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LIMA, C. P. Estrutura e composicio quimica do esmalte dentario em vertebrados
terrestres fosseis e recentes. 2023. Dissertacdo (Mestrado) em Biologia Comparada -
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2023.

RESUMO

Os tecidos mineralizados dos vertebrados sdo a principal testemunha da existéncia de
espécies extintas ao longo do tempo profundo. Por sua preservacao no registro fossil, sao
importantes para o estudo histérico da biodiversidade e dos diferentes ambientes da Terra.
Dentre esses tecidos, o esmalte dentario ¢ o que melhor se preserva, devido a
hipermineralizagdo quando comparado aos outros tecidos dentarios e ossos. No entendo, pouco
se sabe sobre as relacdes entre as caracteristicas morfologicas e quimicas (mineral e organica)
do esmalte, assim como as mudangas que podem ocorrer neste tecido ao longo de milhdes de
anos. Um novo campo de estudo, denominado paleoprotedmica tém crescido e contribuido na
compreensdo da biodiversidade pretérita, pela recuperacdo de proteinas antigas de diversas
idades, ambientes e tecidos. Neste sentido, este estudo tem como objetivo descrever e comparar
as caracteristicas morfoldgicas e composi¢do quimica do esmalte de espécies extintas e atuais
de Amniota. Contatou-se, por analise de espectroscopia de Raio-X (MEV-EDS), que ambos
esmalte fossil e recente sdo constituidos dos mesmos macroelementos: 36,7% Calcio, 17,2%
Fosforo e 41% Oxigénio, composi¢do caracteristica da hidroxiapatita, o biomineral dos
vertebrados. Vinte e sete (27) elementos quimicos foram medidos por espectrometria de massas
com fonte de plasma (ICP-MS) no esmalte superficial dos mesmos dentes. O Zinco foi o
elemento mais abundante, seguido de Chumbo, Ferro, Magnésio e Aluminio. As medidas de
contetdo organico, mineral e de 4gua foram obtidas a partir de cortes histologicos dos dentes
das 4 espécies analisadas, submetidos a microrradiografia e analise de birrefringéncia a partir
de microscopia de luz polarizada. Obteve-se medidas de volume de matéria organica muito
maiores do que era previamente esperado (chegando a 49%). Foram analisadas amostras
superficiais de esmalte por espectrometria de massas (LC-MS/MS) e ferramentas protedmicas
a fim de recuperar e identificar as proteinas de esmalte nos espécimes estudados. Nas amostras
atuais foram identificadas proteinas tipicas do esmalte. Nas amostras fosseis, apenas um
peptideo de esmalte foi recuperado para 7Purussaurus sp. em apenas uma réplica de amostra
da analise. Os resultados mostram que todas as principais caracteristicas quimicas (inorganicas)

e morfologicas do esmalte dentario se preservaram ao longo do tempo (8,5 a 10 Ma.) em ambos
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os grupos. Outros estudos precisam ser feitos visando otimizar a recuperacdo de moléculas
organicas. Também foi descrita a estrutura do esmalte de 9 espécies de Mammalia e 3 espécies
de Alligatoridae, com a descri¢ao de esmalte semiprismatico para 7Purussaurus sp, sendo a
segunda descri¢ao para uma espécie de Diapsida, que possui esmalte aprismatico, tipicamente.
Este estudo encontrou e descreveu uma grande variagdo da microstrutura do esmalte dentério

entre as ordens de Mammalia, nos diferentes niveis de complexidade deste tecido.

Palavras-chave: dentes; esmalte; Mammalia; Crocodylia;microestrutura; composigao; fosseis



12

LIMA, C. P. Structure and chemical composition of dental enamel in modern and fossil
terrestrial vertebrates. 2023. Dissertacao (Mestrado) em Biologia Comparada - Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

ABSTRACT

The dental enamel is the most mineralized tissue of vertebrates, and its preservation in fossil
records is important to better understand ancient life and the environment on Earth. However,
the association of morphological features with this tissue's mineral and organic information still
needs to be better understood. This study aims to compare morphological features and chemical
composition of dental enamel of extinct and extant species of alligators and rodents.
Semiprismatic enamel was observed in the alligator fossil. The fossilized enamel was in an
excellent state for microscopic analyses. It is observed that both modern and fossil enamel
exhibit the same major constituents: 36.7% calcium, 17.2% phosphorus, and 41% oxygen,
characteristic of hydroxyapatite, the biomineral of vertebrates. Twenty-seven microelements
were measured from superficial enamel. Zinc was the most abundant microelement, followed
by lead, iron, magnesium, and aluminum. Organic, mineral, and water content were obtained
on ground sections of four teeth, resulting in a higher organic volume than previously expected
(up to 49%). Proteomic results recovered peptides from different enamel proteins in modern
samples, and regarding the fossil samples one enamel peptide was recovered from
fPurussaurus sp. Results show that all major dental enamel’s physical, chemical, and
morphological features are present both in extant and extinct fossil tooth enamel (>8.5 Ma) in

both taxa.

Keywords: teeth; enamel; Mammalia; Crocodylia; structure; composition; fossils.
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CAPITULO I: Composicio quimica do esmalte dentario moderno e

fossilizado
INTRODUCAO
Consideracoes sobre o esmalte dentario

Os tecidos mineralizados dos vertebrados compartilham a mesma base mineral
inorganica, a hidroxiapatita (GLIMCHER et al., 1990). Contudo, o esmalte dentério ¢ um tecido
que se diferencia muito dos demais em sua composi¢ao molecular, formacao e caracteristicas

fisicas.

Apesar das caracteristicas singulares de cada tecido, ossos, dentina e cemento sdo
tecidos conjuntivos mineralizados que contém como principal componente proteico o colageno
tipo 1 e uma série de outras proteinas em comum (PARK et al., 2009; SALMON et al., 2013),
enquanto o esmalte possui um proteoma muito distinto, composto, principalmente, por
amelogeninas, enamelinas e ameloblastinas e ¢ formado a partir de células epiteliais

(ameloblastos) (DEUTSCH et al., 1995).

Durante sua maturacdo, o esmalte tem a matriz proteica substituida, quase
completamente, por cristais de hidroxiapatita. Ao fim desse processo, que envolve também a
digestao de suas proteinas pelas proteases MMP-20 e calicreina 4 (SIMMER; HU, 2002), torna-
se um tecido acelular e o mais mineralizado dos vertebrados. Sua densidade mineral equivale
ao dobro da densidade de outros tecidos mineralizados, como a dentina ¢ 0ssos, em humanos
(DJOMEHRI et al., 2015). Segundo alguns autores, o esmalte maduro contém 87% de seu
volume formado por cristais de hidroxiapatita, sendo os outros 13% constituidos por dgua e
proteinas (majoritariamente peptideos que restaram do processo de digestdo por proteases),
enquanto o volume mineral do tecido dsseo, por exemplo, ¢ de 60%, aproximadamente
(GLIMCHER, 1990). Outros autores afirmam que o esmalte possui até¢ 93% de volume mineral,
5,5% de agua e apenas 1,5% de componente organico (ANGMAR et al., 1963; SOUSA et al.,
2006). Outros tecidos mineralizados sdo celulares e podem continuar se formando e

remodelando ao longo da vida do organismo.

Outra caracteristica fisica do esmalte muito relevante ¢ a auséncia de poros
microscopicos encontrados em tecidos conjuntivos mineralizados que permitem a passagem de

microrganismos. O esmalte contém nanoporos (trés ordens de magnitude menores que
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microporos), ou seja, sua estrutura impede a passagem de microorganismos, uma das razoes
pelas quais ¢ um tecido mais resistente aos processos diagenéticos (LINE et al., 2000 e 2005;

PORTO et al., 2011; CAPPELLINI et al., 2018, NOGUEIRA et al., 2021).
O estudo de biomoléculas antigas

O registro da biodiversidade pretérita pode ser acessado, em grande parte, devido a
preservacdo de tecidos mineralizados, que nos animais vertebrados, correspondem aos 0ssos e
tecidos dentarios — cemento, dentina e esmalte. A analise de caracteristicas morfologicas dos
tecidos mineralizados fossilizados ¢ uma importante ferramenta para as areas de conhecimento
que buscam descrever a diversidade biolégica do passado, contribuir nos estudos taxonomicos
de grupos biologicos atuais e extintos e compreender a historia evolutiva de diversos grupos

animais, entre outras diversas perguntas na Biologia Evolutiva.

Recentemente, outras ferramentas tedricas e metodologicas, advindas da Biologia
Molecular e Bioquimica, t€ém ganhado espago e contribuido na busca de desvelar do passado
algumas pecas do grande e instigador quebra-cabegas da historia evolutiva dos seres vivos.
Dentre essas ferramentas destacam-se a Paleogenomica e a Paleoprotedmica, que correspondem
a recuperagao de sequéncias de DNA e proteinas, respectivamente, de origem antiga, variando
desde algumas centenas de anos até alguns milhdes de anos. Essas abordagens se tornaram
possiveis gragas a avangos tecnoldgicos em técnicas robustas de sequenciamento, como a

espectrometria de massas para analise de proteinas (CAPPELLINI et al., 2018).

Trabalhos utilizando a técnica de espectrometria de massas, para detectar osteocalcina
em o0sso de 53 mil anos (OSTROM et al., 2000) e para identificar espécies através da “impressao
digital” de massas dos peptideos (PMF) (BUCKLEY et al., 2009), sao importantes marcos para
o inicio do campo de pesquisa em proteinas antigas. Ainda que ja houvesse sido detectada a
presenca de aminoacidos em fosseis, os resultados eram pouco conclusivos, sem a possibilidade

de sequenciamento confiavel (CAPPELLINI et al., 2018).

Embora as sequéncias de nucleotideos apresentem maior resolucdo de informacgao
genética do que as sequéncias de aminoacidos, estas sdo importantes em trabalhos de larga
escala temporal e em areas geograficas pouco favordveis a preservagdo de DNA, como as
regides tropicais. As proteinas possuem grande potencial para estudos da biodiversidade do

passado pois podem ser recuperadas de épocas antigas mesmo em condi¢des geograficas pouco
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propicias a preserva¢do de biomoléculas (WELKER et al., 2015; DEMARCHI et al., 2016;
CAPPELLINI et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2021).

O primeiro proteoma Osseo antigo foi obtido em 2012 a partir de um fossil de
Mammuthus primigenius de 43 mil anos (CAPPELLINI et al., 2012). O primeiro proteoma de
esmalte foi obtido em 2016, com técnica nao-destrutiva de coleta de peptideos em material
arqueologico (STEWART et al., 2016). Desde entdo, as técnicas de espectrometria de massas
vém sendo utilizadas com ampla abrangéncia de grupos bioldgicos, escalas temporais, regioes

geograficas e para responder diferentes questoes evolutivas (CAPPELLINI et al., 2018).

Desde 2006 (PORTO et al., 2006), amostras superficiais de esmalte passaram a ser
obtidas por uma técnica ndo-destrutiva de ataque acido, originalmente utilizada para medi¢ao
de Chumbo (GOMES et al., 2004; BARBOSA et al., 2005; COSTA DE ALMEIDA et al., 2007).
O desenvolvimento de técnicas ultra limpas e ndo destrutivas foi essencial para a obtencao de

dados com alta qualidade a partir de espectrometria de massas para Protedmica de esmalte

(STEWART et al., 2016, 2017).

Dentre vinte e um dos principais trabalhos cientificos que recuperaram proteinas antigas
de tecidos mineralizados fosseis (vertebrados, exceto Homo sapiens), publicados entre 2007 e
2022 (HUMPULA et al., 2007; CAPPELLINI et al., 2012; BUCKLEY, M, 2013;
RYBCZYNSKI et al., 2013; BUCKLEY, M, 2015; HILL et al., 2015; WELKER et al., 2015;
CLELAND et al., 2016; DEMARCHI et al., 2016; SCHROETER et al., 2017, WELKER et al.,
2017; BUCKLEY; LAWLESS; RYBCZYNSKI, 2019; CAPPELLINI et al., 2019; PRESSLEE
etal., 2019; WELKER et al., 2019, 2020; CAPPELLINI et al., 2020; COLLEARY et al., 2021;
FROMENT et al., 2021; NOGUEIRA et al., 2021; CUCINA et al., 2022); apenas quatro o
fizeram a partir de tecidos dentarios (CAPPELLINI et al., 2019; WELKER et al., 2019, 2020;
NOGUEIRA et al., 2021) e os demais a partir de tecido 6sseo. Contudo, esse nimero vem
crescendo nos ultimos anos, devido a excelente preserva¢do do esmalte no registro fossil, e a
possibilidade de inferéncias filogenéticas a partir das sequéncias de suas proteinas (DELGADO

et al., 2008; CAPPELINI et al., 2018)

Como ja mencionado, a alta preservagdo em longos periodos de tempo, a composi¢ao
fisica e molecular particular e a possibilidade de utilizacdo de técnicas ndo-destrutivas
(STEWART et al., 2016), fazem do esmalte um excelente tecido para recuperagdo de proteinas

antigas (PORTO et al., 2011; STEWART et al., 2017; CAPPELINI et al., 2019; WELKER et
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al., 2019; NOGUEIRA et al., 2021). Contudo, existem muitas lacunas de conhecimento nessa
area, o que pode ser esperado num campo de investigacdo muito novo, como ¢ a

paleoprotedmica.
Composicao inorganica do esmalte

Este capitulo tem como objetivo descrever e comparar a composi¢ao quimica do esmalte
dentario recente e fossil de espécies extintas e atuais, pertencentes a dois grupos: Crocodylia e
Rodentia. Crocodylia esta representado por 7Purussaurus sp. (fossil) e Melanosuchus niger
(moderno), ambos da mesma familia Alligatoridae e Rodentia esta representado por
TNeoepiblema sp. (f6ssil) and Hydrochoerus hydrochaeris (moderno), espécies de diferentes

familias taxonomicas de Caviomorpha.

Foram combinadas diferentes técnicas para determinar os volumes de contetido mineral,
organico e de 4gua e identificar os macro e microelementos do esmalte. Técnicas adaptadas ao
estudo do desenvolvimento do esmalte (SAIANI et al., 2009; PORTO [a] et al., 2009 e 2010)
foram combinadas com o uso microscopia de luz polarizada e birrefringéncia para determinar
os volumes de contetido organico, mineral e de agua no esmalte (SOUSA et al., 2006). A
composic¢ao de microelementos foi estudada com ICP-MS (DE SOUZA-GUERRA et al., 2014).
A determinagdo dos macroelementos e seu volume relativo foi feito por EDS (Espectroscopia
por Energia Dispersiva no MEV). A identificacdo e quantificacdo dos microelementos foi

realizada por ICP-MS (Espectrometria de massas com fonte de plasma).

Foram detectados volumes de matéria organica maiores do que esperado e relatado na
literatura para o esmalte dentario. Sugere-se que essas medidas sejam investigadas em detalhes
e com outras técnicas complementares, em pesquisas seguintes, pois podem ser obtidas novas
conclusdes a respeito de conhecimentos que pareciam muito consolidados, como a porcentagem
de matéria organica e mineral do esmalte, mesmo em mamiferos, o grupo mais estudado nesse

aspecto.

Parte dos resultados apresentados nessa dissertagao foram publicados no artigo Pessoa-
Lima & Tostes-Figueiredo (2022). As analises quimicas foram realizadas em colaboragdo com
os seguintes pesquisadores: Prof. Dr. Frederico Barbosa de Sousa, Prof. Dr. Fernando Barbosa
Jr., Profa. Dra. Raquel Gerlach e Prof. Dr. Fabio Nogueira, afiliados as instituigdes
Universidade Federal da Paraiba, Universidade de Sdo Paulo e Universidade Federal do Rio de

Janeiro.
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MATERIAIS E METODOS
Amostra

Com o objetivo de analisar as possiveis influéncias da morfologia (estrutura) do esmalte
em sua preservacao no tempo profundo, a amostra foi composta por grupos de vertebrados
distantes filogeneticamente, representantes de Arcosauria ¢ Mammalia (Figura 1). Os grupos
possuem habitos alimentares e historias evolutivas bastante distintas. cujas linhagens evoluem

independentemente desde o Paleozoico.

Espécimes fOsseis

Ambos os espécimes fosseis utilizados neste estudo provém da Bacia do Acre, uma
bacia relacionada com a orogénese andina (JORDAN, 1995). E a mais ocidental de uma série
de bacias interiores ao longo dos rios Solimdes/Amazonas, na parte mais ocidental da Amazonia
brasileira, vizinha do Peru e da Bolivia (SILVA et al., 2003; CUNHA et al., 2007; BISSARO-
JUNIOR et al., 2019). Os fosseis foram recolhidos nos depésitos sedimentares da Formagao
Solimdes do Mioceno Tardio, que se encontram na sua maioria expostos ao longo das margens
dos rios nos estados do Acre e Amazonas. Foi relatada uma fauna de vertebrados diversa para
a Formacgao Solimdes, incluindo peixes cartilaginosos e dsseos, ras, tartarugas, aves, crocodilos,
lagartos, cobras e mamiferos. (e.g., [COZZUOL, 2006; LUNDBERG et al., 2009; RIFF et al.,
2010; NEGRI et al., 2009; HSIOU, 2010]).

A primeira amostra (Figura 2) corresponde a um dente de 7Purussaurus sp (UFAC-
7226). Foi coletada na localidade conhecida como Niter6i, que se encontra no rio Acre,
municipio de Senador Guiomar. O {6ssil provém do mesmo leito datado com U-Pb por Bissaro-
Janior et al. (2019), com uma idade méxima de 8,5+0,5Ma (Estagio Tortoniano, Miocénico
tardio). 7Purussaurus foi um dos maiores crocodilos conhecidos pela ciéncia, atingindo pelo
menos 8 metros de comprimento, segundo estimativas recentes (PAIVA et al., 2022).
Anteriormente, a estimativa era de mais de 10 metros de comprimento (AURELIANO et al.,
2015), com registros no Mioceno do Brasil, Colombia, Peru, Venezuela e Panama.
7Purussaurus € considerado um predador semiaquatico de topo, colocado em estudos
filogenéticos recentes dentro de Alligatoridae e Caimaninae, formando com outros tdxons o

grupo irmdo para Jacarea (RIO et al., 2021).
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A outra amostra fossil aqui analisada (Figura 3) ¢ constituida por um pré-molar parcial
de 7#Neoepiblema sp. (UFAC-7227). Foi recolhida na localidade conhecida como Talisma, que
esta localizada no rio Purus, Estado do Amazonas, entre Manuel Urbano e a foz do rio Iaco. O
fossil provém do mesmo sitio datado por Bissaro-Junior et al. (2019) com uma idade méxima
de 10,89+0,13 Ma (Mioceno Tardio). FNeoepiblema ¢ um grande roedor caviomorfo, com
registros no Mioceno do Brasil, Peru, Venezuela e Argentina. Juntamente com outros
neoepiblemideos, estd mais estreitamente relacionado com chinchilideos do que com outros

caviomorfos (KERBER et al., 2022).

Espécimes recentes

Dentes de duas espécies atuais Melanosuchus niger (LIRP, n3o catalogado) e
Hydrochoerus hydrochaeris (LIRP, ndo catalogado) foram analisados com o objetivo de
comparar a composi¢do quimica do esmalte entre amostras modernas e fosseis. M. niger ¢ um
jacaré sul-americano com distribuicdo geografica no norte do continente. Diferentemente dos
demais Alligatoridae viventes, M. niger ¢ uma espécie que atinge grande tamanho corporal. M.
niger e fPurussaurus sp. sdo espécies da mesma familia, Alligatoridae. H. hydrochaeris é o
maior roedor vivo e tem uma ocorréncia geografica dispersa pela América do Sul.
7Neoepiblema sp. € H. hydrochaeris sdo espécies de familias diferentes, Chinchillidae e
Caviidae, respectivamente, ambas Hystricomorpha. O espécime M. niger ¢ proveniente da
Reserva Mamiraud, Estado do Amazonas e o espécime H. hydrochaeris em Ribeirdo Preto,

Estado de Sao Paulo.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia por energia dispersiva
(EDS)

A composi¢cdo de macroelementos do esmalte dentario foi realizado por microscopia
eletronica de varredura (MEV) usando o modo de elétron retroespalhados (BSE) em um
microscopio eletronico de varredura (Jeol JSM - 5600LV, Tokyo, Japao) (SAIANI et al., 2009;
DE FIGUEIREDO et al., 2016). Os sinais de EDS foram capturados utilizando a configuragao
padrao no modo BSE pelo detector Silicon Drift Detector (SDD, X-MaxN 150 mm2 detector).
Os sinais de EDS foram obtidos utilizando os seguintes parametros: as amostras foram
posicionadas a uma distancia de 10 mm do emissor, com 15 a 25 kV de emissdo. O didmetro
do feixe de elétrons variou entre de 69 a 80 nm. As medigdes foram feitas na regido mediana

do esmalte dentario a partir de um corte transversal do dente dos espécimes (Figura 6). Para a
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andlise de MEV-EDS, foram utilizados padrdes internos de multielementos para calibracdo de
acordo com o fornecedor (Oxford Instruments, Scotts Valley, California). Foram feitos os
mapas dos elementos mais abundantes com base na intensidade de sinal dos diferentes
elementos pelo programa Aztec program (Oxford Instruments, Concord, MA, USA)
(MEISNAR et al., 2014). Em cada amostra, foram realizadas 4 medi¢des e calculou-se média e

desvio padrao para estes valores.

A propor¢do dos macroelementos foi comparada com a conhecida para a féormula
quimica da hidroxiapatita (ELLIOT et al., 2007), com a composi¢ao Ca8.856 Mg0.088 Na0.292
K0.010 (PO4)5.312 (HPO4)0.280 (C03)0.407 (OH)0.702 C10.078 (C0O3)0.050, densidade de
2,99 g/cm? (ref 48), sendo 37% da massa total de célcio e 18% da massa de fosforo (taxa Ca/P
de 2,00).

Preparac¢ao das amostras para microscopia de luz polarizada

Fragmentos de dentes foram incorporados em resina acrilica autopolimerizavel (JET,
Campo Limpo Paulista, SP, Brasil) e cortados com um disco diamantado em méquina de corte
para tecidos calcificados (Elsaw, Elquip, Sdo Carlos, SP, Brasil). Os cortes foram
cuidadosamente lixados com uma diminuic¢do gradual da granulagdo da lixa, de 600 para 4000,
utilizando agua, até que os cortes atingiram de 100 a 400 um de espessura para o uso de

microscopia de luz polarizada.
Microscopia de luz polarizada

Os cortes histologicos dos dentes foram fotografados no microscopio Axiovert 2.1
(Zeiss, Karlstadt, Alemanha) com e sem filtros de contraste de fase, e num Axioscope 40 (Zeiss,

Karlstadt, Alemanha) utilizando filtros de polarizac¢do cruzada e o filtro /1 red.
Quantificaciao dos principais componentes bioquimicos

Os principais componentes bioquimicos do esmalte (dgua adsorvida, componente
mineral e matéria organica; em porcentagens de volume e peso) foram medidos em cada
amostra (cortes histologicos nao desmineralizados com espessura de 100-400 um), em cinco
regides de interesse (ROI; 12 pum x 12 um) ao longo de uma linha longitudinal da superficie do
esmalte até a juncdo amelodentinaria (JAD), conforme descrito anteriormente em detalhes (DE

ANDRADE DANTAS et al., 2020; DE MEDEIROS et al., 2012).
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Parametros fisicos basicos relacionados ao conteido mineral, organico e de agua
(composicdo de célula unitaria mineral, coeficiente de atenuagdo linear de raio-X mineral,
densidade mineral e indices de refracdo de todos os principais componentes bioquimicos),
necessarios para a quantificagdo, foram derivados do esmalte humano. A microradiografia
transversal (ANGMAR et al., 1963), a técnica padrao-ouro para quantificacdo do volume
mineral do esmalte dentario (ARENDS et al., 1992), foi utilizada para quantificar o conteudo
mineral. As seguintes suposi¢oes foram consideradas para a composi¢cao mineral do esmalte:
densidade de 2,99 g/cm3 (ELLIOTT, 2007), com 37% em peso de célcio e 18% em peso de
fosforo (relagdo Ca/P de 2,06). As imagens digitais 2D de microrradiografia (cortes de esmalte
e gradiente de aluminio, - 17 folhas de aluminio, com espessura variando de 20 a 340 m) foram
obtidas em equipamento microtomdgrafo (Skyscan 1172, Bruker, Bélgica) operado a 60 kV,
emitindo pico de energia de raios-X de 10 kV (DE ANDRADE DANTAS et al., 2020). Apos a
quantificagdo do volume mineral, medidas de birrefringéncia (média de cinco medidas) dos
cortes imersos em agua (e apos imersao em agua por 5 dias antes da analise) foram obtidas por
Microscopia de Luz Polarizada (Axioskop 40, Carl Zeiss, Alemanha) equipada com um
compensador de Berek de 0-5 ordens, e entdo os volumes organicos e de agua foram
quantificados a partir da interpretacdo matematica da birrefringéncia (SOUSA et al., 2006; DE
MEDEIROS et al., 2012). Os indices de refragdo assumidos de matéria organica e agua foram
1,56 e 1,00, respectivamente. A soma de todos os volumes medidos resultou em 100% do
volume de esmalte em cada ROI. As porcentagens de volume foram convertidas em
porcentagem de peso usando as seguintes densidades: 2,99 g/cm® (mineral), 1,45 g/cm’

(organico; acido glutdmico) e 1,0 g/cm? (4gua).

Preparacio de micro-amostra para espectrometria de massas: biopsia superficial do

esmalte

Uma bidpsia superficial e ndo-destrutiva foi feita na superficie do esmalte dentario de
cada amostra com ataque acido (Figuras 2-5). Este método foi utilizado por Brudevold et al.

(BRUDEVOLD et al., 1975) para determinacao de contamina¢do por microelementos.

No dente de 7Purussaurus sp., as bidpsias foram realizadas em 3 regides diferentes
devido a variac¢do de cor do esmalte (Figura 7). Nos demais espécimes apenas uma regido foi
amostrada. Todo o procedimento foi realizado dentro de uma capela de fluxo laminar Class
1000, utilizando apenas solugdes ultra limpas para espectrometria de massas, e preparadas

pouco tempo antes do uso.
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Para delimitacdo da area da bidpsia, foi utilizada fita adesiva livre de chumbo (Magic
Tape, 810 Scotch, 3M, Sumaré¢, SP, Brasil) com uma perfuracdo circular de didmetro de 2mm.
A microbiopsia com ataque acido foi realizada de acordo com o seguinte protocolo: a superficie
do esmalte foi lavada com agua (MilliQ) e “atacada” com 20 pL de Acido Cloridrico (HCI) a
10 % (v/v) por aproximadamente 20 segundos. A solu¢do da microbiopsia foi transferida para
um tubo para centrifuga (1,5 mL) (Axygen Scientific, Inc., Union City, USA). Os tubos foram
vedados com parafilme e enviados para determinagdo de microelementos por ICP-MS (Nexlon

5000, Perkin Elmer).

A segunda bidpsia foi realizada, em seguida, na mesma area com 10 pL de Acido
Cloridrico (HCI1) a 10 % (v/v) por aproximadamente 20 segundos com o uso de uma ponteira
ZipTip (ZTC18S096; EMD Millipore), contendo resina hidrofobica C18, responsavel por
capturar os peptideos. Em seguida a solu¢do acida foi descartada e a mesma pipeta foi lavada
com uma solugio de Acido Trifluoroacético a 0,2 % (v/v) para remogio de moléculas quimicas
incompativeis com andlise de espectrometria de massas para Protedmica. Em seguida, os
peptideos foram eluidos da coluna de resina com o uso de Acetonitrila a 80% (v/v) e Acido
Formico 0,2% (v/v) por 8 vezes. A amostra foi armazenada em um tubo para centrifuga, que

ficou aberto dentro da capela até secar completamente.
Analise Quimica com Espectrometria de Massas com Fonte de Plasma (ICP-MS)

Os macro e microelementos foram medidos a partir das amostras superficiais do esmalte
por espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP-MS) no Laboratorio de Toxicologia de

Metais, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto.

As concentracdes de célcio determinadas por MEV-EDS foram utilizadas para calcular
amassa de esmalte em cada amostra. Deste modo, a concentracao de cada elemento foi expressa

em ppm (pg/g) de esmalte dentério.
Espectrometria de Massas em Tandem (NanoLC-MS/MS)

A mistura de peptideos foi ressuspensa em 10 pL de solucdo de 4cido formico 0,1%, e
4 uL de cada amostra foi injetada na nano-cromatografia liquida (EASY-nLC 1000 Thermo
Scientific) ligada ao espectrometro de massa (Q-Exactive Plus Thermo Scientific). As amostras
passaram por uma pré-coluna e separadas em uma coluna analitica (25 cm de comprimento,

75um de diametro interior, com resina Reprosil-Gold C-18 3-um). Os peptideos foram eluidos
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de 95% de fase A (0,1% acido férmico) a 23% fase B (95% acetonitrila, 0,1% acido férmico)
durante 57 min, 23-45% fase B durante 20 min, 45-98% fase B durante 5 min, e 98% fase B
durante 8 min (total de 90 minutos com fluxo de 250 nL/min). Entre cada corrida, a coluna foi
lavada com 90% de fase B e reequilibrada com fase A. A ionizacdo foi feita pela técnica
nanoElectrospray. Os espectros m/z foram adquiridos no modo positivo. Foram utilizada
aquisi¢ao de MS scan e espectros de massa em tandem (MS/MS). O MS scan (350-2000 m/z)
no analisador de massa Orbitrap foi definido com uma resolugdao de 70.000. Os espectros de
MS/MS dos 20 ions mais intensos (top 20) foram obtidos com resolugdo de 17.500, por
fragmentacao HCD.

Identificacao de peptideos e Inferéncia de Proteinas

Os dados resultantes da Espectrometria de Massa (LC-MS/MS) foram analisados por 2

abordagens: Peptide Spectrum Match (PSM) e sequenciamento de novo.

A busca por PSM foi realizada com o software Proteome Discoverer (ORSBURN,
2021), através da comparacao dos espectros de massas obtidos experimentalmente contra dados
protedmicos disponiveis em bancos de dados como o UniProt (THE UNIPROT
CONSORTIUM, 2021) para os taxons Crocodylia e Hystricomorpha.

O sequenciamento de novo foi conduzido com o uso do software PEAKS (TRAN et al.,
2019). e Novor (MA, 2015) Os peptideos sequenciados por estes dois softwares foram
analisados com uma estratégia de identificacdo de busca por similaridade de sequéncias com o

software PEAKS.
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RESULTADOS
Principais elementos da composicao mineral do esmalte: Calcio e Fosforo

A quantificagdo relativa dos principais elementos quimicos feita por MEV-EDS resultou
na taxa entre Célcio e Fosforo (Ca/P) de 2,0 a 2,2 para todos os espécimes, em esmalte fossil e
moderno (Tabela 2), taxa caracteristica da hidroxiapatita. Esses resultados corroboram a ideia
prévia de utilizar a “unit cell composition” proposta por Elliot (elliott_structure nodate) para a

determinagdo dos componentes mineral, organico e de agua do esmalte dentério.
Determinacio do contetido mineral, organico e de agua do esmalte

Os principais componentes bioquimicos do esmalte (agua adsorvida, componente
mineral e matéria organica; em porcentagens de volume e peso) foram medidos em cada
amostra (cortes histologicos ndo desmineralizados com espessura de 100-400 um), em cinco
regides de interesse (ROI; 12 pm x 12 pm) ao longo de uma linha longitudinal da superficie do

esmalte até a juncdo amelodentinaria (JAD) (Figuras 8-11).

As Figuras 12 e 14 mostram as imagens dos cortes histologicos dos fosseis de jacaré e
roedor feitas sob luz polarizada. Os cortes foram submergidos em 4gua durante a preparacdo da
amostra. Sem o filtro de interferéncia, o esmalte apresenta cores de alta interferéncia (Figura
12A-B e Figura 14A-B), indicando que a espessura do corte ¢ relativamente alta. Com o filtro
Red I, a adi¢@o na cor de interferéncia ¢ mostrada a -45° (45° sentido antihorario) em posi¢ao
diagonal, e a subtragdo da cor de interferéncia a +45° (45° sentido horario) em posi¢ao diagonal,
indicando birrefringéncia negativa, baseado no grafico de cores de interferéncia de Michel-
Levy (WOOD, 1977). As Figuras 13 e 15 mostram os cortes das amostras de dentes recentes
sob luz polarizada. Todas as quatro (4) amostras exibiram birrefringéncia negativa,

caracteristica do esmalte dentario.

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores para os componentes mineral, organico e de
agua, em volume (v%) e massa (m%) obtidos com base no calculo usado para o esmalte humano,
o qual também possui birrefringéncia negativa. Os valores sdo referentes as cinco regides de
interesse selecionadas nas camadas de esmalte, considerando que a espessura do esmalte
(distancia entre a superficie e a JAD) varia entre as espécies. A espessura do esmalte de
fPurussaurus sp. € de 115 um, de M. niger ¢ de 190 um, de 7Neoepiblema sp. ¢ de 205 pum e
H. hydrochaeris ¢ de 145 pm.
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A densidade da matéria organica foi estimada com base na densidade do acido glutdmico
(1,5 g/lem®). O componente “4dgua” corresponde a agua absorvida na preparacdo das amostras,
localizada nos nanoporos do esmalte, fora dos cristais minerais, ¢ ndo as moléculas de agua que

compdem a estrutura mineral de hidroxiapatita.

O volume mineral encontrado no esmalte de FPurussaurus sp. variou de 83,4 a 89,2 %,
correspondendo de 92 a 95,3 % de massa. O volume de matéria organica foi de 8,1 % no esmalte
mais superficial, correspondendo a 4,5 % da massa do esmalte, com aumento na regido mediana
(10,3 % em volume e 5,7 % em massa) e diminuicdo da matéria organica no esmalte mais
profundo (5,8 % em volume ¢ 3,1 % em massa). O volume de 4gua ndo variou mais que 0,2 %
entre as medicdes, indo de 6,6 a 6,4 %, correspondendo a 2,4 ¢ 2,3 % de massa de esmalte,

respectivamente.

Na amostra de esmalte de M. niger, a média do volume mineral foi de 59,4 % (massa
de 75,2%). Os valores para o volume orgénico variaram entre 33,9 a 49 % (vol), correspondendo
a20,9 a 33,5 % em massa. O conteudo de dgua variou de 1,17 a 5,18 % (vol), correspondendo

a uma média de 1,4 % em massa.

As medidas da amostra de 7 Neoepiblema sp. mostraram uma média de contetido mineral
de 52,3 % (vol) e 70 % (massa), com o esmalte mais superficial apresentando volume 10 %
menor que o mais profundo. O contetido organico foi de 39,2 % (vol) e 26,3 % (massa) e o

conteudo de agua de 8,04 a 10,13 % do total de volume do esmalte (4,1 % da massa).

O esmalte de H. hydrochaeris mostrou a composi¢do mineral mais homogénea dentre
as amostras (Figura 19), variando entre 68,1 a 71,6 % de volume (82,9 - 85,3 % da massa), e
média do componente organico de 18,5 £ 1,2 % em volume, correspondendo a 11,2 £ 0,8 % da
massa de esmalte. O volume de agua variou pouco entre as regides de interesse, com meédia de

11,7 +£ 0,4 %, correspondendo a 4,8 = 0,2 % da massa de esmalte.

As Figuras 16 a 19 representam graficamente a variagdo da composi¢ao bioquimica ao

longo da profundidade do esmalte nas amostras.
Composiciio de microelementos do esmalte superficial

A analise por ICP-MS identificou 27 elementos nas amostras superficiais do esmalte.
Os valores de Célcio foram utilizados para determinar a quantidade de esmalte obtido em cada

amostra. Assim, os resultados dos 27 elementos foram expressos em ppm (ou pg/g) de esmalte.
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O elemento mais abundante foi 0 Zn (4 - 23 %), seguido por Pb (0,05 - 3,7 %), Fe (0,5 - 1,7 %),
Mg (0,2 - 1,5 %), Al (0,06 - 1,4 %), uma série de outros elementos proximos de 0,5 % (K, Cd,
Cr, Mn e Co) e outros elementos menos abundantes (Be, V, Ni, Cu, As, Se, Rb, Ag, Ba, Tl, Bi,
Pd, Th, La, Ce, Sm, and U) proximos ou menores que 0,01 %. Nem todos os elementos foram

detectados em todas as amostras. Os resultados estdo sintetizados nas Figuras 20 e 21, e

detalhados na Tabela 4.

Hé4 um aumento na concentracdo de Pb, Co, Cd, Ce, Th, As, Cu, Bi, Ag, Tl ¢ U nas
amostras fosseis, com diferentes magnitudes (Figura 20). Nao foram encontradas diferengas

expressivas entre as amostras fosseis e modernas para os outros elementos.

A Figura 21 sintetiza os resultados da composi¢do inorganica do esmalte. Os
macroelementos (Ca, O, P e C), determinados por MEV-EDS sao mostrados no grafico de pizza.
O MEV-EDS mede apenas elementos que representem mais de 1 % da composicao da superficie
scaneada. Deste modo, os microelementos ndo podem ser detectados com precisdao por MEV-
EDS, mas estdo representados figurativamente pela fatia cinza do grafico de pizza. Os
microelementos, detectados por ICP-MS, estdo representados em propor¢ao relativa no grafico
de barras. A quantidade total de microelementos recuperados por ICP-MS foi transformada em
100 % e, com base nisso, foram distribuidas as quantidades relativas de cada microelemento, a

fim de apresentar uma visao geral da composicao quimica do esmalte.

Nota-se que o elemento mais abundante ¢ o Zn, seguido por Pb ou Fe, dependendo da
amostra. O Fe (apresentado em cor laranja) possui uma porcentagem absoluta similar (Tabela
4) em M. niger (1,7 %) e fNeoepiblema sp. (1,5 %), mas a quantidade relativa semelhante nao

esta evidente devido a auséncia de Zn nas medidas de M. niger.

Tendo em vista que foram feitas amostras de trés regides superficiais do esmalte de
fPurussaurus sp. (1: regido mais escura do esmalte; 2: regido predominante do esmalte de
coloragdo marrom; 3: regido amarela do esmalte), essas regides foram mapeadas na imagem do
dente na regido superior da Figura 21, desta forma, os resultados para cada regido podem ser

vistos separadamente no grafico.
Componente orgianico: proteoma do esmalte

Interferéncia de Resina Acrilica
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Durante a preparacao de amostras e corridas de LC-MS/MS, as amostras antigas sempre
foram manipuladas antes das recentes. Esse protocolo visou evitar a contaminagao das amostras
antigas por proteinas no material recente. A primeira amostra analisada por espectrometria de
massas foi a da biopsia de esmalte de fPurussaurus sp. Durante a corrida das amostras no
equipamento, foi identificado um polimero em todas as amostras. Posteriormente, foi
compreendida a origem do polimero, uma resina acrilica (Paraloid B-72) utilizada como
tratamento para conservacgdo de material, um método comum na Paleontologia (LOPEZ-POLIN,
2012), mas nao documentado junto ao material. O tratamento foi feito no fossil de 7Purussaurus
sp. Os polimeros foram mantidos na coluna cromatografica e apareceram nas amostras

subsequentes.

A presenga de polimeros em amostras para espectrometria de massas ¢ um grande
problema, primeiramente, porque podem inutilizar a coluna cromatografica. Além disso, por
serem moléculas carregadas positivamente, “competem” no detector de massas com as
moléculas de interesse - peptideos - que estdo em menor volume, devido a natureza da amostra
(microamostra). Deste modo, o sinal do polimero, muito provavelmente, cobriu todo o sinal das

proteinas, inviabilizando uma analise protedmica adequada.

Sequenciamento de novo e busca por similaridade de sequéncias

Apesar do imprevisto metodologico, uma das réplicas de amostras de FPurussaurus sp.
resultou na identificagdo do peptideo de esmalte “YEVLTPLK?”, tipico da amelogenina, por
sequenciamento de novo, em ambos software PEAKS e Novor. A busca por similaridade de
sequéncias, pelos software PEAKS e PepExplorer, identificou o peptideo por similaridade as
sequéncias de amelogenina de Alligator sinensis e A. mississippiensis, disponiveis nos bancos

de dados do Uniprot.

Novas andlises protedmicas de FPurussaurus sp. precisam ser feitas, sem interferéncia
de componentes como a resina acrilica, mas se confirmado o resultado, esse ¢ o primeiro
registro de sobrevivéncia de peptideos de esmalte do Mioceno. J& que esta foi a primeira
amostra a ser manipulada no experimento, ndo temos razao para acreditar que seja advinda de
contaminagdo entre amostras. Corridas de “brancos” e as lavagens da coluna cromatografica

entre amostras foram utilizadas como controle.

Nenhum peptideo de esmalte foi identificado na amostra de 7Neoepiblema sp.
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Como esperado, as amostras das espécies recentes, M. niger e H. hydrochaeris,
resultaram em identificagdes com maior suporte, em termos de niumero de espectros por
peptideo e cobertura da proteina. O sequenciamento de novo identificou outro peptideo de
amelogenina, fragmento N-terminal rico em Prolina, inferido por busca de similaridade de
sequéncia, além do peptideo ja descrito para 7Purussaurus sp também ter sido identificado nas
amostras atuais. Outras proteinas de esmalte foram identificadas, como enamelina,

ameloblastina e MMP20.
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DISCUSSAO

Esse capitulo se baseou na necessidade de conhecimentos sélidos das similaridades e
diferencas entre amostras de esmalte moderno e fossil, e apresenta aspectos quimicos deste
tecido. Nas ultimas décadas, moléculas antigas t€m sido recuperadas de tecidos mineralizados
fossilizados. O esmalte tem sido cada vez mais utilizado para esse fim devido a sua alta
concentragdo mineral, como um tecido hipermineralizado, ou seja, ele € naturalmente um tecido

“pré-fossilizado”.

Esse estudo foi realizado com a colaboracao de especialistas de diferentes areas de
pesquisa e pequeno numero de amostras para possibilitar determinagdes precisas. Os resultados
aqui apresentados apontam questdes que podem atrair mais aten¢cdo no futuro, quando
informacgodes quimicas de alta qualidade foram obtidas de amostras mais amplas de fosseis, para

melhor compreensdo da vida pretérita em ambientes antigos.
Principais componentes bioquimicos

Apesar de ser conhecido na Paleontologia que os dentes sdo as estruturas que melhor se
preservam no registro fossil, a comparagdo entre o esmalte moderno e fossil foi realizada por
poucos grupos de pesquisa, em estudos de andlises quimicas com interesse particular em
processos diagenéticos (JACQUES et al., 2008; KOKSIS, et al., 2010; KOHN et al., 1999),
analises isotopicas (SCHOENINGER et al., 2003; DOMINGO et al., 2009; IVANOVA et al.,
2022) e recuperagdo de proteinas antigas de fosseis (WELKER et al., 2019; CAPPELLINI et
al., 2019; NOGUEIRA et al., 2021).

Este estudo relata, pela primeira vez, grandes volumes de componentes organicos no
esmalte, descritos espacialmente em camadas histoldgicas do tecido. A soma dos volumes
organico e de dgua constitui o volume dos poros entre o volume mineralizado, e somado ao
volume mineral, ¢ o volume total do esmalte. Corroborando a composi¢do tedrica mineral do
esmalte (relacdo Ca/P de 2,06) utilizada para a técnica de microrradiografia (ELLIOTT, 2007),
dados experimentais de MEV-EDS indicaram relagdes Ca/P na faixa de 2,0 a 2,2 (Tabela 2), ou
seja, o esmalte fossilizado nao sofre grandes alteracdes em sua composi¢do mineral,
preservando a estrutura quimica da hidroxiapatita. Todas as amostras apresentaram
birrefringéncia negativa sob imersdo em agua, caracteristica tipica do esmalte dentério

(ANGMAR et al., 1963). A birrefringéncia ¢ uma propriedade fisica inerente a materiais



30

anisotropicos, como alguns cristais, que geram dupla refracdo da luz. A diferenca entre os
valores méximo e minimo dos indices de refracdo equivalem ao valor de birrefringéncia
(MIRONOY, 2021). Deste modo, os resultados indicam que a estrutura cristalina do esmalte

também se preserva ao longo de milhdes de anos.

A intensidade da birrefringéncia negativa no esmalte (maduro) ¢ diretamente
proporcional ao volume soélido (mineral e organico), entdo a birrefringéncia negativa ¢
explicada por um aumento do volume organico em locais com baixo volume mineral (medido
aqui por microrradiografia transversal) (SOUSA et al., 2006; DE MEDEIROS et al., 2012). Em
humanos, o esmalte dentario maduro apresenta, em média, 93 % de volume mineral, 5,5 %
volume de agua e 1,5 % volume organico (ANGMAR, 1963; SOUSA et al., 2006), medido pela

mesma técnica descrita aqui.

Segundo a literatura, o conteido mineral diminui da regido oclusal para a cervical da
coroa do dente, e do esmalte externo para o interno, seguindo um gradiente decrescente de carga
mecanica relacionada a mastigacdo (THEUNS et al., 1983), acompanhado pelo aumento de
contetdo de agua e organico (MACENA et al., 2014). Embora esse padrdo ndo tenha sido
recuperado neste trabalho, as variagdes nos volumes dos principais componentes do esmalte
descritos podem refletir variagdes no uso dos dentes para mastigacdo (ou trituragdo de

alimentos), a ocorréncia ou ndo de amelogénese continua e a taxa de substituicao dentaria.

E possivel que o maior conteudo mineral no esmalte de 7Purussaurus sp. em relagdo a
M. niger seja explicado pelo uso mais intenso dos dentes para a quebra de alimentos, mas uma
analise comparativa entre outras espécies de Alligatoridae e seus héabitos alimentares precisa

ser realizada.

Ja em relagdo aos roedores, o esmalte moderno, de H. hydrochaeris apresenta maior
volume e massa de conteildo mineral em relagdo a 7Neoepiblema sp. Neste caso, hd varios
fatores que podem influenciar os dados. A homologia da série dentéaria de roedores ainda nao
esta bem resolvida. Deste modo, a variagdo pode ser da propria série dentaria. Os dados também
podem refletir uma variacdo interespecifica, aleatoria ou ndo, que poderia ser melhor

compreendida numa analise comparativa mais ampla entre diferentes grupos de roedores.

De forma geral, os dados obtidos sugerem que todas as amostras fornecem uma

quantidade relativamente grande de matéria organica e seriam fontes adequadas para
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recuperagdo de peptideos de esmalte. No entanto, outros estudos com maior nimero de

amostras e maior abrangéncia taxondmica precisam ser realizados.

As diferencas obtidas para os elementos encontrados nos espécimes modernos e
fossilizados parecem refletir o processo de permineralizacao dos fosseis. O maior contetdo
mineral do esmalte fossilizado de 7Purussaurus sp. em relagdo a 7Neoepiblema sp., pode estar
relacionado a diferentes processos taxondmicos e diagenéticos aos quais ambos podem ter sido
expostos, ou seja, o fossil de #Neoepiblema sp. pode ter sofrido desmineralizagao ao longo do
tempo devido as alteragdes do pH, por exemplo, processo semelhante ao da perda mineral de

dentes acometidos por carie.

O uso de outras técnicas microscopicas para determinagdo da composi¢do organica dos
tecidos certamente beneficiard a compreensao dos dados obtidos neste estudo. Grandes volumes
de matéria organica devem poder ser recuperados por técnicas histoldgicas adaptadas, como
uma descalcificacdo bastante lenta das amostras apds o uso de fixadores alternativos que

preservem as moléculas nos tecidos (PORTO et al., 2009 [b]; PORTO et al., 2010).

Em relagdo aos altos valores para volume e massa de componente organico encontrados,
ha evidéncia que sugerem que os 96% de contetido mineral do esmalte podem ser encontrados
apenas no esmalte humano muito superficial. O esmalte espesso dos mamiferos ¢ conhecido
por um processo de mineralizagdo longo que resulta no alto conteudo mineral na superficie
externa (AOBA, 1996). H4a também evidéncias de que as proteinas permanecem no esmalte em
quantidades maiores das comumente relatadas, e técnicas microscopicas tém sido capazes de
mostrar estruturas remanescentes de proteinas (chamadas de proteinas “tuft” no passado), como

discutido por Robinson e Hudson (2011).

De acordo com Smith e colaboradores (SMITH et al., 2011), em um estudo sobre a
proporcao de minerais e componentes volateis (associados aos minerais, incluindo as proteinas)
no esmalte em desenvolvimento de camundongos normais e geneticamente modificados, “os
componentes volateis também foram encontrados em quantidades frequentemente superiores
as esperadas, especialmente em esmalte maduro”. Esse estudo também mostrou que a ideia de
que grandes quantidades de proteina ndo irdo prejudicar a maturagdo do esmalte, como
observado em alguns camundongos geneticamente modificados. Conforme declarado por
Smith (SMITH et al., 2011) “os resultados deste estudo sugerem que o crescimento

maturacional dos cristais de esmalte pode ocorrer na presenga de quantidades relativamente
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grandes de proteinas e/ou seus fragmentos. Os problemas da coroa [...] ndo tém nada a ver com
proteinas ou minerais, mas ocorrem porque a amelogénese ¢ encerrada precocemente € as
células do 6rgao do esmalte se transformam em um epitélio displasico que secreta um material
fino calcificado que ndo ¢ esmalte”. Curiosamente, a Figura 13 mostra uma camada superficial
no esmalte de M. niger que parece ser esmalte, mas pode ser uma indicacdo de que a

amelogénese foi encerrada “precocemente’ neste espécime.
Microelementos no esmalte superficial

Os dados do ICP-MS devem ser vistos com cautela j& que uma tUnica medicao foi feita.
Além disso, as amostras em branco tiveram medigdes relativamente altas, que foram retirados
da contabilizagdo de todas as amostras, portanto, muitos resultados possivelmente tteis podem
ter sido excluidos. No entanto, embora os resultados exploratorios deste estudo, estes sao
importantes por sua contribui¢cdo para uma visao mais ampla de alguns aspectos do esmalte em
amostras fosseis e modernas. Eles podem ajudar a formular novas hipoteses e a evitar alguns

dos problemas mencionados no futuro.

A falta de Zn em uma das amostras ¢ um dos problemas. Esta auséncia pode resultar dos
altos niveis de microelementos encontrados nas amostras brancas e a exclusao de muitos dados
com base nisso. O zinco ¢ um mineral muito importante para o metabolismo pois esta presente
em muitas proteinas (principalmente nas enzimas), € € sempre encontrado no esmalte dentario.
Os resultados deste estudo sao preliminares e precisam ser repetidos em um conjunto maior de

amostras, com amostras coletadas pelo menos em triplicadas.

A discrepancia entre a disponibilidade de elementos quimicos (especialmente metais)
em ambientes modernos e antigos ¢ o que faz alguns elementos quimicos toxicos para os
organismos, como o chumbo, por exemplo. O chumbo possui alta afinidade com a
hidroxiapatita devido sua similaridade quimica com o célcio (ERICSON et al., 1979). As
células e tecidos mineralizados evoluiram em ambientes com baixos niveis de chumbo e grande
disponibilidade de calcio. Esqueletos humanos foram utilizados para evidenciar a contaminagao
antropogénica da Terra por chumbo, devido a capacidade do osso de reter chumbo em seus
minerais por longos periodos de tempo, como décadas e séculos, como evidenciado pelo longo
e complexo trabalho de pesquisadores como Clair Patterson nos anos 70 (ERICSON et al.,

1979).
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A escala de tempo parece ser importante para explicar a presenga de chumbo em maiores
concentragdes no esmalte externo dos fosseis, além de outros fatores como a acidez do solo e o
processo de fossilizagdo. Esse acumulo no esmalte externo ao longo de milhdes de anos ¢
diferente dos baixos niveis de chumbo encontrados no esmalte da maioria dos humanos ou
animais. O esmalte superficial pode perder minerais como pode também ganhar minerais.
Durante essas mudangas de pH, o chumbo pode ser incorporado ao esmalte, mesmo no esmalte
mais profundo (MOLINA et al., 2011). No entanto, o chumbo na superficie do esmalte humano
moderno - e, provavelmente, de outros animais também - reflete a contaminagdo do meio
ambiente (BRUDEVOLD et al., 1977, CLEYMAET et al., 1991 [a],[b]; GOMES et al., 2004;
COSTA DE ALMEIDA et al., 2007, 2011) e se acumula durante a formacao do tecido, enquanto
em fosseis o acimulo se deve mais ao processo de permineralizacdo ao longo de milhdes de
anos, nao sendo possivel associar aos niveis de chumbo disponiveis na superficie da Terra
naquele momento. Em tempos pré-industriais espera-se que a composicdo do esmalte
superficial tenha menos chumbo, ja que niveis mais baixos de chumbo foram encontrados em
esqueletos de humanos pré-historicos (ERICSON et al., 1979). Portanto, o fato de que chumbo
e outros minerais mostram um gradiente na superficie do esmalte, assim como F, Cu e outros
metais (WEATHERELL et al., 1974), aponta a necessidade de analise cuidadosa do esmalte
superficial, levando em consideragdo a escala de tempo e a quantos micrometros da superficie
os ions foram determinados, pois as medidas superficiais ndo representam a quantidade de

metais em todo o tecido.

Ivanova e colaboradores (2022) afirmam que elementos metalicos e alcalinos, como Ba
e Cu, sdo incorporados em quantidades significativas durante a vida e tragam sinais ambientais,
biologicos e diagenéticos. Assim, nossos resultados referentes aos elementos Al, Mn, Fe ¢ Ba
poderiam ser explicados por varios processos pré e post mortem, inacessiveis apenas com 0s

dados atuais.
Componente organico: proteoma do esmalte

O peptideo encontrado na amostra de 7Purussaurus sp., “YEVLTPLK”, corrobora
outros resultados nos quais peptideos de mesma sequéncia, “SYEVLTPLK” e “VLTPLK” e de
mesma localizacdo da proteina, foram encontrados em trabalhos prévios de paleoprotedmica de
esmalte (WELKER et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2021). E possivel que esse mesmo peptideo
corresponda ao fragmento descrito no estudo bioquimico classico que investiga a maturagao do

esmalte e digestdo natural da amelogenina (BROOKES et al., 1995). Brookes descreve um
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fragmento N-terminal de SkDa que ¢ sucessivamente clivado pela MMP20 em 3 fragmentos
menores (4,5; 4,3 e 3 kDa). Esses peptideos sdo, provavelmente, mantidos no esmalte em
amostras recentes, tendo em vista que a regido N-terminal da amelogenina interage com os
cristais de hidroxiapatitia (SHAW et al., 2020), permitindo a conservagao destes fragmentos de
proteina por tempo superior se comparado a outras regides da proteina (DEMARCHI et al.,

2016).

Foram feitas tentativas de remocdo da resina acrilica da superficie do dente de
7 Purussaurus sp. com diversos protocolos, utilizando acetona, conhecido solvente da resina em
questdo, e outros solventes comuns, como o xilol, tanto em limpezas rapidas e superficiais,
como em banhos de imersao do material, com trocas sucessivas de solvente. Nenhum protocolo
resultou na remog¢do total da resina no esmalte. Os testes em espectrometria de massas
mostraram que os banhos em acetona removeram os polimeros do tipo dimeros e maiores, mas
o sinal de mondmeros da resina continuou altos e, aparentemente, infiltraram o tecido em
camadas mais profundas. Deste modo, ndo se recomenda a utilizacdo de fosseis que tenham
sido submetidos a procedimentos de conservacao com interferéncias quimicas, nem a tentativa
de limpeza dos mesmos. Sugere-se que as colecdes paleontologicas mantenham ao menos parte

do material sem uso de tratamentos que possam inviabilizar analises quimicas.
Comparacio fPurussaurus e Neoepiblema

A principio, esperava-se maior sucesso em recuperar peptideos da amostra de
7Neoepiblema sp., por ser uma mamifero, e carregar as caracteristicas estruturais complexas do
esmalte deste grupo. No entanto, o resultado foi oposto. Nenhum peptideo foi recuperado do
esmalte de 7Neoepiblema sp., e o material ndo foi submetido ao tratamento de resina, como o
de f7Purussaurus sp. Foi analisada, inclusive, uma segunda amostra de outro dente de
FNeoepiblema (para testes), na qual também nao foi encontrado nenhum peptideo, mesmo sem

resina na coluna de cromatografia.

A comparagao entre os valores de volume mineral do esmalte das duas espécies, pode
fornecer alguns insights em relagdo a preservagdo de moléculas antigas. E interessante notar
que os valores de componente mineral do esmalte de 7Purussaurus sp. sdo maiores que
7Neoepiblema sp. Enquanto no primeiro o valor médio de componente mineral ¢ de 85%, no
segundo ¢ de apenas 52%. 7Purussaurus sp., das espécies analisadas, foi a que mais se

aproximou dos valores médios descritos na literatura para esmalte humano, que varia entre 87
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a 93% de volume mineral (ANGMAR et al., 1963; GLIMCHER, 1990; SOUSA et al., 2006).
Os resultados indicam que o nivel de mineralizagdo do esmalte em volume (e massa) deve ser
mais importante para a preservagao de proteinas do que a maneira que o contetido esta
organizado, em prismas ou ndo. O esmalte prismatico, caracteristico dos mamiferos, carrega
propriedades fisicas de maior resisténcia as forcas mastigatdrias, sendo a mastigacdo uma
caracteristica também exclusiva deste grupo. No entanto, o grau de mineralizacdo deste tecido
parece sofrer grande variacao entre diferentes grupos taxonOmicos, o que pode afetar nossa
capacidade de recuperar moléculas antigas para alguns desses grupos de diferentes idades

geologicas.

Ainda ndo sabe ao certo quanto tempo as proteinas, ou seus fragmentos, sobrevivem no
registro fossil. Contudo, de acordo com os resultados aqui apresentados, ndo se deve esperar
que diferentes materiais paleontologicos de mesma idade resultem no mesmo sucesso para
recuperagdo de peptideos, pois além dos fatores ja conhecidos que interferem na preservacao
de moléculas antigas, através dos processos taxondomicos e diagenéticos, também a varia¢ao
morfoldgica do esmalte entre espécies pode estar associada a capacidade de preservagdo das

moléculas orginicos no tecido mineralizado.

Ambas as espécies de Caviomorpha estudadas aqui, apresentam crescimento continuo
dos dentes. E possivel que nesta condi¢io, na qual a amelogénese ocorre de maneira continua,
o tecido formado seja menos mineralizado devido a menor disponibilidade de calcio
continuamente, quando comparado ao esmalte humano, por exemplo, que tem crescimento
lento e delimitado. A etapa mais longa da amelogénese ¢, justamente, a maturagdo, quando a
matriz organica ¢ substituida pelo componente mineral de cristais de hidroxiapatita, em

organizag¢ao prismatica ou nao.

No entanto, ndo foi possivel compreender o motivo de ter sido medido 39% de volume
organico para 7Neoepiblema sp. mas este material ndo ter sido recuperado na andlise por
espectrometria de massas. E possivel que o volume de amostra recuperado na microbidpsia
(aproximadamente 10 uL) tenha sido pouco, e por ter sido feito apenas uma vez (uma Unica
regido), ndo tenha sido o suficiente, ja que, provavelmente, as proteinas ndo se distribuem de

maneira homogénea pelo tecido.
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CONCLUSOES

Os espécimes analisados neste estudo mostraram alta cristalinidade e alta densidade
tanto no esmalte moderno quanto no fossilizado. Poucas alteragdes estruturais foram detectadas

relacionadas a idade da amostra.

A microscopia de luz polarizada indicou a propriedade de birrefringéncia para as
amostras modernas e fossilizadas (birrefringéncia negativa). A determinagdo por
microrradiografia dos principais componentes bioquimicos do esmalte mostrou massa de
componente organico inesperadamente alto (%) em dois espécimes (23,72 % em M. niger e
26,30 % em 7Neoepiblema sp.). A quantificacao relativa dos principais elementos quimicos por
MEV-EDS resultou em uma razdo de 2,0-2,2 entre Ca e P para o esmalte moderno e fossil,
caracteristico da hidroxiapatita. As analises de ICP-MS recuperaram 27 microelementos (além
do Ca) de amostras superficiais de esmalte. Para a maioria dos elementos quimicos, ndo foi
possivel estabelecer diferengas entre o esmalte moderno e o fossil. No entanto, um aumento na
concentragdo de Pb, Co, Cd, Ce, Th, As, Cu, Bi, Ag ¢ Tl foi detectado no esmalte fossilizado,
provavelmente depositado durante a permineralizacdo, com diferentes magnitudes de mudanga.
Acreditamos que estudos futuros devem ser conduzidos para testar se amostras maiores
concordam com nossos resultados preliminares e melhoram o poder de inferéncia sobre a

resisténcia do esmalte fossil ao longo do tempo.

Os resultados deste estudo mostram a excelente preservacdo do esmalte dentdrio ao
longo do tempo profundo, um tecido particularmente importante para o interesse atual no
conhecimento de ambientes antigos e recuperagdo de moléculas e, como tal, para a

Paleontologia.
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Figura 1. Figura retirada de Kardong (2016) representando a diversidade e extingdes de grupos no Mesozoico. As
larguras das linhas representam estimativas da abundéncia relativa de cada grupo. A imagem mostra que as duas
linhagens representadas neste capitulo, os crocodilos e mamiferos, sdo distantes filogeneticamente e estdo
inseridos em linhagens que evoluem independentemente desde o Paleozoico.
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BEC 20kv ‘WD25mm

Figura 2. Imagens de um dente de 7Purussaurus sp. (Crocodylia, Alligatoridae) usado para obter amostras
superficiais do esmalte por ataque acido. Imagens feitas por cadmera fotografica (A-B) e Microscopia Eletronica
de Varredura no modo BSE (C-E). Os retangulos sdo amplificados no quadro seguinte da série. A. Dente de
FPurussaurus sp. sem o uso de dentes de amplificag@o; a seta branca indica rachaduras do esmalte; barra =1 cm.
B. Detalhes do retangulo mostrado em A; na parte inferior da imagem, alguns “quadrados” se soltaram, expondo
a dentina (em cor cinza) por baixo do esmalte; barra = Imm. C. Amplifica¢do do retdngulo branco mostrado na
imagem B; a area circular (cinza) mostra a area atingida pelo ataque acido (técnica de microbidpsia); barra = 500
pm. D. Amplificagdo do retdngulo mostrado em C mostrando rachaduras no esmalte a nivel microscopico; barra =
100 um; E. Amplificagdo do retangulo mostrado em D; ¢ possivel observar as rachaduras microscopicas em maior
detalhe; a superficie do esmalte apos ataque acido ¢ irregular, com regides concavas em forma circular; barra = 50
pum.
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Figura 3. Imagens de um dente de fNeoepiblema sp. (Rodentia; Caviomorpha) usado para obter amostras
superficiais do esmalte por ataque acido. Imagens feitas por cAdmera fotografica (A-B) e Microscopia Eletronica
de Varredura no modo BSE (C-E). Os retangulos sdo amplificados no quadro seguinte da série. A. Fragmento do
dente mostrando o esmalte superficial (marrom) com alguns depdsitos (esbranquicados); a regido quebrada do lado
esquerdo da imagem, a dentina (branco-acizentada) esta aparente; barra = 0,5 cm. B. Detalhes do retangulo
mostrado em A; barra = Imm. C. Amplificagdo do retdngulo branco mostrado em B; a regido circular e de
superficie mais uniforme foi a atingida pelo ataque acido; barra =500 um. D. Amplificagdo do retangulo mostrado
em C; barra= 100 um; E. Amplifica¢do do retangulo mostrado em D; na area atingida pelo ataque acido (a esquerda
da imagem), os prismas do esmalte podem ser observados (linha amarela); barra = 50 pum.
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BEC 25kV  WD10mm SS69

Figura 4. Imagens de um dente de Melanosuchus niger (Crocodylia, Alligatoridae) usado para obter amostras
superficiais do esmalte por ataque acido. Imagens feitas por camera fotografica (A-B) e Microscopia Eletronica
de Varredura no modo BSE (C-E). Os retangulos sdo amplificados no quadro seguinte da série. A. Imagens feita
sem o uso de dentes de amplificacdo; a seta indica o limite entre a coroa (a direita) e a raiz (a esquerda) do dente;
barra = 1 cm. B. Detalhes do retdngulo mostrado em A; a area circular no centro da imagem consiste na atingida
pelo ataque acido, mas parte do acido escorreu para as laterais da area delimitada, removendo a superficie
amarelada e expondo as areas brancas do esmalte (subsuperficial); barra = Imm. C. Amplificagdo do retangulo
branco mostrado em B; barra = 500 um. D. Amplificagdo do retdngulo mostrado em C; barra = 100 um; E.
Amplificagdo do retdngulo mostrado em D; a alta porosidade do esmalte apds o ataque acido pode ser observada;
ndo hé prismas de esmalte; barra = 50 pm.
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P Soum ™ ———

Figura 5. Imagens de um dente de Hydrochoerus hydrochaeris (Rodentia; Caviomorpha) usado para obter
amostras superficiais do esmalte por ataque acido. Imagens feitas por camera fotografica (A-B) e Microscopia
Eletronica de Varredura no modo BSE (C-E). Os retangulos sdo amplificados no quadro seguinte da série. A.
Imagem feitas com uso de lentes de amplificacdo mostrando a area atingida pelo ataque acido na parte central do
retangulo; barra = 0,5 cm. B. Detalhes do retdngulo mostrado em A; pontos transparentes e circulares com
didmetros de, aproximadamente 200 pm podem ser observados por toda a superficie do esmalte; barra = Imm. C.
Amplificagdo do retangulo branco mostrado em B; as estruturas circulares sdo bastante superficiais, pois foram
removidas na regido do ataque acido e tem densidade menos densa que o proprio esmalte (sugerindo composi¢ao
organica); barra = 500 pm. D. Amplificacdo do retdngulo mostrado em C; barra = 100 pm; E. Amplifica¢do do
retangulo mostrado em D; os prismas do esmalte podem ser observados a esquerda (asterisco) na regido atingida
pelo ataque acido; barra = 50 um.
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Electron Image 3

Figura 6. Regides (4) mapeadas no esmalte de Purussarus sp. para identificagdo e quantificacdo da composi¢ao
de macroelementos no tecido. Procedimento realizado por microscopia eletronica de varredura (MEV) usando o
modo de elétron retroespalhados (BSE).

Figura 7. Trés regides do esmalte dentirio de f7Purussaurus sp. cujas amostras foram analisadas por
espectrometria de massas. 1. Regido mais escura do esmalte; 2. Regido com a cor predominante do esmalte,
marrom; 3. Regido de coloragdo amarela.
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Figura 8. Imagem microrradiografica da amostra de corte de esmalte dentario de 7Purussaurus sp. A seta indica
a juncdo amelodentinaria (JAD, EDJ). Os pontos de medi¢do dos componentes bioquimicos (mineral, agua e
organico) foram localizados ao longo da linha longitudinal representada na camada de esmalte (a 15, 35, 55,75 e
95 um da superficie do esmalte). A espessura do esmalte é de 115 pm.

Figura 9. Imagem microrradiografica da amostra de corte de esmalte dentario de M. niger. Os pontos de medicao
dos componentes bioquimicos (mineral, dgua e organico) foram localizados ao longo da linha longitudinal
representada na camada de esmalte (a 15, 55, 95, 135 e 175 um da superficie do esmalte). A espessura do esmalte
¢ de 190 um.



44

Figura 10. Imagem microrradiografica da amostra de corte de esmalte dentario de 7Neoepiblema sp. Os pontos
de medi¢do dos componentes bioquimicos (mineral, dgua e orginico) foram localizados ao longo da linha
longitudinal representada na camada de esmalte (a 40, 70, 100, 130 e 160 pm da superficie do esmalte). A espessura

do esmalte é de 205 pm.

~

ENAMEL

DENTINE

Figura 11. Imagem microrradiografica da amostra de corte de esmalte dentario de H. hydrochaeris. Os pontos de
medig@o dos componentes bioquimicos (mineral, 4gua e organico) foram localizados ao longo da linha longitudinal
representada na camada de esmalte (a 20, 45, 70, 95 e 120 um da superficie do esmalte). A espessura do esmalte ¢

de 145 pm.
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Figura 12. Microfotografia do corte histologico do esmalte dentario de FPurussaurus sp. sob luz polarizada com
imersdo em agua. Sem um filtro de interferéncia, o esmalte mostra cores de alta interferéncia (A-B), indicando que
a espessura do corte ¢ relativamente alta. Com o filtro Red I, a adi¢do na cor de interferéncia é mostrada a -45° (C)
em posi¢do diagonal, e a subtragdo da cor de interferéncia a +45° (D) em posi¢do diagonal, indicando
birrefringéncia negativa. A mudanga de cor refletida pelo esmalte entre as figuras C e D indicam a que a
propriedade de birrefringéncia do esmalte ¢ mantida no material fossil.

ﬂ

Figura 13. Microfotografia do corte histologico do esmalte dentario de Melanosuchus niger sob luz polarizada. A
imagem foi feita com filtro Red I. A maior parte do esmalte estd azul. O corte foi submetido a imersdo em agua
antes da analise. Na superficie do esmalte ha uma camada em coloragdo diferente (laranja) da camada mais interna.
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Figura 14. Microfotografia do corte histologico do esmalte dentario de #Neoepiblema sp. sob luz polarizada
com imersao em agua. Sem um filtro de interferéncia, o esmalte mostra cores de alta interferéncia (A-B),
indicando que a espessura do corte é relativamente alta. Com o filtro Red I, a adi¢@o na cor de interferéncia é
mostrada a -45° (C) em posigdo diagonal, ¢ a subtragdo da cor de interferéncia a +45° (D) em posi¢do diagonal,
indicando birrefringéncia negativa.

Figura 15. Microfotografia do corte histolégico do esmalte dentdrio de Hydrochoerus hydrochaeris sob luz
polarizada. A imagem foi feita com filtro Red I. O corte foi submetido a imersdo em dgua antes da analise.
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Figura 16. Volumes dos componentes mineral (A), organico (B) e de agua total (B) no esmalte de FPurussaurus
sp. nos pontos histologicos localizados ao longo da linha longitudinal mostrada na Figura 8.
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Figura 17. Volumes dos componentes mineral (A), organico (B) e de dgua total (B) no esmalte de M. niger nos
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Figura 19. Volumes dos componentes mineral (A), organico (B) e de agua total (B) no esmalte de H. hydrochaeris
nos pontos histologicos localizados ao longo da linha longitudinal mostrada na Figura 11.
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Figura 20. Concentragdo em Logl0 (ng/g de esmalte) de 27 microelementos detectados nas amostras de esmalte
por ICP-MS. As amostras fosseis estdo identificadas por um icone circular ¢ as amostras modernas por um icone
triangular. Azul claro e escuro sdo usados para as espécies de jacaré, enquanto vermelho e laranja sdo usados para
as espécies de roedor.
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Figura 21. Resumo da composi¢cdo inorginica do esmalte das 4 espécies (fPurussaurus sp., M. niger,
7Neoepiblema sp. e H. hydrochaeris). O grafico de pizza apresenta a média dos macroelementos (Ca, O, P e C)
encontrado no esmalte (em porcentagem de massa) de todas as amostras analisadas por MEV-EDS nesse estudo.
A direita, o grafico de barras mostra a proporgdo dos microelementos encontrados em cada amostra (determinados
por ICP-MS). Nas barras, cada elemento aparece em porcentagem relativa a todos os microelementos medidos na
amostra. A imagem no canto superior esquerdo mostra as 3 regides diferentes analisadas no esmalte de
FPurussaurus sp: 1. Regido mais escura do esmalte; 2. Regido com a cor predominante do esmalte, marrom; 3.
Regido de coloragdo amarela.
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TABELAS

Tabela 1. Espécies utilizadas para obteng@o de amostras do esmalte para estudo da composi¢do quimica (organica
e inorgénica).

Espécie Taxon Natureza do material
1 FPurussaurus sp. Crocodylia, Aligatoridae Fossil
2 Melanosuchus niger Crocodylia, Aligatoridae Féssil
3 7Neoepiblema sp. Rodentia, Chinchillidae Recente
4 Hydrocherus hydrochaeris Rodentia, Chinchillidae Recente

Tabela 2: Média = desvio padrdo (n = 4-5 medidas em cada amostra) da composi¢do de macroelementos (massa %)
determinados no esmalte interno por MEV-EDS. As duas primeiras linhas sdo amostras dos jacarés (fossil e atual),
e as duas ultimas linhas sdo amostras dos roedores (fossil e atual). A taxa Calcio/Fésforo (Ca/P) corresponde ao
esperado para hidroxiapatita, mostrando que nao houve grande variacdo desta molécula ao longo de milhodes de
anos.

Ca (m%) P (m%) Taxa Ca/P

FPurussaurus sp. 36,8 +24,4 16,5+0,2 2,2+0,03
M. niger 333+0,4 16,6 + 0,1 2,0+ 0,03
FNeoepiblema sp. 38,6 0,3 17,8+ 0,1 2,2+0,02

H. hydrochaeris 36,8+1,5 17,7+1,3 2,1+0,12
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Tabela 3. Principais componentes bioquimicos do esmalte (porcentagem em volume e massa) medidos nas
amostras de fFPurussaurus sp., Melanosuchus niger, ¥Neoepiblema sp. e Hydrochoerus hydrochaeris. A medida
de dgua corresponde a dgua absorvida durante a preparacdo da amostra. Distancia = distancia do ponto de medida
em relacdo a superficie do esmalte; DP = desvio padrdo; v = volume; m = massa.

Distancia Mineral Orgéanico* Agua
(pm) v (%) m (%) v (%) m (%) v (%) m (%)
15 8525 9312 815 447 660 241
35 83,83 92,25 9,75 5,38 6,42 2,36
FPurussaurus sp. 55 83,34 91,95 10,32 5,71 6,34 2,34
75 89,17 9531 4,58 2,46 6,25 2,23
95 87,74 94,54 5,81 3,14 6,45 2,32
| Media | 8525 | 9312 815 447 642 234
DP 2,52 1,45 2,48 1,40 0,13 0,07
' © 15 4767 6498 4900 3351 333 152
55 62,86 77,66 33,85 20,98 3,29 1,36
M. niger 95 59,45 75,32 35,37 22,48 5,18 2,19
135 59,75 75,16 37,58 23,72 2,67 1,12
175 59,15 74,45 39,68 25,05 1,17 0,49
| Media | 5945 | 7516 | 3758 | 2372 329 136
DP 5,84 4,92 5,96 4,91 1,44 0,62
' © 40 4282 6134 | 4705 3381 10,13 486
70 53,19 70,84 37,32 24,93 9,49 423
Neoepiblema sp. 100 51,98 69,74 38,82 26,13 9,20 4,13
130 52,31 69,85 39,65 26,56 8,04 3,59
160 52,27 69,89 39,21 26,30 8,52 3,81
| Media | 5227 | 6985 3921 2630 920 413 |
DP 4,32 3,93 3,81 3,56 0,82 0,48
20 7166 8535 1689 10,09 1145 456
45 69,89 84,15 18,50 11,17 11,61 4,68
H. hydrochaeris 70 69,35 83,88 18,40 11,16 12,25 4,96
95 68,39 83,23 19,16 11,70 12,45 5,07
120 68,07 82,88 20,23 12,36 11,70 4,76
| Media | 6935 | 8388 | 1850 | 1,17 1,70 476
DP 1,42 0,96 1,22 0,83 0,43 0,21

* Densidade estimada com base na densidade do 4cido glutdmico (1,5 g/cm™).
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Tabela 4. Vinte e sete (27) microelementos na composi¢do do esmalte determinados por ICP-MS. As medidas de
concentragdo dos elementos na amostra liquida em ppb (partes por bilhdo) foram convertidas em ppm (parte por
milhdo) de esmalte com base nos valores de Calcio recuperados pelo MEV-EDS. 7Purussaurus (1): regido mais
escura do esmalte, (2) regido predominante do esmalte de coloracdo marrom, (3) regido amarela do esmalte.

Amostra (ppm ou pg/g)

Elemento  7Purussaurus yPurussaurus fPurussaurus M. niger 7Neoepiblema H.
(Is6topo) sp- (1) sp- (2) sp- 3) sp. hydrochaeris

Zn (66) 114836 - 44509 - 234297 96565
Pb (208) 36873 25110 10950 528 22306 860

Fe (54) - - - 17053 14774 5872
Mg (24) 13468 - 7172 2602 14827 11696

Al (27) 9211 - 3990 642 14412 8233

Co (59) 8411 5630 2412 55 4926 114

K (39) 6761 5239 4471 4271 7416 1060
Cd (111) 3995 2731 1183 46 2334 82
Mn (55) 2650 1134 1715 1372 3285 93
Ce (140) 717 - 222 56 1514 38

Se (82) 386 - 20 - 72 177
Ba (138) 299 - 353 993 285 222
La (139) 228 - 64 23 576 26
Cu (63) 179 17 46 13 135 -
Th (232) 125 - 90 0.7 871 14
Sm (152) 109 - 41 4.6 177 -
Ni (60) 78 45 17 21 30 13
Pd (106) 36 1.0 83 - 139 -

U (235) 36 - 44 2.0 436 -

U (238) 10 - 4.8 0.01 176 -

U (234) - - - - 1224 -

Be (9) 13 3.0 5.8 3.2 26 -
TI (205) 53 - 0.4 0.2 4.4 0.1
Ag (107) 2.3 20 3.2 0.03 26 -

V (51) - - 177 - 819 500
Cr (53) - - 721 - 2501 1798
As (75) - - - - 461 179
RbD (85) - - 1.2 12 - -
Bi (209) - - - 0.003 50 -
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Tabela 5. Limites de quantificagdo (LOQ) do método ICP-MS dos elementos no estudo.

LOQ Elemento LOQ Elemento 0Q Elemento LOQ Elemento LOQ

Elemento L
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)

Zn(66) 0.1  Co(59) 005  Se(82) 0.08 Sm(152) 0.05  U(238)  0.008
Pb(208) 0.007 K (39) 0.1  Ba(138) 005 Ni(60) 0.0l Be(9)  0.001
Fe(54) 0.1  Cd(111) 0.09 La(I39) 0.08 Pd(106) 0.001 Ag(107)  0.001
Mg(4) 0.  Mn(55) 001  Cu(63) 0.1 U@35 007  V(5I) 0.05
Al(27) 006 Ce(140) 008 Th(232) 006 U234 022  Cr(53) 005

As(75) 009 Rb(85)  0.02  Bi(029)  0.03
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CAPITULO 2: Estrutura do esmalte de mamiferos a nivel ordinal

INTRODUCAO

Os dentes dos vertebrados sdo estruturas mineralizadas compostas por diversos tecidos
de origem epitelial e conjuntiva (MJOR & FEJERSKOV, 1986; BERKOVITZ & SHELLIS;
2016). Eles desempenham papéis cruciais em fungdes como a alimentagdo, comunicagdo e
defesa, e sdo especializados em fungdes como perfurar, cortar, moer e roer (KOENIGSWALD,
2018). Dentre esses tecidos, o esmalte dentario, tecido de revestimento dos dentes, destaca-se
por sua extrema dureza e capacidade de resistir as forgas mastigatorias. A compreensdo da
estrutura do esmalte dentario € essencial para entender a funcionalidade e a evolugdo dos dentes

dos vertebrados.

O esmalte dentario ¢ formado majoritariamente por cristais de hidroxiapatita
organizados em arranjos diversos. A alta mineralizacdo conferem ao esmalte a sua resisténcia e
dureza caracteristicas. A estrutura dos cristais de hidroxiapatita ¢ altamente ordenada em planos
que determinam as propriedades mecanicas e fisicas do esmalte (KOENIGSWALD, 2018). A
compreensdo da organizacgdo estrutural desses cristais ¢ fundamental para a compreensdo das

propriedades do esmalte dentario.

Ao longo da evolugdao dos mamiferos, por exemplo, ocorreram variagdes significativas
na estrutura do esmalte dentario, refletindo adaptagdes a diferentes regimes alimentares e
ambientes. Além disso, a diversidade estrutural do esmalte parece corroborar padrdes gerais da
filogenia de Tetrapoda (KOENIGSWALD & CLEMENS, 1992; FILIPPO et al., 2019;
MARIVAUX et al., 2022). A evolugdo dos diferentes grupos taxondmicos levou ao
desenvolvimento de tipos de esmalte distintos. Estudos descritivos e comparativos de diferentes
espécies de tetrapodes revelaram variagdes na espessura, orientacdo dos cristais de
hidroxiapatita e na presenca de estruturas adicionais, como prismas de esmalte (serdo definidos
na proxima secdo) e estruturas de Hunter-Schreger em mamiferos (KOENIGSWALD &
SANDER, 1994). As Bandas de Hunter-Schreger sdo um tipo de organizacdao dos prismas do
esmalte. Cada banda ¢ formada por varios prismas paralelos uns aos outros, na mesma
orientagdo. Cada banda se diferencia das adjacentes pela orientagdo dos prismas

(KOENIGSWALD & CLEMENS, 1992).

Sistema hierarquico das estruturas do esmalte
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Koenigswald & Clemens (1992) propdem cinco niveis de organizagdo da estrutura do
esmalte de mamiferos, de acordo com o tamanho das estruturas. Essas sdo, em ordem crescente:
cristais, prismas, tipos de esmalte, Schmelzmuster (ou padrdo de distribuicao dos tipos de

esmalte) e denticao.
Cristais

Sao unidades cristalinas de hidroxiapatita longas € em formato de agulha. Podem estar
orientadas paralelamente umas as outras e se estender da jun¢do amelodentindria (JAD) a
superficie do esmalte. Neste caso, o esmalte ¢ aprismatico. O aumento da complexidade da
estrutura do esmalte em certos grupos ¢ resultado da varia¢do na orientagdo dos cristais. Em
alguns grupos ha descontinuidade na orientagdo dos cristais, sendo o esmalte prismatico ou
aprismatico. No caso do esmalte prismatico, os cristais dos prismas e da matriz interprismatica
(MPI) podem variar em sua orientagdo nos diferentes clados de Mammalia (KOENIGSWALD
& CLEMENS, 1992). Algumas espécies apresentam o esmalte semiprismatico (também
denominado pseudoprismatico e pré-prismatico). Neste caso, os cristais formam estruturas
colunares distinguiveis, que apresentam 3 aspectos: (i) vista transversal hexagonal ou poligonal
(nos prismas, normalmente, ¢ circular); (ii) auséncia de matriz interprismatica; (iii) orientagao
perpendicular a juncdo amelodentonaria (prismas apresentam diversas orientagcdes, algumas

vezes também perpendiculares a JAD);
Prismas

Os prismas sdo unidades de cristais agrupados por uma grande descontinuidade de
orientacdo em relacdo a outros cristais. Em vista transversal, os prismas apresentam formato
circular, com algumas variagdes. Os primas podem ser observados em diferentes planos
(transversal, longitudinal e sagital) de cortes histologicos, o que permite a descricao
tridimencional das estruturas, mas este detalhamento foge o escopo deste trabalho, pois outra
preparagdo de material se faria necessaria. O volume de matriz interprismatica varia entre as
espécies. Alguns clados de mamiferos apresentam tibulos entre os prismas € a matriz

interprismatica (MPI) (GILKESON, 1997).

Tipos de esmalte

Cada tipo de esmalte corresponde a uma unidade de esmalte na qual os prismas se

’

orientam de forma similar. E comum em mamiferos que haja mais de um tipo de esmalte
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distribuido de forma tridimensional (KOENIGSWALD & CLEMENS, 1992). A jun¢do
amelodentinaria (JAD) é usada como referéncia para descri¢ao tridimensional do esmalte. Neste

nivel hierarquico, sao descritos quais os tipos de esmalte estao presentes no espécime estudado.

Padrio do esmalte

Essa caracteristica ¢ denominada na literatura de Schmelzmuster, e refere-se ao padrao

de distribuigdo tridimensional dos tipos de esmalte em cada dente.

Denticao

Os padrdes de esmalte podem variar de acordo com o tipo de dente da série dentaria
(incisivo, canino, pré-molar e molar). No entanto, essas caracteristicas poderdo ser comparadas

com muita limitagdo, pois apenas um dente de cada espécime foi amostrado.
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OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal descrever e comparar a estrutura morfologica
do esmalte dentario em diferentes tdxons de Mammalia. Para isso, 9 espécies de mamiferos de
diversas ordens foram selecionadas como objeto de estudo. Além disso, dentes de 3 espécies de

Crocodylia (Caimaninae) foram analisados como um grupo externo para fins de comparacao.

Sabe-se que a estrutura prismatica do esmalte dos mamiferos €, na verdade, uma
estrutura que surge na linhagem de Synapsida e se mantém nos seus representantes viventes
(WOOD etal., 1999). Deste modo, Caimaninae foi incluido como representante do outro grande
grupo de Amniota, Sauropsida, a fim de investigar amplamente a universalidade das

caracteristicas estruturais aqui analisadas.

A compreensao da estrutura do esmalte dentario dos mamiferos em nivel ordinal e sua
compara¢do com um grupo distante (Caimaninae) permite futuras investigacdes de padrdes
evolutivos e adaptativos relacionados a denticdo de Amniota. Os estudos atuais,
recorrentemente, concentram-se em descrigdes de espécies proximas filogeneticamente
(KOENIGSWALD & CLEMENS, 1992; KOSAWA et al., 1998; FILIPPO et al., 2019; BIALAS
etal.,2021; MARIVAUX et al., 2022), como da mesma familia taxondmica, por exemplo. Deste
modo, uma abordagem comparativa mais ampla contribui para o avan¢o do conhecimento sobre

a diversidade morfoldgica e evolucao dos dentes em Amniota.

Neste estudo, utilizou-se os niveis de organizagdo estrutural: cristais, prismas, tipos de

esmalte e padrdo do esmalte.
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MATERIAL E METODOS
Amostra

O material estudado pertence as seguintes cole¢des (acronimo institucional entre parénteses):
Colegao de Mamiferos do Departamento de Biologia da FFCLRP, Universidade de Sao Paulo
(CMDB) e Laboratério de Paleontologia da Universidade Federal do Acre (UFAC).

Mammalia

Didelphidae (Didelphimorphia): Didelphis albiventris (CMDB, ndo catalogado; pré-molar);
Dasypodidae (Cingulata): Dasypus novemcinctus (CMDB, ndo catalogado); Felidae
(Carnivora): Felis catus (CMDB, nao catalogado; canino); Pontoporiidae (Artiodactyla):
Pontoporia blainvillei (CMDB, ndo catalogado); Cervidae (Artiodactyla): Subulo gouazoubira
(CMDB, nao catalogado; molar); Phyllostomidae (Chiroptera): Artibeus lituratus (CMDB, nao
catalogado; molar); Cebidae (Primata): Sapajus sp. (CMDB, ndo catalogado; pré-molar);
Caviidae (Rodentia): Hydrochoerus hydrochaeris (CMDB, ndo catalogado; pré-molar) e
Neoepiblemidae (Rodentia): #Neoepiblema sp. (UFAC 7227, pré-molar).

Crocodylia

Aligatoridae (Caimaninae): Caiman latirostris (LIRP, ndo catalogado), Melanosuchus niger

(LIRP, ndo catalogado) e 7Purussaurus sp. (UFAC-7226).

Preparacio dos cortes histologicos para a microscopia de luz

Um dente 7Neoepiblema sp. foi preparado para microscopia de luz. O dente foi
incorporado em resina acrilica autopolimerizavel (JET, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil) e
cortado com um disco diamantado em maquina de corte para tecidos calcificados (Elsaw, Elquip,
Sao Carlos, SP, Brasil). O corte foi feito em orientagdo transversal. O corte foi cuidadosamente
lixados com uma diminuic¢do gradual da granulacdo da lixa, de 600 para 4000, utilizando agua,
até que atingisse de 100 a 400 um de espessura para o uso de microscopia de luz. Apenas o
dente de 7Neoepiblema sp. foi analisado pois o objetivo foi testar quais informagdo

morfologicas e estruturais podem ser obtidas desta preparacao de esmalte fossilizado.
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Preparacio dos cortes histologicos para a microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Os dentes das doze espécies descritas acima, na se¢do “Amostra” foram incorporados
em blocos de resina autopolimerizavel (JET, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil) e cortados com
disco diamantado em maquina de corte para tecidos calcificados (Elsaw, Elquip, Sao Carlos,
SP, Brasil). Os cortes foram feitos longitudinalmente na regido central do dente, em posi¢ao
vestibulo-lingual. Os cortes foram preparados por desgaste, utilizando lixas d’4dgua de
granulacao sucessiva de 1200, 1500, 2000 e 4000, para polimento da superficie. As superficies
dos cortes foram tratadas com acido fosforico (37%) por 30 segundos e, em seguida, lavadas
em agua destilada corrente por 60 segundos. Apos secagem, os cortes foram mantidos por 3
horas em vacuo para eliminagdo da agua restante no tecido e metalizagdo com liga de ouro e

paladio.

Microscopia eletrénica de varredura (MEYV)

As imagens de microscopia eletronica de varredura dos cortes histologicos do esmalte
dentario foram realizadas pelo modo convencional (para topografia) no microscopio eletronico
de varredura (Jeol JSM - 5600LV, Tokyo, Japdo) do Laboratério Multiusuario de Microscopia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto (USP). As imagens foram geradas pelo software

JEOL Scanning Electron Microscope.

Descriciao da estrutura do esmalte

A descrig@o da estrutura do esmalte dentario dos espécimes foi ordenada a partir do
sistema de classificagdo proposto por Koenigswald & Clemens (1992). Os autores
sistematizaram 5 niveis de complexidade estrutural do esmalte a partir de trabalhados de
pesquisa de pares e proprios. Os 5 niveis do sistema hierdrquico da estrutura do esmalte de
mamiferos sdo: cristais, prismas, tipo de esmalte, padrao do esmalte e denticdo. A nomenclatura

da descricao baseia-se em Koenigswald & Sander (1994).

Abreviacoes
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Estrutura do Esmalte

MIP: matriz interprismatica; JAD: juncdo amelodentinaria; BHS: Bandas de Hunter-Schreger;
SEE: superficie externa do esmalte; EAP: esmalte aprismatico; UC: unidade colunar; E:

esmalte; D: dentina; C: cemento; EV: esmalte vestigial; DM: depdsito mineral; P: prisma.
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RESULTADOS

As descrigdes da estrutura do esmalte de cada espécie do estudo sdo apresentadas a

seguir.
Didelphis albiventris (Figura 1) — Marsupialia, Didelphimorphia, Didelphidae - sarué

Esmalte de 3 a 5 vezes mais espesso nas laterais do dente do que na regido interna da
coroa. Na parte lateral do dente, a camada externa do esmalte ¢ aprismatica (menos espessa,
~1/4 da espessura total do esmalte), na qual os cristais sao perpendiculares a superficie externa
do esmalte, camada intermedidria de transi¢do com alguns prismas (~1/4 da espessura total do
esmalte), nos quais os cristais sdo majoritariamente perpendiculares a JAD e alguns paralelos a
JAD e camada interna (mais espessa) com decussagdo irregular, na qual os cristais estdo em
diversas dire¢des. A cuspide do dente possui esmalte radial. O esmalte radial tem os prismas
bem delimitados, separados por quantidade grande de matriz interprismatica (MIP), algumas
vezes com largura igual a dos prismas. O esmalte com decussacdo irregular, com matriz
interprismatica anastomosada. Na cuspide do dente, os prismas sdo circulares. Nao foram

observados tiibulos no esmalte, reportados no esmalte de marsupiais australianos.

Dasypus novemcinctus (Figura 2) — Xenarthra, , Cingulata, Dasypodidae — tatu-galinha

Nao possui esmalte verdadeiro. H4 uma fina camada de deposito mineral ao longo da
superficie da coroa do dente que se diferencia da dentina. Essa camada ¢ mais espessa na

cuspide no dente.

Felis catus (Figura 3) — Carvinova, Felidae — gato-doméstico

Esmalte na ctispide do dente mais espesso (~2x) que o esmalte que recobre as laterais
da coroa dentéria. Nao hé variagdo no tipo de esmalte ao longo das diferentes regides do dente.
O esmalte ¢ composto por bandas de Hunter-Schreger (BHS) bem delimitadas com espessura
variavel (de 2 a 8 fileiras de prismas, aproximadamente). As bandas sdao enfileiradas
perpendicularmente (~90°) ou ligeiramente obtusas (~120°) a JAD e a superficie do esmalte.

Os prismas de cada banda sdo perpendiculares em relagdo aos prismas da banda subjacente, ou
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seja, em vista longitudinal do dente, em uma banda os prismas estao cortados transversalmente,
e na banda seguinte, os prismas estdo cortados longitudinalmente. Cada prisma ¢ bem
delimitado por uma fina camada de matriz interprismatica. O corte transversal do prisma exibe
seu formato de folha aberta. Os cristais da MIP sdo perpendiculares aos cristais dos prismas.
Ainda que ndo seja objetivo deste trabalho analisar a dentina, nesta estdo visiveis cristais

estrelados proximas a JAD.

Pontoporia blainvillei (Figura 4) — Artiodactyla, Cetacea, Pontoporiidae — toninha

Esmalte pouco espesso (menor que 100 um) ao longo de toda a superficie do dente, um pouco
mais espesso na cuspide do dente. O esmalte ndo € prismatico. Os cristais ndo sao distinguiveis
em algumas regides. Os cristais que sdo distinguiveis estdo em orientagdes variadas e,

aparentemente, aleatorias, formando unidades estruturais sem formado definido.

Subulo gouazoubira (Figura 5) — Artiodactyla, Cervidae — veado-catingueiro

A espessura do esmalte varia pouco entre as regides do dente. O esmalte ¢
majoritariamente formado por bandas de Hunter-Schreger (BHS) com grande variagdo na
espessura das bandas e direcao dos prismas. Préximo a JAD, hd uma estreita camada de esmalte
radial. A regido de transicdo entre as BHS apresenta decussa¢do dos prismas (~2 fileiras de
prismas), individualmente. As BHS estdo anguladas a ~60° da JAD. Nao foram feitas imagens
de corte transversal do prisma, deste modo, ndo € possivel descrever seu formato em detalhes.
Contudo, aparentemente nao tem formado circular, mas achatado ou de elipse. O volume de
MIP varia entre as regides do esmalte (por¢do labial e lingual). Os cristais da MIP sdo

perpendiculares (~90°) em relacao aos dos cristais dos prismas.

Artibeus lituratus (Figura 6) — Chiroptera, Phyllostomidae — morcego-da-cara-branca

O esmalte desse espécime apresentou duas camadas diferentes. Na camada interna
(proxima a JAD), os prismas tem margens irregulares, estdo paralelos uns aos outros (esmalte

radial), e em angulagdo aguda (entre 45 e 60°) em relacdo a JAD. Na camada externa, os prismas
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sdo bem distinguiveis entre a matriz interprismatica abundante, os prismas sdo mais agudos

(~45°) em reacao a JAD.

Sapajus sp. (Figura 7) — Primata, Cebidae — macaco-prego

Esmalte espesso por toda a superficie do dente, com diminui¢ao da espessura na regiao
mais basal da coroa do dente, proxima a raiz. O esmalte ¢ todo formado por BHS bem
demarcadas, com espessura varidvel (em torno de 3 a 7 prismas por banda). Na lateral do dente,
as BHS estdo ligeiramente obliquas (+ de 90°) a JAD. Os prismas de uma banda sdo
perpendiculares em relacdo aos prismas da banda subjacente, ou seja, em vista longitudinal do
dente, em uma banda os prismas estdo cortados transversalmente, ¢ na banda seguinte, os
prismas estdo cortados longitudinalmente. Ha pouca matriz interprismatica entre os prismas.
Ao que se pode notar neste corte, os prismas tem formato arredondado. Os cristais da MIP estao

direcionados a, aproximadamente, 45° dos cristais dos prismas.

Hydrochoerus hydrochaeris (Figura 8) — Rodentia, Caviomorpha, Caviidae — capivara

A camada externa do esmalte, adjacente a superficie dentaria, e a camada mais interna,
adjacente a JAD, sdo de esmalte radial. A camada intermediaria ¢ composta por esmalte com
decussacgao irregular de grupos de prismas, entre os quais ha cristais da MIP em orientacdes

aleatorias.

7Neoepiblema sp. (Figura 9) - Rodentia, Caviomorpha, {Neoepiblemidae

Esmalte radial, com variacao na dire¢do dos prismas nas camadas interna e externa, em
relagdo a intermediaria. Linhas de crescimento visiveis na por¢do mais interna do esmalte
(proximo a JAD). Parte da matriz interprismatica (MIP) foi removida na prepara¢do do material
(tratamento com 4&cido) e a imagem apresenta espagos vazios. Parte da MIP pode ser observada
entre os prismas. Os prismas possuem formato circular bem definido. Os cristais da MIP estdao

direcionados a, aproximadamente, 45° dos cristais dos prismas.
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Caiman latirostris (Figura 10) ) — Crocodilia, Alligatoridae, Caimaninae - jacaré-de-papo-

amarelo

Esmalte aprismatico. Linhas de crescimento paralelas a JAD por toda a profundidade
do esmalte. Os cristais em formato de agulha sao facilmente distinguiveis e perpendiculares a

JAD e a superficie do esmalte, com pouca variacao de angulacao.

Melanosuchus niger (Figura 11) — Crocodilia, Alligatoridae, Caimaninae - jacaré-agu

Esmalte aprismatico. Linhas de crescimento paralelas a JAD por toda a profundidade
do esmalte. Os cristais sd3o perpendiculares ou obliquos a JAD e a superficie do esmalte, em
diferentes angulac¢des. Proximo a JAD, os cristais estdo arranjados formando estruturas em

forma de leque.

7Purussaurus sp. (Figura 12) - Crocodilia, Alligatoridae, Caimaninae

Esmalte semiprismatico formado for unidades colunares, bem delimitadas, de cristais

posicionados paralelamente entre si e perpendiculares a JAD e a superficie do esmalte.
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DISCUSSAO

Este estudo apresenta, pela primeira vez até onde se sabe, uma analise descritiva e
comparativa da microestrutura do esmalte de mamiferos em nivel de Ordem. Muitos estudos
tem sido realizados sobre este tema desde o século passado. Contudo, os mesmos investigam
uma ou poucas espécies proximamente relacionadas (KOENIGSWALD & CLEMENS, 1992;
KOSAWA et al., 1998; FILIPPO et al., 2019; BIALAS et al., 2021; MARIVAUX et al., 2022).
A escolha de um escopo mais amplo neste trabalho visou prospectar o grau de variagao
anatomica da microestrutura do esmalte em Mammalia, investigada de maneira padronizada,
de forma a detectar informagdes mais gerais compativeis com as topologias filogenéticas mais
aceitas na atualidade. E uma abordagem desafiadora visto o extenso actmulo tedrico
relacionado a denticdo de Mammalia que existe atualmente. Tratando-se de um capitulo de
Dissertagdo, o objetivo foi, também, compilar parte dessas informagdes relacionadas ao esmalte
e apontar algumas possiveis relagdes e lacunas no conhecimento. A abordagem amostral mais
ampla que de costume permite um olhar mais holistico sobre a evolucdo deste tecido
hipermineralizado de extrema relevancia para a evolucdo de Mammalia como um todo.
Também ¢ apresentada a estrutura do esmalte de trés espécies de Alligatoridae, com a descri¢dao
de esmalte semiprismatico de 7Purussaurus sp., a qual representa o segundo caso de uma

espécie de Diapsida, que tipicamente possui esmalte aprismatico.

Este estudo encontrou e descreveu uma grande variagdo da microestrutura do esmalte
dentario entre as ordens de Mammalia, nos diferentes niveis de complexidade deste tecido. O
resultado era esperado, tendo em vista a grande diversidade destas ordens em seu modo de vida
de vida e habitos alimentares. Contudo, mesmo os grupos com hébitos alimentares semelhantes
encontram diferentes estratégias adaptativas na morfologia da denti¢do como um todo, sendo

que a microestrutura do esmalte ¢ apenas uma delas. Alguns casos serdo discutidos mais adiante.

O estudo de espécies antigas, além das atuais, traz a luz aspectos estruturais
desconhecidos que podem colaborar na reconstrucdo da histéria evolutiva dos tecidos
mineralizados. As modificagdes morfoldgicas (microestruturais) do esmalte devem-se a
variagdo genética, em nivel qualitativo (variagdo nas sequéncias das proteinas da matriz
extracelular), quantitativo (volume de proteinas na matriz) e de expressdo (especialmente
temporal durante o desenvolvimento). Uma vez que o esmalte de camundongo geneticamente

\

modificado foi estudado em detalhes com relagdo a maioria das proteinas do esmalte, a
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correlacdo de tal modelo com descobertas sobre aspectos estruturais do esmalte de espécies
extintas pode nos ajudar a entender melhor os organismos do passado e do presente. Por
exemplo, uma dada sequéncia especifica de proteinas do esmalte ndo apenas determina a
orientagdo dos cristais, mas também podem interromper a amelogénese e produzir um esmalte
mais fino. Este ¢ o caso de animais transgénicos que superexpressam a ameloblastina, uma
proteina do esmalte que € secretada na fase de secrecdo da amelogénese e faz parte da familia
das fosfoproteinas de ligacdo ao calcio (SCPP), que evoluiu de um gene ancestral comum
(DELGADO et al., 2001; KAWASAKI & WEISS, 2003). Niveis mais altos de expressao de
ameloblastina numa matriz sem amelogenina resultaram em cristais de apatita curtos e
orientados aleatoriamente, ou seja, esmalte aprismatico, semelhante ao de /guana (Figura 3 de

LU et al., 2011).

Bartlett e colaboradores (BARTLETT et al., 2021) mostraram que o nocaute de Amelx
e Mmp20 em camundongos resultou na presenca de arranjos de cristais em forma de leque no
esmalte mais profundo (20 pm de esmalte), proximo a JAD, enquanto o esmalte médio e externo
desses animais apresenta uma camada displdsica e mais mineralizada. Curiosamente, o esmalte
de Melanosuchus niger exibiu estruturas minerais que se assemelham a leques na forma (Figura
11d), com a mesma orientacdo (a borda maior do leque voltada para fora do esmalte). Estudos
complementares do esmalte de jacarés modernos podem fornecer mais informagdes sobre o

proteoma do esmalte, o arranjo cristalino detalhado e, possivelmente, a relagao entre ambos.

De maneira geral, o esmalte dos jacarés viventes estudados aqui possui estrutura
aprismatica, que parece ser tipica do grupo. Line (2000) descreveu as linhas incrementais de
Caiman crocodilus como sendo de dificil visualizagdo proximas a superficie do esmalte e bem
demarcadas nas demais profundidades, o que difere dos resultados apresentados neste capitulo,
no qual as linhas incrementais em Caiman latirostris sao de facil visualizagdo proximo a
superficie externa do esmalte (Figura 10) e por todo o esmalte em Melanosuchus niger (Figura
11). J& #Purussaurus sp. apresenta um esmalte semiprismatico, formado for unidades colunares

de cristais (Figura 12).

Um aspecto essencial para a formagao da estrutura prismatica do esmalte dos mamiferos
¢ a formagdo do Processo de Thomes, uma projecdo do citoplasma dos ameloblastos que ¢
formada na fase de maturagdo (deposi¢ao mineral) do esmalte. A morfologia dessa estrutura ¢
responsavel pela deposicao dos cristais de hidroxiapatita em uma orientacao obliqua a camada

de ameloblastos, de modo que cada célula ¢ responsavel pela formacdo de um prisma que
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percorre toda a profundidade do esmalte. A matriz interprismatica do esmalte ¢ composta pela

deposi¢do mineral nos intervalos entre os prismas.

No esmalte aprismatico ndo ha relagdo entre a formacao da unidade colunar com uma
unica cé¢lula. Esta ¢ uma das caracteristicas que diferencia o esmalte semiprismatico do
prismatico. Deste modo, as estruturas colunares encontradas em 7Purussaurus sp., ndo podem
ser interpretadas como sendo originadas do mesmo tipo de formagdo de um prisma. Essas
estruturas, muito provavelmente, t€ém relagdo com a orientagdo dos cristais exercida pela matriz

proteica.

Em Diapsida, o esmalte semiprismatico foi descrito do lagarto Uromastyx aegyptia
(Agamidae) (Figura 7.2H de SANDER, 2000). A descri¢ao desse arranjo cristalino no esmalte
de #Purussaurus sp. € o segundo registro, até onde se sabe, fora de Synapsida. A investigagao
do proteoma do esmalte das duas espécies pode fornecer informagao estrutural relevante para
compreensdo do papel das proteinas da matriz na orientagdo e evolugao das estruturas de forma

independe nesses grupos.

Através do estudo do esmalte de outras espécies de rPurussaurus ¢ de rAcresuchus,
género filogenéticamente proximo descrito por Souza-Filho e colaboradores (2018), sera
possivel estabelecer a origem do esmalte semiprismatico nesse grupo. Sugere-se ainda a
investigacao de Mourasuchus e Paleosuchus para melhor compreensao da caracteristica nos

Caimaninae como um todo.

A estrutura prismatica do esmalte nos mamiferos, apesar de muito caracteristica do
grupo, ndo parece ter uma historia simples e linear. O estudo dos Synapsida ndo-mamiferos
sugere origens independentes desse arranjo estrutural (WOOD et al., 1999). Em Mammalia, o
esmalte de diversifica intensamente entre os seus diferentes subgrupos, € a reconstrugao da
evolucdo desse tecido ainda se apresenta como um tema aberto a investigacdo. Contudo, a
condicdo plesiomorfica do esmalte em Mammalia ¢ de esmalte radial, no qual os prismas se
orientam paralelos um aos outros e, normalmente, obliquos a juncdo amelodentinaria e

superficie do esmalte (KOENIGSWALD, 1997).

A estrutura encontrada neste estudo do esmalte de Didelphis albiventris (Marsupialia)
assemelha-se a de Didelphis virginiana, estudada por Stern & Crompton (1989). Em ambas as
espécies, os prismas de esmalte atingem a superficie do dente na regido de oclusdo em

orientagdo perpendicular a superficie. Os prismas sao envoltos por uma espessa camada de
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matriz interprismatica e o esmalte € radial nesta regido do dente. O esmalte da parte lateral do
molar de ambas as espécies possui prismas paralelos entre si e obliquos & JAD, além de uma
camada de esmalte aprismatico (Figura 1 deste trabalho e Figuras 2 C-D de Stern & Crompton,
1989). Kosawa e colaboradores (1998) também descrevem o arranjo dos prismas de esmalte de
Monodelphis domestica como paralelos entre si e obliquos a JAD. No entanto, os autores ndo
informam qual a regido do dente que foi analisada, de modo que ndo € possivel entender se ha

variagao.

O estudo da estrutura do esmalte dentdrio dos marsupiais australianos aponta a
existéncia de tibulos entre os prismas e matriz interprismatica em quase todas as espécies, com
excegdo de Vombatus (LESTER et al., 1987; GILKESON, 1997). Os tubulos s3o estruturas
muito comuns na dentina, mas pouco comuns no esmalte, estando presentes nos marsupiais €
algumas espécies de mamiferos placentarios. Nestes animais, os tibulos do esmalte e dentina
sdo continuos (GILKESON, 1997). A origem celular dos tubulos do esmalte ¢ alvo de
divergéncias, pois ha evidéncias para sua origem a partir de extensdes citoplasmaticas dos
ameloblastos (LESTER, 1970), como dos odontoblastos, células que formam a dentina
(OSBORN, 1974). Azevedo & Goldberg (1987) afirmam, ainda, que ¢ improvavel que os
tubulos tenham origem celular. Além dos marsupiais australianos, tibulos de esmalte foram
descritos em 7Protodidelphis (Didelphimorphia), assim como em 7Khasia (Microbiotheria)
(KOENIGSWALD & GOIN, 2000). Contudo, no presente estudo, ndo foi possivel observar
tubulos no esmalte de Didelphis albiventris, o que pode representar uma perda no grupo. No
entanto, ¢ possivel que os tubulos sejam visiveis apenas (ou mais facilmente) em cortes
transversais do dente, nos quais os prismas do esmalte também estejam cortados

transversalmente (Figuras 1-4 de GILKESON, 1997).

Apesar dos estudos e debate no fim do século passado, o desenvolvimento e a evolucao
do esmalte dos Marsupiais foram muito pouco estudados e apresentam uma grande lacuna de
conhecimento mesmo sobre a diversidade morfolégica do grupo. Contudo, a presenca
predominante de esmalte radial neste grupo e nos mamiferos placentarios ¢ uma evidéncia da

plesiomorfia dessa condicdo.

A histoéria evolutiva do esmalte nos mamiferos também ¢ constituida de reducdes, perdas
e simplificagdes estruturais. Como ¢ mostrado neste estudo pelas espécies Dasypus

novemcinctus (Cingulata) e Pontoporia blainvillei (Cetacea).
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Os resultados que foram apresentados no presente estudo apontam para a auséncia de
esmalte verdadeiro em Dasypus novemcinctus (Cingulata, Xenarthra) (Figura 2). Contudo,
Ciancio e colaboradores (2010) descrevem a presenga de uma fina camada de esmalte no apice
do dente para individuos juvenis. Deste modo, o individuo utilizado como amostra neste
capitulo, teve seu esmalte desgastado em vida, como indica Ciancio e colaboradores (2010;
2021). Ciancio ¢ colaboradores (2021) descrevem a estrutura do esmalte de dentes deciduos e
permanentes pré-erosao de quatro espécies de Dasypus. Nestes trabalhos, os autores reportaram
a presenca de esmalte prismatico no dente permanente de D. novemcincus e aprismatico para

as demais espécies.

Os Xenarthra sdo conhecidos por suas significativas modificagdes dentarias em relagao
aos demais mamiferos placentarios, como a auséncia de esmalte, na maioria das espécies,
homodontia e até mesmo a completa auséncia de dentes, como nos tamanduas (HAUTIER,
2016). Evidéncias moleculares (MEREDITH et al., 2009) e de morfologia comparada
(CIANCIO et al., 2014) indicam que a perda do esmalte ocorreu mais de uma vez entre em
Xenarthra, ou seja, independentemente em Cingulata e Pilosa, assim como também ocorreu
independentemente dentro de Cingulata. Ciancio e colaboradores (2014) descrevem o esmalte
dentario de rAstegotherium dichotomus, um tatu fossil do Eoceno da Patagonia Argentina.
Neste trabalho, os autores descrevem o esmalte prismatico do tipo radial. Outra espécie de
Cingulata para a qual foi reportada a presenca de esmalte ¢ do fossil rUtaetus

buccatus (SIMPSON, 1932), que também possui esmalte fino e ausente em adultos.

Neste estudo, Artibeus lituratus apresentou duas camadas de esmalte diferentes (Figura
6). Isso se deve, provavelmente, a uma mudanga na orientacdo dos prismas. Apesar de
distinguiveis, os prismas desse espécime ndo tém suas margens muito bem definidas. Lester &
Hand (1987) descrevem e ilustram o esmalte de diversas espécies de diferentes familias de
Chiroptera. Nao hd, no entanto, imagens de Artibeus sp., apesar da espécie estar incluida na
descricdo. Neste trabalho, os autores analisaram a superficie do esmalte apds ataque acido e
polimento, mas ndo foi feito corte em todos os espécimes. Os autores sugerem que a formato
dos prismas de Artibeus sp. sejam do tipo “casco de cavalo”, mas nao sdo conclusivos. Outras
espécies de diferentes familias (Mystacinidae, Verpertilionidae, Rhinolophiadae,
Hipposideridae, 7Palaecochiropterygidae e Pteropodidae) sao analisadas mais detalhadamente
no estudo. Nessas, os prismas sao do tipo “casco de cavalo” na regido mais interna do esmalte
e, com excecdo de Pteropodidae, adquirem o formato de prisma totalmente fechado (circular ou

ndo) na regido externa do esmalte (LESTER & HAND, 1987). Os prismas da regido interna do
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esmalte possuem cristais em duas dire¢des, e suas bordas nao sdo circulares (transversalmente),
0 que parece ser o caso de Artibeus literatus também. Os resultados desse capitulo e de Lester
& Hand (1987) descrevem esmalte radial em Chiroptera. Os autores também relatam a presenca
de pequenos tibulos no esmalte em Hipposideros diadema (Hipposideridae) e Taphozous

georgianus (Emballuronidae), ndo observados aqui.

Duas espécies de Artiodactyla foram analisadas neste estudo. A escolha deu-se ao fato
que os cetaceos viventes sao conhecidos por grandes modificagdes na denti¢do, incluindo
redugdes e homodontia (WERTH, 2000; ARMFIELD et al., 2013). Pontoporia blainvillei
(Inioidea, Pontoporiidae), popularmente conhecida como toninha, possui dentes caniniformes
e indiferenciados. Alimenta-se principalmente de peixes, mas também moluscos (CAMPOS et
al., 2020) e ndo necessita de movimentos mastigatdrios complexos para processar o alimento.
No presente estudo, o espécime apresentou esmalte aprismatico, aparentemente (Figura 4). No
entanto, Ishiyama (1987) e Loch et al. (2013) apresentam, em corte transversal, a estrutura
prismatica do esmalte da mesma espécie (Figuras 18 e 19 de ISHIYAMA, 1987; Figura 2e de
LOCH et al., 2013). E possivel notar no trabalho de Loch et al. (2013) que o esmalte de
Pontoporia blainvillei apresenta uma espessa camada aprismatica proxima a superficie do
esmalte. Ishiyama (1987) relata que o esmalte da espécie apresenta grande volume de matriz
interprismatica. Deste modo, pode-se concluir que a aparéncia aprismatica do esmalte
encontrada nesse estudo (Figura 4) deve-se a artefatos metodologicos. E possivel que o corte
histolégico tenha sido feito em uma regido de maior volume interprismatico, de modo que o
ataque acido utilizado na preparagdo dos cortes ndo foi suficiente para expor a estrutura dos

prismas.

Ishiyama (1987) também descreve o esmalte prismatico de Stenella (Delphinoidea,
Delphinidae), Lagenorhyncus (Delphinoidea, Delphinidae) e esmalte aprismatico de Physeter
(Physeteroidea, Physeteridae) (Figuras 6 e 12 a 17 de ISHIYAMA, 1987). Embora o autor
descreva o esmalte de Physeter como pseudoprismatico, a estrutura ¢ muito semelhante a
descrita em Melanosuchus niger (Alligatoridae, Caimaninae) neste estudo (Figura 11). Loch et
al. (2013) reporta a presenga de esmalte prismatico do tipo BHS em /nia geoffrensis (Inioidea,
Iniidae) e a combinagdo de esmalte radial e aprismatico em todas as espécies de Delphinoidea
estudadas, com excecdo de Phocoena spinipinnis (Delphinoidea, Phocoenidae) que possui
apenas esmalte aprismatico. A luz das relagdes filogenéticas de Cetacea (STEEMAN et al.,
2009), conclui-se que a estrutura do esmalte semelhante em Pontoporia blainvillei (Inioidea,

Pontoporiidae) e Delphinoidea sdo plesiomdrficas e conservadas em ambos os grupos, enquanto
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o esmalte do tipo BHS em Inia (Inioidea, Iniidae) e esmalte exclusivamente aprismatico em
Phocoena spinipinnis (Delphinoidea, Phocoenidae) e Physeter (Physeteroidea, Physeteridae)

sdo caracteristicas apomorficas e de origem independente nos respectivos grupos.

Ja o veado-catingueiro Subulo gouazoubira ¢ uma espécie com estrutura do esmalte
bastante complexa e diferenciada, uma condi¢do comum aos artiodéctilos, de maneira geral.
Neste estudo, foi descrita a estrutura do esmalte de S. gouazoubira como predominantemente
composta por bandas de Hunter-Scheger e uma estreita camada de esmalte radial proximo a
JAD (Figura 5). Com exceg¢ao de alguns cetaceos, como ja mencionado, o esmalte desse grupo
caracteriza-se pela presenca de bandas de Hunter-Schreger. Esse tipo de esmalte surgiu
independentemente diversas vezes em Mammalia, segundo o registro fossil (KOENIGSWALD,
1997). Koenigswald (1997) reuniu resultados que descrevem a microestrutura do esmalte de
Cervidae, Tylopoda e Bovidae, e afirmou que estes grupos apresentam uma camada de esmalte
radial proximo a JAD, o que concorda com os resultados aqui encontrados em S. gouazoubira.
Essa caracteristica ¢ atribuida as intensas forcas sofridas pela compressdo do esmalte e dentina
durante a mastigagdo, e sugere que a camada de esmalte radial na interseccao dos dois tecidos,

de diferentes durezas, serve como forma de dissipar parte dessa forga.

Estudos indicam que as BHS verticais diminuem o desgaste do esmalte e que esse tipo
de esmalte e o crescimento continuo dos dentes surgiram independentemente diversas vezes no
Paledgeno, nos ‘“ungulados” sul-americanos, provavelmente, relacionado a mudancgas
climaticas (resfriamento) e predominancia de gramineas nessa época (KOENIGSWALD &

PFRETZCHNER, 1991, KAY et al., 1999).

As BHS também previnem o esmalte de rachaduras no tecido, j& que ha descontinuidade
dos prismas (KOENIGSWALD & PFRETZCHNER, 1991). Essa caracteristica traz excelente
durabilidade a esse tipo de esmalte, mesmo em espécies que ndo moem seu alimento, como
Carnivora e Primata. Nesse estudo, ambas espécies Felis catus (Figura 3) e Sapajus sp. (Figura
7) apresentaram exclusivamente esse tipo de esmalte. Em Carnivora, BHS € o tipo de esmalte
mais comumente relatado, com algumas variagdes na orientacdo das bandas, além de alguns
grupos também possuirem camadas de esmalte radial. Dentre os primatas, o esmalte radial e
BHS também sdo os tipos comumente descritos. No entanto, a morfologia dos prismas em vista

transversal € bastante variavel entre os subgrupos (KOENIGSWALD, 1997).

Nos roedores, as diferentes fungdes e morfologias dos incisivos € molares sdo extremas.
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Os incisivos desses animais sdo, normalmente, formados por duas camadas, uma externa de
BHS e uma interna de esmalte radial. O esmalte dos molares de Caviomorpha foi descrito de
maneira generalizada por Koenigswald (1997) como sendo formado por BHS espessas
combinadas com esmalte radial. Em um trabalho mais recente, Koenigswald (2004) descreveu
a presenca de decussacdo irregular do esmalte de Cavia (Hystricomorpha, Caviomorpha,
Caviidae) e Hydrochoerus (Hystricomorpha, Caviomorpha, Caviidae), em concordancia com
os resultados sobre Hydrochoerus hydrochaeris apresentados neste capitulo (Figura 8). A
decussagdo irregular do esmalte ¢ uma caracteristica presente na subfamilia Arvicolinae de
Cricetidac (Myomorpha), composta por campanhois (ou arvicolinos), lemingues e ratos-
almiscarados, e interpretada como uma modificagdo de BHS uniseriais (KOENIGSWALD,

1997). E possivel que o mesmo tenha ocorrido paralelamente em Hystricomorpha.

O esmalte de Neoepiblema sp. (Rodentia, Caviomorpha, $Neoepiblemidae) apresenta
uma linha incremental bem demarcada (Figura 9 e 13), semelhante a que pode ser observada
em dentes deciduos humanos, nos quais ¢ denominada linha neonatal. As linhas incrementais
sdo regido hipomineralizadas que marcam grandes alteragdes fisiologicas sofridas pelo
organismo. A linha neonatal, especificamente, marca o evento de nascimento do individuo, que
representa um grande estresse fisiologico. A presenca da linha neonatal em 7Neoepiblema sp. é
mais uma evidéncia a favor da erup¢ao pds-natal do pré-molar, como sugerido por Kerber et al.
(2019), diferentemente dos cavideos, e semelhantes a outros caviomorfos. As linhas
incrementais do esmalte aparecem tanto na microscopia de luz (Figura 13) quanto no MEV
(Figura 9). Na microscopia de luz ¢ possivel observar diferengas na coloragao do tecido, por
exemplo. Por MEV, a topografia ¢ evidenciada, deste modo, a variagdo de forma e orientagdo

das microestruturas podem ser visualizadas.

Marivaux e colaboradores (2022) descreveram a estrutura do esmalte de outros
Hystricomorpha fosseis. Neste trabalho, os autores analisam dentes incisivos que apresentam
tipo de esmalte formado por BHS. Deste modo, nao € possivel concluir se a diferenca dos tipos
de esmalte BHS encontrado pelos autores e esmalte radial do pré-molar de #Neoepiblema sp.
apresentado neste capitulo se deve a variacdo da denti¢do ou se ¢ de natureza taxondmica. No
entanto, como j4 descrito acima, os molares de Caviomorpha sio descritos pela combinagdo de
BHS e esmalte radial. Portanto, o esmalte exclusivamente radial nos pré-molares de
7Neoepiblema sp. pode representar uma sinapomorfia desta espécie, do género 7Neoepiblema,
ou mesmo da familia fNeopiblemidae. Como declarado por Koenigswald & Pfretzschner

(1991), o crescimento continuo dos dentes parece ser mais eficiente que a conformagao de BHS
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para reducdo do desgaste. Neste sentido, a simplificacdo da estrutura do esmalte para esmalte

radial pode ndo representar perda funcional significativa.

Este estudo buscou contribuir com o estudo da evolugdo do esmalte dentario em
Amniota, pela descricdo da estrutura geral do tecido e apontou algumas lacunas do
conhecimento. Foi possivel compreender que organizagdes como as Bandas de Hunter-Schreger
e esmalte radial surgem e sdo fixadas diversas vezes ao longo da evolugdo dos mamiferos,
associadas, principalmente, a adaptagdes aos regimes alimentares e forgas fisicas sofridas pelos
dentes. Estudo da microestrutura do esmalte s3o bastante abundantes no final do século passado
e, atualmente, concentram-se no estudo de formas fosseis. Este trabalho teve um escopo
exploratdrio com o objetivo de reunir informagdes para uma amostra mais ampla da que ¢
normalmente utilizada (nivel de familia ou inferior), mas devido as limitagdes procedimentais,
apenas um plano de corte foi realizado em cada dente. Isso impossibilitou a descri¢ao da
microestrutura tridimensionalmente, como seria adequado e mais informativo. Outra limita¢ao
foi a utilizagdo de apenas um tipo de dente da série dentaria de cada espécie. Por fim, sugere-
se que novos estudos com olhar integrativo sejam realizados e que estes incluam novos planos
de corte dos dentes, amostras mais representativas da diversidade dentaria dos individuos e

taxondmica, de acordo com a pergunta de pesquisa.

Conclui-se que evolucao do esmalte em Mammalia ¢ majoritariamente influenciada por
fatores biocamecanicos e, em alguns casos, filogenéticos. Foi descrita a primeira ocorréncia de
esmalte semiprismatico em Archosauria, no espécime fossil de rPurussaurus sp (Aligatoridae,
Caimaninae). Também, reportado esmalte exclusivamente do tipo radial no pré-molar do fossil
de 7Neoepiblema sp. (Rodentia, tNeoepiblemidae), em oposicdo a tipica conformagdo de
bandas de Hunter-Schreger em roedores, que corresponde a um tipo presumivelmente derivado
de decussacdo dos prismas. Ambos os resultados apontam para a importancia dos estudos

paleontoldgicos para a compreensdo da evolugdo de caracteres bioldgicos.
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Figura 1. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Didelphis albiventris. Microfotografia obtidas por
Microscopia Eletronica de Varredura. Esmalte mais espesso nas laterais do que na parte interna da coroa (a-b).
Esmalte na lateral do dente (c, €) possui camada mais interna aprismatica (EAP) e camada com decuss@o irregular
dos prismas (e). Esmalte na parte interna da coroa é formado por esmalte radial (d, f) com grande quantidade de
matriz interprismatica (MIP). E: esmalte; D: dentina; SEE: superficie externa do esmalte; JAD: jungdo

amelodentinaria; EAP: esmalte aprismatico; MIP: matriz interprismatica; P: prisma.
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Figura 2. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Dasypus novemcinctus. Microfotografia obtidas por
Microscopia Eletronica de Varredura. EV: esmalte vestigial; DM: depdsito mineral; D: dentina.
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Figura 3. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Felis catus. Microfotografia obtidas por Microscopia
Eletronica de Varredura. E: esmalte; D: dentina; SEE: superficie externa do esmalte; JAD: jungdo amelodentinaria;
BHS: Bandas de Hunter-Scheger MIP: matriz interprismatica; P: prisma.
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Figura 4. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Pontoporia blainvillei. Microfotografia obtidas por
Microscopia Eletronica de Varredura. E: esmalte; D: dentina; SEE: superficie externa do esmalte; JAD: jungdo
amelodentinaria; EAP: esmalte aprismatico; UC: unidades colunares.
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Figura 5. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Subulo gouazoubira. Microfotografia obtidas por
Microscopia Eletronica de Varredura. A linha pontilhada proxima a JAD indica a regido de esmalte radial. E:
esmalte; D: dentina; SEE: superficie externa do esmalte; JAD: juncdo amelodentinaria; BHS: Bandas de Hunter-
Scheger MIP: matriz interprismatica; P: prisma.
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Figura 6. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Artibeus sp. Microfotografia obtidas por Microscopia
Eletronica de Varredura. E: esmalte; D: dentina; SEE: superficie externa do esmalte; JAD: jungdo amelodentinaria;
MIP: matriz interprismatica; P: prisma.
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Figura 7. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Sapajus sp. Microfotografia obtidas por Microscopia
Eletronica de Varredura. E: esmalte; D: dentina; SEE: superficie externa do esmalte; JAD: jungdo amelodentinaria;
BHS: Bandas de Hunter-Scheger MIP: matriz interprismatica; P: prisma.
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Figura 8. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Hydrochoerus hydrochaeris. Microfotografia obtidas
por Microscopia Eletronica de Varredura. E: esmalte; D: dentina; C: cemento; SE: superficie do esmalte; JAD:
juncdo amelodentinaria; MIP: matriz interprismatica; P: prisma.
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Figura 9. Corte transversal do dente de #Neoepiblema sp. Microfotografia obtidas por Microscopia Eletronica de
Varredura. E: esmalte; D: dentina; SEE: superficie externa do esmalte; JAD: jun¢do amelodentinaria; P: prisma.
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Figura 10. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Caiman latirostris. Microfotografia obtidas por
Microscopia Eletronica de Varredura. As setas indicam as linhas incrementais do esmalte. E: esmalte; D: dentina;
SEE: superficie externa do esmalte; JAD: jungdo amelodentinaria.
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Figura 11. Corte longitudinal (vestibulo-lingual) do dente de Melanosuchus niger. Microfotografia obtidas por
Microscopia Eletronica de Varredura. As setas indicam as linhas incrementais do esmalte. E: esmalte; D: dentina;
SEE: superficie externa do esmalte; JAD: jungdo amelodentinaria.
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Figura 12. Corte transversal do dente de Purussaurus sp. Microfotografia obtidas por Microscopia Eletronica de
Varredura. E: esmalte; D: dentina; SEE: superficie externa do esmalte; JAD: jun¢do amelodentinaria; UC: unidades
colunares.
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Figura 13. Microfotografias do corte histologico (transversal) de 7Neoepiblema sp. sob microscopia de luz. As
imagens mostram que o esmalte dentario (e) ¢ translicido, enquanto a dentina (d) é escura e opaca. A seta azul
indica a linha incremental bastante pronunciada.
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