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RESUMO

O presente trabalho avaliouasconcentracdesde 0 (controle), 5, 15
50 ppm de flior na a4gua na inducdo ectéopica de osso em ratos
jovens (90dias) e velhos (365 dias). Para tanto, 80 ratos Wistar, sendo
40 com 90 dias e 40 com 365 dias receberam implantes de matnz
6ssea alogena desmineralizada. Depois de 28 dias, os animais foram
mortos e 0s implantes radiografados e analisados
morfometricamente. Também foram obtidas amostras do fémur e
plasma dos animais, para andlise de fliorcom o eletrodo. A analise
de fliorna superficie do fée murfoifeita pelo método direto e no fé mur
e no plasma foi feita apés difusdo facilitada por HMDS. Os dados
foram analisados por ANOVA e teste de Tukey, teste t e regressao
Inear(p<0,05). A concentracdo média (£tDP) de Fno plasma (ug/mD
para os ratos de 90 dias foi de 0,025+0,002a, 0,037+0,007ab,
0,057+0,011b, 0,145+0,029c, na superficie do fémur (ng/g) foi de
564+122a, 961+357ab, 1415+546bc, 3194+502¢ e no fémur(ug/g) foide
207+21a, 481+76a, 1217+188b, 2735+355¢c, para as concentragdes de
O(controle), 5, 15 e 50 ppm, respectivamente . Para os ratos de 365
dias, a concentragcdo de fliorno plasma (ng/ml foide 0,031+0,003a,
0,045+0,010ab, 0,063+0,016b, 0,118+0,026c, na superficie do fémur
(ng/g) foi de 675+120a, 1298+426ab, 2140+681bc, 3870+843c e no
femur (ng/g) foi de 694+152a, 1376+583b, 1732+564b, 4494+343c.
Houve comelacdao positiva da quantidade de flior presente entre o
plasma e a superficie do fé mur(r= 0,89; p<0,0001 e r= 0,87; p<0,0001),
plasma e o fémur (r = 0,91; p<0,0001 e r = 0,82; p<0,0001) e entre a
superficie do fémur e fémur (r = 0,99; p<0,0001 e r = 0,84; p<0,0001)
para os ratos de 90 e 365 dias respectivamente. A analise
morfométrica revelou uma maior formacdo 6ssea para os ratos

jovens, que receberam 5 ppm F na agua de beber, embora néao

Xiv



tenha havido significAncia, enquanto houve um prejuizo signific ante
na formacao 6ssea para aqueles que receberam 50 ppm F. Para os
ratos velhos, ndo houve diferencga significante entre os subgrupos. As
observagoesradiologicasconfimaram osachados morfométricos. Os
resultados sugerem que o flior em pequenas doses na agua de
bebertem efeito anabdlico na formacao 6ssea em ratos, mas isto sé

acontece em animaisjovens.
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1 INTRODUCAO

Em varas regibes do mundo a agua €é naturalmente
fluoretada com altasquantidadesde flior. Os habitantes que utilizam
esta agua para beber podem desenvolver fluorose endémica,
apresentando alleracdes nos ossos e nos dentes (KIEEREKO PER;
BAIENA, 1991)37. Estudos deste fendmeno mostraram que o flior tem
um importante efeito biologico em potencialzar a mineralizacao
destes tecidos, chegando a conclusio de que podera também ser
utilizado em doencasonde houvesse perda 6ssea (PHIPPS, 1995)52.

Em contraste com os tratamentos que agem na inibigcao
da reabsorgdo 6ssea o flior tem sido utiizado no tratamento da
osteoporose pela sua capacidade em estimulara formacao 6ssea e
aumentarsubstancialmente a quantidade de osso trabecular(JIANG,
1996)32. O flioraumenta a formacédo de osso corticale trabecular, no
entanto, ele age primeiramente e melhorno osso trabecular(BAYLINK
etal1983)3.

Un aumento da massa pode ndo necessaramente
indicar uma melhora na qualidade 6ssea (MOSEKIDE, 1987)48. Em
estudos feitos em animais mostrou-se que enquanto em baixas doses
o flior ndo causa diminuicdo da resisténcia 6ssea podendo até
aumenta-la (EINHORN, 1992) em altas doses pode causar uma
diminuicdo da resisténcia 6ssea tendo assim um efeito prejudicial
(TURNER et al 1992)68,

O efeito anabédlico do flior sobre o osso é devido a um
direto efeito mitogénico sobre as células 6sseas (FARLEY, 1983)20,
Porém, a obtengcdo de melhores respostas ao tratamento se da
através de culturascom células precursoras de osteoblastos (TURNER,
1997)73. Sendo assim, o fliorage melhorem célulasosteoprogenitoras

e/ou em osteoblastos indiferenciados, os quais sintetizam uma maior
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quantidade de fatores de crescimento (IAU; BAYLINK 1998)39. O flior
pode portanto agir de maneira diferente em individuos novos e
velhos.

Ainda ha controvérsias na utiizacdo do fldor para o
tratamento da osteopormse e um dos principais motivos é a
determinacdo da dose a ser utiizada (RIGGS et al1990)58. Varios
estudos mostram que em doses muito altas o flior é prejudicial a
estrutura 6ssea (RIGGSet al, 1990; KIEEREKO PER; BAIENA, 1991; DURE
SMIIH, 1991)5837.14, Em humanos a dose limite seria de 80 mg NaF dia
(KLEEREKO PER ; BAIENA,1991)37. Entretanto a dose ideal ainda é um
importante fatora serdeteminado.

O método de osteoinducao ectéopica proposto por URIST
etal(1965) proporciona um meio de estudara formacao de osso fora
do tecido 6sseo. A 1implantacdo de uma matriz 6ssea
desmineralizada no musculo de ratos causa a migracao de células
indiferenciadas que se diferenciam em condroblastos e osteoblastos
conduzindo a formacdo de tecido 6sseo. TURNER et al (1989)67
indicaram o método de osteoinducdo ectépica como um modelo de
estudo da influéncia do flior sobre o tecido 6sseo, segundo os
autores, embora o processo de formacado 6ssea ectéopica difere da
formacédo endocondral in situ, os eventos histologicos e bioquimicos
sdo similares (REDDI 1981)55.

Diante do colocado, propusemo-nos a realzagcdo de um
estudo para avaliacdo da influéncia de diferentesconcentracdesde
fldor no processo de mineralizacdo 6ssea utiizando o modelo de

osteoinducdo ectéopica.
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2 REVISA O DE IITERA TURA

2.1 O flaor

O fldor é um componente natural da biosfera. Entre os
halogenos, o flioré diferente em varos aspectos, incluindo o fato de
se combinar reversivelmente com ions hidrogénio para formar um
acido fraco, o HF. Muito do comportamento fisiologico do fliorpode
serexplicado com base na difusibiidade do HF.

Avido por tecidos calificados, o flior tem grande
habiidade em estimular a formacado de novo osso, assim como
reverter,a formacao de lesbesiniciaisde c arie (WHITFORD, 1996)83.

Aproximadamente 99% do fliorretido no organismo esta
associado aos tecidos mineralzados, principalmente ao osso, mas
também ao esmalte e a dentina. A concentragcdo de flior presente
no osso é geralmente proporcional a ingestdo ao longo do tempo
(WHITFORD, 1994; WHITFO RD, 1999)82.84,

O “clearence” do fliordo plasma pelo esqueleto ocore
rapidamente. Aproximadamente 50% do flior absorvido diaramente
porjovensou adultossaudaveisde meia-idade se associa aostecidos
calcificados em 24h, enquanto que quase todo restante é excretado
pela urina. Esta distnbuicdo 50:50 se desloca a favor de maior
retencdo em bebés e crancas pequenas (WHITFORD, 1996)8, e
provavelmente se desloca a favor de uma maior excre¢do em
individuos mais velhos, embora se sailba pouco sobre este assunto

(WHITFORD, 1994)82.

2.2 0 tecido 6sseo

O osso é um tecido multifuncional metabolicamente

muito ativo, constituido de uma populacao heterogénea de células,
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em diferentes estagios de diferenciacédao celularque, através de uma
intrincada e muito bem coordenada seqiiéncia de eventos, regula a
mobilizacdo e a deposicdo de mineral durante a vida (PIZAURO JR,,
2002)53.

E um tecido conjuntivo especializado mineralzado, cujo
peso consiste em 33% de matrz orgdnica, dosquais 28% de colageno
do tipo Ie 5% de proteinasdo tipo ndo coligeno. A matrzorganica é
pemeada por crstais de hidroxiapatita, que perfazem os 67%
remanescentes do osso. Além de suas funcdes esqueléticas de
suporte, protecdo e locomocao, o osso constitui um reservatoro
mportante de minerais (TEN C ATE, 2001)56.

O tecido 6sseo é celularizado, vascularzado, e esta em
um incessante processo de remodelacdo. Nesta participam células
que destmem a matrz envelhecida (células gigantes, osteoclastos) e
células que produzem, secretam e mineralizam a nova matrz 6ssea
(célulasmononucleadas, osteoblastos).

A resisténcia e integridade do tecido 6sseo dependem
da manutengdo de um delicado equilbrio entre a reabsorgdo pelos
osteoclastos e a formacdo pelos osteoblastos. Com o
envelhecimento ou como resultado de alguma doenca, este
equilbrio é deslocado a favor dos osteoclastos de forma que a
reabsorcdo excede a formacdo 6ssea, tomando os ossos fridveis e

predispostos a fraturas (RODAN; MARTN, 2000)5°.
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2.3 A utilizacao do fliorem doencas 6sseas

A primeira hip6tese de que o flior poderna ser utilizado
como terapéutico no tratamento de doencas 6sseas foi publicada
em 1932 por MOIIER e GUDJO NSSON“6, se gundo PHIPPS?2, 1995.

Na década de 1960, o flior comecou a ser utilizado no
tratamento da osteoporose e se iniciaram os estudos clinicos do
efeito do flior sobre o tecido 6sseo. A osteoporose é uma doenca
caracterizada pela perda de densidade 6ssea e deteroracao da
microarquitetura do tecido o6sseo, levando a um aumento da
fragiidade 6ssea e a uma pré-disposicdo a fraturas. Acredita-se que
a patofisiologia da osteoporose estd relacionada a mudancas na
fungcdo dososteoblastosresultando em uma diminuicdo da formacéao
6ssea. A terapia ideal para osteoporose sera aumentar a massa
6ssea, a fim de diminuira ocoméncia de novas fraturas. No entanto,
os agentes comumentes utiizados como a calcitonina, estrogénio,
calcio, bifosfonato e estradiolagem na diminuicdo da reabsorgcdo de
massa 6ssea ndo atuando na reposicdo de osso perdido. Estes
agentes estdo direcionados para a inibicdo da atividade
osteoclastica, reduzindo a reabsorcdo e o “tumover’ 6sseo (RIGGSet
al, 1990; CHAEetal, 1999; SUSA, 1999)58.10,

O flior vem sendo utiizado no tratamento da
osteoporose em funcdo de sua capacidade de aumentar a
densidade 6ssea. Este efeito parece ser através do aumento da
quantidade de osso trabecular. Dados histomorfométricos mostraram
que o flior aumenta o volume de osso trabecular através do
aumento do nimerw de osteoblastos (FARIEY et al, 1983; IAU e
BAYIINK 1998; DURE-SMITH,1991;CHAEet al,1999)20.39,14,10,

A utiizacdo do flilor em doengas Osseas causa

controvérsias entre os pesquisadores. Un motivo de discussio é o
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composto de flior a ser utiizado. O fluoreto de s6dio (NaF) e o
mono fluor fosfato de s6dio (MFP) sdo osdoiscompostos que podem
serutiizados no tratamento de doencasésseas. IOTEet al4l, em 1992
niao encontraram diferenca na biodisponibiidade do flior entre os
dois compostos, porém a biodisponibiidade do NaF pode ser
prejudicada pela concomitante absorgdo do calcio, sendo que
quando ingeridos ao mesmo tempo a absorcdo do flior diminui de
20-50% (KANIS1993)33. [FEstas dmgas devem ser ingerdas
separadamente. O calcio é uma drmga nomalmente utilizada no
tratamento da osteoporose, portanto para simplificar a ingestiao de
medicamentos os autores recomendam a utiizacdo do MFP que
pode ser ingerido juntamente com o calcio. O MFP também ¢é
considerado menos prejudicial & mucosa intestinal em relacdo ao
NaF(RESCHet al, 1994; RO SEN, 2001)57.60,

O efeito do flior sobre a resisténcia 6ssea também é
discutido. Varios estudos em animais mostram que o aumento da
massa O0ssea nao melhora a resisténcia 6ssea. (TURNER; DUNIPACE
1993; TURNER, 1996; TURNER et al 2001; MOSEKIIDE et al 1987; TURNER
et al,1997; JIANG, 1996)70,72,74,48,73,32. Poré m EINHORN et all6, em 1992
em estudo realizado com animais mostrou influéncia positiva do fldor
em relacao a resisténcia 6ssea. Existem varos resultados positivos em
humanos (RUBIN, 2001; PAK,1995; REGINSIER et al, 1998)61.5056 O flior
pode prejudicara resisténncia 6ssea possivelmente pela alteracao do
tamanho e forma doscustais alterando a unido eletrostatica entre os
cristais e o colageno (GRYNPAS, 1993; FRATZL, 1994; TURNER,
1993)24,23,69,

A dose de fliora serutiizada é outro motivo de conflito e
um importante fator a ser determinado. Estudos mostram uma
varacao de 10 a 200 mg de NaFdia (RIGGS, 1990; KIEEREKO PER,;

BAIENA, 1991)5837 porém ja existe um consenso de que em doses
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altas o flior é prejudicial a estrutura 6ssea. DURE-SMIIH et all4, em
1991 em uma revisdo sobre a dose, duracdo e acao do fliorsobre o
esqueleto mostraram um efeito positivo em pacientesque receberam
de 66-88 mg de NaF dia (30-40 mg de ion flior pordia). KLIEEREKO PER
; BAIENA37, em 1991 relataram que em doses abaixo de 40 mg de
NaF dia ndo h4 efeito consistente do fliore em doses acima de 80
mg de NaF dia o fliorpode prejudicara mineralizagcéo 6ssea.

As maiores desvantagens da wutiizacdo do fldor no
tratamento de doencas 6sseas sio que nem todosos pacientes tém
resposta ao tratamento, chegando a 2044% dos pacientes tratados.
A falta de resposta tem sido atrbuida a diferenca na absorcao e
retencdo do fldor (DURE-SMITH,1991)4, além disto o fliorpode causar
efeitos colaterais no trato gastrintestinal, calcificacdes nas
articulacoesde alguns pacientes (BAYLINKet al,1983)3 e maiorindice
de fraturasno quadnl (INKOVARRA, 1991)30,

2.4 Mecanismo de acao do fliornas células 6sseas

O fldor, em dose micromolar, age na estimulacdo da
atividade de muitos osteoblastos maduros, isto é, aumenta a
expressio da fosfatase alcalina, sintese de coligeno e sintese de
osteocalcina em culturas de células 6sseas. Acredita-se, portanto,
que este estimulo da pmwlferacdo e atividlade dos osteoblastos
conduza a um aumento da formacado o6ssea (FARLEY, 1983,
WERGEDAL 1988; [AU e BAYLINK 1998)20.80,39,

FARIEY et al20, em 1983 foram os primeiros a enc ontrarem
evidéncias da acdo do flior em células 6sseas n vitro. A dose
mitogénica do flior para células 6sseas foide aproximadamente 10
uM, similarao nivel de fliorefetivo no plasma em humanos. O efeito

mitogénico do fhior foi posterdomrmente confimado por outmos
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pesquisadores (BURGENER; CAVERSASIO; BONJOUR,1995; HAIL
1987)6:25,

IAU; BAYLINK®, em 1998 publicaram algumas
propriedades consideradas inicas do flior: 1*)A dose mitogénica do
fliorpara células 6sseas é muito pequena (micromolar), duas ordens
de magnitude mais baixa do que a dose requerida para o efeito do
fldor sobre outros sistemas biologicos (milimolar). 2°)De acordo com
observacoes de que o efeito anabdlico do flioré especifico para o
tecido 6sseo, a atividade mitogénica do flior é também especifica
para células 6sseas. 3*)Parece ser pré-requisito a presenca de um
fatorde crescimento para a atividade mitogénica do fliorem células
6sseas. 4°)O flior age primeiramente em células osteoprogenitoras
e/ou indiferenciadas, as quais sintetizam uma grande quantidade de
fatoresde crescimento. 5*)A atividade mitogénica do fliorem células
6sseas envolve o aumento da fosforlacdo de muitas proteinas
sinalizadoras, incluindo a proteina quinase ativada mitogenicamente
(MAPK).

A acdo do flior é especffica para células Osseas,
aumentando a prliferacdo celular atavés de um aumento da
fosforilagdo intracelular. O aumento da fosforilagcdao ocome atravésdo
desequilbrio entre duas enzimas, a proteina tirosina quinase,
responsavel pela fosforlacao e a fosfotirosina fosfatase, responsavel
pela desfosforlacao. Segundo o modelo de mecanismo de acao do
fliorem células 6sseas proposto por IAU; BAYLINK3?, em 1998, o fldor
age sozinho, pordm, necessita da presengca de um fator de
crescimento acoplado ao receptorde membrana da célula para a
ativacao inicial da fosforlacdo. O flior, nesta proposta, agirna na
inibicdo de uma fosfotiosina fosfatase, aumentando a fosforlacéao
intracelular, ativando assim uma via de traducdo de sinais Ras-Raf-

MAPK Esta via ativada possibiltaria a migracdo da MAPK para o
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interiordo nicleo onde ativara um nimer de fatoresde transcricéo,
acdo que levara a um aumento da expressio génica, sintese de
DNA e pwoliferacdo e/ou diferenciacéo celular.

Outro modelo do mecanismo de acao do flior em
células 6sseas foi proposto por CAVERZASIO; PAIMER; BONJO UR
(1998)? para eles o fliorndo age sozinho, necessitando da presenca
do ion alummio para formar o complexo fluoraluminato (dose
milimolar de flior para uma dose micromolar de alummio). FEste
complexo ativaria a proteina G, a qual sera responsavel pela
ativacao das proteinas tirosina quinases, aumentando a fosforlacéao
intracelular e ativando uma via de traducdo de sinais Ras — Raf -
MAPK Como na proposta anteror a MAPK ativada migra para o
interior do nucleo ativando fatores de transcrcdo, levando a um
aumento da expressdo génica, sintese de DNA e conseqiie nte mente
a prolferacdo celular

Ainda ha controvérsias entre os pesquisadores sobre a
acdo do fliornascélulas 6sseas, a inica evidéncia é o envolvimento

da ativagdo da via de traducao de sinais Ras—Raf- MAPK

2.5 O efeito do fliorna estrutura 0ssea

2.5.1 Estudos em Humanos

IEHMANN et al40 (1998) relataram em um estudo
longitudinal de 30 anos em duas cidades na Alemanha: Che mnitz,
com agua fluoretada (1lppm) e Halle, com dgua nédo fluoretada e
chegaram a conclusio de que a éagua fluoretada, em
concentracdes que auxiliam na prevencdo da care dental néo
provoca aumento de densidade 6ssea, mas pode reduzir a
incidéncia de fraturasno quadrnlem pacientescom osteoporose. Em

2001, DEMOS et all2 em uma revisdo sobre a influéncia da agua
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fluoretada (1 ppm) sobre incidéncia de fraturas na doenca
osteoporose, concluram que o flior nesta dose nido tem nenhum
efeito adverso na incidéncia de fraturas. Alguns estudos anteriores
mostraram aumento na incidéncia de fraturas apds exposicdo a
dgua fluoretada com 1 ppm. Entretanto, estes estudos foram
realizados por um curto periodo de tempo (JACOBSEN et al1992;
DANIEISON et al, 1992)31.11,

FARRERONS et al?1l (1997) concluiram que no tratamento
da osteoporse, o fluoreto de s6dio (NaF), na dose de 25 mg/dia tem
efeito protetor na incidéncia de fraturas, enquanto RIGGS et al58
(1990), avaliaram a influéncia do NaF (75mg/dia) concluindo que a
terapia com flior aumenta a densidade do osso trabecular, mas
diminui a densidade de osso cortical aumentando assim, a
fragiidade esquelética.

Em 1995, PAK® realizou um estudo de 4 ciclos de 14
meses (12 mesesrecebendo NaFe 2 mesessem) completando 4 anos
de estudo, onde ospacientesreceberam 25 mg de fluoreto de sédio
duasvezesao dia. Foirealizado em 110 mulherescom osteoporose e
evidéncia radiogriafica de perda 6ssea. Dos pacientes, 56 mulheres
receberam tratamento placebo e 54 mulheres tratamento com
fluoreto de sé6dio. Concluiu que apés 4 anos de tratamento o flior
inibe novas fraturas (mas ndo fraturas recomentes) e aumenta a
massa 6ssea espinhale femoral REGINSTER et al5 em 1998, utiliza ram
200 mulheres com osteoporse divididas em 2 grupos. O primeir
grupo de 100 mulheres recebeu dois tabletes de 76 mg didrios de
mo no fluorfosfato de s6dio (MFP) equivalente a 10 mg de ion fliorou
20 mg de ion F dia mais 1000 mg de cdlcio e 0 outro grupo recebeu
somente calcio. Concluiram que o fliorcom o calcio, administrado
por perodos prolongados, pode diminuir fraturas mais que o calcio

sozinho em pacientescom osteoporse moderada.
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Em 1990 RIGGS et al5® realizaram um estudo com 202
mulheres com osteoporose com presenca de fraturas. Metade das
mulheres receberam 75 mg de NaFdia e metade receberam
placebo, todas receberam suplemento de calcio (1500 mg/dia). O
estudo foifeito em 4 anose conclufram que o flior aumenta o osso
trabecular, mas diminui a densidade mineral de osso cortical e
aumenta a fragiidade esquelética. Neste estudo o flior ndo foi

efetivo no tratamento da osteoporose.

2.5.2 Estudos em animais

EINHORN et all6 (1992) apés um estudo em ratos que
receberam flior na agua de beber nas concentracdes de O
(controle), 25, 50 e 75ppm, chegaram a conclusdo de que a
incorporacdo do fliornao prejudica as propriedades mecanicas do
0sso. Este resultado entra em conflito com osde outros pesquisadores,
que tém demonstrado uma diminuicdo na resisté ncia 6ssea quando
o nivelde fliorno osso aumenta. Umn estudo feito por JJANG et al32,
em 1996, em ratas que ingerram doses de 0,5 mg NaF /kg /dia
mostrou que houve um aumento da quantidade 6ssea porém néao
houve melhora na resisténcia o6ssea. MOSEKIDE KRAGSIRUP,;
RICHARDS*8 (1987) em um trabalho com porcosque receberam 2 mg
F kg/ dia concluiram que o aumento da massa é6ssea néao
necessaramente indica uma melhora na qualidade 6ssea. TURNER et
al”™, em1997, em uma pesquisa feita em coelhos que receberam 16
mg de F/ dia, concluiram que o fliorassociado ao IGF-1 aumentou o
“tumover’ 6sseo, mas diminuiu a resisté ncia 6ssea.

Segundo TURNER et al®8 (1992) o fliorem doses inferiore s
a 16 ppm aumenta a resisté ncia 6ssea e em dosesacima de 16 ppm,

diminui. TURNER et al9% (1995) publicaram outro trabalho realizado em
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ratosjovens e velhos, que receberam 0 (controle), 5, 15 e 50 ppm de
flior na agua. Os autores observaram que a resisténcia éssea
diminuiu 23% nos ratos velhos que receberam agua com 50 ppm de
fldor, concluindo que a diminuicdo da resisténcia 6ssea parece estar
envolvida com osefeitos da idade e da alta concentragédo de flior,
mas ndo encontraram associagdo com a diminuicdo da densidade
6ssea oudefeito de mineralizacéao.

TURNER et al? (2001) relataram que o flior, quando
adicionado a agua de beber na concentracdo de 50 ppm pode
prejudicara mineralizacdo em ratosvelhos,devido a um aumento na
quantidade de osteéide ndo mineralzada, diminuindo, assim, a

resisté ncia dasvértebras.

2.5.3 Estudos in vitro

Em 1983 FARIEY; WERGEDAL BAYILINKX publcaram o
primeiro estudo in vitro onde encontraram evidéncias de que o flior
em dosesde aproximadamente 10 uM estimula a proliferagcédo celular
de célulasésseasda calvdrna,em embrdoesde galinha.

Un estudo realizado em 1990 por KHOKHER e
DANDONAS36 em osteoblastos humanos utiizando concentracdes de
fliorentre 0,1 a 20 mmol L mostrou que o fluoreto de s6dio estimula a
proliferacdo de osteoblastose a lberacdo da fosfatase alcalna. Em
1990, MARIE; VERNEJO UL; IO MRFE4 realizaram uma pesquisa utilizando
osteoblastos de pacientes com osteoporse, eles compararam os
pacientes tratados e ndo tratados com flior e encontraram i vitro
que células de pacientes tratados com flior té m maior proliferagéao
do que asdospacientesnao tratados.

Porém, em 1990 um estudo realizado por KOOP; ROBEY3$

com cultura de osteoblastos diferenciados derivados de pacientes
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adultos, mostrou que o fliorndo aumenta a prolferacdo de células
6sseas ou a sintese de proteinas, as andlises foram feitas através de
contagem de células e incomporacdo de timidina e a dose de NaF

utiizada pelosautoresfoide 106a 103 M.

2.5.4 Estudos de osteoinducao ectopica

Em 1989, TURNER et alé” sugeriram que a acao do flior
sobre o osso podera ser estudada em um modelo de formacéao
ectopica. Isto acontece através de um processo de osteoindugéo,
formacdo de um novo osso, que ocome fora do tecido Osseo
(WLODARSKIL 1990)85.

URIST'> em 1965, implantou segmento de osso alogénico
desmineralizado em musculo da coxa de coelhos e verificou que a
quantidade de osso neoformado era proporcionala matnz enxertada
e que esta substituicdo de matriz sem vitalidade porosso vital com
todos seus constituintes morfologicos, ocoma em 4-6 semanas. A
analise histologica mostrou que a matrz enxertada era inicialmente
invadida porvasos sanguineoscom conseqiiente neovasculanzacéo,
em seguida, por uma populacdo pmwliferante de células
mesenquimatosas indiferenciadas. A seguir, diferenciavam-se em
condmblastos que formavam uma cartilagem hialna. A cartilagem
sofria mineralizagcdo e era invadida porvasos sanguieos e substituid a
por tecido 6sseo produzido por diferenciados a partir de células
mesenquimatosas. Os eventos celulares que ocomem durante a
osteogénese ectéopica foram posteriormente estudados por REDDI
ANDERSON (1976)55.

URIST et al?7.78 (1979 e 1983) isolaram e descreveram o
primeiro fator de crescimento e diferenciacdo 6sseo. Estes autores

ap6s em estudos anteriores observarem que fragmentos de osso
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desmineralizado alégeno, implantados em sitios subcutidneos e/ou
intramusculares de cobaias induziam a formacdo de tecido 6sseo e
atnbuirem este achado a um fator osteoindutor ativo presente na
matrz 6ssea, conseguiram isolar de osso bovino este fator que
designaram de proteina morfogenética do osso (bone morfogenetic
protein [BMP]). SAMPATH et al62, 1987 e IUYIEN et al43, 1989 também
isolaram um fatorosteoindutorao qualchamaram de osteogenina.

Os maternais alogenos sio osteoindutores, portanto,
capazes de induzir a transformacdo de células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos, aumentando o
crescimento 6sseo ou mesmo formando osso onde nido era esperado
(TAGA, 1996)54.

Alguns estudos foram realizados utiizando maternal
albgeno na indugcdo ectépica de osso com estimulagéo do flior.

MO HR; KRAG STRUP#5 (1991) induziram formac¢édo ectépica
de osso em 14 ratosque receberam agua de bebercom 100 ppm de
fldior por 14 e 20 dias, concluindo que o flior induz alteracdes
quantitativasna formacao de osso ectopico.

BROULIK® (1996), avaliou a formacdo de osso ectépico
em ratos que receberam agua de bebernasconcentragées de 19,
114 e 152 ppm de fliorporum periodo de 30 diase observou inibi¢c a0
na formacdo e mineralizacdo 6ssea nas maiores concentracdes de
flior.

A dose ideal de flior ainda é um dos motivos de
discussdao entre osautores nos diferentes modelosde estudo, embora
tenham mostrado que em concentracoes muito altas o flior pode
prejudicara formacédo e a mineralizagcao 6ssea (HILIER, 1996)2°.

Este trabalho foi proposto com base em evidéncias na
literatura sobre a influéncia do flior na mineralizacdo déssea.

Considerando as dificuldades na obtencdo de uma dose “ideal’ de
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fliorno tratamento de doencas dsseas, partimos do principio de que
em doses elevadas (mais de 100 ppm) o flior seria prejudicial ao
tecido 6sseo e optamos por utilizar doses inferiores a esta e analisar
sua influéncia sobre o tecido 6sseo. Para isto utiizamos o modelo de
osteoinducdo ectépica proposto por URISTS (1965) implantando o sso
alogeno desmineralizado no musculo de ratos jovens e velhos que
ingerram concentracdesde fliordiferentes na agua de beberdesde

o desmame.
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O objetivo geral deste trabalho foi avalar o efeito de

varnas concentracdoes de flior na adgua de beber, na inducéio

ectopica de osso em ratosjovense velhos.

Osobjetivosespecificosforam:

Avaliara concentracdao de fliorno plasma de ratos
jovens e velhos, submetidos a diferentes
concentracoesde flior

Avaliar a concentracdo de flidor na superficie do
femur de ratos jovens e velhos, submetidos a
diferentesconcentragcoesde flior,

Avaliara concentracdo de fliorno fémurde ratos
jovens e velhos, submetidos a diferentes
concentracoesde flior

Cornelacionara concentracdo de fliorencontrada
no plasma de ratos jovens e velhos, com aquela
encontrada na superficie do fémure no fémurdos
animais;

Analisar histomorfometrica e radiograficamente a
formacdo ectopica de osso em ratos jovens e
velhos, submetidos a diferentes concentracdes de

flior.
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4 MATERIALEMEIODOS

4.1 Obtencao e ratamento dos animais

Osanimaisdeste estudo foram obtidosdo Biotério Central
da Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de Sdo Paulo,
apésaprovacdo do Comité de Ktica em Animais (Proc. n° 007/2003),
com 21 dias de vida (p6s-desmame), onde permmaneceram em
caixasplasticasem gruposde 5 durante todo o periodo expermental

Foram wutlizados 80 ratos albinos da linhagem Wistar
(Rattus nomwergicus) machos, divididos aleatoriamente em 2 grupos
de 40. Os 40 animais do grupo 1 foram submetidos a cirurgia apés
aproximadamente 60 dias de nascimento e os 40 do grupo 2, apés
335 dias, a fim de avaliaro potencial ndutor do flior sobre animais
jovense velhos. Ambosos grupos foram subdivididos em 4 subgrupos,
contendo 10 animais cada, que diferram com respeito as
concentracéesde flior(NaF) presente na 4gua de beber, a saber:

Subgrupo L osratosreceberam, desde o desmame, agua

deionizada.

Subgrupo I os ratos receberam, desde o desmame,

aguacom 5ppm F

Subgrupo I os ratos receberam, desde o desmame,

dguacom 15 ppm F

Subgrupo IV: os ratos receberam, desde o desmame,

dguacom 50 ppm F
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Estas concentracoes de flior na dgua foram escolhidas
pelo fato de se estimar que causem niveis plasmaticos de flior
equivalentes aos medidos em humanos que consomem A&agua
fluoretada contendo 0,1,3 e 10 ppm, respectivamente (DUNIPACEet
al 1995)13, Os animais receberam ainda racdo da marca Purmna, a
qualteve o seuteorde fliorem tomo de 40 pug/g.

Periodicamente, o consumo de &agua foi avaliado
através de proveta graduada, para posteriorcalculo da quantidade
de flioringerida a partirda agua (mg/kg peso corporal/dia).

Em adicdo, 40 animais foram utilizados como doadores,
utiizados para obtencao da matrz 6ssea desmineralizada quando

estavam com 90 diasde vida.

4.2 Obtencao da matriz 6ssea desmineralizada

Foram coletadososfémuresdos membros posterioresdos
animaisdoadores. Osossosforam processadossegundo a técnica de
URIST MIKULSKE, BOYD76 (1975) para a obtencao da matrz 6ssea
desmineralizada em blocos, seguindo o seguinte protocolo:

» Osfémuresforam cuidadosamente retirados, impos
e amazenadossob refrigeracao (-20°C).

» Descalcificados em solucdo de acido cloridrico a
06 M com controle a cada 4 horas através de
imagens radiograficas (até observar a total
descalcificacao do tecido).

» Neutralizados em solucdo fisiologica (cloreto de
s6dio a 0,9%).

» Amazenados por um periodo de até 3 dias em

solucdo de etanola 70%.
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4.3 Procedimentos cinirgicos para implantacao da matriz 6ssea

desmineralizada alégena

A cirurgia foirealizada nos animais do 1° e 2° grupo sob
anestesia geralintraperntoneal,com cloridrato de quetamina injetavel
com nome comercial de Dopalen (Agrnbrands do Brasi [IDA) e
cloridrato de xilazina injetdvel com nome comercial de Anasedan
(Agrnbrands do Brasil IIDA). A partirdo momento em que os animais
perderam os reflexos foi realzada a tricotomia da coxa direita do
animal com auxlio de uma lAmina de barbear Apdés assepsia
vigorosa com iodoforalcodlico, foifeita, com lAmina de bisturi n® 11,
uma incisdo de 1 ¢cm no tegumento que reveste a coxa do animal
Em seguida, foi feita a divulsio do epimisio, que separa dois feixes
musculares, formando uma loja na qualfoiimplantado um segmento
de 1cm de comprimento de matrz 6ssea desmineralizada alogénica
previamente embebida com sangue do proprio animal obtido
atravésde puncdo cardiaca. Osretalhos foram recolocados em sua
posicdo e suturados, primeiramente as faicias musculares com linha
reabsorvivel de polyvicryl n° 5-0 (Ethicon - Johnson & Johnson) e em
seguida o tegumento com linha de seda preta n° 4-0 (Ethicon -
Johnson & Johnson), através de suturas descontiuas. Apés o té mino
da sutura, uma gaze embebida em solucdo de alcool indado foi
passada sobre a area.

Concluidos os prmcedimentos cirirgicos, os animais

pemaneceram isoladosem caixasplasticaspor5 dias.
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4.4 Eutanasia dos animais

Os animais foram mortos ao témino do periodo de 28
diasapésa cirurgia de implantacao. Osanimaisforam anestesiadose
a partirdo momento em que perderam os reflexos foi feita puncéo
cardiaca, sendo o sangue (3-4 mD) coletado em seringas plasticase
transferido para tubos plasticos (tipo Eppendorff) heparnizados (10 uL.
heparna contendo 0,184 ppm flior) e posteriormente centrifugado a
3000 rpm por 5 minutos (centriffuga Jouan, modelo A 14), para

obtencdo de plasma (1-2 mD), posteriormente analisado para o flior.

Em seguida, as regibes onde foram realzadas as
implantagces foram radiografadas. utiizando filme radiografico
oclisal 57 mm x 76 mm (IO-41 Eastman Kodak Company). Para
obtencdo das imagens radiograficas foi utiizado um aparelho de
raios X odontologico com 70 kVp e 10 mAs, com fitragem total
equivalente a 2 mm de alummio. O cilindro Ilocalizador foi
posicionado de maneira que o feixe de maios X central incidisse
pemendicularmente ao filme, com uma distAncia padronizada de 40
cm (distdncia foco-filme) com uma exposicdao de 0,4 segundos. Apés
a exposicdo dos filmes os mesmos foram processados pelo método
de tempo e temperatura no laboratério da Clinica de Radiologia do
Departamento de Estomatologia da FOB-USP.

Apés a obtencdo das radiografias, os implantes,
juntamente com o tecido muscularque osreveste foram coletados, e
em seguida, submetidos ao processo de fixacdo em formol
tamponado a 10% durante uma semana. Osfémuresdireitos também

foram removidospara analise de fliorno osso.
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4.5 Procedimentos histologicos

Apos o processo de fixacao foi realizado o tratamento
das pecas em solucdo desmineralizante a base de EDTA (acido
etileno diamino tetracético), contendo 4,13% de Titriplex Il Merc k® e
0,44% de Hidroxido de s6dio), porum periodo aproximado de 60 dias
com trocas semanais da solucdo desmineralzante. Foi feito um
controle através de imagens radiogrificas para cettificacdo da

desmineralizacdo daspecas.

Em seguida, as pecas foram submetidas ao seguinte
procedimento histolo gico:

a)lavagem em agua destilada por24 horas;

b) banho em etanol70% até o dia seguinte;

c) inicio do processo de desidratacdo em etanola 80%

porl hora;

d) banho de uma hora em etanola 90%;

e)banho de uma hora em etanola 95%;

f) doisbanhosde uma hora em etanola 100%;

g)banho de etanola 100% durante 24 horas;

h) inicio do processo de diafanizagao xilol histolégico

(Merck) por30 minutos;

1) banho de uma hora em xilo1;

j) banho em Histosec (parafina + resina sintética -

Iaboratério Merck) liqiiefeita em estufa a 60°C por uma

hora;

) banho em Histosec liqiiefeita em estufa a 60°C porvinte

horas;

m) inc lusio em Histosec liqiefeita;



--------------------------------------------------- Material e Métodos 22

Cortes semi-seriadosde 5 uym de espessura foram obtidos
em um microtomo Jung-Ileica RM2045 e corados pela técnica da

He ma to xilina -Fo sina (IIUNA, 1968)42,

4.6 Analise Morfomé tric a

De cada peca histologica foram obtidas 2 laminas
contendo 6 cortes semi-seriados cada uma. De cada lamina foi
selecionado 1 corte histologico e foicontado 25 campos histologicos
de cada um, totalzando uma contagem de 50 campos de cada
peca. Para esta contagem, utlizamos um microscépico binocular
AXIOIAB-ZEISS associado a ocular com reticulo de integracao
quadrado em forma de rede composto de 10 linhas paralelase 100
pontos (CARLZEISS-4740680000000-Ne tzmikro me te r 12,5x).

Para a escolha dos 25 campos microsc6picos por corte,
utiizamos um esquema de casualizacdo sistemdatica segundo as
indicacoes de WEIBEL/® (1969). Salientamos que nesse esquema os
campos microscépicos foram escolhidos em intervalos regulares, de
maneira que todas as regibes do corte  histologico fossem
representadas. A imagem do graticulo foisuperposta sucessivamente
aos 25 campos histologicos escolhidos poramostragem sistematica e
foram anotados os nimers de pontos (Pi) que caifram sobre cada
constituinte (i) e sobre a loja cirdigica inteira (P). Calculamos a
densidade de volume de cada constituinte (Vvi), através da férmmula:
Vvi = P/P. Os constituintes que contamos foram: Tecido Conjuntivo,

Tecido Osseo, Tecido Mieldide, e Matriz Ossea Desmineralizada.
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4.7 Analise de fliorno plasma

A analise de flior foi feita apés difusdo faciltada por
HMDS (hexametil-disiloxano), pelo método de TAVES® (1968), como
modificado por WHITFORDS®3 (1996). Entre tanto, porse trataro plasma
de um fluido biolégico, contendo, portanto COg, foi feita uma pré-
difusdo para se eliminaro CO2. Para tanto, a amostra de plasma foi
colocada numa placa de Petri(Falcon 1007) e sobre ela foicolocado
dcido sulfirico saturado em hexametidisioxano (HMDS) em um
volume comespondente a 20% do volume da amostra de plasma. Este
dcido sulfirico (chamado de &4cido aquecido) foi previamente
aquecido até que o seu volume fosse reduzido pela metade, a fim de
eliminar qualquer flior residual que pudesse contaminar a amostra.
Apodésa adigcdo do acido aquecido,asplacasforam deixadasabertas
por 15 min para a saida do COg2 o volume das mesmas foi
completado para 2 mL com agua deionizada e entdo a difusdo
seguiu normalmente como descrito por TAVES? (1968) e modificado
por WHITFORD#®3 (1996). Na tampa das placas, foram colocados 50 uL
de NaOH 0,05 M, distlbuidos em 4 gotas. As placas foram entdo
fechadas e vedadas com vaselina, e por um orficio feito
previamente na tampa foicolocado HMDS (Aldrich, 2,0 mI, em acido
sulfdrico 3 M). O orificio foi imediatamente vedado com vaselna e
parafime. As placas foram colocadas entdo numa mesa agitadora
orbital plana (Nova Técnica, modelo NT 145) em velocidade 2-3,
durante a noite. No dia seguinte, as tampas foram removidas,
invertidas e asgotasde NaOH foram combinadas numa dnica gota.
O NaOH foitamponado pela adicao de 25 ul.de acido acético 0,2
M. O volume total foi entdo ajustado para 75 pL com &dgua

deionizada usando uma pipeta. A gota, que contém todo o fliordo
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plasma foianalisada com o eletrodo Orion 9409 e um micrw-eletrodo
de referéncia calomelano (Accumet, nimer de catdlogo #13-620-
79), ambos acoplados ao potencibmetro Oron FA 940. Durante a
leitura, osdoiseletrodos foram mantidosunidos atravésde bandasde
bormacha e colocadosem contato com a gota na parte intema da
tampa da placa.

Tdas as andlises, sem excecao, foram feitas, no minimo
em duplicata e foicalculada a porcentagem de concordéncia entre
as mesmas, a fim de se preservar a precisdo da andlse. A

repetibiidade média dasanalisesfoide 92 %.

Validacdo da andlse:

A técnica de difusdo facilitada por HMDS apresenta as
vantagens de separaro fliorda amostra, eliminando interferentes, e
ao mesmo tempo concentra-la, o que incrementa o limite de
deteccao do flior pelo eletrodo sensivel, que é de 0,02 pug/mlL
conforme consta no manual do fabricante. Umna vez que nossa
amostra tem um volume finalde 0,075 mL apés a difusdo facilitada
por HMDS, podemos detectar quantidades de flioracima de 0,0015
ug.Considerando que osniveisde fliorplasmaticosgeralmente giram
em tomo de 0,5-1,0 umol L (0,0095-0,019 pg/mD), utilizando-se 1 mLde
plasma para andlise (antes da difusdo facilitada por HMDS) teriamos
uma quantidade de fliorde 0,0095-0,019 ug, portanto bem acima do
limite de detec¢do do eletrodo.

As solugoes-padrio (contendo 0,0095, 0,019, 0,095 e 0,19
ug F) empregadas na realzacdo da curva de calbracdo foram
preparadaspordiluicdo seriada de um estoque-padrdo contendo 0,1
M F (Oron) e difundidas em triplicata, em concomitdncia com as
amostras de plasma a serem analisadas. Foi feita a primeira leitura

antes de se comecar a ler as amostras de plasma, a segunda
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quando a metade das amostras ja ter sido lida e a terceira apés o
término da leitura dasamostras.

As leituras obtidas em milivotagem (mV), foram
convertidaspara ug de flior, atravésdo Programa Excel(Microsoft). A
média dasleiturasobtidasa partirdospadresfoiinserida na planiha,
e entdo calculada a porcentagem de varnacao entre a quantidade
de flior medida e a esperada pelos padrdes. Somente curvas de
calbracdo com porcentagem de varnaciao de até 5% para todosos
padmwes e r>0,99 foram aceitas, contemplando a exatidao do
método.

Além disto, padres que ndo sofreram difusio foram
preparados usando-se as mesmas solucoes (NaOH 0,06 M e acido
acético 0,20 M) que foram usadas para se preparar os padroes e
amostras que sofreram difusdo. Estes padroes ndo difundidos foram
feitos de modo a ter exatamente a mesma concentracdo de fhior
que ospadres que sofreram difusdo. A comparacao das leiturasde
mV mostrou que o flior nos padroes difundidos foi completamente
captado e analisado.

Foi feita também wuma sequéncia de padrmes que
sofreram adicdo do dcido aquecido de maneira que as amostras e
as leituras de mV foram as mesmas tanto para os padmes que nao
sofreram adicdo de acido aquecido, quanto para aqueles que

sofreram, assim como também para osque nao sofreram difusdo.

4.8 Analise de fliorna superficie do fé mur

Os féemures de todos os animais foram desidratados em
estufa por 24 h a 90°. Em seguida eles foram seccionados
transversalmente, com disco de Carborundum, sendo obtido da

regido diafisdra de cada fémuruma amostra de aproximadamente
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5,0 mm. As extremidades foram fechadascom cera utlidade e uma
area circular (4,52 mm?2) foi isolada com adesivo. Tbdo o osso foi
pincelado com esmalte de unhas, cor vermelha para contraste, de
tal modo que removido o adesivo a drea a ser analisada ficou
exposta. Una camada é6ssea foiremovida em 0,25 mLde HC10,5 M
durante agitacdo por 15 segundos e neutralizada com 0,25 mL de
TSABII (20 g NaOH/ D). Esta solugédo foisubmetida a andlise de fliore

de fosforo.

4.8.1 Analise de flaor

Para a analise de flior foi utiizado eletrodo especifico
para ion flior (Orion 96-09) acoplado a um analisadorde ions (Orion
FA-940), previamente calbradoscom padmwesde fliorcontendo 0,8;
1,6; 3,2 e 6,4 pg fliorY mL As leituras, obtidas em mV, foram
convertidas para ug de flior, através de uma planiha de dados
(Microsoft Excel). Assoluc6es-padrio,empregadasna construgcdo da
curva de calibbracao, foram obtidas a partir de diluicdo seriada de
uma soluicdo-estoque, contendo 100 ppm fldor (Oron# 940907).
Tdas ascurvasde calbracdo foram feitas em triplicata, sendo que
somente curvas com coeficiente de comnelacao (r) =0,999 foram
aceitas. A repetbiidade média das analises, baseada nas amostras

em duplicata, foide 91%.

4.8.2 Analise de fosforo

A dosagem de P foi realzada conforme descrto por FISKE;
SUBBARO W22 (1925), empregando-se osseguintesreagentes:
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e Reativo Redutor. Acido alfa amino naftolsulfo nico (AANS): 0,2
g + Sulfeto de s6dio: 1,2 g + Dissulfito de s6dio: 1,2 g.

A mistura acima foitriturada em grale amazenada em frasco
escuro. Na hora da analise, cada 0,025 g da mistura foidissolvida em

1,0 mLde agua deionizada.

e Acido Molbdico: Molbdato de aménio: 6,25 g + Acido

sulfurico concentrado: 27,0 mL
e Padrio contendo 3mg% P

Areacao foifeita de acordo com a tabela 1

TABEIA 1 - Dosagem de fosforo de acordo com o método de FISKE;
SUBBARO W22 (1925)

Blanck |Padrido 1 |Padrio 2 |Padrido 3 |Padrio 4 |Padrio 5|Amostra
Agua 2,3mL 2,25 mL (2,275 mL (2,2 mL 2,1mL 1,9 mL 2,2 mL
deionizada
Padrio P 3 - 0,025 mL | 0,05 mL 0,1 mL 0,2 mL 0,4mL -
mg %
Amo stra - - - - - - 0,1 mL
Acido 0,5 mLem todos, agitare esperar10 minutos
molbidic o
Reativo 0,2 mLem todos, agitarimediatamente, esperar 20 minutos e lera 660
redutor nm
ug P 0 0,75 1,5 3 6 12 -

Seguindo a tabela 1, inicialmente foi colocada &agua
deionizada nos tubos de ensaio. A seguir foram colocados, em
duplicatas,ospadmwesde Pe asamostras. Entdo foram colocados 0,5
mLde 4cido molbbdico em todosos tubos, feita agitacdo e esperu-
se 10 min. A coloracdo da reacdo foidesenvolvida pela adicdo de
0,2 mL de reativo redutor. Apés 20 min da colocacdo do reativo

redutor procedeu-se a leitura em espectrofotometro (Cary 50) a 660
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nm de absorbancia. Tbdas as andlises foram feitas em duplcata. A
repetibiidade média dasanalisesfoide 98 %.

Para se calcular a quantidade de osso removida pelo
ataque acido assumiu-se que no osso ha 13,5% de fésforo,
semelhante a dentina. Deste modo a concentracdo de flior na

superficie 6ssea pode também serexpressa em ppm (ug F/'g de osso).

4.9 Analise de fliorno fé mur

Ap6és a analise da superficie 6ssea, foi removido o
esmalte dosossos, elesforam pesadose levadospara calcinacdo em
um fomo tipo mufla a 600°C ovemight. As cinzas foram pesadas e
pulverzadas com pistilo. Apés vimrem pé, foram pesadas aliquotas
de 4-5 mg para analise do fldiorpelo método de difusdo facilitada por
HMDS, conforme descrto para o plasma (item 4.7), exceto pela pré-
difusdo e pelos padmes empregados na realizacdo da curva de
calbracdo (1,9;3,8;19e 38 ug F). Arepetibiidade média dasanélises,

baseada nasamostrasem duplicata, foide 94 %.

4.10 Analise estatistic a

Tdos os dados foram checados com relacdo a
nomaldade e homogeneidade. A partir dai, os testes estatisticos
apropriadosforam empregados.

Thdasasamostrasdo estudo foram identificadas apenas
pelo nimer do animal, de forma que as andlises foram conduzidas
sem que se soubesse qual tratamento tinha sido realzado. O efeito
da idade na concentracdo de flior presente no plasma, fémur e
superficie do fémur, para cada subgrupo (controle, 5, 15 ou 50 ppm

fldor) isoladamente, foianalisado pelo teste £ndo pareado (p<0,05).
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A andlise da influéncia da concentracdao de flior
presente na agua de beber, na concentracdo de flior encontrada
no plasma, fémure superficie do fé murfoifeita pelo teste de Kruskall-
Walls, complementado pelo teste de Dunn para comparacdes
multiplas (p<0,05). Os gruposde 90 diase 365 diasforam comparados
isoladamente.

A comelacao entre a concentracao de fldor presente no
plasma e no fémur, plasma e supertficie do fé mur, e fé mure supeficie
do fémur, para os grupos de 90 dias e 365 dias, isoladamente, foi
avaliada pelo coeficiente de comelagcdo de Pearson e regressdo
linear(p<0,0001).

Com relacdo aos pardmetros histologicos (matrz 6ssea
desmmeralizada, tecido 6sseo neoformado, tecido mieloide e tecido
conjuntivo), a influéncia de diferentes niveisde fliorpresente na agua
sobre osmesmos, foiavaliada por ANOVA e teste de Bonferroni para
comparacoes multiplas (p<0,05). As densidades de volume foram
submetidas a andlises estatisticas apés transformacédo arco-seno dos
dadosorginais. A analise foifeita isoladamente para os gruposde 90
dias e 365 dias. A comparagéao entre os grupos (90 dias e 365 dias),
para cada subgrupo (controle, 5, 15 e 50 ppm), foifeita pelo teste ¢
nao pareado (p<0,05).
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5 RESULIADOS

5.1 Massa Cormporal

A massa comoral dos animais foi aferida em gramas,
utiizando-se uma balanca de precisio. A primeira pesagem foifeita
no inicio do expermento logo apés o desmame dos animais e a

segunda e ultima pesagem foi feita antes da eutanasia, como

mostram as TABEIAS 2 e 3.

TABEIA 2 - Média e desvio padrio dasmassascorporaisdosratos (g)

de 90 diasno inicio e finaldo experimento

Periodo controle 5 ppm 15 ppm 50 ppm
Inicio 92,91+ 8,83 88,42 +5,82 8552+8,65 83,68 +6,97
Final 286,50+15,48 266,80+25,51 263,50+17,03 267,77+25,22

TABEIA 3 - Média e desvio padrio dasmassascorporaisdosratos (g)

de 365 diasno inicio e finaldo experimento

Periodo controle 5ppm 15 ppm 50 ppm
Inic io 87,65 +556 9148+7,82 89,54+9,63 84,56+ 8,36
Final 401,42452,95 433,50+27,79 425,10+49,27 404,60+39,37

O confronto estatistico dos dados de massa corporal entre os

subgrupos nos grupos de 90 e 365 dias ndo demonstrou haver

diferenc a e sta tisticame nte significante (p > 0,05).
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5.2. Consumo de agua

O consumo de 4gua foi mensurado em milltrs,
periodicamente, durante o periodo experimental de cada grupo. O
método consistia em preencherosfrascosde cada caixa com 400 mL
de agua e ap6saproximadamente 48 horas,eram medidasassobras
de cada frasco com uma proveta graduada e calculada a média
de ingestdo para cada animal Para tero controle de evaporagéo
da 4gua e perdasao colocaro frasco na caixa,colocou-se em uma
caixa vazia um frasco controle. A média de evaporacdo e perda de
dgua por frasco foi de 20 mL Conforme se pode observar nas
TABEIAS4 e 5,0 consumo de agua foisimilarpara ambososgrupose

todosossubgrupos.

TABEIA 4 - Média do consumo didrio de agua poranimal, e m mililtro s,

dosratosde 90 diase média e desvio padrdo totais

Periodo Controle 5 ppm 15 ppm 50 ppm
outubro 30,00 26,00 27,00 29,00
novembro 26,00 27,00 29,60 30,80
dezembro 28,00 31,00 25,560 27,20
Média £t DP |28,00+2,00 28,002,000 27,36+2,07 27,92+2092
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TABEIA 5 - Média do consumo didrio de d4gua poranimal, e m milltro s,

dosratosde 365 diase média e desvio padrio totais

Periodo Controle 5 ppm 15 ppm 50 ppm
outubro 29,60 28,00 27,60 25,20
novembro 26,00 29,00 25,60 28,40
dezembro 29,40 27,20 28,00 27,20
fe ve re iro 26,00 24,80 26,40 26,00
maio 27,60 28,40 31,00 30,60
Média £ DP 2772+ 1,75 2748 +1,63 27,72+2,06 27,48 +2,12

5.3 Analises de fluor

A TABEIA 6 e a FIGURA1 mostram a concentracdo média
de fliorno plasma dosratosem funcédo da idade e da concentracéo
de flior na agua de beber. Para ambos os grupos, houve um
aumento significante na concentracdo plasmatica de flior com o
aumento na concentracao de flior na agua (p<0,0001). O teste de
comparacdes multiplas revelou diferenca e sta tistic ame nte
significante para o subgrupo controle em relacdao aosde 15 (p<0,01)
e 50 ppm (p<0,001), e entre os subgruposde 5e 50 ppm (p<0,001) e
15e 50 ppm (p<0,001). O perfilfoio mesmo para osgruposde 90 dias
e 365 dias.

Houve um aumento significativo na concentragcao
plasmatica de fliorcom a idade apenas para o grupo controle. No
grupo de 50 ppm houve uma diminuicdo na concentracdo de flior

no plasma com a idade, embora sem significAncia estatistica.
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TABEIA 6 - Concentragdo média de flior(+DP) no plasma (ug/ml) de
ratos em funcdo da idade e da concentracdo de fliorna agua de

beber

[F] na agua de 0 5 15 50
beber(ppm)
0,025+ 0,037+ 0,057+ 0,145+
90 dias |4 g02aA 0,007abA  0,011bA 0,029¢ A
0,031+ 0,045+ 0,063+ 0,118+
365 dias  1( 003aB 0,010abA  0,016bA 0,026¢ A

Valores na mesma linha seguidos por letras minidsculas diferentes possuem
diferenga estatisticamente significante (p<0,05). Valores na mesma coluna com

letra maiiscula diferente indicam difereng a e statiscamente signific ante (p<0,05).

0184
016 TN 90 dias
0,14 77771 365 dias
0,12
©
g |
@ 0,10
(_3. 4
2 0,08 _
— |
= 0,06 7]
0,04 7
0,00 . .
0 5 ppm 15 ppm
[F] na agua

FIGURA 1-Concentragdo média de fliorno plasma (pg/ml) de ratos de 90 e 365

diasnasdiferentesconcentragdesde fliorna d4gua de beber
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A TABEIA 7 e a FIGURA 2 mostram a concentracdao média
de fldor na superficie do fémur de ratos em funcdo da idade e da
concentracdo de flior na dgua de beber. Para ambos os grupos,
houve um aumento significante na concentracido de flior com o
aumento na concentracio de fliorna agua, para os grupos 90 dias
(KW = 25749, p<0,0001) e 365 dias (KW = 28825, p<0,0001). O teste de
comparacoes multiplas revelou diferenca e sta tistic ame nte
significante para o subgrupo controle em relacdao aosde 15 (p<0,05)
e 50 ppm (p<0,001), e entre os gruposde 5e 50 ppm p<0,01), para
ambos os grupos (90 dias e 365 dias). Com relacdo a idade, houve
uma tendéncia para um aumento na concentracdo de flior na
superficie 6ssea com o aumento da idade. No entanto, a diferenca
s6 foi estatisticamente significante para o subgrupo de 15 ppm (t =

2,444, p = 0,026).

TABEIA 7 - Concentracdo média de flior (£DP) na superficie do fé mur
(ug/g) de ratos e profundidade da camada de osso removida (um)

em fungcdo da idade e da concentracdo de fliorna agua de beber

[F] na dgua de 0 5 15 50
beber(ppm)

20 [l |564+122aA 961+357abA 1415+546bc A 3194+502c A
dias

camada ((20,0319,18) (17,10+11,76) (17,11+8,63) (18,07+8,01)

365 [F] 675+120aA 1298+426abA 2140+681bcB 3870+843c A

dias

camada [(25,5615,08) (23,24+12,16) (28,64+5,28) (14,48+9,87)

Valores na mesma linha seguidos por letras mindsculas diferentes possuem
diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Valores na mesma coluna com
letra mamscula diferente indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Osvaloresentre paréntesesindicam a profundidade da camada de osso removida
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N 90 dias
4365 dias Y s

[F] na superficie do fémur

04 . ! . !

0 5 ppm 15 ppm

[F] na agua

FIGURA 2 - Média da concentragédo de fliorna superficie do fémur (ug/g) de ratos

de 90 e 365 diasnasdiferentesconcentragcéesde fliorna 4gua de beber

A TABEIA 8 e a FIGURA 3 mostram a concentracao média
de fliorno fémurde ratos em funcdo da idade e da concentracéo
de flior na agua de beber. Para ambos os grupos, houve um
aumento significante na concentracdo de fliorcom o aumento na
concentracdo de fliorna agua, (p<0,0001). O teste de comparagdes
multiplas revelou diferenc a e statisticamente significante no grupo de
90 dias para o subgrupo controle em relagcdo aos de 15 e 50 ppm
(p<0,001) para o subgrupo 5 ppm em relacdo aos de 15 e 50 ppm
(p<0,001) e entre os subgrupos de 15 e 50 ppm (p<0,001). No grupo
de 365 dias houve diferenca estatisticamente significante entre os
subgrupos controle em relacdo aosde 5 (p<0,05), 15 (p<0,001) e 50
ppm (p<0,001), e entre os subgruposde 5e 50 ppm (p<0,01)e de 15 e
50 ppm (p<0,01). Com relacdo a idade, houve um aumento na
concentracdo de fliorno fémurcom o aumento da idade em todos

ossubgruposcom diferencg a e statisticamente signific ante.
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TABEIA 8 - Concentracdo média de flior (fDP) no fémur (ug/g) de
ratos em funcdo da idade e da concentracdo de fliorna agua de

beber

[F] na dgua de 0 5 15 50
beber(ppm)

90 dias 207+21a A  481+76aA  1217+188bA 2735t355c A

365 dias 694+152aB 1376+583bB 1732+564bB 4494+343cB

Valores na mesma linha seguidos por letra minuscula diferente possuem
diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Valores na mesma coluna com

letra maiiscula diferente indic am diferenc a e sta tistic a
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FIGURA 3 - Média da concentracédo de fliorno fémur (ug/g) de ratos de 90 e 365

diasnasdiferentesconcentragdesde fliorna agua de beber
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As FIGURAS 4, 5,6, 7,8,9 e 10 e a TABEIA 9 mostram as
comelacoesentre asconcentragoesde fliorpresentes no plasma, na
superficie do fémur e no fémur nos grupos de 90 e 365 dias. Houve
comelacdo positiva entre a concentragdo de flior no plasma e
superficie do fémur para os ratos de 90 dias (r=0,89) e 365 dias
(r=0,87), entre a concentracido de flior presente no plasma e no
féemur para osratos de 90 dias (1=0,91) e 365 dias (=0,82) e entre a
concentracdo de fldor presente no fémur e na superficie do fé mur

para osratosde 90 dias (1=0,92) e 365 dias (r=0,84).
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FIGURA 4 - Conelagdo entre a concentragdo de flior presente no plasma e na

supetficie do fémur, para o grupo de 90 dias.
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FIGURA 5 - Corelacédo entre a concentragcdo de flior presente no plasma e na

superficie do fémur, para o grupo de 365 dias.
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FIGURA 6 - Cornelagdo entre a concentragdo de flior presente no plasma e no

fémur, para o grupo de 90 dias.
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FIGURA 7 - Conelacdo entre a concentracdo de flior presente no plasma e no

fémur, para o grupo de 365 dias.
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FIGURA 8 - Conelacdo entre a concentracdo de flior presente
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FIGURA 9 - Conelacdo entre a concentracdo de flior presente
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TABEIA 9 - Comelacao entre a concentracdo de flior (ppm) no

plasma, fé mure na superficie do fé murem ratosde 90 e 365 dias

Kdade y x r(p) Equacao
(dias)
90 Femur Plasma 0,91 (p<0,0001) y =-52,31 + 18334,79.x
365 Femur Plasma 0,82 (p<0,0001) y=-102,78 + 33491,77.x
90 Sup e rfic ie Plasma 0,89 (p<0,0001) y=272,82 + 19176,52.x
féemur
365 Sup e rfic ie Plasma 0,87 (p<0,0001) y=-22,14 + 31441,61.x
fée mur
90 Sup e rfic ie Femur 0,92 (p<0,0001) y = 386,76 + 0,99.x
fée mur
365 Sup e rfic ie Femur 0,84 (p<0,0001) y =520,22 + 0,73.x
fée mur

5.4 Analise Morométrica

5.4.1 Densidade de volume

Os resultados obtidos de densidade de volume (%) dos

componentes envolvidos no processo de reabsorcdo da matrz 6ssea

desmineralzada e na formacdo o6ssea durante a osteogénese

ectopica em musculo de ratos de 90 dias e 365 dias, encontram-se

apresentadosnasTabelas10e 11, respectivamente.

Com relacdo a matrz 6ssea desmineralizada (MOD), no

grupo de 90 dias, houve uma diminuicd0 da sua porcentagem para o
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subgrupo de 5 ppm, e um aumento progressivo para os demais
grupos. Houve diferenca estatisticamente significante entre os
subgrupos (F=12,6 e p<0,0001), mas esta diferenca s6 foi signific ante
para o subgrupo controle, comparado com o de 50 ppm, 5 e 50
ppm,e 5e 15 ppm (p<0,05). Embora tenha havido uma redugédo na
porcentagem de MOD no subgrupo de 5 ppm esta nao foi
estatisticamente significante . No grupo de 365 dias, embora tenha
havido um aumento na porcentagem de MOD para os grupos
experimentais, ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre ossubgrupos (F=2,02 e p=0,1423).

Quando analsado o tecido 6sseo neoformado néo
houve diferenca estatisticamente significante no grupo de 90 dias
embora tenha havido um ligeiro aumento para o subgrupo de 5 ppm
(F=3,16 e p=0,0438). No grupo de 365 dias nao houve diferenca
estatisticamente significante (F=3,21 e p=0,0439) embora tenha
havido diminuic 40 no subgrupo de 5 ppm.

O tecido mieloide no grupo de 90 dias apresentou
difereng a estatisticamente significante (F=8,84 e p=0,0004) entre os
subgrupos de 5 e 50 ppm e de 5 e 15 ppm, havendo uma maior
formacédo de tecido mieloide no grupo de 5 ppm, embora ndo tenha
havido significdncia em relacdo ao controle. Para o grupo de 365
dias, embora tenha havido uma diminuic 40 nos grupos experime ntais
em relacdo ao controle, esta diferenca nado foi estatisticamente
sig nific ante (F=3,12 e p=0,048).

Com relacdo ao tecido conjuntivo ndo houve diferenca
e sta tisticamente significante entre os subgrupostanto no grupo de 90

dias (F=1,17 e p=0,3434) quanto no de 365 dias (F=1,02 e p=0,4016).
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TABEIA 10- Densidade de volume (%) doscomponentes envolvidos no

processo de reabsorgcdo da matrnz 6ssea desmineralzada e na

formacdo 6ssea durante a osteogénese ectopica em musculo de

ratosno grupo de 90 dias, nasdiferentesconcentracdesde flior

Matnz 6ssea Tecido 6sseo Tecido Tecido
SUBG RUPO ((l]‘eli)n;i)nemlizada neoformado mieloide conjuntivo
Controle [33,62+ 8,67ab 15,52 +293a 26,12+ 9,74ab 24,61 + 3,98a
5 ppm 24,35 + 7,06a 17,05 £3,91a 38,32+10,08b 20,25 + 5,36a
15 ppm |[44,01+10,96bd 12,27 £ 7,43a 20,12 £8,67a 23,57 £ 5,66a
50 ppm |49,88+6,00cd 10,31 + 3,63a 15,24 +5,32a 24,15 + 4,74a

Ietras mindsculas iguais na mesma coluna significa que ndo ha diferenca

e statistic ame nte significante (p>0,05).

TABEIA 11- Densidade de volume (%) doscomponentes envolvidos no

processo de reabsorgdo da matnz 6ssea alogénica e na formacéao

0ssea durante a osteogénese ectopica em musculo de ratos no

grupo de 365 dias, nasdiferentesconcentracdesde flior

Matnz 6ssea T cido 6sseo Tcido Bcido
SUBGRUPO | de sm(b]‘;eonlz)iizada neoformado mieloide conjuntivo
Controle 41,33 £ 7,30a 13,56 £3,93a 26,20 +9,26a 18,88 + 7,88a
5ppm 53,42+ 14,36a 5,18 +4,68a 11,82+11,57a 29,56+ 12,62a
15ppm 55,82+ 13,57a 9,560 £5,42a 13,617,582 21,08=*9,52a
50ppm 50,17 £ 6,79a 11,76 £ 4,31a 20,21 £9,08a 17,84 +4,78a
Ietras mindsculas iguais na mesma coluna significa que ndo ha diferenca

e sta tistic ame nte significante (p>0,05).
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FIGURA 10 - Densidade de volume (%) da matrz 6ssea, tecido 6sseo, tecido
mieléide e tecido conjuntivo ap6s28 diasde implantacdo do bloco de matriz 6ssea
alogénica entre asfascias musculares de ratosde 90 dias e 365 dias, nas diferentes

concentracdesde flior.
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As TABEIAS 12, 13, 14 e 15 comparam os resultados
obtidos de densidade de volume (%) de cada componente
envolvido no processo de reabsorgdo da matriz o6ssea
desmineralizada e na formacado 6ssea, entre os grupos de 90 e 365
dias.

Com relagdo a matnz 6ssea desmineralzada (MOD)
houve um aumento estatisticamente significante com o aumento da
idade no subgrupo de 5 ppm (F=22,4 e p=0,0006). Nos demais
subgrupos, com excecdo ao de 50 ppm houve uma tendéncia para
aumentarcom a idade.

Quando o tecido é6sseo neoformado foi comparado
entre as diferentes idades encontrou-se diferencga e statisticamente
significante no subgrupo de 5 ppm (F=22,6 e p=0,0006). Nos demais
subgrupos, com excecdo ao de 50 ppm houve uma tendéncia para
diminuircom a idade.

No tecido mieldide também houve diferenca
e statisticamente significante entre os grupos de 90 e 365 dias, no
subgrupo de 5 ppm ( F=19,2 e p=0,0011).

Com relacdo ao tecido conjuntivo houve diferenca
e sta tisticamente significante entre o subgrupo de 50 ppm nosdemais
subgruposteve uma tendéncia a diminuircom a idade com excec¢éao

do subgrupo de 5 ppm.
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TABEIA 12 - Densidade de volume (%) da matrnz o6ssea
desmineralizada nos grupos de 90 e 365 dias, nas diferentes

concentracoesde flior

G RUPO Controle 5 ppm 15 ppm 50 ppm

90 dias 33,62t 8,67a 24,35 £7,06a 44,01+ 10,96a 49,88% 6,00a

365 dias | 41,33 £7,30a 53,42+ 14,36b 55,82+ 13,57a 50,17 £6,79a

Ietras mindsculas iguais na mesma coluna significa que ndo ha diferenca

e statistic ame nte signific ante (p>0,05).

Y 90 dias
771365 dias
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60+

50 4
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NN
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[F] na agua

FIGURA 11 - Densidade de volume (%) da matriz 6ssea desmineralizada
ap6s 28 diasde implantagido entre asfascias muscularesde ratosde 90 e

365 dias, nasdiferentesconcentragcdesde flior.
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TABEIA 13 - Densidade de volume (%) do tecido 6sseo neoformado

nosgruposde 90 e 365 dias, nasdiferentesconcentragcdesde flior

G RUPO Controle 5 ppm 15 ppm 50 ppm

90 dias 15,52 £ 2,93a 17,05 £3,91a 12,27 +743a 10,31 £3,63a

365 dias 13,56 £ 3,93a 5,18+4,68b 9,50+542a 11,76 £4,31a

Ietras mindsculas iguais na mesma coluna significa que ndo ha diferenca

e sta tistic ame nte signific ante (p>0,05).
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FIGURA 12 - Densidade de volume (%) do tecido 6sseo neoformado apés
28 dias de implantacdo do bloco de matrz 6ssea alogénica entre as
fasciasmuscularesde ratosde 90 e 365 dias, nasdiferentesconcentracdes

de flior.
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TABEIA 14 - Densidade de volume (%) do tecido mieléide nos grupos

de 90 e 365 dias, nasdiferentesconcentracéesde flior

G RUPO Controle 5 ppm 15 ppm 50 ppm

90 dias 26,12+ 9,74a 38,32110,08a 20,12 £8,67a 15,24 +£5,32a

365 dias | 26,20 +9,26a 11,82+ 11,57b 13,61 +£7,58a 20,21 £9,08a

Ietras mindsculas iguais na mesma coluna significa que ndo ha diferenca

e sta tistic ame nte signific ante (p>0,05).
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FIGURA 13 - Densidade de volume (%) do tecido mieléide apds 28 dias de
mplantacdo do bloco de matrz 6ssea alogénica entre as fascias

muscularesde ratosde 90 e 365 dias, nasdiferentesconcentragdesde flior.
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TABEIA 15 - Densidade de volume (%) do tecido conjuntivo nos

gruposde 90 e 365 dias, nasdiferentesconcentracdoesde flior

G RUPO Controle 5 ppm 15 ppm 50 ppm

90 dias 24,61 £3,98a 20,25 +5,36a 23,57 +5,66a 24,15+4,74a

365 dias | 18,88 £7,88a 29,56+12,62a 21,08 £9,52a 17,84 +4,78b

Ietras mindsculas iguais na mesma coluna significa que ndo ha diferenca

e sta tistic ame nte signific ante (p>0,05).
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FIGURA 14 - Densidade de volume (%) do tecido conjuntivo apés 28 diasde
mplantacdo do bloco de matrnz é6ssea alogénica entre as fascias

muscularesde ratosde 90 e 365 dias, nasdiferentesconcentragdesde flior.
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5.5 Analise radiografica do implante

Em todos os grupos houve neoformacédo 6ssea que foi
diagnosticada através da observagcdo de uma &area radiopaca
paralela ao fémur do animal Nos subgrupos controle e 5 ppm do
grupo de 90 dias a area radiopaca apresentava-se mais intensa,
comparada aosdemais subgrupos,e em todosos animais foipossivel
observa-la. Nos subgruposde 5 ppm dosratos de 365 diase 15 e 50
ppm dos grupos de 90 e 365 dias houve varos animais onde néao foi
possivel observar a presenca de area radiopaca através da analise
radiogriafica. Os resultados radiogrificos foram compativeis aos

histo mo rfo mé tric o s.
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FIGURA 15 - Inplante intramuscular alogénico em ratos de 90 dias do subgrupo
controle. Observa-se drea radiopaca na area de implante (A). A matrz 6ssea
desmineralzada (MOD) apresenta-se com areas de reabsorcdo e formacao de
tecido 6sseo (TO) e mieléide (IM), o canal medular apresenta-se preenchido por
tecido conjuntivo (TC) (B). Formac&ao 6ssea na superficie ntema e externa da MOD

(C).Fotomicrografiascom aumento de 4X(B) e 10X (C).
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FIGURA 16 - Inplante intramuscularalogénico em ratos de 90 diasdo subgrupo de 5
ppm F Observa-se drea radiopaca na ara de implante (A). A matriz 6ssea
desmineralzada (MOD) apresenta muitas d4reas de reabsorgdo com formacéo de
tecido 6sseo (TO) e mieléide (IM), o canal medular apresenta preenchido por
tecido conjuntivo (TC) (B). Areas de reabsorgdo com formacéo de tecido 6sseo e

mieléide portoda MOD (C). Fotomicrografiascom aumento de 4X(B) e 10X (C).
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FGURA 17 - Inplante mtramuscularalogénico em ratos de 90 dias do subgrupo 15
ppm F Observa-se darea radiopaca na ara de mmplante (A). A matriz 6ssea
desmineralizada (MOD) apresenta areas de reabsorgdo e formacdo de tecido
6sseo (TO) e mieléide (IM), o canal medular apresenta preenchido por tecido
conjuntivo (TC) (B). Formac¢éao 6ssea na periferia da MOD e de tecido mieloide (C).

Fotomicrografiascom aumento de 4X(B) e 10X (C).
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HGURA 18 - Inplante mtramuscularalogénico em ratos de 90 dias do subgrupo 50
ppm F. Observa-se uma pequena area radiopaca na drea de implante (A). A
matriz 6ssea desmineralizada (MOD) apresenta dreas de reabsorgdo e formacéao
de tecido 6sseo (TO) e mieloide (IM), porém com grandesareassem reabsorgédo. O
canal medular apresenta preenchido por tecido conjuntivo (TC) (B). MOD com
pouca reabsorcdo(C). Fotomicrografiaiscom aumento de 4X(B) e 10X (C).
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HGURA 19 - Implante intramuscular alogénico em ratos de 365 dias do subgrupo
controle. Observa-se intensa drea radiopaca no local do implante (A). A matriz
6ssea desmineralzada (MOD) apresenta dreas de reabsorcédo e formacdo de
tecido 6sseo (TO) e mieléide (IM), o canal medular apresenta preenchido por
tecido mieldide, tecido 6sseo e tecido conjuntivo (TC) (B). Area com intensa
formacédo de tecido mieldide e 6sseo (C). Fotomicrografiascom aumento de 4X (B)

e 10X (C).
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FGURA 20 - Inplante intramuscularalogénico em ratos de 365 dias do subgrupo 5
ppm F Observa-se drea radiopaca na drea de implante (A). A matrz Gssea
desmineralizada (MOD) apresenta-se com poucas dreas de reabsorgdo e o canal
medularapresenta-se preenchido portecido conjuntivo (TC) (B). Pequena area de
formacao é6ssea (TO) na supetficie interma da MOD (C). Fotomicrografias com

aumento de 4X(B) e 10X (C).
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FHGURA 21 - Inplante mtramuscularalogénico em ratos de 365 dias do subgrupo 15
ppm F Observa-se drea radiopaca na ara de implante (A). A matriz 6ssea
desmineralzada (MOD) apresenta pequenas dreas de reabsorido, o canal
medular apresenta preenchido por tecido conjuntivo (TC), tecido 6sseo (TO) e
tecido mieldide (B). Formac&do Gssea e mieléide na perferia da MOD (C).
Fotomicrografiascom aumento de 4X(B) e 10X (C).
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FHGURA 22 - Implante intramuscular alogénico em ratos 365 dias no subgrupo 50
ppm F Observa-se drea radiopaca na drea de implante (A). A matrz Gssea
desmineralzada (MOD) apresenta poucas dreas de reabsorcdo o canal medular
apresenta preenchido por tecido é6sseo (TO), tecido mieloide (IM) e tecido
conjuntivo (TC) (B). Formacao de tecido 6sseo e mieldide no canal medular (C).

Fotomicrografias com aume nto de 4X (B e 10X C).
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6 DISCUSSAO

Varios pesquisadores comprovaram os efeitos do flior
sobre a estrutura 6ssea, sendo este um agente anabdlico capaz de
aumentar o nimer de osteoblastos proporcionando assim um
aumento da massa 6ssea (FARIEY et al, 1983; IAU; BAYLINK 1998;
DURE-SMIIH, 1991; CHAEet al, 1999)20.39,14,10,

O que ainda ndo esta esclarecido é em que dose o flior
é capazde exercersua funcdo sem prejudicara estrutura 6ssea. Este
estudo foi conduzido baseado em estudos anteriores que relatam
que o fliorem doses altas é prejudicial a estrutura 6ssea. A utilizagéao
das concentracdoes de flior de 5, 15 e 50 ppm foi proposta por
DUNIPACE et al13, 1995. Os autores sugerem que o flior presente na
dgua de beberdeve serde quatro a cinco vezes maior para ratos,
quando comparados com humanos para atingir as mesmas
concentracoes plasmaticas. As doses utiizadas nesta pesquisa
comesponderiam as concentracoes de fliorde 1, 3 e 10 ppm para
humanos.

Segundo EKSIRAND!7, 1978 a ingestdo de 2 ppm de fldor
na agua de beber,leva a uma concentracio plasmatica de 0,5a 2,1
UM em humanos. Em 1982, ANGMAR-MANSSON; WHITFORD! relataram
que o flior na d4gua em concentracdo de 8 ppm atinge uma
concentracdo plasméatica de 2 yM em ratos. Em estudo posteror
(1984) os mesmos autores encontraram que ratos precisam ingerr 10
ppm de flior na 4gua de beber para atingir concentracées
plasmaticasde 3 uM. O modelo proposto por DUNIPACEet all3, 1995
foibaseado nestesestudos.

A utilizacdo do modelo de osteoindugdo ectépica foi
baseada no artigo de BROULIK (1996). O autor, entretanto utilizou

doses de flior mais altas e um periodo de osteoinducdo de 30 dias.
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Aos 28 dias, segundo MORAES; MORAES!” (1993) ja existe uma grande
quantidade de formacao é6ssea e de tecido mieldide em ratos de
grupo controle com implante intramuscular.

No presente estudo ndo houve diferenca de peso entre
osanimais nas diferentesconcentracées de flior, tanto para o grupo
de 90 dias quanto para o de 365 dias. TURNER et al7! (1995) também
nido encontraram diferenca no peso dos animais tratados com as
mesmas doses de flior que utiizamos. Thmbém ndo encontramos
diferengca na ingestdo de agua nas diferentes concentracoes de
fldor. Desta forma, as doses utiizadas ndo alteraram a ingestdao de
dgua e nem o peso dosanimais.

DUNIPACE et all? (1995) encontraram para ratos de 90
dias concentracdes plasméaticas de 0,013; 0,026; 0,076; 0,194 ng EFmL
para as concentracdoes na agua de 0, 5, 15 e 50 ppm F
respectivamente, enquanto nés encontramos 0,025; 0,037; 0,057;
0,145 pg FmLpara 0,5 15 e 50 ppm F. Quando comparamos os
subgrupos de 0 e 5 ppm F encontramos wuma concentracéo
plasmatica maior no nosso estudo em relacdo ao de DUNIPACE et
alld (1995), porm, além da dose de flior administrada na agua os
ratos de nosso estudo ingerram racdo contendo 40 ung F'g de flior
total (dados nao mostrados). Estudos prévios realizados em nosso
laboratério (BUZAIAF et al, 2002)” mostram que a quantidade média
de fliorsolivelem HCIM presente na racdo gira em tomo de 25 ug
Fg.Considerando-se que osratosingerem em média 18,7 g de racéo
pordia, o consumo desta racdo incrementarna a ingestdo didra de
fldiorem 0,467 mg,ou 1,73 e 1,14 mg Fkg peso para osgruposde 90 e
365 dias, respectivamente. Ievando-se em consideracdo as Thbelas
2 e 3,que relatam o peso médio dos animais, e as Tabelas4 e 5 que
relatam o consumo médio de agua, a ingestio média diarna de F

através da agua para os subgruposde 5,15 e 50 ppm Ffoide 0,53,
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1,61, e 5,30 mg F'kg peso para o grupo de 90 diase de 0,34, 1,02 e
3,40 mg F'kg peso para o grupo de 365 dias, respectivamente. De ste
modo, o flior presente na racdo teve um grande impacto na
ingestdo didrna total de flior dos animais do nosso estudo,
principalmente para os grupos de 0 e 5 ppm, jA que no estudo de
DUNIPACE et all13 (1995) a racéao utiizada tinha menos que 1,2 ug
Fg.

A concentracdo de fliorno plasma dosgruposde 90 dias
e de 365 diasnéao teve diferenca estatisticamente significante para a
mesma concentracdo de Fna agua, exceto para o grupo contmole
(TABEIA 6). Estes dados entram em contraste com os de PARKINS et
al’l, 1974 e HANHIJARVES, 1981, que encontraram comelacao positiva
entre osniveisde fliorno plasma e a idade em estudosrealizadosem
humanos. Este aumento na concentracdo plasmatica de Fcom a
idade em humanos pode serexplcado pela distribuicdo de estado
estaciondrio (“steady-state”) para o Fentre o fluido extracelulare a
camada de hidratacdo dos crstalitos 6sseos (WHIIFORD®3, 1996). A
camada de hidratacdo dos crstaltos é contihua, ou pelo menos
disponivel, aos fluidos extracelulares. Presumivelmente, o F neste
“pool” é rapidamente passivel de trocas, podendo, deste modo,
sofrer migracdo em qualquer uma das dire¢oes, dependendo das
concentracoes relativas no fluido extracelular e na camada de
hidratacao (WHITFORD, 1996)83. Assim, havendo um aumento na
concentracdo de F no osso com a idade, devido a contmnua
incorporacdao de F ao longo da vida, espera-se que haja um
aumento também na concentracdo de F no plasma. Os nossos
achados, entretanto, vao de encontro aos de DUNIPACE et all3
(1995), que ndo encontraram diferenga na concentracao de fliorno
plasma em ratos de diferentesidades. Talvez a diferenga no padrio

de remodelacao 6ssea entre ratos e humanos possa explicar esta
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diferenca. Outro fato a serconsiderado é que o “pool’” passivel de
trocasesta localizado na superficie 6ssea, e para a mesma, embora
tenha havido uma tendéncia de aumento na concentracdo de F
com a idade no nosso estudo, o mesmo s6 foi significante para a
concentracdo de 15 ppm F.

Com relacdo a concentracédo de fliorpresente no fé mur,
tanto para a superficie, quanto para o osso total, houve uma relacao
linear significante em relacdo a concentracdo plasmatica de flior,
em ambas as idades (FIGURAS 4 a 7). BEsta comnelacdo positiva
também ocome para ratos submetidos a exposicido aguda ao flior
(BUZAIAF et al, 2004)%, comobora a distrbuicdo de estado
estacionario (“steady-state”) para o fliorentre o fluido extracelulare
a camada de hidratacdo dos crnstalitos 6sseos, conforme descrto
acima. Assim, o plasma pode serconsiderado um biomarcador da
concentracdo 6ssea de fliorem ratosjovense velhos. Esta afimacéo
provavelmente deve ser valida para humanos, mas sdo necessaros
mais estudos para que se possa afiimaristo com certeza. ERICSSON;
GYDELL; HAMMARSKJOID18 (1973) relataram haverconelacao entre a
concentracdo de flior no plasma com a dos ossos em pesquisa
realizada em humanos. Porém HEIISTROM?28 (1976) encontraram
comelacdo negativa entre a quantidade de flior no plasma e nos

ossosem um estudo realizado em crangas.

Thmbém houve uma comelacdo significante entre a
concentracdo de flior presente na supertficie do fémur e no fémur
(FIGURAS 8 e 9). sto era esperado, devido ao padrdo de ingestdao
cronica de fldor pelos animais. Tem sido proposto que a
imcorporacdo de flior pelo osso ocome em estagios (NEUMAN;
NEUMAN, 1958)49. O primeiro envolve a migracdo do flior para a
camada de hidratagdo doscrstalitos 6sseos, que é continua, ou pelo

menos disponivel para o fluido extracelular. O flior neste “pool”,
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como foi anteriormente descrito pode ser rapidamente trocado,
podendo sofrer migracdo em qualquer direcdo, dependendo das
concentracoes relativas no fluido extracelular e camada de
hidratacao (WHIIFORD, 1989)81. Estagios posteriores envolvem a
associacdo do fliorcom ou sua incorporacdo a fluorhidroxiapatita e
finalmente a estrutura da hidroxiapatita. A apatita fluoretada retoma
aos fluidos comporais ciculantes como resultado do processo de
reabsorcao 6ssea a longo termo.

A concentracdo de flior presente no fémur apresentou
um aumento com a dose e com a idade. Estes dados estdo de
acordo com DUNIPACE et all3 1995, e indicam que o flior continua
se acumulando nos ossos com o tempo (HEFI; MARTHAIER, 1981)%7.
No entanto, DUNIPACE et all3 (1995) relataram que para os animais
tratados com 50 ppm de F, o conteido de flior nos tecidos
mineralzados atingia um plateau apés 6 meses de tratamento,
sugerindo que os reservatéorios para deposicdo de flior estavam se
tomando saturados. Além disto, os ossos de ratos nido sofrem
remodelacdao, de forma que a incorporacao de flior ocorme
predominantemente durante o crescimento (TURNERet al, 1995)71,

No presente estudo, a morfologia 6ssea, bem como sua
resisté ncia ndo foram avaliados, mas TURNER et al7! (1995) relataram
que a resisténcia do fémur nao foi significantivamente reduzida em
ratos tratados por3 ou 6 mesescom 0,5, 15 ou 50 ppm F. Entranto, a
resisté ncia foi significantemente reduzida em ratos tratados por12 ou
18 meses com 50 ppm F Extrapolagdo a partir de equacgdes de
regressio pemnitimm se estimar que os ratos mais velhos perderam
36% da resisté ncia femural se o contetido de flior fosse aumentado
de 1 a 10000 ppm, enquanto que os ratos mais jovens perderam
apenas 15%. Assim, a diminuicdo da resisténcia do tecido 6sseo

parece ser devida aos efeitos combinados da ingestdo de flior e
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idade e ndo estd associada com uma diminuicdo na densidade
6ssea ou defeitos de mineralizacdo. A ingestdo de flior estava
associada com pequenos aumentos no volume de osso trabeculare
espessura das trabéculas, masestes efeitos nio foram demonstrados
consistentemente. Assim, o mecanismo pelo qual grandes
quantidades de flior afetam a resisté ncia 6ssea mais severame nte
em animaismaisvelhospemanece desconhecido.

O flior tem efeito anabodlico sobre as células 6sseas,
sendo que dois mecanismos moleculares tém sido propostos para
explicar esta acédo: inibbicdo de uma fosfotiosina proteina fosfatase
osteoblastica ou ativacdo de proteina quinase mediada pela
proteina G (LAU; BAYLINK 1998)39. Estes mecanismos sdo afetados por
algumas propriedades tnicas do fliorr a dose mitogénica é muito
baixa (micromolar), especifica para as células oOsseas, ha
requermento de fatores de crescimento, a acdo mitogénica é
sensivela alteracdesnasconcentragcdesde fosfato no meio, e o flior
atua prmarnamente sobre células osteoprogenitoras e/ou
osteoblastos indiferenciados (KASSEN; MOSEKIDE, ERIKSEN, 1994;
BELIOWS; HEERSCHE; AUBIN, 1990; FARIEY et al, 1990)35419 que
sintetizam fatores de crescimento em abundéincia (KASSEN;
MO SEKIDE; ERIKSEN, 1994; KASPERK et al, 1995)3534, Tomando-se esta
ultima propriedade do fliorcomo base, o presente estudo se propos
a avalar o efeito de varas concentracoes de flior na agua de
beber, na inducdo ectépica de osso em ratos jovens e velhos. De
acordo com as propriedades acima relatadas, era esperado que os
efeitos anabdlicos do flior fossem mais pronunciados nos ratos mais
jovens.

A analise morfométrica do grupo de 90 dias (Figura 10,
Thbela 10) mostou uma quantidade significativamente maior de

matrz 6ssea desmineralzada (MOD) para o grupo de 50 ppm F,
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quando comparado com osgruposcontrole e 5 ppm F. Desta forma,
o flliorna concentracdo de 50 ppm parece estar agindo de forma
negativa no processo de reabsorcdo da MOD. Quando a mesma
niao é reabsorvida, ndo ha lberacdo dos morfégenos 6sseos nela
contidos (REDDI, ANDERSON,1976)%4, necessarios para o processo de
neoformacido 6ssea. Isto resultou, no subgrupo de 50 ppm F, numa
menor neoformacédo d6ssea, e uma menor formacdo de tecido
mieloide. Isto pode significar um atraso no processo de formacéao e
reabsorcdo 6ssea, causada pela alta ingestao de flior. EANES; REDDI
(1979)1> em um estudo com implante no subcutdneo de ratos que
ingeriram 50 ppm Fna d4gua de beber por seis semanas, relataram
haver um retardo no processo de formacdo d6ssea. Conforme
relatado acima, enquanto que a estimativa de ingestdo diarna de
fldor a partirda agua para este grupo serna de 5,3 mg/Kg peso, a
estimativa de ingestdo didna de fliora partirda racédo seria de 1,73
mg/kg peso, totalizando 7,03 mg/Kg peso. Extrapolando-se estes
valores para humanos, teriamos uma dose didna de ingestdo de Fde
1,41 mg/Kg peso,o0 que, para um adulto de aproximadamente 70 Kg,
darna 98,4 mg Fpordia.

Ja no subgrupo de 5 ppm F observou-se uma maior
reabsorgrdo da MOD, pordm sem diferenca estatisticamente
significante quando comparada ao subgrupo controle. Esta
reabsorcdo maior resultou numa maior formacao de tecido 6sseo e
de tecido mieléide. Estes resultados sugerem que nesta
concentracdo o flior poderna estar agindo de formma positiva,
auxiiando no processo de neoformacédo 6ssea. Quando se fala na
dose de 5 ppm Fna dagua administrada aos ratos neste estudo, nao
se pode deixarde mencionara quantidade de flioringerda através
da racao. Conforme relatado acima, enquanto que a estimativa de

ingestdo diaria de fldora partirda Aagua para este grupo sera de 0,53
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mg/Kg peso, a estimativa de ingestdo diaria de fldora partirda ragéao
seria de 1,73 mg/Kg peso, ou seja, aproximadamente 3 vezes maior.
Desta forma, para ratos desta idade, a dose anabdlica de flior em
relacdo a neoformacédo 6ssea serna de 2,26 mg/Kg peso, o que
equivaleria a uma exposicdo a agua contendo 20 ppm F, se a racéao
nao fosse fluoretada. Extrapolando-se estes valores para humanos,
teriamos uma dose didria de ingestdao de Fde 0,45 mg/Kg peso, o
que,para um adulto de aproximadamente 70 Kg, dara 31,5 mg Fpor
dia.

Para o subgrupo de 15 ppm, houve um comportamento
similar em relacdo ao subgrupo de 50 ppm, embora ndo tenha
havido diferenca estatisticamente significante em relacdo ao
controle. A dose diana de flioringerda a partirda agua para este
subgrupo sera de 1,61 mg/Kg peso, e através da dieta, 1,73 mg/Kg
peso, totalizando 3,34 mg/Kg peso para os ratos de 90 dias, o que
equivaleria a uma exposicdo a agua contendo 30 ppm F, se a racéo
niao fosse fluoretada. Extrapolando-se estes valores para humanos,
terdamos uma dose didra de ingestio de Fde 0,67 mg/Kg peso, o
que,para um adulto de aproximadamente 70 Kg, dara 46,8 mg Fpor
dia.

Nao ha consenso na lteratura acerca da melhordose a
serempregada no tratamento da osteopormse em humanos. Estudos
mostram uma varacdo de 10 a 200 mg de fluoreto de s6dio pordia
(RIGGS et al, 1990; KIEEREKO PER; BAIENA, 1991)58:37, KIEEREKO PER;
BAIENAS37, 1991 relatam ainda que em dosesabaixo de 40 mg pordia
nao ha efeito consistente do fldor, enquanto que em dosesacima de
80 mg por dia, o flior pode prejudicar a mineralizacdo 6ssea.
FARRERONS et al2! (1997) conclufram que o fluoreto de s6dio na dose
de 25 mg pordia teria um efeito protetor na incidéncia de fraturas,

enquanto que RIGGSetal5® (1990) relataram que o uso de 75 mg por



_________________________________________________________ Discussdao 67

dia de fluoreto de s6dio aumenta a densidade do osso trabecular,
mas diminui a densidade de osso cortical, aumentando, assim, a
fragiidade esquelética. E muito dificl e imitada uma comparacéo
dos dados obtidos no presente estudo realizado com ratos, com a
condicdo clinica em humanos. Neste estudo, a ingestdo didria de
2,26 mg FKg aumentou a formacdo ectopica de osso em ratos
jovens (o que poderna serextrapolado para uma dose didra em tomo
de 30 mg Fem humanos adultos), enquanto que a dose de 7,03 mg
FKg (em tomo de 100 mg para humanos adultos) retardou o
processo. A dose intermediana, que levou a uma ingestdo de 3,34 mg
FKg em ratosjovens (em tomo de 50 mg em humanos adultos) teve
um comportamento similar a dose mais elevada, mas nao
estatisticamente significante em relacdo ao contrwle. Convém
ressaltarque estesdadosforam obtidos para ratos jovens, que teriam
um maior nimero de células osteoprogenitoras e/ou osteoblastos
indiferenciados, que sdo sensiveisaosefeitos mitogénicosdo flior.

Ja no grupo de 365 dias (FIGURA 10, TABEIA 11) para
todas as concentracdes de F na agua, bem como para o grupo
controle, ndo houve diferenga estatisticamente significante no
processo de reabsorgdo da MOD, quantidade de tecido é6sseo e
tecido mieloide formados, apesar de o grupo controle ter
apresentado um comportamento ligeiramente maisfavoravel(menos
MOD e mais tecido 6sseo e mieloide). O menor efeito do flior na
inducdo da formacao 6ssea para este grupo, quando comparado
com o de ratosjovens, ji era esperado, devido ao menornimer de
células osteoprogenitoras e/ou osteoblastos indiferenciados em
animais velhos, bem como em consequéncia do metabolismo mais
lento. Quando se comparam os gruposde 90 e 365 dias (TABELAS 12,
13 e 14), s6 houve diferenca estatisticamente significante, com uma

menor quantidade de MOD e maior quantidade de tecido 6sseo e
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mieloide, para o subgrupo de 5 ppm F, devido ao efeito anabdlico
observado para osratosjovens.

Os resultados radiogrificos comoboraram as analises
mo rfomé tric as.

Um problema do presente trabalho foio fato de a racéo
empregada no estudo ter uma alta concentracdo de fldor,
chegando a fomeceruma dose didria de fliortrés vezes maior que
aquela comespondente 4 Agua com menorconcentracao de fldor(5
ppm). Acontaminacdo da ragdo com fldorja vem sendo descrta em
outros trabalhosrealizados pelo nosso grupo de pesquisa (BUZAIAF et
al, 2002, 2004)78. No Brasi,b ndo ha nenhuma marca comercial de
racdo com baixos teores de flior. Para se evitar este viés, duas
altemativas serniam possiveis: compra de uma racao purficada, de
baixo teor de flior (AIN-93) ou prepam desta racdo. A primeira
altemativa encarecera sobremaneira o trabalho, devido a
necessidade de importacao da racdo, que tem um alto custo. O
preparo desta racdo ja foi realizado anternormente em nosso
laboratorio, tendo resultado numa formulacdo com wuma
concentracdo de flior em tomo de 3,5 ug/g. No entanto, este
preparo é dificil, e o custo, apesarde menorquando comparado ao
da racao importada, também é elevado para estudos de design
longitudinal, como é o caso deste. Uma vez que os melhores
resultadosobtidosem termosde neoformacédo 6ssea ocomeram para
0 grupo que recebeu 5 ppm Fna agua, existe a possbiidade de que
se houvesse sido empregada uma racdo de baixo teor de flior,
poderam ter sido observados efeitos anabdlicos maiores para esta
concentracdo de fliorna agua, ou mesmo para a concentracao de
15 ppm F. De qualquerforma, a relevancia clnica destesresultados é
limitada, na medida em que os mesmos s6 foram obtidos para

animais jovens, e a maior necessilade do beneficio dos efeitos
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anabodlicos do flior em relacdo ao tecido 6sseo se faz sentir na
populacao mais velha, alvo da osteoporose. Desta forma, novos
estudos deveriam ser conduzidos de forma a se avalar as bases
moleculares do mecanismo de acdo e o uso clinico do fldior para o

tratamento da osteoporose.
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De acordo com o protocolo experimental do presente

estudo pode-se concluirque:

Houve um aumento significante na concentracao
de fldor no plasma dos ratos em funcdo da
concentracdo de flior na dgua de beber, tanto
para os ratos jovens quanto para os ratos velhos.
Thmbém houve uma tendéncia para aumento na
concentracdo plasmatica de flior em funcédo da
idade, embora s6 tenha havido significAncia para
0 grupo controle.

Houve um aumento na concentracdo de flior
encontrada na superficie do fé murcom o aumento
da concentracdo de fliorna dgua de beber, tanto
para os ratos jovens quanto para os ratos velhos.
Este aumento s6 foi estatisticamente signific ante
para ossubgruposde 15e 50 ppm Fem relacédo ao
controle, e para o subgrupo de 50 ppm F em
relacdo ao de 5 ppm F Houve ainda uma
tendéncia para um aumento na concentragcao de
flior em relacdo a idade, embora a diferengca sé6
tenha sido estatisticamente significante para o
subgrupo de 15 ppm F.

Houve um aumento na concentracdo de fldor
presente no fémur com o aumento da
concentracdo de fliorna agua de beber. Para o
subgrupo de 90 dias, s6 nao houve diferenca
significante para o grupo controle em relagcédo ao

de 5 ppm F, enquanto que para o subgrupo de 365
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dias s6 nao houve diferengca e statisticamente
sig nific ante entre ossubgruposde 5e 15 ppm F.

» Foiobservada uma comelagéo significante entre a
concentracdo de flior presente no plasma e a
presente na superficie do fémur, bem como entre
plasma e fémur, e supetficie do fémur e fémur,
tanto para os ratos jovens quanto para os ratos
velhos.

= A andlse morfométrica revelou uma maior
formacdao oO6ssea para os ratos jovens, que
receberam 5 ppm Fna d4gua de beber, embora
nao tenha havido significAncia, enquanto houve
um prejuizo significante na formacao 6ssea para
aqueles que receberam 50 ppm F. Para os ratos
velhos, ndo houve diferenca significante entre os
subgrupos. As observacdes radiologicas

confiimaram osachadosmorfométricos.
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ABSTRACT

Effects of various fluoride concentrations on ectopic bone formation in

young and old rats

This study evaluated the effects of varous fluoride (F) concentrations
(0, 5, 15 and 50 ppm) on ectopic bone formation in young and old
rats. Eighty male Wistar rats were received as weanlings and were
assigned to 4 groups (n=20/gr), which differed according to the F
concentration they received in the drnking water. Groups 1, 2, 3 and
4 received water containing O(control), 5, 15 and 50 mg FL
respectively. When half of the rats were 90 days old, demineralized
bone was implanted. The animals were killed 28 days after and
implant, plasma and femur were collected. The other rats received
demineralized bone matrx implants when they were 365 daysold and
were also killed 28 days after. The femur sufface was analyzed for F
with the ion-specific electrode. The femur ash and the plasma were
analyzed for F with the ion specific electrode, following HMDS
faciltated diffusion. The implants were analysed by histomormphome try
and radiography. Data were tested for statistically significant
differences by ANOVA and Tukey’s test, £ test and lnear regression
(p<0.05). Mean plasma F concentrations (ug/mD) for 90-day-old rats
were 0.025+0.002a, 0.037+0.007ab, 0.057+0.011b and 0.145+0.029c,
femur surface F concentrations (nug/g) were 564 +122a, 961+357ab,
1415+546bc and 3194+502c¢ and femur Fconcentrations (ng/g) were
207+21a, 481+76a, 1217+188b and 2735+355¢c, forgrmoups 1, 2, 3 and 4
respectively. For 365 -day-old rats, plasma (ug/mD F concentrations
were 0.031+£0.003a, 0.045+0.010ab, 0.063+0.016b and 0.118+0.026¢,
femur surfface F concentration (ug/g) were 675+120a, 1298+426ab,
2140+681bc and 3870+843c and femur F concentrations (ng/g) were
694+152a, 1376+583b, 1732+564b and 4494+343c respectively.
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Sig nificant positive comelations were found between plasma and
femur surface (r=0.89; p<0.0001 F and r=0.87; p<0.0001), plasma and
femur (r=0.91; p<0.0001 and r=0.82; p<0.0001) and femur surface and
femur (r=0.92; p<0.0001 and r=0.84; p<0.0001) for 90 and 365 day old
rats respectively. The mormphometrc analysesindicated an increase in
bone formation for youngerrats that received 5 ppm Fin the drinking
water but this was not statistic ally significant. The younger rats that
received 50 ppm F showed a significant impaiiment on the bone
formation. The bone formation was not significantly different among
the older rats. The results suggest that lower doses of fluoride in the
drnking water may have an anabolic effects on bone formation in

youngerrats.
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