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Resumo
Os dentes sao estruturas complexas constituidas por maultiplas camadas
tecidulares, entre as quais se destacam o esmalte, a dentina, o cemento e a polpa
dentaria. Estas camadas apresentam um padrdo comum de organizacao e
mineralizagdo, o que requer cuidados especificos na sua preparac¢ao histolégica. A
fixacdo e descalcificacdo dos dentes implicam técnicas cuidadosamente controladas,
de forma a preservar a integridade dos tecidos moles presentes, particularmente a

polpa.
O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo acessivel e

eficiente para a preparacao histolégica de dentes de golfinho, adaptado as limitagdes
técnicas de um laboratoério convencional.

Foram obtidas amostras dentarias de espécies de golfinhos, no ambito do projeto
de investigacdo realizado pelo Laboratério de Ciéncias do Mar (CIEMAR),
pertencente a Universidade de Evora, Apés um periodo de fixagdo em formol
tamponado a 10% durante cinco dias, procedeu-se a descalcificacdo com acido
formico a 5% e ao corte longitudinal das amostras. O processamento foi efectuado
manualmente, permitindo a monitorizagao rigorosa dos tempos de exposi¢do a cada
reagente. As amostras foram subsequentemente incluidas em parafina, cortadas
com micrétomo e coradas com Hematoxilina-Eosina para observa¢dao microscépica.

A andlise permitiu a identificagdo das principais camadas dentarias,
evidenciando a eficacia do protocolo adoptado. Contudo, foram também observadas
limitacdes, nomeadamente na preserva¢dao da polpa e na integridade de alguns
tecidos, atribuiveis a constrangimentos metodoldgicos. Os resultados obtidos
demonstram a viabilidade do protocolo proposto, com potencial de aplicacdo em
futuras amostras, desde que se promovam melhorias na técnica de seccionamento e
fixagdo inicial.

Palavras chave
Dente; descalcificagdo; acido férmico
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Abstract
Teeth are complex structures made up of multiple tissue layers, among which
enamel, dentin, cementum, and dental pulp stand out. These layers present a
common pattern of organization and mineralization, which requires specific care in
their histological preparation. The fixation and decalcification of teeth involve
carefully controlled techniques to preserve the integrity of the soft tissues present,
particularly the pulp.

The present work aimed to develop an accessible and efficient protocol for the
histological preparation of dolphin teeth, adapted to the technical limitations of a
conventional laboratory.

Dental samples were obtained from species of dolphins, as part of the research
project conducted by the Marine Sciences Laboratory (CIEMAR), belonging to the
University of Evora. After a period of fixation in 10% buffered formalin for five days,
decalcification was carried out with 5% formic acid and longitudinal cutting of the
samples. The processing was done manually, allowing for strict monitoring of the
exposure times to each reagent. The samples were subsequently embedded in
paraffin, cut with a microtome, and stained with Hematoxylin-Eosin for microscopic
observation.Results: Microscopic observation of the obtained slides allowed for the
observation and identification of the different layers of tissues constituting the
processed tooth.

The analysis allowed for the identification of the main dental layers, highlighting
the effectiveness of the adopted protocol. However, limitations were also observed,
particularly in the preservation of the pulp and the integrity of some tissues, which
are attributable to methodological constraints. The results obtained demonstrate
the feasibility of the proposed protocol, with potential for application in future
samples, provided that improvements are made in the sectioning technique and
initial fixation.

Keywords
Tooth; decalcification; formic acid
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Figura 1 — Representacdo das diferentes camadas anatémicas de um dente molar. (Husain,
2018)
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Figura 2 — Fixacdo das fibras de colageno a dentina da raiz, e mineralizagao, resultando na
formacdo do cemento radicular. (Bosshardt et al., 2015)
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Figura 3 — (A): distdncia entre a juncdo amelocementaria e a crista dssea alveolar no nivel
mais coronal do osso alveolar na face vestibular. Altura da crista alveolar lingual (B):
distancia entre a jun¢do amelocementaria e a crista dssea alveolar no nivel mais coronal do
0SSO alveolar na face lingual. (Calil et al.,, 2022)
(C): local de realizagao do corte longitudinal

Figura 4 — Dentes em acido fé6rmico

s T

"
T =

Figura 5 — Seccao longitudinal do dente de golfinho.
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Figura 6 — Processamento manual do dente de golfinho.

Figura 7 — Lamina para observagdo microscépica do dente de golfinho.
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Figura 8 — Observacdo microscopica do dente de golfinho. Ampliacdo total: 40x.

Esmalte
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Lista de tabelas

Tabela 1 — Composicao geral da dentina. (Goldberg et al., 2012)

Fase mineral
Matrix organica
Agua

40-45% em volume
30% em volume
20-25% em volume

70% em peso
20% em peso
10% em peso

Tabela 2 — Descalcificagao do dente de golfinho.

Data de colocacdo Tempo de permanéncia
13/11/2023 7h 54min

14/11/2023 8h 42min

16/11/2023 7h 13min

Tempo total em acido férmico a 5% 23h 49min

Tabela 3 — Etapas de processamento do dente de golfinho.

Reagente Tempo de Permanéncia
Alcool 50% 30 minutos
Alcool 70% 30 minutos
Alcool 96% 15 minutos
Xilol 15 minutos
Xilol 30 minutos
Parafina 15 minutos
Parafina 30 minutos
Parafina 15 minutos
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Lista de abreviaturas, siglas e acrénimos

HAP- cristais de hidroxiapatite
MEC - matriz extracelular

LPD - ligamento periodontal
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1. Introdugao
Os dentes sdo estruturas anatémicas duras do corpo, localizadas na cavidade oral,
compostos por 2 componentes principais: a coroa e a raiz. O limite exato da coroa e
da raiz de um dente é a jun¢do amelocementaria, que corresponde a uma linha
visivelmente distinta entre o esmalte e o cemento. Na parte superior a juncao,
encontra-se a coroa, revestida por esmalte; e na parte inferior inferiormente, a raiz,
revestida por cemento.

As 4 estruturas tecidulares que constituem o dente sdo: esmalte, dentina, cemento e
polpa (Fig. 1). Os 3 primeiros sdo tecidos duros mineralizados, enquanto a polpa é
um tecido mole ndo mineralizado. (Husain, 2018)
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Figura 1 — Representacdo das diferentes camadas anatémicas de um dente molar.
(Husain, 2018)

1.1 Esmalte

0 esmalte que reveste a superficie externa da coroa dentaria, é um tecido bastante
mineralizado. (Husain, 2018) E constituido por cristais de hidroxiapatite (HAP)
dispostos em placas de aproximadamente 40 a 70 nm, separadas por canais
preenchidos por um fluido proteico de baixo peso molecular. (Lucas et al.,, 2015)

A formacgdo do esmalte ocorre através de um processo secretor epitelial de multiplas
etapas que apresenta biomineralizacdo, que é uma interagdo entre proteinas
secretadas especificas do ameloblasto e o transporte temporal especifico de minerais,
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protdes e bicarbonato. Inicialmente, os ameloblastos "secretores” formam toda a
espessura da camada de esmalte, mas com baixo teor em minerais. Subsequentemente,
diferenciam-se em ameloblastos de "maturacdo”, que removem a matriz organica do
esmalte e, por sua vez, acumulam cristais de hidroxiapatite.

O esmalte é composto por cerca de 96% de HAP, e uma pequena percentagem de
proteinas e agua. Esta estrutura apresenta elevada resisténcia mecanica, durante
décadas, enquanto é exposto a mudancas constantes de temperatura, pH e a desafios
microbianos sem capacidade de regeneracgdo. (Varga et al., 2015)

Os HAP encontram-se organizados de uma forma bastante desordenada. Alguns
cristais possuem ramificacdes laterais e formatos invulgares que permitem a
interligacao dos cristais, mantendo a coesao estrutural do esmalte. (Casteren & Crofts,
2019)

1.2 Dentina

Subjacente ao esmalte encontra-se a dentina, que compde a maior parte da coroa e
das raizes, e ¢ um pouco menos calcificada que o esmalte. A dentina envolve os tecidos
pulpares dentro do dente. (Husain, 2018)

Apresenta uma estrutura tubular, Onde os tibulos desempenham diversas func¢des,
incluindo a hidratacdo do dente, um canal para a transducao de sinais fisicos para
respostas sensoriais e como uma ancora na uniao adesiva. (Arola et al., 2017)

A dentina é composta por uma matriz de colagénio mineralizada que contém
aproximadamente 30 a 50% em volume de material organico e aproximadamente
20% em volume de agua (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicdo geral da dentina. (Goldberg et al., 2012)

Fase mineral 70% em peso 40-45% em volume
Matrix organica 20% em peso 30% em volume
Agua 10% em peso 20-25% em volume

A composicdo da dentina pode variar em diferentes areas do dente, dependendo de
sua proximidade com o tecido pulpar, bem como se a matriz estd desmineralizada ou
infetada por carie. (Breschi et al., 2018) O colagénio tipo I é o principal componente
do compartimento da matriz extracelular da dentina, representando até 90% do
material organico, constituido por cristais de apatita inorganica incorporados numa
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matriz extracelular (MEC) A MEC é também constituida por cerca de 10% de
proteinas. As proteinas ndo colagénicas da dentina incluem proteoglicanos,
fosfolipidios e enzimas. (Mazzoni et al., 2015)

Os odontoblastos sdo as Unicas células conhecidas capazes de formar a dentina. O
0sso e a dentina tém processos de mineralizacdo semelhantes, durante os quais os
odontoblastos secretam primeiramente matrizes ndo mineralizadas, denominadas
dentina osteoide e dentina anterior, respetivamente. A matriz organica da dentina é
secretada pelos odontoblastos e mineralizada na area da pré-dentina.

A dentina atua como uma camara rigida que envolve a polpa, fornecendo suporte
mecanico e prote¢do contra o ambiente oral rico em microrganismos. (Yu & Abbott,
2015), funcionando como barreira para evitar a exposi¢do da polpa dentaria, reduzir
a conducdo de estimulos quentes e frios para a polpa e proteger a polpa viva. Além
disso, ela também fornece uma base de tecido duro para restauragdes dentarias
posteriores. (Chen et al., 2022)

1.3 Cemento

Dentro das raizes dos dentes, o cemento é o tecido mais externo e reveste a dentina
radicular, partilhando semelhancas na composicdao da dentina. O ponto de encontro
entre o esmalte e 0 cemento compde a jun¢cdo amelocementaria. Essa jun¢do marca o
limite entre a coroa e as raizes de um dente. (Husain, 2018)

A formacdo do cemento inicia-se com a diferenciacdo de células precursoras em
cementoblastos. Os cementoblastos sintetizam, secretam e implantam uma densa
franja de fibras de colagénio, o pré-cemento, na matriz do dente antes do inicio da
mineralizagdo. Ap6s a implantacdo do pré-cemento, a matriz dentdria mineraliza,
seguida pela mineralizagdo do pré-cemento (Figura 2).

0 alongamento das fibras de colagénio, resulta na formacao de uma rede de fibras,
que garante a fixacdo do dente ao osso alveolar. (Bosshardt et al., 2015)
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Figura 2 — Fixacdo das fibras de coldgeno a dentina da raiz, e mineralizagao,
resultando na formacgao do cemento radicular. (Bosshardt et al., 2015)

O cemento é um tecido avascular, inorganico, denso, inerte e extremamente estreito,
cuja principal func¢do é proporcionar a fixacdo do dente a sua articulacdo. (Shukla et
al,, 2012)

O cemento da raiz do dente fornece fixacdo entre a raiz propriamente dita e o
ligamento periodontal (LPD) circundante e o osso alveolar do alvéolo. Os dentes
apresentam dois tipos principais de cemento, o acelular e o celular, que sdo distintos
em localizagdo e fung¢do. O cemento acelular ancora as fibras principais do LPD a
superficie cervical da raiz e é fundamental para a fixacdo do dente e a funcao
periodontal. O cemento celular envolve a por¢do apical da raiz e desempenha um
papel adaptativo na manuten¢do do dente na sua posi¢ao oclusal. (Foster, 2017)

1.4 Polpa

A polpa dentaria ocupa o espaco interno do dente, tanto a cdmara pulpar quanto o
canal radicular.

Sao tecidos compostos por nervos e vasos que entram pelo forame apical do dente,
(Husain, 2018) derivada da prolifera¢do e a condensacao das células da crista neural
(ectomesénquima).
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A polpa madura apresenta forte semelhan¢a com o tecido conjuntivo embrionario,
com uma camada de células altamente especializadas, os odontoblastos, na sua
periferia.

A polpa é um orgao sensorial que desempenha um papel importante no processo de
defesa.

Os tubulos dentarios sao ocupados por fluidos e processos odontoblasticos, que se
comportam coletivamente como um hidrogel carregado positivamente. O hidrogel é
capaz de reter um grande namero de bactérias que entram na polpa.

As células especializadas da polpa, os odontoblastos, mantém a capacidade de formar
dentina ao longo da vida. Isso permite que a polpa saudavel compense parcialmente
a perda de esmalte ou dentina causada por cdaries ou desgaste dentario através da
formacdo de uma barreira de tecido duro que isola os agentes corrosivos do tecido
pulpar remanescente.

Independentemente da natureza dos estimulos sensoriais, como altera¢do térmica,
deformacdo mecanica ou trauma, a polpa regista diferentes impulsos como uma
sensa¢do comum, ou seja, dor.

Essa capacidade de registar a dor é importante como parte dos mecanismos de defesa
da polpa. (Yu & Abbott, 2007)

2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e padronizar um protocolo para
a observacdo histolégica dos dentes de golfinho, adaptado aos recursos laboratoriais
disponiveis, permitindo a identificagao das principais estruturas dentarias e optimizacao dos
métodos de fixacao, descalcificacao e coloracao.
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3.Metodologia
Para a obtencdo de secg¢des histolégicas representativas das diversas estruturas
dentdrias foi realizado um corte longitudinal do dente, antes da fixacdo. (figura 3)

Figura 3 — (A): distancia entre a jun¢do amelocementaria e a crista dssea alveolar
no nivel mais coronal do osso alveolar na face vestibular. Altura da crista alveolar
lingual (B): distancia entre a jun¢do amelocementdria e a crista ¢ssea alveolar no
nivel mais coronal do osso alveolar na face lingual. (Calil et al., 2022)

(C): local de realizagdo do corte longitudinal.

Ap6s fixacao em formol tamponado a 10%, durante 5 dias, procede-se a descalcificagdo,
com o objetivo de remover os sais de calcio e permitir a observagado dos tecidos organicos. A
descalcificagdo é monitorizada até o dente adquirir uma textura flexivel, apta para corte com
bisturi.

As amostras utilizadas foram obtidas de espécies de golfinhos, no ambito do projeto de

investigacdo realizado pelo Laboratdério de Ciéncias do Mar (CIEMAR), pertencente a
Universidade de Evora, localizado em Sines.

3.1 Descalcificacao e Seccionamento

A descalcificacdo foi realizada varios dias ap0s a fixagdo. Num frasco estéril (figura 4), a
amostra foi submersa em A4acido férmico a 5%, de forma faseada, num total de
aproximadamente 24 horas (Tabela 2), até o dente se encontrar flexivel o suficiente para
permitir o corte.

18
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Para a descalcificagdo do dente humano pode ser utilizado acido férmico a 22,5%, no
entanto, na impossibilidade de obter este reagente, foi utilizado o acido férmico a 5% como
agente descalcificante. A utilizacdo do acido férmico a 5% pareceu sugestiva devido as
carateristicas macroscopicas do dente de golfinho, principalmente as dimensdes, que sao
consideravelmente mais pequenas que as do dente humano.

Segundo Kumar et al. (2024), o dente canino humano possui, aproximadamente, 26,75
mm de comprimento e 7,7 mm de largura. A amostra dentdria de dente de golfinho
apresentava, aproximadamente, 10 mm de comprimento e 3 mm de largura.

Para o dente humano é utilizado um volume de 100 ml de solu¢ao descalcificadora (acido
formico a 22,5%), sendo esse mesmo volume de solugdo também aplicado ao dente de
golfinho, porém na concentragdo de acido formico a 5%.

PR S

Figura 4 — Dentes em acido férmico

Tabela 2 — Descalcificagdo do dente de golfinho.

Data de colocacao Tempo de permanéncia
13/11/2023 7h 54min

14/11/2023 8h 42min

16/11/2023 7h 13min

Tempo total em acido formico a 5% 23h 49min

A amostra foi removida da solucao de acido féormico e lavada com agua destilada,
procedendo-se ao corte longitudinal. (figura 5)

-

Figura 5 — Secc¢do longitudinal do dente de golfinho.
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3.2 Processamento

As amostras de dentes de golfinho foram colocadas dentro de cassetes e processadas
manualmente (figura 6), de forma a ser possivel ajustar o tempo de permanéncia em cada
reagente, caso necessario.

Figura 6 — Processamento manual do dente de golfinho.

As técnicas de processamento cldssicas sdo apropriadas para aplicagdo em tecidos
dentarios, no entanto, o periodo que a amostra permanece em cada etapa do processamento
deve ser o menor possivel, de forma a ndo provocar danos nas varias camadas do dente. O
tempo excessivo de permanéncia em etanol, alcool ou xilol leva a desidratagao excessiva dos
dentes, endurecendo os tecidos constituintes. (Luque et al., 2009)

Tabela 3 — Etapas de processamento do dente de golfinho.

Reagente Tempo de Permanéncia
Alcool 50% 30 minutos
Alcool 70% 30 minutos
Alcool 96% 15 minutos
Xilol 15 minutos
Xilol 30 minutos
Parafina 15 minutos
Parafina 30 minutos
Parafina 15 minutos
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3.3 Inclusao e Corte

A inclusdo dos dentes foi realizada em parafina, com a superficie de corte orientada para
baixo. Apo6s a solidificacdo da parafina, foram realizados cortes no micrétomo com uma
espessura de 3 pm.

As laminas obtidas foram colocadas na estufa a 372C durante varios dias, garantindo a
total aderéncia do corte a lamina.

3.4 Coloracao e Montagem

As secgdes histolégicas obtidas foram coradas com a técnica Hematoxilina-Eosina, para
melhor visualizacdo das diferentes estruturas presentes na amostra. Os nucleos celulares sdao
corados de azul pela hematoxilina e o citoplasma e tecido conjuntivo corados de diferentes
tonalidades de rosa pela eosina. Posteriormente as sec¢des histolégicas foram observadas ao
microscopio 6tico para avaliagdo das mesmas.

Figura 7 — Lamina para observac¢ao microscépica do dente de golfinho.
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4. Resultados
Apo6s a coloragao com Hematoxilina-Eosina, as sec¢des histolégicas foram observadas ao
Microscépio Otico.

Na figura 8 e 9 estdo representadas as quatro estruturas principais do dente: esmalte,
dentina, polpa e cemento, obtidas apés a otimizacdo do protocolo. E visivel, nas imagens, que
ocorreu a desagregacdo da polpa.

Esmalte

Figura 8 — Observagado microscépica do dente de golfinho. Ampliagdo total: 40x.
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Figura 9 — Observacao microscépica do dente de golfinho. Ampliacado total: 40x.

Podemos ainda observar a destruicdo de partes dos tecidos, principalmente esmalte e
dentina, que se deve ao uso do bisturi para o seccionamento do dente.

Os resultados obtidos foram no geral satisfatdrios, ainda que com algumas alteragoes
aquilo que seria o desejavel, possivelmente devido a penetracdo do fixador que levou a
contracdo concéntrica do tecido pulpar, conduzindo ao desprendimento da polpa
relativamente a dentina (Widbiller et al., 2021).
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5. Discussao e Conclusao

Apesar da existéncia de técnicas histologicas estabelecidas para os tecidos dentarios, a
escassez de literatura especifica sobre técnicas histoldgicas aplicaveis a amostras de tecidos
dentarios de golfinho, bem como, detalhes técnicos acerca da fixagdo e descalcificagdo das
amostras sao escassos. (Widbiller et al., 2021)

A proximidade das camadas de tecidos moles e de tecidos mineralizados representa
alguns desafios para a preparagao histoléogica dos dentes de golfinho, assim, os
procedimentos histolégicos aplicados tiveram de ser adaptados em conformidade. A
desmineralizacdo dos dentes de golfinho, bem como, a desidratacdo, sdo passos
indispensaveis ao processo que também requerem especial atengao, visto que, o excesso de
desmineralizacao e desidratagdo pode danificar os tecidos constituintes do dente.

Apdbs a aplicagdo do protocolo exposto foi possivel observar as quatro principais
estruturas dos dentes de golfinho, no entanto, a degradacao da polpa observada nas imagens
pode ser devida a uma ma perfusao do fixador nos tecidos. Segundo Widbiller et al (2021),
este fendémeno pode ser prevenido realizando uma perfuragdo numa area nao relevante ou
separando a coroa da raiz, facilitando a penetragao do fixador nos tecidos e permitindo uma
contracao dos tecidos moles dirigida a respetiva area dentaria, nao alterando a estrutura do
dente.

A destruicdo de partes dos tecidos deveu-se ao uso do bisturi para o seccionamento do
dente. O seccionamento dos dentes deve ser realizado utilizando materiais que permitam o
corte longitudinal do dente sem que a ldamina danifique as estruturas. Para tal, é sugerido o
uso de materiais especificos, tais como, uma serra de diamante. (Luque et al., 2009)

A auséncia de equipamentos especializados para corte e polimerizacdo limitou a
qualidade de preservacao tecidular em algumas amostras. Futuros estudos poderao
beneficiar da utilizacdo de técnicas mais avangadas, como microtomia com serra de diamante
ou descalcificantes com controlo automatico de pH.

Seria interessante futuramente a visualizacdo das laminas numa objetiva de maior
resolucdo para avaliar a preservagdo das estruturas celulares.

As limitacdes do laboratério, onde foi desenvolvido o projeto, em termos de
equipamentos impuseram restrices técnicas, limitando a qualidade de preservacao
tecidular em algumas amostras. Contudo, foi possivel estabelecer um protocolo viavel e
reproduzivel para a observacao histolégica de dentes de golfinho, compativel com os
recursos de um laboratério convencional de anatomia patolégica.
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