rescencia identica a da camada queratinizada da su-
perficie epitelial gengival.

Tais observacoes vem apoiar sobremo
do as ideias do presente trabalho, uma vez que namu

cosa gengival nao ha glandulas lipidogenicas que e-
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ventualmente poderiam ser responsabilizadas pela pre
senca dos lipidios. ﬁstes, na gengiva, provem da ati
vidade celular do proprio epitelio.

Ainda mais, TEN CATE (1963) estudan-
do a distribuicao da fosfatase acida, esterase nao es
pecifica e lipidios no epitelio oral, observou que
os locais de atividade enzimica e lipidios pareciam
coincidir. Acreditou que estes achados eram indicati
vos da presenca de lisosomas ou particulas semelhan-
tes no epitelio oral,

Tais achados vem tambem consubstan-
ciar os resultados e ideias do presente trabalho,

: Nos espacos intercelulares cabem as
mesmas consideracoes quanto a validade das reacoes de
coloracao,

BRODY (1959 A) observou ao microsco-
pio eletronico, que na pele humana, o espago interce
lular, entre celulas granulares, transicionais e que
ratinizadas, continha material amorfo, ne qual vesi-
culas estavam dispersas, THONARD e SCHERP (1962) o-
bservaram que nos espacos intercelulares do epitélio
gengival humano havia, alem de mucopolissacaridios é
cidos, uma outra substancia cementante desconhecida,
nao removida por polissacarases conhecidas.

Como argumentaram FLESCH e ESODA ...
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>(1962), as substancias por eéles detectadas, assim co
mo aquelas detectadas por THONARD e SCHERP, os lipi-
dios e outras substancias formam uma grande molecula
provavelmente um glicoproteolipidio.

A respeito das coloracoes intracito-
plasmaticas resta interpretar o seu significado.

Tratar-se-ia de lipidios constituin-
tes de organelas citoplasmaticas ou lipidios estrutu
rais em fase de elaboragao. LISON (1960 C), a respei
to das propriedades do Sudan negro, afirmou que es-
te corante da resultados positivos ao demonstrar as
mitocondrias e certos elementos do aparelho de Golgi
onde outros corantes nao o fazem suficientemente,
ZELICKSON e HARTMANN (1962) estudando a mucosa oral
humana, normal, observaram que o aparelho de Golgi e
bem desenvolvido e localizado nos polos opostos do
nucleo. As mitocondrias sao abundantes e como degene
ram, provavelmente dao origem a vesiculas,

Os resultados obtidos no presente
trabalho mostraram nos polos nucleares uma condensa-
cao de substancias fortemente coradas pelo Sudan, e
que se acredita ser realmente o aparelho de Golgi.
Aceita-se pois como certa, a presenca de lipidios de
monstrada neste trabalho, como parte de condrioma e

principalmente aparelho de Golgi. Nao se afasta con-

-66-



tudo, a ideia de que tal coloracao denuncia a presen
ca de lipidios estruturais em elaboracao; pois so a
presenca do aparelho de Golgi exuberante e condrioma,
como foram vistos, significam uma atividade intensa
de sintese na celula,

Muita importancia pois, tem a deter-
minacao dos tipos de corpos graxos sudanofiles, ra-
zao pela qual levou-se a efeito na presente pesquisa,
o teste de Baker, cujos resultados serao discutidos

em seguida,

4,1.2 - Teste de Baker e Extracao por Piridina

0 teste de Baker tem sido amplamente
utilizado para demonstracao de fosfolipidios. 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 fon
tes bibliograficas, pode-se admitir a presenca de fos
folipidios junto z superficie do epitelio gengival,
queratinizado, bem como no citoplasma das celulas da
camada granulosa onde se viu grande quantidade(kagré
nulos Baker-positivos. O mesmo se diga, em relacao as
perolas queratinicas e cistos gengivais,

Nas gengivas inflamadas, p8de-secon§
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tatar uma grande irregularidade de distribuicao dos
fosfolipidios. Esta irregularidade revelaria distur-
bios na sua sintese, vindo este fator depor a favor
da hipotese de que haveria intima relacao entre a e-
laboracao de queratina e a de lipidios, ou melhor,de
fosfolipidios.

Este ideia merece seria consideracao
pois se fundamenta em fatos biologicos ja bem confir
mados de que a participacao de fosfolipidios e indis
pensavel para a estruturacao de formacoes biologicas,
como por exemplo, bainha de mielina, membranas celu=
lares e mesmo componentes citoplasmaticos.

Segundo WEISS (1961) os lipidios na
bainha de mielina estao ligados a proteinas, forman-
do um complexo lipo-proteico. ADAMS e BAYLISS (1961)
observaram que o tratamento de nervos perifericos
nao fixados, por enzimos proteoliticos, levam a libe
racao de lipidios da mielina, provavelmente como um
resultado da ruptura do complexo entre 1ipidio e u-
ma proteina digerivel por tripsina. A hemateina-aci-
da mostrou que nos cortes de gengiva onde predomina-
vam alteragoes exudativas-vasculares (gengivite-sub-
aguda), as bainhas de mielina eram pouco nitidas,com
aspecto esfumacado, mostrando em seu redor substan-

cias Baker-positivas dispersas. Desde que na gengiva
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normal e na gengivite cronica as bainhas de mielina
eram nitidas e fortemente Baker-positivas, acredita-
se que na gengiva inflamada, os fenomenos exudativos
promovem a desintegracao da bainha de mielina, libe-
rando os lipidios,

Desde que, alem de fosfolipidios,tag
bem nucleoproteinas se coram pela hemateina acida, o
teste de Baker possue uma operacac de contrale, que
e o teste da extracao por piridina. Esta operacgao per
mite distinguir entre substancias lipidicas e nao 1i
pidicas coraveis pela hemateina,

Executou-se o tratamento por piridi-
na, recomendado no teste e observou-se que na camada
superficial do epitelio a remocao da subst;ncia Baker
positiva foi bastante irregular, Desde g remocao to
tal, ate a persistencia da positividade de toda cama
da superficial ao teste de Baker, toda uma gama de
variacoes foi obsefvada.

Estas variacoes dos resultados obti-
dos com a extracao por piridina encontram amparo na
afirmacao de Pearse (1960 C): " In the case of Ba-
ker's hot pyridine extract the results on formalin-
fixed (or Weak Bouin-fixed) tissues may also be con
fusing".

Continuando suas consideracoes, este
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autor cita observacoes feitas no desenvolvimento da
mielina em cerebro de coelho, Ate o 110 dia post-na
tal, todo lipidio corado pela hemateina acida fica-
va negativo com a extracao por piridina, Apos este
dia entretanto, havia um aumento na quantidade de re
siduo corado pela hémateina na bainha de mielina,
BOZZO e VALDRIGHI (1964) observaram
que a extragao por piridina na camada queratinizada
‘da gengiva de rato e de cobaia removia totalmente gs
lipidios 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 reacao na camada epi
telial superficial e bainhas de mielina,
B) A piridina removeu em alguns casos, toda
a substancia Baker-positiva e em outros casos, ape-

nas parcialmente,

4,2 - Tecnica Histofisica

Uma das proposicoes do presente tra
balho e a verificacao da interacao dos lipidios no
processo de queratinizacao. Tal objetivo seria al-

cancado atraves das medidas do retardo otico das ca
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madas mais profundas e na superficie queratinizada do
epitélio gengival, antes e depois da remocao de lipi-
dios pela piridina,

‘E fato conhecido que o retardo otico
em materiais birrefringentes ¢ devido a uma orienta-
¢ao molecular, Em mitocondrias, SJOSTRAND (1961) o-
servou que os lipidios (cerca de 40% da mitocondria)
mostravam birrefringencia positiva. Afirmou que esta
birrefringénnia‘era devida a orientacao molecular dos
lipidios.

HILLARP e OLIVECRONA (1946) levanta-
ram a hipotese da birrefringencia de celulas epites
liais ser devida a lipidios orientados, desde que os
solventes organicos faziam desaparecer esta birrefrin
géncia.

Analisando os resultados obtidos no

presenté trabalho, observa-se:

4,2,1 - Gengiva clinicamente normal (12 Serieg

Nesta serie de gengivas, fazendo as
medidas de retardo otico da camada superficial do epi
télio, antes e ap6s o tratamento de remocao dos lipi-
dios, observou-se grande variacao nos resultados. A
analise da variancié demonstrbu que o resultado obti-
do foi altamente significative, e que ha probabilida-

de maior que 99% de que a variacao tenha sido devido
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ao tratamento pela piridina, Viuesseque a camada su-
perficial queratinizada do epitelio gengival e inten-
samente birrefring;nte. Sabe-se que a birrefringen-
cia de uma estrutura depende de um arranjo de suas
moléculas, nao ao acaso, mas sim de maneira ordenada
Ora, desde que o tratamento dos cortes por solventes
de lipidios fez variar significantemente a birrefrin
gencia da camada queratinizada, pode-se deduzir que
éstes lipidios participam desta birrefringencia, is-
to e, participaﬁ da estruturacao molecular desta ca-
mada,

Implicado nesta afirmacao esta a com
provacao da 13 hipotese do estudo estrutural dos li-
pidios, ou seja, o retardo otico ap6s a remocao dos
lipidios e diferente do retardo otico antes da extra
cao por piridina, Esta comprovacao vem ainda ratifil
car os resultados obtidos pelas tecnicas histoquimi-

cas.,

4,2,2 - Gengivas clinicamente normais (22 Serie)

Nesta serie de gengivas, de 11 paci-
entes diferentes, porem todas diagnosticadascomocli
nicamente normais, foram feitas as medidas do retar-
do otico na camada superficial e nos espagos interce

lulares, antes e depois do tratamento por piridina,
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Na camada superficial (quadro II), a
analise da variancia mostrou que o resultado obtido
e altamente significativo, com 99% de probabilidade
da variacao ter sido obtida devido ao tratamento de
extracao dos lipidios. Estes resultados sao concor-
dantes com aqueles obtidos na 12 serie, e os confir-
ma, Mais uma vez entao, realca-se o fato de que os 1i
pidios sao ordenados e participantes da birrefringen-
cia da camada queratinizada. Confirma-se mais uma vez
a hipﬁtese de que o material lipidico em questao,real
mente faz parte do edificio macromolecular das zonas
queratinizadas,

Nos espacos intercelulares, a varia-
cao encontrada foi insignificante nao permitindo as
mesmas consideragoes, o que nao exclue, contudo apre
senca de lipidios. A interpretacao desses resultados
parece evidente, pois se a birrefringéncia do espaco
intercelular depende do arranjo molecular dos seus com
ponentes, e a remogao de um dos componentes (os 1lipi
dios) nao fez variar significantemente esta birrefrin
géncia, e logico afirmar-se que os lipidios ai exis-
tentes estao ligados a outras substancias, formando
provavelmente macromoleculas, mas nao participando da

sua estruturacao,
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4,2,3 - Gengivas Inflamadas (32 serie, 11 pacien

tes diferentes.

Fizeram-se as medidas de R.0. da ca
mada superficial e dos espacos intercelulares, sem
se fazer o tratamento de remocao de lipidios. Con
sequentemente so se obtiveram as medidas "Antes',
(Quadros IV eV),

Os resultados obtidos na camada su-
perficial das gengivas clinicamente inflamadas (qua
dro IV) foram comparados com os resultados obtidos
na camada superficial das gengivas clinicamente nor
mais (quadro II, Antes). A analise da variancia mos
trou que o resultado e significativo ao nivel de ..
0,05, ou seja, tem 95% de probabilidade, davariacao
ser devida ao processo inflamatorio,

Isto significa que, na gengiva clini
camente inflamada, os lipidios da camada superficial
nao possuem a mesma ordenacao molecular observada na
gengiva normal. Esta variacao poderia ser interpre-
tada como uma alteracao metabolica provocada pela in
flamacao, da qual resultaria uma alteracao na sinte-
se dos componentes macromoleculares da camada quera-
tinizada.

Tanto a diminuicao como o aspecto de
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sorganizado da camada superficial, sao observéveispg
los testes histoquimicos, e confirmados pelo metodo
histofisico. Comprova-se assim a segunda hipotese do
estudo estrutural. Nos espagos intercelulares, os re
sultados obtidos na gengiva normal ( quadro III, An-
tes) comparados com os obtidos na gengiva inflamada,
(quadro V) mostraram variacoes.,

A analise estatistica revelou que a
variancia do R.0. dos espacos intercelulares das gen
givas normais e inflamadas e insignificante, isto é,
jque 0 processo inflamatorio nao determinou uma va-
riacao significgtiva no retardo otico desses espagos.

Fazendo entao uma analise de todos os
resultados obtidos com as medidas do retardo otico,
nota-se que:

1) Na camada superficial da gengiva clinica-
mente normal houve uma variacao significativa da bir
refring%ncia, quando se fez a remocao de lipidios por
piridina,

2) Nos espacos intercelulares a birrefringég
cia nao apresentou variagoes significativas, nem pe-
la extracao por piridina, nem pela presenca do proces
so inflamatorio,

3) Na camada superficial do epitelio gengi-

. L4 3 ~ o - . .
val, o processo inflamatorio fez variar significante
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mente a birrefringencia,

Cabe lembrar mais uma vez, que birre
fringencia significa ordenagao molecular, ficando as
sim confirmadas as duas hipoteses levantadas ao ini-

cio deste estudo histofisico dos lipidios na gengiva

humana,

* %k
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5 - CONCLUSOQOES

Diante dos resultados obtidos e fun-
damentados na interpretacao dos mesmos a luz dos co-
nhecimentos atuais, pode-se concluir:

1) Na gengiva humana existem lipidios.

2) Bsses lipidios estao distribuidos na cama
da superficial queratinizada, espacos intercelulares,
aparelho reticular de Golgi, bainhas de mielina, pa-
redes de vasos e hemacias.

3) Na camada superficial queratinizada e na
bainha de mielina existe uma predominancia de fosfo-
lipidios.,

4) Na gengiva inflamada ha uma significante
diminuicao da quantidade de lipidios na camada super
ficial, assim como uma desintegracgao da bainha(hemig
lina com liberacao de lipidios. Aparecem tambem al-
gumas celulas histiocitarias carregadas de lipidios,

5) Na camada queratinizada da gengiva normal
os lipidios possuem uma orientacgao molecularrpartici
pando da estruturacao desta camada.

6) Na gengiva inflamada ha uma variacao sig-

nificante da quantidade e estruturacao dos lipidios
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na camada superficial,

7) Nos espacos intercelulares, os lipidios
estao ligados provavelmente a outras substancias,
talves de natureza proteica.

8) A birrefringencia dos espacos intercelu
lares nao e alterada significantemente, nem pela re
mocao dos lipidios nem pelo processo inflamatorio,
isto e, os lipidios que ai existem nao possuem o-

rientacao molecular,

% % k%
* % %
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6 - RESUMO

Empregando tecnicas histoquimicas e
metodo histofisico, o autor féz um estudo da presen
ca, distribuicao e estruturacao dos lipidios na gen-
giva humana. Para este estudo utilizou biopsias gen-
givais de pacientes do sexo masculino. CTomo fixado-
res foram usados: formol-calcio, bicromato de poté§
sio-bicloreto de marcurio (Bi-Bi) e Bouin. As tecni
cas histoquimicas empregadas foram: teste de Baker
conjugado com o teste de extracao pela piridina, e
coloracao pelo Sudan negro,

Como metodo histofisico utilizou me-
didas do retardo otico, obtidas antes e depois da re
mocao dos lipidios por piridina,

Modernamente tem sido realcada a par
ticipacao dos 1ipidios, especialmente fosfolipidios,
na estruturacao de formacoes biologicamente impor-
tantes. No presente trabalho, o autor observou atra-
ves de reacoes histoquimicas que na gengiva humana os
lipidios estao distribuidos especialmente na camada
superficial queratinizada, nos espacgos intercelula=
res e nas bainhas de mielina. Observou ainda que nos
casos de gengivite; especialmente naqueles onde pre-
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dominam fenomenos exudativos-vasculares, havia uma
acentuada diminuicao dos lipidios na camada superfi
cial,

Fazendo as medidas do retardo otico
antes e depois da remocao de lipidios por piridina,

0 autor determinou uma variacao sig
nificante desse retardo na camada superficial. Esta
variacao permitiu ao autor concluir que os lipidios
existentes na camada superficial queratinizada par-
ticipam da estruturacao macromolecular dessa camada.

%wmwhasmﬁhshrdnh—é
tico obtidas nas gengivas normais e inflamadaspbser
vou que o processo inflamatorio determina uma varia
cao significante desse retardo na camada superfi-
cial, :

Interpretou esta variacao como uma
alteracao metabolica provocada pela inflamacao e da
qual resulta uma alteragao na sintese dos componen-
tes macromoleculares da camada queratinizada. Entre
esses componentes figuram os lipidios, os quais, no

° & e oo o . o
processo inflamatorio estao muito diminuidos.

oo
oe
oo
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RESUME

: En employant des techniques histochi
miques et une methode histophysique 1'auteur a fait
une etude de la presence, de la distribution et de la
structure des lipides dans la gencive humaine,

Pour faire ce travail il a utilise
des biopsies gencivales de pacients du sexe masculin.
Comme fixateurs ont ete utilises: le formol-calcium,
le bichromate de potassium - bichlorure de mercure -
(Bi-Bi) et le Bouin, '

Les techniques histochimiques em-
ployees on ete: le test de Baker conjugue avec les
test d'extraction par la pyridine et la coloration
par le noir Soudan.

Comme methode histophysique il a uti
lise les mesures du retard optique, obtenues avant et
apres de 1'extraction des lipides par la pyridine,

Modernement la participation des li-
pides, specialement des phospholipides dans la struc
ture de formations importahtes sur le point de vue
biologique, a ete mise en evidence. Dans ce travail,
ltauteur a remarqué a travers de reactions histochi-
miques, que dans la gencive humaine les lipides sont

distribues specialement dans la couche supercielle

-81-



keratinizee, dans les espaces intercellulaires, et,
dans la myeline. Il a remarque encore que dans les

cas de gencivite, specialement dans ceux ou prédomi
nent des phenomenes exsudatif-vasculaires, il y a-
vait une diminution accentuee des lipides dans 1la
couche supercielle.

En mesurant le retard optique avant
et apres l'extraction des lipides par la pyridine ,
l'auteur a verifie une variation signifiante de ce
retard dans la couche supercielle,

Cette variation lui a permis de con
clure que les lipides qui existent dans la couche su
percielle keratinizee participent de la structure ma
cromoleculaires de cette couche,

En faisant la comparaison des mesu-
res du retard optique obtenues dans des gencives nor
males et dans des gencives inflammees, l'auteur a
observe que le procede inflammatoire determine une
variation de ce retard dans la couche supercielle.

I1 a interprete cette variation com
me une alteration metabolique provoquee par 1'infla
mmation de laquelle resulte une alteration dans 1la
sinthese des composants macromoleculaires de la cou
che keratinizee.

Parmi ces composants figurent les
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lipides, qui sont tres diminues dans le procede in-

flamatoire

* ¥k ¥
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SUMMARY

Using histochemistry techniques and
histophysical method, the author made a study of the
presence, distribution and structuration of lipids in
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 histophysical method, he used
means of optical retardation obtained before and a-
fter removal of the lipids by Pyridine.

Presently the participation of 1lipi
ds, especially phospholipids, in the structuration of
formations biologically important has been stressed.
In the present work the author observed, through his
tochemical reactions that in human gingiva the 1li-
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 considerable decrease

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 variation of this re-
tardation in the superficial layer. This variation
permitted the author to conclude that the lipids exis
ting in the keratinized superficial layer take part
in the macromolecular structuration of this layer.

Comparing the measures of the optical
retardation obtained in the normal and inflamed gin-
giva, he observed that the 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 Keratinizedlayer.
Among these components figure the lipid which are ve

ry reduced in the inflammatory process.

* X %
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