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I - INTRODUCAO

¢ processo inflamatdrice, guande se instala
no tecido conjuntive, provoca uma série de aitera-
¢oes estruturais e bioquimicas gque ha muito vém sen-
do estudadas.

A regulagem o controle do processo inflama
torio dependem, segundo LETTERER, citado por HEILME-
YER e KAHLER (1964}, de um complexo estrutural, for-
mado pela substancia fundamental do tecido conjunti-
Vo, Suas celulas e os produtos de diferenciacao para
plasmaticas, bem como pelas estruturas nervosas e pe
1o setor terminal da circulagéu? fus se gncontram no
interior do tecido conjuntivo.

£ sabido gue, em focos inflamatorios, to-
mam parte numercsos processos quimiease Segundo DA«
LAUNAY e BAZIN (1963), "... tais processog sao, -ag.
mesmo tempo, causa e efeito de transformagoes de £ 6~
da natureza, gue ocorrem nog tecidos atingidos. Bs-
tes processos quimicos se traduzem, de um lado, pe-
las variacoes gue sofrem os constituinies normais da
trama conjuntiva e, de outro, pele aparecimente de
novos constituintes gue tomam parte ativa no proces-
so inflamatorioc em desenvolvimentio, podendo chegar
ao local atraves do plasma sanguiﬁea$ ou atraves de
leucdcitos. Finalmente, algumas substancias, ainda,
sao produtos da atividade das células conjuntivas®.

0 fendmeno iaflamatorio, devido & sua im-
portancia e complexidade, tem side estudade sob mui-
tos pontos de vista. Alguns autores fazem estudos de
ambito geral, sem detalhar as suas diversas fases de
desenvolvimentog~enquanta-@utros~t%m-a'preec&pagﬁofh
focalizar as diferentes fases evolutivas do processo
inflamatdoric que, em conjunto, fermam-o processe ge-
ral. Assim, HEILMEYER e HABLER (1%64), dividem o pro
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cesso inflamatorio em guatro fases: vascular, exsu-
dativa, infiltrativa e proliferativa. Essas fases
significam, sob um critério cronoldgice, o inicio,
a evolugdo e o fim da inflamacéo.

£ importante ressaltar que nem sempre o
facil empreender o estudo, em separado, de cada uma
das fases do processo inflamatorio. Na maioria das
publicac¢bes gque relacionam as modificagdes dos muco
polissacarideos Acidos, consequentes as modifica-
¢bes metabolicas e estruturais dos tecidos inflama-
dos, ndo houve a preocupagao de focalizar as. diver-
sas fases evolutivas do fenomeno inflamatério.

Na gengiva, provavelmente, por causa das
peculiaridades do agente flﬁgégena e da sua atuacao
por tempo prolongado, cada uma das fases do proces-
80 inflamatério, quase sempre, tem uma duracac bas-
tante longa. Baseados nestes fatos, VALDRIGHI e col.
(1966) classificam as alteracoes gengivais de natu-
reza inflamatoria em agudas {exsudativo-vasculares),
sub-agudas (infiltrativas) e cronicas (proliferati-
vas); esse trabalho, sob o ponto de vista histopato
16gic03 relaciona-se com o critério de classifica~
cao adotade por RIBBERT e HAMPERL (1956).

Na fase exsudativo-vascular ocorrem trans-
formactes intimamente relacionadas com modificacgdes
do metabolismo local, resultado principalmente da
a@go de uma série de ProcCessos enzimicos (proteases,
peptidases, lipases, polissacaridases, etc.) origi-
nados no proprio local inflamado (HOUCK & JACOB-1961
a e b, VIDAL & BENATTI-1963, FULLMER-1966 e FULLMER
& GIBSON-1966). fstes enzimos promovem a lise  dos
componentes normais do tecido afetado, que gradati-
vamente vao sendo substituidos pelo exsudato infla-
matdério e por celulas plasmaticas, adquirindo, en-
tao, o aspecto que caracteriza a fase  exsudativo-

~yascular.

.



0 mecanismo pelo qual sao desencadeados
todos €stes fenOmenos & muito complexo, envolven-
do uma série de alteragoes fisioldgicas, com a
participagdo de intmeras subst@ncias mediadoras.e
enzimicas, cujo estudo, aprofundado, foge Ao escd
po deste trabalho. !

A fase infiltrativa, que vem a seguir,é
intermediéria_entre as fases exsudativo-vascular,
onde predominam os fenomenos destrutivos, e a fa-
se proliferativa, onde ha predomindncia dos feno-
menos produtivos. A fase infiltrativa se caracte-
riza por uma atenuacgao dos fenomenos vasculares,
edema moderado e, especialmente, pela presenca pre
dominante do chamado infiltrado 1inf9wplasmocité;
rio. Tomam lugar nela, ainda, os primeires indi-
cios 'do fenomeno proliferativoe.

Na literatura encontram-se diversos tra
balhos de ambito geral, que estudam o comportamen
to dos mucopolissacarideos Acidos no processo in-
flamatorio.,

ALBERTINI (1961), realizando estudos so
‘bre as "doencgas de-coiégeno“, constata que as al-
teragoes déste comecam. com uma despolimerizacac da
substaneia fundamental.

Em um estude experimental, com transplan
te de fibrina homologa intraperitoneal em ratos,
VIKHERT e col. (18962) observam que, do segundo ac
quarto dia apos a.transplantacdo; inicia-se  uma
intensa proliferacao de fibroblastos, vasos, fi-
bras de retieulina e fibras celagenas. Quando es-
tas preparacoes eram coradas com azul de toluidi~
na ¢ azul de metileno, exibiam uma metacromasiana
zona de proliferacao celular, como-sinal de acumu
lo de carboidratos Acidos altamente polimerizados.

VIDAL (1963a), estudando -histogquimica-—
mente mais de uma centena de granulomas dentarios,

O



detecta, enire ocutras Suhstﬁnciasa 08 mucopolissa-
carideos acidos, notadamente nas zonas de calcifi-
cagdo distrofica, nos mastécitos e junto aos fei-
xes de colageno,

Ao efetuar um esfudo histoquimico en ma-
terial de biopsias de ratos, coelhos e camundongos,
CELLARIUS (1963) conclui pela inexistencia de muco
polissacarideos nos tecidos necroticos ou em decom
posicao purulenta.

KASABYAN {1964), estudande histoquimica-
mente o8 nodulos tuberculosos e focos exsudatives,
verifica que o conteudo em glicogénio e mucopolis-
sacarideos acidos variava com o carater da reacac
biolégica e com o tipo de alteracgoes morfolégicas
produzidas. Tanto ¢ assim que, nas areas de trans-
formagﬁes fibrosas, aparecia um acumulo de RiICOopo-—
lissacarideos écidos, enquanto que nos focos de ex
sudagﬁa havia muite pouca quantidade destas subs~
tancias e nos locaisz de necrose estas desapareciam
completamente.
to dos resultados de pesguisas histsqufmicas de mu
copolissacarideos em lesodes cut’éneasg provocadas em
varios animais de laboratdrio, chegam as seguintes
conclusdes:

a) Nos tecidos inflamados, além dos muco
polissacarideos acidos, existem mucopolissacaridecs
neutros PAS-pogitivos, que aparecem durante a pro-
liferacao fibroblastica.

b) Nas incisoes praticadas na pele do dor
so de ratos, as reagGes para mucopolissacarideos a
cidos atingem ¢ seu maximo de intensidade do guar-
to ao sétimo dia. DUNPHY & UDUPA (1955) e BALAZS &
HOLMGREN (1950), medindo a guantidade de azul  de
tolutdina fixada sobre os mucopolissacarideos aci-
dos dessas lesdes, verificam que a quantidade en-
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contrade do setimo ao nono dia, apés a incisho, ul-
trapassava de duas & trés vezes aquela detectada no
primeire dia. ,

¢} A partir do nono dia de evelucdo, a ta-
xa& de mucopolissacaridecs acidos diminuia, progres-
sivamente, até voltar ao nivel normal.

HUDACK e col. {1949) constatam que, na
zona de fratura de fémur do coelho, aparecia uma su
bstancia Hale-positiva, resistente a hialuronidase.
Bssa substancia atingia a sua mais alta cobcentra-
gao do sétimo ao décimo dia apds o traumatismo. Es-.
ta concentrggao decrescia a medida que iam sendo e-
laboradas as fibras de colageno.

Submetendo tenddes de cobaias ao tratamen
to pela hialuronidase testicular, JAUKSON (1933) ve
rifica que o enzimo produzia uma reducdo na establ
lidade dos mesmos. Esta diminuicao podia ser nota-
da por um aumento da solubilidade e intumescéncia
das fibras de colageno. Com base nestas evidéncias,
concluivu Qque os mucepolissacarideos desempenhan um
importante papel na estabilidads das fibras cmlégew
nas do tecido conjuntiveo, ' .

DUNPHY ¢ UDUPA (1955), eg&tudando  histo-
quimicamente o processo de cura, discutem a origem
e a participacio da substancia fundanental na for-
macgao das fibras ﬁoiagenas Bles concluem afirnando
que qualquer gque seja a origem da substan01a funda-
mental, seja de mastocitos oun dos fibroblastos,. os
mucopolissacarideos acidos sulfatades, nela conti-
dos, formam um ambiente para a conversao do protoco

iageno em caiagenﬂ .

HOUCK e JACOB (1861 a e b), em estudo ex
perimental em ratos, demonstram que ha uma dimindi-
¢ao de coldgeno soluvel e insolivel, tanto no local
como a distancia do foco anflamatdrio. Essa diminuji
cao foi atribuida a uma agao enzimica colagenoliti-
ca. e | _
HOUCK e col. {(1962) verificam Qque a



resposta quimica da derme, no local de inflamacgao e
de necrose, se caracteriza por uma diminuicao de muco
polissacarideos acidos e de colageno insolivel, e por
um aclmulo de glicoproteina endogenamente sintetizada,
gnguanto gue no‘&Wpcesso reparative, parece ocorrer e
xatamente o fenomeno inverso.

GRIES ¢ LINDNER (1963), efetuando um es
tudo da influéncia do extrate inflamatorio sobre a de
gradacao do colégena$ concluiram que este transforma
o cclégeno madure insolivel em colégeno snlﬁvel, tor—
nando-o, desta forma, mais suscetivel a acado das pro-
teases.

DELAUNAY e BAZIN (1963), d&pois de fa-
zerem uma longa exposi¢ao dos trabalhos relacionados
com o estudo bioquimico dos mucopolissacarideos nos
focos inflamatorios, tiraram, em sintese, as seguin-
tes conclusges:

a) A taxa de mucopolissacarideos & mais
elevada nos tecidos inflamados do que nos tecidos saos.
Esta taxa aumenta rapidamente no inicio da prolifera-
cao fibroblastica, podendo atingir valores que sao,
de tres a guatre vézes, superiores ans valores nor-
mais.

b) Entre os mucopolissacarideos écidos,
0s nao sulfatados (acido hialuronico) sao mais abun-
dantes que os sulfatos (condroitin sulfurico).

c) A rapidez com gue a taxa de mucopolis
sacarideos aumenta, parece estar ligada ao tipo de in
flamacao em questao. Em fodos os casos, porém, a taxa
maxima parece ser atingida guando comecam a se multi-
plicar ativamente as fibras de reticulina e de colégg
1o .

d) Postericrmente, a taxa diminui- pro=
gressivamente e proporcionalmente a formacgao das fi-
bras de colageno.



ENQUIST e ADAMSONS (1965), apds estuda-
rem a sintese e a lise do coligeno nos processos dere
paracac dos tecidos, em diversas condicgbes experimen-
tais, concluem e advertem que, nos disturbios déstes,
a causa tanto podera ser devida a uma sintese diminui
da, como a uma lise aumentada de colageno.

VIDAL (1964b), empregando técnicas his-
togquimicss e _Qég@afisicas no estudo de tendoes de co-
haias, demonsira, entre outras coisas, que 08 MUCOPO-
lissacarideos Acidos podem apresentar, em certas con-
di§5e53 desarranjos em sua orientacdeo macromsclecular.
Ainda no mesme trabalho, o0 autor advertie que "...o em
prégo désses métodos de pesquisa (dicroismo e birre-
fringéncia) abre amplas perspectivas no campo da Pato
logia; pois, gracas a eles, poder-se-aoc observar desar
ranjos moleculares de mucopolissacarideos acidos em
cortes histologicos comuns, e que, devidamente inter-
pretados, poderaoc esclarecer a patogenia de processos
morbidos do tecido conjuntivo".

Diversos autores, ainda, preocuparam-se
em estudar os mucopolissacarideos NnosS processos in-
flamatorios gengivais.

Para GOLDMAN (1952) a inflamacio na gen
giva e, do ponto de vista histopatoldgico, associada
& uma desintegracao e perda de identidade das fibras
colagenas. Por outro lado, JACKSON (1957), acredita |
que, no processo inflamatoric gengival, o desapareci-
mento das fibras de colageno histologicamente visuali
zéveis, pode indicarrnée'apenas um aumento na veioci-
dade de destruicac destas, mas, ser devido também, a
um impedimento da sintese ou da organizacgao dos pre-
cursores de colageno soluvel, sendeduer as fibras de
colageno insoluvel nao chegam a ser formadss.

FASSKE ¢ MORGENROTH (1938) fazem um es-
tudo histoquimico comparative da gengiva normal e a
*cronicamente® inflamada (periodontite). Como resulta
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do verificam, entre outras coisas, gue na lamina pré-
pria poderé ocorrer uma despolimerizacgao das mucopro-
teinas e, em consequencia, a liberacaoc dos mucopolis-
sacarideos Acidos, especialmente acido hialuronico e
condroitin sulfurico.

MORGAN (1963) observa gue a liberacaoou
acﬁmﬁﬁ} de certas substancias, entire as quais micopo—
lissacarideos éeiéusg podem acarretar alteracoes estrn
turais das fibras de coligeno durante o processs in-
flamatorio. Afirma, ainda, que essa liberacdo e acﬁmg
lo podem ocorrer simultaneamente, ou uma pode predomi
nar na inflamacao aguda e outro na cronica.

TURESKY e col. (1951) relatam, como re-
sultado, das alteracoes ocorridas pas gengivites c¢ro-
nicas, uma diminuicdo da substancia fundamental e de
glicogenio, ao lado de um aumulo de fosfatase no teci
do conjuntivo, alem de uma tendéncia para a desinte -
gracAo da membrana basal.

ENGEL (1953), fazendo am estudo da va-
riagdo da quantidade de mucoproteinas soldveis em a-
gua, em estados gengivais inflamatorios, verifica um
aumento acentuado dessa suhstanciaa quando comparada
aos tecidos normais. Essa variacao foi atribuida a u-
ma despolimerizacac enzimica, ou a uma alteracdo na
sintese da substancia fundamental do tecido conjunti-
Vo.

SCHULTZ-HAUDT (1957) mostra, bioguimica
mente, que a gengiva humana e consideravelmente mais ri
ca em mucopolissacarfdeos acidos do que a pele; e que
a gengiva inflamada contem menos mucopolissacarideos
que a gengiva normal.

STAHL e col. (1958) encentram na doenca
periodontal cronica um aumento da visualizagao dos mu
copolissacarideos associade a um aumento das fibras
de reticulina.

QUINTARELLT (1960), efetuando um estudo
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histﬂquimice de mucopolissacarideos acidos no tecido
gengival, verifica que estes existem em guantidade
trés vezes maior na gengiva inflamada, comparativa-
mente a gengiva normal. A mais élta concentracao des
sas substancias € encontrada junto ac osso alveolar,
nos mastocitos e nas areas da substancia fundamental
infiltrada por leucdcitos.,

Em estudo histoguimico de gengivas in-
flamadas, TOTO e col. (1964) encontram uma diminui-
cdo dos mucopolissacarideos acidos e neutros nas Aa-
reas da substancia fundamental, infiltradas por célg
las plasmbticas.

FUCHS e CIECIURA (1967), realizando unm
estudo morfoldgico e histoguimico da gengiva humana,
encontraram uma grande guantidade de muc&pelissacari
deos acidos nos casos onde eram intensos os fendme -
nos de fibrugéneseg enquanto gue quantidades wminimas
dessas substiancias foram encontradas nos locais in-
filtrados por linfocites e por "pequenas celulas re-
dondas".

Da analise da literatura, depreende-se
gue, na maioria dos casos, os autores nao situaram
claramente a fase do processo inflamatorio em gue
tais pesquisas foram realigadas. Por outro lado, le-
vando~se em conta gue nas diferentes fases do proces
so inflamatdrio, as caracteristicas histopatologicas
sao diferentes, pode-se supﬁr gue 08 processgs  bio-
quimicos também o sejam; dal a razao desta pesguisa.
1.1 - QBJETIVQS

£ objetive déste trabalho estudar as va-
riacoes quantitativas e qualitativas e ainda os pos-—
siveis desarranjos na orientacao molecular ¢ue 50
frem os mucopolissacarideos acidos, quandc se insta-
lam na gengiva, predominantemente, 08 fenomenos in-
flamatdérios exsudativo-vasculares efou infilirativos

T



As alteragdes destas substincias serao es
tudadas especialmente:

a) na substancia fundamental;

b) junto acs feixes de colageno:

¢} junto as paredes vasculares.

# * N
Procurar-se~a, tambem, relacionar a esta-
bilidade do colageno com as transformagoes dos mucopo

jissacarideos acidos.,

-



11 - MATERIAL E METODOS

II.1 - MATERIAL

Colheram-se através de bidpsias, 31 fragmen-
tos de gengiva de pacientes da Clinica Odontoldgica da
Faculdade de Odoniologia de Piracicaba, os guais eram
portadores de doeenca gengival de natureza inflamatériaa
gue pelos seus aspecios ciinices? apresentava presumi.-
velmente o carater exsudative-vascular ou infiltrative
(VALDRIGHI e col., 1966}). A bispsia era orientada no
sentido de apanhar a gengiva marginal e parte da gengi
va inserida. Apos o exame histopatologico foram sele -
cionadas, désse total, 26 gengivas gue realmente apre-
sentavam prgdominancia d¢ fendmenos inflamatoérios exsu
dativo~vasculares oun infiltratives., Essas 26 gengivas
e mais 3 casos de gengivas normais, gue serviram como
padrao, constituiram o maeterial para esta pesquisa.

Aparelhamento:

Para o corte das pecas utilizou-se o microto
me "JUNG AG™.

0s exames microscoépices em luz transmitida co
mam foram feitos ao microscopioc "E, LEITZ ORTHOLUX”®.

Para o exame de fluorescéncia utilizou-se o
fotomicroschpio "ZEISS POLY, com filtro de  excitacao
BG 12/4 e filtro de barreira 353. '

A 0 fotomicroschpin "ZEISS POL” foi também usa
do para og estudos de dicroismo e de birrefringencia.

Para as deferminacoOes de pH, lancamos mio do
potenciometre "METROHM E 350%.

0 ponto isoelétrico aparente da gengiva nor
mal ¢ inflamada foi obtide atvaves do microscdpio ™E.
‘LBETE’ ORTHOLUX® , combinado com um fotometro “REMIPHOT
D 959 REICHERT® e uma lampada de sddic, que serviu co-
mo fonte de luz monocromatica.



IT.2 . METODOS
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£ . . i . N
apos a biopsia, eram lavados em s0ro figiﬁiégieﬂ £ &

Os fragmentos gengivais,

seguida, cada um deles foi dividido 2m 2 pavtes: ums

delas evra fixadsa em formol a 0% ou formol-salinng ﬁar

%

malineg a 10% em solucan de cloreto de sodio a (3,9%),
durante 24 horas; a cutra paris era fixada em soluclo
de Newcomer (SAUNDERS, 1564}, €m todos os casos, 08
primeirvoes momentos de fixacao foram realizados em ca~
mara de vacuoo,

. P - a2 & " .
IT. 2.2 - Inclusao o Seccops:- Apos Fixades,

o8 fragmentos genglvais foram incluidos em parafing
pelas técnicas histoldgicas usuais e, em seguida, obh-
tidos cories ¢om a espessura de 5 microns.

IT.2.3 - Estudos Morfoldgicos:- Para os es-

tudos morfologices gerais wiilizaram-se cortes cora-—
dos pela hematoxilina-eosina, tricromico de  Mallory,
corifosfina (fivorescencial) & inpre gnados psla prata.

I7.2.3.% ~ Tricromico de Mallory {CELESTING
DA COSTA, 1943),

a) Desparafinacao e hidfataqée
B} Coleracac dos cortes com sclucae de fuc-
sina acida a 0,5%, por 3 minutos.
¢) Passagen direta pava a seguinte solucan:
Wasserblau ....vo.0.0.. 8,0 g
Orange G c.cocon.csrren @40 g
Aeido fosfomollibdico 1% 100 co

Corar 20 minutos.
. 4) Desidratacao, diafanizacac ¢ montagem em

bilsamo do Canada.
I1.2.3.8 —~ Corifosfinag {(VIZIOLI- VIDAL, iﬁﬁé)

a) Desparafinacas e hidratacaoc dos cortes
b) Tratamento por uma solugao de corifos-
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fina a 1/10.000 em tampao Me Ilvaine, ao pH 4,5,

c) Secagem em papel de filtro ¢ passagem
pela solugdo saturada de sulfato de aluminic por 2
mindtos.

d) Secagem em papel de filtro e montagem
em 0leo de parafina.

11.2.3.3 ~ Impregnacic pela prata (GOR-
DON & SWEET, 1936)

a) Desparafinacao e hidratacao dos cortes.

h), Passar pelo permanganato de potassio
a 0,5%, durante 1 minuto.

£) Lavar em agua © passar pelo Acido oxi
lico a 10% durante 1 miouio.

d) Lavar bem em agua destiladay em segui
da, tratar pelo alumen de ferro a 2%, por 2-15 mi-

nutos.

e¢) Lavar bem em agua destilada.

£} Tratar pela soluclio argéntica de Wil-
der .durante 5-7 segundos.

g} Lavar rapidamente em égua @ passar pe
lo formol neutro a 10% por 30 segundos.

h} Lavar em agua e diferenciar em clore-
to de ouro a 0,2% durante 1-3 minutos.

i) Lavar em agua morna e passar pelo tio
sulfate de sodio a 5% durante 5 minutos,

i) Lavar em agua morna, desidratar e mon
tar em balsamo do Canada. |

II.2.4 ~ Estudos Hist@qaimiﬁos

11.2.4.1 - Basofilia Metacromatica.

a) Desparafinacas ¢ Hidratacao dos cortes.

h) Coloracac por uma sclucao de azul de
toluidina a 0,025%, em tampac Mc Ilvaine, nos se-
guintes pH: 1,7 - 2,5 - 3,0 ~ 3,5 -~ 4,0 ¢ 5,0, du~
rante 25 minutos.

1.



¢} Lavar rapidamente em solucio tampao de
pH correspondente.

d} Passagem por uma solugldo, em partes i-
guais de molibdato de amonec a 5% e de ferricianeto
de potassio a 1%, durante 4 winutos (recomendacio de
Me CLUNG, 1961).

e} Lavar em Agua corrente.

£} Desidratar e montar em bilsamo do Cana-
da. Procedeu-se tambdm o exame de basofilia metacro-
mhtica na propria solucfo corante, do seguinte modo.
apos o item {c¢) goteja-se sobrs o corte uma gota da
solucao corants, sempre ds pH correspondente. A kami
nula & colocada sobre o corte = nrocedeu-&8¢ ac exa-
me microscopio, imediatn. {procedimento recomendado
por LISON-1960 ¢ PEARSE-1860}.

11.2.4.2 - Coloracac pelo Azul de Alcismao
pH 2,5 (LIBON, 1960).

a) Desparafinacac ¢ hidratacac dos cortes.

b) Coloracao pelo azul de alcian a 1%, en
acidoe acético a 1%, durante 10 minutos.

¢) Lavagem em Agua corvente.

d) Desidratacac e montagem em balsamo  do
Canadé.

11.2.4.3 ~ Coloracao pelo Azul de Alciap ao
pH 1,0 (LEV & SPICER, 1964).

a) Cortes desparvaflinados e hidratados s30
corados por uma solucan de azul de alcian a 1%, em
HCL 0O,IN, durante 30 minuios.

b} Secar em papel de filtro ¢, em seguida,
ng estufa a 3?ﬁﬁi durante 2 horas.

-

11.2.4.4 ~ Fluorescencia pela Corifosfina
{VIZIOLI & VIDAL, 196G}.

a) Desparafinacdoe e hidratacaoc dos cortes.

B} Coloracas por uma solucac aquosa de Co-
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rifosfina a 1/10.000, em tampao Mc Ilvaine, nos pH:
2,5 - 3,5 e 4,5.

¢) Secagem em papel de filtro e passagem
por uma solucdo de sulfato de aluminio concentrada,
por 2 minutos.

d) Secagem em papel de filtro e montagem
em 6leo de parafina.

I1.2.4.5 - Tratamento pela hialuronidase
(LEPPI & STOWARD, 1963).

a) Cortes desparafinados e hidratados sao
incubados durante 1 a 2 horas a 37°C, numa solugao
a 0,05% de hialuronidase testicular, em tampao fos-
fato a 0,IM em pH 3,5.

b) Lavagem em agua destilada e submete-se
acs métodos indicativos de mucopolissacarideos 4ci
dos.

11.2.4.6 - Tratamento pela sialidase (QUIN
TARELLI e col., 1961).

a) Cortes desparafinados e hidratados fo-
ram incubados numa solucac de sialidase, preparada
da seguinte maneira: (170 g de NaCl + 2,72 g de -
KH,PO, + 30 g de N%ZHPoé) sao dissolvidos em 1 li-
tro de agua destilada.

b) Antes do usc, uma parte da solugao sa-
lina & diluida em 19 partes de agua destilada, para
produzir uma concentracao final de 0,85% de NaCl e
0,005M de fosfato.

¢) Misturar 1 mi da sialidase com 4 ml do
tampao e conservar esta soluciio a 4°C.

d) De cada 6 horas, durante 24 horas, al
gumas gotas desta solugdo sdao colocadas sdébre os cor
tes que estao conservados em estufa a 37°¢.

e} Apés ésse perijodo de incubacao, os cog
tes foram tratados pelos métodos indicativos de mu-
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copolissacarideos Acides.
II.2.4.7 ~ Reagoes de Blogueio
ﬁ%tilagaa {FISCHER & LILLIE, 1954)

a) Cortes desparafinados sio levados ao al-
cool absoluto e, em seguida, tratados por uma solucdo
de alcool metilico 100 ml + 0,8 ml de Acido cloridri-
co, a 58 — 680°C. O tempo de metilacdo & varidvel para
as diferentes estruturas; neo caso da gengiva, o tra-
tamento foi de 10 horas.

b) Lavagem em alcool a 70% e posteriormente
em agua destilada. Em seguida, os cortes sao trata-
dos pelos métodos indicatives dos mucopolissacaridens
acidoa.

Saponificacac (SPICER & LILLIE, 1959)

a) Cortes apos a metilacao sho lavados com
a4lcool B0%, coloidionados e tratados com uma solucio
de KOH a 1% em alcool a 80%, durante 20 minutos,

b) Lavados em alcool a 80% e agua corrente.

¢) Tratar pelos métodos para mucopolissaca-
rideos acidos.

Hidrolise dcida (QUINTARELLI e col., 1961)

a) Cortes desparafinados sao submetidos du-~
rante 4 horas, a 70°C & acao de tampdo acetato (0,02M
de acetato de sodic e 0,02M de HCLl) pH 2,5.
| b) Apos lavagem, og cortes sho  submetidos
aos métodos indicativos de grupos acidos.

11.2.4.8 - Reacao do {PAS) Acido Periddico-
~Reativo de Schiff {(Mc Manus, 1946)

a) Cortes desparafinados e hidratados S840
tratados por uma solucao de acido periddice a 0,5%, du
rante 5 minutos.

b) Lavados cuidadosamente em agua corrente
e, em seguida, com agua destilada.
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c) Tratados pelo reative de Schiff, duran-
te 13 minutos.

d} Lavados em 3 banhos de Agua sulfurosa,
1 minuto cada.

e) Lavados em agua destilada, desidratados
¢ montades em balsamo do Canada.

11.2.4.9 - Digestao de Glicogenio pela Ami
lase Salivar

a) Cortes desparafinados e hidratados sao
tratados com saliva dorante 30 minutos, em placa de
Petri fechada, provida com suporte para laminas e
forrada com papel de filtro umidecido. 0Os cortes con
trole sdo tratados com agua destilada, nas mesmas con
dicoes.

b) Apos esse tratamento, os cortes sfo la-
vados, desidratados, celeidionados ¢ novamente  hi-
dratados. Em seguida, submete-se-0s a reacdo do PAS,

11.2.4.10 ~ Acidofilia Total - Para  Pro-
teinas (DEITCH, 1955)

a) Cortes desparafinados ¢ hidratados sao
corades durante 15 minutos, por uma solagéa de Oran-
ge G a 0,1%, em tampao acetato de Na/HC1 0,IM, pH
1,7

b) Apos a coleoraclo os cortes saoc diferen-
ciades na mesma solucao tampao, ao mesmo pH, durante
13 a 24 horas.

¢) Lavagem rapida em alcool butilico tercia
rio e xilol. Montagem em balsamo do Canada.

A técnica original foi alterada quanto ao
corante, a concentracaos e ao pH da solugao.

I1.2.4.11 - Desaminacac pelo Acido Nitroso
(LILLIE, 1958)

a) Tratar os cortes por uma solugdc em par
tes iguais de nitrato de Na a 27,6% ¢ de acido acé-
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tico a 17,6%, durante 3 a 24 horas. Os cortes contrd-
le sao tratados com agua destilada, nas mesmas condi-
¢coes.

b) Lavar e efetuar as reacOes para grupos ba
sicos totais.

11.2.4.12 - Determinacao Ponto Isoelétrico
Aparente (PISCHINGER, 1926; laterada por LISON, 1960)

a) Sao usados 16 cortes de cada espécime e~
xaminado.

b) 8 deles sao corados em azul de toluidina
e 8 em xileno-cianol, durante 10 minutos. Ambos os co
rantes sao0 usados na concentracao #de 0,1% (na técnica
original 0,5%), tamponados em tampao Mc Ilvaine M/200
¢ nos seguintes pH: 2,2 -~ 3,0 - 3,8 -~ 4,6 -~ 5,4 - 6,2
-~ 7.0 - 748,

c) Lavagem rapida em solucao tampao de pH
correspondente.

d) Secar em papel de filtro e passar pelo
alcool butilico terciario, xilol e montagem em bilsa-
mo do Canada.

0 ponto iso-~elétrico aparente da gengiva nor
mal e da gengiva inflamada foram determinados através
de uma combinacao do microscopio "E. LEITZ ORTHOLUX"
com um fotometro "REMIPHOT D 959 REICHERT", da se-
guinte forma:

A intensidade de luz é regulada no amperimg
tro para 4,06. No trajeto luminoso adapta-se um dispo-
gitivoe (disco de cartdo prétse) com um orificic cen-
tral, que propicia a obtencao de um fixe de luz com fo
co puntiforme. Esse~feixe-luminoso,~vindo de uma lam-
pada de sddio (589 milimicrons) adaptada ao microsco-
pi0,~passa'também,pela corte-e pela objetiva acromét;
ca de 435 X, alcancando o fotometro. - '

No fotometro, adapta-se uma escala linear de
0 a 100, dividida de 5 em 5 unidades, sendo o  ponto
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100 o maxime de absorgfo da 1uz e o ponto O a lumino-
sidade que passa por um corte branco (sem coloracae).
0s resultados assim obtidos, sao transformados em va-~
16res };ogaritmicas5 uma veZ gque ¢ funcionamento. do
"REMIPHOT" e condicionado a escala logaritmica.

Apbs a conversfo os resultados sfo expres-
sos em graficos,

I1.2.5. ~ Hlstof;slca

11.2.5.1 ~ Dicroismo (VIDAL, 1964b)

0s cortes corados pelo azul de toluidina a

0,025%, nos pH 4,0 e 5,0 ou impregnados pela. prata,
sa0 examanados ao mlcroscople de polarlzagaoe Para a
observaqac do-dicroismo o analisador & removide do'&v
jeto luminose, permanecende em posicae apenas o pola-
rizador.

11.2.5.2 - Birrefringencia (VIDAL, 1964b)

Para o exame de birrefringeéncia o analisadar ..
é recolocado em posichdo, ficando, assim, os cortes en !
tre o peolarizador e o analisador.
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o . SO T, s v E o - - : iy N
A reacao wnflamatoria, desencadeada provavel

" & : .
Piogogenos sncontrades oo sulio gengi-

Wil i ava-ss predoninants LvE marginal,
i %o E : : 3, 5
todavia, om muilos cssos, snvelvia Dambam parie da  gen-

giva inserida,

a3

. . . L F
Nag oo TEDOR i (5 o odaos estudos mord Ok GELCOE B0

wipats aittervacdes morfoldgicas,
b E - :' by : I g e ) o atw g . o
infiamatorio gengival, nas suas

~voscnlar o infilivaiiva., Serd osbisto de

estudo apenas o tecide conjuntive (Lamina proprias ou od-
rion gengival), =m virtude de ser nele gue se instala e
desenvelve o processo inflamatorio,

De uma mansirs geral, ag transformacdes mor-
i@i%giea% caracterizavam-se por uma acentuada preﬁ@minég
cia dos fendmenos inflamatdrios destrutivoes (processasli
ticesy, sobre o5 fendmenos proiiferatives. Dentro  desse
gquadro podia-se, até certs ponto, digtinguir duas areas:
uma, em gue as e¢struturas normais, tipicas da lamina
p?épria {substancia fudsmental e feixes de colageno, es-
pecialmente) foram toiaimente destruldas e substituldas
por um infilirado inflasmatdrio, vico em células; e £
tya, contigus a sssa, em qe as estruturas do corion gen-
gival, pmb%fa praseutes, apressniavan divorses graus  de

modif feagoes sstruturais, provocadas pela ree LCHD inf lama
toria.

A fim de faciiitar a expesicio dos resuita-
dus, considorar- ge-f 8 fase exsudative-vascular como Fa-
se b ¢ g fase infiltrativa come fase 2, sendo gue o da-
dos serac expostos nos seguintes LOpLleos:

at BEdema {exsudato infiamatorio);

b} Substancia fundamental;

c} Alteracoes vascularses;



d) Alteracoes celulares;
e} * dos componentes fibrosos;
£) " da membrana basal.

a) Edema:- Na fase 1, o edema intersticial,
formado pelo exsudato inflamatorio, variava segundo a
intensidade da reagao inflamatoria. Assim, podia-se cons
tatar exsudato do tipo seroso (mais comum), fibrinoso,
hemorragice e mesmo purulento em alguns casos.

Na fase 2, o edema, quase sempre,era menos
intenso e formado de exsudato seroso. '

b) Substancia fundamental:- Tanto na fase

1 como na 2, notava-se zonas de desaparecimento da su-
bstancia fundamental. Em outras Areas, a substancia fun
damental estava presente, porém3 percebia~se que elati
A £ N S

nha perdido sua caracteristica de uma massa homogenea
e continua, assumindo aspecto grumoso. Entre os peque-
nos grumos aparecia a imagem negativa do exsudato.

c) Alteragoes vasculares:- Na fase 1, nota

va-se grande pamero de pequenos vasos sanguinees dila-
tados, com paredes finas e distendidas e, muitas vezes,
congestionados (figs. 2, 3 e 4). Em muitos deles podia
-se verificar a marginacao leucocitaria, e inclusive al
guns neutrofilos atravessando a parede vascular (leuce
diapedese) (figs. 5, 10, 13 e 14). A presenca de peque
nos vasos sanguineos trombosados era constatada em al-
guns casos, cujas massas tromboticas eram formadas por
uma rede de fibrina e restos de plaguetas, ou se apre-
sentava como uma massa homngénea e hialinizada (fig.4).
Em uns poucos casos, ainda, podia-se perceber que es-
sas massas tromboticas estavam em vias de calcificacao
{fig. 86).

As paredes vasculares apareciam bem disten
didas, nas guais distinguiam-se duas camadas: uma cama
da endotelial interna que, em cortes longitudinais, mos
trava uma fileira de nicleos de endotelidcitos; e ou-
tra externa e mais espessa, formada por substancia fun
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damental, fibrilas de colageno e alguns fibroblastos.
Em muito déstes vasos, as paredes estavam em desinte-
gracao e nao tinham continuidade com os tecidos adja-
centes (figs. 4 e 10).

De permeio, notava-se a presenca de vasos
neo-formados, os quais apresentavam-se com paredes um
pouco mais espeéssas, formadas de substancia fundamen-
tal, fibrilas de colagens e por células angioblisti-
cas. Podia-se ohservar gque as paredes vasculares dos
vasos neo-formados nao tinham continuidade com os re-
manescentes do tecido cenjuntive.circundante. As pare
des destes vasos tambéem se apresentavam em desorgani-
zagao {figs. 11, 12, 13 e 14).

Na fase 2, as alteragoes vasculares eram
menos evidentes. 0s vasos se apresentavam menos Ccon-
gestionados e raramente trombosados. Contudo, a desin
tegracdo das paredes vasculares também era notada nes
ta fase da inflamacéo. A presenca dos vasos neo-forma
dos, com as caracteristicas ja descritas, era nals
frequente M8; fase infiltrativa. .

d) Alteracoes celulares:- Umas das princi

pais modificagdes nas caracteristicas morfolodgicas do
corion gengival, nas duas fases do processo inflamatd
rio aqui estudadas, era a substituig¢ao do componente
fibroso gengival, por uma intensa infiltfracao inflamﬁ
téria, rica em células (figs. 1, 2, 3 e 4). 0 conten-
do celular variava com o carater inflamatério. 0 gua~
dro histopatologico da fase 1 caracterizava-se pela
presenca de grande numero de neutrofilos e linfocitos,
acompanhados por uns poucos plasmocitos, eosindfilos,
histidcitos, fibroblastos e células mesenquimais -
(figs. 1, 2 e 10). De permeio, eram notados restos nu
cleares e pequenas massas necroticas.

Na fase 2, o guadro citologico apresenta-
va-se um pouco diferente. Os linfocitos e plasmbcitos
dominavam o campo € eram acompanhados por alguns his-



tidcitos, eosinofilos, neutrofilos, fibroblastos e cé
lulas mesenquimais (fig. 3)n As células mesengquimais
eram notadas especialmente junto as paredes vascula-
res.,

E interessante registrar, ainda, que os e
xames das preparacgoes fluorocromizadas pela corifosfi
na revelaram grande variacao do numero de mastocitos,
pas proximidades e a distlncia da area inflamada. As-
sim, era dado observar desde a presenca de pequena
guantidade de mastocitos em algumas preparaces, até
a presenca de grande numero deles em outras (fig.17).
Estas células apresentavam-se arredondadas {aspecto
mais comum) ou fusiformes 2 muitas delas em estado de
degranulacgac. 08 granulos mastocitarios livres podiam
ger vistog agregados as fibras colagenas ou as paredes
vasculares (fig. 18). Na area de intensa reacgao infla
matoria havia pouco ou nenhum mastocito.

2} Alteracoes dos componentes fibrosos:-
Oz feixes de colagenoc estavam ausentes nas areas de in
filtracao celular. Nas adjacéncias dessas areas, o8
feixes de colageno apareciam profundamente modifica-
dos. Nestas condicoes, eles se apresentavam com © as-—
pecto de uma massa grumesa e amorfa: nae se perceben~
do a sua morfologia caracteristica, mesmo examinando-
~-se em grande aumento {os feixes de colageno, com €S-
sas caracteristicas morfolOgicas serac denominados de
Fcz} (fig. B). Um pouce mais a distancia onde a rea-
cho inflamatdria era mais moderada, os feixes de cold
geno estavam fragmentados e intumescidos, perdendo a
sua ondulacdo caracteristica. As suas fibras, igualmen
te, apresentavam-se rompidas, dissociadas ¢ intumesci~
das {os feixes nestas condicdes serao denominados FC,
{(fig. 7). Por outro lado, podia-ge constatar que o cg
iageno das paredes vasculares era o ultimo a sofrer a
degradacio pela reagio inflamatoria (fig. 10).
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Gs estndos worfologices do colageno foram
realizados am preparseoes corvadas pelo trieromico de
Mailory, pela corifosfinag ¢ nas impregnacoes pela pra
ta. &% Fibras veticulares {argirofilas - MELCHER,1963)
cutro components do estroms gengival, também eram ob-
servadas vas impregnagbes pela prata. Nas gengivites,
tante na fase 1 gome na fase 2, as fibras reticulares
estavam em tode o corion gepgival, sendo porém, mais
svidentes nos  locais de exsudacao ¢ infiltracac  ce-
iniar inflamatoria ausenies de {ibras colagenas. Elas
se apresentavam bew escuras e formavam uma irama reti
cular gue tinha continuidade com as paredes vascula —

res ¢ membrana basal (fig. 9).

4

de & sua caracteristica de uma faixa fina, homogenea
. WL . . -

& continua, gue separa nitidamente o conjuntivo do e-

pitelio. Em alguns casos, ela estava ausente completa

. - 4 .o - = b
mente, em oulros era dificil sua identificacao.

IT1,2.1 - Geperalidades:- Quanto a fixa —

cho, deve-se registrar gue ndo se conseguiram bons re
sultados com a solucas de Newcomer. Por esta razio, &
resultados histoguimicos a ssrem desgerites, se refe-
rem as gengivas Tixadas ew solueses fixadoras de for-
mel a 10% ¢ formol-salino,

Verificoutlse gue nac havia diferencas sig
nificantes, nos resuitados dos estudos histoguimicos,
entre as gengivites exsudaiivo-vasculares e infiltra-
fivas, razsc pela gual estes estudos foram realizados,
em ambos na tipos de gengivites, indistiniamente. Pa-
rajelamente, fez-s5¢ 0 estudo histoguimico da gengiva
normal, pira servir de padrao,

Oa estudos %iaioqaﬁmi&?& foram crientados
no sentido da evidenciagho dos mﬁéﬁpalissaearideos &

cidos carboxilados o suifatados. Por outro lado, ou-
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tras técnicas foram empregadas para a deteccaoc de mu~
copolissacarideos neutros e grupos proteinicos basi-
cos totais, tendo por objetive a tentativa do relacio
namento dessas substancias com os mucopolissacaridees
acidos.

I11.2.2 - Métodos para a evidenciacido dos

- £ LA . : "
mucopolissacarideos acidos - Basofilia metacromatica
(azul de toluidina) e azul de Alcian.

Gengiva normal: - 0s resultados das colora

coes com o azul de toluidina e o azul de alcian estao
expostos, sob forma amalitica, no quadro I. Nao obs-
tante essa forma de exposicao permitir uma visao glo-
bal do assunto, & interessante fazer as seguintes con
sideracoes complementares:

a) Prevenir que todas as vezes que se fi-
zer referéncia a metacromasia, estd se tratando sem-
pre da metacromasia ndo nucléica.

b) A metacromasia ao azul de toluidina =
a coloragac pelo azul de alcian se achavam bem distri
buidas por tedo o corion gengival (figs. 19, 20, 23 e
24).

¢) A positividade de ambas as coloragoes
era um pouco mais intensa na camada reticular, do que
na camada papilar do corion,

d) De permeio as estruturas constantes no
quadro apareciam, embora em pouco namero, 0s mastoci~
tos, que também sio metacromaticos e azul de alcian-
positivos.

¢) Os resultados da basofilia metacromati
ca referem-se aos exames dos cortes corados pelo azul
de toluiding e embebidos na.prépria solucao corante,
gque apresentavam uma coloracao metacromatica um pouco
mais intensa que . aguela apresentada pelos cortes mon-
tados em balsamo.

i)



Gengiva inflamada :- Os resultados dos

exames das preparagoes coradas com o azul de toluidi
na e ¢ azul de alcian também estac contidos no qua-
dro I. Contudo, sfio necessarias algumas considera-
goes suplementares, a fim de torna-los mais elucida-
tivos.

Nas Areas de infiltracdo celular inflama
téria, verificava-se auséncia ou pbesenga em quanti-
dades minimas de substancias metacromaticas ou azul
de alcian-positivas (figs. 11, 14 e 15). Assim, os
dados contidos no quadro I, concernentes as estrutu-
ras da gengiva inflamada, se¢ referem aos remanescen-
tes da substancia fundamental, dos feixes de colage-
no, das paredes vasculares e da membrana basal. Alem
dessas estruturas, apareciam metacromaticos e azul de.
alcian-positivos em mastocitos e as massas calcifica
das (figs. 6 e 20).

Substancia fundamental:~ Os remanescen-

tes da substancia fundamental apresentavam uma meta-
cromasia forte em pH 5,0, decrescendo de intensidade
até o pH 3,5. Em pH 3,0, 2,5 e 1,7 nao foi constata
da a colorag@o metacromatica. A coloragao com o azul
de alcian em pH 2,5 mostrava-se moderadamente forte,
ac passo que em pH 1,0, a coloragao apresentava-se
muito fraca.

Feixes de cnlégeno:w Os resultados mos —

traram que os feixes de colégenas apresentavam uma
certa variacfo na intensidade da metacromasia e posi
tividade ao azul de alcian, segundo o seu aspecto de
integridade. Os feixes de colageno ligeiramente in-
tumescidos e com as fibras parcialmente dissociadas
(Fci), apresentavam um aumento na intensidade da me-
tacromasia e da coloracao ao azul de alcian, em rela
§§o aos feixes normais-(fig. 7). Por sua vez, 0s fei
xes de colageno bem intumescidos, com aspecto de uma
massa grumosa e amorfa (FCa) exibiam metacromasia e
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IIY.2.5 - Metodo da fiunvesce

As preparacoes fluorccromizadas com a <o

rifosfing ac pif 4,5, revelaram na gengive noramsl, v

ma f[lucrsscencia esverdsadas mals ou menos foris para

. R . . . ':1'7 - P ¥ - E . *
ns feixes de colagenos, parvedes wvasculares 2 substane

fundamental . Fodia-se consitatar ainda, gque a fluo
rescencia esverdseads perdias um pouce a intensidade |
guands s pfﬁ§&f&@§&a sram [lusrocromizadas em pH
3,8 2 2,30 A membrana basal, em {odos 08 cases, aprg
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Exuberante fluorescencia vermelbo-alaran

R .



jada era exibida pelas granulacgbes citoplasmiticas dos
mastécitos. Os mastdécitos podiam ser vistos em estado
de degranelacio, notande-se, nestas condigbes, peque-
nos granules vermelho-alaranjades livees, junto ag fi-
bras G@iégenas ¢ paredes wasculares {figa i18). A cor e
a intensidade da fluorescencia das granulagoes dos mas
tocitos nio sofriam modificacoes com o abaixamento do
ph. ' '

Nag gengivas inflamadas, as  preparacOes
filuorocromizadas com a corifosfina em pH 4,5, revela-
ram uma fluorescéncia parda-alaranjada nos feixes de
c&i&g@na ¢ substancia fundamental. As paredes vascula-
ves permaneciam com a fluorescencia esverdeada. Nas pre
paragdes fluorocromizadas com seluctes em pH 3,5 e 2,5,
podig-se perceber uma pequena mudanga da cor, passando
de parda-alaranjada para esverdeada. Nas areas de eX8u
daclo e infiltracho celular inflamatoéria diminuia a in
tensidade da fluorescéncia vermelho-alaranjada dos nas
tocitos., |

Reacdes de biogueio:- As preparacoes pre-

viamente submetidas aos tratamentos da metilacaoc e me-~
tilagdo mais saponificacao nao exibiam a fluorescéncia
descrita anteriormente, inclusive a dos mastocitos.
Tanto as gengivas normais como asg inflamadas exibiam,
apes esses tratamentos, uma fluoresceéncia esverdeada,
gniforme ¢ muito péiiéao

L]

Tratamento b@ia hiaimr@nidase testicular -

Nos cortes submetidos a digestao pela hialuronidase,
shservava-se, apenas uma diminuigaoc muito leve, na in-
tensidade da fluorescéncia esverdeada da gengiva nor-
mal e da fluorescencia parda-alaranjada das  gengivas
inflamadas.,

I1I.2.6 - Ponte iso-elétrico aparenta

(P.I.A.3
O tracado das curvas a partir das medidas

de absorcao da luz mosirava que, para os dados obtidos
das gengivas normais, o crusamento das curvas se dava
ao nivel do pH 4.,5; para os dados dasgengivas inflama-
das, ¢ cruzamento das curvas ocoerria ao nivel do pH

; AFien nl §
4,1 {grafico n2 1). s
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II1.3 - ESTUDQS HISTOFISICOS (Ulfraestrutura)

ITT.3.1 - Dicroismo

0s exames do dicroismo mosiraram as seguin
tes caracteristicas: |

Gengiva normal:- Es preparactes  coradas

- r e - ’
com azul de foluidina, os feixes de colageno, quando

paraielos ao plang de p@larigagﬁﬁ da luz, apresentavam
uma coloracgic tendente a azulada (mais clara); ao se~
rem colocados em posicac perpendicular ac planc de po-
larizacao da luz, éstes feixes apresentavam uma colora
¢cio rosa-avermelhada, metacromitica (mais escura) (figs.
27, 28, 29 & 30}, \

Em preparagces impregunadas pela prata, os
feixes de colageno, em posicdo paralela ao plano de pe
larizacao da luz, mostravam uma coloragio castanho es-
cura, guase negra:; enguanio Que, em posicao perpendicu
lar, evidenciavam uma coloracao castanha, bem mais clg
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ve na posicas anterior {figs. 31, 32, 33 e 34).
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Az paredes vasculaves mostravam-se {raca-
wents dicroicas.

Gengiva infismada:- Em preparagfes cora -
das com azul de toluidina, os feixes de colageno in-
Puasscides, oom ﬁisgaﬁiaqﬁﬁ de fibras (FCE)B embora a
presentands uma coloracac metacromatica um poucoe mais
acentuada gug os feixes normais, ndo apresentavam al-
teracfo de ¢or, guands o piano de polarizacao da  luz
era mudado da pasigé@ paralela para posicao perpendi-
pular, demonsirands perda de dicroismo (figs. 35, 36,
37 & 383%.

Em @?ﬁﬁaf&@&@% impregnadas peia prata, os
feixes de colagenc, nas condicbes acima descritas, mos
travam uma ligeira dimipuicao na intensidade de cor ,
em relacls acs feixes normais. 0s exames de dicroismo
também revelaram gue a cor permanecia inalterévelsmnm
# mudanca do plane de polarizacao da luz, da posicao
paralels para a perpendicalar, em relacae aos feixes
de colageno (figs. 59 e 40).

As paredes vasculares alferadas pela in-
flamacas nio revelavam dicrolsmo.

Gengiva normal:~ A birrefringencia apars

cia bem evidente nos Peixes de colageno normais (fig.
413. Podia-se notar, ainda, a grande variacaoc direcis
nal gue assumem og feixes de colagene no corion gengi
val. Notava-se gue a medida gque se girava a platina
do micrﬁscﬁpiﬁg a birrefringencia desaparscia de uns
¢ ia surgindo em oulroes feixes de cﬁiégeaﬁu

- « o oy F
Gengiva inflamada:- Nes feixes de colage-

L #F - e . "
ne em inigio de desintegracao kPCi) notava-se gue a
birrefringencia era menor gque aquela observada em fei
xeg normais {fig. 41); ao passo que, 08 feixesg de co-
-

lageno em adiantado sstado de desintegracgaoc (FCz) nao

se apresentavam birrvefringentes.
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QUABRO T

RESULTADOS DOS METODOS HISTOQUIMICOS PARA MUCOPOLISSACARIDEOS ACIDOS (MPA)

(Basofilia metacromitica (azul de toluidina) e azul de Alcian)
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QUADRO

o

RESULTADOS DOS TRATAMENTOS ENZIMICOS E DAS REACORES DE BLOQUEILC

PARA 0S5 MUCOPOLISSACARIDEOS ACIDOS
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LEGENDA DO QUADRO II

+++4 = Positividade Forte
+4+ = Positividade Moderada

++ = Positividade Media

+ = Positividade Fraca

+-~ = Pogitividade Muito Fraca
- = Negativa
S.F. = Substancia Fundamental
F.C. = Feixes de Colageno

P.¥. = Paredes Vasculares

M.B. = Membrana Basal

FC = Feixes de Colageno em

| inicio de desintegracao

F C, = Feixes de Colageno em
estado adiantado de de-
sintegracao

M.C. = Massas Calcificadas

Met. = Metilacao

Sap. = Saponificacao

Hial. = Hialuronidade Testicular
Sial. = Sialidade (Vibrio colerae)
Hid.ac. = Hidrolise Acida
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QUADRO Tt '
RESULTADOS DAS REACUES DO PAS PARA POLISSACARIDEOS NEUTROS E DA ACIDOFILIA
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IV - DISCUssXo
I¥.1 - MORFOLOGIA

0 cérion gengival & formado por um tecido
conjuntivo fibroso, constituido principalmente de fi-
bras calégenas; fazendo parte, ainda, de sua estrutu-
racao as fibras reticulares e elasticas,

vasos san-

guineos e linfaticos e células (mesenquimais, fibro-
blastos, histiocitos, mastocitoes, etc.), que, em con-
junto, estao embebidos pela substancia fundamental.

Da integridade desse tecido conjuntivo de
pendem as caracteristicas clinicas da gengiva normal
(GLT~ ’ 1958, GOLDMAN e col.-1960, ORBAN e col.-1960,
BERNIER-1962 = MORGAN-1965).

0 processe inflamatério, quando se insta-
alteracgoes
morfologicas e certamente histoquimicas e histofisi-

ia no tecido conjuntivo, provoca diversas

cas. O corion gengival, sendo um tecido conjuntivosép

. Ed . . = -~
viamente, tambem sofre uma serie de modificacoes es-

truturais, quandc atingido
Alguns autores
ticas histopatologicas das
ma (exsudato inflamatorio)
inflamatoria de linfodcitos
lulas mais comuns, podendo
vel de polimorfonucleares
KERR & ASH (1960), ORBAN e

e STONES e col. (18962). fstes autéres fazem uma

cricdo muito pobre

pelo fenomeno inflamatorio.
descrevem, como caracterig
gengivites chnicas, ede-
£ uma infiltracao celular
e plasmocitos, como as cé-
aparecer um numero varia -—
KRONFELD & BOYLE (1955),
col. (1960), BERNIER (1962)

desg-

das alteragoes histopatologicas &

processo inflamatdrio gengival, pois ndo poém em rele

vo a destruicac do componente fibroso principal
constituinte do corion gengival.

GOLDMAN e col. {1960) assinalam que a gen
givite pode apresentar desde uma peguena infiltracao
celular inflamatoria de plasmocitos, linfdcitos e po-
ilimorfonucleares, acompanhada de uma proliferacac mo-

derada, atée uma exsudacgao intensa, acompanhada ou néo

-3

RRIL & ow P H
SRR P s tvay

SR



da destruicao do estroma fibrosc., O autor em questio
ja relaciona a destruicao do estroma fibroso com os
fanomenos de exsudacao; entretanto, afirma que nem
sempre o estroma fibroso. e destruido quando existem
os fenomenos exsudativos. Estas observagdes estiao em
discordancia com os resultados da presente pesquisa;
&8 guais mostraram que o8 fenomenos exsudativos, no
processo inflamatorio gengival, sempre sﬁa.acempanhg
dos de destruicao dos componentes fibrosos.

Para GLICKMAN (1958) as gengivites croni
cas sao caracterizadas pelas seguintes alteracgoces mor
faiégicas\micrﬁscﬁpicas: exsudato 1iquida e celular;
neo-formagao capilar, congestao vascular, prolifera-
cao do tecido conjuntivo e epitelial, hemorragia e
degeneracac do tecide conjuntivo e epitelial. Ble a-
firmou, ainda, gue as variagbes histologicas so res
pﬁnséveis pelas caracteristicas clinicas da inflama-
cac cronica gengival, tais como: a cﬁry a consisten-
cia e a textura. Dentro dessas variag%es, podem ser
encontrados estadeos em que predominam oS fenﬁmenosq;
sudativos, jJjuntamenie com aiteragaes destrutivas; e
estados em gque os fenbmenos proliferativos sho predo
minantes, sendo gue essas variacoes estao relaciona-
das as diversas condicoes dos agentes etialégicasuﬁg
cebe~se que algumas modificagles histologicas  des—
¢ritas pelo autor, sfo alteracoces que caracterizam a
fase aguda da inflamacdo, depreendendo-se gue a cro-
nicidade referida estd mais relacionada com a duracio
do processo, que, propriamente, com a natureza da rea
cao inflamatoria.

Um estudo des aspectos histopatalégices
das gengivites cronicas foi feito também por MELCHER
{1962}, gue descreveu, principalmente, as modificacoes
vasculares e dos feixes de colageno do cdrion gengi-
val, Contude, a maioria das alteragoes descritas ca-
racterizam os fenomenos agudos do processo inflamatd

FiLO.
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Depreende-se, dessas consideracoes, gque
o rarater da reacdo inflamatoria e, consequentenente,
& sua histopatologia, podem sofrer uma grande varia-
cao de acordo com a natureza e atuacio dos agentes
fiugégenosu Quiros autores acham, ainda, que essas
variacoes podem estar também relacionadas com o esta
do de sensibilidade individual KRONFELD & BOYLE (1955),
KERR & ASH (1960) e BENATTI (1967).

As gengivites cronicas, muitas vezes, Sac
aszim consideradas, ndo pela natureza inflamatoria -
em si, mas no sentido clinic0§ pelo tempo de duracao
do processo. Sabe-se, por cufro lado, que as altera-
cdes morfoldzicas sfo diferentes nas diversas fases
evolutivas do fenbmeno -inflamatorio {RIBBERT & HAM
PERL~1956, ROBBINS-1962, HEILMEYER & KAHLER-1964), -
sendo de se esperar que as prepriedades bioguimicas
também o Sejam.

A observacao dos resultgdes da presente
pesquisa mostreu que a modificacao morfologica mais-
evidente, quande predominam as fases exsudativo-vas-—
culares e¢fou infilirativa da inflamagao gengival, &

o desaparecimento e substituicao de grande parte das

estruturas normais - substancia fundamental ;, pare —
> * 3 o
des vasculares e feixes de colageno — por uma infil

tragao inflamatoria.

Os feixes de~cal&gen0~safrem profundas
alteractes morfologicas em decorréncia da reacao in-
flamatoria (RAY & ORBAN--1948, ARNIM & HAGERMAN-1953,
GOLDMAN-18532, JACKSON-1857,  SCHULTZ-HAUDT & AAS-1960,
MELCHER-1962 e MORGAN-1965). Bste fato foi confirma-
do neste trabalho. Pode ser constatado tambem gue a
destruicac do calégeno-peia inflamacao se faz aos =
poucos, progressivamente, iniciando-se -com um-  sim-
ples intumescimento dos . feixes e terminande com-- a
sua completa desintegracas. Esta destruicao do.cola-
geno esta diretamente relacionada com a presenca de

. ¥



énzimos mucoliticos e colagenoliticos produzidos por
bacterias existentes no sulco gengival (SCHULTZ~HAUDT
¢ ¢ol.~-1954, LUCAS & THONARD-1955, SCHULTZ-HAUDT &
CHERP-1835 a e b, SCHULTZ-HAUDT & CHERP-1958, MAcDO -
NALD e c0l.-1960, THILANDER-1963) e com enzimos produ
zidos no propric tecide inflamado (VIDAL & BENATTI -
19653¢, HOUCK & JACOB-1961 a e b, FULLMER-1966, FULLMER
& GIBSON-1966, TRIFTZHAUSER-1867).

Os resultados mostraram que a parede vas-
cular, embora sofrendo alteracgoes, parece ser a estru
tura que mais resiste a acdo destruidora do processo
inflamatdrio.

0Os exames de fluorescencia permitiram ob-
servar alguns aspectos morfoldgicos interessantes dos
mastécitas,coma a forma (arredondada e fusiforme), o
estado de degranulacdc e a grande variagao do seu na-
mero ¢ distribuicao, nos diversos espécimens examina-
dos,

A constatacac da forma arredondada e fusi
forme dos mastocitos vem concordar com os achades de
alguns autéres (CARRANZA & CABRINI-1955, BURTON-1963,
DIENSTEIN ¢ col.~1966, ANNEROTH-1963).

A degranulacaoc do citoplasma dos mastoci-
tos & um fato amplamente conhecido. Alguns autores agd
vogam que, apbs a degranulacfio, os granulos mastocita
rios livres seriam fagocitados por macrofagos e fibre
blastos e remetahalizados(ﬁIGGENBOTHAN e col. - 1956,
VIZIOLI & FERNANDES-1965). Outros autores sugerem gque
a heparina, contida nessas granulacgées, seria uma for
ma armazenada da substancia fundamental (ASBOE-HANSEN
~1950 e 1959, RILEX-1962, LIKAR e col.-1964). £ opi~
nian do autor do presente trabalho gue estas granula-
coes estejam relacionadas com a reposicao dos mucopo-
lissacarideos destruidos pelo fenomeno inflamaiério ;
entretanto, nao se tem condicoes para explicar o modo
pelo gual isto se processa.
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Com referencia a populacao dos mastocitos,
os resultados dos trabalhos encontrades na literatura
sdp altamente variaveis e contraditdérios, Quase todos
os autdres sae concordes em gque a gengiva normal apre-
genta um nimero apreciavel de mastocitos. Por outro ia
do, ha uma grande discrepancia nos resultados, no gque
tange ao namero dessas células na gengiva inflamada. s
sim, em relacao ao numero encontrade na gengiva normal,
TOGDORO (1938), STELLA (1857), DEWAR (1935), SOGNNAES e
col., {1956) e TERNER (1967) verificaram um aumento, en
gquanto que CARRANZA & CABRINI (1935), COLONIUS (1959},
DUMMET e col. (1963) encontraram uma diminuicao de mag
tocitos. Isto vem de encontro aos resultados da. presen
fe pesquisa, que evidenciavam casos com diminnigac, ca
sos com igualdade e casos com aumento de namero dessas
células. De outra parte, na area de intensa reaclo in-
flamatoria, existem poucos ou nenhum mastdcito, fate
também relatado por TERNER (1967).

Acredita-se que seja importante a funcao dos
mastocitos, mormente em se sabendo que eles encerram di
versas substancias, como heparina, histamina, serotoni
fa, lipldios e varias proteases (HALL-1966, DIENSTEIN-
1967, IGNACIO-1964). .

Para HALL {1966) “... a presenca de grande
numero de mastocitos na gengiva normal sugere um papel
fisielégica para 0s mesmos, a0 passo (e a grande varia
¢do do numero e distribuigdo® dessas c£lulas na inflama
cao, sugere gue elas tambem desempenhem uma fungasc im-
portante no fenomeno inflamatorio®.

V.2 - HIsSTOQUIMICA

E necessarie fazer uma apreciacao prelimi-
nar sobre o significado das tecnicas empregadas para a
eviﬁencia§50 dos mucopolissacariﬁeﬁs écidesg com o pro
posito de fixar o critério pelo. gual serdo interpreta-
dos os resultados histoguimicos.
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O¢ mucapolissacarideos Acidos, de acérdo
com 6 naluceza dos seus grupamentos acidos, sfo divi
didos em carboxilicos (~CO0H) e sulfatados (WOSGSH).

05 metodos gque parecem oferecer melhores
resuitados para a detecchBo dessas substancias, logi-
camente dentro dos limifes de seguranca que se pode
gxperar das técnicas hﬁst@quimicas-em-geralg s80 08
métodos da basofilis wmetacromitica pelo azul de to-
juldina & a coloragaoc pelo azul de alcian, = aliados
as fécnicas de blogueio (wetilacao, metilacio mais
saponificacac e hidrdolise acida) e as digestdes enzi.
micas peia hialuronidase testicular e pela sialidase.

Basofilia metacromitica:- Bste meétodo po

de ser ctilizado para a detec¢do dos mucopolissacari
deos acides de uma mansira geral, ou para a distin -
can dos grupamentos responsaveis pelo carater acido.
Sabe-se que o pK dos grupos carboxilicos situa-se en
tre 4 & 5 ¢ o dos sulfatos bem wmais abaixo (LANDS-
MEER-195L, BOOY e col.-1953, DEIERKAUF & HEGNAUER-VQ
GENLENZANG-1933, BOOY & LOEVEN-1954, LANDSMEER &
GIEL-1956}. Pode~se, entao, diferenciar os sulfatos
dos carboxilicos, fagende coloracbes com Solucdes em
diferentes pH. A metascromasia revelada pelas estrutu
ras, coradas com solucdes acima do pH 3,4, sac devi-
das aos mueapaiissacarideos acidos carboxilagdos e/on
sulfatedos, enguanto aguela revelada a esse pH ou a-
baixo, sao devidas, exclusivagmente, aos mucopolissa-
carideos acides sulfatades. Seguindo esse raciacinic,
toda a metacromasia perdida ao abaixar o pH da solu-
gac corante de 5,0 para 3,4, pode ser considerada co
mo devida aocs grupos carhaxilicas, a0 passo gue, a
metacromasia conservada a este pH ou abaixe, revela
a presenca de mucopolissacarideos acidos sulfatados
(LISON « 1860},

"a celoracac pele azul de aleian, embora nao podendo
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ser considerada, ainda, um método histoquimico absolu
tamente especifico, ¢ um dos melhores métodos atuais
para a demonstracdo de mucopolissacarideos acidos, e
gue a possibilidade de ser controlada pela metilacao
faz aumentar a sua especificidade®,

0 emprégo do azul de alcian em pH 2,5 (LI
SON-1960) evidencia mucopolissacarideos com radicais
fcidos carboxilicos e sulfatados. 0 uso déste corante,
em pH mals baixo, tem side um meio para diferenciacao
dos mucopolissacarideos acidos com radicais sulfato.
LEV &SPICER {1864) constataram que estruturas conten-
do radicais sulfatados coravam-se, seletivamente, com
a solucao de azul de alcian em pH 1,0. Essa concluséo
foi confirmada pelo trabalho de SPICER & DUVENCI (1964),
que obtiveram resultados identicos com a coloragao do
azul de alcian em pH 1,0 e com a incorporagac do enxo
fre radicativo, em secrecac glandular de alguns mami-
feros.

Relacao entre Azul de Toluidina e Azul de

Alcian:~ £ interessante tracar aqui wm paralelo enire
as coloracoes com o agul de toluidina e com o azul de
alcian em relacao a evidenciacaoc dos mucopolissacari-
deos sulfatados. SPICER (1960) atribui a metacromasia
em pH 1,5 0 mesmo significado que a basofilia do azul
de alcian em pH 1,0. Para FAVA DE MORAES (1964) a co-
loragdo pelo azul de alcian em pH 0,5 apresentava o
mesmo significado que a coloracac pelo azul de tolui-
dina em pH 1,7; ao passo que, para MUNHOZ (1967) a co
loracdo pelo azul de alcian em pH 1,0 equivalia a co-
loragio pelo azul de toluidina em pH 2,2. Como se ve,
ha uma certa discordancia nos resultados desses auto-
res, sendo interessante lembrar gque oS mesmos fizeram
seus estudos histoquimicos em glandulas salivares de
mamiferosg onde os mucopolissacarideos, talvez, se a-
presentam em estado mais livre efou em maior concen —

tracac que no corion gengival. 0s resultados desta pes

~48.-



quisa mostraram que na gengiva, onde os mucopolissaca
rideos acidos estdo intimamente associados a protei-
nas, a coloraciio pelo azul de alcian, em pH 1,0, apre
sentou o mesmo significado que a metacromasia em  pH
3,5. |
Metilacao:- A metilacdo elimina, por hi-
drblise, os grupos sulfatados e esterifica os grupos
carboxilicos (LISON, 1960).

Saponificacdo:- A saponificacdo, apos a

metilacao, elimina o grupo metil do ester carboxilico
e, en cansequénciag restabelece integralmente as pro-
priedades primitivas dos polissacaridéos nac sulfata-
dos (LISON, 1960).

Com base nessas observacoes, admite-se que
as técnicas da metilagao e da metilagdo mais saponifi
cacao podem ser usadas para a distingao dos grupos
carboxilicos e sulfatados, apesar de nao ter sido con
seguida, por alguns autores, a reversdo da basofilia,
apds a metilacdo mais saponificacdo, em estruturas con
tendo grupos carboxilicos (MOWRI-1960, QUINTARELLI-
1963, FAVA DE MORAES-1964, MUNHOZ-1967).

Hidrolise acida:- Segundo QUINTARELLI e
col. (1961) as estruturas originalmente alcian blue po

sitivas, que diminuirem ou perderem a positividade conm
o tratamento prévio pela hidroélise Acida, indicam a
presenca de aAcido sialico.

Métodos de digestio enzimica:- Em vista das

reacbes histoquimicas nao apresentarem uma especifici
dade absoluta, os métodos de digestao enzimica, assim
como as técnicas de bloqueio, s80 muito  importantes
come coadjuvantes na evidenciagdo dos mucopolissacari
deos acidos.

Hialuronidase testicular:- Inicialmente,

acreditava-se a hialuronidase testicular tivesse acao
apenas sobre o acido hialuronico, entretanto, sabe-se
hoje gue ela naoc apresenta essa especificidade, pois
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age, tambem, sobre o Acido condroitin-sulfirice, tipos
AeC,

Sialidase:- A sialidase tem sido empregada
com a finalidade de digerir o acido sialico (SPICER &
WARREN-1960, QUINTARELLI-e col.-1961), os quais também
pogsuem os radicais carboxilicos. O tratamento pela
sialidase ou pela hidrdlise acida, em eliminando o aci
do sialico, facilita a identificacdo dos mucopolissaca
rideos acidos carboxilicos.

Corifosfina:- E recente o emprego da cori-
fosfina como corante para MPA (VIZIOLI & VIDAL, 1966).
Bstes autdres elaboraram um trabalho histoquimico, ten

do por substrato a traguéia e parede arterial de co~
baia, no qual preconizam o uso da corifosfina para a
deteccao dos mucopolissacarideos Acidos. Pelo que foi
dado observar no presente trabalho, parece ser a cori-
fosfina mais indicada para a@tecqéa de algum mucopo -
lissacarideo Acido com radical sulfatado.

Em vista do gue foi analisado, serd wtili-
zado, o seguinte critério para a interpretacao dos re-
sultados:

Macopolissacarideos acidos sulfatados:- Se
rao considerados como contendo mucaSET;ssacaridens éc;
dos sulfatados as estruturas:

a) Coradas metacromaticamente pelo azul de
toluidina, ew pH 3,5 ou abaixo, apds o tratamento pré-
vio pela sialidase ou pela hidrdlise acida;

b) Coradas pelo azul dezélcian em pH 1,0,

c) As coloragdes pelo azul de toluidina, a
cima do pH 3,5 e pelo azul de alcian a pH 2,5, suprimi
das pela metilacao e nao revertidas pela saponificagac.

Mucopolissacarideos acidos-carboxilados :-

Serfio consideradas como devidas aos mucopolissacaridecs
acidos carboxilados: |

a) A parte da coloracao metacromatica pe-~
1o azul de toluidina em pH 5,0 e do azul de alcian ¢wm
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pH 2,5, suprimidas pela meiilagao e revertidas pela
saponificacao, em preparacoes que foram, préviamenteg
tratadas pela hidrolise acida ou . pela sialidase;

b) A parte da coloragdo metacromatica per
dida com ¢ abaixamento do pH de 5,0 para 3,5 e da co
loragao do azul de alcian, também perdida com o abai
xamento do pH 2,5 para 1,0, em preparacoes que sofre
ram tratamento prévio pela sialidase ou pela hidrél;
se acida.

Acido gialico:- Serao consideradas como

sendo devidas a presenca.de acido sialico:

a) A diminuicao da coloragao provocada pe
lo tratamento prévio com sialidase ou pela hidrdlise
écida? em preparacoes metiladas e saponificadas e co
radas pelo azul de toluidina em pH 5,0 ¢ 4,0 ou pelo
azul de alcian em pH 2,3.

b) A parte da metacromasia suprimida com
o tratamento prévio pela sialidase, em preparacoes
coradas pelo azul de toluidina em pH 3,3,

. ¥ £ » -
Mucopolissacarideos Acidos na Gengiva

A existéncia dos mucopolissacarideos aci
dos no corion da pele, ja foi descrita por muitos au
tores (PEARSE & WATSON-1949, CAMPANI &  REGIANINI -
1950, BUNTING-1950, BUNTING & WHITE-1950, MEYER &
RAPPORT~1951, MONTAGNA-1956, STEIN & WOLMAN-1958, GOL
TZ e col.~1958, SAMS JR. e col.-1962).

No tecido conjuntivo gengival, 08 resul-
tados da presente pesguisa, de acorde com o critério
estabelecido para interpretacao, revelou a presenca
dos acidos: hialuronico, condroitin sulfatos A ou C
e B, acido sialico, distribuidos junto aos feixes de
colageno, paredes vasculares, substancia fundamental
e, também, junto A membrana basal, e de heparina e-
xistente nas granulacgoes citoplasmaticas dos mastécg
tog. Os resultados expostos no quadroe I e II, ainda
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permitem deduzir gque: a) entre os mucopolissacarideos
L a . u = - 2 "
presentes ne corion gengival o acideo hialuronics aX1s

te em maior guantidade; b) o8 mucopolissacarideos gul

fatados estao presentes preferentemente junto aocs fel
xes de colageno, paredes vasculares e¢ tambem na ma R
na basal. Bstes resultados de alguma forma sio concor
des com 03 achados de outros autores, gue tambem refa
taram a presenca de mucopolissacarideos fAcidos na 1&-
mina propria gengival. Assim, em trabalhos histoguimi
co8, pode-se reportar os trabalhos de CABRINI & CAR-
RANZA (1956}, gue fazem mencado a coloracho metanrtomi-
tica, localizada especialmente jJunto aos feixes de co
lageno, membrana basal ¢ nos mastocitos; FASSKE & MOR
GENROTH (1958), gque utilizando como corants o azul as
tra e o azul de alcian, detectaram acids hialurdnico
e condroitin sulfato, na lamina prépria da ZENEIVEG
QUINTARELLY (1960) empregandc as coloracoes pelo azul
de toluidina ¢ azur A, juntamentzs com a hialuronidass
testicular, constatou a presenca de condroifin sulfa-
to e de acido hialuronico, FERRIGNO & BHUSSRY (19613,
empregando as técnicas de azul de toluidina®da captu-
ra do ferro coloidal, faz refereéncia a mucopolissaca-
rideos acidos no conjuntivo gengivaly SCHULTZ -HAUDY
{1966) em trabalho sobre a revista de litevatura, con
ciuiu pela presenca na gengiva dos Acidos hialwronics,
condroitin sulfates A, B e £ e heparina, FUCHS & CIE-
CIURA (31967) utilizando-se dos metodos do azul ds to-
inidina e azul de alcian, tambem evidenciaram mucopn-

. & L s
lissacarideos acidos no conjuntive do gengiva.

A presenca desses carboidratos ne gengive.
tambem foi demonstrada através de métodos binguiat-
cos: SCHULTZ-HAUDT (1958) identificou, atraveés da =
troforese, colorimetria ¢ cromatografia, o acido hin.
iurbdnico, condroitin sulfate A, B e € SCHULTZ-HAUUY

# } . )
¢ col, {1964), atraves da eletroforese, combinmila non

B

as coloracoes do PAS, azul de toluidina, apul de  ai-
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cran & ferro coloidal e mais a hialuronidase testicu-
tar, isclaram os Acidos hialurdnico, condroitin sulfa
tec A ou € e B e mucopolissacarideos neutros; THONARD
& BLUSTEIN (1965), fazendo uso dos métodos cromatogra
fico e colorimétrico, identificaram os acidos hialurs
nico, condroitin sulfato e mais o acido sidlico.

Os resultados aqui exposios, por outro la
do, estao em discordancia com as conclusces de GLICK-
MAN & SMULOW (1966) os guais afirmaram que o corion da
gengiva normal nac apresentava metacromasia e gque eg-
ta somente aparecia mmito fracamente na camada reticu
lar, em associacao com a inflamacao.

Técnicas do "PAS" para  Pplissacarideos

Neutros e da Acidofiiia pelo Orange G para os  Radi-

a + 3 3
cais Basicos Totais.

Glicoproteinas e mucoproteinas (mucopolis
sacarideos neutros) tém sido detectadas histaquimicae
bioguimicamente, no conjuntivo gengival, por diversos
autores. TURESKY e col. (1851), ENGEL {1833), CABRINI
& CARRANZA (1956), SCHULTZ-HAUDT e col. (1961 e 1964)
g GLICKMAN & SMULOW {1966) demonstraram que estas su-
bstancias estdo disiribuidas na substancia fundamen-
tal, feixes de colégeno, paredes vasculares e membra-
na basal. Bstes resultados foram confirmados nesta
pesquisa, conforme pode ser visto ne guadro III.

A determinacfo dos radicais basicos  to-
tais, através de um corante anionico, ¢ um método gue
tem sido usado em histnquimicae 0 termo acidofilia to
tal - usado por LISON (1960), representa a soma de s
tes radicais, revelados por corantes basicos em pH bas
tante baixeo.

0 corante usado aqui, para a avaliagéa da
aeidofilia total, foli o erange G, preconizado, primei
ramente, por FRAENKEL-CONKAT & COOPER (1%44) e, pos-
teriormente, usado por SOLOMONS {1958) e MORGAN (1963).
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Empregou~se o orange G em pH bem inferior
o empregado por DEITCH (1955) para o amarelo naftol
8, pois, segundo LISON (1960), o pH 2,78 & um pouco
alio, no gual n&o haveria uma descarga completa dos
radicais eletronegativos da preparacao, os quais en-
trariam, entac, em competicio com 0s anions do coran-
te; pelos grupos hésicos5 causando, assim, alteracoes
nos resultados. 0s resultados, expostos no quadro IIT,
mostram uma coloracao bem distribuidas por todas as
estruturas da lamina prépria gengival. |

0 confronte dos resultados, obtidos pelos
metodos para mucopolissacaridos 501&05, neutros ¢ pa-
ra proteinas, mostra que ha uma concomitfncia na loca
lizacao dessas substancias junto as estruturas do con
Juntivo gengival, demonstrando, por conseguinte, que
e¢las co-participam de um edificio macromolecular, on-
de existe uma perfeita interligacao dos seus grupos
pelares,

IV.2.1 - Mucopolissacarideos Acidos e o
Processo Inflamatorio

Encontrou~se certa dificuldade em estabe
lecer uma comparagac dos resuliados da presente pes-

quisa com os resultados obtidos por outres autores, m
gue concerne a relagao dos mucopolissacarideos acidos
e o processo inflamatorio. Esta dificuldade surgiu,
em virtude da falta de especificacgao, por parte da
maioria dos pesguisadores, do estado ou da fase da in
flamagdo, em que as respectivas pesquisas foram reali
zadas.

Um bom numerc de pesguisas, nesse campo .
trazem como conclusces um aumento dos mucopolissaca —
rideos acidos, como consequéncia da reacdo inflamatd-
ria. Percebe-se, entretanto, das conclusdes de BALAZS
% HOLMGREN (1950), HUDACK e col. (1949), DUNPHY & UDU
PA (1955), HOUCK e col. (1962), VIKHERT e col. (19862),
DELAUNAY & BAZIN (1963), KASSABIAN (1964) ¢ FUCKS &
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CLECIURA (1967) descritos no caplitulo da introdugao,
gue o aumento dos mucopolissacarideos acidos, relata
do por esses antores, esta sempre relacionado com
fendmenos proliferativos, o que, aiéﬁsﬁ & um fato es
perado, visto que em sendo os mucopolissacarideocs a-
cidos componentes dos feixes de colageno, & necessa-
ria a sua elaboracac para que agueles gejam Torma-
dos. Perémg ¢ gque geohteceria nos Casos em que  hou-
vesse a quebra da homeostasia tecidual, e que as con
dicbes metabdlicas locais fissem adversas & prolife-
racdo? £ de se acreditar que isto possa ccorrer  em
certas condi¢fes especlais, relacionadas com a loca-
lizacao ¢ a morfoliogis dos tecidos e com as peculia-
ridades dos agentes flogdgenos, Para JACKSON (1957)
o desaparecimento das fibras c@légenasgzn0~process&
inflamatorie gengival, pode nfo ser somente devido a
sua destruicao, mas também, a falta de sua elabora-
¢do por um impedimento da sintese ou da organizacho
de seus precursores. o

Cre-se que seja oportune citar - agui o
trabalho de KASABYAN (1864}, 6 qual em trabalhe his-
taquimico de nodules tubergulosos e focos -exsudati-
vos, verificoun gue a-centeﬁdo-em-glicag%ﬁia~e CRUCo-~
polissacarideos acides variava com o carater da rea-
cac biplégica e com o tipo de alteracdes  morfologis
cas produzidas; encontrande um acﬁmuio-de.mﬂ@anLiSw
sacarideos acidos nas areas de - proliferacao, muito
pouca quantidade nos feocos de exsudagao ¢ o desapare
cimento dessas substincias nos locais de necrose,

Em parte?-@steﬁ-resultados-Séo congordes
com o8 de CELLARIUS (1963), que concluiu pela inexis
téncia de mucopolissacarideos nos tecidos necroéticos.
¢ em decomposigac purulenta, e com os de HOUCK e ceol.
{1962}, que verificaramicgma~respasta-qu§micq,éa der
me no local da inflamac@&o e necrose, uma reducac dos

. £ ’ L. - . 2
mucopoelissacarideos acidos e de colugene insoluvel,
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a0 passo que no processo reparativo ocorria um aumento
dessas substancias. PUCKS & CIECIURA (1967) encontram
uma reacdo metacromitica muito fraca nas Areas infiltra
das por linfocites e por "pequenas células redondas",
na doenga pericdental cronica. Outros autodres, ainda,
asseciaram a diminuicdo de mucopolissacarideos Acidos
com a inflamacao {TURESKY e col.-1951 e SCHULTZ-HAUDT-
1957).

0s resultados morfalégiCﬂS? agul expostos,
mostram que o processo inflamatorio, nas fases exsuda-
tivo-vascular e infiltrativa, provocam transformagoes
e destruicdo das estruturas normais, proprias do con-
juntivo gengival (substancia fundamental, feixes de co
lageno e paredes vasculares), as quais sfo substitnides
pelo exsudato ¢ infiltrato celular inflamatorios. Ora,
em se sabendo que estas estruturas contém uma quantida
de apreciavel de mucopolissacarideos acidos, era de se
esperar, entasc, Que oCOrresse uma diminuicao destas su-
bstancias. Esta hipotese foi inteiramente  comprovada
pelas reagoes histoquimicas levadas a efeito nesta pes
guisa; pormmnto, verificou-se gue, nas areas de inten-
sa exsudagao e infiltragao celular, havia uma acentua~
da diminuicdo das reacoes para mucopolissacarideos éc;
dos,

Os achados da presente pesguisa estao em
discordancia com os resultados de QUINTARELLI (1960),
o gual encontrou um aumento dos mucopolissacaridees a-
cidos na gengiva inflamada e afirmou gue as reagaes pa
ra estas substancias eram mais fortes na area de infil
tracaoc celular inflamatoria; s8se discordantes tambem ,
dos resultados de STAHL (1958) gue encontrou um aumen-—
to de mucopolissacarideos Acidos associados com um au-
mento das fibras reticulares, poisg-pﬁ&e~se constatar
no presente trabalho que, onde havia um aamento na vi-
sualizagao das fibras reticulares, era justamente a a-
rea em que ocorria uma diminuicac das reactes para mu-
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copolissacarideos acidos.

Babe-se, por outro lado, que a agdo destry
tiva do fenomeno inflamatdério, na gengiva especialmen-
te, se faz a custa de uma atividade enzimica proteolf-
tica e mucolztlca3 gue promovem a lise do coiageno e a
despolimerizagio dos mucopolissacarideos.

Os resultados desta pesquisa mostram, nas
dreas adjacentes ac foco inflamatério, que os feixes de
calégencs se apresentam em varios graus de desintegra-
gdo. O colageno & constituido por uma estrutura fibri-
lar protéica,.farmada por cadeias de amino-acidos {(es-
pecialmente prolina, hidroxiprolina e glicina), envol-
vidas por mucopclissacarideﬁsg gue funcionam cOmMD Su-
bstancias cimentantes, formando portanto macromoléculas
gllCGpPOtG&CHS 0s mucopolissacarideos a01das$ segundo
JACKBON (1955), GEBHARDT (1960) e ALBERTINI (1961), de
sempenham importante papel na estabilidade dos feixes
de-colégeno.

0s feixes de colageno gue mostram as pri-
meiras alteracodes morfoiﬁgieas3 causadas pela inflama-
¢cdo, exibiram um aumento na intensidade das reacges pa
ra proteinas e para mucopolissacaridecs acidos e neu-
tros. Isto talvez aconteca em €onsequencia do rompimen
to da ligacdo polissacarideos-proteina, deixando maior
numero de grupos reativos livres e em condicoes de se
ligarem mais facilmente aos corantes. Esta hipétese, le
vantada por WALTON & RICKETTS (1954), foi endossada por
QUINTARELLI (}_9602 e MORGAN (1965); se verdadeira, vi-
ria demonstrar nac nm aumentc da quantidade dessas su-
bstancias, mas um desarranjo: em seu estado de agrega-
¢ao e apenas um aumento da sua capacidade de reagir.

Nog feixes de colégenm, em esftado mais a-
diantado de desintegraclo (FC,) haveria uma despolime-
rizacao das macromoléculas de mucopolissacarideos aci-
dos e uma. desorganizacac das adeias polipeptidicas das
proteinas. A confirmacao desta hipotese sera tentada,

37 e



quando da discussic do dicroismo e da birrefringencia.

A maior evidenciacao das fibras reticulares
nas areas ausentes de fibras coldgenas, faz supor que,
nos locais onde isto nao ocorre, as fibras reticulares
ficam encobertas pela presenca predominantie daquelas;
hipotese, alias, ja levantada por MELCHER (1965).

De outra parte, a permanéncia de vasos e o
aparecimento de vasos neo-formados, na area de exsuda-~
¢ao e infiltracdo celular inflamatoria merece ser con
siderada. Observou-se gue o5 vasos, ai presentes, con-
servavam aparentemente suas caracteristicas histoquimi
cas, entretanto, suas paredes estavam alteradas e nao
mantinham continuidade estrutural com o tecido conjun~
tivo circundante, que se apresentava mnrfelégica e his
toquimicamente alterade. Nessas condicoes, as paredes
vasculares nac apresentam mais a integridade funcional,
ocorrendo um aumento acentuado em sua permeabilidade.

As paredes vasculares dos vasos neo~forma-~
dos sdo anormalmente permeaveis e extremamente frageis,
porgue nelas a membrana basal inexiste ou esta defi
cientemente formada (SCHOEFL, 1964)., Quanto aos vasos
prénexistentea, especialmente venulas, alem de se apre
sentarem dilatados, suas paredes apresentavam modifica
coes estruturais, causadas pela acio de eénzimos (muco-
politicos e proteoliticos especialmente) existentes no
tecido inflamado, que causam a despolimerizacio des mu-
capalissacarideos adcidos a lise das proteinas, Provo -
cando a desintegracao da membrana basal e do tecido con
juntivo envolvente. A acdo de enzimos sobre a parede
vascular ja foi relatada por ZWEIFACH (1953); €sse au-
tor observou que, guando se introduzia hialuronidase
nos tecidos, esta provocava a desintegracao da membra-
na peri-endotelial e, conseguentemente, um aumento de
permeabilidade da parede vascular. Além disso ¢ inte —
ressante lembrar que as terminacées nervosas perivascy
lares, que controlam o t8nus vascular, muito provavel-
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mente sofrem a acao destrutiva do processo inflamatd-
rio, contribuinde para a perda da capacidade funcional
dos vasos.

IV.2.2 -~ Fluorescéncia pela Corifosfina

Alguns trabalhos teém preconizado o uso de
coranteifluorescentes para a pesquisa topoquimica dos
mucopolissacarideos Acidos {SAUNDERS-1964, VIZIOLI &
VIDAL, 1866).

0s resultados do trabalho, com referéncia
ao estudo nos mucopolissacarideos acidos, empregando
a solucao de corifssfina, ndo chegaram a ser satisfa-
torios. Nao se obteve os resultados preconizados pei'
los autores do método empregado.

A lamina prépria gengival, contendo em sna
estrutura uma ap?eciével gquantidade de mucopolissaca~
rideos écidasa COoOmoe jé foi relatado por diversos aut§
res e confirmado, por sutros metodos, nesta pesquisa,
tinha que apresentar uma colaragé@ fivorescente ala-
ranjada bem pronunciada, visto ser, a fluorescencia,
um metodo histoquimico muito sensivel. A coloracdo a-
jaranjada pode ser constatada apenas nas granulacoes
citoplasmAticas dos mastdcitos, provavelmente, devida
a presenca da heparina. '

As técnicas de blogueio e da digestfo en-
zimica também nso apreseniaram resulftados que pudes-
sem contribuir para a evidenciacao dos mucopolissaca-
ridéos acidos pela corifosfina, pois os resultades mos
travam que a peguena gueda da intensidade da fluores-
c@nciag causada pela metilacdo, ndo era revertida pe-
ila saponificacido e a digestao pela hialuronidase tes-
ticular tambeém nao provoca¥a altera¢des significati-
vas na coloragao fluorescente. '

IV.2.3 - Ponto Isoeletrico Aparente

Entende-se por ponteo iso-elétrico de uma
substancia o estado de equilibrio entre suas cargas
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pogitivas e negativas; se, nestas condicbes, for colp
cada em campo @%éiricm% tais cargas nac migrariam pa-
ra nenhosn dos poles. O pontos igso~elétrico aparente &
aquele obtido através de medidas de absorcac de luz em
cortes histologicoes, representando o ponto de cruza —
mento das curvas obtidas com dois corantes - um aci-
do e um BASico —— smpregados em diferentes pH, desde
2,2 até 7.8, em intervalos iguais de 0,8 (método de
PISCHINGER, 1826},

Para LISON (1960), o ponto isocelétrico a-
parente nas deve ser coafundide com o ponto isnmeiémg
co determinade pela eletroforese, pois nao ha corres-
pondéncia de valores, todavia isto ndo impede que o
ponto iso-elétrico aparente, obtido através das cur-
vas de absorcac, seja um dado de valor para o estudo
das pr@teiﬂ&s 2 de suas propriedades eletiropolares.

Na literatura encontramos em PEARSE (1960),
a referéncia sobre o ponto isc-eletrico do colageno, o
gual alirma estar o mesmo situado entre aos pH 4 e 5,

Os resultados desta pusguisa mostraram gue
o P.I.A. da lamina propria gengival {substancia funda-
mental, paredes vasculares & feixes de caiég&nﬁ3 espe
cialmente)} situava-se, iambémg entre ¢ pH 4 & 3 além
disso, pode-se constatar que o ponto iso-elétrico apa
rente do corion da gengiva noermal diferia dagquele en-
contrado nas estruturas wodificadas pela reacaéo infla
matéria. Bsta variacao do ponto igo-elétrico aparente,
§rev§$eimente? nas indigue apenas desarranjos no com-
ponente yfﬁtﬁéniﬁag mas uma degﬁrg&niaagéa estrutaral
do "edificio” macromoleculsr formado de profeinas e
carboidratos, que sao o8 principais componentes da 1a

« & N i -
mina propria gengival.

V.3 - HISTGFiSEQ& {(Ultraestrutura)

IV.5.1 - Dicroismeo

4 £ .
O dicroismo apresentado pelos cortes cora

dos pelo azul de toluidina traduz, segunde VIDALJS3b-
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~1964a}, a orientacac molecular dos mucepolissaca-
rideos Acidos acidos.

Os fundamentos deste fenomene foram am
pramente discutidos, pelo mesmo awtor em outro tra
balho VIDAL:  ( 1963, % 3, sendo interessante trans
crever agul um resumo do mesmo:

"0s radicais = NH dos grupos quinonodi
iminos estdo - ligades 58-malécui&gmdﬁbmaeopalissacg
rideos acidos nos radicais anionices,«de tal sorte,
que a posi¢ao dos eletrons ressonanbes-dag molécu-
las do corante absorvem um quantum de luz, saltan-
do para niveis superiores de energia. Nesta posi-
qﬁo cs feixes de-celégﬁﬁﬁ~séa perpendiendares ao
planc de polarizacdo da luz, As moléculas de muco-
polissacarideos Acidos sio entdo paralelas as de co
lageno, tendo as-mﬂléculaﬁ-da-coraﬁweﬁﬁﬁsigéo per—
pendicular ao substrato de muc&p@&&ﬁﬁﬁearideos, as
quais estaoc ligadas. Gs~£eixesmdg-eﬂiégen0§ nestas
condicoes aparecem como dicroicos;-ems, -0 dicrois-
mo & um fenomeno devide & absercao seletiva da luz
polarizada pelos eleftrons ressonantes das molécu~
las do corante, o qual, per sua vegz,-se prende de
maneira orientada as moléculas do substrato, reve-
lando, assim, a ordenacac molecular de substrato,
gque Sac oS mucopolissacarideos aeidoa™. -

De acordo com €sse raciocinio, o diero
ismo dos feixes de colhgeno expressa-a-ordenacdo m
lecular de mucopolissacarideos écid@s; sendo que o©
seu desaparecimento vem demonstrar o desarranjo mo
lecular dessas substancias.

0s feixes de-colagene da-gengiva nor-
mal, corados com azul de toluidina, apresentaramdi
croismo, demonstrandoe conseqlentencnte-gue, nessas
condicOes, os mucopolissacaridecs apresentam orien
tagao no seu arranjo molecular. Por outro lado, nas
gengivas inflamedas, observou-se gue os feixes de
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cclégen& morfologicamente alterados (fragmentados, en
tumescidos, com dissociacao de fibras, eic.), conser-
vavam & metacromasia, porémg-deixavam de apresentar o
dicroismo, isto é, qualquer que fosse a posicao do cor
te, em relagdo ao plano de polarizacao da luz, os fei
xes de colégenog assim alterados, mostravam sempre a
mesma tonalidade de cor, portanto nio dicroicos.

A perda do dicroismo, observada nos fei-
xes de colageno modificados pela reacdo inflamatoria,
vem revelar gue os mucopolissacaridecs Acidos, neles
contidos, perderam a sua orientacao melecular.

J& o dicroismo observado nos feixes de co
lageno impregnados pela prata, ndo pode.ter a mesma ex
plicagﬁo daquele apresentado nas coloracoes com -azul
de toluidina, ou seja, por fenomenos de absorcao de
energia por eletrons ressonantes (VIDAL-1964b).

Sabe~-se, hoje, que as microparticulas de
prata se depositam no interior dos feixes de colageno
(WASSERMANN & KUBOTA-1956 e SCHWART in VIDAL-1964 bh).
Isto permite, segundo VIDAL (1964b), supor que o di-
croismo, existente nos feixes de colageno impreghnados
pela prata, seja devido a uma orientacao des eristais
de prata pelos componentes dos feiXes de-colégeno (Qg
légeno mais elementos da substancia fundamental). Ora,
em se sabendo que tanto as macromoleculas de COlﬁgena
como -as-de mucopolissacarideos sao orientadas, - em
qualquer dos componentes sobre o qual se depositem os
cristais metdlicos, éles serdo induzidos a se orienta
rem.

‘A -ausencia de dicroismo, verificada nos
feixes de colageno alterados pela inflamacae e im-
pregnados -pela prata, vem falar a favor de que os mi~
cro-eristais metalicos se-depositam em- intima relacao
com-os-muénpolissacarideas 5816085 pois, estes sao os
primeiros elementos-a sofrerem uma desorientacao molg
cular. Isto faz pensar que o dicroismo pela prata te-
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nha o mesmo significado que o do azul de toluidina, con
clusdo esta ja obtida anteriormente (VIDAL, 1964b). A
relagao entre a impregnacao pela prata e os mucopolissa
carideos fcidos parece, realmente, existir e, presente~
mente, esta sendo objetivo de estudo do autor desta te-
se.

1V.3.2 -~ Birrefringencia

A birrefringencia existe devido a agregacao
de particulas submicroscopicas, com ordenacao molecular,
que em conjunto formam as cadeias polipeptidicas dos fel
xes de colageno. Convém lembrar que 13% da  birrefrin-
géncia de forma do colageno é devida a participacac dos
mucopolissacarideos acidos, fato inédito demonstrado por
(VIDAL, 1964b).

A birrefringéncia, entdo, gquando presente,
indica a orientacao macromolecular do componente protéi
co do colageno. O desaparecimento total da birrefringen
cia significa, entao, a perda da orientacgac das molécu-
lag proteicas, que constituem as cadeias polipeptidicas
de colégeno. Por outro lado, a simples diminuicao da bir
refringencia precisa ser relacionada com o desapareci-
mento do dicroismo, visto que, esta diminuicac pode ser
devida, em parte, a desorientacaoc dos mucopolissacari-
deos acidos.

Os resultados mostraram que, na area da rea
¢cdo inflamatoria, os feixes de coligeno em inicio de de
sintegracao (FCl) apresentavam perda de dicroismo e ape
nas uma diminuicdo da birrefringeéncia. Isteo vem revelar
gue o8 mucnpolissacarideos écidos,-responséveis pelo di
croismo e por parte da birrefringéncia, sio menos esta-
veis que 0'@015gen0, conclusdo esta ja emitida por AL-
BERTINI (1961) e por VIDAL (1964b).

A parte da birrefringéncia, que pode ser no
tada mesmo apGs a perda do dicroismo, deve ser atribui-
da a cadeia polipeptidica do colégeno, que ainda perma-
nece com ordenacao molecular. Nos feixes de colageno, em

63



estado mais avancado de desintegracao (FCQ), notou-~se
a perda total da birrefringéncia, significando, entdo,
a perda da orientacao molecular das cadeias polipepti
dicas do colageno; fato éste, também observado por VI
DAL (1964b), nas regices de fragmentacao de tendoes -
de cobaias.

Acredita-se, finalmente que a  presente
pesquisa traga informacbes de importincia clinica,
pois, mosira que nas gengivites exsudativo-vasculares
ou infiltrativas predominam fenomenos inflamatérios
destrutivos de longa duracao, decorrentes da acao e
peculiaridades dos agentes flogbgenos, que tornam o'am
biente® bioguimice do local inflamado desfavoravel a
proliferacao. Nestas condig¢des, se nao forem tomadas
medidas terapeuticas adequadas, que eliminem os agen
tes flogdgenos e criem condicles para a proliferacao
e consequente cura, havera uma continua e progressiva
perda de estruturas e a difusdo da inflamacao as es-
truturas periodontais mais profundas.

§858§
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vV ~ CONCLUSOES

Em vista dos resultados fornecidos pelos
metodos empregados pode-se tirar as seguintes conclu
S0€8:

1) No corion gengival existem os acidos:
hialuronico, condroitin sulfatos A ou C e B, sidlico
¢ heparina.

2} Estas substancias, com excegao da he-
parina gue existe nas granulacgoes dos mastécitos, €8
tao distribuidas junto aos feixes de colageno, nas
paredes vasculares, na substancia fundamental e, tam
bém, na membrana basal.

3) Entre os mucopolissacarideos presen-
tes no corion gengival, o Acido hialurdnico existe
em maior quantidade.

4) Os mucopolissacarideos acidos sulfatados
estdo presentes principalmenie nos feixes de colage-
no, paredes vasculares e na membrana basal.

5) Nas estruturas do cérion gengival, os
mucopolissacarideos acidos participam com as protei-
nas e polissacarideos neutros de um "edificio" macro
molecular, onde existe uma perfeita interligacao dos
seus grupos polares.

6) O ponto iso-elétrico aparente dos com
ponentes do corion gengival (feixes de colageno/pare
des vasculares + substancia fundamental) € mais bai-
xo na gengiva inflamada, demonstrando que a reagao in
flamatodria provavelmente provoca modificagdes no com
plexo polissacarideo/proteina.

7) Ngs gengivites exsudativo-vasculares e
infiltrativas ocorrem modificagdes das estruturas do
corion gengival com uma acentuada diminuicao dos mu~
copolissacarideos acidos.

8) As paredes vasculares presentes na a-
rea da reagao inflamatoria, embora conservem suas ca
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racteristicas ?tfxisttt::nqu:irlrli{zas.‘i estao estruturalmente al-
teradas.

9) 0s feixes de colagens sdo destruidos gm
dativamente pela inflamacao, ocorrendo, primeiramente,
uma despolimerizacaoc e perda da orientacao  molecular
dos mucopolissacarideos acidos (perdem o dicroismo, mas
conservam a birrefringencia); posteriormente, ocorre
também a desagregacao das cadeias polipeptidicas de co
lageno (perdem a birrefringeéncia).
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Fig. 1 Fig, 2
Fig, 1 - Gengiva inflamada - Aspecto h1stopatolog1co‘ Note-se a
substituigao das estruturas normais do corion gengival, pelo ex
sudato e infiltrado celular inflamatorios e, tambefh, areas de
necrose. Hematoxilina-Bosina ~ 6,3 X 1,25 X 3,2,
Fig, 2 - Gengiva inflamada - ASpectﬁ hlbtopatologlco edema,
grande nimero de neutrofilos, llnfucltos, restos nucleares, va-

sos dilatados e alguns fibroblastos e células mesenquimais. Hems
toxilina-Eosina - 16 x 1,25 x 3,2.

Fig. 3 Fig, 4

Fig. 3 - Gengiva inflamada - Asyecto hlstopateloglco edema, va
sos dilatados e hiperemiadgs, marginacao 1eucoc%tar1a, granaenu
wers de plasm001tos e linfocitos;™alguns neutréfilos, fibrobias
tos e células mesenquimais. Hematoxilina-Eosina - 16 x 1 25x3,h,
Fig. 4 - Gengiva inflamada - Aspecto histopatologico: edemd, in
filtracao celular, vasos dilatadods, hiperemiados e trombosados.
Hematoxilina~Eosina - IM* 850 mu** - 6,3 x 1,25 x 3,2

" k)
* = Luz mgnacramatlca
**~ Milimicrons

~81.-



=

Fig., 3 Fig, 6
Fig. 5 - Gengiva inflamada - As speCto hlsiupmtuiuglcmg mostrando,
na dled de exsudacao e infiltracao celular, a presenca de  vasos
negmfﬂrm3633, Hematoxilina-Bosina ~ 40 x 1,25 x 3,2,
Fig, 6 - Gengiva ioflamada: vasos tromhesado&9 COM MaASSas tromb@
ticas C&itlficaddﬁ e em vias de calcificacao. A.T.* pH 4,0; LM
5360 mua; 450 X,

Fig. 7 Fig., 8

Fig., 7 - Geugiva inflamada: feixes de tolagene com 08 primeiros
blﬂals de desintegracao pelo fenomeno inflamatdrio. Note-se 0
intumescimento dos feixes, dleOCldeﬂ & intumescimento das fi-
brag ¢ perda da ondulagas. A.T. pH 5,0; IM 3550 au; 430 X,

Fig. B - Gengiva inflamada: feixes ﬁe cﬂlﬂgeno em eqtado avanga
do de deqxntegraqaou Observe-se que eles perdem suas caracteris
ticas mnrfolog1cab e adguirem aspecto de massa grumosa e amorfa.
AT, pH & M 350 mu; 450 X.
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Fig. 9 JFig. 10

- Fig. 8 - Gengiva inflamada - Aspecte morfnieglco Note-se a
maioy ev;dencxaiaa das fibras reticulares nas areas onde hou

ve o0 desaparecimento das fibras colagenas. Impregnacaoc pela
prata (GORDON & SWEET, 1836): LM 560 mu; 450 X.

Fig, 10 - Gengiva 1n£?amaﬂd -~ Aspecto hlbtﬁpatologlco, pareg-
des vasculares dilatadas e em dtblnthPdeﬁﬁ marginacao e dig
pedese de leucdcitos. Note-se também que a parede vascular
nac manteém continuidade estrutural com o tecido  conjuntivo

adiacente. Tricromico de Mallory - 450 X.

Fig., 11 Fig. 12
Fig., 11 ~ Gengiva inflamada - Observe-se que as paredes vas-
calares se apresentam estruiuralmente alteradas, porem con-
servam-se metacromaticas. A.T. pH 4 ;05 LM 560 mu: 450 X.
Fi 12 ~ Gengiva inflamada - .Idem a flgura il. A.T. pH 5,0;
{o

utra Ya area). LM 560 mu: 450 X,



Fig. 13 Fig. 14
Figs. 15 e 14 -~ Gengiva inflamada - Observe-se, uma vez mais,
as paredes vasculares merfologzcamente alteradas, sem continui
dade estrutural com o tecido conjuntive adjacente, porém  bem

metacromaticas. AT pH 5,05 LM 5380 mu, fonte ultravioleta; ob
jetiva de imersao.

Fig, 15 F}g 16
Fig, 15 -~ Gengiva inflamada - Aspecto hlthQHlMlCO positivida
de das paredes vasculares & colorac¢aoc pelo azul de Alcian.
Azul de Alcian pH 2,53; LM 580 mu; 100 X.
Fig. 18 - Gengiva inflamada - Aspecto histoquimico. Observe-se
gue, na area da inflamacao, as paredes vasculares conservam tam

bem a coloracac pelo orange G. Coloracao: orange G pH 1,7; LM
530 mu; 100 X,
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Fig. 17 Fig. 18
Fig. 17 - Gengiva inflamada: grande numero de mastocitos que apa
recem, em alguns casos, nas adjacencias do local intensamente in
fiamado. Fluorescencia pela Corifosfina pH 4,5; 430 X.
Fig. 18 ~ Gengiva inalmada. Observe-ge que 0s granules citoplas-
maticos dos mabtocltos sao liberados e se distribuem ac longo das
fibras de colageno e paredes vasculares. Fluorescencia pela Cori
fosfina pH 4,5; objetiva de imersac.

Fig. 19 Fig. 20
Fig. 19 - Gengiva normal - Basofilia metacromatica do corion gen
gival. A.T. pH 5,0; LM 550 mu; 100 X.
Fig. 20 - Genglva normal - Basofilia metacromatica (A.T. pH 3,5).
Note-se que os feixes de coldgeno e as paredes vasculares apresen
tam coloragao metacromatica, porem muito fraca. LM 350 mu; 100 X.



J.* lgw 31 Flge 132
2. - Gengiva normal - Basofilia metacromatica (A.T. pH 4,0)

£ e 5

3§§% o iratamento da metilacao mais a saponificacao, mﬁstrando o
cetorno da metacromasia. IM 560 muj; 100 X.

Pig, 22 - Gengiva normal - Basofilia metacromatica (A.T. pH 3,0)
apos p tratamento pela hialuronidase testicular., LM 560 mm; lOOK.

Pig. 23 Fig. 24
“ig. 23 - Gengilva normal - Coloracav pelo azul de Alcian ac pH
WgEe Nate se a forte positividade em todo o corion geogival. LM
560 mu; 100 X.
?“g “% - Gengiva normal - Coloragao pelo azul de Alcian ao pH
Nl feixes

Opserve-se a fraca coloracao distribuida junto aos

dc colageno e paredes vasculares. LM 570 mu; 100 X,
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_ Fig. 25 Fig. 26

Fig. 24 - Gengiva normal - Acidofilig total pelo orange G. Verifi
que-se a forte positividade da coloragao especialmente junto aos
feixes de colageno e paredes vasculares. Orange G pH 1,7; IM 530
wxy 100 X.

Fig. 26 - Gengiva normal - Acidofilia total pelo orange G (pH 1,7)
&pos a desaminac¢ao pelo acido nitroso. LM 3520 mu; 100 X.

Fig. 27 Fig. 28

Fig. 27 - Gengiva normal - (A.T. pH_5,0) Exame feito em microscos
cppio de polarizagao, para observacao do dicroisgo. Feixes de co~-
lageno _em posicao paralela ao plano de polarizagao da luz; nestas
condicoes eles adquirem uma coloracgao tendentie para azulada (mais
clara). LM 350 mu; 100 X. , .
Fig, 28 ~ Idem a fig. 27, com os_feixes de colageno em posicac per
pendicnlar ao plano de polarizagao da luz; nestas condicoes, o8
feixes adquirem uma colaraqﬁo bem avermelhada (mais escura).

87



Fig. 29 Fig., 30

. 29 - Gengiva nu;mdl - (A.T. pH 5,0} Exame feito em micros
{Up?a de pwiarzgd%aei para observacac do dicroismo, Feixes de
?szmﬁnﬂ em pesicac paralela ao plane de polarizacac da luz &~
x;h@m A coloragaa tendente para azualada (mais clara). LM 3550
muy 450 X.
F*ﬁdwaﬁ ~ Idem & fig. 28, cow os feixes de caldgbnc colocados

ﬁUwIQdQ Qerpendzcalar ao plano de pal&rlzagao da luz; nestas

;ndzgoes3 eles apresentam uma coloracac bem averme}hdda (mais
escural.

tig. 31 Fig. 32
Fig. - &kngiv; normal - Impregnaqao pela prata. Exame feito
&M m}C{u&z6910 de polarizacao para a ver1fzca§10 do dicroismo.
i feixes de cﬂlageno colocados em posicao paralela ao plano de
polarizacdo da luz, adquirem uma coloragac castanho escura. LM
566 mu; 450 X. A
Fig, 32 - ldem a fig. 31, com o8 feixes de colageno em pOblcao
%vspendxcuiar ao plano de polarizagao da luz: nestas condig¢bes
fies adguirem uma coloragao castanho clara
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Fig., 53 Fig. 34

Figs, 4o g 34 - Gengiva normal - Impregoagao pela prata. Exame
f@itﬂ em microscepio de polarizscac para verificacao do dlCPOE
mo, Nestas Jotomicrografias ﬂxauiemg as mesmo tempo, feixes
de rﬁidgeﬂe paralelos ¢ perpendiculares ac plano de polariza-—
gao da luz. Observar na fig. 33, em g, feixes paralelos ao pla
no de polavizacan ¢, em i feixes perpendiculares a esse plano.
¢ inverso pode ser notado na fig. 34. isto €, em a feixes per-
pendiculares ¢ em b feixes paralelos {note~se a inversao da to
nalidade de cor). IM 560 mu; 450 X.

Fig 35 Fig. 30

Figs. 35 e 36 -~ Gengiva §nilnmada - {A.T. pH 5 0) Exares feltos
g microscopie de poelarizacio pars & Vtiifif&@ﬂﬁ do dleOismo,
Obgerve—se gue o8 feixes de CUE&WUBG§ sm Ambas as pUleGeS, pa-

alelas (fig. 33) e perpendicular (fig, 363} av plano de polari-
xaga@ da iuz, nao apresentam modificacdo alguma na L?loragdo -
{perda do dicrolsmo), indicando que 0% mucopolissacarideos aci-
dos perderam a orientacdo molecular. LM 550 mu; 4530 X.
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Fig. 37 Fig, 38
Figs. 37 ¢ 38 - Gengiva inflamada - (A.T. pH 4 ,0) Exames feitos
emn microscopio de polarzzaqao para a verlflcagdu do dicroismo.
Verifique-se que em guaisquer das posicoées (paralela na fig. 37
e perpendicular na fig. 38) em que forenm colocados os feixes de
colageno, en relaqao ao planc de pﬂlarlzagao da luz, nao agre

sentam modificacao alguma na coloracio (perda do dicrolsmo
40x1,25x3,2.

Fig. 39 Fig. 40

Figs. 39 e 40 -~ Geng1va inflamada - Imgregnagao pela prata. Exa
mes feitos em mlcroscop10 de polarizacgao, para a verlflcagao do
dicroismo. Note-se gue em quaisquer das posicgoes (paralela na
figura 39 e perpendicular na figura 40) em que forem colocados
og feixes de colageno em relagao ao plano_de polarizacao da luz,
nao se verifica mudanca alguma na coloragao (perda do dicroismo),
significando que houve perda na orientacao molecular dos mucopo
lissacarideos acidos. IM 560 mu: 450 X.

90



Fig. 41 Fig. 42

Fig. 41 - Gengiva normal ~ Exame feito enm microscopio de polari
Zagao para a verzflcagao da birrefringéncia. Observe-se que 08
feixes de colageno normal apresentam-se bem birrefringentes.
40x1,35x3,2.

Fig. 42 - Gengiva inflamada - Exame feito em m10POSCOOplO de po
larizacao. Observe-se a fraca b1rrefr1ngen01a apresentada pelos
felxes de collgeno alterades pelo fenomeno inflamatorio.

40x1 ,25x3,2.
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