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RESUMO

Leite, GAS. Efeitos do chumbo na formagao do esmalte fluorético em ratos.
[dissertacado] Ribeirdo Preto (SP): Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo; 2009.

A co-exposi¢cao ao chumbo e ao fluor pode alterar o grau de fluorose dental, uma
vez que ambos se depositam nos tecidos dentais. Ratos Wistar foram separados em
4 grupos: controle e 3 grupos que recebiam agua contendo 100ppm de fluor (F),
30ppm de chumbo (Pb), ou 100ppm de F mais 30ppm de Pb desde a gestagao.
Analise do esmalte e determinagdo das dosagens de F no esmalte, dentina e osso
foram realizadas nos animais com 81 dias. Defeitos nos incisivos dos ratos foram
usados como escores em um indice que discriminou lesbes na superficie como
bandas, ilhas e cavidades. Ndo houve diferengcas nas concentragcdes de F nos
tecidos calcificados entre os grupos F e F+Pb. Os grupos controle e chumbo
apresentaram esmalte normal. O grupo F+Pb apresentou defeitos de esmalte mais
severos quando comparados com o grupo F (P<0.001). Este estudo mostrou que o
Pb exacerbou a fluorose dental em roedores, sugerindo que a co-exposi¢gao ao Pb

pode explicar as diferencas na prevaléncia de fluorose.

Palavras-chave: fluor, chumbo, fluorose, incisivos de ratos, poluicdo ambiental.



ABSTRACT

Leite, GAS. Effects of lead in the formation of fluorotic enamel in rats.
[dissertation] Ribeirdo Preto (SP): Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, 2009.

Co-exposure to lead and fluoride may alter the degree of dental fluorosis, since both
accumulate in calcified tissues. Wistar rats were allocated in four groups: control, and
3 groups that received water containing 100 ppm of fluoride (F), 30 ppm of lead (Pb),
or 100 ppm of F and 30 ppm of Pb (F+Pb) since gestational age. Enamel analysis
and F determinations in enamel, dentine, and bone were performed in 81-day-old
animals. Incisor defects were scored using an index that discriminated surface
lesions as bands, islets, and pits. There were no differences in the F concentration in
calcified tissues between the F and F+Pb groups. The control and the Pb groups
presented normal enamel. The F+Pb group presented more severe enamel defects
compared with the F group (P<0.001). This study shows that Pb exacerbates dental
fluorosis in rodents, suggesting that co-exposure to Pb may explain differences in

fluorosis prevalence.

KEY WORDS: fluoride, lead, fluorosis, rat incisor, environmental pollution.
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INTRODUCAO

1. INTRODUGAO

1.1 O FLUOR

O fluor (F) € o elemento mais eletronegativo do grupo dos halégenos e
possui uma grande capacidade de reagir com outros elementos da cadeia periddica,
formando compostos orgéanicos e inorganicos. O ion fluor tem a propriedade de se
combinar reversivelmente com ions de hidrogénio para formar um acido fraco, o HF;
tem a capacidade de ser um potente inibidor de enzimas, de ter uma velocidade de
eliminagcdo dos organismos muitas vezes mais rapida que a dos demais halégenos,
tem afinidade por tecidos calcificados, capacidade de estimular a formacao de tecido
0sseo0 e a sua grande caracteristica que € a de inibir e também de reverter o
processo de formagéo de lesdo de carie (Featherstone et al., 1990).

Os beneficios do fluor na prevengao e controle das lesdes de carie sao
muito reconhecidos e valorizados. Estudos mostram que, além dos dentifricios, a
agua de abastecimento publico fluoretada tem contribuido para a reducado da
prevaléncia da doenca carie (Lima e Cury, 2001). No entanto, com a intensificagao
do uso em diferentes formas, ha maior chance de ocorrer ingestdo de doses acima
da recomendada durante a formacado dental e conseqlentemente maior risco de
fluorose dental, transformando-se em uma preocupagao de saude publica (Aoba,
1994; Fejerskov et al., 1994; Cangussu et al., 2002; Jones et al., 2005).

Por isso, é importante se conhecer tanto os efeitos preventivos do fluor
quanto seus efeitos toxicos, para que sua utilizagao racional ndo seja comprometida.
Seu efeito local ndo gera nenhum problema, ao contrario do seu efeito sistémico.
Porém a maioria de aplicagao de sua forma local pode acabar em ingestao sistémica
e absorg¢ao pelo organismo. Dois tipos de efeitos tdxicos atribuidos ao fluoreto tém
sido relatados: toxicidade aguda e crénica. A toxicidade aguda refere-se a ingestéao
de grande quantidade de fluoreto de uma sé vez e pode causar desde irritagdo do
trato gastro-intestinal até a morte. A toxicidade crénica refere-se a ingestao
frequente em pequenas doses, porém acima dos limites aceitaveis, resultando em
fluorose nos dentes que estdo em formacao durante aquele periodo (Tenuta e Cury,
2005).
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INTRODUCAO

A acgao sistémica do fluoreto inclui irritacdo da mucosa gastrica,
diminuicdo da concentragdo de calcio no sangue (alterando diversos processos
metabodlicos), queda da pressdo, acidose respiratoria, depressao respiratoria,
arritmia cardiaca, coma e morte. A dose letal varia muito de individuo para individuo.
A dose que causa algum efeito toxico € chamada dose provavelmente téxica (DPT).
A DPT é de 5,0 mg de fluoreto por kg de peso, sendo que uma ingestdo acima
desse valor pode causar desde sintomas leves, como nauseas, até a morte do
individuo (Shulman e Wells, 1997; Tenuta e Cury, 2005).

O metabolismo do fluor depende de sua ingestdo, sendo que
independente da quantidade de fluor que é colocada na cavidade bucal, uma porgao
reage quimicamente com as estruturas dentarias, outra parte € ingerida e outra
pequena parte € absorvida diretamente através da mucosa bucal e passa para a
corrente sanguinea. A absorgdo do fluor se da no estbmago e esta diretamente
relacionada a acidez do mesmo, ao conteudo e a rapidez do esvaziamento gastrico
para o intestino delgado (Whitford, 1996). Além do pH, a quantidade e composigao
dos alimentos presentes no estbmago no momento da ingestdo de alguma fonte de
fldor, tém grande influéncia na absor¢ao deste. A dieta rica em calcio e magnésio
esta associada a uma baixa absorgao do fluor, pois podem desencadear uma reacgao
quimica formando compostos insoluveis pobremente absorviveis (Fejerskov et al.,
1994).

1.1.1 Historico sobre a Fluorose Dental

No ano de 1901 em Napoles na Italia, um médico chamado Eager
verificou modificagbes no esmalte dentario de moradores de uma regido
geograficamente rica em vulcdes, onde a agua de consumo apresentava uma alta
concentracdo de humus vulcanico. A populagdao apresentava manchas escuras no
esmalte dentario descritas como “Dente de Chiaie” (Eager, 1902).

Ja em 1911, Mckay observou que era relativamente frequente a
ocorréncia de um determinado grau de opacidade no esmalte dentario entre os
moradores de Colorado Springs, nos EUA, e por isso foi descrita como “Mancha
amarronzada do Colorado”. Estas manchas eram apenas observadas em adultos
que nasceram em Colorado ou se mudaram para la ainda bebés (Burt, 1996;
Fejerskov et al., 1996).
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Mckay e Black, em 1916, ndo conseguiram estabelecer correlagdo
entre a ocorréncia destas “Manchas do Colorado” com a idade, sexo, raga, doengas
infecciosas ou fatores socioeconémicos e nutricionais da populacédo local. Porém,
puderam concluir que existia uma correlacdo direta entre o defeito estrutural do
esmalte e a presenga de alguma substancia na agua de abastecimento publico ja
que, a populagao residente na area urbana que bebia a agua de Colorado Springs
desde bebés (época de formacgédo dentaria) possuia manchas nos dentes e
moradores da area rural ndo. Outra relacdo importante foi que, criancas da area
urbana apresentavam menor indice de lesbes cariosas (Fejerskov et al., 1996).
Black e Mckay utilizaram o termo “mottled enamel” (esmalte mosqueado) para se
referir ao esmalte com defeitos estruturais e manchados. Mais tarde, em 1928 Mckay
sugeriu que a substancia presente na agua responsavel pelo manchamento dos
dentes, também seria capaz de reduzir a prevaléncia de lesdes de cérie (Burt, 1996;
Fejerskov et al., 1996).

Petrey em 1931, descobriu acidentalmente que a agua consumida em
Bauxite, cidade americana em que o esmalte mosqueado se tornou endémico,
possuia 13,7 mg F/L. Com isso, foram sendo reunidos os dados sobre a presenga
de fluor na agua e foi se tornando claro que o grau de severidade das manchas
dentarias era proporcional a maior quantidade de fluor na agua; assim, a afecg¢ao do
esmalte mosqueado passou a ser chamado de Fluorose (Burt, 1996; Fejerskov et
al., 1996).

1.1.2 A Fluorose Dental

O esmalte dentario é o tecido mais externo da coroa dos dentes, o
mais mineralizado dos mamiferos e é constituido de 95% por mineral sendo este,
em maior parte, a hidroxiapatita - uma apatita de alta densidade (Gerlach e Line,
2005). Enquanto outros tecidos mineralizados, como o0 0sso e a cartilagem,
consistem de aproximadamente 20-30% de seu peso composto por matéria organica
(Mjor e Fejerskov, 1990), o esmalte maduro contém menos de 1%. Por isso, o
esmalte do dente erupcionado oferece poucos indicios a respeito de como se forma
(Gerlach e Line, 2005).

Durante a amelogénese, as células que produzem a matriz protéica do
esmalte sdo metabolicamente muito ativas e a taxa e velocidade de producao de

proteinas € muito alta (fase secretéria da amelogénese). A amelogénese é um
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processo de desenvolvimento um tanto lento que pode levar cerca de 5 anos para se
completar na coroa de alguns dentes na denticdo humana permanente e mais de 2/3
do tempo de formagdo podem ser ocupados pelo estagio de maturagdo (Nanci,
2008). Esta fase que ocorre por pequenos incrementos de minerais diarios ao longo
de muitos anos é a fase em que o esmalte inicialmente mineralizado em 30%
adquire 95% de mineral em volume (Nanci, 2008). Ou seja, nesse periodo,
pequenas alteracbes metabdlicas ficam registradas no esmalte em formagdo. Um
exemplo tipico € a linha neonatal, cuja matriz de esmalte esta sendo secretada no
momento do nascimento, registrando em todos os dentes este acontecimento
(Gerlach e Line, 2005). Existem inumeros fatores locais e sistémicos capazes de
acarretar a hipoplasia de esmalte, entre eles estdo as vacinas e febre alta
(Casamassimo, 2005), hipovitaminoses A e D; doencas exantematosas,
hipocalcemia, trauma durante o nascimento, eritroblastose fetal, infecgcdo ou trauma
local e a ingestao de substancias quimicas, principalmente fluoretos (Seow, 1991).

A fluorose dental € um disturbio de desenvolvimento do esmalte que
ocorre pela ingestdo excessiva e/ou crénica de fluoreto durante seu periodo
formativo (Pires, 2001), especificamente na fase de maturagdo do esmalte (Aoba e
Fejerskov, 2002).

A fluorose se manifestou entre os humanos a partir do uso
indiscriminado do fluor em suas varias formas de administragdo como tabletes, géis,
bochechos e dentifricios fluoretados; assim como a agua de abastecimento publico
(Fejerskov et al., 1994).

Estruturalmente, a fluorose € caracterizada pelo aumento de
porosidade na superficie do esmalte fazendo com que o esmalte pareca opaco,
embora a camada superficial (cerca de 30um em humanos) esteja integra e
normalmente mineralizada (Fejerskov et al., 1974, 1975). Tenuta e Cury em 2005
mostraram que dependendo da quantidade ingerida as alteragbes podem variar
além das manchas brancas, depressdes e/ou erosdes na superficie do esmalte, que
se apresentam com coloragao castanha.

Os defeitos do esmalte dental fluorético humano se caracterizam como
regides superficiais normalmente mineralizadas ou até hipermineralizadas e regides
subsuperficiais com menor quantidade de minerais, que se assemelham as lesdes

de carie iniciais. Estudos mostram mais proteinas no esmalte fluorético do que no
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esmalte de dentes controle (Everett e Miller, 1979; Riordan e Tveit, 1982; Den
Besten, 1986; Wright et al, 1996).

O aumento das proteinas poderia ter varias causas, entre elas a
inibicdo das proteinases do esmalte (Den Besten e Thariani, 1992; Smith et al, 1993;
Limeback, 1994), a ligagdo mais forte entre as proteinas estruturais do esmalte com
os cristais, impedindo a sua correta protedlise, entre outras hipoteses (Aoba e
Fejerskov, 2002). Trabalhos in vitro revelam que, mesmo em concentragées muito
maiores do que aquelas provavelmente presentes no fluido da matriz do esmalte
formado na presenca de fluor, este ndo inibe as proteases do esmalte (Gerlach et
al., 2000a). Portanto, o assunto € muito controverso e ndao ha consenso sobre o
mecanismo que resulta em fluorose dentaria (Aoba e Fejerskov, 2002).

Coplan et al., 2007 sugeriram recentemente que a fluorose também é
um defeito do esmalte de etiologia supostamente relacionada a alteragbes do
componente protéico, as quais possam ser uma marca para reconhecer outras
doencas também possivelmente causadas por mudancgas estruturais de proteinas.
Alteragcdes na conformacdo de proteinas no periodo embrionario ou em idades
precoces afetam a formagao de alguns 6rgaos e predispdem as doengas na vida
adulta.

Trabalhos mostram que a fluoretagcdo das aguas estaria ligado a fratura
ossea (Newbrun, 1996), cancer e o envelhecimento precoce (Silva e Ulrich, 2000).

Por isso, os estudos sobre a prevaléncia e incidéncia da fluorose séo
de fundamental importancia para se avaliar a severidade desta doenca. Varios
indices classificatorios da fluorose em humanos foram feitos. O primeiro deles foi
idealizado em 1935 por Dean (Dean, 1934) e por isso ficou conhecido como “indice
de Dean”. Este descreve a aparéncia e a severidade da fluorose em seis diferentes
niveis, os quais variam de normais a severo (Guedes-Pinto, 1997). Outro é o “indice
de Thystrup e Fejerskov” que classifica esta doenga cronica em nove graus de
severidade (Barros et al., 2002) baseados em caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas (Thystrup e Fejerskov, 1978). E existe também o indice TSIF (Tooth
Surface index of Fluorosis) que apresenta oito categorias (Campos et al., 1998).

A fluorose também tem sido descrita em animais (Richards et al., 1986;
Richards, 1990) e o excesso de fluor tem sido descrito principalmente em roedores
devido ao continuo crescimento dos dentes incisivos (Everett et al., 2002; Lyaruu et

al., 2008). A fluorose dentaria em cervos europeus tem sido proposta como uma
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ferramenta para monitorar a variagao espacial e temporal na poluicdo ambiental por
fluoreto em uma determinada regiao (Kierdorf et al., 1995, 1999).

Em seres humanos, a maioria dos estudos de prevaléncia de fluorose
aponta para um maior grau de fluorose nos primeiros molares permanentes (Ismall
et al., 1990). O momento critico para o desenvolvimento de fluorose € descrita nas
idades entre 1 e 4 anos e autores atribuem este aumento da prevaléncia de fluorose
nos dentes que mineralizam nesta idade principalmente ao aumento da exposi¢cao
destas criangas a maiores quantidades de fluor através da ingestdo de dentifricios
fluoretados (Osuiji et al., 1988). No entanto, esta pode ndo ser a unica explicagao,
pois ja ha indicios de que outros fatores podem alterar a prevaléncia de fluorose nas
populagdes humanas, como o uso de amoxicilina (Hong et al., 2005). Neste trabalho,
Hong e colaboradores (2005) mostram a relagdo entre a fluorose de dentes
permanentes e a amoxicilina no inicio da infancia (3-6 meses de idade) e sugerem
que a exposicao de antibidtico nesta faixa etaria aumenta o risco de fluorose e
defeitos no esmalte de dentes permanentes.

A prevaléncia de fluorose pode se elevar quando outros defeitos
aumentam e cuja diferenciagao da fluorose nao é facil. Um exemplo de um defeito
deste tipo seria a hipoplasia causada por dioxina (Kuscu et al., 2009),
hipomineralizagdes de causa idiopatica e hipoplasias resultantes de trauma no dente
deciduo durante a fase de maturagdo do esmalte (Seow, 1991), todas estas lesdes
constantemente encontradas em criangas sao de dificil diagndstico diferencial com

lesOes de fluorose leves a moderadas.

1.2. 0 CHUMBO

O chumbo (Pb) é um metal toxico, insipido, inodoro e maleavel. Os
minerais que se ligam mais comumente a este metal sdo a galena que é o sulfeto de
chumbo, a cerusita que é o carbonato de chumbo branco e a anglesita que € o

sulfeto de chumbo transparente (Klaassen e Curtis, 1991).
1.2.1 Histoérico

Em 4000 a.C. o chumbo ja era visto em maquiagens a base de cerusita

que as mulheres usavam e, desde entdo, existem evidéncias de criancas que
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morreram contaminadas por p6 do metal, a partir do contato com suas maes (Nriagu,
1983).

Os Farads e reis assirios escreviam mensagens em pedagos de
chumbo e ancestrais chineses escreviam em bambu com tinta de chumbo branco
(Xenophon, 1968).

Hipocrates em 500 a.C. relatou cdlicas severas em trabalhadores de
extragdo de metais. Em 200 a.C. estima-se que 75% do chumbo de Roma era
subproduto da mineralizagcdo da prata e em 50 a.C. a demanda da Republica era
muito grande e praticamente todo metal conseguido era consumido. Este metal
passou a fazer parte de encanamentos, soldas e pela sua alta densidade, passou a
ser utilizada pelos gregos para se confeccionar projetéis (Paterson, 1988).

Na Europa, os vinicultores empregavam o chumbo na produgédo de
vinho. Com a experiéncia eles descobriram que o chumbo poderia retardar a
fermentacdo. Os vinhos, quando armazenados na presencga deste metal, duravam
mais tempo e possuiam um gosto mais suave (Nriagu, 1968).

Historiadores de arte estdo examinando biografias de pintores para
evidenciar que a tendéncia de associar “genialidade, loucura e melancolia” pode ser
consolidada no amplo uso de pigmentos contendo chumbo através dos séculos. Em
1713, o médico Bernardino Ramazzini publicou suas suspeitas que Corregio e
Rafael foram igualmente vitimas da contaminag¢ao pelo chumbo (Nicander, 1966).

O chumbo também era usado em outras substancias como na pintura
de ceramicas e utensilios esmaltados com compostos de chumbo para preparagao
de alimentos (Nriagu, 1968).

A comprovacdo de que baixas doses de chumbo sao tdxicas foi
demorada e uma das razdes era o uso de métodos pré-analiticos inadequados que
levavam a resultados erroneamente altos em quaisquer amostras que se testasse.
Quem descobriu este problema foi um geoquimico chamado Patterson que
desenvolvia trabalhos com isétopos de chumbo para determinar a idade da terra. Ele
definiu a idade da terra em 1956 e também observou que os problemas analiticos
que enfrentava eram devido a contaminacdo dos ambientes habitados por
concentragdes altas de chumbo (Flegal, 1998). Comecgou entdo pesquisas com agua
do mar e sedimentos marinhos, que indicaram que a agua da superficie continha
concentracdes 10 vezes mais altas de chumbo do que os sedimentos e que esta era

de origem recente, do periodo industrial (Flegal, 1998). Patterson utilizou os
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registros de geleiras para aferir o grau e os periodos de aumento na contaminagao
da crosta terrestre por chumbo causada pela atividade humana. O primeiro aumento
apreciavel de chumbo na crosta terrestre data deste periodo, tendo havido um
segundo aumento marcante de chumbo que data da época da Revolugdo Industrial
e o terceiro aumento bem maior a partir de 1940 (Patterson, 1965). Este ultimo, é
devido a expansao da frota de veiculos que utilizava gasolina contendo chumbo
como aditivo (o chumbo tetraetila). Apesar destas informagdes geoquimicas sobre a
contaminagao antropogénica da crosta terrestre terem surgido na década de 60 e de
se saber dos efeitos da intoxicagdo aguda por chumbo desde a antiguidade, s6 em
1979 foi publicado o primeiro estudo comprovando os efeitos adversos da exposi¢cao
de criangas a baixas doses de chumbo sobre o QI e o desempenho escolar
(Needleman et al., 1979).

1.2.2 Cinética e Toxicologia do Chumbo

A absorgédo do chumbo pelo organismo humano acontece por meio da
inalacéo de particulas de metal, por via digestiva e/ou absorgao dérmica de produtos
organicos do chumbo tetraetila e acetato de chumbo (Goyer e Clarkson, 2001). Uma
vez absorvido pelo trato gastrintestinal ou vias aéreas superiores, o chumbo entra na
corrente sanguinea e cerca de 95% se liga aos eritrocitos e pode se depositar nos
tecidos moles ou duros (Rabinowitz, 1991).

Inimeros estudos tém fornecido evidéncias de que a mobilizagao de
chumbo nos ossos para o sangue € intensificada durante os periodos de maior
liberagdo Ossea, tais como crescimento rapido na infancia, gravidez, lactagao,
menopausa, desequilibrios hormonais, entre outros (Smith et al., 1996).

Enquanto adultos absorvem de 10 a 15% do chumbo ingerido, e
armazenam 5% do que é absorvido, as criangas absorvem cerca de 41,5% e retém
cerca de 38,1% (Ziegler et al., 1978). Em condi¢des sistémicas alteradas de ferro,
célcio e zinco, a absorcao € aumentada (Wright et al., 1998, 1999, 2003; Bradman et
al., 2001). Uma vez no organismo, a por¢ao do chumbo que é absorvida depende de
sua forma fisica, quimica, tamanho da particula e solubilidade do componente
especifico (Agency for Toxic Substances and Disease Registry-ATSDR, 1999). Uma
vez absorvido no sangue, a meia vida do chumbo fica em torno de 35 dias
(Rabinowitz, 1976).
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Embora agéncias de saude e de controle ambiental recomendem um
limite maximo de exposi¢gdo ao chumbo, estes limites nao significam que niveis mais
baixos seriam seguros para a saude humana. Por exemplo, a Secretaria de
Seguranga e Saude no Trabalho tem como valor de referéncia de normalidade (VR)
o nivel sanguineo de chumbo de 40ug/dL, e como indice Bioldgico Maximo
Permitido (IBMP) o nivel de 60ug/dL (Manuais de Legislagado Atlas, 1997). Estes
niveis estdo bem acima daquele estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude
(World Health Organization, 1986) de 20ug/dL como limite maximo para a populagao
adulta. No caso de criangas, que sao mais susceptiveis aos efeitos do chumbo, este
limite € de 10ug/dL. Trabalhos mostram que niveis de 2,5 ug/ml ja causam
diminuicdo no QI (Lanphear et al.,, 2000). Mesmo os Ilimites atualmente
recomendados pela OMS sao considerados altos, pois existem evidéncias de que
nao ha limites para os efeitos deletérios da contaminagdo do chumbo (Coplan et al.,
2007). Portanto, hoje se aceita que qualquer contaminagdo por chumbo afete em
maior ou menor grau a saude humana.

A exposi¢ao ao chumbo pode significar risco de morte e dentre os seus
efeitos conhecidos na saude estdo incluidos problemas no metabolismo da vitamina
D, nefropatias e hipertensdo (Haavikko et al., 1984; Needleman e Bellinger, 1991;
Goyer e Clarkson, 2001). Os efeitos deletérios do chumbo também sao observados
no sistema nervoso central, hematologico, reprodutivo, renal, imunoldgico e
cardiovascular, além dos tecidos 6sseos (Cicuttini et al, 1994).

Em criangas, os efeitos deletérios das intoxicagdes cronicas sdo mais
expressivos do que nos adultos. Para um mesmo nivel de chumbo no sangue, os
efeitos deletérios sdo mais severos em criangas, pois 0 chumbo interfere em 6rgaos
e sistemas ainda em desenvolvimento (Needleman e Bellinger, 1991; Cicuttini et al,
1994; Wigg, 2001). Quando a agéo cronica do chumbo age sobre o sistema nervoso
central leva a prejuizos no desenvolvimento neurofisiolégico e neurocomportamental
das criancas, hiperatividade, diminuicdo do aprendizado, das fung¢des cognitivas e
ainda, diminuigdo da audicdo (Needleman et al., 1979; Frank et al., 1990).
Interferindo sobre o metabolismo &ésseo, o chumbo resulta em baixa estatura e
reduzida circunferéncia craniana (Schwartz et al., 1986; Kim et al., 1995).

Além de efeitos mais severos, as criancas sao também mais

suscetiveis a intoxicagdo por chumbo do que os adultos devido a maior absorg¢ao
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gastrintestinal (Ziegler et al., 1978). A vulnerabilidade a contaminagao pelo chumbo
tem inicio desde a vida intra-uterina. Durante a gestacdo o metabolismo 6sseo da
mae se modifica em consequéncia das alteracdes hormonais e depdsitos de chumbo
em tecidos ésseos sao liberados na corrente sanguinea, afetando a saude do feto
via placenta. Este processo continua durante a lactacdo e a criangca pode ser
contaminada por chumbo através do leite materno (Silbergeld, 1986; Hernandez-
Avila et al., 1996). Além disso, ha evidéncias de que o chumbo se concentra no leite
materno e este, pode ter o nivel de chumbo muito alto em regides contaminadas
(Hallen et al., 1995).

Finalmente, nos primeiros anos de vida, o habito de levar a mao e
objetos a boca aumenta o risco de exposi¢do no caso de contaminagao ambiental;
assim como o contato com as vestes contaminadas dos pais (ou adultos) que
trabalham com o metal (Calabrese et al., 1997; Jin et al., 1997; Albalak et al., 2003).

O chumbo se assemelha ao calcio, sendo depositado em tecidos
mineralizados (ossos e dentes) ou excretado pelo sistema urinario (Simons, 1986;
Rabinowitz, 1991). A grande afinidade do chumbo por tecidos mineralizados faz com
que mais de 90% deste metal circulante na corrente sanguinea seja depositado nos
tecidos 6sseos (Barry, 1975; Hu et al., 1998). Desta forma, o osso passa a funcionar
como um reservatorio de chumbo. Uma vez que os tecidos Osseos estdo em
constante remodelagdo, quando a concentragdo de chumbo no sangue diminui
(quando a exposigdo atual cessa ou diminui), 0 chumbo armazenado no 0sso
retorna a corrente sanguinea. Ja nos tecidos dentarios, como nao existe
remodelamento, o chumbo fica aprisionado, sendo, portanto, um registro da histéria
da exposicédo ao metal (Gulson et al., 1996).

O chumbo é um metal muito estudado por causa da prevaléncia deste
ion no osso devido a sua toxicidade e a possibilidade de intervir no desenvolvimento
de tecidos animais e humanos. O chumbo exerce toxicidade sistémica durante a
exposi¢cao aguda ou quando o osso libera este na circulagdo, alterando a fungéo
cognitiva nas criangas e aumentando a pressao arterial nos adultos. O chumbo
exerce efeito toxico direto no osso e estd associado com anormalidades de

desenvolvimento (Silbergeld, 1991).
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1.2.3 Ag¢ao do chumbo nos dentes

O esmalte talvez seja o melhor registro da histéria das células
formadoras de um tecido, pois a maior parte dele ndo sofre alteracdes depois de sua
formagdo. Isso ndo ocorre com a matriz extracelular de tecidos moles nem com a
matriz extracelular de tecidos mineralizados como o 0sso, que sofre remodelacao
constante (Gerlach e Line, 2005). O esmalte € um tecido de origem epitelial que se
caracteriza pela deposi¢cédo de uma matriz protéica, cuja degradagao por proteases é
um passo chave para a perfeita mineralizagdo (Smith, 1998) . Uma das hipéteses
mais citadas para explicar a fluorose dentaria, € que o fluor inibiria as proteases do
esmalte (Den Besten e Thariani, 1992, Smith et al., 1993, Limeback, 1994), mas ha
outros trabalhos que ndo mostram essa inibi¢gdo in vitro (Gerlach et al., 2000a). O
chumbo, por outro lado, inibe as proteases do esmalte mesmo em concentracdes de
110 uM (Gerlach et al., 2000b), mas nao causa qualquer tipo de alteragdo no
esmalte de ratos visivel na boca, embora cause um aparente aumento do conteudo
protéico em estagios precoces da amelogénese (Gerlach et al.,, 2002). Esse
aumento do conteudo protéico desaparece, talvez por um mecanismo
compensatério, ja que foi registrada a diminuicdo na velocidade de erupg¢ao (no
modelo do incisivo de rato), que parece explicar o achado de normalidade do
esmalte encontrado na cavidade bucal desses animais expostos tanto a baixas
quanto a altas concentragdes de chumbo (Gerlach et al., 2000c). Em dentes
humanos, ndo foi demonstrada qualquer alteragao do esmalte dentario formado em
regides contaminadas por chumbo (Youravong et al., 2005), embora alguns
trabalhos mais antigos sugiram que hipoplasias de esmalte possam estar
associadas com a exposicao a niveis aumentados de chumbo (Lawson et al., 1971).

O chumbo pode influenciar o desenvolvimento dos dentes por substituir
o calcio e fazer com isso um esmalte menos resistente ao ataque acido (Simmons,
1986). A observacdo feita por Lawson e colaboradores em 1971, mostrou que
hipoplasia de esmalte foi observada em criangas expostas a niveis aumentados de
chumbo. Injec&o intravenosa de acetato de chumbo em ratos produz uma resposta
na dentina formacdo espacos interglobulares continuos e hipomineralizados
(Appleton, 1991), provavelmente devido a um efeito nos odontoblastos e perda de
célcio intercelular.

Os biomarcadores indicam a exposi¢ao individual ao chumbo e sua

concentracdo pode refletir a historia de exposicdo passada ou recente. InUmeros
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biomarcadores para chumbo ja foram citados na literatura, dentre os quais, sangue,
plasma, osso, saliva, cabelo, unha, urina, fezes, dentes, porém cada um deles tem
validade variavel e revela uma situacao especifica (Barbosa et al., 2005).

A incorporagao de chumbo na hidroxiapatita da dentina acontece como
reflexo dos niveis de chumbo no sangue durante a mineralizagao (Rabnowitz et al.,
1993). Mesmo depois da erupcado dental, a dentina continua sendo depositada,
porém em ritmo mais lento. Assim ela é um indicador da exposicdo ao chumbo
durante toda a vida do individuo. A analise de dentes deciduos esfoliados pode
fornecer dados importantes sobre a histéria de contaminagdo por chumbo desde a
vida intra-uterina (Rabnowitz et al., 1993).

Needleman e colaboradores em 1979 analisaram a toxicidade do
chumbo em criancas pré-escolares usando o dente como marcador, correlacionando
o efeito toxico do chumbo com prejuizos no desenvolvimento neurofisiolégico e
neurocomportamental das criangas, hiperatividade, diminuicdo do aprendizado e das
fungbes do sistema cognitivo.

Trabalhos recentes mostraram uma alta associagdo entre o aumento
de niveis de chumbo no sangue de pré-escolares e o aumento nas taxas de
criminalidade em muitos paises. Portanto, € preocupante a exposi¢ao ao chumbo

pelo organismo, mesmo a baixas™ doses (Nevin, 2007).

1.3 A CO-EXPOSIGAO AO FLUOR E AO CHUMBO

A exposi¢cado ao fluor durante a fase de maturagdo da amelogénese
leva a formacao de defeitos no esmalte conhecidos como fluorose dentaria. Além
das alteragdes celulares, também outros tipos de registro podem ser encontrados no
esmalte, como a presenca de metais pesados que foram incorporados ao esmalte
por estarem presentes no organismo durante o periodo de formagdo dos dentes
(Gerlach e Line, 2005).

O fluoreto de silicio, o fluorsilicato de sddio e o acido fluorsilicico sdo
usados em 90% na fluoretagdo de agua nos EUA (Mass et al, 2007). A
concentragdo de chumbo no sangue dobra em criangas de comunidades que
possuem fluoretagdo de agua com fluoreto de silicio em relagdo a concentragao de
chumbo de criangas de comunidades de agua néo fluoretada. O fluoreto de silicio

esta associado a severa corrosdo dos canos de abastecimento de agua e leva ao
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aumento da concentragdao de chumbo na agua das torneiras (Coplan et al., 2007). O
aumento do chumbo no sangue de criangas residentes em casas construidas antes
da década de 50 e que bebiam agua fluoretada também foi demonstrado (Macek et
al., 2006).

Criancas de 12 a 36 meses de idade tém maiores chances de terem
picos de exposi¢ao ao chumbo, pois este € 0 momento em que estas criangas levam
a mao e todos os objetos a boca (Binns et al., 2007), coincidindo com a época de
maior ingestao de fluor e manifestagédo da fluorose (Osuiji et al., 1988).

Os beneficios da fluoretacdo da agua para prevenir lesbes de caries
sdo inquestionaveis. No entanto, nos ultimos anos, as preocupagdes foram
levantadas em relag&o a associacdo de fluor e chumbo na agua potavel (Masters et
al., 2000). Particularmente, as criangas que vivem em comunidades que relataram
ter H,SiFs (acido fluorsilicico) como agente da fluoretacdo da agua potavel tém a
maior concentragdo de chumbo no sangue total (Masters et al., 2000). O fluor e o
chumbo sdo substancias chamadas de “bone-seeking agents”, ou seja,
caracterizadas pela alta afinidade pelo osso (Stepensky et al.,, 2003). E esta
associacdo poderia afetar mutuamente absor¢do ou metabolismo, resultando em
alteragdes nas concentracbes de chumbo ou de fluor nos tecidos. Evidéncias
recentes mostram que os animais co-expostos ao chumbo e fluor apresentaram 2,2
vezes mais chumbo no osso e 3 vezes mais chumbo no tecidos dentarios em
comparagao com a exposi¢cao apenas ao chumbo, sem alteragdes na concentracao
de flbor nos tecidos calcificados (Sawan et al., submetido).

O chumbo também foi indicado por atrasar a amelogénese em
roedores, embora o aspecto fisico final do esmalte esteja normal (Gerlach et al.,
2002). Uma vez que a fluorose dentaria resulta do efeito do fluor sobre o esmalte
formado, temos hipotese de que o chumbo pode alterar a fluorose dentaria em
roedores, mesmo que na auséncia de alteragdes na concentragcdo de fluor em
tecidos de animais co-expostos ao chumbo e fluor. Assim, é preciso testar em um
modelo animal controlado, quais os efeitos de fluor e chumbo isoladamente, ou em

associacgao, nos dentes.
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2. PROPOSIGAO

Verificar os efeitos do chumbo na formagao do esmalte fluorético em

ratos.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Observar em lupa (40x), quantificar e comparar o esmalte
superficial de incisivos de ratos controle, ratos expostos a 100
ppm de fluor (quantidade que causa fluorose em roedores), ratos
expostos a 100 ppm de flior e 30 ppm de chumbo e ratos
expostos a 30 ppm de chumbo.

e Observar e descrever o esmalte formado nos 4 grupos de
animais em cortes transversais de 100 pm vistos em
microscopia de polarizagao.

¢ Quantificar e analisar as concentracdes de fluor.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais
em Pesquisa (CEUA) da Universidade de S&do Paulo / Campus de Ribeirdo Preto
(Protocolo 07.1.346.53.3).

Os animais foram obtidos a partir da colénia do biotério central da
Universidade de Sao Paulo / Campus de Ribeirdo Preto. Vinte e oito ratos Wistar
jovens adultos (24 fémeas e 4 machos) pesando 190-210g foram utilizados neste
estudo. As ratas fémeas foram divididas aleatoriamente em 4 grupos de 6 fémeas e
um macho de acordo com a dieta pré estabelecida para acasalarem. O grupo
Controle recebeu agua potavel, o grupo F (fluor) recebeu agua potavel com 100 ppm
de acido fluorsilicico (H2SiFs), o grupo Pb (chumbo) recebeu agua potavel com 30
ppm de acetato de chumbo triidratado (Pb (CH3COO) 2 « 3H,0) (mg/L) e finalmente,
o grupo F+Pb (flior+chumbo) recebeu a agua potavel com a associacéo de 100 ppm
acido fluorsilicico com 30 ppm de acetato de chumbo. Tanto a agua quanto a comida
foram fornecidas a vontade aos animais, e estes foram mantidos em ciclos de
12h/12h de claro e escuro.

As fémeas foram separadas dos machos depois que ficaram gravidas e
alojadas cada uma em uma gaiola separada para completar a gestacao e parir os
filnotes. Estes ficaram com suas maes no periodo de amamentacado que é de 21
dias. Depois do desmame estes ratos passaram a receber a mesma agua de
tratamento que as méaes estavam recebendo e foram mortos com 81 dias.

Nove ratas de cada grupo foram utilizadas para a coleta de amostras
para este estudo. Os fémures e os incisivos superiores e inferiores de cada animal

foram coletados post-mortem para a analise.
3.2 ANALISE DO DENTE E iNDICE DE FLUOROSE

Incisivos superiores e inferiores de 9 animais de cada grupo foram
utilizados para este estudo. Os dentes foram secos e fotografados usando uma

camera (Canon XP, 10 megapixels) e uma lente (Canon MP-E 65mm). O exame
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inicial das fotografias revelou que era impossivel a utilizagdo de uma imagem digital
por um programa de quantificacdo de areas que iria usar as cores branco/marrom.
Por isso, definiu-se um Indice de Fluorose para dentes de ratos que é descrito em
detalhes na Figura 1. Este indice de Fluorose em roedores é baseado no indice TF
(Thylstrup e Fejerskov, 1978), porém com algumas modificagdes. O indice proposto
possui 5 escores, variando de escore 1 (esmalte normal) a escore 5 (fluorose
severa, esmalte com uma pior aparéncia, mostrando grandes areas brancas e
cavidades). Os estadios intermediarios foram classificados de escore 2 a 4. Estes
escores foram descritos de acordo com aparéncia fluordtica dos dentes de ratos,
onde estavam presentes as caracteristicas tipicas de bandeamento da fluorose, a
formagao de ilhas (que seria a unido destas bandas pigmentadas) e a formacéo de

cavidades (como mostra a figura 1, abaixo).
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Figura 1. indice de Fluorose para Roedores. Escores usados para classificar os dentes superiores e
inferiores dos ratos (barra = 1cm).
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Apenas o esmalte da parte irrompida de cada dente foi examinado. Nos
incisivos superiores, esta area foi dividida em quatro segmentos de 3 milimetros e
apenas os 2 segmentos do meio foram analisados. Nos incisivos inferiores, o
esmalte foi dividido em trés segmentos de 3 milimetros e também sé o segmento
médio foi analisado. A porcao incisal foi excluida porque muitos dos dentes
apresentavam no esmalte sinais de desgaste. O esmalte perto do alvéolo foi
também menos representativo e nao foi utilizado para analise. As amostras de cada
animal foram analisadas por 2 examinadores calibrados diferentes que observaram
todos os dentes em um esteriomicroscopio (Nikon Instruments Inc. NK-150), com
ampliacdo de 10 vezes e com iluminagdo direta. A variabilidade inter e
intraexaminadores foram estimadas pelo calculo do Kappa. O Kappa

Intraexaminador foi de 0,8 e o Kappa interexaminadores foi de 0,86.

3.3 ANALISE MICROSCOPICA DE POLARIZAGAO

A polarizagdo é a natureza vetorial da luz e, no caso da microscopia
Optica, esta relacionada a diregdao de vibragao do vetor do campo elétrico. No
microscopio de polarizagédo, dois polarizadores em posi¢ao cruzada impedem a
passagem da luz, criando um campo de visdo escuro. Apenas materiais
birrefringentes podem girar o vetor de vibragdo do campo elétrico da luz polarizada
que atravessa a amostra, possibilitando sua visualizacdo como estruturas brilhosas
contra um campo escuro. Os materiais birrefringentes apresentam dois indices de
refracdo, cada um em um eixo posicionado perpendicular ao outro. Quando o
material € posicionado a 45° de qualquer um desses eixos, o brilho maximo aparece
através das oculares. Dependendo da diferenga entre os dois indices de refracao,
isto é do retardo de fase, certas cores de interferéncia podem ser vistas. No esmalte
dental, a microscopia de polarizagdo tem sido usada principalmente para analisar o
conteudo mineral. A birrefringéncia observada no esmalte é a soma da
birrefringéncia intrinseca (relacionada a fase mineral e com sinal positivo) (Sousa et
al., 2006). Quanto mais negativa a birrefringéncia, maior o volume mineral da
camada (Thenus et al., 1993).

Para a analise de microscopia de polarizacdo deste estudo foram
usados trés incisivos de ratos representativos de cada escore (escores de 1 a 5). Os

dentes foram desgastados em lixas d’agua em secgdes longitudinais de 100um de
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espessura de esmalte e analisados com a colaboragdo do Professor Frederico
Barbosa de Sousa do Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude,
da Universidade Federal da Paraiba.

As analises qualitativas foram realizadas utilizando microscopia de
campo escuro e microscopia 6ptica de polarizagédo. Os dentes ja desgastados foram
imersos em agua destilada por 24 horas, seguido por imersdao em solugdo de
Thoulet por 48 horas com indice de refragcdo 1,62 (preparados com agua destilada,
iodeto de potassio e iodeto de mercurio). As camadas analisadas foram da
superficie para o limite amelo-dentinario e todas as amostras foram fotografadas
representativas e foram tomadas em uma unica sessao sob condigdes padronizadas
de iluminagdo e configuragbes usando uma camera digital CMOS 1/2.5 (Moticam
2500, Motic, China) anexada ao microscopio polarizador (Axioskop 40, Carl Zeiss,
Alemanha) e uma lente objetiva de 10X. A espessura das amostras foi determinada
no microscopio optico com a amostra posicionada com a extremidade voltada para a
objetiva e usou-se uma reticula graduada calibrada. As medidas de espessura foram

feitas com uma exatidao de + 2 micrémetros.

3.4 PREPARAGAO DAS AMOSTRAS DE TECIDOS CALCIFICADOS

Um dos fémures de cada animal foi totalmente dissolvido em 6 mL de
HNO; a 65%. Desta solugdo, foi utilizada uma aliquota para a dosagem da
concentracao de fluor e fésforo.

Amostras de esmalte foram obtidas utilizando uma bidpsia da
superficie do esmalte com acido, um procedimento realizado em um eppendorf com
500pL de HNO3 em 1,8% (v / v). A face labial do terco incisal do incisivo inferior foi
mantida em contato com o acido durante 20 segundos. O eppendorf foi inclinado
formando um angulo 35° em relagdo ao plano horizontal, para facilitar o contato do
liquido com o esmalte superficial do dente. Para a analise em dentina, um fragmento
desta foi completamente dissolvido em 500uL de HNO3; a 50% (v / v). Da mesma
forma que os demais, uma aliquota foi utilizada para a quantificacdo de fluor e

fosforo.
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3.5 QUANTIFICAGAO DE FOSFORO E FLUOR

As concentracbes de fosforo presentes nas amostras foram
determinadas pelo método colorimétrico de Fiske e Subbarow (1925) e as alteragdes
descritas em Gomes et al., 2004 e Costa de Almeida et al., 2007, cujo principio é
que o fosforo dos fosfatos minerais é transformado em fosfomolibdato, o qual é, em
seguida, reduzido pelo acido alfa-amino-naftol sulfénico a um produto de cor azul,
cuja intensidade de coloragao é proporcional ao teor de fosforo inorgénico presente
na amostra. A determinacido das concentragdes de fosforo foi realizada em triplicata.
As variagdes entre as triplicatas foram de 0,2 a 6,3%. A reacgéo consistiu de 30ul de
amostra, 220yl de agua deionizada e 50ul da solugdo de acido molibdico (molibdato
de aménio a 2,5% (p/v) em 4N H,SO,), que foram cuidadosamente agitados. Apos
10 minutos, 20yl do agente redutor foram adicionados a mistura e agitados
novamente. O agente redutor consiste em uma mistura em po6 preparado com 1-
Amino-2-Naphthol-4-acido sulfénico, sulfito de sédio e bissulfito de sédio na
proporcao 1:6:6. Minutos antes de usar, € misturado em agua (2,5% (w/v)).

Apo6s 20 minutos, a absorbancia foi medida a 660nm. O aparelho foi
calibrado com padrdes que apresentavam concentragdes conhecidas de fosforo, que
foram de: 1ug/ml, 2ug/ml, 4ug/ml e 8ug/ml, utilizadas para a realizagdo da curva de
calibragao.

O teor de fosfato em cada amostra de bidpsia foi utilizado para calcular
a quantidade de esmalte avaliada (g), pressupondo que o teor de fésforo no esmalte
e igual a 17,0% (Halse e Selvig, 2007), de dentina igual a 15,97% (Tjaderhane et al.,
1995) e osso € igual a 13,5 (de Menezes et al., 2003).

Para a determinagao do fluor, 100uL de amostra foram misturados com
900uL de agua deionizada, e 100uL de TISAB Il (1,0 M de tampéo acetato, pH 5,0
com 1,0 M NaCl e 0,4% acido ciclohexanediaminetetracético). As amostras foram
agitadas a temperatura ambiente, e a concentragao de fluor foi determinada em um
ion analisador (Orion EA-940), previamente calibrado com uma curva padrao de
flaor (0,5-5,0mg/ml) preparadas nas mesmas condicbes que a amostra. Os

resultados foram expressos como mg F/g de esmalte, dentina e osso.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

As concentracbes de fluor no osso, esmalte e dentina foram
comparadas por ANOVA nao paramétrica. Os indices de fluorose dos animais foram
comparados pelo teste Kruskal-Wallis. Diferengcas foram consideradas

estatisticamente significativas para P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 INDICE DE FLUOROSE

Os animais do grupo controle e chumbo ndo mostraram sinais de
fluorose nos seus dentes, assim todos os incisivos de animais destes grupos
apresentaram escore 1 (Figura 2) e nao apresentaram diferengcas entre estes
grupos. Os animais do grupo F e do grupo F+Pb apresentaram a aparéncia classica
de esmalte fluorético em roedores e nenhum animal destes dois grupos
apresentaram aparéncia de esmalte normal. No entanto, como mostrado na figura
2A, a comparagao dos indices de fluorose (utilizado como detalhado na Figura 1)
mostrou que os animais do grupo F+Pb tiveram um numero significativamente maior
de grau de fluorose em incisivos superiores (P<0,0001). Enquanto os animais do
grupo F tiveram uma mediana de 2,0 em incisivos superiores, 0s animais do grupo
F+Pb apresentaram uma pontuacdo mediana de 3,25. O mesmo aconteceu quando
os resultados do grau de fluorose em incisivos inferiores foram comparados (Figura
2B). Os indices mais elevados de fluorose foram também observados nos dentes
desses animais do grupo F+Pb (P<0,0001). Os animais do grupo F tiveram uma
mediana de 2 em incisivos inferiores e os animais do grupo F+Pb apresentaram um

escore mediano de 4,0 nos dentes.

Incisivos Superiores Incisivos Inferiores
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Controle F F+Pb Pb Controle F F+Pb Pb
(A) Grupos (B) Grupos

Figura 2: indice de Fluorose. O quadro acima demonstra os escores encontrados nos dentes
superiores e inferiores, respectivamente.
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4.2 POLARIZAGAO

Todas as amostras apresentaram birrefringéncia de esmalte positiva
em agua e birrefringéncia negativa em solugao de Thoulet 1,62. O esmalte fluorético
mostrou um aumento marcante na birrefringéncia positiva e uma correspondente
birrefringéncia negativa menor em Thoulet 1,62 em comparagdo com 0s grupos
controle e chumbo. Assim, o melhor contraste entre as bandas brancas e
pigmentadas foi conseguido em imersdo em agua usando o filtro vermelho 1. O
esmalte do dente do grupo controle e chumbo mostraram birrefringéncia positiva
baixa (Figura 3A e 3B). As bandas do esmalte fluorético (bandas claras) se
apresentaram com maior area de birrefringéncia positiva (Figura 3C). Em um grau
mais avancado de fluorose foi possivel identificar ilhotas caracterizadas por partes
de duas bandas brancas consecutivas que se apresentam continuas (sem
separagao por banda escura), com alta birrefringéncia positiva, adjacente a uma
banda pigmentada com baixa birrefringéncia positiva (Figura 3D). Na foto seguinte
(Figura 3E) a extensdo inciso-cervical da area de alta birrefringéncia positiva
aumenta ao longo da superficie bucal. Em um escore mais avang¢ado, temos a
presenca de cavidade (Figura 3F) cuja aparéncia € de uma fratura em esmalte
(atingindo dentina) adjacente a uma area com alta birrefringéncia positiva. Na figura
4 também o escore mais avancado de fluorose e a presenca da cavidade é

mostrada pela seta.
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Figura 3: Microscopia de Polarizagdo (barra = 100m).

Figura 4: Microscopia de Polarizagdao — Cavidade (Barra = 100um, E = esmalte, D = dentina, a seta
aponta para a cavidade).
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4.3 DOSAGEM DE FLUOR

Conforme mostrado na tabela 1, os animais dos grupos que receberam
flior apresentaram aumento das concentracdes de fluor nos tecidos calcificados, em
comparagao com os grupos controle e Pb em todos os tecidos analisados (P<0,001).

E ndo houve diferenga nas concentracbes de fluor nas amostras de
esmalte, dentina ou osso entre os grupos F e F+Pb (P>0,5 para todas as

comparagoes).

Tabela 1. Média (£ Desvio Padrdo) da concentracdo de fluor (ug/g) em tecidos
calcificados.

Tecidos Controle F F+Pb Pb

Esmalte 1390+757°  3318%1,507% 3689+1,063°  1524+166°

Dentina 187+75° 151545502 137941942 22326°
Osso 11162625°  5367+£584°  5157+138° 709+87°

@P>0,5 para F versus F+Pb.
®P<0,001 para comparacgao de F e/ou F+Pb com o grupo C e grupo Pb.
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5. DISCUSSAO

Este estudo demonstra pela primeira vez que os efeitos do fluor sobre
o esmalte em formagdo podem ser alterados pela co-exposicdo dos animais ao
chumbo, exacerbando a fluorose em incisivos superiores e inferiores. As
observacbes descritas foram possiveis através do indice de fluorose em dentes de
roedores propostos como uma ferramenta importante para discriminar a severidade
da fluorose em roedores. A utilizagao deste indice permitiu detalhadas comparacgdes
entre os dois grupos baseados no grau de severidade das alteragdes observadas no
esmalte fluorético. Nas amostras foram definidas linhas brancas, ilhotas e sulcos
como o0s principais resultados que caracterizaram os dentes fluordticos e os
exemplos destes diferentes defeitos sdo mostrados na Figura 1. Apenas os animais
do grupo F+Pb exibiram escore 5, ambos em incisivos superiores e inferiores, o que
indica que o grau de fluorose é realmente mais grave neste grupo de animais. O
escore 5 é a unica classificagdo em que aparecem cavidades, que sao a expressao
extrema de fluorose nesses animais.

Como mostrado em humanos (Thylstrup e Fejerskov, 1978), em
primatas (Suga, 1989) e em veados (Kierdorf et al., 1995, Kierdorf e Kierdorf, 1999)
no esmalte ha uma progressividade entre lesdes fluordticas leves, moderadas e
severas, tanto a nivel clinico quanto histopatoldgico.

Assim como trabalhos anteriores mostraram a caracterizagdo das
lesbes fluordticas em incisivos de ratos (Saiani et al., 2009) este estudo traz mais
uma prova de que o esmalte do dente de rato que esta em constante crescimento
tem, de fato, muitas semelhangas com o esmalte dentario humano e que pode exibir
uma ampla variedade de defeitos. Esta variagdo morfolégica no esmalte em incisivos
fluoréticos de roedores ndo havia sido descrita anteriormente, mesmo com varios
trabalhos que utilizaram diferentes concentracdes de fluor administradas a ratos.

Nao se sabe se as cavidades mostradas no grau mais severo de
fluorose do grupo F+Pb sao verdadeiras hipoplasias ou se foi resultado da perda do
esmalte resultante da hipomineralizagdo. No entanto, Kierdorf e colaboradores em
1996 mostrando a fluorose em cervos europeus residentes em ambientes
contaminados de regides da Europa caracterizaram alguns destes defeitos de

esmalte que aparecem como cavidades que sao verdadeiras hipoplasias e que
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foram formadas em um unico processo que envolveu secrecdao diminuida ou
abandono de secregdo da matriz de esmalte pelos ameloblastos (Kierdorf et al.,
1996). Nos seres humanos, em graves manifestacbes de fluorose, esses defeitos
nao foram descritos. Uma vez que, estas cavidades presentes em esmalte fluorético
de incisivos de ratas ndo haviam sido descritas até agora e que ndo houve aumento
das concentragdes de fluor nos tecidos, pode ser que a cavidade encontrada neste
estudo (Figura 4) se assemelhe ao encontrado nas hipoplasias verdadeiras do
esmalte dos veados da Europa e devem ser cuidadosamente estudadas em ratos e
em outras espécies pra saber se estas cavidades resultam de um defeito especifico
provocado pelo chumbo. Os dentes descritos em alguns dos trabalhos de Kierdorf
(Kierdorf et al., 1996) foram obtidos de cervos (Cervus elaphus L.) da regido da
Bohemia do Norte e Republica Tcheca, que € uma regido com areas em que houve
mineragcdo de chumbo (Kvet, 1994). Recentemente, Kierdorf e colaboradores
também mediram o chumbo no osso e dente de veados expostos ao chumbo em
trés regides da Alemanha e observaram diferengas nestes tecidos, concluindo que
esses animais podem ser utilizados como marcadores de contaminagdo ambiental
(Kierdorf et al., 2008).

A dose de 100 ppm de fluor foi utilizada em muitos estudos, pois foi
estabelecido que esta quantidade de fluor resulta em concentragbes séricas nos
ratos que sdo aproximadamente iguais aos niveis séricos alcangados pelas pessoas
que estdo expostas diariamente aos 5-10 ppm de fluor na agua potavel de
abastecimento publico (Mullenix et al., 1995). Estas concentragdes de fluoreto néo
foram responsaveis pelo aumento da fluorose, ja que as concentragdes de fluor n&o
se alteraram entre os grupos (como mostra a tabela 2). Assim, os defeitos mais
graves observados no grupo F+Pb seriam provocados por um efeito aditivo ou
sinérgico da co-exposicao ao fluor e ao chumbo. Deve ser enfatizado que a
exposi¢cao cronica a 30ppm de chumbo na agua potavel ndo produziu qualquer
alteracdo no presente estudo, no entanto esta dose de chumbo é considerada baixa
em muitos estudos com animais (Leasure et al., 2008). Mesmo sabendo que a
concentracdo de chumbo nos tecidos calcificados € de 2 a 3 vezes maior no grupo
F+Pb (Sawan et al., submetido) estas concentragbes ainda ndo mostraram defeitos
no esmalte na auséncia do fluor. A administracdo do chumbo em concentragdes de
34 e 170 ppm em ratos durante 70 dias na agua potavel mostrou que ndo houve

alteracao nas propriedades fisicas superficiais no esmalte “maduro” dos incisivos,

46



DISCUSSAO

porém a mineralizacdo do esmalte foi adiada e uma maior quantidade de proteinas
foram encontradas na fase secretéria e por isso teve uma precoce maturagao
quando comparada com o grupo controle (Gerlach et al., 2002).

O chumbo é um conhecido inibidor de enzimas e foi demonstrado que
o chumbo inibe as proteinases do esmalte in vitro enquanto que o fluor sob as
mesmas condicdes e em concentragées muito superiores nao inibe (Gerlach et al.,
2000ab), Essas evidéncias sugerem que o chumbo e o fluor podem atuar através de
diferentes mecanismos para agravar a fluorose observada neste estudo.

Além disso, o chumbo é conhecido como uma neurotoxina que afeta
negativamente o desenvolvimento neuropsicoldgico de criangcas (Needleman et al.,
1979), mesmo em baixas doses (Binns et al., 2007). O chumbo afeta a fungéo
intelectual e o desempenho das criancas em salas de aula quando expostas a
maiores quantidades de chumbo no primeiro ano de vida, independente da classe
social (Needleman, 1979). Quando os dentes deciduos foram utilizados pela
primeira vez para avaliar a exposicdo ao chumbo, tornou-se evidente que a
quantidade de chumbo na dentina poderia determinar a exposi¢cao da criancga a altas
ou baixas quantidades de chumbo (Needleman et al., 1972), e esta informacéao foi
essencial para a classificagao das criangas de acordo com a exposi¢ao ao chumbo,
como nos classicos estudos que revelaram os efeitos adversos do chumbo na
inteligéncia infantil (Needleman et al., 1979, 1990; Lanphear et al., 2000; Canfield et
al.,, 2003; Bellinger, 2004; Chiodo et al., 2004). Embora o aumento das
concentragdes de chumbo na populagdo americana diminuiu desde a retirada do
chumbo na gasolina (Warren, 2000) e a regulamentag&o sobre o uso de chumbo em
produtos domésticos (Goyer e Clarkson, 2001), estima-se que existam milhdes de
criangas em risco de exposicao. Além disso, foi recentemente demonstrado em um
estudo com criangas que a concentragcdo de chumbo no sangue em torno de 2,5
ug/dL reduz o QI da crianga de forma significativa (Lanphear et al., 2000).

O efeito de diferentes formulagdes de fluor (como o fluoreto de sédio e
o acido fluorsilicico) deve ser cuidadosamente investigado. Neste estudo foi usado o
acido fluorsilicico (H2SiFs) uma vez que, a hipotese resulta do conhecimento de que
as comunidades com agua fluoretada tém um risco maior para as criangas que
mostram concentragdes de chumbo no sangue superiores a 10ug/dL (p<0,001)

(Coplan et al., 2007). O acido fluorsilicico, o fluorsilicato de sddio e o silicofluoreto
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sdo usados na fluoretagdo das aguas de abastecimento publico em 90% dos
municipios nos EUA (Coplan et al., 2007).

De acordo com Casamassino em 2005, a fluorose como um tipo de
defeito de esmalte é dificil de explicar em pacientes individualmente, uma vez que
pode ocorrer em uma mesma familia, a manifestagcao da fluorose em um dos filhos,
mas nao nos irmaos; o mistério € que nao se compreende perfeitamente como a
fluorose ocorre. Este estudo aponta para uma nova descoberta que pode explicar
parte deste mistério que envolve a fluorose. O desenvolvimento da fluorose pode ser
sensivel ndo so6 a influéncia de drogas (Hong et al., 2005) ou genéticas (Everett et
al., 2002; Mousny et al., 2008), mas também para outros compostos inorganicos
encontrados no ambiente, particularmente o chumbo. A exacerbagdo da fluorose
dentaria pelo chumbo (em dentes com elevadas concentragdes de chumbo, mas néo
de fluor) pode ser um aspecto morfolégico util para detectar populagdes de risco de
exposigao ao chumbo.

Nos ultimos anos, tem ocorrido um aumento na prevaléncia de fluorose
nos EUA (Pendrys, 2000). Portanto, é necessario observar se este aumento esta
associado ao aumento da exposicao ao chumbo no inicio da infancia. Isto pode ser
realizado, uma vez que é possivel obter informacbes sobre a exposicdo pelas
analises de bidpsia de esmalte na superficie do dente. Esta informag¢do demonstrada
foi util para discriminar as criancas e as zonas da cidade com maior contaminagao
por chumbo (de Almeida et al., 2008).

E mais do que um problema cosmético ou uma indicagdo de muita
preocupacao a exposi¢cao ao excesso de fluor, a fluorose ja foi apontada como uma
indicagdo do misfolding de proteinas no passado (Coplan et al., 2007). Den Besten e
colaboradores em 1986 demonstraram que na fluorose dentaria ha o aumento da
quantidade de proteinas no esmalte por um longo tempo. Trabalhos apontam ainda
que o esmalte fluordtico possa ser uma marca histérica desde o inicio da vida,
quando proteinas ndo foram adequadamente formadas (por motivos ainda né&o
conhecidos). Isto pode ndo sé ter acontecido no esmalte, mas também em outros
orgaos (Coplan et al., 2007). Este conceito € relevante, uma vez que ja se
demonstrou que o chumbo tem a capacidade de inibir as proteinases do esmalte
(Gerlach et al., 2002).

Conclui-se que o aumento da prevaléncia de fluorose e/ou presenca de

piores defeitos de esmalte podem ser encontrados quando o organismo €& co-
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exposto ao chumbo e a maiores concentragdes de fluor. Tais preocupacgdes
necessitam de mais estudos, uma vez que o fluor € amplamente utilizado atualmente
e pode apresentar risco para o desenvolvimento das criangas, quando associado

com chumbo.
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6. CONCLUSAO

e Aumento da prevaléncia de fluorose e/ou presenga de piores defeitos de
esmalte encontrados quando o organismo € co-exposto ao chumbo e a maiores

concentracdes de fluor.

e Nao houve diferenga nas concentragcdes de fluor nas amostras de tecidos

calcificados quando comparados os grupos F e F+Pb.
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