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Resumo - As caracteristicas do esmalte e da dentina devem ser observadas quando se substitui dentes
humanos por dentes bovinos em estudos in vitro. O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar em nivel
molecular, as diferengcas quimicas entre os componentes da dentina humana e bovina. Foram preparados
10 terceiros molares humanos erupcionados higidos (H) e 10 incisivos bovinos (B) expondo a superficie da
dentina. Cada amostra foi analisada por espectroscopia FT-Raman. Seis picos do espectro Raman foram

avaliados calculando-se a éarea relativa (pl-p3:

inorganico; p4-p6: orgéanico). A dentina bovina difere

significativamente da dentina humana nas areas dos picos dos componentes inorganicos e organicos
(P<0.0001). Entretanto, novos estudos da interacdo da dentina bovina e sistemas adesivos devem ser

realizados.
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Area do Conhecimento:
Introducao

As caracteristicas dos tecidos dentais sdo os
principais fatores a serem observados quando se
analisa a possibilidade de substituir os dentes
humanos por dentes bovinos em estudos in vitro.
Como alternativa para a utilizagcdo de dentes
humanos, incisivos permanentes de bovinos sdo
utilizados para testes de adesividade (IKEMURA
et al., 2003; LOPES et al., 2003; MIYAZAKI et al.,
2003; CENCI et al, 2004; HELVATJOGLU-
ANTONIADES et al., 2004; SATO et al., 2005).

Algumas propriedades e caracteristicas da
dentina humana e bovina séo similares. Estudos
anatdmicos e  histoquimicos = comparativos
revelaram que todos os dentes de mamiferos séo
similares. Existem preocupacdes se 0s resultados
obtidos em experimentos animais podem ser
estendidos para os dentes humanos e em
situagOes clinicas. Entretanto, os comités de ética
ao redor do mundo tém estimulado a substituicdo
de dentes humanos por dentes de animais
(FONSECA et al., 2004). Considerando estes
fatores, as informacdes sobre a composicdo
guimica de dentes humanos e bovinos séo
importantes para entender melhor a interacao
destes substratos com os sistemas adesivos.

Os estudos das caracteristicas e propriedades
de dentes humanos e animais apresentam
resultados morfolégicos e histoquimicos obtidos
por técnicas tradicionais. Estas técnicas
necessitam de preparacdes especificas das
amostras e ndo permitem a utilizagcdo da mesma
amostra em outras analises.

Uma alternativa para as técnicas tradicionais é
a espectroscopia Raman. Esta técnica permite a
analise estrutural de amostras por identificar as
vibracdes das moléculas das amostras. Os modos
vibracionais dos componentes minerais e
organicos podem ser identificados e as
intensidades relativas das bandas referentes a
estes componentes podem ser calculadas
permitindo a avaliagdo semiquantitativa destes
constituintes (PENEL et al., 1998; STEINER-
OLIVEIRA et al., 2006). A principal vantagem da
espectroscopia Raman comparada com outras
técnicas analiticas € a possibilidade de obter
informacdes dos componentes dos dentes sem
destruir a amostra (SOARES et al.,, 2007). O
objetivo deste estudo in vitro foi, avaliar em nivel
molecular, as diferencas quimicas entre os
componentes da dentina humana e bovina.

Metodologia

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética
em pesquisa da UNIVAP (L087/2005/CEP). Dez
dentes terceiros molares humanos erupcionados e
higidos e dez incisivos bovinos foram
selecionados para este estudo. Os dentes
humanos foram obtidos de pacientes que
necessitavam de extracBes dentarias como parte
do tratamento odontolégico na clinica de
Odontologia da UNIVAP e os dentes bovinos
foram retirados de mandibulas bovinas.

Todas as amostras foram armazenadas em
soro fisiologico (Aster Produtos Médicos LTDA,
Sorocaba, SP, Brasil) a 9T até a utilizagdo. Apos
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a extracdo dos dentes humanos e bovinos, o
tecido mole foi removido com o auxilio de curetas
periodontais (7/8; Duflex, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Os dentes limpos foram polidos com pasta
de pedra pomis e agua (S. S. White, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) utilizando uma escova de
Robinson (Viking — KG Sorensen, Barueri, SP,
Brasil) em baixa rotacdo e refrigeracdo (KaVo do
Brasil SA, Joinvile, SC, Brasil). Ap6s o polimento,
os dentes humanos e bovinos foram armazenados
em solucdo aquosa de Timol a 0,1% por uma
semana em geladeira. Para preparar as amostras,
os dentes foram lavados em agua corrente por 24
horas para a remocdo de residuos de Timol
(SOARES et al., 2007).

A coroa dos dentes humanos foi seccionada no
primeiro terco oclusal perpendicularmente ao
longo eixo do dente utlizando um disco
diamantado refrigerado com uma velocidade de
250 rpm e um peso de 100g montado em uma
maquina de corte (Isomet 1000 — BUEHLER, Lake
Bluff, IL, EUA). Em seguida a superficie da dentina
foi polida com uma lixa de papel de granulacédo
fina (n® 600 Norton, Sdo Paulo, SP, Brasil)
montada em uma politriz com uma velocidade de
150 rpm (Knuth Rotor — Struers, Brasil). Este
polimento foi realizado por 1 minuto para produzir
uma camada de smear layer padrdo (STEINER
OLIVEIRA 2006 et al., SOARES et al., 2007). As
raizes dos dentes foram removidas apdés o
polimento utilizando um disco de diamante
montado em maquina de corte produzindo um
disco de dentina para cada dente.

Para a preparacdo das amostras de dentes
bovinos, o esmalte vestibular foi removido por um
corte longitudinal paralelo ao longo do eixo do
dente utilizando um disco diamantado refrigerado
com uma velocidade de 250 rpm e um peso de
100g montado em uma maquina de corte. O
polimento para a producdo da camada de smear
layer foi realizado de modo semelhante aos dentes
humanos.

Para a analise por espectroscopia Raman, um
espectro por dente foi coletado pelo espectrémetro
FT-Raman (RFS 100 — Bruker Inc., Karlsruhe,
Alemanha). As amostras foram excitadas pelo
laser de Nd:YAG (A = 1064.1nm) e a poténcia
incidente na amostra foi de 100mwW. A resolucdo
espectral selecionada foi de 4 cm™ e para cada
medida, um espectro foi acumulado com 100
scans (STEINER-OLIVEIRA et al., 2006; SOARES
et al., 2007).

Para a analise espectral qualitativa e
semiquantitativa, os espectros passaram por uma
correcdo da linha de base e entdo foram
normalizados com relacdo ao pico em 960 cm™
(KO et al., 2005). No espectro Raman da dentina
seis éreas foram avaliadas: componente mineral -
365-488 cm™ (pl), 520650 cm™ (p2), 995-1120
cm™ (p3) e componente organico - 1215-1365 cm’
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! (p4), 1366-1502 cm™ (p5), 1580-1735 cm™ (p6).
As areas integradas dos picos foram calculadas
pelo software Matlab (The MathWorks, Inc., Natick,
MA, EUA).

A andlise estatistica das areas integradas das
amostras de dentes humanos e bovinos obtidas
através dos espectros Raman foi realizada no
programa Instat (GraphPad Software, San Diego,
CA, EUA) no qual foi aplicado o teste t néo
pareado.

Resultados

Os espectros Raman caracteristicos da dentina
humana e bovina apresentam os mesmos modos
vibracionais para os conte(idos organlcos e
morgamcos na regido entre 300-1200 cm™ e 1200-
1800 cm’ (Flguras 1 e 2, respectivamente).
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Figura 1 — Espectro Raman dos componentes
inorgénicos da dentina humana (H) e bovina (B).
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Figura 2 — Espectro Raman dos componentes
orgéanicos da dentina humana (H) e bovina (B).

Na figura 1, o pico mais intenso em 960cm™ é
referente ao modo vibracional do componente
fosfato da hidroxiapatita (PO43' v;) da dentina e o
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pico localizado em 1071cm™ é referente a0 modo
vibracional do carbonato (Cogz' Vi).

Os picos com deslocamento Raman em 431 e
590 cm™ s&o relacionados aos modos vibracionais
do fosfato (PO4 Vv, e PO4 vy). Na figura 2 0s
picos localizados em 1245, 1452 e 1667cm™ s&o
relacionados aos componentes organicos (amida
lll, vibragbes CH, e amida | (C=0),
respectivamente). Os resultados dos testes
estatisticos das areas integradas dos picos Raman
mostram diferencas estatisticas significantes entre
os dentes humanos e bovinos com relacdo aos
componentes organicos e inorganicos da dentina
(P<0.0001) (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores da média e desvio padréo (DP)
das areas integradas. Picos de contetddo mineral
(p1 — p3) e picos orgéanicos (p4 — p6) para dentes
humanos (H) e bovinos (B).

P1 P2 P3 P4 P5 P6
Grupo

35% 28 3.8% 20* 27% 26*
H (02 (0.2) (02) (0.2) (0.2) (0.2
3.8 3.0% 35 16% 21* 20*
B (0.1) (0.1) (0.1) (0.3) (0.4) (0.3)

*Asterisco indica diferenca estatistica
significante (P < 0.0001) entre os componentes
dos dentes humanos e bovinos (teste t ndo
pareado).

As areas integradas dos picos pl e p2
relacionadas aos modos vibracionais do fosfato
nas amostras bovinas sdo maiores do que nas
amostras de dentina humana (P < 0.0001).

As éareas integradas dos picos p3, p4, p5 e p6
relacionadas aos modos vibracionais do carbonato
e colageno, respectivamente, sao maiores nos
dentes humanos do que nos dentes bovinos (P <
0.0001).

Discussao

Este estudo apresentou os resultados da
caracterizagdo em  nivel molecular dos
componentes quimicos da dentina humana e
bovina e as diferencas entre os componentes
organicos e inorganicos da dentina entre os
substratos.

Nenhum estudo anterior avaliou cada modo
vibracional dos componentes da dentina humana e
bovina. Foram realizados apenas estudos
histoquimicos, anatdmicos, morfoldgicos e ensaios
mecanicos de tracdo comparando os substratos
(CHERSONI et al.,, 2004; WANG et al.,, 2004;
NAKAOKI et al, 2005). Esta caracterizacao
vibracional é importante devido ao crescente
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aumento na utilizacdo de dentes de animais em
estudos cientificos em substituicdo aos dentes
humanos.

A anadlise estatistica dos resultados mostrou
gue os substratos sdo diferentes na quantidade
relativa de componentes organicos e inorganicos
(Tabela 1).

Na dentina humana foi observada uma area
relativa estat|st|camente maior do componente
carbonato (1071cm™) e uma area relat|va menor
do componente fosfato (431cm™ e 590cm™)
comparado com a dentina bovina (P < 0.0001).

A é&rea integrada dos picos em 1245, 1452 e
1667cm™ relativas aos componentes organicos
amida lll, vibracdes CH, e amida | foi maior nas
amostras de dentes humanos do que nos dentes
bovinos (P > 0.0001).

Estas diferencas nas quantidades relativas dos
componentes organicos e inorganicos séo
provavelmente devidas ao fato de que a dentina
nos dentes bovinos apresenta tlbulos dentinarios
mais largos e mais porosos na dentina intertubular
gquando comparados com dentes humanos
(LOPES et al., 2003).

A dentina humana madura contém mais
carbonato do que o esmalte (5-8 % em peso)
(PENEL et al, 1998). O mineral na dentina
humana é a apatita carbonatada e esta localizada
nos espacos entre as moléculas de colageno
(intrafibrilar) ou aderidas nas fibras colagenas
(extrafibrilar) (HAEBELITZ et al., 2002). Este fato é
importante porque a matriz de colageno é o
componente principal na adesdo a dentina
condicionada.

Neste trabalho, a informacdo direta com
relacdo aos componentes quimicos da dentina
humana e bovina foi obtida através da
espectroscopia FT-Raman. A originalidade deste
estudo € atribuida a caracterizagdo vibracional de
componentes organicos e inorganicos dos dois
tipos de dentina.

Concluséao

A dentina bovina difere significativamente da
dentina humana nas areas dos picos dos
componentes inorganicos e organicos. Entretanto,
novos estudos da interacdo da dentina bovina e
sistemas adesivos devem ser realizados.
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