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DOS DENTES DE Spheroides testudineus (BAIACU-MIRIM). ESTUDO DO
ENAMELOIDE AO MICROSCOPIO ELETRONICO, A LUZ POLARIZADA,
POR METODOS HISTOQUIMICOS E SOB ACAO DA COLAGENASE
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RESUMO: Utilizando a microscopia eletronica, a luz polarizada, métodos histoquimicos e a
acao da colagenase estudamos alguns aspectos da matriz do enameldide dos dentes do baiacu,
Spheroides testudineus, concluindo que neste peixe essa matriz estd baseada em trama fibrilar
constituida de fibras coldgenas e por substancia cimentante rica em mucopol issacarideos dcidos
e neutros, associados a proteinas cujos aminodcidos detectados sdGo aqueles que fazem parte das
estruturas adamantinas de mamiferos; que essa matriz prossegue em sua mineraliza¢cdo, mesmo
depois de inteiramente formada, quando sofre um amadurecimento progressivo, como se fora es-
malte.

UNITERMOS: Enameléide; matriz enameloidal, derntino-componentes; amelo- comﬁonentes.

INTRODUCAO

Virios autores estudaram os tecidos dos dentes de baiacus: alguns?: 3.4.5,8,27 des-
creveram como formados de dentina, outros de esmalte e dentina3® ou de esmalte?5.
THOMASSET?3% assegura que a dentina dos tetraodontideos é de tipo muito particu-
lar, assemelhando-se ao esmalte tubular, que por sugestio de MOSS, APPLE-
BAUM?23, passou a ser conhecido por esmalte fibroso. Ganhando acepgio mais am-
pla37, passou a designar o tecido altamente mineralizado dos dentes de peixes, que
contém tibulos com prolongamentos odontoblésticos, 2 maneira de dentina, mas que
pela desmineralizagdo € removido como se fora esmalte. Este tecido atraiu a atengio
de dois tipos de observadores: uns que o estudaram sem criar novas denominagées!%:
17, 18,19, 20, 41, 42, outros que o fizeram procurando relaciond-lo com a dentina ou com
o esmalte. Por isso & também conhecido por vitrodentina3! e durodentina34 ou como
esmalte placSide!3 e csmalte mesodérmico?6. Concluindo pela impropriedade desses
termos e assegurando que nenhum recebeu consagragio universal, POOLE?? rotulou
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este tecido de enamelSide. Fazendo o primeiro estudo radioautografico do enamel6i-
de deste peixe 5 6, tivemos a primazia de afirmar que se trata de um tecido ectodér-
mico, ou seja, amelodentinério, onde coexistem dois tipos de componentes: uns que
lembram a dentina (dentino-componentes); outros que se aproximam do esmalte (a-
melo-componentes). Posteriormente’ conceituamos o que € *“0ss0”’ € o que € ‘‘dente”
nos Tetraodontofdea, concluindo que os ‘‘odontoblastos’’ co-responséveis (juntamen-
te com os ‘‘ameloblastos’”) pela produc@o do enameldide, apds cessarem esse traba-
lho, produzem na porgao basal deste tecido uma fina porgao de osteodentina, que ge-
ralmente preenche o espaco entre duas pegas do enameldide da mesma pilha. Portan-
to embora da mesma textura da osteodentina produzida na cavidade dental (osteoden-
tina cavitéria) ela € de origem distinta. Assim o dente de Spheroides € a ‘‘pega’ de
enamelbide acrescida do tecido osteodentinico subjacente (osteodentina enameloi-
dal), onde se abrigam, em canais pseudohaversianos de Lison, os corpos dos ‘“‘odon-
toblastos’. Agora € nosso propésito através dos métodos mencionados estudar o
enameléide dos dentes de Spheroides testudineus a fim de minudenciar alguns aspec-
tos estruturais e de composicdo de sua matriz.

MATERIAL E METODOS

Microscopia eletrénica — Utilizamos hemimaxilas € hemimandibulas de onde reti-
ramos denticulos em formagao. Foram fixados em solucao gelada de tetr6xido de 6s-
mio a 1%, em tampéo de fosfato de sédio a 0,1M a pH 7,15, submetidos a solugdo
aquosa de 4cido tricloroacético a 5%, incluidos em resina Epon e cortados em ultra-
micrétomo do tipo Porter-Blum (= 20nm de espessura); posteriormente, ‘‘corados’
pelo acetato de uranio e citrato de chumbo foram levados ao microscépio eletrénico
Siemens 1.

Polarizacdo — Hemimaxilas e hemimandibulas maceradas foram cortadas sob jato
d’agua fria, obtendo-se finas lamelas, desgastadas e polidas segundo os cuidados re-
comendados por SCHMIDT34. Fotografamos sob luz polarizada a matriz enameloidal
de dentes mineralizados com objetivas planocrométicas e filme Agfacolor 50 ASA.

Histoqufmica — Hemimaxilas e hemimandibulas fixadas em Gendre e Bouin (para
polissacarideos) ou formol a 10% (para proteinas) foram descalcificadas em EDTA a
9%, saturado e filtrado, incluidas em parafina e cortadas em micrétomo convencio-
nal. Os métodos utilizados para a deteccio de polissacarideos (P. A. S.; Alfa amilase
+ P. A. S.; Acetilagao + P. A. S.; Ferro coloidal; Alcian blue pH 2,5; Alcian blue
pH 0,5; Alcian blue pH 2,5 + P. A. S.) e de proteinas (Millon, modificado por Bens-
ley e Gersh; Millon, apés blogueio pela iodagdo; Lison e Pinheiro, apSs bloqueio por
4cido perférmico; Sakaguchi, apds bloqueio pela Benzoilacdo; Adams e Sloper —
PFAAL; Adams, ferricianeto férrico; Adams, apés bloqueio pela Iodoacetamida) sdo
de conhecimento piblico, sendo encontrados nos vérios tratados de hlstoqulrmca to-
dos sobejamente difundidos.

Colagenase - Hemimaxilas ¢ hemimandibulas fixadas em Bouin foram descalcifi-
cadas em solucdo aquosa de 4cido tricloroacético a 5%, desidratadas, diafanizadas
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e incluidas em parafina, por métodos rotineiros. Cortes contendo denticulos em for-
macdo foram divididos em trés grupos: no primeiro usamos colagenase purificada
cromatograficamente da Worthington Biochemical Corporation (Freehold — New Jer-
sey, USA), no segundo da Sigma Chemical Company (St. Louis — Missouri, USA) e
no terceiro da Nutritional Biochemical Corporation (Cleveland — Ohio, USA). A di-
gestdo foi feita segundo CARNEIRO & LEBLOND!?, ficando os preparados sob
acao da enzima por 5 horas, sendo corados por H. E. ou pelo Mallory. A ilustragio
desta técnica foi obtida com objetivas planocrométicas e filme Agfacolor 50 ASA.

RESULTADOS

Os resultados, presentes nas Figuras 1 (microscépio eletrénico), 2 (colagenase) e
3 (polarizacao) podem ser assim resumidos: examinado ao microscépio eletrénico, o
material permitiu a identificacdo de microfibrilas com periodicidade axial de 64nm
(Fig. 1). A colagenase digeriu a osteodentina de maxilas e mandibulas e o conjuntivo
em torno dos denticulos em formagao, nas cavidades dentais (Fig. 2). Esses dentfcu-
los que se coram em azul pelo tricrémico, neste caso foram corados em sua maioria
em tom avermelhado. Nao notamos diferenga de ac@o nas marcas de enzima empre-
gadas. Assim os resultados de CARNEIRO & LEBLOND!? para o camundongo, on-
de os preparados devem permanecer sob a acdo da enzima por aproximadamente 5
horas, também sao vilidas para o baiacu. Com a polarizacdo identificamos aumento
na birrefringéncia do enameléide dos denticulos completamente formados e empilha-
dos, indo da base para o topo das pilhas (Fig. 3). Os resultados histoqufmicos estdo
representados pelas Tabelas 1 e 2.

F1G. 1 — Micrografia eletrénica (32.000 X) de um denticulo, mostrando microfibrilas com periodicidade
axial de 64nm.

Rev. Odont. UNESP, Sio Paulo, v. 20, p. 41-50, 1991.



44

FIG. 2 — Premaxilur descaldihicado, tratado pela colagenase, corado pelo tricromico de Mallory (40 X), onde a
enzima digeriu: A, o coligeno do conjuntivo distribuido em torno de denticulos; D, estruturas fibrila-
res da matriz enameloidal.

Vv

FI1G. 3 — Pilha de denticulos de dentdrio desgastado sagitalmente (60 X); percorrendo-a de baixo para cima ob-
serva-se aumento na birrefringéncia dos denticulos.
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TABELA 1 - Resultados de detec¢ao histoquimica de polissacarideos (1)
e proteinas (2) nos denticulos de Spheroides testudineus (baiacu)

Tab. 1
Métodos Grupo evidenciado Resultados
ou bloqueado
PAS vic-glicol (CHOH-CHOH)
(evidenciado) +
Alfa amilase + PAS vic-glicol (CHOH-CHOH)
(evidenciado) nl
Acetilagao + PAS vic-glicol (CHOH-CHOH)
(bloqueado) -
Ferro coloidal glicideos com fungao 4cida
(COOH e OSO3H (evidenciado) +
Ferro coloidal, apSs agao glicideos com fungdo 4cida
da hialuronidase testicular (OSO3H — tipo B) (evidenciado) +
Metilagdo + Ferro coloidal bloqueio dos grupos com
fungio 4cida (COOH e OSO3H) -
Metilagdo + Saponificagao evidenciacao dos grupos
-+ Ferro.coloidal carboxila (COOH) -
Alcian blue pH 2,5 glicideos com fungao 4cida
(COOH e OSO3H) (evidenciado) +
Alcian blue pH 0,5 glicideos com fungéo 4cida.
(OSO3H) (evidenciado) +
Alcian blue pH 2,5 + PAS polissacarfdeos neutros e +
acidos (violeta)
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TABELA 2 — Resultados de detec¢do histoquimica de polissacarideos (1)
e protefnas (2) nos denticulos de Spheroides testudineus (baiacu)

Tab. 2
Métodos Radical evidenciado Resultados
ou bloqueado
Millon (modificado por p- hidroxi-fenila (Tirosina)
Bensley e Gersh) (evidenciado) +
Millon, apés bloqueio p. hidroxi-fenila (Tirosina)
pela Iodagao (bloqueado) -
Lison e Pinheiro beta-indolila (Tript6fano)
(evidenciado) +
Lison e Pinheiro, ap6s beta-indolila (Tript6fano)
bloqueio p/ ac. perférmico (bloqueado) -
Sakaguchi (modif. por guanidina (Arginina)
Baker) (evidenciado) +
Sakaguchi, apds bloqueio guanidina (Arginina)
pela Benzoilagao (bloqueado) -
Adams e Sloper (PFAAL) dissulfeto (-S-S)
(evidenciado) -
Adams (ferricianeto sulfidrila (-SH)
+

férrico)

(evidenciado)

Adams, apds bloqueio pela
Jodoacetamida

sulfidrila (-SH)
(bloqueado)

DISCUSSAO

A microscopia eletrénica permitiu identificar no enameldide dos denticulos em
formacao nas cavidades dentais a presenga de fibrilas com periodicidade axial de 64
nm, o que equivale a coldgeno, uma vez que a especificidade da enzima utilizada
permite que ela remova somente o coldgeno!2: 21 40, Isso foi feito removendo-o da
osteodentina de maxilas e mandibulas, do conjuntivo que se distribui em tormo de
denticulos em formagdo e das estruturas fibrilares dos préprios denticulos. Nestes o
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enamelSide se cora em azul pelo Tricrémico, mas sem o coldgeno corou-se em tom
avermelhado, a semelhanca da matriz organica do esmalte, pois, sendo a enzima es-
pecifica, ndo digeriu os componentes enameloidais que lembram tal tecido adamanti-
no. O colageno €, portanto, um dos referidos dentino-componentes desta matriz ena-
meloidal. Essa trama fibrilar € unida por substincia cementante rica em polissacari-
deos 4cidos e neutros, associados a protefnas cujos amino4cidos detectados (tirosina,
arginina, tript6fano e cistefna) sdo aqueles que fazem parte de estruturas ameloi-
dais!!- 15, 22, 28, 30, 32, 33 A5 reagGes histoquimicas para proteinas permitem afirmar
que os denticulos em formagao tém glicoproteinas neutras (mucopolissacarideos neu-
tros) em seu enamel6ide, cujos amino4dcidos do componente protéico sdo: tirosina,
arginina, tript6fano e cisteina. As reagdes para polissacarideos permitem identificar
mucopolissacarideos 4cidos sulfatados (possivelmente 4cido condroitinsulfiirico — ti-
po B), componentes nao-protéicos de glicoproteina encontrada. Foram localizados
mucopolissacarideos fortemente sulfatados na matriz organica do esmalte?: 14,32, 39
assim, nos referimos agora a amelo-componentes desta matriz enameloidal. Levando
em conta os resultados obtidos e as consideracSes feitas, acreditamos licito afirmar
que este enameldide é formado por matriz baseada em trama fibrilar constituida de
fibras coldgenas e por substancia cimentante rica em mucopolissacarideos 4cidos e
neutros, associados a proteinas cujos aminoacidos detectados sdo aqueles que nor-
malmente fazem parte das estruturas adamantinas de mamiferos.

Com a polarizagio, pelo aumento da birrefringéncia3?, o enamelSide dos denticu-
los completamente formados torna-se mais calcificado a medida que progride da base
para o topo das pilhas (superficie mastigatéria), onde os denticulos se tornario fun-
cionais. Comprovamos assim nido somente uma dedugdo j4 feital> 2> 3, 4, 8, 24, 27, 38
como também o fato da matriz prosseguir em sua mineralizagdo, mesmo depois de in-
teiramente formada; sofre entdo um amadurecimento progressivo, como se fora es-
malte e que deve depender dos amelo-componentes.

Tais resultados quanto ao enamelSide do denticulo em formagdo ou em amadure-
cimento s@o concordes com SHELLIS, MILES3> em Anguilha anguilha e Labrus
bergylta, onde, nos tecidos enameloidais, a proteina secretada pelos ‘‘odontoblastos”
€ coldgeno e as protefnas secretadas pelos ‘‘ameloblastos’ que se difundem na matriz
enameloidal pré-formada sdo semelhantes aquelas da matriz protéica do esmalte de
mamiferos, em organizagdo e composigao; onde os tecidos enameloidais perdem por
redugdo todas suas fibras coldgenas durante a maturagio (mas nio antes do processo
de mineralizagao ter inicio); onde, finalmente, a maturacio se d4 como se fora esmalte.

CONCLUSOES

A matriz do enameldide dos dentes de Spheroides testudineus estd baseada em
trama fibrilar constituida de fibras coldgenas e por substincia cimentante rica em
mucopolissacarideos 4cidos e neutros, associados a proteinas cujos aminoacidos de-
tectados sdo aqueles que fazem parte das estruturas adamantinas de mamiferos; ela
prossegue em sua mineralizagdo, mesmo depois de inteiramente formada, quando so-
fre um amadurecimento progressivo, como se fora esmalte.
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PEREIRA NETO, A., ANDREUCCI, R. D. Study of the enameloid from the Spheroides
testudinew’s teeth (globefish) by using polarized light, histochemical methods and
collagenase action. Rev. Odont. UNESP, Sio Paulo, v. 20, p. 41-50, 1991.

ABSTRACT: By studying some aspects of the enameloid matrix of the globefish's teeth,
Spheroides testudineus, we conclude that in this fish, the matrix is based upon a fibrillar network
of collagen fibers and cementing substance rich in acid and neutral mucopolysaccharides
associated to proteins in which the amino-acids are the ones that take part in the mammalian
adamantine structures. This matrix goes on in its mineralization even after it has been completely
formed, when it suffers a progressive maturation like the proper enamel.

KEYWORDS: Enameloid; enameloid matrix; dentine-components; amelo-components.
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