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Yamaguti PM. Estudo da administragdo de fluor e o estresse oxidativo em glandulas
salivares de ratos [Tese de Doutorado]. S&do Paulo: Faculdade de Odontologia da
USP; 2009.

RESUMO

O fluoreto (F) € um axioma toxicolégico. Embora seja indiscutivel a importancia da
sua utilizagdo na prevencao de carie, muito se discute a respeito da racionalizagao
do seu uso em termos da sua toxicidade e beneficios. Muitos trabalhos sugerem que
o F em diferentes concentragcdes induz o estresse oxidativo em diversos tecidos de
diferentes animais experimentais. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia da administracdo do fluoreto de sédio (NaF) em dois protocolos
experimentais, um agudo e outro a longo termo, em alguns parametros indicativos
do estresse oxidativo nas glandulas submandibular (SM) e parétida (PA) de ratos.
No experimento agudo, os animais do grupo experimental foram tratados com uma
dose unica intraperitoneal de NaF (15 mg F/kg p.c.), enquanto que os animais do
grupo controle receberam dose equivalente de NaCl a 0,9%. Os animais foram
sacrificados 1, 3, 6, 12 e 24 horas apos a injegcao. Ja no experimento a longo termo,
os ratos do grupo experimental foram tratados com 100 ppm de F" adicionados na
agua de beber por 30, 60 e 90 dias; enquanto que o grupo controle recebeu agua
proveniente do sistema de abastecimento publico. Apds o periodo experimental, os
animais foram eutanasiados e as glandulas salivares SM e PA foram removidas,
além do sangue, que também foi coletado. Foi estudada a atividade das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), além da determinacéo

dos niveis de peroxidacgéao lipidica (MDA), proteinas totais e glicose sanguinea. Os



resultados mostraram um aumento da glicemia dos animais que receberam o NaF,
tanto no experimento agudo como no experimento a longo termo. Além disso, o F
interferiu no sistema de defesa antioxidante das glandulas salivares de ratos. Tanto
a SOD como a CAT, apresentaram alteragdes nas suas atividades em ambas
glandulas, SM e PA, no experimento agudo e a longo prazo. Os niveis de
peroxidacgao lipidica aumentaram nos animais do grupo experimental e este aumento
foi observado tanto nas amostras de sangue como nas glandulas SM e PA de
ambos o0s protocolos experimentais. Ndo foram observadas alteragdes na
concentracéo de proteinas de ambas as glandulas, SM e PA, no experimento agudo.
Ja no experimento a longo prazo, o F provocou aumento da concentragcdo de
proteinas na glandula SM apés 90 dias e diminuigdo deste conteudo na glandula PA
apos 30 e 60 dias. Os resultados obtidos sugerem que F provocou alteragdes no
sistema de defesa antioxidante e aumentou os niveis de peroxidagéo lipidica no

sangue e nas glandulas salivares SM e PA de ratos.

Palavras-Chave: Bioquimica oral — Glandulas salivares — Fluoreto — Estresse

oxidativo — Peroxidagao lipidica



Yamaguti PM. Study of fluoride-induced oxidative stress in salivary glands of rats
[Tese de Doutorado]. Sdo Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2009.

ABSTRACT

Fluoride (F) is a toxicological axiom. Many reports have proposed that in varying
concentrations, F induces increased reactive oxygen species generation, enhanced
lipid peroxidation and impairs the antioxidant enzyme defence system in blood and
tissues of experimental animals causing several biochemical alterations. Although
the most pronounced effects of F intake are manifested in bones and teeth, soft
tissues are also affected. Due to the paucity of reports investigating the short- and
long-term effects of varied doses of F on soft tissues, especially salivary glands, this
study aimed to evaluate the acute and long-term effects of sodium fluoride (NaF)
exposure on antioxidant enzyme defence system and lipid peroxidation in the
submandibular (SM) and parotid (PA) salivary glands of rats. For the acute
investigation, the experimental groups of rats were injected intraperitoneally with NaF
solution (15 mg F/kg b.w.), while control groups were administered the same volume
of sodium chloride solution (0,9%). The animals were euthanized in groups 1, 3, 6, 12
and 24 hours after injection. To evaluate long-term exposure effects, experimental
groups of rats were administered 100 pmm F"in their drinking water for 30, 60 and 90
days. The control groups were provided with untreated tap water over the same
periods. In all groups, after euthanization the SM and PA glands of each rat were
extracted and analyzed for superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
activities, malondialdehyde (MDA), protein and blood glycemia content. For both

acute and long-term experiments, the experimental groups demonstrated higher



levels of glycemia, altered levels of SOD and CAT in both glands, and increased
levels of MDA in blood and salivary tissues of both glands. There were no differences
in protein content for the acute experiment, but in the long-term experiment,
increased protein levels were observed after 90 days in the SM gland and decreased
protein levels were observed in the PA gland after 30 and 60 days. These results
suggest that F impaired the antioxidant defence system and enhanced the levels of

MDA in blood and SM and PA salivary glands of rats.

Keywords: Oral biochemistry — Salivary glands — Fluoride — Oxidative stress — Lipid

peroxidation
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1 INTRODUCAO

O efeito benéfico do fluoreto (F) no controle da céarie dentéaria foi descoberto
casualmente nas primeiras décadas do século XX (FAGIN, 2008) e, desde entao,
este ion vem sendo um grande aliado na prevencéo desta doenca na Odontologia.
Sua introducdo na Odontologia ocorreu de forma curiosa, pois através de seus
efeitos deletérios na aparéncia do esmalte dental, a fluorose dental, € que houve o
interesse inicial e, posteriormente, a descoberta de seus beneficios anticéarie
(FEJERSKOV; EKSTRAND; BURT, 1996; MURRAY; RUGG-GUNN; JENKINS,
1991; WHITFORD, 1989).

Muitas razdes contribuem para o sucesso do seu uso, como baixo custo,
eficacia e ampla variedade de métodos pelos quais ele pode ser utilizado
(BUZALAF; CURY; WHITFORD, 2001; SMITH, 1985). De acordo com as
recomendacdes do relatério do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos
Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention - CDC) (2001), a
fluoretacdo das aguas é destacada como a maneira mais segura, efetiva e
econdmica de prevencédo da céarie dentaria, abrangendo pessoas de todas as idades
e niveis sociais e, por isso, € considerada como uma das dez medidas de maior
impacto em saude publica.

Contudo, como qualquer substancia farmacologicamente ativa, seu uso deve
ser racionalizado, visando maximizar seus efeitos benéficos e minimizar seus efeitos
adversos (SMITH, 1985). A exposicédo a elevadas quantidades de F pode provocar
reacoes adversas, de intensidade e forma de manifestacdo dose-dependentes

(BUZALAF, 2008; FEJERSKOV; EKSTRAND; BURT, 1996; WHITFORD, 1989).
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Entre elas, podemos citar desde a fluorose dentéria, até a fluorose esquelética e
mesmo a morte, em situacbes extremas (DUXBURY; LEACH; DUXBURY, 1982,
WHITFORD, 1989).

Embora os efeitos mais pronunciados consequentes da ingestao do F sejam
manifestados principalmente nos dentes e 0ssos, o F também atravessa as
membranas celulares atingindo os tecidos moles (ARMSTRONG; SINGER, 1980;
MOUNSOUR; KRUGER, 1985; REDDY et al., 2003)

As glandulas salivares sao importantes 0rgaos secretorios responsaveis pela
manutencado da homeostase na cavidade oral. O F provoca alteracées em processos
fisioldgicos e bioquimicos do organismo, entre 0os quais, 0 metabolismo de glicose
(DA MOTTA; DE SOUZA; NICOLAU, 1999) e glicogénio (NICOLAU; RIBEIRO,
1992), processos secretorios (WHITFORD; ALLMANN; SHAHED, 1987), além de
danos no sistema antioxidante (CHLUBEK, 2003a, 2003b; RZEUSKI; CHLUBEK;
MACHOY, 1998).

A respiracdo celular e o consequente consumo de oxigénio oferecem
vantagem metabodlica sobre a vida anaerObica, pois a oxidacdo completa de
combustiveis moleculares, como glicose e acidos graxos pode produzir quantidades
consideraveis de energia livre que é convertida em ATP. Todavia, 0 metabolismo do
oxigénio também gera uma série de subprodutos reativos e potencialmente toxicos
conhecidos como radicais livres. O estresse oxidativo € um dano biomolecular
resultante do ataque de espécies reativas (ER) nos constituintes do organismo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Entre as ER, as espécies reativas de oxigénio
(EROs) tém papel fundamental no dano, pois sdo altamente reativas (WINYARD;

MOODY; JACOB, 2005). A partir do primeiro radical do oxigénio — resultado da

reducdo de um elétron do oxigénio molecular — o radical &nion superéxido (O5),
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podem se formar varias espécies secundarias que disparam reacfes em cadeia que,
por sua vez, amplificam o processo e ocasionam a oxidacdo das biomoléculas,
incluindo proteinas, lipideos, acidos nucléicos e agucares, conduzindo a alteracbes
nas suas funcdes biolégicas que podem provocar danos celulares. Além disso, as
EROs vém sendo consideradas importantes mediadores patologicos em diversas
doencas (BLASZCZYK et al., 2008; GUO; SUN; SUN, 2003; ZHAN et al., 2005).
Quando reagem com grupos metileno de acidos graxos poliinsaturados, iniciam a
peroxidacdo da membrana lipidica e produzem o malondialdeido (MDA) como um
dos produtos finais. A peroxidacédo lipidica provoca danos celulares que culminam
com a morte celular por apoptose ou necrose. A determinacdo dos niveis de MDA é
um bom indicativo para mensuracao dos niveis de peroxidacao lipidica (CHLUBEK,
2003a; GROTTO et al., 2009).

Os organismos vivos possuem um amplo sistema de defesa antioxidante
para proteger-se contra a acao prejudicial das EROs, que incluem componentes
enzimaticos, como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), tioredoxina redutase e ndo-enzimaticos, como as vitaminas (A, E
e C), carotenoides, proteinas, lipideos, glutationa (GSH), tioredoxina, albumina,
melatonina, entre outros (ABDALLA, 1993; AUGUSTO, 2006; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

O F por ser um inibidor/ativador de inumeras enzimas (HODGE; SMITH,
1965), vem sendo intensamente estudado na sua influéncia na geracédo de EROs, na
peroxidacao lipidica e alteracbes no sistema antioxidante, porém os dados
disponiveis na literatura com relacdo as glandulas salivares ainda sdo escassos,

razdo esta que nos leva a busca por respostas neste estudo.



19

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Oion fluor

O ion fluor ou fluoreto (F) € um componente natural da biosfera, sendo o 13°
elemento mais abundante encontrado na crosta terrestre (CHLUBEK, 2003b). O F é
liberado ao meio ambiente principalmente através da atividade vulcanica e,
consequentemente, € transportado para os demais compartimentos, ar e agua,
retornando a superficie terrestre através da sua deposi¢cdo na forma de poeira,
chuva ou neve. Além disso, fontes antropogénicas, como as industrias de fabricagcao
de vidros, ceramicas, tijolos, pesticidas, fertilizantes, entre outras, contribuem para a
emissdo de F (FEJERSKOV; EKSTRAND; BURT, 1996; ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2002). A dispersdo do F no meio ambiente esta representada na Figura

2.1.

Fontes

_; Rios, lagos, ens :
:| lengois freaticos s l
| i Biota
: . | Sedimentos
Y /
Oceano
Vulcdes — Rachas Restos de

‘ matéria organica

Figura 2.1 - Representagédo esquematica da distribuicdo do fluoreto (adaptado do relatério da OMS,
2002)
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2.1.1 Absorgao, distribuicdo e excrecéo do fluoreto no organismo

Uma vez ingerido, o F & rapidamente absorvido pelo trato gastro-intestinal,
fato este que o distingue dos demais halégenos e outras substancias (WHITFORD,

1989).

Salva

Fluoreto ~—>§K) }? / ( Yt Tecidos Moles
et )

l

Distribuigcao

(7>

/’\ {
/Q |
UL

Tecidos Mineralizados

" ) p,
&} Excregdo ()}\
Y

o '

Urina

Figura 2.2 - Representagdo esquematica do metabolismo do fluoreto no organismo (FEJERSKOV;
EKSTRAND; BURT, 1996)

Sua absorgdo ocorre por difusdo passiva, ndao sendo influenciada por
alteragdes de temperatura ou pela agao de inibidores metabdlicos (FEJERSKOV;
EKSTRAND; BURT, 1996). O mecanismo e a taxa de absor¢ao do F é determinada
pela acidez gastrica, pelo conteudo gastrico e pela rapidez do esvaziamento gastrico

para o intestino delgado. Outros fatores determinantes na absor¢do do F sdo a
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ingestdo do ion com outros alimentos, a acidez do produto fluoretado e a sua forma
de administragdo (HODGE; SMITH, 1965; WHITFORD, 1989).

A absor¢ado no estbmago esta diretamente relacionada o seu pH, ou seja,
quanto maior a acidez, mais rapida sera sua absor¢do e maior sera o pico
plasmatico. No intestino, por sua vez, a absor¢cédo do F €& independente do pH e
ocorre essencialmente na forma de ions que atravessam o epitélio intestinal via
canais paracelulares das jungdes intercelulares. De fato, aproximadamente 25% da
absorcao do F é realizada no estbmago, enquanto que 75% acontece no intestino
(BUZALAF, 2008; FEJERSKOV; EKSTRAND; BURT, 1996; WHITFORD, 1989).

O F se distribui rapidamente pelo organismo. Do ponto de vista
farmacocinético, o plasma sanguineo € considerado o compartimento central a partir
do qual o F sera distribuido pelo organismo e posteriormente eliminado
(FEJERSKOV; EKSTRAND; BURT, 1996) (Figura 2.2). O pico plasmatico
geralmente ocorre durante a primeira hora apds sua ingestao. O periodo em que o
pico é atingido independe da quantidade de F ingerida (BUZALAF, 2008). Ja a
concentracédo de F neste pico depende da quantidade ingerida, da proporgdo de
absor¢ao, do volume de distribuicdo e das proporgdes de “clearance” do F presente
no plasma pelos rins e pelo esqueleto. O aumento nos niveis plasmaticos de F é
contra-balanceado pela sua distribuicdo nos fluidos intersticial e intracelular,
incorporagdo nos tecidos mineralizados e excregcdao renal (FEJERSKOV;
EKSTRAND; BURT, 1996; WHITFORD, 1989, 1990) (Figura 2.3).

Aproximadamente 99% do F retido no organismo esta associado aos tecidos
mineralizados, principalmente ossos, mas também ao esmalte e a dentina. No
entanto, o F ndo se liga irreversivelmente ao tecido 6sseo, sendo liberado durante o

processo de remodelagdo 6ssea. Este “pool” de F permite a migragado do ion, que
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pode ser rapidamente trocado, isoionicamente ou heteroionicamente (com outros
anions do fluido extracelular), dependendo das concentragdes relativas no fluido

extracelular (WHITFORD, 1989).

ABSORCAO

- DO FLUORETO
ESMALTE

—
W rblgggs .....
\~
= + FEZES
g - —
—_——
5 TECIDOS PLASMA | == _u.flﬁﬁl??foos |
EC = IC '
a | - i
+
SUOR
URINA
] 1 1 —_—

HORAS

Figura 2.3 - Curva de concentragdo plasmatica do fluoreto apds ingestdo do ion. O pico ocorre
normalmente apds 1 hora e depende de diversos fatores como a absorgcédo no trato
gastro-intestinal, distribuicdo para o plasma, excregdo através da urina e captagao
pelos tecidos mineralizados (WHITFORD, 1990)

Nos tecidos moles, o F rapidamente estabelece um estado estacionario de
distribuicao entre os fluidos extracelular e intracelular, isto €, mesmo se os niveis de
F nao forem idénticos nos dois compartimentos, ocorre um aumento ou uma
diminuicao simultanea e proporcional dos niveis de F entre eles (WHITFORD, 1989).
As alteragdes provocadas pelo F nos tecidos moles incluem seus efeitos no figado
(SHANTHAKUMARI; SRINIVASALU; SUBRAMANIAN, 2004; SHAYIQ; RAZA;
KIDWAI, 1986; SINGH; KANWAR, 1981; SONI; KACHOLE; PAWAR, 1984), cérebro

(MULLENIX et al., 1995; SHAYI1Q; RAZA; KIDWAI, 1986), rins (SHANTHAKUMARI;
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SRINIVASALU; SUBRAMANIAN, 2004; SINGH; KANWAR, 1981; SONI; KACHOLE;
PAWAR, 1984), intestino (SHAYIQ; RAZA; KIDWAI, 1986; SONI; KACHOLE;
PAWAR, 1984), pulmdes (SONI; KACHOLE; PAWAR, 1984), glandulas salivares
(ALLMANN; KLEINER, 1980; ALLMANN; SHAHED, 1987; DA MOTTA; DE SOUZA;
NICOLAU, 1999; NICOLAU; RIBEIRO, 1992; SHAHED; ALLMANN, 1988), entre
outros 6érgéaos.

O F que foi absorvido sera excretado principalmente pela urina nas 24 horas
seguintes a sua ingestao, enquanto que, menos de 20% o sera pelas fezes. O rim
representa a maior rota de remog¢ao do F do corpo € o mecanismo de excreg¢ao renal
€ caracterizado pela filtragcdo no glomérulo, seguida por varios niveis de reabsor¢ao

tubular (FEJERSKOV; EKSTRAND; BURT, 1996; WHITFORD, 1989).

2.1.2 Toxicidade aguda

Assim como acontece virtualmente para todas as substancias as quais o
homem esta exposto, a exposigdo a altas quantidades de F pode causar efeitos
adversos (BUZALAF, 2008; WHITFORD, 1989).

Em geral, os casos de intoxicacdo aguda estdo relacionados a ingestao
acidental do F (DUXBURY; LEACH; DUXBURY, 1982; HODGE; SMITH, 1965;
SPOERKE; BENNETT; GULLEKSON, 1980; YOLKEN; KONECNY; McCARTHY,
1976). Um dos acidentes mais conhecidos ocorreu no Hospital Estadual de Oregon,
onde, aproximadamente, 40 litros de ovos mexidos foram preparados erroneamente

com 7,7 kg de fluoreto de sédio (NaF), ao invés de leite em pd. Os bem conhecidos
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sinais e sintomas ocorreram rapidamente: desde salivagdo, nauseas, hematémese
(presenca de sangue no vomito), dores abdominais, diarréia, palidez, fraqueza,
respiragdo ofegante, pele fria e uUmida, cianose, papilas dilatadas, alteracdes
musculares (espasmos e paralisia muscular) até a morte, que ocorreu num periodo
de 2 até 20 horas apds a ingestdo do F; dos 263 casos de envenenamento agudo,
47 foram fatais (LIDBECK; HILL; BEEMAN, 1943). Watson et al. (2004) compilaram
relatos de intoxicagdo por F registrados em centros de controle de envenenamento
nos Estados Unidos entre os anos de 2000 e 2003. Em cada um dos anos, foram
apresentados mais de 30.000 relatos; destes, 80% estava relacionado ao uso de
dentifricios e solugdes para bochecho fluoretadas e, aproximadamente 90%,
envolvia criangas pequenas, indicando que os produtos odontolégicos mais
comumente utilizados se constituem em uma fonte potencial de toxicidade.

Apesar da maior parte do F ingerido ser incorporado pelos tecidos
mineralizados, baixas concentragdes desse elemento trago sdo capazes de alterar o
metabolismo e a atividade de varias enzimas nos tecidos moles (PILLAI; MATHAI;
DESHMUKH, 1988). Whitford (1989) relata que o F interfere nas principais vias
metabdlicas do sistema bioldgico, funcionando como um potente inibidor de muitas
enzimas. O autor afirma também que somente uma pequena quantidade do ion
pode ser tolerada por qualquer célula viva, podendo causar varias alteragbes
bioquimicas e por isto foi utilizado como uma ferramenta importante para estudar a
via glicolitica.

A literatura apresenta muitos estudos a respeito do F, porém o mecanismo
pleo qual ele exerce seus efeitos ainda é desconhecido, o que torna ainda mais
dificil de se estabelecer qual seria a faixa de ingestdo segura desta substancia. A

dose certamente letal (DL4oo) seria de 5 — 10 g de NaF para um individuo de 70 kg;
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pelo fato do NaF apresentar 45,2% de F, a dose seria de 32 a 64 mg F'/kg (HODGE;
SMITH, 1965). Ja a dose aguda de F que pode causar toxicidade sistémica grave é
de 5 mg F'/kg de peso corporeo (p.c.); esta € conhecida como “dose tdxica provavel’
ou DTP (WHITFORD, 1989). Porém, os efeitos sistémicos da exposicdo aguda a
altas doses de F estdo diretamente relacionados a suas concentracdes no plasma e
orgaos-alvo, além disso, fatores como idade, condicdo acido-basica e tipo de
composto quimico também influenciam na sua toxicidade e, em fungéo das diversas
variaveis que podem influenciar a intoxicagdo aguda por F, n&o existe um consenso
a respeito da dose fatal. No caso de animais de laboratério, os dados ainda sao
controversos. De Lopez, Smith e Hodge (1976) determinaram que a Dose Letal
Média (DLsp) para ratas pesando 80, 150 ou 250 g, quando tratadas com NaF
através de intubac&o estomacal foi de 54, 52 e 31 mg F’/kg p.c., respectivamente, e
concluiram que as ratas com maior peso eram mais susceptiveis a intoxicacao
aguda por F, além de apresentarem um maior grau de saturacdo do ion em seus
esqueletos. Ja Singer, Armstrong e Ophaug (1978) administraram trés diferentes
concentracdes de NaF, 15, 20 e 25 mg F/kg p.c., em ratos de forma intraperitonial e
observaram que a dose de 25 mg F'/kg p.c., provocou a morte em todos os animais
apo6s 1 hora da injegao; ja os animais que receberam as doses de 15 ou 20 mg F/kg

p.c. sobreviveram apesar de apresentaram altas concentracbes de F no plasma

apo6s 10 minutos.

2.1.3 Toxicidade crbnica
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O uso do F em varias areas da Medicina, principalmente na Odontologia,
assim como sua utilizacdo na agricultura e industria, tornou-se muito popular na
segunda metade do século XX. Depois que foi observado que, comunidades com
agua naturalmente fluoretada tém menor incidéncia de carie, muitos paises iniciaram
programas de fluoretagéo artificial da agua, na qual aproximadamente 1 ppm de F é
adicionado na agua de beber (DEAN, 1938).

Desde entdo, varios estudos sobre o efeito do F na saude bucal tém sido
realizados. Se por um lado o uso do F tem promovido melhorias na saude bucal e na
qualidade de vida através da reducao dos indices de carie, por outro lado, a maior
exposicao ao F na era moderna tem contribuido para o aumento na prevaléncia de
fluorose dentaria (BURT, 1995). Os efeitos colaterais da ingestdo crénica excessiva
de F ocorrem pela administragcdo de doses pequenas e constantes, atingindo
principalmente os tecidos mineralizados, podendo provocar fluorose dentaria e
esquelética (FEJERSKOV; EKSTRAND; BURT, 1996).

Embora os efeitos mais evidentes consequentes a ingestao crénica do F
sejam manifestados principalmente nos dentes e ossos, o F também atinge os
tecidos moles (MONSOUR; KRUGER, 1985; REDDY et al., 2003). Reagdes de
hipersensibilidade (GRIMBERG, 1974), insuficiéncia renal (HODGE; SMITH, 1965) e
anomalias congénitas (HODGE; SMITH, 1965) ja foram relatados como
consequéncia da ingestao crénica do F.

Essas alteragbes consequentes a ingestao crénica do F nos tecidos moles
vém sendo muito estudadas pois ocorrem, de certa forma, mais rapidamente do que
nos tecidos mineralizados. Entretanto, ndo existe um padrao de distribuigdo do F nos
diversos tecidos, pois existem diferencas no seu aporte sanglineo além de

caracteristicas funcionais e histologicas particulares (CHLUBEK, 2003b).
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Muitos estudos experimentais, principalmente em ratos, ja foram realizados
para avaliar as consequéncias apos intoxicacdo cronica pelo F em tecidos moles.
Hodge e Smith (1965) compilaram mais de setenta estudos realizados nos mais
diversos tecidos, como figado, rins, pulmdes, coragdo, pancreas, sangue, cérebro,
tiredide, estbmago, entre outros em ratos, coelhos, caes, aves, gansos, porcos e
bovinos e concluiram que, de forma geral, a exposi¢cdo ao F ndo provocou aumento
da sua concentracdo nos tecidos moles estudados (HODGE; SMITH, 1965). Num
estudo de 8 meses, Guan et al. (1989) observaram diminuicdo na atividade
enzimatica da GPx, aumento da peroxidacao lipidica e redugao nos niveis de GSH
no sangue de ratos macho e fémeas tratados com 30 ppm F na agua de beber.
Neste mesmo estudo, ndo foram observadas alteragdes na atividade da SOD,
fosfatase alcalina e da lactato desidrogenase e nos niveis de glicose, albumina e
hemoglobina. Wang et al. (2000), num estudo de 7 meses, concluiram que a dose de
100 ppm de F" na agua de beber provocou alteragdes nos lipideos da membrana dos
ratos, como provavel resultado do ataque de radicais livres. Utilizando o mesma
concentracado de F na agua de beber (100 ppm F°), Shivarajashankara et al. (2002)
sugerem que o F provocou aumento no estresse oxidativo e alterou a atividade de
enzimas antioxidantes no cérebro de ratos jovens. Redug¢ao no crescimento também
ja foi relatada em ratos que receberam 5 mg F'/kg/dia por 6 meses (TAYLOR et al.,

1961).

2.2 Radicais Livres
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Atomos apresentam um nucleo e os elétrons se movimentam ao redor deste
nucleo, normalmente em pares. Radical livre é qualquer espécie quimica capaz de
existir independentemente e que apresenta elétrons desemparelhados na sua
camada de valéncia (HALLIWELL, 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Os
elétrons desemparelhados alteram a reatividade quimica do atomo ou molécula e,
em geral, sdo muito instaveis, tém uma meia-vida muito curta (de minutos a
nanosegundos) e reagem de forma rapida e inespecifica com diversos compostos e
alvos celulares, podendo danificar DNA, proteinas, carboidratos e lipideos
(ABDALLA, 1993).

Os radicais livres podem ser gerados a partir de varias fontes, tais como
radiacdo solar, metabolismo de oxigénio, metabolismo de leucdcitos, respiragao
mitocondrial e reagdes metabdlicas intra e extracelulares (ABDALLA, 1993). Os
radicais livres mais importantes, do ponto de vista biologico, sdo aqueles derivados

do oxigénio, as espécies reativas de oxigénio (EROs) (PUNCHARD; KELLY, 1996).

2.2.1 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

As reacgdes oxidativas sao muito importantes para o metabolismo celular. A
redugdo completa do oxigénio a agua é acompanhada de uma alta liberacdo de
energia que pode, por ventura, gerar uma série de subprodutos reativos e
potencialmente toxicos, EROs. Estima-se que em torno de 1 a 5 % de todo o
oxigénio utilizado durante o metabolismo celular aerdbico tenha sua reducao

incompleta formando as EROs (HALLIWELL, 1994; PUNCHARD; KELLY, 1996).
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Convencionalmente, o oxigénio molecular (O3) é um birradical. Sua estrutura
eletrbnica apresenta capacidade limitada de reagir com biomoléculas, favorecendo
sua reducdo através da adigcdo de um elétron por vez, o que leva a geragao de
radicais de oxigénio. O O, pode dar origem a diversas EROs, seja por absorgao de
energia, seja por transferéncia de elétrons. Quando o O, no seu estado fundamental
(oxigénio triplete), absorve energia (luz ou radiacdo) e formam-se as espécies
excitadas denominadas de oxigénio singlete (‘AgO, e 'Yg'0,). Outra via de

formagao de EROs ¢é através da redugao tetravalente do O, a agua, resultando na
formacgao do radical anion superéxido (O, ), peréxido de hidrogénio (H2O;) e, por fim,

o radical hidroxil (OH’), considerado o mais reativo de todos (HALLIWELL,;

GUTTERIDGE, 2007) (Figura 2.4).
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Figura 2.4 - Reducao tetravalente do oxigénio molecular até a formacdo da agua. Durante este
processo, sdo formadas espécies reativas de oxigénio (EROs) (adaptado de
AUGUSTO, 2006)

Vale a pena lembrar, que EROs é um termo coletivo para espécies
radicalares e ndo-radicalares de oxigénio. As formas mais comuns de EROs estao
listadas na Tabela 2.1.

Portanto, a toxicidade do oxigénio depende da formagao dessas espécies
reativas (ER). Em condigdes fisioldgicas, a concentragdo dessas espécies dentro
das células é extremamente baixa e desempenha fung¢des reguladoras. Entretanto, o

aumento na geracdo de EROs provoca alteragbes nas fungdes bioldgicas de

moléculas provocando injurias celulares, resultando no estresse oxidativo
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(AUGUSTO, 2006). O estresse oxidativo € o dano biomolecular provocado pelo

ataque de ER aos constituintes do organismo (HALLIWELL, 2007).

Tabela 2.1 — Espécies Reativas de Oxigénio

Radicais Nao-Radicais
Superoéxido, O Peroxido de Hidrogénio, H,O,
Hidroperoxil, HO, Peroxinitrito, ONOO™
Hidroxil, OH" Acido Peroxinitroso, ONOOH?
Peroxil, RO;, Acido Hipobromoso, HOBr®
Oxigénio singlete, '=g*0, Acido Hipocloroso, HOCIP
Alcoxil, RO* Oxigénio singlete, 'AgO,
Didéxido de carbono, CO; Ozbnio, O,

Muitos trabalhos vém investigando a relagao entre os efeitos toxicos do F e
o estresse oxidativo e, apesar da extensdo de informagbdes acumuladas, os dados
ainda s&o contraditorios.

Um dos efeitos mais destrutivos das EROs é a peroxidagao lipidica, que
pode levar a destruicdo da membrana celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007;

PUNCHARD; KELLY, 1996).

2.2.2 Peroxidacgao lipidica
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O processo de peroxidacgao lipidica € definido como uma reacdo em cadeia
mediada por radicais livres que resulta na deterioragdo oxidativa de lipideos
poliinsaturados (GROTTO et al., 2009). Os acidos graxos poliinsaturados sao
aqueles que apresentam duas ou mais duplas ligagées carbono-carbono e sado
importantes componentes da membrana, envolvendo células e organelas celulares
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O processo de peroxidacao lipidica pode ser dividido em 3 fases: iniciacao,

propagacao e terminacéao (Figura 2.5).
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Figura 2.5 - Processo de peroxidagéo lipidica

Os acido graxos poliinsaturados (a) s&o particularmente susceptiveis a
peroxidagdo, que se inicia com o ataque de espécies quimicas suficientemente
reativas para abstrair um atomo de hidrogénio de um carbono metileno (— CH; —) da
cadeia de um acido graxo. Uma vez que o atomo de hidrogénio tem apenas um
elétron, sua remogéo deixa um elétron desemparelhado no atomo de carbono ao
qual estava ligado, formando um radical lipidico (b). Ocorre o rearranjo das duplas
ligagdes resultando na formag&o de dienos conjugados (c). Em células aerdbicas, o

destino mais comum do radical de carbono é ser combinado com o O, para formar
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um radical peroxil (ROO®) (d). A propagagdo do processo de peroxidacgdo lipidica
ocorre quando o ROQO® ataca proteinas de membrana, retirando um hidrogénio de
um acido graxo adjacente para formar um hidroperéxido (ROOH) (e) ou um
endoperoxido lipidico (f). A formacdo de endoperéxidos em acidos graxos
insaturados contendo duplas ligagbes interrompidas por, pelo menos, 3 metilenos,
pode levar a formacéo de MDA (g) e outros aldeidos como produto de hidrdlise. Uma
vez iniciado, o processo de peroxidagao lipidica prossegue como uma reagdo em
cadeia de radical livre. A terminacao deste processo pode ocorrer como resultado da
reacdo com um outro radical, proteina ou composto formando um produto final
estavel (GROTTO et al., 2009; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A peroxidacao lipidica provoca alteragcdes principalmente em componentes
das membranas bioldgicas, resultando na diminuicdo da sua fluidez, interferéncia
nas funcbes de proteinas associadas as membranas, redugdo no suprimento de
energia, perda da seletividade ibnica, modificacbes na sua permeabilidade e
integridade e, consequentemente, perda das suas fung¢des essencias (COMPORTI,
1993).

Muitos autores sugerem que o F interfere no metabolismo lipidico de animais
experimentais. Em um estudo realizado em ratos, Hohenegger et al. (1986)
administraram oralmente uma dose diaria de 30 mg e 100 mg de NaF/kg p.c.
durante uma semana e observou uma redugdao no consumo de oxigénio, nenhuma
alteragcdo na secregao de triglicerideos e um aumento na sintese de acidos graxos
nos niveis plasmaticos dos dois grupos experimentais estudados. Um aumento dos
niveis de lipideos totais, fosfolipideos e triglicerideos também foi observado no
cérebro de coelhos machos e fémeas tratados subcutaneamente com 5, 10, 20 e 50

mg F/kg p.c./dia durante 100 dias (SHASHI, 1992). Em uma outra investigacao a
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longo termo, Wang et al. (2000) e Guan et al. (2000) relataram uma redugdo nos
niveis de fosfolipideos, acidos graxos insaturados e ubiquinona no figado e rins de
ratos, machos e fémeas, respectivamente, como resultado da peroxidagao lipidica

provocada pela ingestdo de 100 ppm F~ adicionados a agua de beber por 7 meses.

2.2.2.1 Malondialdeido

O malondialdeido (Figura 2.6), MDA, é um dialdeido de trés carbonos
altamente reativo produzido como resultado da peroxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados. O MDA reage com diversos residuos proteicos, além de outras
biomoléculas formando adutos que podem provocar alteragdes mutagénicas e
possivelmente carcinogénicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Os niveis
elevados de MDA estdo associados com diversas condi¢gdes patologicas, fazendo
com que o seu monitoramento em tecidos bioldégicos seja um importante indicativo

dos danos provocados pela peroxidagao lipidica (GROTTO et al., 2009).

Figura 2.6 - Estrutura molecular do malondialdeido (MDA)

Muitos trabalhos relatam que o F provoca alteragdes nos niveis de MDA em
diferentes tecidos de animais experimentais. Soni, Kachole e Pawar (1984),
observaram um aumento nos niveis de MDA em figado, pulmdes, testiculos, rins e

intestino de ratos tratados com uma dose intraperitoneal (i.p.) de NaF (5 mg de F'/kg
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p.c.) por 4 dias consecutivos. Também foi relatado um aumento nos niveis de MDA
por Inkielewicz e Krechniak (2004) nos rins, figado, cérebro e testiculos de ratos
tratados com 5 e 25 ppm F* (NaF) na agua de beber por 3 meses e, por Akdogan et
al. (2004) nos eritrécitos de coelhos tratados com 40 ppm F~ (NaF) por 70 dias na
agua de beber. Os resultados observados por Shivarajashankara et al. (2001)
corroboram com estes achados; os autores encontraram niveis de MDA aumentados
no cérebro, figado e nas células vermelhas de ratos tratados com 100 ppm de F
(NaF) na agua de beber por 4 meses. Por outro lado, Shayiq, Raza e Kidwai (1986)
verificaram que baixas concentragdes de F (5 a 20 mM NaF) inibem a formacéo de
MDA no cérebro, figado e intestino de ratos incubados por 1, 2 e 3 horas; a
diminuicdo da peroxidacao lipidica também foi observada na concentracdo de 50
mM de NaF no figado e intestino, mas n&o no cérebro, onde ocorreu aumento da
producdo de MDA. Nesta mesma investigagdo, os autores administraram NaF
oralmente por 30 e 60 dias (25 mg NaF/ kg p.c./dia) e observaram uma redu¢ao nos
niveis de MDA no intestino de ambos os grupos experimentais e nenhuma alteragao
no figado nem no cérebro dos grupos estudados. J&4 Reddy et al. (2003) nao
relataram nenhuma alteracdo nos niveis de MDA nas células vermelhas de humanos
expostos a 5 ppm F"(NaF) na agua de beber por 15 anos, nem em coelhos expostos
a 150 ppm F" na agua de beber por 6 meses. O mesmo foi verificado por Chlubek et
al. (2003) em pancreas de ratos administrados com 50 e 100 ppm de F (NaF) na

agua de beber durante 4 meses.
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2.2.3 Sistema antioxidante

O aumento na producdo de EROs provoca danos biomoleculares aos
constituintes do organismo, processo este denominado de estresse oxidativo. Para
combater os danos provocados pelo estresse oxidativo, o organismo dispde de um
sistema de defesa antioxidante (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Assim, antioxidante & definido como qualquer substancia que atrasa, previne
ou remove o0 dano oxidativo a uma molécula-alvo (HALLIWELL, 2007; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

O sistema de defesa antioxidante do organismo compreende a uma variada
gama de substancias que atuam em diferentes niveis. O sistema de defesa primario
impede a geragao de espécies reativas ou sequestram-nas de maneira a impedir a
sua interacdo com alvos celulares. E representado pelas enzimas antioxidantes,
quelantes, proteinas transportadoras e outras substancias, tais como o urato,
ascorbato, albumina, bilirrubina e carotendides. O sistema de defesa secundario
bloqueia a estapa de propagagao da cadeia radicalar sequestrando radicais
intermediarios e é representado pelo a-tocoferol, tocotriendis, flavondides e varios
antioxidantes sintéticos. O sistema de defesa terciario atua reparando lesdes
oxidativas no DNA, proteinas e lipideos, através do sistema de reparo do acido
desoxirribonucleico, das proteases e das lipases, respectivamente (ABDALLA, 1993;
HALLIWELL, 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A seguir, detalharemos duas enzimas antioxidantes de interesse para o

presente estudo.
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2.2.3.1 Superoxido dismutase (SOD)

A superdxido dismutase (SOD) é uma metaloproteina presente no
citoplasma celular e nos fluidos extracelulares de todos os organismos aerdbicos.
Existem duas isoformas intracelulares da SOD, a Cu,ZnSOD e a MnSOD e uma
extracelular, a EC-SOD (ABDALLA, 1993).

A Cu,ZnSOD é a principal SOD encontrada no meio intracelular. Apresenta
estrutura homodimérica com 32kDa; cada subunidade apresenta um sitio ativo
contendo um ion cobre e um ion zinco e esta presente no citoplasma e nucleo
celular. J& a MnSOD ¢é uma proteina homotetramera com 96kDa localizada
principalmente na matriz mitocondrial (Figura 2.7). A perda ou disfungédo tanto da
Cu,ZnSOD como da MnSOD esta associada a patologias associadas com as EROs
(FATTMAN; SCHAEFER; OURY, 2003). No caso, mutagdes na Cu,ZnSOD estao
relacionadas com a esclerose lateral amiotréfica (ROSEN et al.,, 1993), enquanto
que a perda da atividade da MnSOD esta associada com morte neonatal
(ROBINSON, 1998). A EC-SOD ¢é uma glicoproteina e se encontra principalmente na
matriz extracelular de mamiferos (MARKLUND, 1984). Esta presente na maioria dos
organismos na forma tetramera e, menos comumente, como um dimero e tem peso
molecular de aproximadamente 135.000 kDa. Acredita-se que a isoforma
extracelular esteja envolvida na sinalizagao de eventos induzidos pelo 6xido nitrico
e, em fungdo da sua localizagao, tem papel fundamental na prevencdo de danos
celulares e teciduais iniciados por EROs gerados extracelularmente (FATTMAN;

SCHAEFER; OURY, 2003) (Figura 2.8).
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Figura 2.7 - A esquerda, temos a estrutura dimérica da Cu,ZnSOD, com destaque para a

presenga dos ions Cu e Zn no seu sitio ativo (PARGE; HALLEWELL; TAINER,
1992); a direita, a estrutura tetramérica da MnSOD, com destaque para a presenga
do ion Mn em um dos seus sitios ativo (BORGSTAHL et al., 1992)

Figura 2.8 - Estrutura tetramérica da EC-SOD. Em destaque, os ions Cu e Zn no sitio ativo
(ANTONYUK, 2009)
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A SOD ¢é a primeira defesa celular contra o estresse oxidativo. Sdo enzimas
altamente eficazes na remocédo catalitca do O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). De maneira geral, as isoformas catalisam, essencialmente, a dismutagao do

0, em H;O, e O, (Figura 2.9).

20, +2H —**-H,0, + O,

Figura 2.9 - Reagado de dismutacdo do radical anion superdxido (O;) catalisada pela enzima
superoéxido dismutase

Este H,O, € entdo decomposto pelas enzimas GPx e CAT (RZEUSKI,
CHLUBEK; MACHOY, 1998).

Altas concentragdes de F provavelmente inibem a atividade da SOD
(CHLUBEK, 2003a; RZEUSKI; CHLUBEK; MACHOY, 1998;
SHIVARAJASHANKARA et al., 2001). Estudos realizados em humanos vivendo em
areas de fluorose endémica apresentaram diminuicdo na atividade da SOD (LI,
CAO, 1994). Efeitos similares em animais experimentais foram encontrados por
diversos autores (GUO; SUN; SUN, 2003; SHANTHAKUMARI; SRINIVASALU;
SUBRAMANIAN, 2004; ZHAN et al., 2005), contrariando os resultados de Reddy et

al. (2003).

2.2.3.2 Catalase
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A catalase (CAT) é uma hemeproteina citoplasmatica presente na maioria
das células aerdbicas. Nos animais esta presente em todos os tecidos,
principalmente no figado (hepatdcitos e peroxissomos) e nos eritrocitos (citoplasma).
A CAT presente nos eritrocitos auxilia na protecdo contra o H,O, gerado pela
dismutacédo do O; (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A CAT presente nos animais apresenta quatro subunidades, cada uma
contendo um grupamento Fe Il — heme ligado ao seu sitio ativo (REID et al., 1981).
O grupamento heme esta localizado a 20A abaixo da superficie molecular, sendo
acessivel apenas através de residuos hidrofébicos ligados a ele e isto previne o
acesso de outras moléculas que nao sejam o H,O,, pois € este o sitio metalico que
reage com o H,0O,. Cada subunidade também apresenta uma molécula de NADPH
ligada a ela (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; KIRKMAN; GAETANI, 1984, 2007)

(Figura 2.10).

(b)

Figura 2.10 - (a) Estrutura tetramérica da catalase (PUTNAM et al., 2000) e (b) sitio ativo da
catalase (KIRKMAN; GAETANI, 2007)
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A conversao do H,O, pela CAT (lIl) € uma reacdo de dismutagédo, onde um
H,O, é reduzido em H,O (I) e outro, € oxidado em O, (ll) (HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 2007).

FeQII)cataIase + H,0, —“— composto | +H,0 (1)
composto | +H,0, s FeQII) catalase + H,0 +0, (1)
2H,0, —¥=¢ > 24 0 + O, onde, (1)

Fe - catalase representa o atomo de ferro do grupo heme ligado a enzima.

Ao entrar no sitio ativo da CAT, uma molécula de H,O, oxida o ferro, de

FeQIl] a FeQV) formando O=FeQV) e, com isso, ocorre a liberacdo de uma molécula

de H,O. A espécie O=Fe6V) € muito oxidante e reage com uma segunda molécula

de H,0,, retirando-lhe um atomo de oxigénio. Forma-se assim uma segunda
molécula de H,O e o O,. O ion ferro volta ao estado de oxidagdo 3+ (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; KIRKMAN; GAETANI, 2007; VETRANO et al., 2005).

A atividade da CAT de células vegetais e animais (com excegado dos
eritrocitos) esta, em grande parte, localizada em organelas subcelulares com uma
unica membrana, os peroxissomos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A influéncia do F na atividade da catalase ja foi relatada por alguns autores
na literatura. Shantakumari, Srinivasalu e Subramanian (2004) observaram
diminuicdo na atividade da enzima no figado e rim de ratos bebendo 25 ppm F e
Vani e Reddy (2000) no cérebro e musculos de ratas tratadas com 20 mg F'/kg/p.c.

na forma de NaF. Por outro lado, Reddy et al. (2003) observaram nenhuma
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alteracdo na atividade da enzima em coelhos bebendo 150 ppm de F" durante 6

meses.

2.3 Glandulas salivares

As glandulas salivares sdo 6rgédos exdcrinos importantes para manter a
integridade dos tecidos orais, através da secrecdo salivar. As glandulas salivares
maiores se encontram aos pares e incluem as glandulas parotidas (PA),
submandibulares (SM) e sublinguais (SL), que sdo responsaveis por cerca de 90%
da producdo de saliva ndo estimulada, sendo os 10% restantes secretadas pelas
glandulas salivares menores (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001).

O F, na forma de NaF, aumenta a concentracdo de AMPc através da
estimulacdo da adenilato ciclase, o que pode influenciar a atividade fisioldgica e
metabdlica intracelular em ratos (KLEINER; MILLER; ALLMANN, 1979), promovendo
a secregao de amilase nas glandulas PA e de mucina nas glandulas SM (ALLMANN;
SHAHED, 1987), aumentando o conteudo de glicogénio na glandula SM (NICOLAU,
RIBEIRO, 1992) e, alterando a atividade de algumas enzimas do metabolismo de
carboidratos (DA MOTTA; DE SOUZA; NICOLAU, 1999).

Poucos estudos foram realizados investigando o papel dos radicais livres
nas glandulas salivares e na saliva. Nogueira et al. (2005) relataram o aumento de
MDA no sangue e na glandula SM de ratos diabéticos, enquanto nenhuma alteragao
foi observada na glandula PA; um aumento na atividade da enzima SOD e na

relacdo glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) foi observado na
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glandula SM de ratos tratados com isoproterenol (BARROSO; QUISSELL,;
COLEPICOLO, 2003); Nagler et al. (2002) observou que a secregédo salivar
proveniente da glandula PA apresenta parametros antioxidantes elevados em
relacdo a secrecdo das glandulas SM e SL. Entretanto, ndo existem dados
preliminares dos efeitos do F no estresse oxidativo das glandulas salivares e, com
base nos dados da literatura, € de extrema importancia o conhecimento do

comportamento do F para minimizacédo do seus efeitos tdxicos no ambiente oral.
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3 PROPOSICAO

Em raz&o da importancia do papel do F na Odontologia e, considerando a
escassez de informacgdes disponiveis na literatura, em relacdo a sua atuacdo no
estresse oxidativo das glandulas salivares, o objetivo do presente estudo foi avaliar
possiveis alteracdes no sistema antioxidante, através da atividade das enzimas SOD
e CAT, e determinar os niveis de peroxidacao lipidica em glandulas salivares de

ratos submetidos ao excesso de NaF em dois modelos experimentais:

- agudo, onde os animais foram tratados com dose Unica de inje¢éo i.p. de

NaF a 15 mg F/kg p.c.;

- alongo termo, onde os animais foram submetidos a ingestdo de 100 ppm

de F adicionados a agua de beber por 30, 60 e 90 dias.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos da pesquisa

Antes do inicio da pesquisa, os protocolos experimentais deste estudo foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (Sub-Comissdo de
Bioética de Animais) da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo
(FOUSP), com o parecer de aprovagdo numero 01/06, de 15 de fevereiro de 2006

(Anexo A).

4.2 Delineamento experimental

421 Animais

Foram utilizados cento e sessenta (160) ratos machos da linhagem Wistar
com dois meses de idade, pesando aproximadamente entre 220 — 270 g,
provenientes do Biotério do Centro de Pesquisa em Biologia Oral da FOUSP.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram acondicionados em

gaiolas individuais onde tiveram livre acesso a agua e alimento (ragao extrusada de
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forma cilindrica, marca Labina, Purina®, fabricado por Cargill Nutricdo Animal Ltda.,

Sao Paulo, Brasil).

Dois protocolos experimentais foram utilizados, um para avaliar o efeito da
administragcdo de uma unica injegao i.p. de NaF ao longo de um periodo de 24 horas
(experimento agudo) e outro para avaliar o efeito do NaF adicionado a agua de
beber durante 30, 60 e 90 dias (experimento a longo termo). Para isso, os ratos
foram escolhidos aleatoriamente e distribuidos em dois grupos, controle (C) e
experimental (F), que foram, entado, subdivididos, de acordo com o tratamento com

NaF recebido (Figura 4.1), a ser descrito a seguir.

12H 24H

Figura 4.1 - Distribuicao dos grupos experimentais utilizados neste estudo
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4.2.2 Tratamento com fluoreto de sodio

4.2.2.1 Experimento agudo

Neste tipo de experimento, os animais foram separados em gaiolas
individuais e deixados para aclimatizagdo por uma semana.

Apds 12 horas em jejum, os animais do grupo experimental foram tratados
com uma unica dose i.p. de solugdo de NaF (15 mg F'/kg de p.c.) e, em seguida,
eutanasiados 1 (F1H), 3 (F3H), 6 (F6H), 12 (F12H) ou 24 (F24H) horas apos a
injecdo. Ja ao grupo controle (C1H, C3H, C6H, C12H e C24H) foi administrada uma
dose equivalente de solugéo de cloreto de sodio (NaCl) a 0,9%.

O peso corpéreo dos animais de ambos os grupos, controle e experimental,

foi obtido no dia da eutanasia dos mesmos.

4.2.2.2 Experimento a longo termo

Neste tipo de experimento, os animais foram alocados em gaiolas individuais
durante uma semana para aclimatizagao. Decorrido este tempo, os animais do grupo
experimental foram submetidos ao tratamento com NaF (100 ppm F™) adicionado a
agua de beber. Os ratos foram eutanasiados 30 (F30D), 60 (F60D) ou 90 (FO0D)

dias apos o inicio do experimento. Ja os animais do grupo controle (C30D, C60D e
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C90D) receberam agua proveniente do sistema de abastecimento publico da cidade
de Sao Paulo, que apresenta niveis de F nao superiores a 1 ppm.

Durante todo o periodo experimental, o consumo de agua foi monitorado a
cada 2 dias, tanto no grupo controle, como no experimental. Os valores do peso

inicial (inicio do experimento) e final (dia da eutanasia) também foram coletados.

4.2.3 Obtencao e preparo das amostras

Apos a eutanasia dos animais, as glandulas salivares, SM e PA, foram
imediatamente removidas, limpas de tecido aderente e prensadas entre duas placas
de aluminio previamente resfriadas em gelo seco e, conservadas em freezer a -80°C

até o momento das analises (Figura 4.2).

(k)

Figura 4.2 - (a) remocao da glandula submandibular (SM) no rato; (b) glandula sendo prensada
entre as placas de aluminio; (c) tecido congelado, pronto para ser armazenado

No momento em que foram utilizadas, as glandulas SM e PA foram pesadas,
tomando-se o cuidado para ndo descongelarem, homogeneizadas a 10% em

solugado tampao de fosfato de sédio 50 mM pH 7,2 e centrifugadas a 1.540 x g por
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10 minutos a 4°C. Foram utilizados os sobrenadantes das amostras em todos os
protocolos experimentais.

Também foram coletadas amostras de sangue que foram preservadas em
tubos descartaveis de coleta de sangue contendo EDTA a 15% (Vacutainer®, BD
Brasil, Sdo Paulo, Brasil). As amostras de sangue obtidas foram analisadas em
relacdo aos niveis de glicose e peroxidacao lipidica no mesmo dia em que foram

coletadas.

4.3 Analises

Todos os ensaios descritos a seguir foram realizados em espectrofotémetro

(DU-800, Beckman, EUA) a 25°C.

4.3.1 Determinagao da glicose sanguinea

A determinacdo da glicemia foi feita pelo método da glicose oxidase +
peroxidase (PGO) de Bergmeyer e Bernt (1974). 50 yL de amostras de sangue
foram adicionados em tubos de plastico previamente resfriados e preservados em
gelo picado contendo 750 uL de agua deionizada. As amostras foram tratadas com
solugdes de Ba(OH); 0,3 N e ZnSO4 5%, promovendo a desproteinizagdo das

amostras. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por 15 minutos
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e 0 sobrenadante foi utilizado para a reacdo com a PGO. As leituras foram
realizadas a 460 nm em espectrofotbmetro e utilizaram a o-dianisidina como
substrato colorimétirco. Nesta metodologia a intensidade da cor formada é

proporcional a quantidade de glicose oxidada (Figura 4.3).

B-D-Glicose + H,0 + O, —Sfoeoddase 5 »eidg D-glucdnico + H,O,

Hzoz + DHZ Peroxidase ZHZO +D

Figura 4.3 - O H,0, é decomposto pela peroxidase e o O, liberado oxida o doador de hidrogénio
DH, (o-dianisidina), resultando no derivado D. A intensidade da cor formada a partir
de DH, é equivalente a concentragéo de glicose presente na amostra

4.3.2 Determinagao da atividade da superoxido dismutase

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método descrito por
Paoletti et al. (1986) e Paoletti e Mocali (1990). O meio de reagao (volume final de
1,1 mL) foi composto de tampao trietanolamina/dietanolamina (TEA-DEA) 100
mmol/L (pH 7,4), EDTA/MgCl, 2,27/1,14 mmol/L (pH 7,0), NADH 0,14 mmol/L e
100uL de amostra. A reagao foi acompanhada por um periodo inicial de 5 minutos e,
em seguida, mensurou-se a inibicao da atividade da enzima, através da oxidagao do
NADH pela adicdo de 0,91 mmol/L de mercaptoetanol na presenca de EDTA e
cloreto de manganés. As alteragdes na absorbancia foram acompanhadas a 340 nm
durante 15 minutos. Uma curva de atividade foi realizada através da substituicio da

amostra por igual volume de tampéo fosfato 50 mmol/L pH 7,2 (controle), onde foi
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determinada a atividade maxima da reacdo em cada leitura. O percentual de inibicdo
foi utilizado como indice da atividade da SOD e calculado como (Amin amostra/ Amin
atividade maxima) x 100, onde 1 unidade da atividade da SOD é definida como a
quantidade da enzima capaz de inibir 50% da taxa de oxidacdo observada pelo

controle (atividade maxima = sem presenga da enzima).

4.3.3 Determinagao da atividade da catalase

A atividade da catalase foi determinada pelo método de Aebi (1984) e Beers
e Sizer (1952), acompanhando a decomposig¢ao do H,O, (Figura 4.4) por 3 minutos

a 240 nm de absorbancia (e240 = 43,6 M".cm™).

ZHZOZ catalase ZHZO + 02

Figura 4.4 - Dismutagao do peréxido de hidrogénio pela catalase

O meio de reacgéao (volume final 1,0 mL) foi composto de tampao fosfato 50
mmol/L pH 7,2 e 2 uyL de amostra. A reacéo foi iniciada através da adicdo de H,0O,
100 mmol/L. Os valores foram expressos em mU/min/mg prot, onde uma unidade de
atividade da catalase é definida como a quantidade de enzima necessaria para

decompor 1 mmol de H,O2/min.



51

4.3.4 Determinacéo da peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada através da concentracdo de
malondialdeido (MDA), a partir da estimativa de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA) na amostra pelo método de Esterbauer e Cheeseman (1990).
Durante o processo de peroxidacéo lipidica sdo produzidos aldeidos sendo o MDA o
mais abundante. Nesta metodologia, cada molécula de MDA presente na amostra
reage com duas moléculas de TBA, resultando numa solugdo de coloragdo rosea
que pode ser detectada em espectrofotometro a 535 nm de absorbancia (Figura

4.5).
\r _ 0 ) R HO N _SH
> Z° c Y '
5 M > > ~
2 ' H, ! | \r ~ 2H,0

Figura 4.5 - Reacgéo do acido tiobarbitdrico (TBA) com o malondialdeido (MDA) formando o aduto
TBA-MDA, que apresenta coloragao résea

As amostras (sangue e tecidos) foram desproteinizadas através da adigéo
de acido tricloroacético (TCA) 20% e, em seguida, adicionou-se 2,6-di-terc-butil-4-
metilfenol 4% (BHT ou hidroxitolueno butilado). A adigdo de BHT evita a auto-
oxidacdo de lipideos, que € catalisada por metais durante o aquecimento com o
TBA. As amostras foram agitadas e permaneceram em gelo por 30 minutos.
Decorrido este periodo, foram centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos e ao

sobrenadante foi adicionado volume igual de TBA 0,7%. As amostras foram, entao,
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aquecidas a 95°C por 45 minutos e, em seguida, rapidamente resfriadas em gelo por

30 minutos. A concentracdo de MDA foi determinada utilizando-se o coeficiente de

extingdo molar de €535=153 mM'/cm™.

4.3.5 Determinagado da concentragao total de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al.
(1951). Este método consiste na adicdo de hidréxido de sédio e carbonato de calcio
as proteinas presentes nas glandulas salivares, além de sulfato de cobre e tartarato
de sodio, formando um complexo. Os aminoacidos fendlicos presentes neste
complexo apresentam pouca variagcdo em sua estrutura primaria e sao reduzidos
pelo reativo de Folin-Ciocalteu, resultando em uma coloragdo azulada. A intensidade
de coloragao da reacao formada foi, entdo, detectada em espectrofotbmetro a um
comprimento de onda de 660 nm. O conteudo de proteina total foi calculado por

meio de curva padrao determinada a partir de albumina bovina e expresso em ug/ml.

4.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA)
com 2 fatores (tratamento com NaF vs. tempo) para comparagao entre os grupos.

Em caso de diferengca estatisticamente significante, foi utilizado o teste
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complementar de Tukey para analisar onde as diferengas estavam presentes. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes adotando-se p < 0,05.
Os resultados estdo expressos como media = desvio padrao.

As diferencas estatisticamente significantes estdo representadas por um
asterisco para comparagdo entre o grupo controle e o grupo experimental
correspondente no mesmo tempo experimental; por letras maiusculas, comparando
somente 0s grupos controle entre si e, letras minusculas, comparando somente os

grupos experimentais entre si.
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5 RESULTADOS

5.1 Exposic¢édo aguda

A figura 5.1 representa a média dos valores da glicemia obtidos no momento
da eutanasia. A glicemia foi de 88,92 + 14,60 para o grupo controle e de 103,26 +
18,61 mg/dL para o grupo experimental. Foi observada diferenga estatisticamente
significante para o fator grupo, isto €, na comparagao entre os grupos controle e
experimental (p < 0,05). Entre os grupos experimentais, foi observado um pico nos
valores de glicemia no grupo de 3 horas (p < 0,05), que retornou a valores proximos
do grupo controle no tempo de 24 horas.

A figura 5.2 representa a média dos valores do peso corporal dos animais no
dia em que foi realizada a eutanasia dos mesmos. Os animais selecionados para o
presente estudo apresentaram peso médio de 242,00 + 3,41 e 238,60 + 3,27 g para
os grupos controle e experimental, respectivamente. Nao foram observadas
diferencgas estatisticamente significantes entre todos os grupos estudados (p = 0,05).

As figuras 5.3 e 5.4 representam a média dos valores da atividade especifica
da enzima SOD das glandulas SM e PA, respectivamente. A glandula SM
apresentou uma reducao da atividade, diferente estatisticamente do seu respectivo
grupo controle, nos tempos 1H, 12H e 24H (p < 0,05). A excecgao foi o grupo 3H que
apresentou um aumento significativo da atividade enzimatica de 45,67% em relagéo

ao seu controle (p < 0,05). Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa
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nos valores obtidos para a glandula PA; os valores obtidos para o grupo controle
foram 6,90 + 1,40 e, para o grupo experimental, 6,13 + 1,42 U/mg prot (p = 0,05).

As figuras 5.5 e 5.6 representam a média dos valores obtidos da atividade
especifica da CAT das glandulas SM e PA, respectivamente. Na glandula SM, os
valores obtidos para a atividade da CAT foram 11,18 £ 2,24 e 12,28 + 2,74
mU/min/mg prot para os grupos controle e experimental, respectivamente. Na
glandula PA, os valores obtidos para a atividade da CAT foram 5,61 + 0,88 e 5,13
0,79 mU/min/mg prot para os grupos controle e experimental, respectivamente.
Tanto a glandula SM como a PA, apresentaram diferenga estatisticamente
significante somente para o fator grupo, na comparagao entre os grupos controle e
experimental (p < 0,05).

A figura 5.7 representa a média da concentracdo de MDA nas amostras de
sangue. As figuras 5.8 e 5.9 representam a média da concentracdo de MDA das
glandulas SM e PA, respectivamente. Nas amostras sanguineas, os valores obtidos
para o grupo controle foram 76,07 + 16,23 e, para o grupo experimental, 93,12 +
20,13 pg/mL sangue; ja nas amostras glandulares, a SM apresentou os valores 1,72
+ 0,37 e 2,89 + 0,91 ug/mg prot para os grupos controle e experimental,
respectivamente; e a PA, 2,33 + 0,51 e 2,87 + 0,63 ug/mg prot, para os grupos
controle e experimental, respectivamente. O tratamento com NaF provocou aumento
da concentragcdo de MDA, tanto nas amostras sanguineas, como nas amostras
glandulares de SM e PA, na comparagao entre os grupos controle e experimental
(fator grupo, p < 0,05), indicando que o F aumentou a peroxidagao lipidica dos
tecidos estudados independente do tempo da inje¢cdo de NaF. Somente na glandula

SM que este acréscimo foi mais pronunciado: o aumento da peroxidacao lipidica foi
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de 91,33% apds 6 horas da injecao de NaF sendo sustentado nos grupos seguintes
de 12H (110,39%) e 24H (92,82%), em relagao ao seu controle (p < 0,05).

As figuras 5.10 e 5.11 representam a média da concentragdo de proteina
total das glandulas SM e PA, respectivamente. Os valores obtidos para a SM foram
10,67 =+ 0,85 e 10,93 + 1,02 mg/mL para os grupos controle e experimental,
respectivamente. Os valores obtidos para a PA foram 13,04 + 1,90 e 12,98 + 1,83
mg/mL para os grupos controle e experimental, respectivamente. Ambas as
glandulas, SM e PA, nao apresentaram qualquer diferenga entre os grupos

estudados para o parametro referido (p = 0,05).

5.2 Exposicdo alongo termo

A figura 5.12 representa a média dos valores da glicemia obtidos no
momento da eutanasia. A glicemia foi de 85,50 + 13,34 para o grupo controle e de
97,23 + 23,11 mg/dL para o grupo experimental. Foi observada diferenca
estatisticamente significante somente na comparagao entre os grupos controle e
experimental (fator grupo, p < 0,05), indicando que o F provocou o aumento da
glicemia no grupo experimental independente do periodo decorrido do tratamento
com NaF.

A figura 5.13 representa a média diaria de ingestdo de agua durante o
periodo experimental, 30, 60 ou 90 dias. O consumo diario de agua foi de 37,18 +
5,34 para o grupo controle e de 39,81 + 7,46 mL/dia para o grupo experimental. A

adicdo do NaF na agua de beber ndo provocou alteragdes no consumo diario de
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agua dos animais do grupo experimental, em todos os periodos experimentais (p =
0,05).

A figura 5.14 representa a média dos valores do peso corporal, inicial e final,
dos animais em cada periodo experimental (30, 60 ou 90 dias). Como ja era
esperado, foi observado ganho de peso dos animais ao final de cada periodo (p <
0,05). Nao foram observadas diferengas significantes entre os pesos iniciais dos
grupos controle e experimental (p = 0,05), nem para os pesos finais, dos grupos
controle e experimental (p = 0,05), indicando que o F nao alterou a evolugéo do peso
dos animais.

As figuras 5.15 e 5.16 representam as médias de peso das glandulas SM e
PA, respectivamente. A SM apresentou os valores 0,25 + 0,03 e 0,21 + 0,03 g para
0Ss grupos controle e experimental, respectivamente; e a PA, 0,32 + 0,04 e 0,28 £
0,04 g, para os grupos controle e experimental, respectivamente. A administragao do
NaF provocou diminuicdo do peso das glandulas SM e PA quando comparadas ao
respectivo grupo controle (p < 0,05). A glandula SM apresentou uma redugao de
peso no grupo experimental, em funcdo do periodo experimental decorrido,
significativa apos 60 (17,39%) e 90 (17,86%) dias em relagédo ao respectivo grupo
controle (p < 0,05). Ja na glandula PA, notou-se uma diminui¢ao do peso glandular
do grupo experimental de 15,63%, 12,90% e 6,25% para os grupos de 30, 60 e 90
dias, respectivamente, entretanto, estatisticamente diferente do grupo controle
apenas no grupo de 30 dias (p < 0,05).

As figuras 5.17 e 5.18 representam a média dos valores da atividade
especifica da enzima SOD das glandulas SM e PA, respectivamente. A SM
apresentou os valores 2,92 + 0,48 e 1,59 £ 0,36 U/mg prot para os grupos controle e

experimental, respectivamente; e a PA, 9,97 + 1,43 e 3,04 + 1,02 U/mg prot, para os
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grupos controle e experimental, respectivamente. A administragdo do NaF provocou
reducao da atividade da SOD do grupo experimental em ambas as glandulas (p <
0,05). Além disso, nossos resultados demonstraram que a glandula PA possui
atividade da SOD aproximadamente 3 vezes maior do que a glandula SM. Na
glandula SM, a diminuicdo da atividade nos grupos experimentais ocorreu de forma
constante, em todos os periodos experimentais, ou seja, apos 30 (41,96%), 60
(50,53%) e 90 (43,93%) dias do tratamento com NaF quando comparados aos
respectivos controle (p < 0,05). Ja na glandula PA, esta queda foi mais pronunciada
do que na glandula SM e, também, observada em todos os periodos experimentais,
em relacdo ao grupo controle respectivo, apos 30 (77,45%), 60 (60,92%) e 90
(70,52%) dias de tratamento, sendo mais marcante no grupo de 30 dias (p < 0,05).
As figuras 5.19 e 5.20 representam a média dos valores da atividade
especifica da enzima CAT das glandulas SM e PA, respectivamente. Na glandula
SM, os valores obtidos para a atividade da CAT foram 9,38 + 1,66 e 5,81 + 0,87
mU/min/mg prot para os grupos controle e experimental, respectivamente. Na
glandula PA, os valores obtidos para a atividade da CAT foram 4,42 + 0,63 e 3,27 *
0,47 mU/min/mg prot para os grupos controle e experimental, respectivamente. O
tratamento com NaF provocou redugcdo da atividade da CAT dos grupos
experimentais em ambas as glandulas (p < 0,05). Na glandula SM, a diminuigdo na
atividade foi progressiva, de 30,01%, 35,15% e 48,61% para os 30, 60 e 90 dias de
tratamento, respectivamente (p < 0,05). A resposta da glandula PA foi semelhante a
encontrada na SM, porém de forma menos expressiva. Quando comparados ao seu
respectivo controle, verificou-se uma queda de 27,76%, 25,61% e 24,61% da

atividade enzimatica nos grupo 30, 60 e 90 dias, respectivamente (p < 0,05).



59

A figura 5.21 representa a média da concentragao de MDA nas amostras de
sangue. As figuras 5.22 e 5.23 representam a média da concentragdo de MDA das
glandulas SM e PA, respectivamente. Nas amostras sanguineas, os valores obtidos
para o grupo controle foram 37,53 + 10,09 e, para o grupo experimental 47,60 +
12,38 ug/mL sangue; ja nas amostras glandulares, a SM apresentou os valores 1,06
+ 0,27 e 2,20 + 0,78 ug/mg prot para os grupos controle e experimental,
respectivamente; e a PA, 1,24 + 0,32 e 1,70 + 0,42 ug/mg prot, para os grupos
controle e experimental, respectivamente. Tanto nas amostras de sangue como nas
amostras glandulares, o NaF provocou aumento da concentragdao de MDA nos
grupos experimentais (p < 0,05). No sangue, a concentragao de MDA foi maior em
13,94% no grupo experimental em relagdo ao seu controle no periodo de 30 dias e
continou-se elevando apés 60 (30,86%) e 90 (35,45%) dias de tratamento com NaF,
contudo as diferengas significativas se deram apenas na comparagao entre grupos
(controle vs. experimental). A concentragao de MDA na glandula SM apresentou um
aumento bastante acentuado em relagdo ao grupo controle no grupo de 30 dias
(180,80%) e uma elevacéo significativa (90,90%) no grupo experimental de 90 dias
(p < 0,05). Ja na glandula PA, o aumento da concentragdo de MDA do grupo
experimental ocorreu de maneira progressiva, sendo estatisticamente diferente
apenas no grupo de 90 dias, onde elevou-se em 54,09% em relagcdo ao seu
respectivo controle (p < 0,05). Outra informagado importante foi que, os valores
obtidos nas amostras sanguineas, foram aproximadamente 30 vezes maior do que
os resultados encontrados nas amostras glandulares, indicando que a peroxidagao
lipidica nas glandulas acompanhou as alteragdes sanguineas provocadas pela

administracdo de F em excesso.
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As figuras 5.24 e 5.25 representam a média dos valores da concentracao de
proteina total das glandulas SM e PA, respectivamente. Os valores obtidos para a
SM foram 11,98 + 1,50 e 12,97 £ 2,03 mg/mL para os grupos controle e
experimental, respectivamente. Os valores obtidos para a PA foram 11,48 £ 1,33 e
9,36 + 1,23 mg/mL para os grupos controle e experimental, respectivamente. O
tratamento com NaF provocou aumento na concentragao de proteinas somente no
grupo experimental de 90 dias na glandula SM quando comparada com o seu
respectivo controle (p < 0,05). O oposto foi observado na glandula PA, onde houve
reducao significativa na concentracéo de proteinas nos grupos experimentais de 30

e 60 dias em relagao ao respectivo controle (p < 0,05).
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tempos experimentais. As colunas indicam os valores médios e as barras, o
desvio padrdao (n=10). Letras mailsculas (ou minasculas) diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante entre as colunas, comparando o grupo
controle (ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Média do peso corporal dos grupos estudados, controle e experimental, nos
diferentes tempos experimentais. As colunas indicam os valores médios e as
barras, o desvio padrdo (n=10). Letras maiusculas (ou minusculas) diferentes
indicam diferenca estatisticamente significante entre as colunas, comparando
0 grupo controle (ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p <
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Figura 5.3 — Atividade especifica da enzima superoxido dismutase da glandula

U SOD/mg prot

submandibular dos grupos estudados, controle e experimental, nos diferentes
tempos experimentais. As colunas indicam os valores médios e as barras, o
desvio padrdo (n=10). O > indica diferenca significativa comparando os
grupos controle e experimental no mesmo tempo experimental (p < 0,05).
Letras mailsculas (ou mindsculas) diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as colunas, comparando o grupo controle
(ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Figura5.4 — Atividade especifica da enzima superoxido dismutase da glandula parétida

dos grupos estudados, controle e experimental, nos diferentes tempos
experimentais. As colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio
padrao (n=6). Letras maiusculas (ou minusculas) diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as colunas, comparando o grupo controle
(ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.5 — Atividade especifica da enzima catalase da glandula submandibular dos
grupos estudados, controle e experimental, nos diferentes tempos
experimentais. As colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio
padrao (n=10). Letras mailsculas (ou minuUsculas) diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante entre as colunas, comparando o grupo
controle (ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)

8 7 A
A A a
S 6 ! ) a A3 a
a I
[=T+]
3
£ 41
£ M Controle
=
£ 2 - Experimental
0 +— . .
1H 3H 6H 12H 24H

Grupos

Figura 5.6 — Atividade especifica da enzima catalase da glandula parétida dos grupos
estudados, controle e experimental, nos diferentes tempos experimentais. As
colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=6). Letras
mailsculas (ou minudsculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental)
em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Figura5.7 — Concentracdo média de malondialdeido nas amostras de sangue dos grupos
estudados, controle e experimental, nos diferentes tempos experimentais. As
colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=10).
Letras mailsculas (ou mindsculas) diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as colunas, comparando o grupo controle
(ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Concentracdo média de malondialdeido da glandula submandibular dos
grupos estudados, controle e experimental, nos diferentes tempos
experimentais. As colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio
padrdo (n=10). O * indica diferenca significativa comparando 0s grupos
controle e experimental no mesmo tempo experimental (p < 0,05). Letras
mailsculas (ou minudsculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental)
em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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estudados, controle e experimental, nos diferentes tempos experimentais. As
colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=6). Letras
mailsculas (ou minusculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental)
em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.10 — Concentracdo de proteina total da glandula submandibular dos grupos
estudados, controle e experimental, nos diferentes tempos experimentais. As
colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=10).
Letras mailsculas (ou mindsculas) diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as colunas, comparando o grupo controle
(ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.11 — Concentracdo de proteina total da glandula parétida dos grupos estudados,
controle e experimental, nos diferentes tempos experimentais. As colunas
indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=6). Letras
mailsculas (ou minudsculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente

significante entre as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental)
em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Glicemia dos grupos estudados, controle e experimental, nos diferentes
periodos experimentais. As colunas indicam os valores médios e as barras, o
desvio padrao (n=10). Letras mailsculas (ou minuUsculas) diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante entre as colunas, comparando o grupo
controle (ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.13 — Consumo diario de 4gua dos grupos estudados, controle e experimental, nos

diferentes periodos experimentais. As colunas indicam os valores médios e as
barras, o desvio padrdo (n=10). Letras mailsculas (ou minusculas) diferentes
indicam diferenca estatisticamente significante entre as colunas, comparando
0 grupo controle (ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p <
0,05)
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Figura 5.14 — Média do peso corporal inicial e final dos grupos estudados, controle e
experimental, nos diferentes periodos experimentais. As colunas indicam os
valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=10). Letras maiusculas (ou
minasculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente significante,
comparando-se o grupo controle e experimental inicial (ou final) no mesmo

periodo experimental (p < 0,05)
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Figura 5.15 — Peso glandular médio da submandibular dos grupos estudados, controle e
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experimental, nos diferentes periodos experimentais. As colunas indicam os
valores médios e as barras, o desvio padrao (n=10). O * indica diferenca
significativa comparando os grupos controle e experimental no mesmo
periodo experimental (p < 0,05). Letras mailsculas (ou minUsculas) diferentes
indicam diferenca estatisticamente significante entre as colunas, comparando
0 grupo controle (ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p <
0,05)
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Figura 5.16 — Peso glandular médio da parétida dos grupos estudados, controle e

experimental, nos diferentes periodos experimentais. As colunas indicam os
valores médios e as barras, o desvio padrao (n=10). O * indica diferenca
significativa comparando o0s grupos controle e experimental no mesmo
periodo experimental (p < 0,05). Letras mailsculas (ou minusculas) diferentes
indicam diferenca estatisticamente significante entre as colunas, comparando
0 grupo controle (ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p <
0,05)
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Figura5.17 — Atividade especifica da enzima superéxido dismutase da glandula
submandibular dos grupos estudados, controle e experimental, nos diferentes
periodos experimentais. As colunas indicam os valores médios e as barras, o
desvio padrdo (n=10). O > indica diferenca significativa comparando os
grupos controle e experimental no mesmo tempo experimental (p < 0,05).
Letras mailsculas (ou minudsculas) diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as colunas, comparando o grupo controle
(ou experimental) em diferentes periodos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.18 — Atividade especifica da enzima superdxido dismutase da glandula parétida
dos grupos estudados, controle e experimental, nos diferentes periodos
experimentais. As colunas indicam os valores medios e as barras, o desvio
padrdo (n=10). O * indica diferenca significativa comparando 0s grupos
controle e experimental no mesmo tempo experimental (p < 0,05). Letras
maidsculas (ou minudsculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental)
em diferentes periodos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.19 — Atividade especifica da enzima catalase da glandula submandibular dos
grupos estudados, controle e experimental, nos diferentes periodos
experimentais. As colunas indicam os valores médios e as barras, 0 desvio
padrdo (n=10). O * indica diferenca significativa comparando 0s grupos
controle e experimental no mesmo tempo experimental (p < 0,05). Letras
mailsculas (ou minudsculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente

significante entre as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental)
em diferentes periodos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.20 — Atividade especifica da enzima catalase da glandula parétida dos grupos
estudados, controle e experimental, nos diferentes periodos experimentais.
As colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=10). O
* indica diferenca significativa comparando o0s grupos controle e
experimental no mesmo tempo experimental (p < 0,05). Letras maiusculas (ou
minasculas) diferentes indicam diferenga estatisticamente significante entre

as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental) em diferentes
periodos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.21 — Concentracdo média de malondialdeido nas amostras de sangue dos grupos
estudados, controle e experimental, nos diferentes periodos experimentais.
As colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=10).
Letras mailsculas (ou mindsculas) diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as colunas, comparando o grupo controle
(ou experimental) em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)



pug MDA/mg prot

73

a,k

3 b,%*

A A | A Controle

1 x Experimental

30D 60D 90D

Grupos

Figura 5.22 — Concentracdo média de malondialdeido da glandula submandibular dos

Hg MDA/mg prot

grupos estudados, controle e experimental, nos diferentes periodos
experimentais. As colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio
padrdo (n=10). O * indica diferenca significativa comparando 0s grupos
controle e experimental no mesmo tempo experimental (p < 0,05). Letras
mailsculas (ou minusculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental)
em diferentes tempos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.23 — Concentracdo média de malondialdeido da glandula parétida dos grupos

estudados, controle e experimental, nos diferentes periodos experimentais.
As colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=10). O
* indica diferenca significativa comparando o0s grupos controle e
experimental no mesmo tempo experimental (p < 0,05). Letras maiusculas (ou
mindsculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre
as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental) em diferentes
tempos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.24 — Concentracdo de proteina total da glandula submandibular dos grupos
estudados, controle e experimental, nos diferentes periodos experimentais.
As colunas indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=10). O
* indica diferenca significativa comparando o0s grupos controle e
experimental no mesmo tempo experimental (p < 0,05). Letras mailsculas (ou
minUsculas) diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre

as colunas, comparando o grupo controle (ou experimental) em diferentes
tempos experimentais (p < 0,05)
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Figura 5.25 — Concentracdo de proteina total da glandula parétida dos grupos estudados,
controle e experimental, nos diferentes periodos experimentais. As colunas
indicam os valores médios e as barras, o desvio padrdo (n=10). O > indica
diferenca significativa comparando os grupos controle e experimental no
mesmo tempo experimental (p < 0,05). Letras mailsculas (ou mindsculas)
diferentes indicam diferenga estatisticamente significante entre as colunas,

comparando o grupo controle (ou experimental) em diferentes tempos
experimentais (p < 0,05)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo buscou investigar a susceptibilidade das glandulas
salivares SM e PA de ratos frente ao estresse oxidativo induzido pela ingestdo em
excesso de NaF através de um experimento agudo e outro a longo termo. No
experimento agudo foi utilizada uma dose uUnica de 15 mg F/kg p.c., administrada
intraperitonealmente ao longo de um periodo de 24 horas, enquanto que no
experimento a longo termo, os animais receberam 100 ppm F* adicionados a agua
de beber por 30, 60 e 90 dias.

O F pertence ao grupo de elementos conhecidos como halogénios. Os
halogénios estdo distribuidos na natureza e tém como caracteristica grande
afinidade eletrbnica, combinando-se rapidamente com outros elementos e, por isso,
sdo raramente encontrados em estado livre na natureza (VAN RENSBURG, 1979).
Desta forma, o F se encontra amplamente distribuido e esta presente virtualmente
em todos as plantas e animais e, consequentemente, nos alimentos e na agua
(BUZALAF, 2008; OMS, 2000). Apés ser ingerido, ele é rapidamente absorvido pelo
trato gastro-intestinal e se distribui rapidamente pelo organismo através do plasma
de diversas maneiras: (a) incorporacdo aos tecidos mineralizados; (b) distribuicéo
nos fluidos intersticial e extracelular, atingindo os tecidos moles e (c) excrecao renal,
fecal e, em menor quantidade, por fluidos como suor e saliva (WHITFORD, 1989).

As glandulas salivares sao importantes o6rgdos secretorios para a
manutencao da saude oral e sistémica (MATHISON, 1995; NOGUEIRA et al., 2005).

S&o poucos os relatos na literatura a respeito da toxicidade do F em

glandulas salivares e, até o momento, nenhum estudo foi realizado investigando
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alteracbes em parametro oxidativos nas glandulas salivares provocadas por este
ion, sendo esta a proposicao deste estudo.

A hiperglicemia subsequente a administracdo de F foi relatada por varios
autores (ALLMANN; KLEINER, 1980; GRUCKA-MAMCZAR et al., 2004; GRUCKA-
MAMCZAR et al., 2005; MCGOWN; SUTTIE, 1977; RAPP, 1950; WHITFORD;
ALLMANN; SHAHED, 1987) e confirmada neste trabalho. Handler (1945) e Handler,
Herring e Hebb (1946) relataram a hiperglicemia como resultado da intoxicacéo
subcutédnea aguda com F em coelhos e ratos, respectivamente. Allmann e Kleiner
(1980) e Grucka-Mamczar et al. (2005) observaram um aumento por volta de 40 a
50% na glicemia de ratos tratados com uma Unica dose i.p. de NaF, nas
concentracdes de 15 e 35 mg F/kg p.c., respectivamente. Em nosso experimento
agudo, ocorreu uma hiperglicemia transitéria, com um pico apos 3 horas da injecao
com NaF, chegando a valores proximos do grupo controle apés 24 horas. O mesmo
comportamento foi observado por Motta (1993), onde a administracéo i.p. de NaF
(10 mg F/kg p.c.) provocou hiperglicemia em ratos apos 3 horas, retornando a
valores semelhantes ao controle apés 6 horas. Sabe-se que o F inibe enzimas
catalisadoras de reacdes chaves no metabolismo de carboidratos (HODGE; SMITH,
1965) e, pelo fato que a oxidacdo de carboidratos tem papel fundamental na
producdo de energia, pode-se dizer que esta interferéncia seja consequéncia da
intoxicacdo aguda. Ja no experimento a longo termo, houve um aumento da glicemia
no grupo experimental que foi independente da duracdo do tratamento com o NaF.
O F, em diferentes concentracdes, adicionado a agua de beber provocou aumento
da glicemia em ratos quando foi administrado por periodos prolongados (GRUCKA-
MAMCZAR et al., 1997; GRUCKA-MAMCZAR et al., 2004). Este aumento na glicose

sanguinea provocado pelo F pode estar relacionado ao aumento da concentracao de
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AMPc, promovendo o aumento da mobilizacdo dos estoques de glicogénio
(MCGOWN; SUTTIE, 1977; WHITFORD; ALLMANN; SHAHED, 1987); liberacdo de
epinefrina, considerada um hormonio hiperglicemiante (MCGOWN; SUTTIE, 1977);
ativacao/inibicdo de enzimas do metabolismo de carboidratos, como, hexoquinase,
fosfofrutoquinase-1, enolase, piruvato quinase (DA MOTTA; DE SOUZA; NICOLAU,
1999; SARALAKUMARI; RAO, 1991); e apoptose celular provocada pela perda da
capacidade de captacao de glicose (OTSUKI et al., 2005).

O aumento da glicemia provoca um desequilibrio osmatico, resultando num
quadro de desidratacdo intra e extracelular que, clinicamente, pode provocar
polidipsia (MANFREDI et al., 2004). Além disso, alguns autores sugerem que a
ingestdo de quantidades excessivas de F provoca polidipsia (SAUERBRUNN;
RYAN; SHAW, 1965). Contudo, Priya et al. (1997) ndo encontrou nenhuma diferenca
em ratos tratados com 20 ppm de F na agua por 31 dias, assim como Boros et al.
(1998) em ratos tratados com 10 ppm de F na agua por 21 dias. Ja Al-Hiyasat,
Elbetieha e Darmani (2000) observaram reducdo crescente da ingestdo de agua
contendo 200, 400 e 600 ppm de F. Nossos resultados mostraram que a adicao de
100 ppm de F na agua de beber por 30, 60 e 90 dias ndo alterou o consumo de
agua pelos ratos do grupo experimental.

Alguns autores relatam que uma das consequéncias provocadas pela
ingestdo de F, em diferentes concentracoes, € a perda de peso. Num estudo com
ratas prenhas, foi observada a reducédo de 30% do peso dos animais tratados com
200 ppm de F" na agua de beber (AL-HIYASAT; ELBETIEHA, DARMANI; 2000). Em
filhotes, cujas maes foram submetidas a baixas concentracdes de F durante a
gestacao, houve 35% de reducao do peso corporal em relacdo aos animais controle

(TRABELSI; GUERMAZI; ZEGHAL, 2001). Em contrapartida, Boros et al. (1998) nao
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encontrou diferenca no peso corpéreo de ratos tratados com 10 ppm de F por 21
dias. Nossos experimentos a longo termo ndo observaram alteragcbes no peso
corporal decorrentes da administracao do F apoés 30, 60 e 90 dias, indicando que o F
nao modifiicou a evolucdo do peso dos animais. Embora o F ndo tenha promovido
alteracbes no peso dos animais, este efeito pdde ser observado nos tecidos
periféricos, nas glandulas salivares SM e PA. Na glandula SM, esta reducéao foi mais
acentuada nos primeiros 30 dias e, na glandula PA, apos 90 dias de tratamento com
o F. Relatos na literatura sdo contraditorios e descrevem que o F provocou o
aumento do peso de ovarios de ratas (AL-HIYASAT; ELBETIEHA; DARMANI, 2000);
assim como a reducdo do peso em ceérebro e cerebelo de camundongos
(TRABELSI; GUERMAZI; ZEGHAL, 2001), como também, nenhuma alteracdo no
peso dos rins de ratos (BOROS et al., 1998). Os autores sugerem que 0 excesso de
F influencia os diferentes 6rgdos e seus processos metabolicos de maneiras
diferentes.

O O, € um potente agente oxidante e relativamente inerte, podendo ser
misturado ao hidrogénio, um forte agente redutor (BAYNES; DOMINICZAK, 2000). A
reducao biologica do O, gera produtos denominados espécies reativas de oxigénio,
EROs, que compreendem ao radical anion superoxido (O;) , o radical hidroperoxil
(HO;), o peroxido de hidrogénio (H»O-) e o radical hidroxil (OH").

O Oy, no seu estado molecular, apresenta dois elétrons desemparelhados. A
interacdo do O, com um par de elétrons de origem exdgena €, entretanto,
confrontada com a restricdo de spins, peculiar a este composto. Dessa forma, as
reacoes oxidativas do O, procedem através da adicdo de apenas um elétron por vez

e envolve a formacdo de intermediarios citados anteriormente, as EROs

(FRIDOVICH, 1972).
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As células apresentam uma grande variedade de respostas quando
expostas a acdo das EROs, que vao desde o aumento da proliferacédo, prevencao da
divisdo celular, senescéncia (processo natural de envelhecimento), até morte celular
provocada por necrose, apoptose ou ambos. Isso, de certa forma, depende da
resposta especifica de cada tipo celular que € influenciada por receptores de
membrana, mecanismos de transducéo de sinal e dos niveis de defesa antioxidante
(HALLIWELL, 2007).

As EROs produzidas no metabolismo celular sdo mantidas em baixas
concentracdes intracelulares pela acdo das enzimas SOD, GPx e CAT (ABDALLA,
1993).

A SOD se encontra amplamente distribuida em organismos aerdbios e, 0s

mamiferos possuem trés diferentes isoformas, localizadas em diferentes

compartimentos celulares, todas capazes de eliminar eficientemente O}

(AUGUSTO, 2006). A SOD catalisa a dismutagdo do O; em H,O, e O, (MCCORD;

FRIDOVICH, 1968). A GPx é uma enzima que apresenta selénio na sua estrutura e
cataliza a reducéo de hidroperéxidos organicos e inorganicos (H»O,) pela GSH para
formar a glutationa oxidada (GSSG) e agua (ou alcoois). A continuidade do ciclo
catalitico da GPx depende da reducdo da GSSG pela enzima glutationa redutase,
que utiliza NADPH formado pela via das pentoses (ABDALLA, 1993). A CAT € uma
hemeproteina que apresenta especificidade pelo H,O,, ndo atuando sobre peroxidos
organicos. Pelo fato de estar compartimentalizada nos peroxissomos e ter baixa
afinidade pelo H,O, em comparacdo com a GPx, a CAT seria mais importantes em
condicBes nas quais ocorra a formacao de altas concentracées de H,O, (ABDALLA,

1993).
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Relatos na literatura descrevem que a administracdo do F em diferentes
concentracdes provoca a reducdo da atividade da SOD no figado (MITTAL; FLORA,
2006; SHANTHAKUMARI; SRINIVASALU; SUBRAMANIAN, 2004; ZHAN et al.,
2005), rins (BLASZCZYK et al., 2008; MITTAL; FLORA, 2006; SHANTHAKUMARI;
SRINIVASALU; SUBRAMANIAN, 2004; ZHAN et al., 2005), cérebro (VANI; REDDY,
2000), tiredide (ZHAN et al., 2005) e neurdnios (ZHANG et al., 2007) assim como o
aumento em osteoblastos (XU et al., 2008) e também, nenhuma alteracdo em
eritrocitos (REDDY et al., 2003). Em nosso estudo, observamos que a administracao
do NaF, em ambos os experimentos, influenciou a atividade da SOD das glandulas
salivares. No experimento agudo, em particular na glandula SM, notamos um
aumento de 45,67% da atividade da enzima apos 3 horas, sugerindo uma resposta
adaptativa inicial da glandula ao F, seguida de uma queda na sua atividade em
funcdo do aumento das horas; ja na glandula parétida, ndo foram observadas
alteracbes. No experimento a longo termo, os resultados mostraram queda da
atividade do grupo experimental em funcdo da administracdo do F, tanto na glandula
submandibular como na parétida.

No caso da CAT, a literatura apresenta dados controversos a respeito da
influéncia do F na sua atividade. Alguns estudos relatam o aumento da atividade da
CAT em eritrocitos (AKDOGAN et al., 2004) e osteoblastos (XU et al., 2008), assim
como a diminuicdo nos rins (BLASZCZYK et al., 2008; SHANTHAKUMARI;
SRINIVASALU; SUBRAMANIAN, 2004), soro (ZHAN et al, 2005) e figado
(SHANTHAKUMARI; SRINIVASALU; SUBRAMANIAN, 2004) ou nenhuma alteracao
no figado (MITTAL; FLORA, 2006), rins (MITTAL; FLORA, 2006) e eritrocitos
(REDDY et al., 2003) de diferentes animais experimentais. No experimento agudo, 0

F provocou alteracfes na atividade da CAT do grupo experimental, em relacdo ao
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grupo controle, independente do tempo decorrido da injecdo; comportamento este
observado tanto na glandula SM como na PA. Todavia, as respostas foram
diferentes: observou-se um aumento da atividade da CAT no grupo experimental da
glandula SM, enquanto que na PA, ocorreu a diminuicdo da atividade no grupo
experimental. No experimento a longo termo, verificou-se a reducdo da atividade da
CAT em ambas as glandulas, que foi mais acentuada na SM do que na PA.

De modo geral, 0s nossos resultados demonstraram que a exposicdo ao F
por periodos prolongados provocou maiores alteracdes nas atividades da SOD e
CAT do que o observado no experimento agudo. Landis e Tower (2005) sugerem
que a habilidade das células detoxificarem as EROs e substituirem as
macromoléculas danificadas oxidativamente € aparentemente ineficiente ao longo do
tempo, pois ocorre acumulo de produtos resultantes de danos oxidativos. Ja
Rzeuski, Chlubek e Machoy (1998) acreditam que as altas concentracbes de F
provocariam a inativacdo da SOD promovendo o acumulo de grande quantidade de
radicais livres e peroxidos resultando no dano celular. Por outro lado, a diminuicao
da atividade da SOD pode ser atribuida a uma acao direta do F sobre a enzima que
atua como um inibidor competitivo (LAWSON; YU, 2003), e ndo pelo aumento da
geracao de radicais livres proporcionado por seus efeitos toxicos (CHLUBEK et al.,
2003). Bray et al. (1974) sugerem que o H,O, pode provocar a inativacdo da SOD,
sendo importante, portanto a presenca da CAT. Além disso, o0s niveis elevados dos
danos oxidativos podem ser conseqientes ndo apenas do aumento de espécies pro-
oxidativas, mas também de falhas no sistema de reparo e substituicdo (HALLIWELL,
2007).

O estresse oxidativo € o desequilibrio celular no qual os oxidantes

predominam sobre os antioxidantes, ocasionando um potencial dano oxidativo
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(AUGUSTO, 2006). A peroxidacao lipidica € a resposta mais comum ao estresse
oxidativo mediado por radicais livres e pode ser estimada pela concentracdo de
MDA. O F provocou 0 aumento no conteudo de MDA dos animais experimentais em
ambas as amostras sanguineas e glandulares. No experimento agudo, destacamos
0 aumento expressivo de MDA apos 6, 12 e 24 horas na glandula SM. No
experimento a longo termo, a peroxidacao lipidica foi mais acentuada no grupo
experimental de 30 dias na glandula SM, enquanto que, na glandula PA, este
aumento foi observado principalmente no grupo experimental de 90 dias. Uma outra
informacé&o interessante € que a concentracdo de MDA nas amostras de sangue foi,
aproximadamente, 30 vezes maior do que a encontrada nas amostras glandulares,
refletindo o efeito do F nesses tecidos. Esses dados corroboram com os achados de
muitos autores (BLAZCZYK et al., 2008; GUO; SUN; SUN, 2003; INKIELEWICZ;
KRECHNIAK, 2004; SHANTHAKUMARI; SRINIVASALU; SUBRAMANIAN, 2004,
ZHAN et al., 2005).

Com relacédo ao conteudo de proteina total, ndo foram encontradas diferencas
na glandula SM, nem na PA no experimento agudo. Ja no experimento a longo
termo, houve um aumento na concentracdo de proteina total na glandula SM apos
90 dias da ingestéo do F e, na glandula parétida, este aumento ocorreu nos grupos
experimentais de 30 e 60 dias, chegando proximos aos valores do grupo controle no
grupo de 90 dias. Verma e Sherlin (2002) observaram reducdo no contetudo de
proteinas do plasma tanto de ratas lactantes como de seus filhotes que foram
tratadas com NaF via oral (40 mg/kg p.c./dia) por 30 dias. Sobre esse aspecto, as
proteinas que apresentam sitios ligantes para metais, em especial, para o ferro e 0
cobre também podem ser consideradas antioxidantes. Dentre essas proteinas

podemos destacar a transferrina, a ceruloplasmina, a lactoferrina e a albumina. Por
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exemplo, o ferro ligado a transferrina ou lactferrina, ndo catalisa a formacao do
radical hidroxil e ndo promove peroxidacéo lipidca; a albumina apresenta sitios de
ligacdo para o cobre, inibindo a peroxidacgéao lipidica (ABDALLA, 1993).

Até o momento, o mecanismo de acdo do F no organismo é desconhecido.
O F pode alterar o metabolismo celular através de modificagcbes funcionais ou
prejudicando o seu funcionamento. Muitos estudos descreveram os efeitos toxicos
do F nos tecidos moles, porém os dados sdo inconclusivos e muito controversos.
Otsuki et al. (2005) sugerem que o F promove a apoptose celular, através da perda
do potencial da membrana mitocondrial e fragmentacdo do DNA. Chlubek (2003a)
observou que baixas concentracoes de F estimulam a peroxidacdo lipidica,
enguanto que altas, atuam como inibidor da geracdo de MDA. Reddy et al. (2003)
relatou que a toxicidade do F nédo esta diretamente ligada ao estresse oxidativo em
si; € mais um efeito secundario do que a causa primaria. Em contrapartida, Gardner
e Fridovich (1991) sugerem que mesmo na auséncia da SOD, o F promoveria a
protecdo de células vivas contra a acdo das EROs. E para complementar, nao
existem relatos na literatura sobre o estresse oxidativo provocado pelo F em
glandulas salivares.

Nossos resultados demonstram a dificuldade e a complexidade do estudo da
toxicidade do F no estresse oxidativo. Também é importante ressaltar, que diversas
variaveis podem influenciar as divergéncias entre os estudos, como dose, dieta,
espécie, sexo e idade dos animais experimentais, via de administracdo, duracao do
periodo experimental, entre outros (WHITFORD, 1989). Os estudos in vitro, por
exemplo, ndo consideram a complexidade dos mecanismos homeostéaticos que

ocorrem in vivo (RIBEIRO et al., 2004).
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Os ratos sdo mais resistentes ao F do que ovelhas e coelhos (MONSOUR,;
KRUGER, 1985). Com relacao a idade, ocorre maior incorporacado de F nos tecidos
0sseos dos animais mais jovens do que nos animais adultos, pelo fato que os
cristalitos presentes no osso em desenvolvimento sdo pobremente organizados e
nado compactados em comparacdo ao osso maduro, o que lhes confere uma area
superficial muito maior para a rapida incorporacdo de F (BUZALAF, 2008;
WHITFORD, 1989). Ratos mais jovens, de ambos 0s sexo0s, sdo mais resistentes do
gue os mais velhos; assim como as fémeas, que sdo menos resistentes do que 0s
machos da mesma idade (HODGE; SMITH, 1965).

Vale a pena lembrar que, a forma de administracdo do F, também é um
importante fator contribuinte para sua absor¢cdo. Quando um composto solavel,
como NaF, é ingerido com agua, 80 a 90% da quantidade do fluoreto ingerido é
absorvido a partir do trato gastro-intestinal (WHITFORD, 1989). A dose de 100 ppm
F adicionada a agua de beber € considerada alta e toxica o suficiente para produzir
sinais de fluorose dentéria clinicamente detectaveis (SMITH; NANCI; DENBESTEN,
1993).

Em um estudo com cées, Leone, Geever e Moran (1956) apontam que a
dose de F administrada intravenosamente para produzir efeitos toxicos agudos é
elevada (DLsp = 20 mg/kg p.c.) e que os efeitos fisioldgicos e patologicos observados
foram semelhantes aos relatados nos casos de envenenamento por F em humanos
(LIDBECK; HILL; BEEMAN, 1943). A dose de 15 mg F/kg p.c. € considerada
relativamente alta e subtédxica e foi escolhida por demonstrar, em estudos anteriores
com ratos, o aumento nas concentracbes de AMPc apos 30 e 60 minutos nas
glandulas submandibulares (ALLMANN; KLEINER, 1980); reducédo da atividade da

a-amilase em glandula pardtida (SHAHED; BONDI; ALLMANN, 1985), além de,
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hiperglicemia (ALLMANN; KLEINER, 1980). Os valores da DLsy estabelecidos para
ratos machos tratados com NaF, via i.p., variam de 85,5 a 98,0 mg F/kg
(WHITFORD, 1989).

A saliva é produzida principalmente pelas glandulas maiores SM e PA. As
glandulas diferem no tipo de secrecdo produzida, o que depende da proporcdo das
células acinares mucosas e serosas (NICOLAU, 2008; SCHIPPER; SILLETTI;
VINGERHOEDS, 2007). A glandula SM é uma glandula mista, que apresenta
tibulos mucosos e semiluas serosas em sua composicdo. A glandula PA é
composta principalmente por células acinosas serosas (KATCHBURIAN; ARANA,
2004; NICOLAU, 2008; SCHIPPER; SILLETTI; VINGERHOEDS, 2007). Alem de
diferencas histolégicas e fisiologicas, as glandulas SM e PA apresentam diferencas
metabolicas: a glandula PA tem seu metabolismo predominantemente aerdébico,
enquanto que na SM, é predominantemente anaerdbico (NICOLAU; SASSAKI,
1967).

Nagler et al. (2002) observaram que a saliva da PA apresentava niveis mais

elevados de componentes salivares e enzimas antioxidantes do que a saliva da SM.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados do presente estudo podemos concluir que o F:
Aumentou a concentracdo de glicose sangliinea nos grupos experimentais das
glandulas SM e PA no experimento agudo e a longo termo;

Com relacao ao sistema antioxidante, representado pelas enzimas SOD e CAT
neste trabalho, o F alterou a atividade de ambas enzimas, tanto no experimento
agudo, como no experimento a longo termo. Entretanto, as alteracbes foram
mais pronunciadas no experimento a longo termo.

Com relagédo a peroxidacéo lipidica, houve aumento dos niveis de MDA nas
glandulas SM e PA em ambos protocolos experimentais. Os niveis de MDA no
sangue foram, aproximadamente, de 20 a 30 vezes mais elevados do que os
encontrados nos tecidos glandulares.

Com relacdo ao conteudo de proteina total, foram observadas alteracdes nas

concentracdes das glandulas SM e PA no experimento a longo prazo.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PARECER DE APROVAGAOQ
PROTOCOLO n° 01/06

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa —
Subcomissdo de Bioética de Animais da FOUSP, APROVOU o protocolo de
pesquisa “Estudo da administragdo do flior e o estresse oxidativo em
glandulas salivares de ratos”, de responsabilidade da pesquisadora Paula
Mochidome Yamaguti, sob orientagéo do Professor Doutor José Nicolau.

Cabe ao responsavel enviar relatorios referentes ao andamento da
pesquisa apos 06 (seis) meses e 01(um) ano desta data, bem como copia do

trabalho em “cd” ou “disquete” ao finaliza-lo, conforme legislagao vigente.

Séo Paulo, 15 de fevereiro de 2006
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(F

Prof. Dr. CELs0 Luiz CALDEIRA
PRESIDENTE DA SUBCOMISSAO DE BIOETICA DE ANIMAIS DA FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 — Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira” CEP 05508-900
Sao Paulo - SP - Diretoria Telefax: (011) 3091- 0062/3091-7817/3091-7860 - Compras (011) 3091-7895
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