Hipoplasia e tracos de chumbo no esmalte dentario superficial:
relato de 2 casos

Hypoplasia and traces of lead in surface dental enamel: report
of 2 cases

Hipoplasia y trazas de plomo en el esmalte dental superficial:
informe de 2 casos

Cristiane Sabino Vianna de Oliveira Domingues
Maciel Santos Luz'
Rodrigo Papai’

Melissa Thiemi Kato

1 macielluz@ipt.br
2 rodrigopapai@jipt.br

Endereco para correspondéncia:

Cristiane Sabino Vianna de Oliveira Domingues
Rua Machado de Assis, 10-80

17014-038 - Bauru - Sao Paulo - Brasil

E-mail: cristianedeoliveira@alumni.usp.br

Recebido: 08.09.2020
Aceito: 28.09.2020

RESUMO

A presenca do chumbo na composi¢do quimica do esmalte dentario pode gerar hipoplasias, aumentar o risco de
desmineralizagdo e carie. A partir de um grupo original de 17 participantes, foram determinados e comparados os resultados de
niveis prévios de chumbo no esmalte dentario superficial saudavel e no esmalte afetado por hipoplasia em 2 casos. Foram
realizadas microbiopsias acidas in vivo de esmalte dentério superficial, analisadas por espectrometria de emissdo optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES) para determinagao do fosforo (P) e espectrometria de absorgao atdmica de forno de
grafite (GF AAS) para determinacdo do chumbo (Pb). Caso 1: O teor de P na solucdo acida referente ao esmalte saudavel foi
25.200 mgP/L + 0.200 ¢ na solugdo referente a hipoplasia foi 16.400 mgP/L + 0.100. O nivel de chumbo na area de esmalte
saudavel foi de 20.02 ppm e 18.04 ppm na area de hipoplasia. Caso 2: O teor de P na solugdo acida referente ao esmalte saudavel
foi 35.800 mgP/L + 0.300 e na solug@o referente a hipoplasia foi 2.720 mgP/L + 0.030. O nivel de chumbo na area de esmalte
saudavel foi de 4.37 ppm e 236.69 ppm na area de hipoplasia. Houve diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao teor
de fosforo e profundidade da bidpsia na comparagao das médias entre os dois casos de hipoplasia e esmalte saudavel do grupo
de origem dos casos.
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ABSTRACT
The presence of lead in the dental enamel chemical composition can generate hypoplasias, increase the risk of demineralization
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and caries. From an original group of 17 participants, the results of previous lead levels in healthy superface dental enamel and
enamel affected by hypoplasia were determined and compared in 2 cases. In vivo superface dental enamel acid microbiopsies
were performed, analyzed by Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES) to determine
phosphorus (P) and Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometer (GF AAS) to determine lead (Pb). Case 1: The P
content in the acidic solution for healthy enamel was 25.200 mgP/L + 0.200 and in the solution for hypoplasia it was 16.400
mgP/L+0.100. The lead level in the healthy enamel area was 20.02 ppm and 18.04 ppm in the hypoplasia area. Case 2: The P
content in the acidic solution for healthy enamel was 35.800 mgP/L + 0.300 and in the solution for hypoplasia it was 2.720
mgP/L+0.030. The level of lead in the healthy enamel area was 4.37 ppm and 236.69 ppm in the hypoplasia area. There was a
statistically significant difference in relation to the phosphorus content and biopsy depth when comparing the means between
the two cases of hypoplasia and healthy enamel in the origin group of the cases.

KEYWORDS: Dental enamel hypoplasia. Lead. Demineralization.

RESUMEN
La presencia de plomo en la composicion quimica del esmalte dental puede generar hipoplasias, aumentar el riesgo de

desmineralizacién y caries. Partiendo de un grupo original de 17 participantes, se determinaron los resultados de niveles
previos de plomo en el esmalte dental superficial sano y el esmalte afectado por hipoplasia y se compararon en 2 casos. Se
realizaron microbiopsias acidas in vivo del esmalte dental superficial, analizadas por espectrometria de emisidn dptica con
plasma inductivamente acoplado (ICP OES) para determinar fésforo (P) y espectrometria de absorcion atdmica de horno de
grafito (GF AAS) para determinar plomo (Pb). Caso 1: El contenido de P en la solucion acida para esmalte sano fue de 25.200
mgP/L+0.200y en la solucién para hipoplasia fue de 16.400 mgP/L +0.100. Elnivel de plomo en el area de esmalte sano fue de
20.02 ppmy de 18.04 ppm en el area de hipoplasia. Caso 2: El contenido de P en la solucion 4cida para esmalte sano fue 35.800
mgP/L+0.300 y en la solucion para hipoplasia fue 2.720 mgP/L + 0.030. El nivel de plomo en el area del esmalte sano fue de
4.37 ppmy de 236.69 ppm en el area de hipoplasia. Hubo diferencia estadisticamente significativa en relacion al contenido de
fésforo y profundidad de la biopsia al comparar las medias entre los dos casos de hipoplasia y esmalte sano en el grupo de
origen de los casos.

PALABRAS CLAVE: Hipoplasia del esmalte dental. Plomo. Desmineralizacion.
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INTRODUCAO

Embora os usos do chumbo estejam atualmente
restringidos, sua presenga persiste em nosso ambiente,
especialmente no solo e na agua'. A contaminagio por
chumbo ainda representa um dos perigos de satide ambiental
mais prevalentes e evitaveis que afetam as criangas’.

A exposi¢do humana ao chumbo pode ocorrer por
inalagdo, ingestio e contato dérmico’. A intoxicagdo pode
ser aguda ou cronica - neste caso a absor¢do ¢é lenta ¢
progressiva, uma vez que o processo ¢ cumulativo’. Os
processos fisiologicos de absorc¢do, distribuicao,
armazenamento e eliminacdo do chumbo sofrem influéncia
de fatores enddgenos - como a constituigdo genética, estado
de saude, fatores antropométricos - ¢ fatores exogenos,
entre eles a exposi¢io simultdnea a outras substancias’.

Variagdes de coloracio’ ou hipoplasias’ sio relatadas na
associagdo entre a presenga de chumbo no tecido dentario e
alteracdes clinicas no esmalte, apesar de ndo haverem
estudos que estabelegam claramente esta relagdo’. Os
ameloblastos sdo células sensiveis as alteragcdes ambientais e
a exposi¢do ao chumbo durante a amelogénese pode causar
alteragdes na ultraestrutura do esmalte’, associadas a
modificacdes no comportamento fisico-quimico do mesmo",
0 que pode torna-lo mais suscetivel a desmineralizagdo e,
consequentemente, aumentar o risco de cérie’.

Esmalte Dentario Superficial

Os dentes sdo muito estaveis para fins de preservagdo e
a deposi¢do de elementos trago, como o chumbo, durante a
sua mineralizacdo indica que sdo importantes
biomarcadores. Deste modo, constituem um indicador de
exposi¢do cumulativa ao chumbo, pois acumulam o metal a
longo prazo'™”. Os dentes sdo compostos de vérios tecidos
distintos formados ao longo de varios anos, e diferentes
partes do dente podem se ligar ao chumbo em diferentes
estagios da vida do individuo”. Assim, a analise do tecido
dentario humano é uma das formas de avaliagdo da
exposicdo prévia ao chumbo. Os niveis de chumbo no
esmalte dentario diminuem da camada superficial externa
paraa camada interna do esmalte dentario'*"

O esmalte dentdrio maduro ¢ um material cristalino
formado por 1% de material orgénico, 3% de dgua e 96% de
material inorgdnico ou mineralizado. E constituido
principalmente de hidroxiapatita (Ca,(PO,),(OH),), um
mineral inorganico que, puro, contém 39, 68% em peso de
calcio e aproximadamente 18% de fosforo. Outros minerais
estdo presentes em menores quantidades, como carbonato,
magnésio, potassio, sodio e flaor' "

A exposigdo prévia ao chumbo pode ser verificada in
vivo por microbiopsias acidas de superficie de esmalte
dentario'”, um procedimento rapido, seguro e indolor”.
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O objetivo deste estudo foi apresentar dois relatos de
casos clinicos, comparando os resultados dos niveis de
chumbo no esmalte dentario saudavel com os resultados no
esmalte afetado por hipoplasia.

RELATO DE CASOS

Este estudo foi derivado de um projeto submetido,
apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de
Bauru, da Universidade de Sao Paulo (CEP-FOB-USP) -
CAAE 79194117.3.0000.541. Os voluntarios selecionados
participaram do estudo mediante a assinatura do Termo de
Assentimento (TA) pelos voluntarios e mediante assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
pelos responsaveis.

Participantes

Foram examinados 17 voluntarios a fim de verificar se
havia exposi¢ao prévia ao chumbo e determinar os niveis de
chumbo no esmalte superficial dentario (dental enamel lead
levels - DELL). Chamaram atencdo 2 casos, devido as
caracteristicas clinicas de hipoplasia de esmalte sem
histéorico de trauma, portanto, foram selecionados os 2
voluntarios para relatos de caso clinico de hipoplasia.

Critérios de Inclusio para Relato de Caso

Voluntarios participantes de estudos clinicos na FOB-
USP, com TCLE e TA assinados, sem conhecimento de
exposi¢do prévia ao chumbo, cujos pais ndo exerciam
atividade profissional catalogada como de risco para
chumbo®, originrios de regides ndo industriais nem de
bairros cujas areas ndo eram consideradas de risco para
chumbo'*, prevaléncia de esmalte higido e integro, porém
presenca de hipoplasia em pelo menos 1 dente incisivo
central superior.

Critérios de Exclusiio para Relato de Caso

Usuarios de aparelho ortodontico (devido a auséncia de
area de esmalte dentdrio suficiente para a bidpsia),
escolares que ndo tiveram TCLE e TA assinados,
prevaléncia de esmalte dentario
comprometido/traumatizado, auséncia de hipoplasia.



Figura 1 - Caso 1 - Matriz bioldgica: esmalte dentario superficial
de participante com 11 anos de idade.

Figura 2 - Caso 2 - Matriz bioldgica: esmalte dentario superficial
de participante com 10 anos de idade.

Coleta de Amostras

As bidpsias foram realizadas no consultério
odontolégico da Clinica de Farmacologia da FOB-USP por
cirurgia-dentista (MTK) com uma assistente (CSVOD),
ambas da equipe do projeto, seguindo medidas de
esterilizagio e biosseguranga e protocolo Olympio”,
baseado em Brudevold”, atualizado por Olympio™: Os
dentes foram limpos com escova rotativa e pasta de pedra-
pomes, lavados e secos. O incisivo central superior direito
ou esquerdo foi isolado com rolos de algoddo antes da
bidpsia. Uma fita adesiva (Magic Tape, 810 Scotch-3M)
contendo uma perfuracdo circular de 2.0 mm de didmetro
foi firmemente pressionada na superficie labial do dente
com o auxilio de uma pinga de titanio, delimitando o local
da bidpsia. O volume de 5 pl de solugdo 1.6 mol/L de HCI
em 70% (v/v) de glicerol foi aplicado com uma micropipeta
na area de amostragem por 35 segundos. Depois deste
periodo, esta solugdo de bidpsia foi transferida para um tubo
de centrifuga (Eppendorf Safe-Lock Tubes, Eppendorf
Quality TM, incolor) previamente contendo 200 pL de agua
de alta pureza. Utilizando-se outra ponteira aplicada a
micropipeta, durante 10 segundos a superficie foi lavada
uma vez com 5 pL de 4gua de alta pureza, a seguir
transferida para o mesmo tubo de centrifuga, perfazendo um
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volume final de 210 puL. Ao final, a fita foi removida, o dente
lavado com agua de alta pureza durante 30 segundos e seco a
jato de ar. Cada voluntario recebeu a aplicac¢do de fluoreto
topico. O processo foi repetido sobre a hipoplasia do
incisivo central superior direito ou esquerdo em cada caso.

As analises elementares foram realizadas no Laboratdrio
de Processos Metaltrgicos (LPM) do Centro de Tecnologia
em Metalurgia ¢ Materiais (CTMM) do IPT (Instituto de
Pesquisas Tecnologicas do Estado de Sdo Paulo).

Utilizou-se um espectrometro de Absor¢do Atdmica de
Forno de Grafite (AA240FS, Varian Inc®) para efetuar
anélises quantitativas de chumbo em amostras aquosas™ e
um espectrometro de emissdo Optica por plasma
indutivamente acoplado (ICP OES, iCap 7400 Duo,
Thermo Scientific®) para a determinagdo de fosforo. Para
todas as determinag¢des foi realizado branco de método em
triplicata (n=3).

Sabendo-se que o fosforo representa 17.4% da massa
do esmalte, calcula-se a massa total de esmalte e, sabendo-
se que a densidade do esmalte é 2.95 pg/cm’, estima-se a
profundidade da bidpsia. O método usado para calcular a
altura/profundidade da bidpsia (h)* e é baseado na
geometria do cilindro:

h=massa do esmalte/ (drea da bidpsiax 2.95)

ou

h=massa esmalte/[r.r’ x densidade do esmalte]

Resultados

Os resultados da concentragdo de chumbo (Pb) e do
teor de fosforo (P) determinados em cada solugdo acida sdo
apresentados na Tabela 1.

Os resultados calculados de niveis de chumbo no
esmalte superficial dentario (DELL) e profundidade da
biopsia (h) sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 1 - Resultados da concentrag@o de Pb (ug/L)+DPe
teor de P (mg/L)+ DP na solugdo da biopsia.

Caso pgPbiL solugao £ DP pgPb/L solugéo = DP mgP/L solugéo mgPiL solugao

daval hi lasi K davel f

1 29+01 17+05 25200+ 0.200 16.400 + 0.100

2 09+086 37+02 35.800 + 0.300 2720+ 0030

Tabela 2 - Resultados de DELL (ppm Pb) e profundidade
dabidpsia (h).

daval hi lasi I daval  hi

Caso

ppm Pb ppm Pb h (pm) h (pm)
1 20.02 18.04 328 214
2 437 236.69 466 0.35

Os dados foram analisados através do software Jamovi
1.2.24. O nivel de significancia de 5% foi adotado. O teste t
aplicado ndo apontou diferenga estatisticamente
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significativa para comparagdo de médias do teor de fosforo
(P) determinados nas solugdes acidas referentes aos casos
de hipoplasia com as médias de esmalte saudavel dos
mesmos individuos (p=0.137), nem para a profundidade da
bidpsia (p=0.137), tampouco a comparagido em relagdo aos
niveis e chumbo no esmalte saudavel (DELL) e na
hipoplasia (p=0.404).

A comparacdo de médias do teor de fosforo (P)
determinados nas solugdes acidas referentes aos casos de
hipoplasia com as médias de esmalte saudavel do grupo de
origem (n = 17) revelou diferenga estatisticamente
significativa (p = 0.032), assim como a comparagdo da
profundidade da bidpsia (p = 0.032). Ja a comparagdo em
relagdo aos niveis e chumbo no esmalte saudavel (DELL) e
na hipoplasia ndo apresentou diferenga estatisticamente
significativa (p = 0.085) entre os casos de hipoplasia e o
grupo de origem.

Na analise dos casos de hipoplasia e esmalte saudavel
dos mesmos individuos, a correlacdo entre DELL e
profundidade da bidpsia ndo resultou estatisticamente
significativa (p>0.05).

Na anélise de todos os casos de esmalte saudavel do
grupo de origem (n = 17), a correlagdo entre DELL e
profundidade da bidpsia ¢ forte (r=-0.65) ¢ estatisticamente
significativa (p = 0.005). Quando adicionamos na analise os
casos de hipoplasia (n = 19), esses valores se tornam ainda
mais relevantes (r=-0.77ep<0.001).

DISCUSSAO

Ainda n3o se sabe quais niveis de chumbo estdo
relacionadas a riscos de defeitos no esmalte ou carie
dental®”’, tampouco foram estabelecidos valores de
referéncia na literatura internacional para niveis de chumbo
populacionais no esmalte dentario.

No estudo com 17 participantes™ que deu origem a
estes dois relatos de casos, a média de DELL foi 46.57 pg
Pb/g esmalte + 47.09, valores obtidos a partir de amostras
coletadas de esmaltes integros, com a seguinte distribui¢cao
por quartis: 25° = 16.16 pg Pb/g esmalte, 50° = 43.16 ng
Pb/g esmalte e 75° = 55.59 pg Pb/g esmalte. Quanto a
profundidade, a média do referido estudo foi de 3,01um,
com desvio padrdo de 1,00. A distribui¢do da altura por
quartis foi: 25°=2.64 um, 50°=3.28 pme 75°=3.52 um.

Nota-se que no caso do participante 1 a diferenga entre
os niveis de chumbo no esmalte sauddvel e na area de
hipoplasia é pequena, sendo até menor na area de hipoplasia
(um decréscimo de 10% quando avaliamos os resultados da
Tabela 2), mesmo apresentando teor de fosforo reduzido em
35% nahipoplasia (Tabela 1). Jd no caso do participante 2, a
diferenga ¢ substancial: a concentragdo de chumbo na
solugdo da biopsia foi 4 vezes maior na area de hipoplasia e
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o teor de fosforo ¢ 13 vezes menor nesta area do que o teor
no esmalte saudavel (Tabela 1), o que resulta um indice de
chumbo no esmalte 54 vezes maior na regido de hipoplasia.
No entanto, quando comparamos as médias dos niveis de
chumbo dos casos de hipoplasia com as dos esmaltes
saudaveis do grupo de origem, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa.

Observa-se que a profundidade das biopsias de esmalte
saudavel em ambos os casos ¢ da hipoplasia do participante
1 estdo adequadas aos niveis verificados em outros
estudos”'. A profundidade da bidpsia é estimada em
fun¢do do teor de fésforo determinado por ICP OES,
através do qual se calcula a massa total de esmalte da
amostra e, a seguir, sabendo-se a densidade do esmalte,
aplicam-se os dados na equacdo de Cleymaet™. Como o
mesmo protocolo de coleta e analises elementares foram
rigorosamente aplicados em ambos os casos, verifica-se
que a profundidade da bidpsia relativa a area de hipoplasia
do caso 2, denota baixo teor de fosforo no esmalte, portanto,
desmineralizagdo acentuada.

Nao foram encontrados outros estudos realizados com
esmalte dentdrio de voluntdrios que apresentavam
hipoplasia utilizando o mesmo protocolo de coleta, motivo
pelo qual ndo foi considerado adequado comparar
resultados com outros estudos. A escolha do protocolo de
coleta do esmalte para este estudo se deve ao tempo de
exposi¢ao a solugdo acida, pois permite que a geometria da
bidpsia se aproxime mais a forma de cilindro, justificando a
aplicagdo da formula de Cleymaet para a estimativa
confiavel da profundidade da bidpsia”. Entretanto, a titulo
de registro, consideramos condizente destacar que
encontraram® em dentes deciduos de voluntarios
provenientes de regido ndo industrial, 36% com presencga de
defeitos no esmalte (hipoplasia, opacidade demarcada,
opacidade difusa) com DELL acima da mediana do estudo
(140 pg Pb/g esmalte) e 47.2% com DELL abaixo ou igual &
mediana. Considerando a média do estudo (220 pug Pb/g
esmalte), 23.9% apresentaram DELL maior que a média e
59.4% abaixo ou igual. O estudo comparou resultados de
regido industrial com nao industrial, porém ndo encontrou
evidéncias estatisticas para associagdo entre concentragdo
de chumbo e hipoplasia.

CONCLUSAO

No caso do participante 2, seu teor de fosforo foi 13
vezes inferior ao determinado no esmalte saudavel,
evidenciando nivel acentuado de desmineralizagdo, ¢ a
concentracdo de chumbo na solucdo da bidpsia da
hipoplasia foi 4 vezes maior. A combina¢do de ambos os
fatores resultou em um nivel de chumbo na area hipoplasica
54 vezes superior em relagdo ao nivel na area do esmalte



superficial saudavel.

A comparagdo de médias do teor de foésforo
determinados nas solugdes acidas referentes aos casos de
hipoplasia com as médias de esmalte saudavel dos mesmos
individuos ou a compara¢do da profundidade da bidpsia
ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativas, tampouco a comparagdo em relagdo aos
niveis e chumbo no esmalte saudavel (DELL) e hipoplasia,
porém verificou-se diferenca estatisticamente significativa
na comparagdo do teor de fosforo e da profundidade da
bidpsia entre os casos de hipoplasia e esmalte saudavel do
grupo de origem.

Observamos a necessidade de realizagdo de mais
estudos sobre este tema, inclusio da determinag¢do de
calcio, devido a sua participagdo na massa de esmalte
dentario, ¢ a presenga de outros profissionais da saude para
compor a equipe, a fim de avaliar fatores enddgenos,
exogenos ¢ sociais dos participantes. Ressalta-se a
importancia de investigar as vias de exposi¢do ao chumbo a
fim de fomentar a promogdo de medidas de prevengdo de
impactos na satide bucal e geral da populagao.
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