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1 - INTRODUCAO

A carie dental adguire um aspecto proprio quando,  ven-
tendo a barreira do esmalte, atinge a dentina, Neste tecido, ocor
rem alteracdes que vem sendo objeto de estudos hd muitos anos, an
tes mesmo do comégo do séeulo,

Assim, FISH (1930) conceitou o "tracto morto" da denti-
na como sendo uma zona injuriada entre a area da les3o periférica
e a polpa, havendo, frente a esta ultima, o selamento por "denti~
na secundaria”,

BEUST (1933 a) realizou observacdes sobre as consequén-
cias, na dentina, do processo de carie. Afirmou que a Area caria-
da, na dentina de um dente vive, & circundada por dois "cilindros"
{cylinders) de tecido modificado, o imterno compondo a "zona im-
penetravel transparente®™, e o externo consistindo em uma Area *in
flamatoria” (?). Tal conceito, como & evidente, causou estranheza,
desde gue o conceito de inflamacac jamais havia sido aplicado a
dentina. Procurando justificar a denominacio por ele utilizada, -
BEUST (1933 b}, em outro trabalhe, disse gue o conceite "inflama-
torio” presumia uma condicao de defesa ativa do tecido, reagindo
a irritagdo, sendo que, segundo as suas concepgdes, tal conceito
ndo compreendia as areas relativamente inertes, crombdfobas e es~
clerosadas, mas sim uma area mais ativa, cujos canaliculos esta--
vam abertos a difusdo do plasma da circulaclo pulpar. Esta Area
seria uma transiclo entre a dentina normal e as formas de esclero
s,

Continuando scus trabalbos sobre dentina cariada, BEUST
(1936) afirmou que foi possivel demenstrar a dentina completamen-~
te esclerosada, impermeével e cromofoba {a qual era mais dura e
mais acido~resistente gque a dentina normal), na regiao subjacente
& area cariada,

Como se nota, nao havia ainda, por parte dos pesquisado
res, a preocupacao em penetrar a fundo na questao concernente ao
mecanismo de destruicdo da carie, relacionando-o com as modifica-
cbes das estruturas que compdem a dentina, Tal preocupagdc come=-
cow a transparecer em umi série de pesquisas readdzadas com o fi-
{0 de se confirmar o papel das bactérias na produgdo das altera--
¢Hhes da dentina, BURNETT e SCHERP (1953) realizaram observacoes -



sobre o efeito das bactérias acidogénicas e proteoliticas na den-
tina, deduzindo que as bactérias acidogénicas descalcificam a den
tina intacta e produzem alteracdes em sua matriz, tornando-a aceg
sivel aos enzlmOS‘ tais bactérias, entretanto, nio sao capazes de
lisar o componente organico da dentina. Por outro lado, as bactée~
rias prateﬁliticas da carie dental, segundo ésses autdres, sio ca
pazes de predn31r somente pequenas alteracdes na dentina intacta,
mas digerem literalmente a proteina dentinaria.

PROPHET (1954}, investigando a aciio bacteriana na denti
na., afi?mou que a invasao inicial das bactérias tem por caminho
¢ prolongamento odantcblésticc, sendo que poucas bactérias kam -
papazes de desiruir a matriz organica da dentina; tais bactérias
si0 ativas somente apos a de&calc1f1cagao da matriz, Prossegulndo,
PROPHET afirmou que nas partes mais profundas da lesio cariosa, so
mente a matriz imediatamente circundante acs canalicules mostra
alteragdo, mas nas partes superficiais, toda a area intercanalicu
lar ¢ afetada. Terminando, concluiu gue a dentina cariada contém
" colégeno, como a dentina normal, e a sua completa destruicio & um
estagio final'da carie dental. '

KRONFELD (1955 a), estudando dentes desgastados e des-
caleificados, portadoeres de cérig de dentina, afirmou o seguinte:
®... 0 primeirce estagio da carie de dentina & a invasao canalicu-
lar pelas bactérias, seguida de descalcificacio da matriz, em vir
tude de tais elementos”. Resumindo as alteracotes que ocorrem na
dentina‘cariada, este autor dividiu-as em cinco zonas:

1 ~ zona de dentina completamente descalcificada, com
destruicio das paredes dos canaliculos e decomposicdo da matriz -
descalcificada; 2 - zona de descaleificacfio incipiente, resultan-
te da ag@o das bactérias invasoras; 3 - zona de obliieraqﬁo dos
canaliculos, por calcificagdo reacional das fibras de Tomes (zona
de transparéncia); 4 -~ zona de &egeneragﬁo gordurosa e intcio de
precipitacio de sais de calcio no citoplasma das fibras de Tomes;
e 5 ~ zona de dentina normal, com os canaliculos dentinérios, apa
rentemente, nae perturbados,

BRADFORD (1957}, realizando zogeldoracdes de Gram em den
tes descalcifica&os por meio de agentes quelantes, cencluiu gque o
material interno dos canaliculos afetados era granular e Gram-po-
sitive, ndo sendo bactérias, pois tal material possuia granulagdes
muito menores quehas bactérias e corava-se gradativamente pelo
Gram,



Prosseguindo em suas pesquisas, BRADFORD (1958 a) afir-
mou gue a aproximagdo da carie em direcAo & dentina, parece produ
zir dois efeitos opostos no tecido: ou os canaliculos tornam- -se
ocluidos, ou entdio ndo ha reacdo aparente. Em seguida, disse- que
#stes dois efeitos podem ser notados na mesma Area de um dente, ou
mesmo-em canalicules adjacentes. Os canaliculos ocluidos, segundo
suas observagdes, sao resistentes aoc ataque bacteriano depois da
descaleificacBo pela carie, enguanto os canaliculos nio ocluidos
tornam-se aumentados as expensas da matriz pericanalicular, for-
wando o caminho para a invasao bacteriana,

-Fm se tratando de um assunto que abrange setores diver~
sificados, as pesquisas sobre.a carie de dentina dividiram-se em
varios campos de investigacfo. Um désses campos se relaciona com
& acho dos enzimos sobre o tecido. ARMSTRONG (1959), -investigande
a resistencia da dentina cariada a colagenase, afirmou que tal re
sistencia ¢ devida a modificacko da matriz organica e dos grupos
epsilon-amine, guanidilicos e carboxilicos. Em seguida, faz refe-
rencia a um decréscimo na capacidade de fixacdo de corantes -aci-
dos e a um aumento na capacidade de fixacdo de corantes bésicos,»
na dentina cariada,

BRADFORD (1960) refere-se ao fato Que, no processo de
carie de dentina, ocorre uma despolimerizacac do tecido, E de fun
damental importancia a sna afirmagdo: "... de maneira surpreenden
te, a despolimerizacdo da dentina pericanalicular nao a torna -
mais sensivel ao atagque bacterianc, sumentando mesmo a sua resis-
t@nci&s de maneira que & possivel ver, no fundo de cavidades ca~-
riadas, colunas de dentipa pericanalicular livres, enquanto  a
dentina intercanalicular foi toda destruida. Logo, um canaliculo
gque foi completamente blogueado constituir-se~a numa excelente -
barreira a penetracio de bactérias, ndo so devido ao seu alto -
grau de calcificacio, mas também devido a natureza de sua matriz®

STONES (1962 a), fazendo refereéncia ao mecanismo e evo=
lucao da carie de dentina, afirmou gue a dentina geralmente sofre
esclerose antes mesmo de ser invadida pelas bactérias.

Abordandc a carie dentinaria sob o aspecto de suas ca~
racteristicas fisicas e quimicas, YOUNG e MASSLER (1963) imergi--
ram dentes normais e cariados em treés  Acidos minerais (nitrico,-
cioridrico e sulffirico) e trés solugbes de énzimos proteoliticos
{colagenase, pepsina e tripsina). Concluiram que a dentina caria-
da foi mais resistente ao acido & a decomposigio proteolitica que



s dentinag normal,

Ainda sobre as propriedades da dentina cariada, ARMSTRONG
{1964 a) disse o seguinte: "... a comparacioe das propriedades da
dentina cariada com aquelas dos componentes carboidratados da.den
tina normal, artificialmente preparades, evidenciam que a reacéo
de matriz dentinaria com carboidratos e/ou derivados, provavelmen
& oscerre durante o processo de carie”, -

Em outro trabalho, ARMSTRONG (1964 b) asseverou que  a
redugio ou desintegracio da matéris organica ocorre, de preferén~
cia, em céries-incipientesg e que a remogdc do material  inorgani-
¢o & um pré~requisito necessario a algumas colagenases para ata-
car a matriz organica. Afirmou também gque 20% a 30% da matriz or-
ganica cariada & completamente resistente a colagenase. .

Em 1966, FUSAYAMA e col., estudando as alteragdes denti
narias decorrentes da cdrie, por métodos bacterioldgicos, conclui
ram gue, na dentina cariada, a invasaoc microbiana era sempre pre-
cedida por amolecimento e descolora¢io da dentina, argumentando =
gue, pravévelmente? tais fenomenos poderiam ser derivados da agaoc
de produtos bacterianos, a distancia.

No processo de carie, entram em jogo inumeras transfor-
macGes guimicas das estruturas que compdem o tecido dentinario, -
Por esse motive, os pesquisadores recorreram a histoquimica, Nesw
ta particular, destaca-se o trabalhec realizado por SOGNNAES - -e
WISLOCKI (1950), Estes autOres realizaram diversas reacdes histo-
guimicas com o proposito de demenstrar a presenca de mﬁccpalissa—
carideos Acidos, lipidios, glicogénio e outras substdncias nos
tecidos cariados. No gue se refere a dentina cariada, concluiram
gue "... existe uma alteracdo nos mucopolissacarideocs acidos, re-
sultando em uma diminui¢do das reacbes metacromdticas e basofilia
avrgalmente presentes nas paredes dos canaliculos dentinarios. -~
Exceto a despolimerizacic dos MPA, os canaliculos parecem normais
em tamanho, ou apenas levemente asumentados, nao contendo nenhum -
microorganismo demonstrével por meic de coloracgbes bacterioldgi--
cas de rotina", Estas observacdes foram vAlidas para a fase ini-
cial do processo carioso. Prosseguindo, os autdres observaram que
",.., esthgios mais avancados da lesdoc foram caracterizados por ex
tensa invasao de microorganismes, Nesta altura, muitos das cana-
iiculos tornaram-se distendidos as soxpensas da matriz circundante,
& seluiram-se com microorganismos predominantemente esféricas €
Gram-positivos. 0 material obliterante dos canaliculos foi forte-
mente sudanofilo e PAS-positive”,
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Em um trabalho especifico sobre a dentina cariada, BEN-
GEL - {1950) estudou o amolecimento da dentina, affirmando gue duran
te o processo de carie, estabelecem-se duas atividades despolime~
rizantes, que parecem ser devidas a hialuronidase e a colagenase,
eriginadas de atividades bacterianas. Segundo 8ste autor, a carie
de dentina € caracterizada por despolimerizacao do complexo pro-
teina-carboidrato da dentina,

MARTENS e col. (1839) afirmaram que, como resultado da
carie, os agregados proteina-carboidratos da dentina sdo "rompi--
dos ou despblimerizados”, e grupos mais reativos tornam-se.dispo-
niveis, produzindo um aumente na voloracao pelo PAS. A reacao PAS~
positiva, segundo eéstes autgre$$ esta relacionada com o grau de
polimerizagao do tecido de uma maneira direta, e prosseguem dizen
do que a metacromasia com Azul de Metileno ou Azul de Toluidina -
desaparece, indicando que os mucopolissacarideos Acidos foram des
polimerizados,

Em 1960, OPDYKE, trabalhandoc com esmalte e dentina ca-
riadog, relatou que as lesdes cariosas foram, histeguimicamente,~
os locals mais reativos do dente.

JOLLY e SULLIVAN (1860) mostraram, por meio de reacdes
histogquimicas em dentes nis descalcificados, gue a extensao da
desmineralizacfo ¢ sempre maior do que a area de alteracg#io estru-
tural da dentina. Demonstrande a presenga de enzimos proteoliti-—-
COs, eles concluiram que a area na qual os enzimos estio presen--
tes & semelhante, em forma, a zona de desmineralizacfo, mas & sem
pre menor em dimensdes. Em seguida, chamaram a atencdoc para o fa-
to de que o numero de particulas intracanaliculares reconhecidas
como microorganismos nfio & grande o suficiente para que se possa
encara-lo como fator primordial na producéoc da lesao,

VIDAL (1961}, trabalhando com o fito de esclarecer a
identidade dos agentes que causam modificacdes da matriz organica
da dentina e a natureza das substancias implicadas na obliteragio
dos canalicules, constatou que:

" 1) Ha presenca de granulag¢des intracanaliculares, -
cujas reacdes histoquimicas nos levam a crer serem complexos de
carboidratos, proteinas e mucopolissacarideos acidos;

2) deve haver passagem de substancias dos canaliculos -
para a substancia fundamental da dentina, pois observamos, em al
guns casos, zonas metacromdticas que se difundiam dos canalicules,
o que falaria a favor da difusdo de mucopolissacarideos acidos™.
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O autor adverte, porém, gue tais afirmacbes necessitam
maior nimero de observacSes que as confirmem,

MACHA e col. (1966) realizsram um estudo com a finalida
de  de pesquisar as alterac¢tes histoguimicas dos MBCOPQllssaC&Pl-~
deos, que se processam nas areas de dentina praxlmas a carle, nao
comprometidas pela presenga de bhactérias. Utilizaram métodos his-
toguimicos e microscopia de polarizag¢fo. Suas conclusdes foram as
seguintes:

" 1) Durante a evoluclio do processo carioso, manifesta-
se uma despolimerizacao de mucopolissacarideos Acidos & distancia
das bactérias;

2) na zona pericanalicular da dentina esclerosada exis-
tem modificagoes do cnlégenﬁg chegando ¢ mesmo a desaparecer (es-
sa conclusao foi baseada no desaparecimentio da "cruz de pelariza-
¢ac” e perda de birrefringencia da zona);

3) A zona intercanalicular parece ser a mais preservada,
sendo a 0ltima a desorganizar-se durante a evolucéio da carie cro-
nica.”

TOTO (1966), estudande ¢ amolecimento da dentina caria-
da, usow métodos histoquimicos para a detecgio de gucopelissacari
dees acidos e grupos sulfidrila. Afirmou gue nem 0s processos o-
dontobléstices nem o colageno da dentina cariada reagiram aos tes
tes para MPA, e que existe uma perda de grupos sulfidrila na zona
superficial da lesao de carie; esses grupos, entretanto, ainda .-
subsistem na zZeopa mais profunda da carie, prixima a dentina nor-
mal, Concluiu também que as bactérias (micrococos) parecem estar
relacionadas a uma perda de MPA na dentina cariada, sugerindo que
o amolecimento da dentina & causade por uma perda de mineral liga
da a uma perda de mucopolissacarideos acidos,

As pesquisas histoguimicas tambem foram orientadas no
sentido de se detectar a presenca de lipideos na dentina cariada.
DIRKSEN (1963)§:trabalhandﬂ nesse septido, observou que a dentina
cariada contém varios fosfatideos em diversos graus de degradacao.

MILLER {1963) afirmou gue os corantes para gordura, por
éle empregados na dentina cariada, ilocalizaram-se de preferéncia
nas camadas mais suﬁerficiais da lesao, ¢ relacionou essa gordura
com a presenca de bactérias naquelas regides.

ALLRED (19686 a), fazendo observagoes na dentina cariada,
assinalou a presenca de lipideos na dentina intercanalicular e na
dentina pericanalicular. Sugeriu, que muitos dos componentes 1ipiﬁ
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dicos-da carie : sfo de origem intrinseca, nao excluindo, entre--
tanto; a possibilidade de componentes-extrinsecos,

A micrescopia de fluoregsceéncia foi pouco aplicada nas
pesguisas sobre carie de dentina, Em 1929, BENEDICT realizou -um
sstudo de fluorescencia natural de dentina normal e cariada. Con-
ciluia que a dentina cariada nic possul fiuﬁrescéncia, enquanto -
gue a dentina normal descalcificada retém essa propriedade. Afipr-
mou gue a matéria argénica & o componenie fluorecente da dentina.

ARMSTRONG (1363 a) investigou a filuorescencia natural -
da dentipna humana, normal e cariada, chegando a conclusao que e~
xistem na dentina cariada a presenca de "cromdforos", os quais a~
gem como se fossem "filtros internos™, exercendo assim um aparen~
te efeito de reducdo das propriedades fluorescentes da dentina ca
riada, conecorrendo para a perda de fluorescencia natural observa-
da nas lesdes de carie, Ainda em 1963 (b), completando o trabalho
anterior, ABMSTRONG afirmou que dentinas cariadas individuais ab-
sorvem quantidades diferentes de emissao ultravioleta, havendo u-
ma relacdo entre a quantidade de reducdo de fluorescéencia e a gquan
tidade de material UV cromoforo presente.

Qutro método empregado pelos pesquisadores nos estudos
sobre a carie de dentina e seus efeitos mo tecido foi a microsco~
pia de polarizagdo. CAPE e¢ KITCHIN (1930} estudaram, por este mé-
todo, dentes normais e cariados ¢ informaram que “... a dentina -
irritada tem uma luminosidade peculiar (luminosidade de birrefrin:
ggncia)9 a gual se pode atribuir a dois fatores:

a) remocao da substancia inorgénica de uma aArea particu
lar:

b) aumento consideravel na birrefringéncia da substan~—-
cia organica.

£ possivel que este aumento de luminosidade funcione co
mo parte do mecanismo de defesa contra a carie".

KELIL (1955}, estudando scob luz polarizada a dentina ca-
riada, relaton gue nos canalicules da dentina alterada pela carie,
existiam cristais arredondados e longos, bitrefringénﬁéa‘

GRADY e YAEGER {1985) estudaram, sob luz polarizada, a
dentina anormal produzida por injegdes de estroncio e fluoretos,e
conciuiram gue enguanto na dentina normal as fibras de colageno ~
sac orientadas perpendicularmente aos canaliculos dentinarios, na
denting hipomineralizada as fibras de colagenn sao dispostas a
45° em relaclo as fibras da dentina normal. Esta diferenga de o-
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vientacde parece indicar alteracdes de coligeno ao-nivel das re-
gioes de caleificacao pela apatita. Pode-~se tratar, tambem, de
ullé alteracho da substancia fundamental que cerca as fibras en
gesenvolvimento,

A microscopia eletronica feornecen preciosos subsidios a
pesyuisa das alteracdes ultraestruturais gue ocorrem na denting -
cariada. Em 1954, SCOTT ¢ ALBRIGHT fizeram pesquisas sobre bacté-
rias em dentes cariados artificiaimente descalcificados, e dentes
cariados nao desmineralizados. No primeire caso, afirmam eles que
micreoorganismos saoc noftados em todas as regides da dentina caria-
da; em menor numero, encontram-se na zona mais profunda da carie.
Na denting nao desmineralizada, a localizacio das bactérias  foi
semelhante, :

BERNICK e col., (1954} demonstraram, por meio de fotomi-
crografias eletronicas, as diferentes zonas de reacdo a carie, ba
seados no grau de invasae bacteriana. Concluiram que a zona mais
superficial da carie & caracterizada por completa descalcificacéo
e decomposicdo da dentina. A segunda zona & uma area de descalci-.
ficagho incipiente, na qual as bactérias invadiram os canaliculos.
Os canaliculos esclerosadoes encontram—se obliterados por um mate-~
rial homagénee calcificadoe, Nas camadas mais profundas, poucos cag
naliculos contém microorganismos,

TAKUMA e KURAHASHI (1962), estudando por meio de micros
copia eletronica a dentina cariada, concluiram que existe minera-
lizacio, secundiria na Area de invasdo bacteriana, bem como no
Processo odontoblastico da zona esclerosada. Afirmaram ainda gque
a destruicao da matriz dentiniria parece comecar ha zona pericana
ficular.

JOHANSEN (1962), pesguisando a natureza da carie dental
disse que muito frequentemente, a zona peéricanalicular exibe uma
camada hipermineralizada, em contraposicdo a wmatriz intercanalicp
jlar, extensamente desmineralizada, sendo que tal desmineralizacho
precede a protedlise,

Fm 1964, FRANK e col. demonstraram que a carie de denti
us & acompanhada de fendmenos de cristalizagic inorganieca na luz
dos canaliculos, caracterizada pela deposigéo progressiva de crisg
tais de apatita sobre um substrato organico, formado pelos  res-
tos do prolongamento de Tomes, promovendo a impermeabilizacio ﬁég
spa canaliculos, Afirmou também gue as bacterias invadem os cana-
ifculos depois da destruigio da luz esclerosada e da zona perica-
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nalicular,

BANEZ o JOHANSEN (1964) fizeram referencia ao fato que,
Ba zona cariada profunda da dentina, os canalicules, envolvidos -
por zonas pericanaliculares hipermineralizadas, contém apenas -
grandes cristais espalhados e microorganismos; na zona esclerosa-
da, os canaliculos sfo totalmente obliterados.

SARNAT e MASSLER (1965), fazendo um estudo eletronico -
sobre as diversas zonas da dentina cariada, assim concluiram:

"a) a zona infectada, rica em bactérias, dispSe~se den-
tro da porgdo profunda da camada necrdtica e na por¢do superior -
da camada descalcificada;

b} a porcao mais profunda da camada descalcificada esta
livre de bactérias e contém grandes cristais, presumivelmente for
mados por reprecipitacao de apatita dissolvida pelos Acidos bacte
rianos;

¢) a esclerose inicia-se cedo, na juncio entre a camada
descalcificada e a dentina normal;

d} as camadas profundas da dentina estao livres de bac-
térias",

HABERMAN e col. (1967) estudaram por meio de microsco~-
pia eletronica a dentina cariada, e concluiram que a dentina peri
canalicular persiste densamente mineralizada, mesmo nas zonas ca-
riadas; em segulda, afirmaram que a zona profunda da dentina hi~-
permineralizada parece representar uma resposta protetora por par
te do tecido,

Finalmente, torna-se necessario abordar um ponto fque
estd intimamente relacionado com a cArie dental, especialmente ~
com a chrie de dentina. E sabido que a polpa reage aos estimulos
da céArie, promovendo a forma¢do de um tecido dentinario diferente
da dentina normal, O termo naturalmente usado para designar tal te
cido & "dentina secundaria". No entanto, inlmeras designacdes tem
sido propestas, baseadas em diversos fatores inerentes a este ti-
pe de tecido dentindrio.

Assim & que BEVELANDER e BENZER (1943) a chamaram de '-
“dentina adventicia", Estudando a sua incidencia e morfologia,con
cluiram que dentes cariados, invariavelmente, mostram dentina es-
clerosada adjacente e abaixo da zona cariada, bem como podem apre
sentar "dentina secundaria adventicia”, sendo que a estrutura deg
ta dentina & semelbante aquela observada na area circumpulpar. Re
lataram ainda que parece haver uma relagfo direta entre a incidép
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cia de "dentina secundiria adventicia” e a profundidade da carie
da dentina,

GOTTLIEB (1946) relatou que a deposicao de dentina  no
canal pulpar parece depender do grau pelo qual a camada de odonto
blastos & capaz de formar a dentina. Se os odontoblastos sio dani
ficados numa area limitada, resulta aumento localizado de "denti-
na secundaria®,

BENZER (1948) faz distingdo entre a dentina dependente
de estimulos patoldgicos e a por ele denominada "dentina secundi-
ria fisioldgica". Segundo este auwtor, esta flltima nfo depende de
estimulos de qualquer natureza para sua formacao,

KRONFELD {1953) disse que as perturbacdes graves do me-
tabolismo podem atingir os odontoblastos a tal ponteo que os cana-
iiculos da dentina sofrem uma mudanca brusca de direcdc e um nume
ro maior ou menor de odontoblastos podem deixar de formar canalf-
culos, Fsta dentina & por ele chamada "dentina secundaria”,

BELTZER (1939), estudando os problemas concernentes a
dentinogenese "reparativa®, elaborou as seguintes etapas na forma
cao do tecido: a) injuria dos odontoblastos; b) resposta inflama-
toria; ¢) diferenciacdo de novos odontoblastos de células formado
ras de matriz; d4) sintese de precursspess de coligeno (granulos -
citoplasmiticos); e) secreclio de precursepess de colageno {amino-
pniissacarideos nao sulfatados associados com proteinas); £) sul-
fatacdo dos aminopolissacarideos complexados com proteinas); g)
formacgAo de fibrilas colagenas (matriz) e h) atragao de sais ming
rais. Como se nota, este autor emprega a designacfio "dentina repa
rativa”,

Em 1959, KUTTLER disse gque a dentina formada por estimg
les irritantes severos como a carie de dentina, deveria ser chama
dsn “dentina tercifria”, distinta da dentina secundaria que se a-
cumula circumpulparmente, devida a estimulos funcionais.

CAVANHA (1959~860 a) estudou a "dentina secundaria™ em
microscopia de polarizacdo, usando diferentes meios de embebigao,
Constatou que gualquer gue seja o meio de embebicao, existem na
dentina secundaria einco zonas distintas, e gue a chamada linha -
escura, observada em luz transmitida, traduz-se por uma zona onde
h&a grande concentragao de cristais de apatita, em relacéo a subs-
tancim organica. Essa regifio exibe birrefringencia negativa, con-
trariamente as demais zonas da dentina secundaria,

0 mesmo CAVANHA (1959-60 b), em outro trabalho com lu=z
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pelarizada, concluiu que enguanio nas faces laterais da cavidade
pulpar encontrava-se sempre a presenca de hirrefringgncia negati-~
va, em tres observagdes feitas na porcgao incisal, somente em um
CAas0 €584 hirrefringgncia foi constatada. Ainda afirmou que, sob
luz polarizada, difere bastanie o aspecto da "dentina secundaria”
encontrada nas paredes laterais da cavidade pulpar, quando confron
tado com o aspecto na porgic incisal da cavidade pulpar,

STONES (1962 b) afirmon gque a "dentina secundaria" &
uma deposicao de dentina adicional ouw outro material mineralizado
na extremidade pulpar dos canaiieuiose Quando devida a uma lesao
localizada, a dentina é depositada somente junte aos canalicules
gue foram afetados,

CORBETT (1963) concluiu que a incidencia de "Bentina se
cundaria’ abaixo de lesGes cariosas & alta, tanto em dentes perma
nentes como em dentes deciduos, ¢ que a presenca de dentina Be-
cundaria nae evita que irritantes passem a polpa ¢ causem inflama
L0,

Em 1966, STANLEY e col. afirmaram que a espessura da
danting primériaa por si ség nac parece ter #feito na producdo de
"dentina reparativa ou terciaria", Entretanto, técnicas operato-
rias induzindo traumas consideriveis aumentaram a producdo de den
tina reparativa.

SASS0 e col, (1966) estudaram a "dentina reparativa”™ ~
por meio de técnicas histoguimicas e luz polarizada. Coneluiram -
gque a dentina reparativa é rica em colégeno, cujas fibras se dis~
poem em varias diregbes, e que possue poucos canaliculos, bastan~
te irregulares. Afirmaram ainda que eésse tipo de dentina possue ~
mucopolissacarideos acidos associados a glicoproteinas, e que a
hipocalcificacho desta estrutura & devida a um paralelismo exis--
tente entre o nivel condroitinsulfato B e o grau de calcificacdo,
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2 - OBJETIVOS

0s trabalhos citados na introducio desta pesquisa permi
tem uma visaoc geral do gue até hoje se realizou a respeito da ca-
rie de dentina, bem como do seu mecanismo e consequencias. Entre-
tanto, muitas questodes, levantadas ainda se encontram sem explica
¢ches satisfatdrias, ou tem explicacdes controvertidas.

No presente trabalho, propée-se o estudo de alguns pon-
tos, alnda discativeis, ¢ de outros, nio abordados de uma waneira
objetiva, e que sao:

a) Sinais de dissociacfo entre mucopolissacarideos aci=-
dos e colégeno, na cirie de dentina,

b) o estado de agregac#o das macromoléculas de mucopolis
£ L o .
sacarideos acidos na zona cariada da dentina,

c) o estado de agregacao macromolecular do colageno, na
regian de cBrie de dentina.

d) a natureza do material acumulado no interior dos ca-

naliculos,

e) aspectos histoguimices e histofisicos da dentina re-
parativa diante do processo de carie,

%
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3 ~ MATERIAL E METODOS

Foram selecionados para a presente pesquisa dentes ca-
riagos de pessoas adultas, entre 20 & 30 anos.de idade. Nao foram
utilizados dentes cuja clrie se apresentava demasiado superficial,
aewm aqueles extensamente destrﬁ{dﬁsg pois a finalidade era estu-
dar todas as zonas de cérie de dentina, o que ndo seria possivel
nos estagios de carie exciuidos. Nestas condigbes, foram reunidos
40 dentes recém~extraidos, para serem descalecificados, e 20 den-
tes que foram desgastados, para estudos de material nfo descalci-
ficade. Dentes normais foram utilizados para estudos comparativos,

3.1 « PIXACKO

0s dentes, imediatamente apos a extracao, foram lava-
dos em sore fisioldgico e fragmentados para a retirada das partes
a serem estudadas, Em seguida, os fragmentos foram colocados en
formol a 10%, durante 24 horas, a temperatura ambiente (% 23°C),-
Outra parte do material foi fixada em solugao de Newcomer, segun-
do SAUNDERS (1964), durante 24 horas, para pesquisa de mucopolis-
sacaridecos Acidos, Uma terceira parie do material foi fixada em .
formol-chlcio, também durante 24 horas, para detecclio de lipideos,

3.2 - DESCALCIFICACAO

A descalecificagdo através de solucBes dcidas pode produ
zir alterac¢fes na coloracade geral do tecido e na sua estrutura, -
conforme pesguisas de BRAIN ¢ FASTOE {(1962). 0 mesmo ocorre com o
processo de descalcificacfio eletrolitico. Tendo em vista produzir
o minimo de alteracdes na dentina, elegeu-se o gétodo de descalci
ficag&a por meic de um agente quelante, o EDTA (etilencdiamina te
tra~acetato di-sddio). As pecas foram colocadas, apds a fixacao,~
em uma scluclo de EDTA a 5% em Agua destilada, tamponada  atraves
do NaOH em pH 7. Os fragmentos colocados na solucfo assim prepara-
da foram levados a estufa a 37°C. A descalcificacdo levou em mé-
dia 9 dias, trocando-se a solugado a cada 3 dias,

Ap&s a descalcificacgao, os fragmentos foram divididos -
em 2 iotes: o primeiro lote eﬁmpﬁswsa de fragmentos a serem inclui

dos em parafina, enguanto gque o segundo lote foi congelado.
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8.3 ~ INCLUSAO EM PARAFINA

A inclus@o em parafina foi realizada segundo a técnica
rotineira,

3.4 - CONGELACKO

0 segundo lote de pecas foi levado ao aparelho"CRYO CUT
A.0." e congelado a -25°C,

’3@-53 e SEgggﬁES

08 fragmentos incluidos em parafina foram cortados no
microtomo "JUNG AG", na espessura de 5 microns. Os fragmentos con
gelados foram cortados no aparelho "CRYO CUT A,0.", na espessura
de 10 mierons,

3.6 - ESTUDOS MORFOLOGICOS
3.6.1 - Dentes descalcifiecados

a) Secc¢Bes de dentes descalcificados, incluidos em para
fina, foram corados pelo Tricromico de Mallory, e examinados  eom
Iuz transmitida comum através de um microscopio"E.LEITZ ORTHOLUX".

b} Secgdes de dentes descalcificados, cortados por con-
gelacho e nao corados, foram examinadas em contraste de fase e
campo eseuro, no microscopio "E,LEITZ ORTHOLUX", nos seguintes ~
meios de embebicdo:

1) &gua destilada.....(indice de refragdo n = 1,3328)
2) propilenoglicol....(indice de refracdo n = 1,4307)
3) glicerina pura.....(indice de refracio n = 1,4550)
4) vaselina iiquida...(indice de refragiio n = 1,4615)
5) bleo de amendoa....{(indice de refracéo n = 1,4679)
6} bleo de cedro.....,{indice de refracdo n = 1,5050)
7} alfa-bromonafiol...{indice de refracio n = 1,6541)

0s indices de refracfo destes meios de embebicio foram
determinados pelo refratdmetro segundo ABBE, "ZEISS JENA",
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3.,6,2 -~ Dentes desgastados

Os estudos morfoldgicos em dentes desgastados foram fei
tos atraves do microscbpic "E,LEITZ ORTHOLUX", em contraste dz
fase e campo escuro, nos mesmog meios de embebicac usados para
cortes descalcificados,

3.7 - TOPOQUIMICA

F . -
O0s metodes topoguimices foram divididos nos seguintes

&
1tens:

- " -
5.7.1 - Metodos para mucopolissacarideos &cidos

a) Basofilia Metacrematica com Azul de Toluidina -
Devido a controvérsia existente entre os autores guanto
ac papel do &lcool ma intensidade e natureza da coloragdo metacro
méaica, foram realizados dois tipos de exame: o primeiro tipo -
consgtou de cortes descalcificados corados em solucdes de Azul de
Toluidina a 0,025%, tamponadas a pH 5, 4, 3,5, 3, 2,5 e.1,7, pelo
tampao de Me Ilvaine, durante 30 minutos. Apods a coloracgdo, 08
cortes foram desidratados pelo alcool, diafanizados e montados em
balsamo do Canadé, segundo a técnica recomendada por Me CLUNG'S -
HANDBOOK OF MICROSCOPICAL TECHNIQUE (1961). O segundo tipo de exa
me consistin em corar os cortes da mesma maneira descrita acima,-
nas mesmas condigbes de pH. Apds a coloracfo, cada corte foi embe
bido numa gota da sua propria solucdo corante, sobre a qual se -
montou a laminula., Procedeu-se om seguida ao exame microscdpico i
mediato, eliminando os possiveis inconvenientes da desidratacdo -
aleodlica,
A determinacdo do pH das sclucdes corantes foi feita
através do potenciometro "METROHM E, 3507,
b) Método do Azul de Alcian pH 2,5 para mucopolissa
 carideos Acidos, segundo LISON (1954).
¢) Método do Azul de Alcian pH 1 para mucopolissaca
rideos Acidos sulfatados, segundo LEV e SPICER -
{1964).
d4) Fluorescencia
Utilizou-se o método da Corifosfina, segundo VIZIOLI e
VIDAL (1966). As solugdes de Corifosfina a 1/10.00Q foram tampong
das pelo tampao de Me Ilvaine nos mesmos pH usados para a basofi-
iia metacrcmética. 0 eguipaments usado para as observacoes en
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fluorescéncia foi o Fotomicrosedpio “ARLSS POLY, com filtro de =~
excitagao BG 13/4 e filtro de barreira 353,
e} Tratamento pela Hialuronidase Testiculap
Bste tratamento foi feito scgundo as indicagdes de LI~
SON (1960 a): a@ﬁs a digestao &nzimi@&§ as cortes foram corados -
com Aznl de Toluldina, nas meswmas condicbes de concentracio e pH
s . _
J48 mencionados,
£} Reagdes de bloguels
As reagbes de bloqueic efetuadas foram a metilagdo, se-
gundne FISHER e LILLIE (1954), e a metilacao seguida de saponifica
¢ao, conforme indicado por SPICER e LILLIE (1959), Apbs ambas as
reagdes de blogueio, os cortes foram tratados peio Azul de Tolui~
dina, nas wmesmas condicbes j& deseritas.

3.7.2 ~ Métodos para Polissacaridess Neutros

a) Método do Acido periddico-Schiff (PAS), segundo
LISON (1880 hw).
b) Digestio do Glicogenisc pela Amilase salivar, se-
gunds recomendads por LISON (1960 ¢},
Apbs a digestas, os cories foram tratados pelo fecido pe
viddico-Schiff, acompanhados pelos cortes-testemunba.,

3.7.3 ~ Métodos para grupos Protéicos

a) Acidofilia total pelo método do Orange G

Bste método fei modificado da téenica original de
DEITCH (1955). Este autor usava uma soluglo de amarelo de naftol
S a 1%, pH 2,78, Utilizou-se neste trabalho uma solugdo de Orange
G a 0,5%, pH 1,7 €avscluclo-tample & constituida de acetato de sé
dio 0,1 M e Acido cloridrice normal). A concentraglo original foi
diminuida para evitar a formacao de precipitado, e o pH foi abai-
xadoe para se conseguir uma reagido mais especifica para 08 grupos
basicos das proteinas, 0 desenvolviments da técnica & o seguinte:

1} Cortes desparafinados e hidratadog foram tratados du
rante 10 minutos por ums solugho aquosa de Ovange G a 0,5%, pH -
1,7.

2} Apbs a coloragio, os cortes foram diferenciades na
propria solucho~tampdo pH 1,7, durante 15 a 24 horas.

3} Lavagem rapida em alceol n~butilico,
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4) Diafanizagdo em xilol e montagem em bilsamo do Canadi.
b) Determinacéo do ponto isoelétrico aparente

Bste método foi realizado segundo a técnica original de
PESCHINGER (1926), determinando-se ¢ P.I.A, da dentina cariada e
da dentina normal, da seguinte mancira: combinou-se o microscopio
"BE.LEITZ ORTHOLUX" com o fotometro "REMIPHOT D 959 REICHERT", A
intensidade de luz fol regulada no amperimetro para 4,3: Adaptou~
se no trajeto luminoso um dispositivo (disco de cart8oc preto) com
um orificio central, para possibilitar s obtencio de um foco de
luz puntiforme. Este foco de luz, passando através de uma régua -

monocromadora "ZEISS", adaptada ao microscopio "ORTHOLUX", foi
13 & = I o~ o &

transformado em luz monocromdtica, incidindo sobre o corte. Os

exames foram feitos com a shjetiva acromatica de 45 aumentos e

oeulares de 12 aumentos, No fotometrs "REMIPHOT! adaptou-se- uma
escala linear de 0 a 100, dividida de 5 em 5 unidades, sendo 0
ponto 100 o maximo de absorcio de luz, e o ponto O a quantidade -
de luz que passou por um corte branco (sem coloragdo), 0s resulta
dos obtidos através da escala linear foram transformados em valo-
res logariimicos, uma vez que ¢ funcionamento do “REMIPHOT" & con
dicionado a escala logaritmica. Apds a conversio, os resultados -
foram convertidos em grafico, '
¢) Reacdo da Ninhidring-Schiff para grupo amino
Esta reacdo fol efetuada segundo as indicagdes de YASU-
MA o TCHIKAWA (1833),
d) Reacdo de Sakaguchi para grupo guanidil
fste método foi realizads segunde a técnica preconizada
por BAKER (1947).
e) Desaminacéo
A desaminacao fei realizada segundo PEARSE (1960 ).

3.7.4 - Mbtodo para Lipideos

Utilizou-se, para a deteccdo de lipideos, a técnica do
Sudan Black, segundo LISON (1860 d}.

3.8 - ULTRAESTRUTURA
32.8,1 ~ Dieroismec
0s estudos de dicroismo foram feitos segundo as indica-
¢Bes de VIDAL (1963). Apds a coloragio com solucglo aquosa de Azul
de Toluidina a 0,05%, pH 4, os cortes foram examinados sob luz
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poiarizada; com o analisador c¢olocado foera de trajeto Otico do -~
N & -

microscopio, permanecendo em seu lugar somente o polarizador. Uti

lizon-se para os exames microscoOpicos o fotomicroscdpio "ZEISS -

m :{.ﬁ i &

3.8.2 ~ Birrefringencia

0s exames de birrefringencia foram feitos em cortes deg
gastados ¢ descalcificados; sem coloracio. Os cortes descalcifieca
dos foram examinados anites e apds a desparafinacaoc, Os dentes fo-
ram montados em trés meios de embebicBo:; Agua destilada {n=1,3328),
dleo mineral puro ("Nujel", n = 1,4798) e alfa-bromonaftol -
{n = 1,6341}, A sequencia dos exames foi a seguintes:

1) exame dos cortes descalcificados e desgastados entre
¢ polarizador e o analisador, sem compensador,

2) exame dos mesmos dentes entre o polarizador e 0 ana-
lisador, com compensador de géssn vermelho de primeira ordem,

Utilizou-se, para os exames, o fotomicroscopio "ZEISS -
POLY,

3.9 ~ COLORACAO BACTERIOLOGICA

As pesgquisas para a localizacdo das bactérias na denti-
na cariada foram efetuadas submetendo-se cortes descalcificados a
coloragho de Gram para tecidos, segunde LILLIE (1854).
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4 ~ RESULTADOS

Us resultados seraoc expostos de um modo tanto quanto -
possivel condensado, dado ¢ volume considerivel das ohservagdes -
levadas a efeito através das diversas técnicas. Quando os resulta
dos assim o permitirem, seri feita uma apresentacdo por meioc  de
guadros,

Visando a simplicidade de expressdo, e para evitar repe
tigbes, atribuiu-se a cada uma das zonas estudadas um numero, da
sgguinte maneira:

ZONA 1 -~ Zona superficial de desorganizacio total, o
interessante ressaltar que em diversas técnicas, a zona-l apresen
tou reacses diferentes entre a regiie externa e a regidao interna
e contacto com os canaliculos subjacentes,

ZONA 2 ~ Zona de alteracao estrutural dos canaliculos e
da matriz dentindria. Devido a diversidade dos resultados apresen
tados pela zona 2, ela foi dividida em duas registes, denominadas
"regiao superficial® e "regidc profunda”, de acordo com as  suas
relacdes topograficas.

ZONA 3 - Zona de dentina esclerosada.

ZONA 4 - Dentina reparativa,

4.1 - ESTUDOS MORFOLGGICOS
4.1.1 -~ Dentes descalcificades corados pelo Tricromico de
Mallory.

Dentina normal -~ a dentins normal apresentou a matriz -
intercanalicular corada fortemente em alaranjado, A dentina peri-
canicular corou-se foritemente em vermelho vicldceo. Nao foram no-
tadas as ramificacdes laterais dos canaliculos, 0 interior dos ca
naticulos,mbstrou um delgado {ilamento corado em violeta.

Dentina cariada:

Zona 1 - a zona 1 mostrou~se constituida por uma estru~
tura fibrosa totalmente desorganizada, contendo restes fibrosos a
zul-avermelhados, emtremeados com uma substancia granular corada
em vermelho, As areas mais internas desta zona mostraram restos -
d¢ canaliculos, assim como a dentina intercanalicular, corada em
azul, totalmente desintegrada.

Zona 2 - a regiaoc superficial da zona 2 apresentou cana
1{culos com diametro aumentado, até ceérca de 3 vezes o diametro -
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original, Alguns- estavam zamplﬁt&m&nte-&astruidas,-farmanda-~-pgm
quenas cavidades, que unindo-se s outras semelhantes, formavam ca
vidades maiores, cheias de material granular, cﬁrada~em"vermelhﬂ?
U interior dos canaliculos alterados exibiu uma substancia grang
lar corada em vermelho, identica agquela observada na zona 1-e -no
interior das cavidades do zona 2, Em t0rno dos canalfculos notou-
B¢ uma estrutura bastante desorganizada, remanescente da dentina
pericanalicular, corada em azul-avermeihado, A dentina interecana-
licular, totalmente destruida, apresentou aparencia grumosa, cora
da ew azul,

A regifio profunda da zona 2 apresentou caracteristicas
algo diferentes, conforme se nota pela descriciio a seguir: & medi
da que se aprofundaram em direcdo a polpa, os canalicules se tor-
naram menos alargades, e 0 Seu conteudo granular vermelho tornou~-
se mais compacto. Nas regibes mais profundas desta area, o conten
do canalicular tomou a forma de um fino prolongamento, ainda gra-
nular, até se transformar em um filamento mais organizado, embo-
ra diferente daquele observado na dentina nermal:; A dentina peri-
canalicular, em toda a regifo profunda da zona 2, apresentou-~--se
morfologicamente integra, A dentina intercanalicular apresentou -
aspecto grumoso, emboera menos alterada gue na regido superficial
da zopa 2, corada em azul. Os aspecios gerais das zona 1 ¢ 2 po-
dem ser vistos nas figuras 1, 2, 37 e 38.

Zona 3 - O exame desta regifoc mostrou os canalicules a-
parentemente normais em sua morfologia, com uma fraca coloracéo a
laranjada em seu interior. Entretanto, ndoc houve sinais de guais-
gquer estruturas dentro dos canaliculos, A dentina pericanalicular
corou~se fortemente em vermelho~violdces, nao apresentando alterag
¢bes morfoldgicas em sua estrutura. A dentina intercanalicular co
rou-se em alaranjado, também nfo apresentando sinais de desorgani
zacdo morfoldgica.

Zopa 4 - A dentina reparativa, nitidamente destacada da
dentina normal, corou-se em azul., Os canaliculos mostraram-se em
peguens ﬁﬁmerag finos ¢ tortuosos, contendo um filamento vioclaceo,
A dentina pericanalicular corou-se em azul intenso; a dentina in-
tercanalicular corou-se em diversos tons azulados, mais claros -~
gue a dentina pericanalicular. A aparéncia da dentina reparativa
pode ser aprecgiada nas figuras 31 e 32,

4,1.2 ~ Dentes descalcificados e desgastados examinados em
contraste de fase.
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0 exame dos dentes descalcificados e desgastados em
cofitraste de fase confirmaram os resultados morfologicos obtidos
com o Tricromico de Mailory. Destagque-se que as melhores observa-
¢coes morfologicas foram obtidas usando-se a Agua destilada -
{n = 1,3328) como meio de embebicdo. A aparencia das zonas 1 e- 2
em contraste de fase podem sSer apreciadas na figura 3., Comprovouw~
#e a higidexz morfologica da zona 3, bem comop a falta de guaisquer
filamentos no interior dos canaliculos dessa zona (fig. 4).

Os exames em contraste de fase forneceram, alem das ob-
servacoes morfologicas, resultados que permitiram um caiculo apro
ximado dos indices de refracao das estruturas da dentina cariada
e normal. Bstes cAleulos foram baseados sobre o valor do iIndice
de refracio do mmio de embebicédo no qual as diferentes estruturas
das zonas estudadas se tornaram indistintas. Nesse momento, o in-
dice de refracho do meio & aproximadamente igual ao indice de re-
fragio das estruturas gue se tornaram indistintas.

O resultados obtidos com os diversos meios de embebi~-
cio empregados, que serviraoc de base para os calculos dos {ndices
de refragio das estruturas estudadas foram transferidos para. 08
gquadros I (dentes descalcificados) e II (dentes desgastados).
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DENTES DESCALCIFICADOS EM CONTRASTE DE FASE

QUADRO 1

ESTRUTURA

MEIO DE
EMBEBICAO

oG ONA 1

ZONA 2

Hegiao Super-
ficial

Regiac Profun
da

ZONA 3

ZONA 4

DENTINA
NORMAL

Agua Destilada
(n = 1,3328)

Propilenoglicol

(n = 1,4307)

Indistinta

Glicerina pura
{(n = 1,4350)

Vaselina ligquida

(n = 1,4615)

CC-Indistinte
DI-Indigtinta

Olco de Amendoa

(n = 1,4679)

DP-Indistinta

Di-Indistinta
CC~-Indistinto

Oleo de Cedro

(n = 1,5050

CC
DI
DP

%ndi stintosiDIgindistint oéﬂ)l%lndi stintos

cC
PP

cC
P

Alfa~Bromonaftol
{n = 1,6541

CC ~ Contetdo Canalicular

DF - Dentina Pericanalicular

-1 I

DI -~ Bentina Intercanali-~

cular



DENTES DESGASTADOS EM CONTRASTE DE FASE .

ESTRUTURA |

MEIO DE
EMBEBICAD

ZONA 1

ZONA 2

Regiao Super-

Regiéé Frofugr
da. .

ZONA G

ZONA 4

DENTINA
NORMAL

Agua destilada
(n = 1,3328)

ficial

Propilenoglicol
{ n = 1,4307)

Glicerina pura
(n = 1,4550)

Indistinta

Vaselina liguida
{(n = 1,4615)

01léo de Amendoa
(n = 1,4679)

DI-Indistinta

Gleo de Cedro
{(n = 1,35050)

DP-Indistinta

RDI-Indistinta
DP-Indistints

Alfa-Bromonaftol
(n = 1,6541)

DI-Indistinta
DP~-Indistinta

BI-Indistinta
DP-Indistinta

]DIwIndistinta

DP-Indistinta

DY -~ Dentina Intercanalicular

PP -~ Dentina Pericanalicular

4 . , . ~ = P 4
Observagao:~ o conteudo canalicular, em deptér desgastados,naoc fol vislvel
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4.1.3 = Dentes descaleificadas e desgastados em campo escuro
a) Dentes descalcificados

Dentina normal - Fxcetuando-ge o alfa~bromonaftol,  osg
exames efetuados nos demais meios de embebicac mestraram os mes-
mos aspectos: canaliculos com interior brilthante, dentina perica-
nalicular também brilhante e dentina intercanaliculsr-totalmente
negra. Com o alfaébremanaftal, as estruturas desapareceram,

Dentina cariada -

Zona 1 - em agua destilada, a aparencia da zonma 1 foi
branco leitosa, homegénea (fig. 3}, Essa aparénai& foi constante
ate o exame com glicerina pura. A partir dessa Suhsténciaq 0 as-
pecto branco-leitoso fol escurecendo paulatinamente, ate tornar--
8¢ negra com o alfa~bromonaftol.

Zona 2 ~

Regiao Superficial:- os exames efetuados em agua desti-
lada mostraram o conteude canalicular esbranguigado, A dentina pe
ricanalicular exibiu remanescentes brilhantes, e a dentina inter-
canalicular mostrou-se escura, com algumas zonas leitosas ( Figs.
6 e 7). Este aspecto perdurou até os exames com dleo. de améndoa.A
partir do Oleo de cedro, as estruturas desapareceram.

Regidio Profunda:~ Os exames efetuados desde a Agua des-
tilada até o dleo de améndoa produziram resultados semelhantes,ou
sejam: conteudo canalicular esbranguicado, dentina pericanalicuo--
lar brilhante e 'dentina intercanalicular totalmente negra. Em -
oleo de cedro, o conteude canalicular teve a sua aparencia eshran
guicada bastante atenuvada, e as demais estruturas tornaram-se ne-
gras, Com o alfa-bromonaftol, o campo todo tornou-se negro.

Zona 3 - tambem nesta zona os resultados foram os mes~
mos desde a Agua destilada até o Oleoc de amendoa: dentina perica-
nalicular brilhante e contetide canalicular e dentina intercanali-
cular totalmente negros. A partir do dleo de cedro, a dentina pe-
ricanalicular perdeu nitidez, desaparecendo totalmente com ¢ alfa
bromonaftol,

Zona 4 ~ com excecao do alfa~bromonaftol, os exames efe
tuados com os demais meios de embebigle mostraram resultades seme
lhantes: canaliculos ¢ dentina pericanalicular brilhantes, e den-
tina intercanalicular exibindo massas leitosas, esbranguigadas,de
direcdo perpendicular a direcfio geral dos canaliculos (Fig. 33),
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E‘? . 5 . P o * u € "
sge aspecto leitose fol diminuindo a medida gue aumenton o indi-

ce de refracdo do meio de embebicao, fernando~se guase ginvisivel
com o alfa-bromonaftol,

b} Dentes desgastados:

Os exames de dentes desgastados em campo escuro produzivam re-
sultados semelhantes agueles relatados para os dentes descaleifi-
cados, Apenas deve-se ressaltar que o interior dos canaliculos em
todas as areas estudadas, apresentou-se escuro e desprovido de de
talhes,

4,2 ~ TOPOQUIMICA

4,2,1 ~ Métodos para Mucopolissacarideos Acidos
a) Basofilia metacromatica com Azul de Toluidina
Conforme exposto no capitulo anterior, foram utilizados
dois métodos de basofilia metacromatica com Azul de Toluidina; os

resultados obtidos com awbos os metodos estlo expressos nos gua-
dros 1I¥T » 1V,
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QUADRC 11X

. w + x s +
Basefilia Metacromatica em cortes desidratados pelo alcool, diafa
fizados ¢ montados em Balsamo do Canada -

ESTRUTURA \@;ff\ 5 4 13,5| 3 ]2,511,7
b Y

JONA 1 Camada Externa Ortoer, Ortoer, | Tt ] = 1 - -
Camada Interna o oot 4+ + - ~
7 Regifo cC ++GO &l [+G0] + | - | -
o Super- D P o + + + - -
N figial DI - - |- - _ _
A Regiao cC +++G0 | +++GO H4GO + | - | -
Profun D P ++4 ot o S - -
2 da I A et o~ - - -
I v - - T
ZON% 3 DpP +ob o b SR IR T BRI
‘ DI + 4 - - - -
J.DP.DR tb 4+ et |k - -
C C o g Tl I - -
ZONA 4 B P oot R ++ |+ - w
p1I + + + - - -
Dentina ¢cc + i AR TR
Normal DP e +4k R A =
D I e -4 e . — -

CC -~
DP -
nDI -
Ortocr,

Abreviagdes:~ Contefido Canalicular
Bentina Periﬁanalicuiar
Dentina Intercanalicular

~ Ortocromasia

G 0 - Granulacdes Ortocromaticas

J.DP.DR ~ Juncdoc Dentina Primiria
Dentina Reparativa
Metacromasia:~ +++ {(forte)
+4+ (moderada)
+  {fraca)

- (negativa)



QUADRO IV
Basofilia Metacromatica em cortes embebidos na propria solucio

copante
ESTRUTURA R“x&g; 5 4 13,5, 3 |2,5[1,7
Camada External, :*7 B 4 | - S
ZONA 1 Ortoer, (Ortocr,
Camada Interna otk s ++ 1+ ¥ +
Regido CE rr GO ses GOLAGOl « |« 1 4
Z Super- b P g + + & + -
O ficial DI - . I U R
N
2 " t F
s |Regiao O §: GO GO e
Profun bF otk e I
2 lda DI £+ o s m ] o] -
L 4 ¥ - - - -
ZONA 3 o F +bt 4 D G S + +
D1 + 4 + - - -
JDP DR bt g +4+ 1 4 e B
CC i et i + o
ZONA 4 DFP bt bt Frt | hE |+ +
DI + o+ SO B T
CC 4o A e + 4 -
Dentina e _ 1L
U Nermal D P Fbh e+t e o IR SN +
b i + Pt + - o -

Abreviagdes:~ € C ~ Conteddo Canalicular
D P -~ Dentina Pericanalicular
DI - Dentina Intercanalicular
Ortocr. ~ Ortoecromasia
G 0 - Granulacfes Ortocromiticas

J.DB.DR - Juncgio Dentina Primaria
Pentina Reparativa

Metacromasia:z= +++ (forte}
++ {moderada)
+ {fraca)
«  {negativa}
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b) Reagdo do Azul de Alcian pH 2,5

REAGCOES DO AZUL DE ALCIAN pH 2.5

ESTRUTURA pH 2,5
Camada Externa 4
ZONA 1 :

Camada Interna ot

Z ¢ 4

Regido

0 Superficial b Fr +

N B I -
A CC bt

Regido .

Profunda b P +E

2 DI +

e -

ZONA 3 o op 4

I I -

J,DP,DR ' +

¢ ¢ R

ZONA 4 D P s

DI +

cc R

Dentina

Normal D P ++

13 3 ! +

Abreviacdes:~ C ¢ - Conteado canalicular
D P ~ Dentina pericanalicular
D I - Dentina intercanalicular

J.DP,DR - Juncéo Dentina Primaria
Dentina Reparativa

Reaces:~ +++ {reacdo forte)
++ {reachc moderada)
+ {reaclo fraeca)
~ {reacle negativa)
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¢} Reaclo do Azul de Alecian pH 1
Us resultados deéste método estéio no quadro VI

, UADRO VI
Reagdes do Azul de Alcian pH 1

ESTRUTURA pH 1
Camada Externa -
ZONA 1
Camada Interna SRS
Z . cC R
Regiao D P
0 Superficial | *
N DI -
A ¢ C bt
Regiao
Profunda b P ++
2 DI -
C e -
ZONA 3 D P +
B 1 -
J.DP.DR | .
cc +
ZONRA 4 DP
DI -
CcC
PDentina
Normal b P *
DI =

Abreviagdes:~ C C ~ Contetdo canalicular
D P -~ Dentina pericanalicular
DI - Dentina intercanalicular

J.DP.DR ~ Juncio Dentina Primaria
Dentina Reparativa

Reacbes:- +++ (reacioc forte)
++ (reagio moderada)
+ (reacao fraca)
-~  {reacaec negativa)



d} Fluorescencia pela Corifosfina

Os exames efetuados com cortes fluorocromizados pe-
la Corifosfina ndo tiveram seus resultados expostos sob a for
ma de quadros, uma vez gue tornar-se-ia extremamente difieil
a codificaghe dos aspectos apresentados pela dentina cariada
¢ suas diversas tonalidades fluorescentes; além disso, a in--
terpretacao seria dificili por se tratar de uma tecnica recen
te, Julgou~se mais oportunoc, nestas condig¢des, fazer a trans-
crigao completa dos resultados obtidos., Assim, em pH 3, ob~
gervou~ses

A dentina normal exibiu, no interier dos canalicu--
los, um filamento alaranjado. A dentina pericanalicular tam~-
bém mostrou forte fluorescéncia alaranjada. A dentina interca
nalicular apresentou-se fortemenie fluorescente, verde-escura.

Dentina Cariada:

Zona 1 - exibin fluorescéncia amarelo-esverdeada,na
camada externa, A camada interna, em contacto com os canalicu
los, apresentou fluorescéncia amarelo-alaranjada.

Zona 2 ~ apresentou os canaliculos entumecidos obii
terados por um material compacto, fortemente fluorescente, a-~
marelo~alaranjado (Fig. 3%). A mwedida gue ot canaliculos se a
profundaram em direcado pulpar, o conteide canalicular tornou-
s¢ menos compacto, ficando granular e exibindo fluorescencia
mais alaranjada (Fig. 40}. Em alguns cz«malicul(}ss nesta  por-
¢ao mais profunda, notou-se a presenca dos prolongamentos de
Tomes, amarelo-alaranjados. Conforme os proelongamentos se a-~
proximaram da superficie, tornaram=-se mais esgéssas e granula
res, ate se confundirem com o material compacte cbliterante.

A dentina pericanalicular mostrou-se indistipta na
regifio superficial da zona 2, onde os canaliculos estfo em -~
vias de destruicdo, Na regifio profunda da zona 2, a dentina -
pericanalicular tornou-se visivel, tende fluorescéncia alaran
Jada,

A dentina intercanalicular, em completa desorgamiza
¢do, exibiu fluorescencia verde~pardacenta, na porgdc super-
ficial da zoma 2, Na porg¢aoc profunda, essa fluorescencia tor-
nou-se mais verde, mas longe da fluorescéncia da dentipa nor-
mad,

Zona 3 - os canaliculos exibiram um material  ape-
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nag perceptivel, tenuamente fluorescente, em tonalidade alaranja-
da. A dentina periecanalicular mostrou fluorescencia alaranjada. A
dentina intercamalicular prosseguin exibindo fluorescencia verde.

Zona 4 - 0 limite da zona 4 com a dentina primaria- mes
tron fluorescencia amarelo~alaraniada, o mesmoe acontecendo com os
limites das diversas camadas da dentina reparativa. 0s canalicu--
los ¢ a dentina pericanalicular exibiram forte fluorescéncia ala-
ranjada, ¢ a dentina intercanalicular exibiu fluorescencia verde
superior a da dentina normal. |

Oz cortes fluorocromizados com soluc¢dOes tamponadas a pH4
e 3,5 apresentaram os mesmos aspectos observados com pH 5, a nao
ser o conteddo canalicular da zona 3, visivel apenas até pH 4, A
pH 3, houve ligeira diminnicac na intensidade da fluorescencia em
geral.

A pH 2,5 e 1,7, a fluoreseencia alaranjada decresceu -
bastante, embora permanecesse nos locails jA assinalados.,
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¢) Tratamento pela Hialuronidase testicular

Apds a digestao promovida pela Hialuronidase testicular,
08 cortes foram corados pele Azul de Toluidina, nas condiges de
pH costumeiras, Os resultados obtidos estio no Quadro VII,

QUADRG VIT
THATAMENTQ PELA HIALURONIDASE TESTICULAR
ESTRUTURA \%’\ 5 | 4 | 3,5 3 12,5]1,7
Camada extérué Ortoen{Ortocy, {Ortocr, (Ortoer.i - e
ZONA 1

{lamada internal ++ 4 b + -

; |Regido ¢ C R GO GO G | - |-
o |Super- DP + + + + -] -
N ficial DI - - - - - -
A {Regiado cC +GO +GO +GO +GO -] -
FProfun DF ot ++ ot + - -

2 lda DI - - - - e
CC - - - 1 - -1

ZONA 3 D P ++ S & +t + - | -
- . D I - = - - - =
J.DP, DR + + + - - -

| cc + + N - i -1
ZONA 4 DP ++ b o + - -
}I DI = oo b -~ - -

CcC + + + - - f -

Dentina D P 4 ot et + U

normal

DI - - - - -

Abreviagbes:- C € - Conteidso canalicular
D P -~ Dentina Pericanalicular
D I - Dentina Intercanalicular
Ortocr, -~ Ortocromasia
G 0 ~ Granulacdes Ortocromaticas

J.DP, DR - Juncio dentina Primaria
Dentina Reparativa

_ Metacromasias~ +++ (forte)
++ {moderada)
+ {fraca)
~ {negativa)
-3



1} Reacdes de Bioqueio

-1} Metilacdo - A metilagho reslizada conforme indicado
no-capitulo anterior ppoduziu total bilogueio dos grupos carbexi-
licos e-dessulfatacido dos Erupos salfaﬁades;-Ap65v0-tratament0;es
cortes corados pepo Azul de Toluidina, nas condigdes costumeiras,
resultaram negatives.

2) Metilagao + Baponificacao ~ 0s cortes corados peleo
Azul de Toluidina, apds metilagdo + saponificacfio, produziram os
resuitados contidos no Quadro VIII,

QUADRO VITIX
AZUL DE TOLUIDINA APOS METILACKO + SAPONIFICAGAD

ESTRUTURA 8% | 5 4 3,5 | 3 l2,501,7
Camada Externa ... . ot b - -1 -
ZONA 1 Ortoernirtocr,
Camada Interna| +++ et 4t - - -
7 |Regifio CC ++G0 | ++GO +G0 - - | -
0 Super~ bDP o + + - - -
hg Regido ¢ C b+ G0 GO +4+ (0 - - -
Profun B P b b e - S
Z ida B I dt +od + - - o
CcC - - - -]
ZONA 3 D P b b ok At = = -
DI + + - - -
J.DP.DR bt deb ++ - - -
cC iy S ++ - - | -
ZONA 4 B P + bt +F - - -
DI § i + - - -
cC o+ 4 + - - -
Dentina ppP bk s ++ - - -
Normal
b I + + + - - e

AbreviagBes:~ C € - Conteilde Canalicular
D P -~ Dentina Pervicanalicular
DI « Dentina Intercanalicular
Ortocr. -~ Urtocromasia ,
G 0 - Granulagdes Ortocromaticas
J.DP,BR -~ Juncao Dentina Primaria
Dentina Reparativa
Metacromasias~ +++ (forte}
++  dmoderada)
+ (fraca)
- (negativa}
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4.,2.2 ~ Métodos para Polissacarideos Neutres
&) Método do Acido Periodico - Schiff (PAS)

0s resultados obtidos por meio dsste método nio foram -
colocados em Quadro, uma vez gue se tornaram necessirias algumas
explanagdes, para melhor compreensio da apareéncia dos cortes,

A dentina normal apresentou fraca coloracio na zona in-
tercanalicular; a dentina pericanalicular e os.prolongamentos o=
dontoblasticos sio também fracamente positivos.

Zona 1 - Esta zona mostrou-se fortemente positiva, sem
distingdo de camadas (Fig. 12).

Zona 2 -~ O material interno dos canaliculos exibiu for-
te rea¢do positiva, na regido superficial da zona 2. A dentina in
tercanalicular e a dentina pericanalicular também se mostraram -
fortemente positivas nesta regiao. Foram vistas com bastante ﬁiti
dez as ramificagles laterais dos canaliculos, fortemente positi--
vas ao PAS (Fig. 13}, _

Nas camadas mais profundas da zona 2, a reagado ac  PAS
diminui na intensidade, sendo que a zona intercanalicular apresen
tou fraca reacgdo positiva, o mesmo sucedendo com a dentina perica
nalicular, 0 material intermo dos canalicules e as ramificagfes ~
laterais continuaram exibindo forte positividade. (Fig. 14). Uma
visia geral das zonas 1 e 2 podem ser vistas na figura 15.

Zona 3 - Apresentou apenas fraca reacido positiva da den
tina intercanalicular,

Zona 4 ~ 0 limite dentina primaria-dentina reparativa e
xibiu moderada reacao positiva. A dentina intercanalicular mos-
trou fraca reacdo positiva, assim como &s prolongamentos odonto-—-—
blasticos ¢ a dentina pericanalicular,

b) Reacdo do Acido periodico - Schiff, apos trata
mento pela amilase salivar,

0s cortes submetidos a reacdo do PAS, apds tratamento -
pela amilase salivar, nioc produziram diferenca alguma, quando con
frontados com 08 cortes~testemunha. 08 aspectos foram os MesSMos
j& relatados no método anterior,

4.2,3 - Métodos para grupos protéicos
a) Acidofilia total pelo método de Orange G pH 1,7

No gunadre IX estao sintetizados os resultados obtidos -

pelo método do Orange G pH 1,7.
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QUADRO IX :
Acidofilia total pelo método do Orange G pH 1,7

i

ESTRUTURA j pH 1,7

Camada Externa Aot

ZONA 1 .
' Camada Interna ot

L}

++ 4G
Regido
Superficial *
S
ZONA 2

" +4+G
Regiao
Profunda

- B N A L - e

+4

ZONA 3

o v B e B B = I = I o B = R o

e B
+

+4

+h
ZONA 4 ot

b

++
Dentina normal

c ool o0
e e = B o T I o L « M

++

Abreviagdes:~ C C - Contelido Canalicular
D P -~ Dentina Pericanalicular
D I -~ Bentina Pntercanalicular

J.DP,DR ~ Juncgdo Dentina Primaria
Dentina Reparativa

G - Granulacdes Orange G - Positivas
Coloracéo:- +++ (coloracao forte)
++ {(eoloracao moderada)
+ (coloragdo fraca)
~  {(coloragdo negativa)
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b) Determinagdo do ponto isoelétrico aparente

0s resultados obtidos com cortes de dentes normais e
cariados, corades pelo Xileno-~Cianol e pelo Azul de Toluidina, se
gundo o método de PISCHINGER (1926), foram colocados em grafico,-
exposto a seguir,
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¢} Reagdo da Ninhidrina-Schiff para grupo amino

0 exame dos cories submetidos a reac#éio da Ninhidrina

Schiff apresentou os resultados inseridos no Quadro X,

QUADRO X
REAGAO DA NINHIDRINA-SCHIFF PARA GRUPO AMINO

ESTRUTURA N - 8§
Camada Externa +
ZONA 1

Camada Interna 4

o CC +

Regiao

Superficial B P v

) S,

ZONA 2
ccC +
Regido

Profunda P -

DI +

ccC -

ZONA 3 DP -

DI +

J.DP,DR | -
CC +

ZONA 4 DP -

DI +

CC +

Dentina Normal D P -
| DI +

Abreviagdo:~ C C - Contendo Canalicular
D P - Dentina Pericanalicular
DI ~ Dentina Intercanalicular
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i} Reagdo de Sakaguchi para-grupn guanidil

Os cortes submetidos a reacfo de Sakaguchi, para eviden
ciagao do grupo guanidil, mostraram apenas fraca reacio positiva

na regific correspondente a zona 1.

e} Desaminacao

; ) .
Apos desaminagao, o8 cortes, acompanhados dos cortes ~

testemunha, foram corados pelo @range G pH 1,7, 0Os resultados es~

tao no guadro XI,

QUADRO X1

CORTES DESAMINADOS E CORTES-TESTEMUNHA, CORADOS
PELO ORANGE G pH 1,7

_ Cortes Cortes
ESTRUTURA Desaminados| Testemunha
Camada Externa + 4t
ZONA 1
Camada Interna + +44
Regido CC + G +++ G
super- b P + +
fiecial DI + 4+ FF
ZONA 2 o crrii —
Regiao ccC + & ++ G
Prafuﬁ D P & +
da D1 + 4
CC - -
ZONA 3 D P 4
| BI 44
J.DP.DR + o
cC + +
ZONA 4 D P o
o i + +++
cc o
Dentina Normal DEP T
DI e

Abreviagoesi- € € -~ Conteudo Canalicular

B P -~ Dentina Pericanalicular

DI -~ Dentina Intercanaliculag

J.DP.DR,~ Juncdo Dentina Primaria
Dentina Reparativa

G ~ Granulac¢oes Orange G -~ Positivas
Coloragfo:=- +++ (cﬂleragao forte)
(cnloragae moderada)
(coloracao fraca)
(coloraciaoc negativa)

++
+

e

wd e




4.2.4 ~ METODO PARA LIPIDEOS

Foram usados para eéste método dentes fixados em formol-
eéiai@§ coertados por congelagdo e corades pelo Sudan~Black, Além
das costumeiras zonas de carie estudadss, procurou-se localizar a
"zona de degemeracis gordurosa dos prélongamentoes de Tomes", cita
da por KRONFELD (1955 a). Segundo este autor, tal zona estaria si
tuada imediatamente abaixe da zona de esclerose dos canaliculos,

A dentina normal apresentou fraca reagado positiva da
dentina pericanalicular o dos prolongamentos de Tomes.

Zons 1 - esta zona reagiu fortemente ao corante, coran-
do-se por igual, sem distingao de camada (Fig, 18).

Zona 2 - a regidc superficial da zona 2 mostrou o mate-
rial intracanalicular bastante corado, destacando-se granulagoes
em tudo semelhantes équelas encontradas nes exames de basefilis -~
{onde sao ertoﬁreﬁéticas) ¢ de acidofilia total. A dentina perica
nalicular ¢ intercanalicalar nao se coraram (Fig. 18),

Na regido profunda da zona 2, o material interno dos ca
naliculos corou-se fortemente, apresentando também as granulacdes.
A dentina pericanalicular corcu-se fracamente, e a intercanalicu-
lar nao se coron,

Zonag 3 - apresentou apenas fraca coloracao da dentina -
pericanalicular.

Zona 4 ~ o limite entre as dentinas primdria e reparati
va nac apresentou pesitividade, Os prolongamentos de Tomes € a -~
dentina pericanalicular apresentaram fraca reacho positiva, en-
quanto a dentina intercanalicular permaneceun sem ¢oloracac.

- Quanto a zoma de ﬁegeneraqﬁa gordurosa dos prolongamen-—
tos de Tomes, ela nao fol delimitada nesta pesquisa, pois as rea
¢cbes fracamente positivas dos prolongamentos sao vistas mesmo na
dentina normal, naoc havende, portanto, possibilidade de diferen--
ciagdo,

4,% ~ ULTRAESTRUTURA
4,3.1 -~ Dicroismo

0 dicrofsmo cbservado nos eortes corados pelo Azul de
Teoluidina a 0,05%, pH 4, apresentou as seguintes caracteristicas:
A coloracio metacromitica observada na dentina interca-
nalicular normal apresentou~se mais intensa guando os canaliculos
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estavam paralelos aoc PPL (plano de polarizacao da luz). Quando os
eanaliculos estavam perpendiculares ao ?PL, a metacromasia dimi~-
nuin bastante, tomando uma tonalidade azulada.

Ndo foi possivel detectar dicroismo na dentina pericana
Ligular normal, nem no interior dos canaliculoes,

Em cortes de dentes cariados, nio se observou dicroismo
e nenhuma das zonas afetadas pela carie. A dentina reparativa,en
tretanto, exibin dicroisme mo mesmo sentido da dentina normal, =~
mais evidente até, em virtude da maior Area da dentina intercana-
iicular.

4,3.2 - Birrefringencia

Conforme exptsto no eapitulo precedente, os exames - de
birrefringencia foram realizados usando-se 3 meios de embebicao:~
agua destilada (n = 1,3328), dleo mineral puro ("Nujol" n=1,4799)
e alfa-bromonaftol (n = 1,6541). Esta medida foi tomada para veri
ficar-se a variagiio da birrefringéncia de forma em funcio de dife
rentes indices de refracdo.

Os cortes descalcificados produziram melhores resulta-
dos guande embebidos em Agua destilada, enguanto os dentes desgas
tados foram melhor observados em dleo mineral puro.O alta-bromonaf
tel fornou as estruturas birrefringentes emwbacadas e indistintas,
pois o seu indice de refracao & elevado e proximo ao indice de
refracio das estruturas da dentina. Desta maneira, os dados expos
tos a seguir sfo agueles obtidos através dos exames em Agua desti
lada {dentes descalcificados) e 6leo mineral puro (dentes desgas-—
tades),

ay Birrefring&ncia em dentes descalcificados

Dentina normal:~ apresentou forte birrefringencia da a-
rea intercanalicular, Esta birrefringencia estava orientada em -~
sentido perpendicular aos canaliculos. No ponto de extincao, a
dentina intercanalicular exibiu ainda vma fraca birrefringéncia.m
Em cortes transversais, a dentina normal apresentou um curioso ag
pecto birrefringente, formando pequenas figuras em forma de cruz,
concentradas principalmente na regiaoc intercanalicular (Fig. 19).
Fazendo~se uma rotacao de 0,3 graus no analisador,as figuras cru-
ciformes desapareceram,tornando-se mais evidente a birrefringencia
na Area intercanalicular,perpendicular aos canaliculos,e também a
birrefringéncia no interior dos canaliculos(Fig.20).Em aumento maior
notou-se com maior riqueza de detalhes a birrefringéncia apresenta
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da pela dentina intercanalicular (sempre perpendicular aos canali
culog) e tambem a birrefringéncia da dentina pericanalicular e do
interior dos canaliculos (Fig., 21),

Dentina Cariada:-

Zona 1 - esta zona apresentou~-se moderadamente birre
fringente, sem definicao de estruturas, estando orientada em sen-
tido paralelo a superficie do dente (Fig. 22). No ponto maximo de
extingao, esta zona ainda apresentou fraca birrefringéncia (Fig.~
23} .

Zona 2 - a regiao superficial da zona 2 mostrou fra-
ca birrefringencia da porcdc correspondente a dentina intercanali
cular. Esta birrefringencia tinha aspecto pastoso e sentido per-
pendicular aes canaliculos. Estes mostraram contetdo apenas per~
ceptivel, A dentina pericanalicular remanescente exibiu restos -~
fracamente birrefringentes. Nas areas mais profundas da zona 2, a
birrefringéncia de aspecto pastoso da dentina intercanalicular ain
da foi notada, embora menos acentuada. Em virtude disso, a birre-
fringencia da regifio intercanalicular mostrou-se mais intensa que
na regidoc anterior. A dentina pericanalicular mestrou fraca birre
fringéncia, visivel ainda no ponto de extingdo. O conteiido canali
cular exibiu fraca birrefringencia,

Zona 3 -~ esta Zona mostron marcada birrefringéncia-n
da dentina intsrcanalicular, superior mesmo aquela apresentada pe
ia dentina normal; os canaliculos mio mostraram birrefringéncia ~
no seu interior. A dentina pericanalicular apresentou birrefrin--
gencia fraca. Torna-se necessario frisar que a dentina esclerosa-
da tem a sua intensidade maxima de birrefringencia numa posigdo -
que difere em cérca de 30° da posiciio de intensidade méxima de
birrefringencia da dentina normal.

Zona 4 - o limite entre a dentina primaria normal e
a dentina reparativa nao se diferenciou. A dentina intercanalicu~
lar da zona 4 apresentou birrefringencia forte, orientada perpen-
dicularmente aos canaliculos. O interior dos canaliculos exibiu -
moderada birrefringeéncia, assim como a dentina pericanalicular, -
gque & birrefringente mesmo no ponto de extingao.

Finalmente, resta destacar que alguns cortes descaleifi
cados nao foram submetidos a desparafinaglo, sendo examinados nes
se estado, Estes exames foram feitos com a finalidade de se  de-
monstrar um fenomeno existente no interior dos canaliculos da depn
tina normal, que apresentam uma figura em forma de cruz gumando -
cortados transversalmente. Esta figura nao deve ser confundida -
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com.aquela apresentada pela dentina normal, em cortes desparafina
dos. Apos a desparafinacdo, o interior dos canalfculos ndo mais a
presentagan tal figura, Bste "8 um exemplo da verdadeira "cruz de
polarizacao” e pode ser apreciada da figura 24,

b) Birrefringencia em dentes desgastados
-Dentina normal:- A dentina normal apresentou forte
birrefringencia da zona intercanalicular, -orientada preponderante
mente em.diregdo perpendicular aos- canaliculos, A posicao maxima
éa extingdo provocou uma queda brusca da intensidade da birrefrin
genela, embora nao haja complets desaparecimento. O- interior -dos

canaliculos nio mostrou birrefringencia. A dentina pericanalicu—-
lar-exibiu fraca birrefringéncia, gue persistiun mesmo nmo ponto mé
ximo de extincdo da zona,

Dentina cariada:~

Zona 1 - apresentou moderada birrefringéncia, em-sen
tido paralelo a superficie dental. Esta birrefringéncia mostreu~-
se indistinta e pastosa, semelhante aquela observada nos cortes -
descalcificados (Figs. 25 e 26). Na posigao de extincdo, a - zona
1 sofreu uma queda acentuada na intensidade de birrefringéncia, -
gue, entretanto, ndo desaparece totalmente (Fig. 27 e 28).

Zona 2 ~ a regido superficial da zona 2 mostrou fra-~
ca birrefringéncia pastosa, indistinta, na area correspondente a
dentina intercanalicular, com sentido perpendicular aos canalicu~
los, Bstes, alargados, foram de dificil visualizagao, em virtude
do aspecto indefinide da zona, mostrando-se escuros. A dentina pe
ricanalicular exibiu remanescentes fracamente birrefringentes, A
regido profunda da zona 2 mostrou birrefringénnia mais acentuada -
da dentina intercanalicular, embora ainda fraca e indefinida. A
diregho geral da birrefringencia foi perpendicular aos canalicu~--
los; essa hirrefringéncia, entretanto, nao desapareceu de todo,
mesmo no ponto de extingdo da zona, Os canaliculeos alterados nao
mostraram birrefringencia em seu interior, A dentina pericanalicu
iar mostrou-se moderadamente birrefringente, sendo visivel mesmo
no ponto de extincao.

Zona 3 -~ A dentina esclerosada mostrou, na area in-
tercanalicular, we aumento de birrefringencia, em relagdo & denti
na normal, A orientacdio dessa birrefringencia diferiu daguela das
zonas circunvizinhas, conforme ja explicado nos dentes descalcifi
cados. O contelddo canalicular nio apresentou birrefringencia. A
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dentina pericanalicular mostrou maderada-birrefringéncia, gue
persistiu fracamente no ponto de extingdo.

Zona 4 - o limite entre a dentina primaria normal e
a-dentina reparativa nao se diferencion. A area intercanalicular
mostrou-se fortemente birrefringente, em.sentido perpendicular -
aos canaliculos, Mesmo no ponto de extingdo, a birrefringencia -
dessa area ainda persistid,; embora menos acentuada. Os canalicu--
los, finos e tortuosos, ndo permitiram maiores detalhes do seu in
terior. A dentina pericanalicular apresentou-se moderadamenie bir
refringente, sendo que essa birrefringencia persistiu fracamente
no ponto de extingao.

¢) Birrefringencia em dentes descaleificados, com compen~

.8
sador de gesso ¥ermelho de primeira ordem.

Este tipo de exame nao produziu hons resultados, prova-
velmente em virtude da pequena espessura dos cortes. -As imagens -
confundiram-se com o fundo do campo, tornando de pouca valia  as
interpretacades,

d) Birrefringencia em dentes desgastados., com compensa~

dor de gesso vermelho de primeira ordem.
Estes exames foram realizados na direcio gama do. eixo

de propagagao da luz, ou seja, na diregdo de lenta propagacio do
feixe luminoso. Nestas condigdes, Ne (indice de refracdo do raio
extraordinario) & maior que No (indice de refragfio do raio ording
rio} no quadrante positivo., Quando forem modificadas estas condi
cdes, isso serd citado.

Dentina normal:~ a dentina normal mostrou forte bir-
refringéncia azul de 22 ordem, da zona correspondente a dentina ~-
intercanalicnlar. A dentina pericanalicular mostrou-se azul de
22 ordem, com algumas zonas amarelas de 12 ordem, irregulares, O
contendo canalicular, apresentou-se escuro e sem detalhes.

Dentina cariada:-

Zona 1 -~ esta zona apresentou~se predominantemente a
zul de 22 ordem, embora tenham sido notadas algumas zonas espar—--
sas amarelas de 12 ordem e também algumas Areas escuras.

Zona 2 ~ a regiso superficial da zona 2 apresentou ~
fraca birrefringéncia azul de 22 ordem, escura, na porgcasc corres-—
pondente a Area intercanalicular. Também foram notadas pegquenas -
porgdes amarelas de 12 ordem. Os remanescentes da dentina perica-
nalicular apresentaram fraca tonalidade azul de 22 ordem, entre--
meada com alguns locais amarelos de 12 ordem, muito dif icilmente
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netades. 0 conteude camalicular apresentou-se escuro, com alguns
pontos brilbhantes. A regiao profunda da zona 2 apresentou fraca -
birrefringéncia azul de 22 ordem, pouce mais acentuada que a area
anterior, A dentina pericanalicular exibiu predominéncia da tona-
1idade azul de 22 ordem, e Areas amarelas irregularmente distri--
buidas. O contelido canalicular foi eScuro, com poucos pontos bri
lhantes,

Zona 3 ~ a dentina intercamalicular apresentou~se -pre
dominantemente amarela de 12 ordem, diferindo portanto das demais
areas da dentina. Examinando-se esta zona na direcdo de rapida -
propagacée do raio luminoss, no guadrante negativo, a dentina in-
tercanalicular se tornou predominantemente azul de 22 ordem, Bs~
tes dois aspectos podem ser vistos nas figuras 41 e 42, Saliente~
B8 gue a birrefringéncia apresentada pela dentina esclerosada é
superior aguela da dentina normal, A dentina pericanalicular tam-~
bem se mostrou possuidora do mesmo fendmeno acima relatado, embos
ra a sua visualizacio seja mais dificil. O .conteido canalicular -
mostrou-se escuro, sem tonalidade definida.

Zona 4 ~ o limite entre a dentina primaria normal e
a dentina reparativa nao se diferenciou. A dentina intercanalicu-
lar mostrou forte birrefringencia azul de 22 ordem, intercalada -
com algumas zonas amarelas de 12 ordem. A dentina pericanalicular
mosStrou aspectos semelhantes, embora a sua birrefringencia fosse
mais fraca. O conteado canalicular exibiu-se escuro, sendo d&ifi-
eil a sua correta observagao, em virtude da extrema exiguidade da
luz dos canaliculos,

4,4 - COLORACAO BACTERIOQLOGICA

0 objetivo deste trabalho, evidentemente, nao foi o de
pesguisar o problema das baetérias e o seu papel na producéo da
chrie dental, mas apenmas ¢ tdo somente evidenciar a sua localiza-
¢a0 na dentina cariada, bem como ter-se uma idéia da sua guantida
de nas zonas invadidas:

Cortes corados com ¢ métode de Gram para tecides revela
ram ¢ seguinte:

Zona 1) em t0da a sua extengio, esta zona apresentou-se cheia
de &actérias, reunidas principalmente em grandes aglomerados, A
grande maioria destes aglomerados estava constituida de cocos Gram
positivos (Fig., 29).
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Zona 2) a regiaoc superficial da zona 2 mostrou os cana-
iicules distendidos-obliterados por um grande namero de microorga
nismos, na maloria cocos Gram-positivos. As cavidades . desta Zona,
tambem se apresentaram cheias de microcorganismos (Fig, 30), Tam~
bem foram notados microorganismos nas ramificacdes laterais dos -
canaliculos, Na regifo profunda da zona 2, o nimero de bactérias
decresceu consideravelmente; estando os microorganismos loecaliza-
dos apenas no interior dos canaliculos e em algumas ramwificagdes.

Zonas 3 e-4) estas zonas nfo apresentaram bacterias, na
imensa maioria dos cortes examinados,
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5 ~ DISCUSSHO

A diseussho dos resultados serd feita, em uma primeira
parte, em relagdo as wopas de cArie propriamente ditas, A discud
580 dos resultados obtidos sobre a dentina reparativa sera feita
a parte, no final do capitulo,

5.1 « BESTUDOS MORFOLOGIOOS

5.,1,1 = Dentes desealeificados corados pelo Tricromico de

Mallory,

Deve-se esperar,; dos resultados obtidos por éeste méteo-
do, pouct mais do que algumas observacdes da morfologia das. zo-
nas cariadas, Um dos pontos que chamam a atenclo & a coloracao -.
diferente da zona cariada, quando comparada com a dentina normal.
Nos nossos resultados, as diferencas de coloracae poderiam  ser
iﬁtergr@taéag como modificagdes teciduals qQue alteram as proprie
dades tintoriais do tecide., TOTO (1966} referin-se a reacho posi
tiva do colégeno da zona cariada da dentina ao tricrdmico de Mal
lory, o gue foi confirmado nesta pesquisa.

Também merece citagio o fato de a dentina pericanalicu
lar, na regific superficial da zena 2, estar ainda presente, embo
ra mostire sinais de profunda desorganizacic. A grande maioria =
dos autores afirma que a matriz pericanalicular & atacada pelo
processo cariosg antes dg metriz intercanalicular, e gue somente
apbs a destruiédo daguela se processariam as alteragdes desta,Os
resultados obtidos através do wétodo de Mallery indicaram maior
alteracio morfoldgica da matriz intercanalicular, Como esta téc-
nica ndpofornece maiores detalhes que agueles puramente morfolo-
gicas, este ponte serdadiscutido posteriormente, com maiores de-
talhes,

Finalmente, este método permitiu a visualizaclo da
gradual transformagio do prolongamento odontoblastico em um mate
terial amorfs, gue obstrui os canaliculos intumescido® da zona 2,

5.1,2 ~ Dentes descaleificados e desgastados examinados em
contraste de fase

0 contraste de fase baseia-se no principio de transfor
macas de diferencas de fase de um objeto em diferengas de ampli-
tude, gue resulta sm diferencas de claridade de imagem,

Estas diferencas de luminosidade permitem um exame mor
folégicoe bastanie detalhado, principalmente em dentes descalcifi
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cados,; cuja espessura & fina e uniforme. Os dentes desgastados -~
muito mais espéssos, sheo mais valiosos para a determinacao dos in
dices de refracdo aproximados das estruturas, -

Destpamaneira, os dentes desgastados e descaleificados
confirmaram o aspecto morfoldgiro da zona i, totalmente desorgani
zada, composta quase exclusivamente de restos organicos. O indice
de refracdo desta zona esta por volts de 1,4307 (dentes descalci-
ficados) e 1,4330 (dentes desgastades). Como se pode notar, exis—
te uma pegquena diferenca entre os dois tipos de dentes examinados,
o gue se pode levar a sonta do processs de descalcificacao, que
retira uma fragde da estrutura da dentina. Como a zona 1 & compos
ta guase exXclusivamente de restos nrgénicos, essa diferenca en-
tre os dentes descalcificados e desgastados nao foi muito grande,

Na regido superficial da zona 2, onde as estruturas den
tinarias estac em processo de desorganizacac, os resultados indi~-
caram gue a dentina intercanalicular possui um indice de refracao
que esta por volta de 1,4615 nos dentes descalcificados e 1,4679
nos dentes desgastados, KAYE e HEROLD (1866) encontraram para a
dentina intercanalicular normal, um valor situado entre 1,7132 e
1,8699, VIDAL (1967) achou, para a dentina intercanalicular nor-
mal, um valor entre 1,3218 -~ 1,5380 (perpendicularmente ao longo
e¢ixo dos canalicules) e 1,5225-1,5343 (paralelamente ao longo ei-
xo dos canaliculos).B opinific do autor desta pesquisa gque 0S valé
res encontrados por KAYE e HEROLD sao demasiado altos; os resulta
dos de VIDAL sdo mais concordes cem agueles encontrados nesta pes
yuisa. Levando-se em consideracéo a profunda desorganizacido da
dentina intercanalicular, na regifio superficial da zona 2, 08 va-
lores encontrados neste trabalho parecem razoaveis,

0 contraste de fase evidenciou, principalmente nos den-
tes descalcificados, remanescentes da dentina pericanalicular na
regifio superficial da zona 2. Embora esta estrutura seja, na opi-
nifie de muitos autores (PROPHET, 1954; BRADFORD, 1958 a; TAKUMA e
KURAHASHI, 1962; FRANK e col., 1564; MACHA e col., 1966) destrui~
da antes da dentina intercanalicular, os resultados desta pesgui-
sa néc sdo concordes com tal afirmacdio, Pelo contrario, tudo pare
ce indicar gue a dentina pericanalicular esta mais preservada que
a dentina intercanalienlar, mesmc nas zonas mais desorganizadas.
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Estes resultados, aliés, concordam com os encontrados por BRAD- -
FORD (1960), JOHANSEN (1960), BANEZ e-JOHANSEN (1964) e HABERMAN-
e volg. (1967).-Nos dentes descalcificados, o indice de refracae-
da dentina pericanalicular esta situado por volta-de 1,4679. Nos
dentes desgastades, esse valor estd ae redor de 1,5050, VIDAL -~
{igg?)_eﬁggntpou, para-a dentina pericanalicular normal um- valopr
situade entre 1,3168-1,5272 (perpendicularmente aos canalicules)e-
145155-1,5495 (paralelamente aos canaliculos). Como - se-pode notar,
a deﬁ?ima pericanalicular cariada sofreu uma reducdo do seu indif
e de?refragﬁe, comparativamente a dentina normal, fato que suce~
deu também com a dentina intercanalicular, _

Quanto ao contelido canalicular da regiﬁd superficial da
zopa 2, os resultados indicam, nos dentes descalcificados, um in-
dice de refrag@e ao redor de 1,4615, VIDAL (1967) encontrou, para
o interior dos canaliculos da dentina normal, um valor situado en
tre 1,4787 (paralelamente ao longo eixo dos canaliculos) e 1,4797
{perpendicularmente ao longo eixo dos canalicules). Também no in-
terior dos canaliculos da dentina cariada existe uma gqueda do va-
lor do indice de refracdo, quando comparado com o interior dos ca
naliculos da dentina nmerbadia Ressalte-se que nao possivel calcu--
iar o indice de refracAo do interior dos canmaliculos dos dentes -
desgastados, provavelmente em virtude da perda de material no pro
cesso de desgaste.,

A regifio profunda da zona 2, morfologicamente menos de-
sorganizada gue a regido anterior, apresentou os seguintes resul-
tados: para a dentina intercanalicular cbteve-se um valor ao re-
dor de i§4679 para os dentes descalcificados e 1,5050 para 08
dentes desgastados, A dentina pericanalicular apresentou valores
em volta de 1,5050 para os dentes descalcificados e desgastados,o
que vem reforgar a hipétese de que a dentina pericanalicular é
pouco afetada nas regides profundas da carie. 0 interior dos cana
1iculos, nes dentes descalcificados, tem o seu indice de refragéo
ao redor de 1,4679, Como se nota, nas regides menos alteradas pe-
la ehrie, o indice de refracdo das estruturas & mais elevado, a-
proximando-se mais dos valores da dentina normal,

A dentina esclerosada, com excegao do interior dos cana
ifeculos, ndo demonstrou sinais de alteracdie morfoldgica. 0 contras
te de fase mostrou aspectos semelhantes, no gue tange aos indices
de refragidoy da dentina intercanalicular, pericamalicular e do in
terior dos canaliculos., Os valores dos indices de refracie destas
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soviunturas, tanto em dentes descalcificados como em dentes desgas
tades, foram semelhantes, estando situados entre 1,5050 e 1,6541,
ou seja, dentro de um intervalo onde se colocam 08 valores - obti-
dos por VIDAL para as estruturas da dentina normal, o que parece
comprovar que a dentina esclerosada & pouco afetada em sua inte-
gridade morfologica. Deve-se excetuar das consideragtes acima o
interior dos canalieulos$ que demonstraram, na dentina esclerosa-
da, possuir um fndice de refracho superior ao indice de refracédo
do interior dos canaliculos da dentina normal, Levando-se em con-
ta o fate de que o interior dos canaliculos da dentina esclerosa-
da estd obliterado por material caleificado, essa elevacao do seu
indice de refracfio parece explicado.

5,1.3 ~ Dentes descalcificados e desgastados examinados em

campo escuro,

A microscopia de campo escuro baseia-se na iluminagdo o
biiqua sObre um objeto a examinar, iluminacho essa incidente s6-
bre todos os lados do objeteo, excluindo-se a iluminacdo direta, -
Este processo permite a visualizaca@o de detalhes que podem passar
desapercebidos em iluminac¢8o comum ¢ até mesmo em contraste de fa
ge,

A discussdo dos resultades obtidos através deste método,
torna-se problemitica, uma vez que ndo hi noticias de trabalhos s0
bre dentina cariada neste campo. 05 exames dos dentes descaleifi-
cados ¢ desgastados permitiu a perfeita visualizagdo da zona 1, -
branco-leitosa homogenea. Conforme se depreende da analise dos re
suitados; a tonalidade branco-leitosa da zona 1 fol se esmaecende.
a medida gue se elevava o indice de refragdo do meio de embebicho.
£ bastante provével que, como a8 zona 1 parece ser constituida pre .
dominantemente de matéria organica, o meio de embebiclo penetre -
na estrutura, tornando-a gradativamente indistinta, conforme dimi
nud a fluidez dos meios de embebicfo, Isto porém ndo afasta a hi-
poiese de gque também o exame em campo escuro sofra, de uma manei-
ra Gireta, a influencia de indice de refragdo.,

A regifo superficial da zona 2 apresentou, tanto nos -~
dentes descalcificados como desgastados,um aspecto algo leitoso -
da dentina intercanalicular,semelhante & aparencia da zona l.Isto
parece reforcar a hipdtese de uma profunda descalcificacfo desta
estrutura nesta area,0 cnnteﬁdO-canalicular,eshranquiqadé,confirw
ma a sua natureza predominantemente organica.A presenca de rema-—-
nescentes da dentina pericanalicular evidenciam a sua grande re-
sistencia,

A regifio profunda da zona 2 mostrou o mesmo aspecto do
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contendo capalicular, esbranquicade; a dentina pericanalicular, -
nestas regides, mostrop-se ﬁnt@grag reforcando a teoria de sua -
maior resistencia a chrie, quando comparada a dentina normal. A
dentina intercanalicular nae mostrou, nesta area, aspecto branco=
lzitoso, o que demonstra que a descaleificacdo nac atingiu um es-
tAgio adiantado,

4 dentina esclerosada confirmou a sua integridade morfo
lbégica, tanto da dentina intercanalicular como da pericanalicular,
A aparencia do interior dos canalfculos foi semelhante & da denti
na intercanalicular, sugerindo que existe um material mais minera
lizado obliterando o5 canalienlos,

5.2 - TOPOQUIMICA

5.2,1 ~ Metodos para Mucopolissacarideos dcidos

a} Basofilia metacromatica com Azul de Toluidina

O guadros ITL e IV refletem os resultados obtidos -
pelos exames de basofilia metacromitica nas duas téchicas utiliza
dag. Da anfilise destes quadros, deduz-s¢ gue a metacromasia dos -
cortes examinados na propria solucdo corante fornece melhores re-
sultados. Os cortes desidratados pelo Alcool ndc produziram resul
tados positivos abaixo de pH 3,8, sngnanto o8 cortes embebidos na
propria solucidc corante revelaram em algumas zonas, metacromasia,
mesmo em pH 1.7, Isso demonsira que o Alcool produz alteracSes na
coloragdo metacromatica, Desta maneira essa discussio sers basea~
da nos resultados do guadre IV,

A zona 1 apresentou duas camadas de reacdes diferentes.,
A camada mais exierna mostrou predominancia de 4reas fortemente -
aortoeromaticas, entremeadas com algumas Areas metacromiticas, A
ortocromasia desapareceu a pH 3,3, enguanto a metacromasia persisg
tin, fracamente, até pH 3,0. As Areas oriocrombticas representam
provavelments, regides onde a desorganizagéoc estrutural atingiu a
gstruturacae macromolecular, mudando a econfiguragio € g dispoSi-—~
cao de grupos polares das moléculas. Por eutro lado, podem ter-se
corado subsianciss oriundas de atividades bacterianas.

A forite metacromasia observada a pH 5,0 na camada inter
na das zona 1 nio indica obrigatoriamente gue ela seja devida so-
mente a mucopolissacarideos Acidos, wma vezx gue outras substancias
sho metacromiticas a esse nivel, ndc havendo especificidade.

Quanto a distinclo entre mucopolissacarideos carboxili-
cos e sulfatados, tem—-se a comentar o seguinte: empregando~se o
Azul de Toluidina para essa distingdo, segundo SPICER (1960), =
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basofilia pHL}5 teria o mesmo signifieado que a basofilia do Azul
de Alcian a pH 1 (especifica para radicais sulfatados). MUNHOZ . -
(1967) considerou, em seu trabalho sobre gléndulas salivares, que
6 Azul de Toluidina a pH 2,2 teria o mesmo efeito do Azul de Al-
cian empregado a pH 1, : - -

LANDSMEER, citado por LISON (1960 g), considerou- que-as
estruturas que se coram metacromaticamente abaixo-de pH 3,4 con~
tem. grupos fortemente deidos, como fosfato e principalmente sulfa
Los, N

Como se ve, as opinides dos autbres ndo coincidem; -va-
riande de trabalho para trabalho. A dentina, sendo um tecido onde
o8 mucopoelissacarideos acidos nio se encontram em estado livre, e
#im ligados a outras substancias9 nao apresenta a mesma facilida~
de-em exibir metacromasia, como por exemplo, gléndulas, onde o8 .
mucopolissacarideos Acidos se encontram em estado mais deteetével.

Levando-se em conta essas consideragées, atribuiu-se- a
metacromasia obtida a pH 3 ou inferior, como sendo devida a muco-
polissacarideos écidos contendo radicais sulfato; acima de pH 3
até pH 4, a metacromasia se deve a mistura de mucopolissacarideos
acidos carbexilicos e sulfatados. Os testes de metilagdo seguida
de saponificaglo e a digestdo pela Hialuronidase, testicular con
firmaram ¢ssas afirmagbes, como sera discutido adiante.

Assim sendo, a positividade da camada interna da zona 1l
an Azul de Toluidina em todos os pH realizados indicam a presenca
de mucopolissacarideos acidos dos tipos carboxilico e sulfatado.

A regiao superficial da zona 2 acuson metacromasia do
material interno dos canaliculos, além de pequenas granulacdes or
tocromaticas. Quan#o a origem do material intracanalicular, os e-
lementos sao insuficientes para que se possa fazer uma afirmagio
definitiva. Se esse material provém de restosdos prolongamentos o
dontoblésticos ou das paredes canaliculares, ou de ambos, & uma
guestAo gue permanece no terrenos; das hipéteses. Tomando-se por -
base os exames morfoldgicos com o Tricromice de Mallory, parece -
razoavel que esse material provenha, em sua maior parte, dos res
tos dos prolongamentos odontoblasticos. Contudo, nao se deve es~
guecer gue substancias exégenas devem estar presentes, representa
das pelas bactériass e seus produtos de metabolismo.

A reacdo metacromatica désse material intemcanalicular
permanece positiva mesme a pH 1,7, o gue indica seja ela devida a
uma mistura de mucopolissacarideos Acidos carboxilicos e sulfata-~
dos, além de outras substancias.
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Além dessa substanciaamorfa intracanalicular, foi nota-
da & presenca de granulacdes artaﬁraméti@asg citadas por BRADFORD
(1837} tais gramulagbes, segundo este autor, nido devem ser -con-
fundidas eom bacteérias, com o gue se pode concordar plenamente. -
VIDAL {18961}, relatou que essas granulactes pareciam ser consti--
tuldas de protefnas; carbsidratos e mucopelissacarideos Acidos, O
autor déste frabalho ndo constatou reagdo positiva nessas granula
coes,com nenhum método especifico para mucopolissacarideos &eidos.,

A dentina pericanalicular na regiso superficial da zona
=, wmbora desagregada, permanecen exibindo mefacromasisa atépr~w~
2,5. A reagBo metacromatica @ de intensidade moderada, mesmo aos
niveis mais altos de pH, A dentina pericanalicular nermal exibiu
forte metacromasia ate pH 3,5, o que corrobora os achados de
SYMONS (1980}, Nesta regifc da zona 2, a metacromasia da dentina
pericanalicular decresceu ow intensidade, provavelmente em virtu-
de do seu estado de desagregacio estrutural e consequente despde-~
limerizacée,

-Constatou~-se, nesta pesquisa, a perda de intensidade me
tacromatica da dentina caviada, que ¢ mais evidente na regific in-
tercanalicular, SOGNNAES e WISLOCKI {1930}, ENGEL (1930), MARTENS
¢ eol, (1859} ¢ MACHA e wol. (1968) afirmaram gue ha uma diminui-
¢an geral de metacromasia na zona cariada. De conformidade com os
resultades desta pesqguisa, a afirmacio dos autores acima & verda-
deira somente no que concerns as dentinas intercanalicular e peri
canalicular, ja que o material intracanalicular tem a sua wetacro
masia aumentada. o

A metacromasia da dentina intercapalicular da regifo su
perficial da zona 2 desapareceu completamente, mesmo aos niveis -
wmais elevados de pH, Tal fate confirma que nessa zona bhouve uma
perda notavel de mucopolissacarideos acidos, levando-se em conta
a metacromasia da dentina normal, due permanece metacromatica até
pH 33

SOGNNAES ¢ WISLOCKI (1850), ENGEL (1950), MARTENS e ¢ol.
{1959), MACHA e eol. (1@66) e TOTO (1966), s&o unanimes em  afip
may gue pcorre na dentina cariada, uma despolimerizacio de mucopo
tissacarideos Acidos, devida as atividades despolimerizantes do
processo carieso, Embora esse fato seja confirmado pelos resulta-
dos da presente pesguisa, ¢le somente ocorre em sua prenitude nas
zonas onde a desagregacas das estruturas esth completamente esta~
belecida, como no caso da regiaoc superficial da zona 2,
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No presente trabalho observou-se um aumento geral da
metacromasia na regiéo profunda da zona 2, que & uma zona onde as
alteragoes resultantes.do. processo de carie ja se fazem: notar, em
bara menos severamente. £ fato conhecido que as macromoléculas dé
mucopolissacarideos Acidos estdo intimamente associadas ao colag&
no (VIDAL, 1964 a, BANGA e BALO, 1965). Como o equilibrio déste -
somplexo € rompido através dos mecanismos destrutivos do processo
carioso (ENGEL, 1950), as macromoléculas de mucopolissacarideos 4 a
cidos serao dissociadas das proteinas, Desta maneira, muitos radi

cais que fazem parte das moléculas de mucopolissacarideos é&cidos
tornar-se-ao livres, produzindo um aumento da metacromasia nesta
aitura. Bste fato parece ocorrer nas regioes profundas da.zona 2,
onde a atividade destrutiva da carie nao produziu destruigio to-
tal. Com o evoluir do protesso, os mucopolissacarideos acidos so-
frem despolimerizagie, reduzindeo-se as fracdes mais simples, con-
dicdo que os torna pouco ou ndo detectéveis. Néste ponto, é evi--
dente que a metacromasia diminui ou mesmo desaparece, de conformi
dade com o estado de agregacao da estrutura. E provavel que seja
este o mecanismo segundo o qual a regifo superficial da zona 2 -
perde as suas propriedades metacromaticas,

A dentina pericanalicular, na regiac profunda da zona 2
mosirou metacromasia mais intensa gue aquela apresentada pela re-
giao superficial da mesma zona; aoc mesmo tempo, & pouco menps me~
tacromatica que a correspondente da dentina normal. Isso demobis—-—
tra gque os mucopolissacarideos acidos comegam a sofrer despolime-
rizacdo, embora a dentina pericanalicular nao demonstre outros si
nais de alteragdo, estando, inclusive, morfologicamente integra.O
material intracanalicular nesta regifio 2 mais metacromitico  que
aguele observado na regifio superficial, o que indica inicio de al
teracdes no interior dos canalicules.

A dentina esclerosada foi estudada histoquimicamente -~
por SYMONS (1960), que a chamou de dentina cromofoba. Segundo es-
te auntor, somente a regiac imediatame-te periférica ao canaliculo
dentinario exibe metacromasia ao Azul de Toluidina. 0s resultados
desta pesguisa indicaram fraca reacgao pesitiva da dentina interca
nalicular até ao nivel de pH 3,5, o que pode indicar a presenga ~
de mucopolissacarideos acidos, Alids, a dentina intercanalicular
normal apresentou os mesmos resultados, o gque sugere que a porc¢ao
intereanalicular da dentina esclerosada nao sofreu alteracoes, pe
lo menos no que tange as suas propriedades metacromaticas, No in-
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terior dos canaliculos da zona 3, ndo forah notados os prolongamen
tos odontoblasticos, nem qualguer material obliterante; foi detec
tada apenas uma tenue sombra metacromatica, a pH 5 e 4, nao tendo
portanto maior significado histogquimico,

A dentina pericanalicular da zona 3 apresenton reagao ~
metacromatica a todos os niveis de pH; a coloracdo, entretanto, &
menos intensa do que do que aguela da dentina normal, o gue indi-
ea certa perda de mucopolissacarideos Acidos.

MACHA e col. (1966) relatasram que a dentina esclarosada
sofre uma perda de mucopelissacarideos acidos menor que a perda
sofrida pela dentina cariada, fato esse concorde com os resulta--
dos da presente pesquisa. Também foi afirmado por esses autdres -
que existe um halo de positividade a metacromasia no limite exter
no da zona pericanalicular. Na presente pesquisa, entretanto, en-
controu-se reacgdo metacromatica positiva em toda a dentina perica
nalicular,

b} Reacoes do Azul de Alcian pH 2,5

Este méteodo foi preconizado por LISON (1954) para colo-
ragdo de glucideos contendo radicais com funglo aeida, sem distin
¢éo de grupos, O confronto dos resultados obtidos pelo Azul de
Aleian pH 2,5 com aqueles obtidos através da basofilia metacroma-
tica com Azul de Toluidina {(Quadro IV) sugere que as reac¢des do
Azul de Alcian pH 2,5 saoc sensivelmente semelhantes as reac¢les do
Azul de Toluidina pH 3,5. Confirma-se desta maneira que a reacao
do Azul de Alecian pH 2,5 é positiva para mucopolissacarideos Aci-
dos de uma maneira geral.

A zona 1 mostrou-se positiva ao Azul de Alcian pH 2,5,
sendo comprovada a presenca de mucopolissacarideos écidos, parti-
cularmente na camada internd.

SYMONS (1961), trabalhando com a dentina normal, usoun
o Azul de Alcian a pH 2,6 e relatou gue a dentina intercanalicu--
lar era mmito fracamente corada. 0s resultados da presente pesqui
sa, na dentina normal, confirmaram a afirmacao de SYMONS. Nas
zonas cariadas, nado houve coloracio da dentina intercanalicular -
da regiac superficial da zona 2; na regiao profunda, esta estrutu
ra apresenton reacao positiva. Iste comprova o aumento de metacro
masia verificada neste local.

A dentina pericanalicular normal, segundo SYMONS (1962)
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cora-se profundamente com Azul de Alcian pH 2,6. Os resultados do
presente trabalho para a dentina pericanalicular normal =80 seme-—
lhantes, embora a coloracdo ndo tenha sido forte, tendendo mais
para moderada. Nas zonas cariadas, a dentina pericanalicular exi-
biu fraca reagie na regidoc superficial da zona 2, e reacho de mo-
derada para forte na regiao profunda da mesma zona, fsses - -acha-
dogs confirmam o gue j§ foi discutide na parte cerrespﬁndente-é-hg
sofilia metacromatica, ou seja, presenga de mucopolissacarideos a
cidos nesta estrutura, mesmo em se tratands de area ji afetada.

Ao gue parece, a despolimerizacioc de mucapolissacaridew
os avidos na dentina pericanalicular & mais lenta que na - -denti-
na intercanalicular. Isso pode ser devido a maior resisténcia des
ta zona as alteragdes decorrentes do processo cariosce, e também -
ac seu maior contendo de mucopolissacarideos Acidss, em relacao a
dentina intercanalicular.

Da andlise geral dos resultados do Azul de Alecian pH
2,5, confirmou-se a diminuigio de mucopolissacarideos Acidos na
regiae superficial da zona 2, ao contrario do gue aconteceu - na
regino profunda dessa mesma zona onde houve aumento da reacdo po-
sitiva.

Na zona d houve apenas positividade na dentina pericana-
lieular, confirmando resultados anteriores,

¢} Reagdes do Azul de Alcian pH 1

Diversos trabalhos de investigagio sobre identificacao
de mucopolissacaridecs fcidos sugerem Que o abaixamento do pH da
solugio do corante basico para valores proximos ao pK do grupo -
suifato, torna essa solucho eorante seletiva para esse grupo (SPI
CER, 1960, JOHNSON & col., 1962).

Com base nesses resultados, LEV e SPICER (1964) compro-~
varam gque estruturas contendo grupos sulfato coravam-se, especifi
camente, pelo Azul de Alegian a pH 1.

Nestas condicdes, empregou-se na presente pesquisa o A-
zul de Alcian pH 1, procurando-se corar seletivamente o8 radicais
sulfato,

Confrontando-se os resultados obtidos com o Azul de Al~
cian pH 1 com os obtidos através da Basofilia metacromitica com
Azul de Toluidina {Quadre IV}, observa-se que o Azul de Alcian -~
pH 1 corresponde, mais ou menos, ao Azul de Toluldina empregado -~
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& pH 3. As diferencas observadas, principalmente no que tange a
reacio mais acentuada do Azul de Alcian, devem ser levadas - em
conta da maior especificidade do Azul de Aleian pH 1 aos grupos -
sulfato.

A camada externa da zona 1 mio exibiu reagao ac Azul de
dlcian pH 1, o que confirma a inexisténcia de mucopdlissacarideos
acidos sulfatados nessa area. Em contraposicao, a-camada  interna
apresentou forte reagao, centendo, pois, grande quantidade de ra-
gicais sulfato em condiges detectaveis., Isto comprova mais - uma
ver a maior especificidade do Azul de Alcian pH.1 sobre o Azul de
Toluidina, para identificacfio de grupos sulfato,

Na regisoc superficial da zona 2, o.contetdo canalicular
exibiu reagdo mederada, ecomprovando a presenca de~mucopalissacari
deos sulfatados. A dentina pericanalicular, bastante alterada,pro
duziu reacao fraca, enquanto a julgar pelos resultados, nao exis-~
te® mucopolissacarideos Acides contendo grupos sulfato,(provével—
mente ja despolimerizados,ou inexistentes)na dentina intercanali-
cular, A regiao profunda da zona 2 exibiu grande gquantidade de
mucopélissacarideos Acidos sulfatados no interior dos canaliculos
confirmando resultados anteriores. A dentina pericanalicular,apre
seguntou grande gquantidade de_muCOpclissacarideos-écidos sulfatados,
demenstrando ao que tudo indica, sofrer um principio de despolime
vizagao,

Quanto a dentina intercanalicular da regido profunda da
zona 2, tem-se a dizer gue ela nao reagiu aos testes coem o  Azul
de Alcian pH 1. Como nos métodos anteriores essa zona reagiu mais
intensamente que a propria dentima intercanalicular normal, pare-
ce licito supor que a forte reacao metaerom&tica al verificada an
teriormente, era devida a radicais carbexilicnsn Isso é confirma-
do pela ausencia de positividade a metacromasia em pH 3 ou infe--
riores, e ainda, ausencia de reacio ao Azul de Alcian pH 1,

A dentina esclerosada mostrou a presenga de pequena -
guantidade de radicais sulfato localizada na regido pericanalicu-
lav, confirmando os resultados anteriores,

d) Fluoresceéncia pela Corifosfina

Sae poucos os trabalhos realizados por meio de Microsco
pia de fluorescéncia, em relacdo a dentina cariada. BENEDICT -
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{1929) e ARMSTRONG (1963 a e 1963 b) realizaranm pesquisas- nesse
sentido; entretanto, esses autores limitaram-se a investigar &
fluorescéncia natural da dentina cariada. As suas conclusdes suge
re gue a dentina cariada tem a sua fluoresceéncia natural bastan-
te diminuida,

Em 1966, VIZIOLI e VIDAL desenvolveram um método para
detecgdo de mucopolissacarideos écidos, usande a Corifosfina, um
corante acridinico. Como ésse método demonstrou ser altamente sen
sivel, foi aplicado nesta pesquisa, com o propdsito de se confir-
mor ¢ complementar os resultados obtidos com os demais métodos pa
ra mucopolissacarideos acidos,

As estruturas contendo mucopolissacarideos Acidos, exi-
bem, apds a fluoroeromizaclo, uma fluorescencia alaranjada, gue
decresce em intensidade em Pelagddidireta com o pH da solugdo ce-
rante. Os resultados obtidos confirmaram integralmente aqueles op
tidos com Azul de Teluidina,

Entretanto, foi notado um detalhe interessante, nao re-
lacionado com mucopolissacarideos Acidos, mas sim com a fluores—-
cencia da dentina intercanalicular. As estruturas comtendo colége
no, guando fluorocromizadas com corantes acridinicos, exibem fluo
resceéncia verde intensa, como relatado por VIZIOLL e¢ FERNANDES -
{1965). Isto revelou-se valido para a dentina intercanalicular -
normal, gue exibiu forte fluorescéncia verde. Nas zonas cariadas,
especialmente na area correspondente a regido superficial da zona
2, houve uma queda de intensidade de fluoresceéncia, que se tornou
verde pardacenta e sem brilho, Essa diminuicfio da fluorescencia &
significativa, podendo indicar alteragoées nos componentes organi-
cos da matriz dentindria. AliAds, um fenomeno semelhante foi rela-
tado por VIDAL (1964 b), que detectou perda de fluorescéncia nas
zonas de desinsergao de tendoes de cobaia desinseridos, usando ou
tro fluorocromo, o amarelo de tiazol, |

e¢) Tratamento pela Hialuronidase Testicular

Segundo LISON (1960 a), a hialuronidase testicular tem
acfio ndo somente sobre o &cido hialuronico, mas tambéem sObre o a-
cido condroitinsulfirico (tipos A e C) e ainda sobre o queratosul
fato,

Os resultados obtidos por ¢ste tratamento, espelhados -
no gquadro VII permitiram as seguintes ebservagﬁes:
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A camada-externa da zona 1 nio apresenton metacromasia-
em condigdo alguma, o que sSugere que as areas metacromiticas -obti
das com cortes-testemunha até pH 3,5 eram devidas a 4cido hialurd
nico, que foi hidrolisado pelo énzimo. Alids, a falta de reagdes
positivas ao Azul de Alcian pH 1 e ao Azul de Toluidina em pH -
igual ou inferior a 3 confirmam a auseéncia de Mucopolissacarideos
acidos sulfatados nesta Area.

A camada interna da zona 1 mostrou Areas metacromiticas
resistentes ao tratamento, mesmo ae-nivel de pH 3, © gque demong--
tra certa gquantidade de mucopolissacarideos écidos-sulfatadcs;prg
vavelmente do tipo condroitin-sulfirico B, Isto ndo exclui a pos-
sibllidade de existirem, na camada interna da zona 1 outros polis
sacarideos Acidos sulfatados, como Acido condroitin-sulfarico ti-
pos A e C, nac resistentes ao tratamento. Entretanto, a maior -
quantidade parece ser mesmo representada pelo tipo B, jA que - -a
intensidade da metacromasia nesta area, apds o tratamento enzimi-
co, foi praticamente a mesma dos cortes-testemunha, .

Na regiao superficial da zona 2, com excecdo dos rema-
nescentes da dentina pericanalicular, as demais estruturas denti-
narias ndo demonstraram metacromasia apds o tratamento. Em se tra
tando de uma area em fase de completa despolimerizacac dos muco~-
polissacarideos écides9 era de se esperar tal resultado, A meta--
eromasia do material interno dos canaliculos atingides pelo pro-
cesso de carie desapareceu completamente, o que indica gue tal
reacdo era conferida por Acide hialurdnico efou Acido condroitin-
sulfhirico, tipos A, C ou ambos. A presenca deste @lpimo tipo -
{condroitin-sulfiirico) em suas variedades A e C parece confirmada
pelas reacdes positivas obtidas com Azul de Toluidina em pH igual
ou inferior a 3 e Azul de Alcian pH 1. Ao mesmo tempo, isto suge~
re que nic h& presenca detectavel de condroitinsulfato do tipo B
nesta regide intracanalicular, devido a falta de positividade a
wmetacromasia apds o tratamento pela hialuronidase testicular,

A dentipa pericanalicular, nesta regido superficial, de
mostrou possuir pequena guantidade de hdeido condroitin-sulfirico
tipo B, observaclo esta ratificada pela fraca positividade apos
o tratamento enzimico. LONGHI e SASSO (1963) detectaram o Acido
condroitin-sulfirico tipo B nesta regifo da dentina normal. BEsta
constatacao foi confirmada pelos resultados desta pesquisa,

A dentina intercanalicular nido apresentou, na regiao sy
perficial da zona 2, nenhuma metacromasia, o que comprova resulta
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dos obtidos-anteriormente, sobre a completa despolimerizacao de
mucopolissacarideos dcidos nesta area, -

Na regido profunda da zona 2, o contehdo canalieular- -~
conservou -metacromasia ateé pH 3, sugerindo a presenca de condroi-
tinsulfato tipe B. Como nao houve reagao positiva a metacromasia
o interior des canaliculos da regiao superficial, o condoitinsul
fato B ali presente deve ter sido despolimerizado anteriormente, -
Dessa maneira, parece comprovado que o material inteacanalicular
contém, além de 4cido hialurdnico, os trés tipos de condroitinsul
fate. A quantidade de condroitinsulfato B parece ser pequena -no
material intracanalicular, sendo provavelmente rapidamente despo-
limerizada na regifo superficial. Na regido profunda, como se su-
poe gue a despolimerizacdo ainda ndo se completou, este tipo de
mucopolissacarideo dcido ainda & detectavel,

As observacgOes realizadas na zona 3 apenas confirmaram
a presenca de condroitinsulfato B na dentina pericanalicular, A
metacromasia verificada na Area intercanalicular desta zona era,-
provavelmente, devida a Acido hialurdnico em pgquena quantidade.-
As demais estruturas naoc demonstraram metacromasia, em concordan-
cia com os resultados j& obtidos.

Finalmente, resta assinalar, para confirmagédo geral,que
o Acido condroitin-sulfiarico foi isolado por HESS e LEE (1832), -
gque demonstraram assim a sua presenca na dentina normal,

£} Reagdes de bloqueio
1) Metilacéao:

A metilagdo, provocando a esterificacdo dos grupos car-
hoxilicos, torna-os ndo ionizéveis; consequentemente, sdo aboli~--
das as reacdes de metacromasia devidas a mucopolissacarideos &ci-
dos gue contém esses grupes, quando corados pelo Azul de Toluidi~
na (FISHER e LILLIE, 1954). Os mesmos autores observaram ainda -~
que a metilacdo suprimia também a metacromasia devida a grupos -
sulfatados, através de uma dessulfatacho,

A metilacfo efetuada sobre os cortes de dentina cariada
¢ normal, na presente pesquisa, aboliu completamente a metacroma-
sia das estruturas.

2) Metilacao seguida de Saponificagio:

A saponificaclio pela potassa alcoblica, efetuada apds a
metitag8o, restabelece os grupos carboxilicos primitivos e restau
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ra as reagoes de metacromasia das estruturas que contem tais gru~
pos. Entretanto, a saponificagiio ndio tem agfo sobre os grupos sul
fatados (LILLIE, 1958; SPICER e LILLIE, 1959).

Os resultados do presente trabalho apontaram o retorno
da metacromasia até o nivel do pH 3,35, Essa metacromasia foi pou-
¢o menos intensa em determinadas areas (como a dentina pericanali
cular), em relacdo a metacromasia apresentada pelos cortes-teste-
munha, Essa ligeira diminuicdo da metacromasia pode ser atribuida
aos mucopolissacarideos Acidos sulfatados, que sofrendo dessulfa-
tagdc, nio mais tém condicdes de apresentar reacfo positiva,

A pH 3 ou inferiores, todas as estruturas nio mais apre
sentaran metacromasia. Isso vem confivrmar que a metacromasia  a-
presentada pelas estruturas a pH 3 e inferiores era devida a muco
polissacarideos Acidos contendo radicais sulfatados,

5.2.,2 - Métodos para Polissacarideos neutros
a) Método do Acido Periddico-Schiff (PAS)

A reagdo do acido periddico-Schiff & frequentemente con
siderada como indicativa de radicais vie~glicol (~CHOH-CHOH)}, e
portanto sugerindo a presenca especifica de um pﬁlissacar{deo,aig
da gue, conforme adverte LISON (1960 b), isso somente seja verda-
deirs em estruturas onde a presenga de glucideos tenha sido ante-
ricrmente comprovada.

Entretanto, deve-se levar em consideracao que também
as giiceprﬂte{nas e as mucoproteinas dao reactGes positivas a0
PAR,

| A zona 1 mostrou forte reacgdo positiva, sem distingao -
de camadas, B muito dificil precisar se essa positividade deve-se
somente a polissacarideos neutros, como se poderia pensar de inde-
cio, Esta zona estd em contacto intimo com o meio exterior, sendo
tocal de ingmeras reacdes bioguimicas oriundas de atividade bacte
FLABAS.

MARTENS e col. (1959) relataram que as propriedades co-
rantes da dentina pelo PAS dao uma idéia do grau de polimerizagéo
do tecido. Sugerem qQue como resultado da carie, os agregados pro-
teina-carboidratos da dentina sdo despolimerizados, e grupos mais
reativos se tornam evidentes, produzindo forte positividade ao
P45, B fora de divida que a zona 1 & uma regido de completa desa-
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gregacao do complexo proteina-carboidrato. De acerde com MARTENS
e ¢ol., seria uma regido propicia para apresentar forte poesitivi-
dade ao PAS, como de fato ocorre, Entretanto também & viilida a
hipotese de que as-gliceprcteiaa& existentes na 2ona 1 sejam res--
ponsaveis, pelo menos em parte, por essa reagio positiva.,

Na regido superficial da zona 2, o contefido canalicular
exibiu intensa positividade ao PAS, o gue confirma as observagoes
de SOGNNAES e WISLOCKI (1850) e MACHA e col. (1966). £ provavel -
gue o material interno dog canaliculos distendidos possua grande
guantidadeade polissacarideos neutros. No entanto, como existe -
nessa area grande concentracgio bacteriana, nao se pode afastar a
hipbtese de gue uma parte consideravel da reacdo PAS-positiva se-
ja devida acs corpos bacterianos e/ou seus produtos metabdlicos.,

SOGNNAES e WISLOCKI (1950) relataram que a dentina in--
tercanalicular ndo & corada pelo PAS, gquande atacada pelo proces-
sp de carie, 0s resultades da presente pesquisa ndo sao concordes
com essa afirmacgac, uma vez que a dentina intercanalicular caria-
da corou-se feortemente, a ponto de impedir, em alguns locais, =&
distingdo da dentina pericanalicular. Alias, esta reacdo PAS-posi
tiva foi também apontada por MACHA e col. (1966), que deduziram ~
gue isto significaria a preservagao de glicoproteinas no local,.Os
autores acima fizeram tal afirmagfio em virtude de a dentina inter
canalicular permanecer inalterada.apﬁa o tratamento pela amilase
salivar. Fntretanto isse apenas prova que essa ppositividade,pro-
vévelmenta, nio & devida a glicogénio, mas pode muito bem ser de-
vida, pelo menos em parte, a outros tipos de polissacarideocs neu-
tros. Desta maneira, parece mais acertado atribuir a positividade
da dentina intercanalicular, na regifio superficial da zona 2, a
polissacarideos neutros, tornados evidentes pelo processo de desa
gregacio estrutural e, também as glicoproteinas existentes na ma-
triz orgaAnica da dentina. Como a dentina & rica em feixes de cold
geno, que sao PAS-positivas, é de se esperar tal reatividade por
parte da dentina.

A dentina pericanalicular mostrou positividade ac PAS,
na regido superficial da zona 2. Evidenciaram-se assim as altera-
¢des decorrentes do processo de carie, que provocaram liberagao -
de grupos PAS-positives. Isto & bastante significative, recordan-
do-se gue a dentina pericanalicular normal é pouco PAS-positiva.

Na regifio profunda da zona 2, o aspecio do material in-
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tracanalicular foi semelhante ao observado na reglaoc superficial,
embora em menor quantidade. A dentina intercanalicular exibiu mo~
derada positividade, o que, segundo MARTENS e ecol., (1959) indica
grau de polimerizac8oc maior que aquéle-observado na regifdo super-
ficial e, acrescente-se, maior grau de uniéo{éom outros polimeres
bioldgicos., A dentina pericanalicular prosseguiu exibindo- reacao-
PAS-positiva, ewbora fracamentie, demonstrando um.grau menos adian
tado de modificacgBes, em relaglo a zona anterior,

A zona 3 mostrou moderada reagao positiva da dentina in
tercanalicular, semelhante: a dentina normal, sugerinde nio haver
alteragGes nos mucopolissacarideos neutros e glicoproteinas nessa
regiao, o gque concorda com os achados de MACHA e col. (1966). O
conteudo canalicular ndo apresentou reacdo alguma, nao sendo- evi-
denciados os prolongamentos odontoblasticos. Isso confirma que oS-
canaliculos da zona 3 sao obstruidos por um material PAS-negativo.
A dentina pericanalicular ndscexibiu positividade, o que pode con
firmar a integri*dade dessa estrutura pela ausencia de despblimeri
zagao de seus componentes,

b) Acido Periddico-Schiff apds tratamento pela Amilase sa
livar .

0s resultados ndo apresentaram diferenca alguma, em re-~
lagio aqueles obtidos pelo PAS sem tratamento prévio, o gue indi-
ca que as reagdes PAS-positivas observadas njo sao devidas ao gli
cogenio. Tal fato corrobora os achados de SOGNNAES e WISLOCKI -
{1950) e MACHA e col., (1966).

5,2.3 —~ Métodos para Grupos Protéicos
a) Acidofilia Total pelo método do Orange G

0 termo "acidofilia total” foi proposto por LISON -
(1960 e) para designar a determinacdo do nimero total de radicais
bésicos de uma proteina. Se uma proteina é colocada em uma solu--
gho muito Acida, de pH marcadamente inferior ao pK dos radicais -
carboxilicos, ela apresentaréas:

1) todos os radicais aAcidos (carboxilas) nao ionizades;

2) todos os radicais basicos (amino + guanidil + imida-

zol) ionizados, Ny
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Segundo LISON, nestas condigBes expostas acima,-a pro-
teina fixa anions, sendo que a capacidade total de fixaclo desses
anions depende unicamente do nimerc total de grupos bésicos ioni-
zados, € pao depende da natureza. dos- anions, Logo, em soluclo mui
to Acida, a capacidade de coloracio pelos corantes Aeidos dépendz
semente da quantidade de grupos bésicos.

Ainda segundo LISON, a determinacio da acidofilia total
pode ser realizada pelo método de DEITCH (1955), onde o corante .
usado & o amarelo de naftol S, a pH 2,78, fste nivel de-pH parece
demasiado alte, sendo opinidoc do autor desta pesguisa jue o-ceran
te acido usado poderia ter um pH.mais baixo, Empregou-se entaoc o.
Orange G a pH 1,7, numa modificacfio da técnica original de DEITCH.
Alids, o Orasge G j& foi empregado na detecgdo de proteinas da
dentina por SOLOMONS (1858), embera a técnica empregada por esse
autor tenha sido diferente.

A zona 1 demonstrou conter grande quantidade de radi-
cais bdsicos detectfiveis, o gque sugere a presenca predominante de
proteina no local, Isto concorda com os achados de ARMSTRONG -
(1858}, segundo os quais a matriz organica da dentina normal- & i
teraimente desintegrada pela colagenase, tornande livres grupamen
tos epsilon-amine e guanidilicos. Estas observagdes saoc reforga-—-
dasg pelos trabalhos de LITTLE (1959), ARMSTRONG (1959) e OPDYKE -~
(1980), gque enfatizam a positividade apresentada pela dentina eca-
riada aos testes para proteinas e sustentam que o contelide organi
¢o da dentipna & a ultima fraclo do tecido a ser destruida. Devido
a intensa positividade apresentada peia zona 1, pode-se sugerir -
que esta zona & formada, quase integralmente, de matéria arggnica
{mais especificamente, coldgeno), cujo estado de organizacio serd
discutide gquando se tratar dos resultados fornecidos pela birre--
fringencia,

Na regiao superficial da zona 2, o contetde canalicular
mostrou ser possuidor de grande quantidade de radicais bAsicos de
tectaveis, sugerindo a presenca de proteinas no local. Tambem fo-
ram notadas granulacoes positivas ao Orange G, em tudo semelhan--
tes aguelas observadas nos exames de basofilia. FEstas granulacgées
mostram possuir fracloe protéica,

A dentina pericanalicular, desagregada, nidc contém gran
de guantidade de proteina. Ao contraric, a dentina intercanalicu-
lar, pela sua reagado fortemeunte positiva, parece conter grande ~
fragho protéica. Como essa zona estd submetida a extensa desmine-
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ralizagao, essa afirmagéio parece ser procedente,

| Na regido profunda da zona 2, as reacdes das estruturas
foram moderadas; isto indieca que a quantidade de proteinas -em con
ﬁlQﬁﬁb detectaveis é.menor neste local, © que provavelmente se da
ve a menor desagregacdo da Area e, . consequentemente, uma presenca
menor de radicais basicos em condic¢oes de reagir,

A zona 3, da dentina esclerosadag apresentou reacoes se
melhantes a dentina normal, tanto na Area intercanalicular como -~
na pericanalicular, sugerindo nac haver modificac¢des, pelo menos
que fossem sensiveis a este mdtodo, MACHA e col. (1966) relataram
que na zona pericanalicular da dentina esclerosada.existem modifi
cacoes do celégena, chegande o mesmo a desaparecer. Estas conclu-
soes foram baseadas em estudos de birrefringéncia passiveis de re
paragao, Como 05 testes topoquimicos (em resultados obtidos pelo
Urange G) foram contririos a essa afirmacio, discutir-se-4 ésse
assunto quando se tratar da birrefringencia, 0 conteudo canalicu-
lar da zona esclerosada nac demenstrou reaclo positiva ao Orange
&, o gue parece sugerir qﬁe nio existem proteinas no local,

b) Determinaciio do ponto isoelétrico aparente

Segundo LISON (1960), o pento isoelétrico de uma protei-
na seria o pH onde o nimero de cargas positivas fosse igualado pe
1o nhmero de cargas negativas contidas nessa proteina, Nesse mo-
mento, a proteina, colocada em um campo eléirico, ndo migraria -
nem em direcdo ao catodio, nem em direglec ao anodio, A determina-
¢do correta do ponto isoelétrico & conseguida atraves da eletrofo
rese,

0 ponto isoelétrico aparente - "point isoéletrigue pré~
tenda" - representa o ponto onde se cruzam as curvas produzidas -
por dois corantes fum Acido e um baAsico) utilizados em solugdes -
de diferentes pH, desde 2,2 a 7,8 em intervalos iguais (método de
PISCHINGER, 1926). Segundo LISON éste ponto isoelétrico aparente,
nio deve ser confundido com aquele determinado pela eletroforese,
mas isso nao impede que as curvas obtidas em funcdo do pH sejam ~
documentos de valor no estudo das proteinas e das suas proprieda-
des eletropolares,

Nao se encontrou, nas pesquisas bibliograficas realiza-
das para este trabalho, qualguer mencio sébre a determinacao do
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ponto isoelétrice da dentina cariada. Em vista disso; -as -pesqui-
sas-foram orientadas no sentido de se determinar o ponto isocelé——
trico aparente das.dentinas cariadas e normatl, obtendo~se uma ba-
s para comparacdo.

Pelos resultados obtidos através das curvas de pH,- fi-
cou demonstrado que o ponto isoelétrice aparente“da dentina -caria
da (4,7) & inferior ao da dentina normal (5,1}, o que indica mui:
to provavelmente, que o processo de cérie provoca alteracbes - na
estrutura da proteina dentindria., Nio estd afastada a hipdtese de
gue o abaixamento do ponto isoelétrico aparente da regiao cariada
signifique somente alteracdes proteicas, mas também alteracdes
nos carbeidratos e outras substancias presentesna dentina, pois
nio se deve esquecer que todos esses elementos formam um verdadei
o complexo interdependente. De qualquer maneira,\éste-é~mais um
dade que fala a favor da desagregacio estrutural gue ocorre duran
te o processo carioso. Tal fenomeno certamente libera radicais f~
cidos dos mucopolissacarideos acidos e mesmo das proteinas, o que
pode explicar a maior reatividade da dentina cariada,

¢) Reacdo da Ninhidrina-Schiff para grupo Amino

A reacao da Ninhidrina-Schiff foi proposta por YASUMA e
FCHIKAWA (1983) para evidenciagdo do grupo amino, LISON (1860 £)
considera este método um processo seguro ¢ sensivel para demons-
trapao do radical RmCszNH . 0s resultados obtidos através desta
reagao permitem as seguintes observacgdes para a dentina cariadas

As reacodes observadas na zona 1 demonstraram grupos ami
no é&tectéveis, principalmente na regiae convencionada como cama~-
da interna, onde a reacdo foi fortemente positiva. Este resultado
estd de acordo com ARMSTRONG (1958), que afirma que a matriz orga
nica da dentina & literalmente desintegrada pela colagenase, ha-
vendo liberacdo de grupos epsilon-amino, entre outros,

Na zona 2, a regiaoc superficial apresentou fraca reagéo
positiva no interior dos canaliculos aumentados, confirmando a pre
senga de uma pequena quantidade de radicais amino no material in-
tercanalicular. A dentina pericanalicular ndo mostron reacio posi
tiva, de onde se deduz que esta estrutura ndo contém radicais amji
no, ou entae tais radicais ndo se encontram em condigdes detecta-
vels. A dentina intercanalicular mostrou conter, nesta zona, uma
guantidade moderada de radicais amine superior équela demonstrada
pela dentina normal.lsso demonstra que a positividade dessa area po
de ser devida a um aumento das condigOes de deteccao dos grupossasi
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gﬁﬁ%§§u9~provévelmente se deve as alteracdes que ocorrem na dentina in
: tercanalicular, B
A regido profunda da zona 2 apresentou fraca positivida
de & reagdo, no material intracanalicular e na dentina intercana-
licular, confirmando a menor desorganizagac dessa zona, que pos-
sul poucos radicais amino em estado livre,
A zona 3 mostrou apenas fraca reacio da dentina-interca
nalicular, aliids semelhante a da dentina normal, o que confirma o
estado relativamente integPor dessa frea,

d) Reacdo de Sakaguchi para grupe guanidil

Os resultados indicaram fraca reacao positiva na zona 1,
ARMSTRONG (1958) afirmou que na dentina cariada existe liberacao
de radicais guanidilicos, entre ocutres, Como a reacdo foi negati-
va nas demais zonas de carie e na dentina esclerosada, parece que
os radicais guanidilicos somente sdo liberados nas zonas completa
mente desorganizadas, como a zona 1.

e) Dgsaminacao

Conforme era de se esperar, a desaminagac provecou sen-
sivel gueda na intensidade de coloracdo pelo Orange G, nos locais
atingidos pela carie. Parece valido supor, em vista disse, que a
intensa reagfo positiva observada nas zonas de carie era, em sua
gquase totalidade, devida a radicais basicos presentes nesses lo-
cais, liberados em virtude das alteracles ocorridas nas proteinas
da matriz dentindria. Parece entdo que o Orange G & mais sensivel
para demonstragdo de grupos - N53+

5.2,4 -~ Método para Lipideos

Esta pesquisa foi orientada no sentido de se detectar a
presenca de lipideos em geral na dentina cariada, sem a preocupa-
cdc de classifica-los.

A zona 1 exibiu sudanofilia intensa, sem distincao de
camada, comprovando possuir lipideos em grande quantidade, © que
confirma os achados de SOGNNAES e WISLOCKI (1950). A procedencia
do material sudanéfilo & atribuida por estes autores a presenca -
de bactérias no local, uma vez gque segundo os seus resultados, a
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coloracdo somente se manifestava em locais invadidos pelos micro-
organismos. Esta afirmacao parece procedente, uma vez que a quan-
tidade de lipideos observada nesta zona, na presente pesguisa foi
demalis vultosa para ser devida apenas ao conteuade lipidico da
dentina. Em apdio a esta hipbtese, BODECKER (1931) relatou que a
dentina normal contém apenas 0,4% de lipideos totais, ¢ mais re-
centemente HESS (1856) fixou essa pereentagem em 0,36%, MILLER
(1963} afirmou que os corantes para gordura por ele utilizadas lo
calizaram-se na camada necrdtica (correspondente a zona 1}, e na
parte superior da camada destrutiva (correspondente a regiao  su~
perficial da zona 2), sendo esses os locais de infiltragdo bacte-
riana mais intensa,

| Na regido superficial da zoma 2, os canaliculos intumes
cidos mostraram-se obliterados por um material fortemente sudano-
filo, comprovando as afirmaqﬁes.&e SOGNNAES e WISLOCKI (1950) e
MILLER (1963). Entretanto, além désse material amorfo, foi consta
tada na presente pesquisa a presenca de granulacdes sudaméfilas,
semelhantes aquelas j& descritas nos exames de basofilia metacro-
matica e de grupos protéicos, granulagdes essas que demonstraram
conter lipidees,

As dentinas pericanalicular e intercanalicular nao reti
veram o corante nesta regiao, indicando ausencia de lipideos. Is~
to concorda com as ohservacgdes de SOGNNAES e WISLOCKI (1950) e
ALLRED (1966 a}, que tambem relatam a ausencia de celoracao da
dentina pericanalicular e intercanalicular nos locais mais severa
mente atingidos pelo processo de carie. ALLRED (1966 b) sugere
gque ambas as estruturas possuem componentes lipidicos no estado
normal? entretanto elas necessitam prévio desmascaramento para
exibir reacao positiva. Ainda segundo ALLRED (1966 a),a sudanofi-
lia da dentina pericanalicular decresce a medida que a lesao ca-
ricsa se torna mais severa. Esta afirmacao coincide com os resul-
tados do presente trabalho,

Na regiao profunda da zona 2, o© conteudo canalicular e-
xibiu identica reacdo aquela apresentada na Area anterior, sendo
gue a quantidade do material sudanofilo foi menor. Issc confirma
que a presenca de bactérias esta relacionada com a reagio positi-
va ao Sudan Black, peois nessa Area a presenca de bactérias & me-—
nor gue na area anterior, A dentina pericanalicular apresentou -
fraca rea¢do positiva, o que estd de acorde com ALLRED (1966 a).A
dentina intercanalicular permaneceu nao corada.
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A zona esclereosada apresentou fraca reagdo da dentina -
pericanalicular, que demonstrou assim conter pequena fracao lipi-
dica. 4 dentina intercanalicular ndo apresentou reagdo positiva,o
mesme acontecende com o conteido canalicular., Bste conteado, ao
que tudo ipdica, parece nac conter lipidios,

3.8 - ULTR&ESTRUTGRA_
5.3.1 - Dierofsmo

As bases fundamentais do fenomeno do dicrofsmo foram ex
planadas por VIDAL (1963, 1964 ¢) em um trabalho onde o autor a-
firma que o dicroismo apresentado por cortes corados pelo Azul de
Toluidipa traduz a ordenacdo meolecular dos mucopolissacarideos &-
cidos. Um breve resulo destas observagbes serd exposto a seguir,a
fim de proporcionar melhor compreamnsaoc do fenomeno e base para -
discussao,

"0s radicais =NH dos grupos quinonodiiminos estao li-
gados as moléculas de mucopolissacarideos Acidos nos radicais a-
nionicos, de tal sorte que a posicdo dos eletrons ressonantes das
moléculas de corante observem um "quantum” de luz, saltando para
niveis superiores de energia., Nesta posicdo, os feixes de colage-
no sho perpendiculares ao planc de polarizacio da luz (PPL). As
moléculas de mucopolissacarideos Acidos s&o entdo paralelas as mo
léculas de collgeno, tendo as moléculas do corante posicdo  per-
pendicular ao substrato de mucopolissacarideos as quais estao li-
gadas. Os feixes de colageno, nestas condigdes, aparecem dicréi--
cos. Ora, o dicroisme & um fenomeno devido A absorgie seletiva da
luz polarizada pelos eletrons ressonantes das moléculas do coran~
te, o qual, por sua vez, se prende de maneira orientada as molécg
las do subabtatoy guelsio os mucopolissacarideos acidos",

Partindo-se 4o acima exposto, preocurou-se detectar o di
croismo da dentina normal;_a fim de se comprovar o estado de orde
naqﬁa molecular dos mucopelissacarideﬂs feidos, Cumpre galientar
gue ¢ fenomeno do dicroismo & dificil de ser observade na dentina,
em virtude da complexidade desta estrutura. A dentina intercanali
rular normal apresentou dicreisma, o gue demonstra gque na dentina
integra, os mucopolissacarideos Acidos possuem orientagdo molecu~
tar,

Nas regides atingidas pela ¢drie, o dicroismo nic foi
obzervado, comprovando-se dessa maneira que a ordenacac molecular



dos mucopolissacarideos feidos foi desfeita,

Finalmente, resta uma observacfe sobre a auseneia - de
dieroeismo apresentada pela dentina pericanalicular nermal, A pri-
meira vista, poderia parecer gue esta estrutura nio possui ordena
cio molecular dos mﬁﬁﬁpﬂiiSS&C&Pﬁdeﬂﬁ“éﬁidﬁs?“yﬂﬁeﬁﬁﬂg’ partantG;
ser posto em davida o dicrofsme da.d&ﬁtina,intercanaiitular, des-
de gue se trata do wesmo complexo tecidual. £ pensamento do- autor
da presente pesquisa que o dicroismo nlo & detectado na dentina -
pericanaiicular em virtude da configuracao estrutural dessa 20na,
que & constituida de fibrilas coldgenas de trajeto espiralado ou
belicoidal, conforme relatado por SHROFF e col, {1956), OSSWALD -
(1863) e VIDAL (1968). E evidente que sata estruturacie torna im-
possivel a detecclo do dicroismo,

3 a R L3
3.3.2 » Birrefringencia
a) Birrefringencia em dentes descalcificados

Os trabaihos de KRAMER (1951), LENZ (19539), LITILE -
(1959), JOHANSEN e PARKS (1962), OSSWALD (1983) o JOHANSEN (1964)
relataram a natureza colagenosa da matriz organica de dentina. is
to foi confirmado atraves dos resaltades da presente pesquisa.

£ fate aceito que a cérie,as atingir a dentina, promove
a descaleificaclo da matriz.inﬁrgénica? efetuando  posteriormente
a lise da matriz colagenoss, Conforme comprovado pelos exames de
acidofilia, a Zona 1 & composta Quase exclusivamente de ﬁaiégenﬁ,
remanescente da descaleificacao gque all teve lugar,

Segundo VIDAL (1964 ¢}, os feixes de colagenoe constitu~
em~se em meio birrefringentie, sende gque a birrefriﬁggncia é resul
tade, em quase sua totalidade, da orientachio das moléculas de pro
teina, 0s feixes de colagenc integre sdo fortemente birrefringen-~
tes, e a diminaicde dessa birrefringencia signifieca a perda par-
cial da ordenacéc moleecular.

A zoma 1, comparativamente a dentina normal, perden uma
parte da sua birrefringencia, o que significa alteracBes na  sua
ordenagiio molecular, A fraca birrefringencia notada, mesmo no pop
to mhximo de extingdo, confirma que as fibras de coligeno tém di-
versas erientacdes, embora a orientacido predominante dos  feixes
seja paralela a superficie dental. Estas consideracfes suportam a
afirmativa de que o ccligeno da zona 1 guarda ainda certa estrutu
ragéo molecular,



A regido superficial da zona 2 mostrou fraca birrefrin-

gencia da dentina intercanalicular, predominantemente orientada -
em sentido perpendicular aos canaliculos, Entretanto; embora haja
predominancia nesse sentido, os feixes de coldgeno formam uma tra
ma fibrosa, havendo fibras em todas as direcoes { BRADFORD,1958a
LITTLE, 1959 e JOHANSEN, 1964), Esse arranjo rendilhado diminui - a
hirr&fringéﬁcia-da mairiz. Somandc~se a isso as alteracdes ocorri
das na ordenacgao das moléculas de proteina, & evidente que a bifn
refringencia se torna fraca,
) 0 conteado canalicular nesta zona exibiu fraguissima -~
I%zrreirlugen01a, Na dentina normal, o conteude canalicular possue
fraca hlrrefrlngeﬁcla que, muito prevévalmeﬁte, é conferida por -
pequenas fibrilas coligenas intimamente associadas com os prolon-
gamentos o&nntoblésticasg conforme demonstrado por JOHANSEN e
PARKS (1982) e OSSWALD (1963), A diminuicdo da intensidade de bir
refringencia do material istracanalicular na regifie superficial -
da zona 2 deve-se, com bastante probabilidade,as alteragdes do
seu conteudo,

A dentina pericanalicular tambem deve na sua birrefrin-
gencia as fibrilas coligenas de peguemas dimensdes existentes em
sua matriz. Essas fibrilas foram descritas por YAMAMOTO {1938) e
JOHANSEN e PARKS (1962). Pele mesmo mecanismo de alteraglo sugeri
do linhas atrds, também esta estrutura sofre perda parcial de
birrefringéncia.

Na regido profunda da zona 2, os fenomenos destrutivos
grévecadﬁs pela carie sho menos severos: a birrefringeéncia das
estruturas esth mais preservada. Observe-se que a birrefringen--
cia da dentina pericanalicular nao desaparece mesmo no ponto de
ﬁﬁ%inééo da 4rea, fato cemprovado anteriormente por KAYE ¢ HEROLD
{1966), em dentina normal. Sabe~se, pelos trabalhos de YAMAMOTO -
(1959), JOHANSEN e PARKS (1962), OSSWALD (1963), KAYE e HERCLD -
(1986} e VIDAL (1967), que as fibrilas coligenas da matriz perica
nalicular possuem trajeto espiralade, contornando o éanalicule,Eg
ga singular disposi¢lo permite a dentina pericanalicular apresen-
tar birrefringencia, qualguer gue seja a sua posigio em relacido -
ao plano de polarizaclo da luz, Na regifo profunda da zona 2, &s-
se Tenomeno pode ser chservado, o que sugere que as alteragoes es
truturais nesse local sdo de peguena monta, no que se refere ao
coldgeno. Na dentina intercanalicular, ao eﬂntrarieg ‘pedem ser no
tadas alteracgdes mais significativas,

PG



As observacoes levadas a efeito na dentina-esclerosada -
sugerem gue, embora esta zona apresente birrefringencia -mais - inten
ga da dentina intercanaliculav,~ela tambénm sofre wodificactes - ﬁ;
posicdo, em sey componente organico. Estas alteragbes sdo caracte
rizadas pela maior intensidade de. virrefringencia que-a dentina ~
normal, aliada a dlstlnta disposicdo de suas fihras ﬁalagenas tal
fato evidencia-ge pela p091gaa diferente em gue foi observada-
birrefringéncia mais intensa, quando comparada a dentina ‘normal, -
lsso parece comprovar que um estimulo severo pode provecar m&dlfi
cagbes na orientacde das fibras da dentina., GRADY e YAEGER 1965}
relataram que a dentina anormal produzida em ratos mostrou uma-di
ferenca de orientac@o das fibras de colageno, em relacho & denti-
na normal, No caso da dentina esclerosada, poder-se-ia sugerir. -~
gque os estimulos provocados a distancia pelo processo de carie te
riam um papel na deposicéo de material birrefringente com diferen
te orientacdo. Tal fenomeno revelaria a possibilidade de metabo--
tismo de colageno e MPA na dentina.

A zona pericanalicular da dentina esclerosada exibiu -~-
fraca hirrefringéncia, como ocorre na dentina normal; isso parece
sugerir que esta estrutura permanece integra, pelo menos no '-qae
concerne ao seu contetdo organico, MACHA e col, (1966) relataram-
que na zona pericanalicular da dentina esclerosada. existem modifi
cagbes do colégeno, chegando o mesmo a desaparecer. Essas afirma~
¢bes foram baseadas no desaparecimento da figura por eles denomi~-
nada de "cruz de polarizacfoe”, observada em cortes transversais -
da dentina normal., No presente trabalho, observou-se que essa fi-
gura # dewida as fibrilas coldgenas de disposicdc helicoidal que
existem na dentina pericanalicular, e também as fibrilas colage--
nas procedentes da dentina intercanalicular, predominantemente -
perpendiculares aos canalicnlos, Tante & assim que ao girar-se o
analisador em cérca de 0,53 graus, as figuras cruciformes desapare
cem, em virtude da queda de birrefringeéncia provocada pela dife--
rente posicéo do analisador, E evidente que ndo se pode chamar ég
te fenomeno de "cruz de polarizagfo”, conforme fizeram MACHA e
col, (1966). O verdadeitro exemplo da cruz de polarizacdo & dado
pelos cortes de dentes descalcificados ndc submetidos a desparafi
nacaoc, Neste caso, a dentina normal cortada transversalmente exi-
be no interior dos canaliculos uma cruz, imagem essa conferida pe
1a parafina que ali penetra. Uma vez desparafinados o8 cortes, a
cruz de polarizacioc desaparece.

TP e

a¥



A falta de birrefringencia apresentada pelo interior -
dos canaliculos da dentina esclerosada parece comprovar gque o ma-
terial ali existente ndo possui material organico com ordenacio -
molecular ou o possui em quantidade infima, insuficiente para pro
vecar g visibilidade de gualquer birrefringéncia, Além disso, en
se tratando de dentes descalcificados, & bem provavel que o con-
tefide canalicular da zona esclerosada (material inorganice) - se
tenha perdido em sua quase totalidade.,

h) Birrefringéncia em dentes desgastados

A birrefringencia observada em dentes desgastados tem
wma intensidade maior que agquela apresentada pelos dentes descal-
cificados. CAPE e KITCHIN (1930) relataram que a substancia inor-
ganica tem efeito compensatérioc na birrefringéncia geral da denti
na, ¢ que a dentina descalcificada € mais luminosamente birrefrin
gente, Embora esta afirmaciio seja verdadeira e comprovada, a bir-
refringsncia dos dentes desgastados observada na presente pesqui-
sa foi mais luminosa. £ bastante provavel que &sse aumento de bri
iho seja devido a maior espessura dos cortes por desgaste, ¢ que
provoca maior retarde Otico.

0s exames realizados por este método confirmaram os co-
mentidrios feitos para os dentes descaleificados,

¢) Birrefringencia em dentes descalcificados, com com
pensador de géssa vermelho de primeira ordem

Conforme exposto através dos resultados, os dentes des-
palcificados nao produziram bons resultados, quandc examinados -~
com o compensador de gesso vermelho de primeira ordem, Em virtunde
disso, a discussao sera baseada nos resultados obtidos através =

dos dentes desgastados,

d) Birrefringencia em dentes desgastados, com compen-
sador de gésso vermelho de primeira ordem

Bstes exames comprovaram que a dentina &, em seu todo,-
uma estrutura birrefringente positiva, o gue fol evidenciado pela

tonalidade azul de segunda ordem, na direcio de lenta propagacio
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do feixe luminoso. A dentina pericanalicular é também birrefripe--
gente positiva, As gonas amarelas de primeira ordem, observadas -
nesta estrutura representam regides onde a orientacao dos feixes
de colageno & contrdria. Isto confirma os achados de KAYE e HEROLD
(1966},

Na zona 1, o3 resuliados. confirmaram os comentarios fei
tos para os dentes descalcificados, A matriz orgaﬁlca descalcifi~
cada € predominantemente birrefringente positiva; as zonas amare~-
lag de primeira ordem abaervadas nessa ZoOnAa SAao areas onde a arien
tacdo das fibras & contréria, '

Na regifo superficial da zona 2, a birrefringencia - a-
zul de segunda ordem da dentina intercamalicular & fraca, em con-~
seqa%neia do processo de carie, 0 mesmo sucede com a dentina peri
canalicular, Os pontos brilhantes notados no interior dos canalf-
culos representam, muito provavelmente, cristais existentes no
local, conforme sugerido por KEIL (1955), BANEZ e JOHANSEN (1964)
e JOHANSEN (1964). Esges cristais podem ser origindrios de minera
lizacio secundiria oscorrida nas zonas de carie, conforme sugerem
TAKUMA e KURAHASHI (1962) e SARNAT ¢ MASSLER (1965).

0Us mesmos comentirios sio validos para a regido profun-
da da zona 2, onde a desorgamizagdo das estruturas & menor, prin-
cipalmente a dentina pericanalicular, qgue se apresentoun bastante
preservada.

Resta discutir a aparencia da dentina esclerosada gue
mostrou~se amarela de primeira ordem, guande examinada na direcao
de lenta propagaclo do feixe luminoso, ac ceﬁtrériae.pertante,das
dematis zonas da dentina. Os resultados indicaram que a dentina eg
clerosada sofre um aumento na deposico de substaneia erganica, e
que essa deposicde se efetua em orientagfio diferente do normal, -
Fese parece ser o motivo pelo gual a tonalidade da dentina esclero
sada & amarela de primeira ordem guando todas as outras zonas se
apresentam azuis de segunda ordem. A dentina pericanalicular pare
ce totalmente preservada, exibindo sua tonalidade intercalada,con
forme j& comentado, O conteftido canalicular da zona esclercsada e-
xibiu~se escurc, sem tonalidade definida, B sustentado por grande
ntmero de autores (BERNICK e col. 1854; KEIL, 1953; KRONFELD, -
1935 ay; JOHANSEN, 1982; BANEZ e JOHANSEN, 1964; FRANK e col., -
1554, HARCOURT, 1964) que os canaliculos da dentina esclerosada -
séc ohliterados por substancia inorgﬁnicaa Enquanto os autores a-
cima citados concordam em que a obliteraclo dos canaliculos se
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faz por meio de grandes cristais ali depositados, BRADFORD = =~
(1958 b) e VAN HUYSEN (1960) afirmam que a esclerose parece  ser
uma extensao da calcificacdo pericanalicular normal no interior -
dos canaliculos. Como o interior dos canaliculos da dentina escle
rgsada nao apresentou birrefringencia definida, na presente pes:
quisa, & bem provavel que essa calcificacao seja insuficiente,con
tendo pouco material, Aliés, BRADFORD (1958 b) cita que o materiél
obliterante & aparentemente hipocalcificado, o que poderia provo-
ear a falta de maior definicio da birrefringeéncia desse material.

5.4 ~ COLORACXQ BACTERIOLOGICA

Conforme se depreende da analise dos resultados, a
grande maioria das bactérias se localizou nas regides superficiais
da dentina cariada. A presenca de grandes aglomerados de bactérias
na superficie da zona 1, assim como no interior dos canaliculos da
zona 2 confirmaram os achados de SOGNNAES e WISLOCKI (1950), SCOTT
e ALBRIGHT (1954), BERNICK e col, (1954) e SARNAT e MASSLER(1963).

JOLLY e SULLIVAN (1960) afirmaram que o numero de bacté-
rias por eles encontrado no interior dos canalfculos da dentina ca
riada nao era grande o suficiente para que se pudesse encari-lo cg
mo fator primordial na produclo da lesao. Os resultados da presen-
te pesquisa pdo suportam essa afirmacdo. Como ndo & objetivo deste
trabalho discutir o papel das bactérias na producgio da carie, fica
apenas a observagao,

Tornou-se patente que a partir da superf:{cieg as regiodes
cariadas contém menor namero de microorganismos, até que na zZona -
gsclerosada, nao mais existem bactérias. A penetracfo se produz em
forma de cunha, cujo vértice se volta para a polpa.

As ramificacBes laterais dos canaliculos, principalmente
na regifo superficial da zona 2, apresentaram-se totalmente oblite
radas por corpos bacterianos. A propdsito dessa constatacfio, res-
salte~-se que todas as Areas invadidas pelas bactérias produziram -
reactes PAS-positivas; deve~se recordar inclusive gque de todos os
exames realizados, o PAS e o GRAM destacaram nitidamente as ramifi
cagdes laterais dos canaliculos, Isto pode sugerir que pelo menos
uma ‘parte da reacao PAS-positiva seja devida a presenca de bacté—-
rias, De uma maneira geral, é evidente que os locais de infiltra--
¢Ao bacteriana foram as zonas que exibiram maiores alteragOes mor-
foldgicas e estruturais,
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KRONEELD (1955 a) afirmou que o primeiro estigio da ci-
rie de dentina era a invasao canaliecular pelas bactérias, Essa a-
firmagho nio parece coincidir com os resultados obtidos no presen
te trabalho. Se isso fosse correto, & de se deduzir que a evolu--
¢ao do processo de cArie seria muito mais rapido do que na reali-
dade &, pois as bactérias aprofundar-se-iam rapidamente pelos ca-
naliculos. Segundo STONES (1962), a dentina geralmente sofre es-—
clerose antes mesmo de ser invadida pelas bactérias. O autor des-
ta pesquisa, realizando observagGes em dentes portadores de carie
incipiente, durante a selecao do material para o trabalho, compro
vou as afirmagdes de STONES, Assim sendo, tudo indica que se faz
necessaria a prévia descalcificacdo da luz esclerosada dos cana-
1iculos, para que se possa efetuar a infiltraciio bacteriana,

3.5 - DENTINA REPARATIVA

L) s £y
De acordo com o exposto no inicio do capitulo, os resul
tados obtidos através dos exames efetuados na dentina reparativa,
serac a seguir discutidos.

5.5.1 - Estudes Morfologicos
a) Dentes descalcificados corados pelo Tricromico
de Mallory

Foi comprovado,dttaves destes exames, que a dentina re-
parativa difere da dentina primdria normal em virios aspectos, de
sobejo reconhecidos, quais sejam, menor nimero de canaliculos,tri
jeto irrvegular dos mesmos, e calibre extremamenie fino,

A matriz intercanalicular corou-se inteiramente em azul.
Como a coloracdo de Mallory & especifica para coldgeno, & de se
esperar que, nesta estrutura, a maior porgao seja representada pe
la Substancia organica, havende portanto um nivel de calecificacdo
mais baixo gque a dentina primaria normal. Estes resultados estao
de acordo com os achados de SASSO e col, (1966).

b) Dentes descalcificados e desgastados examinados
em contraste de fase, '

Ficou constatade que a dentina reparativa possui um in~
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dice de refracao aproximadamente igual para todos 08 Seus -eomponen
tes, ou seja, ao redor de 1,5050 para os dentes descaleificados-o
por volta de 1,6541 para os dentes desgastados. E.razodvel supor
que ¢ valor exato esteja entre osses dois valores. Ressalte-se- --
ainda que os resultados sac bastante semelhantes équeles obtidos
para a dentina normal, donde se conclui que se diferenca houver -
entre os indices de refragac da dentina priméria e da dentina re-
parativa, essa diferenca nido pode ser medida através da microsco-
pia de fase, necessitando métodos mais sensiveis, como a interfe-
rometria,

c) Dentes descalcificados e desgastados examinados
em campo escuro

Bstes exames demonstraram com seguranca que a- -dentina
de reparagao possui grande guantidade de matéria orgénica, repre~
M » » . "~ - Id
sentada pelos feixes de colageno, cuja direcaoc predominante € per
pendicular aos canaliculos. A presenca de coldgeno é tao grande -
gue dificulta a visibilidade dos canaliculoes,

5,5.2 ~ Topoquimica

a) Métodos para Mucopolissacarideos Acidos
Basofilia metacromética com Azul de Toluidina:

A anflise dos resultados dos guadrog III e IV demons— -
trou que a presenca de mucopolissacarideos acidos na juncao denti
na primiria -~ dentina reparativa & grande, principalmente os mmu~
copolissacarideos Acidos carboxilicos, A pH 3 fol notada fraca me
tacromasia, gue desapareceu abaixo desse nivel, o que pode indi~
car pequena guantidade de MPA sulfatados,

As reagoes metacromiticas da dentina reparativa pouco
diferiram da dentina normal, A Area intercanalicular da dentina -
reparativa possui fraca metacromasia, que desaparece a pH 3, 0
que estd de acordo com SASSO e col, (1966), Poder-se-ia portanto,
deduzir que: )

a) a gquantidade de MPA presentes na Area intercanalicu-
lar da dentina reparativa & muito peguena, ou

b) os MPA presentes nessa drea ndo estdo em condicdes -
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de reagir com o corante, em virtude de suas ligacbes com o mate-
rial @rganieg abundante na regifo. - - : - S

A dentina pericanalicular, fortemente metacromitiea- -a
pll alto, prosseguiu exibindo metacromasia mesme a pH 1,7, Isto su
gere que a area pericanalicular possue forte concentracac de - MPA
inclusive og sulfatados, Bste ponto serd novamente abordado qualt-
do se discutir os métodos de diferenciacie de MPA, SASSO e col.
{1966} ndc encontraram metacromssia abaixe de pH 4,3 nas zonas pe
ricanaliculares da dentipa reparativa. Este resultado difere fron
talmente daguele encontrade na presente pesguisa. Os prolongamen—
tos de Tomes mostraram~se moderadamente metacromaticos, persistin
do essa metacromasia fracamente-até pH 2,3, o gue pode significar
presenga de MPA carhoxilicos e tambem peguens qn&ntléaﬁe de radi-
¢ais sulfato.

Reactes do Azul de Alcian pH 2,5

A regiso da juncdo dentina priméria ~ dentina reparati-
va possui mucopolissacarideos acides de ambos os tipes (earboxili
cos e sulfatades), o gue foil cemprovado através da positividade -
apresentada ac pH 2.5,

A &rea intercanalicular mostrou fraca reacao positiva,o
que esta de acordo com os achados de SASS0 e col. (1966). A propd
site, ressalte-se que estes autores ndo citam em seu trabalho, o
pH da solucio de Azul de Alcian utilizado, Da citacie bibliografi
¢a, depreende-se que seja o pH 2,5,

A comprovagdo da presenga de MPA carboxilicos e sulfata
dox na dentina pericanalicular e prolongamentos odontoblasticos &
dada pela reagao positiva apresentada por essas estruturas,

Reagbes do Azul de Aleian pH 1

A junclo dentina primiria ~ dentina reparativa possui -
pequena guantidade de Mucayﬁiiﬁsaﬂar{dees acidos sulfatados, que
produziram fraca reacfo positiva ao Azul de Alcian pH 1,

A dentina intercanalicular nio possui MPA sulfatados, o
que vem confirmar os resultades obtidos atraves da basofilia meta
epomitica, A dentina pericanalicular e os prolongamentos odonto=--
blésticos reagiram fracamente, comprovando-se o conteudo de MPA -
sulfatados nessas estruturas,
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Fluorescencia pela Corifosfina

Este método confirmou as observagdes feitas para a haso
fiiia metacromatica., £ digno de nota que a fluorescencia verde~at
presentada pela zona intercanalicular da dentina reparativa & su—
perior a correspondente da dentina normal, o que confirma o maior
contetdo organico da dentina reparativa,

Tratamente pela Hialuronidase Testicular

A juncdo dentina primAria -~ dentina reparativa apresen~
ton fraca reacdo positiva apds a digestao enzimica., Pode-se con~
cluir gue esta reagdo é conferida por acido condroitin-sulfirico
do tipo B, resistente a ac&o da hialuronidase.

A fraca metacromasia apresentada pela zona intercanali~-
cular era, com bastante probabilidade, devida a &cido hialuranica$
pois desapareceu completamente ap0s o tratamento enzimico,

A dentina pericanalicular mostrou conter moderada guan-
tidade de Acido condoitin~sulfurico tipo B, o que estd de acordo
com 05 achados de SASSO e col, (1966). Tambem os prolongamentos -~
odontoblasticos pessuem pequena quantidade dessa substancia,

Reagtes de Blogueio

A metilacdo aboliu completamente a metacromasia da den~
tina reparativa. A metilacao seguida de saponificag¢ao promoveu o
retorno da metacromasia das estruturas até o pH 3,5, A partir do
pH 3 nao houve reverséo? ¢ que comprova gue a metacromasia apre--
sentada pelos prolongamentos odontoblasticos e pala dentina peri-
canalicular, a pH 3 e inferiores, era devida a Mucopoliissacarideos
acidos sulfatados,

b) Métodos para Polissacarideos Neutros
Método do Acido Periddico-Schiff (PAS)

A juncao dentina primiria ~ dentina reparativa demons-—-
trou possuir polissacarideos neutros e/ou glicoproteismmss, exibin
do moderada reacdo positiva. Levando-se em consideracdo a afirma-
tiva de MARTENS e col. (1959), pode-se sugerir que a area limitro
feg entre as dentinas primiria e reparativa seja uma regifio de po-

-84



limerizacdo mais baixa, -
A dentina intercanalicular exibiu fraca-positividade, o
que estd de acdrdo com os resultados de SASSO e-col, (1966). A- den
tina pericanalicular, fracamente positiva, demonstrou possuir pe-
quena quantidade de polissacarideos neutros e/ou glchpratelnas,Q

mesmo sucedendo com os prélongamentos odontoblasticos,
Digestdo pela Amilase Salivar

A hipo0tese de que as reagdes PAS-positivas apresentadas
pelas estruturas da dentina reparativa sejam devidas a-glicogenio
& eliminada pela resistencia das zonas positivas ao teste da ami-
lase salivar. ' '

c) Métodos para grupos protéicos
Acidofilia Total pelo método do Orange G pH 1,7

A juncdo dentina primdria-dentina reparativa mostrou -~
forte positividade ao Orange G, o gue demonstra grande numero  de
radicais basicos em condig¢des detectaveis. Sugere-se, pois, que a
presenca de proteinas & predominantemente no locals

A &rea intercanalicular também se apresentou fortemente
positiva, superandc a rea¢fo da dentina normal, Isto concorda com
a idéia geralmente aceita da predaminﬁncia da substancia organica
na dentina reparativa. SASSO e col, (1966) também encontraram  ~
grande fracfio protéica nessa zona,

Os resultados obtidos pelos exames efetuados na Area pe
ricanalicular apontaram grande céncentracio de protainas$ superior
aguela encontrada na mesma regiao da dentina normal, Isto parece
comprovar gue a dentina pericanalicular da zona 4 & menos caleifi
cada que a correspondente da dentina normal., Quanto aos prolonga-
mentos odontoblésticos, a sua reaclo positiva foi semelhante a
apresentada pelos prolongamentos da dentipna normal, demonstrando-

conter grande fracgio protéica.
Reacdo da Ninhidrina-~Schiff para grupo amino
A juncdo dentina primiria - dentina reparativa ndo rea-
giu, demonstrando ndo haver grupos amino, pelo menos em condicles

detectiveis, nessa regifo.
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A dentina reparativa possui pequena guantidade-de gru-
pos aming em eﬁndig5e5mde-reagirg-iecaiizaﬁos-na~érea~intercana1£
cuiar. 0s prolongamentos ﬁdﬁnt@biéstic0s~estéo-ﬁa3mmesmasﬁeandi4~
26es, A dentina pericanalieular nao reagiuy demonstrando gue. o8
grupos eminp, se o0s houver, nao estdo em condigles de reacgdo, -Bs-
tes resultados condizem com agueies encontrados por SASS0 e col.~
{19687},

Reac@o de Sakaguchi para grupo guanidil

A negatividade a esta reagac sugere que nac existem -
grupos guanidil em condicles de reagir .na dentina reparativa. BAB
50 e col., {1866) encontraram fraca reagac positiva indicande - -a
presenca . de pequena concentracae de arginina no local. Entretante
as condigfes de fixacdo utilizadas por &sses autores foram dife--
rentes, B provével que ésse fator tenha influido nos resultados, -
embora nao se deva esguecer que a zona 1 produziu reacdio positiva
na presente pesquisa. Também ndo esta afastada a hipotese de- gue
o8 radicais guanidilicos presentes na dentina reparativa necessi~
tem de uma prévia liberacdo para poder reagir,

Degaminacdo

Conforme era previsto, a desaminacao produziu uma dras~
tica reducdo na coloracao pelo Orange G. Todas as estruturas da -
dentina reparativa perderam grande parge de sua coloracgio, demons
trando que esta era mesmo devida, em grande parte, a grupos pro-
téicos,

d) Métodos para lipideos

Ndo foi constatada positividade da juncio dentina.primé
ria - dentina reparativa ao Sudan Black, o mesmo acontecendo na
Area intercanalicular. A fraca reacde positiva observada nos pro-
longamentos de Tomes confirmou os achados de WISLOCKI e col.(1948)
e de ALLRED (1966)))que detectaram lipideos nos prolongamentos de
Tomes da dentina normal,

A reac8o sudandfila observada na zona pericanalicular -
da dentina reparativa demonstrou gue essa estrutura possui lipi-~

agos . ALERED (1966B)afirmou que a matriz pericanalicular da
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dentina primdria possui fosfelipidios, muito provavelmente - a
lecitina., Embora nae se haja pesquisado a natureza dos lipidios -
nesta pesguisa, os resultados de ALLRED parecem confirmar os agqui
encontrados,

3.39.3 ~ Ultraestrutura
a) Dicroismo

A dentina reparativa possui dicroismo mais facilmente -
reconhecivel que a dentina primaria, provavelmente por se tratar
de uma estrutura que contém grande fragdo protéica, aliada ao fa-
to de possuir poucos canaliculos, propiciando assim uma melhor --
distinclo da &rea intercanmalicular, onde o fendmeno & bem- observa
do. O dicroismo da dentina reparativa comprova a ordenagio molecy
lar dos mucopolissacarideos acidos na regido,

b) Birrefringencia
Dentes descalcificados e desgastados

De uma maneira geral, nao houve diferenga de aspectos -
entre os dentes descalcificados e desgastados na dentina reparati
va, guando examinados em luz polarizada. Foi comprovada a grande
predominancia de coldgeno na dentina reparativa, comprovada pela
marcada birrefringgncia dos feixes fibrosos, cuja direcao predomi
nante & perpendicular aos canaliculos., Entretanto, existem feixes
de coligeno que seguem orientaclio diferente, o que pode ser com--
provado através da hirrefringéncia persistente mesmo no ponto de
extingdo da zona,

A dentina pericanalicular apresentou birrefringencia -
persistente mesmo no ponte de extingao, o que sugere, a exemplo ~
do que acontece na dentina primaria, gque a Area pericanalicular -
da dentina reparativa possui fibrilas colagenas de trajeto espira
lado, SASS0 e col., (1966) comunicaram a existeéncia, nessa area,de
"cruzes de polarizacdo". Conforme ja foi discutido anteriormente,
essas "eruzes de polarizacido” sdo apenas resultade da birrefrin~-
gencia combinada das fibrilas espiraladas da dentina pericanalicy
lar e das fibras perpendiculares aos ecanaliculos, provenientes da
dentina intercgnalicular, nao sendo portanto as verdadeiras cru-

zes de polarizacgao.
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0 interior dos canaliculos apresentou-se escure e de -di
§ T = 4 - & 3 -
ficil visualizagao, em virtude da extrema exiguidade de sua luz,-
& - . ~ ~
tornando temerarias guaisquer observagoes sobre o seu contendo.

Dentes descalcificados e desgastados examinados
com compensador de gesso vermelho de primeira -
orden.,

Os dentes descalcificados nao produziram boas observa--
¢oes, provavelmente por causa da pequena guantidade -de material,~
sendo gue as imagens foram bastante prejudicadas, confundindo-se
com o fundo do campo. Em vista disso, a discussio serd baseada -
nos resultados produzidos pelos dentes desgastados.

Foi comprovada a natureza birrefringente positiva da
dentina de reparacac. As zZonas amarelas de primeira ordem observa
das em algumas regides intercanaliculares representam.regides on-
de as fibras de coldgeno possuem orientacdo contraria., CAVANHA -~
{1959~1960 b) observou gue essas zonas amarelas de primeira or--
dem seriam locais de concentracao de cristais de apatita, sendo -
birrefringentes negativas. Como tais zonas sao birrefringentes -~
também sem o compensador, a hipbtese de que se trata de zonas cal
cificadas parece estar afastada,

A dentina pericanalicular comproveu os resultados obti-
dos nos exames sem compensador, Ela & birrefringente positiva, a-
presentando zonas amarelas de primeira ordem em virtude da pecu-~-
liar disposicfio espiralada de suas fibras coligenas.,
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6 ~ CONCLUSOES

Fd =
i) A carie parece provocar uma queda no indice de refra
¢ao das estruturas da dentina. A dentina esclerosada, ac.contri--
riv, nao parece ter sofride gqueda do seu indice de refracio.

2) Tudo indica que os mucopelissacarideos Acides S&0
dissvciados do coldgeno, nas regides de carie de dentina.

3) Na zona superficial de dBsorganizacdo total (zona 1)
os mucopolissacarideos acidos estdo alinda presentes, embora nao
tenha sido possivel determinar a sua origem (ou origens), Além
de mucopolissacarideos Acidos, encontram-se nkipidtony polissaca-~
rideos neutros, proteinas (coldgeno, grupos amino, arginina) além
de, possivelmente, restos inorganicos,

4} Na zona de alteraclo estrutural dos canaliculos e da
matriz dentinaria (zona 2), os mucopolissacarideos Acidos foram
despolimerizados na matriz intercanalicular. Os remanescentes da
matriz pericanalicular conservam ainda a presenca de pucopolissa-
carideos Acidos, o que parece indicar que tal matriz & mais pre-
servada que a matriz intercanalicular, no processo de carie,

5) Na regifo profunda da zona 2, os mucopolissacarideos
fcidos sofreram dissociacfio do coldgeno, havendo liberagao de gru
pos reativos, o que parece produzir um aumento das reac¢des especi
ficas para mucopolissacarideos Acidos.

6) A dentina esclerosada (zona 3) sofreu uma ligeira di
- a g + - £ L4 a -
minuicao do seu conteudo de mucopolissacarideos acidos, na area
pericanalicular. A 4drea intercanalicular nfo demonstron indicios
de alteracdo nos mucopolissacarideos acidos.

7) A dentina cariada perdeu a orientacao molecular de
mucopolissacarideos &cidos, fato evidenciade pela perda de di~
eroismo, '

8) O coldgeno da zona 1 sofreu alteracdo parcial, guar-
dando ainda determinado grau de orientacfo molecular, O mesmo su-

cedeu com o coligeno da zona 2,
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9) A dentina cariada possui um ponto isoelétrico aparen
te mais baixo que a dentina normal,

10} Na dentina esclerosada, as fibras de colfigeno sofre-
vam uma mudanga de diregde, diferindo das fibras da dentina nor-
mal em cerca de 30°,

11) O material acumulado no interior dos canaliculos da
w ® # o
dentina cariada € composto de mucopolissacarideos Acides (carboxi
licos e sulfatados), polissacarideos neutros (que ndo o glicoge—-
- £ a & = = LA F ot
nio}, proteinas, lipideos,» cristais inorganicos.e bactérias,

12) As granulagﬁes intracanaliculares observadas nos ca-
naliculos alterados parecem ser constituidas de um complexo lipo-
protéico.

13) A regido da juncdo dentina primiria - dentina repa-
rativa demonstrou ser uma zona que é rica em mucopolissacarideos
dcidos e proteinas, mais exatamente, coldgeno. Contém ainda polis
sacarideos neutros em guantidade mais elevada que a dentina nor-
mal.,

14) A dentina reparativa parece possuir indice de refra-
¢doc bastante aproximado do Iindice de refragido da dentina normal,-
nao havendo diferenca nos resultados obtidos com contraste de fa-

BE.

15) A dentina reparativa & um tecido gue contém elevado
teor de cclégeno. E uma estrutura birrefringente positiva, encer-
rando algumas Areas onde a direc#o das fibras de coligeno & dife-
rente da direcao predominante das fibras. As suas reagGes histo--
quimicas sdo, de uma maneira geral, semelhantes aguelas da denti-
na normal.
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Note~se a zona superficial completamente desorganizada
{zona 1). ﬁ area imediatamente subjacente {(zona 2) mog
tra canaliculos cbliterados e tonalidade mais clara -
da dentina cariada. Tricromico de Mallory, 2,5 x 1,25
X 3,2 aumeniféps, luz mﬁnecramatlca, 640 mu,

Aumento maipr da figura anterior, notando-se com maig
res detalhes as alteragles da dentina, Tricromico de
Mallory, 6,3 x 1,25 x 3,2 aumenta#ios,

Aspecto das zonas 1 e 2 da dentina cariada, observadas
em contraste de fase, meio de embebiclo, agua destila-
da. Dente desgastado, 120 x,

Dentina esclerosada (zona 3) observada em ,microscopia
de contraste de fase; wmeio de emhehlqao, agua destila-
da. Note-se a ausenc1a de gquaisquer estruturas no in-
terior dos canaliculos, bem como a integridade das zo-
nas inter e pericanalicular. Dente desgastado, 540 x,

Zona 1 observada em microscopia de campo escuro, Ob -
gerve~se a aparen01a leitosa da dentina descaleifica -
da. Meio de embebicao, agua destilada. Dente descal-
cificado, 340 x.

Zona 2 observada em microscopia de campo escuro. Note
se a higidez da dentina pericanalicular, na regiao pro
funda da zona 2 (abaixo, a esquerda), Meio de embebi-
cado, agua destilada. Dente descalcificado, 240 x.

e l)sx
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Regiao superficial da zona 2 observada em microscopia
de campo escuro; meio de embeblgao, agua destilada. ~
Dente descalcificado, 540 x.

Aspecto da zona 1, mostrando as diferentes reacdes das
camadas interna e externa., Coloracao pelo Azul de To-
luidina pH 4. Luz monocromatica, 590 mu, 120 x.

Agpecto da regiao superficial da zona 2, Note-se ' a de
sagregacao da dentina intercanalicular, com formagao -
de c371dades, o material interno dos canallculos e a
ausencia de reacao metacromatica na area intercanalicy
lar. Azul de Toluidina, pH 4, 120 x,

Jungdo da regido profunda da zona 2 com a zona 3 (den-
tina esclerosada).Note-se a ausencla de material intra
canalicular e a metacromasia da area perlcanallcular ~
da zona 3, além da acentuada metacromasia da regido in
tercanallcglar da porgde profunda da zona 2, Azul de
Toluidina, pH 4, 540 x,

Regido profunda da zona 2, Observe-se a forte reacgdo -~
positiva do material intracavalicular e da dentina pe-~
ricanalicular, 80 passo que a Area intercanalicular -
nac exibéu reacdo. Azul de Alecian pH 1, luz monocroma-
tica, 610 mu, 540 Xx.

Zona 1, reagio do Lcido peribddico-Schiff (PAS). Luz mo
nocromatica, 460 mu, 40 x 2 x 3,2 aumentos.



FiG. 13 ~ Regifio superficial da zona 2. Note-se os canaliculos o
bliterados por substancia fortemente PAS-positiva, e a
positividade da dentina intercanalicular (acima, a es
querda). Sao positivas também as ramificacfes laterais
dos canaliculos. PAS, luz monocromitica, 460 mu, 16 x
2 x 3,2 aumentedos.

FIG., 14 ~ Aspecto da regiao profunda da zona 2, com guase total
desaparecimento da reacfo positiva da dentina interca-
nalicular. PAS, luz monocromitica, 460 mu, 6,3 x 2 x 3,2
aumentedps.

FIG. 15 ~ Aspecto geral das zonas 1 e 2. PAS, luz monocromatica,
460 mu, 6,3 x 1,25 x 3,2 aumentedops,

FiG. 16 - Zonas 1 e 2, aspecto geral apbds coloracdo pelo Orange
G pH 1,7. Luz monocromatica, 493 mu, 240 x.

F1G, 17 -~ Mesma zona anterior, corada pelo Orange G pH 1,7 a=-
p6s desaminacdo pelo acido nitroso. Luz monocromatica,
493 mu, 240 x.

FIG. 18 ~ Zonas 1 e 2, aspecto geral apds coloragdo pele  Sudan
Black, Note-se a positividade apresentada pela zona 1
e canaliculos da zona 2, bem como ausencia de pesitivi
dade das dentinas inter e pericanalicular. Luz monocro
matica, 610 mu, 540 x.
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Corte transversal da dentina normal descalecificada, a~-
presentando figuras birrefringentes em forma de eruz,
conferidas pelas fibras de colageno das matrizes peri
¢ intercanalicular, Meio de embebicao, Agua destilada.
Luz ultravioleta polarizada, 546 mu, 16 x 1,25 x 3,2 -
aumentades

Mesma zona da figura 19, com uma rotacdo de 0,5 graus
de analisador. Note-se o desaparecimento das figurag -
em forma de cruz, tornando-se evidente a birrefringen-
cia do interior dos canaliculos. Meio de embebicho, a-
gua destilada. Luz ultravieleta polarizada, 546 mu, -
40 x 1,25 x 3,2 aumentoes,

Birrefringencia das estruturas da dentina normal (den-
tinas inter e pericanalicular, ¢ prolongamentos odontg
blasticos). Meio de embebicgac, agua destilada., Luz ul-
travioleta polarizada, 546 mu, 40 x 2 x 3,2 aumentos,

Birrefringenzia da zona 1, orientada perpendicularmen-
te aos canaliculos. Dente descalcificado, meio de embe
bicAo 4gua destilada. Luz polarizada, 40 x 2 x 3,2 au-
mentos,

Birrefringencia da zona 1, ponto méxi@ﬂ de extincao, -
Dente descalcificado, meio de embebicao agua destilada.
Luz polarizada, 40 x 2 x 3,2 aumentos,

Dente descalcificado ndo submetide & desparafinag8o,em
corte transversal. Observe-se as cruzes de polayizagaa
conferidas pela parafina, no interior dos canaliculos
da dentina normal. Meio de embebigao, agua destilada.-
Luz polarizada, 40 x 2 x 3,2 aumentos,
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Birrefringencia da zona i, paralelamente ao PPL, em -«
dente desgastado. Meio de embebicho, oleo mineral puro
("Nujel®). Luz polarizada, 2 x 3,2 aumentos.,

Birrefringencia da zona 1, observada em dentes desgas-—
tados, Meio de embebicdo, 0leo mineral puro ("Nujol").
Luz polarizada, 40 x 2 x 3,2 aumentos,

Mesma frea da figura &5, retagao de 90 graus em rela--
¢ao ao PPL, Meio de embeblgao, 6leo mineral puro ("Nu-~
jol"). Luz pelarizada, 2 x 3,2 aumentos.

Mesma &rea da figura 26, ponto maximo de exting¢do, Meio
de embebicdo, oGleo mineral purc ("™Nujol"), luz polari~
zada, 40 X 2 x 3,2 aumentos.

Aspecto da zona 1 e parte da regido superficial da zo-
na 2, mostr&nde aglomerades bacterianos em toda a zona
l1e ngs canaliculos e ramificacdes da zona 2, Colora--
cao de Gram para tecidos, luz monocromatica, 460 mu, -
40 x 2 x 3,2 aumentos,

Reglao superficial da zona Z, mostrando cavidades e ca
naliculos cheios de microorganismos, Coloracéo de Gram
para tecidos, luz monocromatica, 460 mu,540 x.2 x 3,2
awnentoes,
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Dentina reparativa (clara), destacando~-se da dentina -

prlmarla normal (escura). Tricromico de Mallory, luz
manecrﬂmatlca, 5330 mu, 120 x,.

Aumento maior da figura 31, na ,regido da jungao com a
dentina primaria normal, Trlcrom1co de Mallory, luz mo
nocromitica, 685 mu, 540 x.

Dentina reparativa, mostrando a aparen01a leitosa de~-~
corrente da grande quantidade de colageno existente na
zona,. Mitroscopia de campo escuro, dente descalcifica~-
do, 540 x,. '

-Dentina reparativa, mostrando a forte reagao metacroma

tica na jungao com a dentina prlmarla normal, Observe~
se ainda a fraca metacrema81a da Area intercanalicular
e o pequeno numero de canaliculos. Azul de Toluidina -
pH 4, luz monocromatica, 560 mu, 240 x.

Dentina reparativa, celoraqao pelo Orange G pH 1,7, Ob
serve-se a forte reacho positiva da dentina reparatlva
e da regiao llmltrofe com a dentina primaria normal, -
Luz wmonocromatica, 540 mu, 540 x,

- Dentina reparativa, dente desgastado, mostrando a for-

te birrefringencia da regido, com feixes de colageno -
predominantemente orientados em sentido paralelo a su-
perficie oclusal, Luz polarizada, 6,3 x 10/0,25 aumen-
tos.



FiG, 37 = Aspecto total das zonas 1, 2 e 3. Note-se a diferenca
de coloragdo entre a zona 2 e a zona 3, imediatamente
abaixo. 0s canaliculos da zona 2 aparecem obliterados
por um material vermelho, Tricromico de Mallory, 2,5
x 1,25 x 3,2 aumentos,

FIiG, 38 - Qutro aspecto das zonas cariadas, notando-se princi-
palmente a diferenca de coloragao entre as zonas 2 e
3. Tricromico de Mallory, 2,5 x 1,25 x 3,2 aumentos,



F1G, 389 - Aspecto da regiao superficial da zona 2, mostrando os
canaliculos distendidos obliterados por um material -~
compacto, com fluorescencia amarelo-alaranjada, Note-
se a extensa destruicao da dentina intercanalicular, -
com formagcao de cavidades. Corifosfina, 16 x 2 x 3,2 -
aumentos,

FIG, 40 -~ Zona mais profunda da dentina cariada, mostrande oS
canaliculos obliterados por uma substancia fluorescen~
te amarelo-alaranjada. Corifosfina, 16 x 2 x 3,2 aumen
tos,



FIG. 41 - Aspecto de uma carie de dentina, com formagiio de denti
na esclerosada, de tonalidade amarela, imediatamente g
baixo da lesiio. Note-se a tonalidade azulada do restan
te da dentina normal. Luz polarizada, 2 x 3,2 aumentos.

FIG, 42 ~ Mesma zona da figura anterior, examinada na direcao de
rapida propagacio do raie luminoso, gquadrante negativo,
Observe-se que a dentina esclerosada toma uma toenalida
de azaulada, ao contrario das zonas adjacentes, mais a-
marelas. Luz polarizada, 2 x 3,2 aumentos,



