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Resumo

A proposta do presente estudo foi avaliar as diferencas na propor¢cdo dos componentes Ca e P presentes
na estrutura mineral de dentes deciduos. A técnica de micro-andlise utilizada é a Espectrometria de
Fluorescéncia de Raios-X por Energia Dispersiva (ED-XRF). Para tal foram utilizados quinze dentes
deciduos humanos erupcionados higidos, entre molares e incisivos, € um dente molar deciduo restaurado e
cariado para comparacgéo do teor mineral do esmalte, dentina higida e dentina lesionada. A ED-XRF é uma
técnica analitica nao-destrutiva, com resultados em tempo real, que permite uma analise qualitativa e
guantitativa dos elementos inorgénicos presentes em uma amostra. Os resultados obtidos indicaram uma
reducdo da proporcdo Ca/P da dentina lesionada. Ainda, o maior valor desta propor¢éo foi obtido para o
esmalte. Com base na metodologia utilizada e nos resultados obtidos na presente pesquisa, € licito afirmar
que por meio desta técnica é possivel determinar os teores dos componentes minerais Ca e P presentes na
estrutura dentéaria humana e proceder a continuidade das investigacBes sobre a acdo de medicamentos

pediatricos sobre a erosdo dental.
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Introducéo

A maioria dos medicamentos pediatricos é
prescrita na forma liquida que inclui sacarose na
sua formulacdo a fim de mascarar o gosto
desagradavel dos mesmos. O medicamento,
geralmente, é indicado para o tratamento de
doencas agudas e crbnicas. Evidéncias
acumuladas, com base clinica e experimental,
mostram uma associagdo efetiva entre a ingestédo
de medicamentos a base de sacarose e aumento
da incidéncia de cérie dentaria (SERAIDARIAN;
JACOB, 2003). Os componentes desses
medicamentos possuem pH enddégeno com
elevada acidez, além de auséncia ou diminuta
quantidade de ions célcio, flior e fosfato em sua
composicao (LINNETT; SEOW, 2001).

A ingestdo freqliente de formulacBes
farmacéuticas por pacientes com doencas agudas
ou cronicas, e a possibilidade dos farmacos
causarem erosdo dental por desmineralizacéo,
motivaram este estudo. O objetivo do trabalho é
estabelecer o0os pardmetros  experimentais
apropriados para medir o teor de célcio (Ca) e
fosforo (P) em lesdes dentais e em dentes
deciduos higidos por meio da técnica analitica de
Fluorescéncia de Raios-X por Energia Dispersiva
(ED-XRF). Deste modo, o presente trabalho

apresenta-se como um estudo piloto para
validacdo da técnica de ED-XRF para a
determinacdo dos teores minerais presentes na
estrutura dental e possibilitar a continuidade das
investigacbes sobre a ac¢do de medicamentos
pediatricos sobre a erosdo dental.

A andlise por Fluorescéncia de Raios-X (XRF)
€ um método semi-quantitativo baseado na
medida da intensidade (nUmero de f6tons
coletados por unidade de tempo) dos raios-X
caracteristicos emitidos pelos elementos que
constituem a amostra quando devidamente
excitada (BERTIN, 1975). A intensidade da
energia caracteristica emitida pelos componentes
da amostra esta relacionada com a concentragao
de cada elemento presente na amostra. Deste
modo, uma avaliagdo quantitativa por comparacéo
pode ser conduzida para determinar a relagéo dos
teores dos elementos calcio (Ca) e fésforo (P)
presentes no composto mineral do esmalte dental.
A andlise por ED-XRF, é muito utilizada para
estudo de materiais inorganicos. Nos ultimos 10
anos, tem sido utilizada para o estudo de tecidos
biolégicos (ALEXANDRE, BUENO, 2006).

Nesta técnica analitica € necesséario o uso de
padrdes primarios e, em alguns casos, de padrées
secundarios para quantificar, por interpolagdo, os
teores composicionais em uma determinada
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amostra. Como as demais técnicas analiticas, a
XRF apresenta algumas limitacdes que podem
levar a resultados errdneos, por exemplo, o efeito
de interferéncia matricial. O calculo a partir de
matrizes puras é relativo, ou seja, € feito por
comparacao das relagcbes dos teores dos
elementos conhecidos da matriz e os presentes na
amostra (SALVADOR, 2006). Entre as principais
vantagens desta técnica analitica, destaca-se o
fato de que ndo h& qualquer necessidade de
preparacdo prévia da amostra, as mesmas Sao
técnicas nado-destrutivas e o resultado pode ser
obtido em tempo real.

Os resultados obtidos neste estudo permitirdo
verificar, in vitro, a acdo de medicamentos
pediatricos sobre o processo de desmineraliza¢éo
do esmalte de dentes deciduos higidos.

Materiais e Métodos

Selecdo dos dentes: Para a realizacdo deste
trabalho foram utilizados quinze dentes deciduos
humanos erupcionados higidos, entre molares e
incisivos, e um dente molar deciduo lesionado por
carie. Este estudo foi executado segundo os
principios éticos das diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres
humanos, conforme Resolucdo no 196/96 do
Conselho Nacional de Salde, sendo aprovado
pela Comissdo de FEtica em Pesquisa da
Universidade do Vale do Paraiba (n°
H225/CEP/2007). Todos o0s responsaveis pelos
pacientes menores foram informados sobre a
pesquisa e assinaram um termo de consentimento
para utlizagdo dos materiais colhidos como
amostras para a pesquisa cientifica.

Coleta das amostras: Os dentes foram
removidos cirurgicamente em clinicas odonto-
pediatricas da regido do Vale do Paraiba e da
Associacdo de Assisténcia a Crianca Deficiente
(AACD - Sé@o Paulo/SP). Ap6s a extracdo, 0s
dentes foram armazenados em frascos de
polipropileno com solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%)
e mantidos sob refrigeracdo a  9°C,
aproximadamente.

Preparacdo das amostras: Os dentes foram
manipulados no Laboratério de Espectroscopia
Vibracional Biomédica do IP&D/UNIVAP sob
adequada paramentacdo (luvas, mascara, gorro,
avental e 6culos de protecdo) conforme as
precaucdes universais e normas de biosseguranga
do Ministério da Saude. No processo de
descontaminacdo, os dentes recebidos, foram
quimicamente desinfetados em solu¢édo de Timol
aquosa a 0,1% pelo periodo de sete dias.
Posteriormente, os dentes foram lavados em agua
corrente por 24 horas para remocao dos tracos de
Timol. Os dentes apds serem descontaminados,
foram limpos com curetas periodontais e polidos

com pedra-pomes e agua, utilizando-se escovas
de Robinson em baixa rotacdo, montada em um
micro-motor da marca Beltec. Para a obtencédo das
amostras, os dentes foram hemi-seccionados
longitudinalmente (sentido coroa-raiz) com uma
lamina de diamante montado em uma maquina de
corte de precisdo da marca Buehler, modelo
IsoMet 1000, com disco diamantado e refrigerado
com soro fisioldgico.

A Figura 1 mostra as secc¢des de um dente
deciduo incisivo higido (fig. 1.a) e um dente
deciduo restaurado com amalgama na superficie
oclusal e lesionado por carie na face distal (fig.
1.b). As amostras foram tratadas por equipamento
de ultra-som, marca Unique modelo Maxi Clean
1450, com &gua destilada por 10 minutos para
remocdo de detritos aderidos as superficies a
serem analisadas.

(@) (b)

Figura 1: (a) face lingual de dente deciduo
higido incisivo central superior esquerdo e, (b) face
distal lesionada de dente deciduo molar inferior
direito.

Analise quimica: A andlise dos componentes
minerais, célcio (Ca) e fésforo (P) das amostras foi
realizada em um  espectrofotbmetro de
Fluorescéncia de Raios-X marca Shimadzu
modelo PEDX-1300. A face lingual das amostras
higidas e a face distal da amostra lesionada foram
analisadas longitudinalmente por dispersdo de
energia da radiac@o proveniente de um tubo de Rh
acoplado a um sistema computadorizado. A
varredura foi feita a cada 200 um, totalizando 3
pontos por superficie, com tempo de leitura de 100
s por ponto. A contagem da radiacdo foi feita por
um detector semicondutor de Si (Li) refrigerado por
nitrogénio liquido. A tensdo e a corrente do tubo
foi de 50 kv / 100 pA.. As amostras foram
colocadas na camara e a face lingual foi excitada,
coletando-se a radiagdo emitida de cada amostra.
A calibracdo do equipamento foi feita utilizando-se,
como referéncia, o reagente comercial certificado
de hidroxiapatita estequiométrica (Aldrich 99.999%
synthetic CasHO13P3). As medidas foram coletadas
utilizando-se os pardmetros fundamentais de
emissdo de raios-X caracteristicos dos elementos
Ca, P e O, apos calibracdo da energia por padrdes
internos do equipamento.
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Resultados

A medida do padrdo de hidroxiapatita com os
parédmetros estabelecidos apresentou o valor de
1,67 + 0,04 com alta reprodutibilidade. Os
resultados de andlise quimica sédo apresentados
nas Tabelas 1 e 2, para as amostras de dentes
deciduos higidos e lesionado, respectivamente.

Tabela 1: Teores médios (de 3 pontos
medidos) de Ca e P da superficie lingual dos
quinze dentes deciduos analisados.

Dente Ca P Proporc¢éo

(% peso) (% peso) Ca/P
1 49,86+0,12 21,37+0,18 2,32
2 36,41+0,07 14,17+0,12 1,84
3 28,35+0,08 41,62+0,15 1,42
4 20,95+0,07 11,94+0,13 1,71
5 13,76+0,03 9,02+0,08 1,52
6 27,48+0,08 14,60+0,14 1,87
7 26,88+0,07 14,47+0,13 1,85
8 26,94+0,07 14,13+0,13 1,86
9 25,63+0,07 13,98+0,13 1,80
10 31,66+0,09 15,93+0,16 1,96
11 13,74+0,03 8,68+0,08 1,58
12 36,13+0,09 17,10+0,16 2,09
13 37,93+0,12 17,09+0,18 2,14
14 27,43+0,07 14,68+0,13 1,85
15 40,78+12,95 18,48+0,19 2,17

Tabela 2: Teores médios (de 3 pontos
medidos) de Ca e P medidos nas superficies da
estrutura dental da amostra lesionada.

" Teor Ca Teor P Relagdo
Regi&o
(% peso) (% peso) CalP
Esmalte 39,05+0,08 18,41+0,14 2,12
Dentina 29,77+0,06 13,90+0,12 2,14
Cérie 25,23+0,06 12,61+0,11 2,00

O grafico da figura 2 mostra os espectros de
fluorescéncia de raios-X para os elementos Ca e
P, respectivamente, de quatro amostras entre as
quinze medidas dos diferentes dentes deciduos
higidos. O gréafico da Figura 3 mostra os espectros
de fluorescéncia de raios-X para os elementos Ca
e P, respectivamente, das regides do esmalte,
dentina e carie da amostra de dente deciduo
lesionado.
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Figura 2: Espectro de fluorescéncia de raios-X
de 4 amostras aleatorias de dentes deciduos
higidos: (a) teores de calcio e (b) teores de fésforo
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Figura 3: Espectro fluorescéncia de raios-X dos
minerais das regides analisadas da amostra de
dente lesionado: esmalte (vermelho), dentina
(azul) e leséo por carie (verde). (a) Ca e (b) P.
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Em todos os espectros, observa-se que o0s
picos de Ca e P estdo centrados em,
aproximadamente, 3,68 keV e 2,01 kev,
respectivamente, que corresponde exatamente a
energia de transicdo da camada Ko do elemento
Ca (3,691 keV) e do elemento P (2,013 keV).
Observa-se que ha variabilidade das intensidades
relativas dos picos entre as amostras. A
intensidade dos picos esta relacionada aos teores
determinados para os elementos minerais Ca e P.
Entretanto, os valores da propor¢cdo Ca/P € um
fator indicativo da mineralizacdo da hidroxiapatita
dental. Quanto maior o valor desta proporcéo,
mais a estrutura dental estd mineralizada com Ca.

Discusséo

Segundo Ten Cate (2001), o esmalte é o tecido
mais mineralizado conhecido. E constituido por
96% de mineral sob a forma de cristais de fosfato
de hidroxiapatita, e 4% de material organico e
agua, que forma uma fina rede de peptideos
firmemente ligados aos cristais de hidroxiapatita. A
hidroxiapatita estequiométrica apresenta férmula
quimica Cayo(PO4)s(OH),. A taxa de minerais da
hidroxiapatita é determinada pela razédo de Ca e P.
A relagdo Ca/P calculada (tedrica) para a
hidroxiapatita estequiométrica é 1,67 que € o
mesmo valor obtido experimentalmente com as
condicdes estabelecidas neste trabalho.
Entretanto, a hidroxiapatita presente nos tecidos
biolégicos duros apresenta uma variacdo deste
valor dada pelo grau de mineralizacdo do mesmo.

De acordo com a literatura, o intervalo minimo
€ maximo para a proporcao Ca/P da hidroxiapatita
presente na estrutura dental humana esta entre os
valores 1,3 e 2,3 para a dentina intratubular e
esmalte, respectivamente (ARNOLD et al., 2001).

As medidas do teor de Ca e P dos dentes
deciduos, como confirmado pelos resultados no
presente estudo, apresentaram uma grande
variabilidade do teor de Ca e P. Isto indica que
existem diferentes graus de mineralizacdo das
amostras. Este resultado é esperado devido as
diferencas fisiologicas (intrinsecas e extrinsecas)
de cada voluntario dadas por fatores cronolégicos,
héabitos alimentares e de higiene.

Como esperado, nota-se um decréscimo da
relacdo mineral do dente molar deciduo lesionado
na sequéncia esmalte, dentina sadia e dentina
desmineralizada (céarie). De fato, o esmalte é o
componente mais mineralizado da estrutura
dental, e a regido lesionada € a mais
desmineralizada.

Concluséo

Com base na metodologia e nos resultados
obtidos no presente trabalho € licito afirmar que
por meio da técnica analitica de ED-XRF, é
possivel determinar os teores dos componentes

minerais Ca e P presentes no esmalte dentério
humano deciduo. Com a validagao da metodologia
para a analise quimica quantitativa de dentes por
ED-XRF, surge a possibilidade de prosseguimento
do estudo. A sugestdo € proceder ao tratamento
das amostras para avaliar se ocorre um processo
de desmineralizagcdo do esmalte provocado pelo
uso continuo do medicamento Novalgina ® xarope
pediatrico (dipirona sédica).
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