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This study aimed to compare the morphology and physical properties of the enamel
structure of bovine, buffalo and human teeth. Analysis of this tissue was performed by scan-
ning electron microscopy, mineral composition, microhardness and surface roughness of
enamel in 41 buffalo incisors (Bos taurus indicus), 41 bovine incisors (Pelorovis antiques),
and 30 human permanent incisors. The results showed a significant similarity between
the ultrastructure of enamel in these animal species and the one found in human sam-
ples. The chemical elements which presented higher concentration in bovine and buffalo
enamel were: O, Ca and P, precisely those that form hydroxyapatite crystals - Ca,, (PO,),
(OH),. Knoop microhardness values showed no statistically significant differences between
the three species. However, the surface roughness of buffalo enamel (2.16um +0.23) was
significantly higher when compared with human (0.36um +0.05) and bovine teeth (0.41um
+0.07). Itis concluded that the characteristics and properties of bovine and buffalo enamel,
as obtained from our analysis and testing, showed a similar morphology to that of humans.
They showed a similar ultrastructural architecture, microhardness and mineral composi-

tion equivalent to the human dental tissue, becoming reference models for research.

INDEX TERMS: Tooth enamel, buffalo, bovine, human.

RESUMO.- Este estudo teve como finalidade comparar a
morfologia e propriedades fisicas da estrutura do esmalte
dos dentes bovinos, bubalinos e humanos. A analise deste
tecido foi realizada por meio de microscopia eletronica de
varredura, composi¢do mineral, microdureza e rugosidade
superficial do esmalte em 41 incisivos bubalinos (Bos tau-
rus indicus), 41 incisivos bovinos (Pelorovis antiques) e 30
incisivos permanentes de humanos. Os resultados mostra-
ram que a ultraestrutura do esmalte revela uma significa-
tiva similaridade das espécies estudadas com a encontrada
em amostras humanas. No esmalte bovino e bubalino os
elementos quimicos que apresentaram maior concentra-
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¢do foram: O, Ca e P, justamente os que formam os cristais
de hidroxiapatita - Ca, (PO,),(OH),. Na microdureza Knoop
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as
trés espécies. Porém, a rugosidade superficial do esmal-
te bubalino (2,16um *0,23) foi significativamente maior
quando comparada aos dentes humano (0,36pum #0,05) e
bovino (0,41pm +0,07). Conclui-se que as caracteristicas e
propriedades do esmalte bovino e bubalino, por meio de
andlises e testes, apresentou uma morfologia semelhante a
de humanos, arquitetura ultraestrutural similar, microdu-
reza e composicdo mineral equivalente ao tecido dental hu-
mano, tornando-se modelos de referéncia para pesquisas.

TERMOS DE INDEXACAO: Esmalte dentario, bufalo, bovino, hu-
mano.

INTRODUCAO

Dentes de animais sdo utilizados em varios estudos in vitro
atualmente. O dente bovino é a op¢do mais frequente es-
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colhida pela maioria dos pesquisadores, uma vez que sao
facilmente obtidos e cada vez mais indicados pelos comi-
tés de ética (Seixas et al. 2007, Matos et al. 2008, Tanaka et
al. 2008). O Brasil possui o maior rebanho de bufalos das
Américas, com a criacdo em grande escala direcionada para
a producdo de carne, restando uma alta disponibilidade de
material biolégico para outros fins, como os estudos cien-
tificos (Santana et al. 2011). Os incisivos sdo os mais utili-
zados, devido ser encontrados higidos em um nimero alto
e possuir uma superficie ampla, geralmente livre de defei-
tos e lesdes de carie quando comparado com outros dentes
(Melberg et al. 1992, Skene 2002, Yassen et al. 2011).

O esmalte dentario de diversos mamiferos possuem
similitudes entre si, contudo as especificidades da ultraes-
trutura do esmalte e sua composi¢do mineral variam en-
tre as espécies e as classes (Fincham et al. 1996, Maas &
Dumont, 1999). O esmalte dental é composto por cristais
de hidroxiapatita Ca, (PO,),(OH), com oligoelementos in-
corporados que podem fornecer informagoes sobre o am-
biente e habitos dietéticos do animal, sendo o mesmo um
bioindicador de grande interesse, pois contém informagdes
sobre os elementos depositados neste tecido (Calonius et
al. 1965, Naujoks, 1967, Falla-Sotelo et al. 2005).

As semelhancas e diferencas nédo se limitam as caracte-
risticas morfoldgicas, pois cada espécie apresenta uma du-
reza e rugosidade superficial préprias. A dureza superficial
constitui a resisténcia que os materiais ou diferentes subs-
tratos apresentam. Essa medida pode ser realizada através
de trés ensaios diferentes: choque, risco ou penetragao. O
ensaio mais utilizado é o de penetracao e consiste na aplica-
¢do de uma determinada carga por um aparelho que apre-
senta um penetrador na sua extremidade em forma de pira-
mide ou esfera, o qual penetrara e marcara a superficie do
substrato e, em seguida, a mensuragao feita pelo penetrador
é convertida para indice de dureza (Remizov et al. 1991).

A rugosidade, por sua vez, é o conjunto de desvios mi-
crogeométricos, caracterizados pelas saliéncias e reentran-
cias. A leitura da rugosidade é realizada por um apalpador
que percorre a superficie, acompanhado de um patim, onde
o movimento da agulha é transformado em impulsos elétri-
cos e registrado no mostrador. Esse parametro revela infor-
magdes importantes sobre a idade do animal e deficiéncia
mineral, refletindo na rugosidade superficial do esmalte
dental (Santos et al. 2008, Sabatoski et al. 2010).

Neste estudo buscou-se descrever a ultraestrutura do
esmalte dental de bubalinos e bovinos por meio de mi-
croscopia eletronica de varredura (MEV), determinar a
concentracdo dos elementos presentes neste tecido, além
de estabelecer e comparar os valores da microdureza e da
rugosidade entre os grupos de animais avaliados.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisas com Animais de Experimentacdo da Universidade Fe-
deral do Par4 e pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Hu-
manos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Par4, sob parecer n® CEPAE - BIO 013-09.

Foram utilizados 41 incisivos bovinos da espécie Bos taurus
indicus; 41 incisivos bubalinos da espécie Pelorovis antiques. Os
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espécimes foram coletados de animais (com idade média de 24
meses) que foram abatidos na Cooperativa da Industria Agrope-
cuaria do Para - SOCIPE, situada em Belém, Par4, Brasil.

Utilizou-se 30 incisivos permanentes humanos (extraidos por
indicagdo protética ou por comprometimento periodontal). Os
dentes pertenciam a pacientes jovens, possuiam a superficie do
esmalte livre de lesdes cariosas e o apice fechado.

Analise em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
Para analise com microscopia eletronica de varredura foram uti-
lizados 6 incisivos de boi e 6 incisivos de bufalo. O terco médio da
coroa dos dentes foi seccionado transversalmente e longitudinal-
mente com disco de carborundum montando em peca de mao reta
(Dabiatlante®, Ribeirdo Preto, Brasil) e sob irriga¢do, formando
blocos com dimensdes de 5Smm x 5mm.

As amostras foram lixadas sob irrigacdo com folhas de lixa
d’agua (3M, Sumaré, Brasil) de granulagio #2000 e #2500 e poli-
das com disco de feltro montado em peca de mao reta e pasta para
polimento (DiamondR; FGM, Joinville, Brasil). Parte das amostras
tiveram a face vestibular lixada até o esmalte atingir a espessura
de Imm. Nas amostras restantes, foi lixada a face em que se podia
observar, sequencialmente, esmalte vestibular, dentina vestibular,
espaco que acomodava a polpa, dentina lingual e esmalte lingual.

Posteriormente, todas foram lavadas com agua destilada em
banheira ultrassonica (TD30 Plus; Bio-Art, Sdo Carlos, Brasil) por
1 minuto. Apés secarem, foram imersas em hipoclorito de sédio a
1% por 5 minutos e novamente lavadas na banheira ultrassonica
com agua destilada por 30 segundos. Foram imersas em uma so-
lucdo de EDTA a 17% por 10s e mais uma vez lavadas em banheira
ultrassénica por 1 minuto.

Cada espécime foi imerso, por 5 minutos, em bateria ascen-
dente de alcool (70%, 90% e alcool absoluto), secando posterior-
mente a temperatura ambiente. As amostras foram montadas,
metalizadas e observadas em um microscdpio eletronico de var-
redura (LEO-1430; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). As micro-
grafias foram feitas em varias regides do esmalte e em diferentes
magnifica¢des (Santana et al. 2013).

Composicdo mineral. A microanalise por espectroscopia de
energia dispersiva (EDS, do inglés Energy-Diperse X-Ray Spectros-
copy) foi feita por meio do microscépio eletronico de varredura
(LEO-1430; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Utilizou-se 5 den-
tes de boi e 5 dentes de bufalo.

Os dentes foram lavados em banheira ultrassonica por 2 mi-
nutos e secos a temperatura ambiente. Foram retirados pequenos
fragmentos do esmalte de cada um dos espécimes. A avalia¢do
da composicdo mineral foi feita em dois pontos de cada amostra,
sendo realizada ao final a média e o desvio-padrao dos minerais
registrados.

Avaliacao da microdureza superficial do esmalte. Utili-
zaram-se 20 corpos de prova para cada grupo. Os dentes foram
seccionados no ter¢o médio da coroa, obtendo-se amostras com
dimensdes de 10mmx4mm e incluidas em resina (Endurecedor
RQ-0164RF PLUS e Resina RQ-0100RF; Zona Sul de Sio Paulo, Sdo
Paulo, Brasil).

As amostras foram lixadas (#600, #800 e #1200) em uma po-
litriz (Arpol E; Arotec, Rio de Janeiro, Brasil), com 500 rotag¢des
por minuto. A lixa d’agua de grana 600 (3M, Sumaré, Brasil) foi
utilizada até o momento em que ja se podia notar a exposicdo de
uma area suficiente no esmalte para serem realizadas as endenta-
¢Oes. As lixas de grana 800 e 1200 (3M, Sumaré, Brasil) foram uti-
lizadas por 1 minuto cada uma e, em seguida, os corpos de prova
foram lavados em banheira ultrassonica com 4gua destilada por
1 minuto.

A microdureza Knoop (KHN) foi determinada por um micro-
durémetro (Future Tech FM 700, Tokyo, Japdo) onde foram reali-
zadas 5 endentagdes por espécime, espacadas por 5pm, com uma
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carga de 100g e durante 15 segundos. As endentagdes foram re-
alizadas paralelas a direcdo dos prismas do esmalte (Fonseca et
al. 2008).

Avaliacdo da rugosidade. A avaliagio da rugosidade foi rea-
lizada por um rugosimetro (SJ-301; Mitutoyo, California, Estados
Unidos da América).

O parametro adotado para a consecu¢do da rugosidade su-
perficial foi a rugosidade aritmética (Ra) determinado pela média
(um) de 3 leituras, com um limite de tracejamento (Lt) de 5mm e
com comprimento de amostragem ou “cutt-off” (La) de 0,25mm.

Foram utilizados 10 incisivos de cada grupo - bovino, bufalo e
humano. O apalpador foi posicionado no ter¢co médio da face ves-
tibular de cada dente e realizou a sua movimentagio no sentido
mésio-distal. Todas as etapas metodoldgicas estdo descritas na
Figura 1.

Analise qualitativa e quantitativa. As fotomicrografias fo-
ram avaliadas qualitativamente. A composi¢do mineral foi tabu-
lada e calculada as médias + desvios-padrdo para os dentes bo-
vinos e bubalinos. Para a andlise da microdureza e da rugosidade
foi realizada a comparacdo entre diferentes grupos por analise de
varidancia (ANOVA) com poés-teste de Tukey para, com p<0,05, com
os valores representados textualmente e graficamente com mé-
dias * erro-padrdo. Em todas as analises, foi utilizado o programa
estatistico GraphPad Prism 5.01.
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Fig.1. (A-F) Fluxograma da metodologia.

RESULTADOS

MEV

A arquitetura ultraestrutural nas amostras dos espé-
cimes animais estudados revela significativa similaridade
com a encontrada em amostras humanas, quando analisa-
das sob microscopia eletronica de varredura.

Avaliando a estrutura de superficie, os prismas apre-
sentam uma variabilidade morfolégica - hexagonal,
circular, ovalada e retangular - nas amostras de dentes
bovinos (Fig.2A) e bubalinos (Fig.2B), ndo havendo, apa-
rentemente, a predominancia de um formato em relagao
ao outro, além de serem rodeados por esmalte interpris-
matico.

Em cortes longitudinais, os prismas tomam as mais di-
versas orientacdes de maneira gradual. Eles se distribuem
paralelos entre si e perpendicular com o esmalte interpris-
matico, tal caracteristica foi encontrada de maneira muito
similar nos dois espécimes animais (Fig.2C,D). Sob uma

magnificacdo menor, os prismas cruzam-se, tomando dife-
rentes direcoes (Fig.2E,F).

EDS

Os valores médios dos elementos quimicos presentes
no esmalte bovino, bubalinos e humanos encontram-se no
Quadro 1.

Os elementos que apresentam maior concentracdo no
esmalte bovino e bubalino sdo: O, Ca e P. Justamente os que
formam os cristais de hidroxiapatita - Ca, (PO,),(OH),.

Quadro 1. Média e Desvio padrio dos elementos quimicos
relevados no esmalte bovino, bubalino e humano

Elemento Quimico Esmalte Bovino Esmalte Bubalino

(M% +DP%) (M%+DP%)
(6] 41,93 +0,29 37,58 £2,07
Mg 0,22 +0,01 0,92 0,02
P 17,23 0,16 19,17 0,33
Cl 0,27 £0,07 0,31 0,04
K 0,05 0,01 0,04 £0,03
Ca 33,68 0,18 35,10 £1,26
Ti 0,08 £0,02 0,10 +£0,0005
\% 0,14 +0,04 0,13 +0,05
Fe 0,16 £0,06 0,20 £0,01
Cu 0,18 0,01 0,21 +0,05
Zn 0,16 0,04 0,38 £0,03
Sr 0,15 +0,04 0,19 +0,06
Zr 5,75 +0,57 5,67 0,39

Microdureza

Os resultados mostraram que ndo houve diferenca es-
tatisticamente significante (p=0,5083) na microdureza
Knoop do esmalte bovino (302,6kg/mm?+6,89) e bubalino
(300,5kg/mm?+2,72) e humano (309,7kg/mm?+6,83). A
relacdo entre os grupos encontra-se expressa na Figura 3A.

Rugosidade

A rugosidade superficial do esmalte bubalino (2,16um
+0,23) foi estatisticamente significante (p<0,0001) quan-
do comparada aos dentes humano (0,36um+0,05) e bovino
(0,41pm=0,07), nao havendo diferenca estatistica entre os
resultados do esmalte bovino e humano. A relacdo entre os
grupos é apresentada na Figura 3B.

DISCUSSAO

Os resultados apontam similaridade entre as propriedades
observadas nos espécimes de dentes humanos, bubalinos e
bovinos, com excecdo da rugosidade, na qual se observou
diferenca entre o grupo de amostras bubalinas e demais
animais, apresentando valores médios superiores aos gru-
pos restantes. A ultraestrutura, composi¢do mineral e mi-
crodureza demonstraram semelhanca entre os grupos de
dentes dos animais estudados.

O esmalte dental é um tecido altamente mineralizado
constituido por cristais de hidroxiapatita - Ca,,(PO,),(OH),
- e por estruturas basicas (esmalte prismatico, interpris-
matico e aprismatico) que assumem uma arquitetura capaz
de conferir resisténcia ao dente durante a mastigacdo. Os
prismas sdo estruturas em formas de bastdes que se orien-
tam ao longo de toda a espessura do esmalte e sdo rode-
ados pelo esmalte interprismatico. O esmalte aprismatico
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Fig.2. (A) Microscopia eletronica de varredura mostrando os diferentes formatos dos prismas do esmalte de dentes bovinos e (B) buba-
linos. 1500x. Barra: 10 micrometros. (C,D) Microscopia eletronica de varredura da secgdo transversal dos espécimes. Os prismas do
esmalte (setas brancas) encontram-se paralelos entre si e em 90 graus com o esmalte interprismatico (setas pretas), essa arquitetura
foi encontrada nas amostras de dentes bovinos (C) e bubalinos (D). 2500x. Barra: 2 micrometros. (E,F) Microscopia eletronica de
varredura mostrando as diferentes dire¢des realizadas pelos prismas do esmalte em diferentes magnificacdes no esmalte bovino e
no esmalte bubalino (E). Zone mag: 550x. Barra de escala: 20 micrometros (F). 1000x. Barra: 10 micréometros. Essa disposi¢do dos
prismas confere ao esmalte dental maior resisténcia.
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Fig.3. (A) Valores médios e erro-padrdao da microdureza (kg/
mm?) e (B) rugosidade (um) para os diferentes grupos. * Indi-
ca diferenca estatistica em relagdo aos demais grupos.

localiza-se contiguo a jun¢do amelo-dentinaria e na super-
ficie de tal tecido (Santana et al. 2011).

Em espécimes bovinos, a analise da arquitetura ultra-
estrutural, feita por meio de MEV, ja havia sido descrita
anteriormente (Anderson et al. 1998, Camargo et al. 2008,
Wang et al. 2012). Com resultados semelhantes aos apre-
sentados, Wang et al. (2012) destacou a presenca de uma
disposicdo paralela entre os prismas de esmalte em cortes
longitudinais e disposi¢cdo perpendicular com o esmalte
interprismatico foram observados a partir de cortes trans-
versais nestes espécimes, onde esse mesmo padrio foi ob-
servado em amostras do esmalte de bovinos e bubalinos.

A disposicdo paralela entre os prismas do esmalte de
bufalos e bovinos proporciona uma eficiente vantagem
para o corte de alimentos duros ou dificeis, como plantas
ou rafzes (Macho et al. 1993). Tal disposi¢do dos prismas
permite com que a borda incisal dos dentes torne-se afiada,
uma vez que sdo menos resistentes a abrasao.

A mudanca gradual na orientacao dos prismas perce-
bida nas micrografias faz com que o esmalte de bovinos e
bubalinos seja mais propenso a fratura. Isto ocorreria pro-
vavelmente devido a menor dissipacdo da energia entre os
prismas, formando fendas ao longo da trajetoéria do pris-
ma (Wang et al. 2012). Além de serem mais frageis e mais
permeaveis, refletindo em um desgaste excessivo que pode
levar a redugdo no consumo e no trituramento do alimento
(Santos et al. 2008).

A maior concentragdo dos elementos Ca, P e O em am-
bos os animais, verificados por meio da analise de EDS, des-
taca conformidade aos principais componentes do esmal-
te humano, os cristais de hidroxiapatita. Neste contexto,
Falla-Sotelo et al. (2005) e Oliveira et al. (2010) apontam
achados préximos entre a concentracdo de Ca e P presen-
tes em bovinos, suinos e dentes humanos, o que confere
essa caracterizacdo nestes mamiferos. As caracteristicas
fisico-quimicas e estruturais, bem como seu padrido de mi-
neralizacdo, figuram como caracteristicas primarias para
comparacao entre animais. Entretanto, no caso do esmalte
humano, frente aos numerosos “crossing of enamel rods”,
apontam a necessidade de comparagoes criteriosas (Fejer-
skov etal. 1979, Warshawsky et al. 1981, Lopes et al. 2006).

A maior robustez observada em espécimes bubalinos
associada a composi¢do quimica destes espécimes aponta
que este tecido apresenta grau de mineralizacdo diferente
dos espécimes bovinos. A microdureza de dentes bovinos
ja foi descrita em varias ocasides anteriores (Lopes et al.
2006), entretanto sido novos os dados referentes ao esmal-

te bubalino e sua comparag¢do com o esmalte bovino e hu-
mano.

No que se refere a dureza do esmalte humano, Meredith
et al. (1996) apontou valores variando de 272 a 440 KHN
e Maia et al. (2008) relatou valores entre 342 a 348 KNH.
Fonsecaetal. (2008) e Donassolo etal. (2007) apontam que
dentes bovinos mais jovens podem apresentar menor grau
de semelhanca, quando comparados a espécimes humanos.
Os resultados desta pesquisa verificou valores semelhantes
para todas as espécies estudas.

Além da rugosidade primaria dos espécimes, a reali-
zacdo do teste também permitiu a verificagcdo do perfil de
textura secundaria ou ondulagido apresentados. O mesmo
padrdo foi observado entre dentes bovinos e humanos,
embora diferencas estatisticas significantes tenham sido
encontradas quando ambos os animais foram comparados
aos espécimes bubalinos.

Comrelacao arugosidade, Donassolo etal. (2007), Braly
etal. (2007), e Xavier (2008) ja haviam descrito a similari-
dade do esmalte bovino, quando comparado a espécimes
humanos. Todavia, no que se refere ao padrao de rugosida-
de do esmalte dentario bubalino, constata-se escassez de
dados bibliograficos para comparac¢des, embora o padrido
ultraestrutural deste animal j& tenha sido relatado ante-
riormente (Santana et al. 2013), apontando semelhancas
com o esmalte dentario humano e suino (Lopes et al. 2006).

Os resultados da pesquisa mostram-se consonantes
com os da literatura no que tange a comparacoes feitas en-
tre o esmalte bovino e humano. Observou-se também que a
rugosidade do esmalte bubalino ndo apresentou semelhan-
¢a quando comparado ao bovino e humano, ndo havendo
outras pesquisas na literatura cientifica que sirvam de sub-
sidio para comparacgao.

CONCLUSOES

Este estudo avaliou de modo minucioso as caracteristi-
cas morfolégicas e propriedades fisicas do esmalte bovino
e bubalino, inserindo dados importantes destas espécies
para o embasamento de futuras pesquisas cientificas.

Observou-se que a arquitetura ultraestrutural do es-
malte bovino e bubalino possui similaridades com a do es-
malte humano, no que concerne a observagoes realizadas
na por¢do média e superficial do esmalte. Sendo necessa-
rios novos estudos que busquem investigar a presenca de
esmalte aprismatico na primeira e na ultima camada de tal
tecido.

As concentracdes dos elementos Ca, P e O foram pro-
ximas. Ndo foram observadas diferencas estatisticas das
amostras nos testes de microdureza e rugosidade, a exce-
¢ao da rugosidade do esmalte bubalino que apresentou um
valor superior em relacdo aos demais grupos.
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