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RESUMO

Ha clara evidéncia da importancia da agua fluoretada como um meio coletivo de
uso de fluoreto (F), responsavel pelo decréscimo na incidéncia de carie dental.
Entretanto, ainda se discute a respeito de seu mecanismo de acao, quer seja
relacionado ao aumento da concentracado de F na saliva pelo contato com a agua
fluoretada, quer seja pelo retorno do ion a cavidade bucal, apds sua absorcao,
pela secrecao salivar. Além disso, ndo apenas a ingestao de agua fluoretada, mas
também de alimentos com ela preparados, tem potencial anticarie, porém
desconhece-se se ha diferenca entre ambas as formas de utilizagdo na
capacidade de elevar a concentracao salivar de F. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a biodisponibilidade de F proveniente da ingestdo de agua ou de
alimentos preparados com agua fluoretada. O estudo foi in vivo (n=20), cruzado,
duplo cego, e realizado em 4 fases experimentais, nas quais 0s voluntarios
ingeriram: agua nao fluoretada (< 0,01 ug F/mL), agua fluoretada (1 ug F/mL),
refeicdo preparada com agua nao fluoretada ou refeicdo preparada com agua
fluoretada. A refeicéo foi composta por arroz, feijao, carne, vagem, cenoura, Suco
e gelatina, e o tempo para ingestao foi padronizado em 15 minutos. A dose de F
ingerida foi baseada no peso corporal para atingir 0,8 ug F/kg peso corporal,
quando da ingestdo agua ou da refeicdo preparada com agua nao fluoretada
(dose correspondente ao F residual presente nos alimentos), e 12 ug F /Kg de
peso corporal, quando da ingestdo de agua ou refeicdo preparada com agua
fluoretada. Imediatamente antes e 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos apos a
ingestdo, amostras de sangue e saliva ndo estimulada foram coletadas para
determinacdo da concentragédo de F. As amostras de sangue (de 1 a 10 pL) foram
obtidas por puncédo digital e a concentracdo de F foi determinada no plasma
sanguineo por eletrodo ion-especifico, adaptado para microanalise. Na saliva, a
concentracdo de F foi determinada apds microdifusdo facilitada com
hexametildisiloxano. A biodisponibilidade de F foi estimada a partir da area sob a
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curva (ASC) das concentracdes plasmatica e salivar de F em fungao do tempo. Os
grupos foram comparados utilizando analise de variancia, seguida de teste de
Tukey. Significativo aumento na ASC da concentragdo de F no plasma e saliva foi
observado quando da ingestdo de agua e da refeicdo preparada com agua
fluoretada em comparacao com os grupos controles (p<0,05), sem diferenca entre
as formas de utilizacado (p>0,05). Conclui-se que tanto a ingestao de agua quanto
de alimento fluoretado aumentam a biodisponibilidade de F no plasma e na saliva
e podem contribuir para seu beneficio anticarie.

Palavras-chave: fluor, agua, alimentos, biodisponibilidade.
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ABSTRACT

There is clear evidence of the importance of fluoridated water as a public measure
of fluoride (F) use, being responsible for the decrease in dental caries incidence.
Nevertheless, its mechanism of action, whether related to the increase in salivary F
concentration by the immediate contact with fluoridated water or by the return of
the ion to the oral cavity by salivary secretion after its absorption, is still under
discussion. Moreover, not only the ingestion of fluoridated water, but also of food
cooked with it, has anticaries potential, but it is unknown whether there are
differences between these two ways in respect to the ability to elevate salivary F
concentration. Thus, the aim of this study was to evaluate the F bioavailability from
drinking water or foods prepared with fluoridated water. The study was in vivo (n =
20), crossover, double blind, conducted in 4 experimental phases, in which
volunteers ingested: non-fluoridated water (< 0.01 ug F / ml), fluoridated water (1
ug F / ml), meal prepared with non-fluoridated water and meal prepared with
fluoridated water. The meal consisted of rice, beans, meat, beans, carrot, juice and
gelatin, and the time for intake was standardized in 15 minutes. The dose of
ingested F was based on body weight to achieve 0.8 pug F/kg body weight,
considering the intake of the water or meal prepared with non-fluoridated water
(corresponding to the residual F dose present in foods), and 12 ug F/kg of body
weight, considering the intake of water or food prepared with fluoridated water.
Immediately before and 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 and 180 minutes after ingestion,
unstimulated saliva and blood samples were collected to determine the F
concentration. Blood samples (1 to 10 puL) were obtained from finger draws and F
concentration in blood plasma was determined by ion-specific electrode, adapted
for microanalysis. In saliva, the F concentration was determined after
microdiffusion with hexamethyldisiloxane. The F bioavailability was estimated from
the area under the curve (AUC) of plasma and salivary F concentrations as a
function of time. Groups were compared using analysis of variance followed by

Tukey test. Significant increase in the AUC of plasma F and saliva concentrations
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were observed when both water and meal prepared with fluoridated water were
compared to control groups (p<0.05), with no difference between the forms of use
(p>0.05). We conclude that both the intake of fluoridated water or foods prepared
with it increase the F bioavailability in plasma and saliva and can have anticaries
potential.

Key words: fluoride, drinking water, foods, bioavailability
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1 INTRODUCAO

O uso de fluoretos tem sido considerado um fator primordial para o
declinio de carie dental (Cury et al., 2004; Narvai et al., 2006) e dentre os meios
de uso de fluoreto, a fluoretagdo da agua de abastecimento publico é considerada
um meio de abrangéncia comunitaria, independentemente do acesso a dentifricios
fluoretados (McDonagh et al., 2000; Narvai et al., 2006; Pizzo et al., 2007). A
politica de saude bucal brasileira endossa fortemente a fluoretagdo de aguas
como meio de controle da carie dental (Brasil, Ministério da Saude, 2009) e os
dados epidemiolégicos confirmam que regides com abastecimento de &agua
fluoretada apresentam menor prevaléncia de carie (Secretaria da Saude do
Estado de Sao Paulo, 2002; Brasil, 2004b).

Considerando que esta consagrado na literatura que 0 mecanismo de
acao do fluoreto € essencialmente tdpico, quando disponivel na cavidade bucal
(Groeneveld et al., 1990; Thysltrup, 1990), considera-se que a agua fluoretada aja
mantendo concentragbes ligeiramente elevadas de fluoreto na saliva/biofilme de
individuos que a consomem continuamente (Oliveby et al., 1990; Cury & Tenuta,
2008). Esse aumento da concentragdo de fluoreto no meio bucal ocorreria como
resultado do fluoreto absorvido no trato gastrointestinal, retornando a cavidade
bucal por meio da secrecao salivar. De fato, ja foi demonstrado que a interrupcéo
na fluoretacdo de agua resulta em decréscimo na concentragdo de fluoreto no
biofilme dental (Nobre dos Santos & Cury, 1988), retornando aos valores iniciais
apds a refluoretacdo (Ellwood et al., 2008). Entretanto, existem também dados na
literatura de que o aumento da concentragdo de fluoreto nos fluidos bucais dos
individuos que ingerem agua fluoretada ocorre devido a sua retencéo tépica na
cavidade bucal minutos apds a ingestao da agua fluoretada (Brunn & Thylstrup,
1984).

Cabe ressaltar que ndo apenas a ingestao da agua fluoretada (na forma
liquida) tem efeito no aumento da concentracdo de fluoreto nos fluidos bucais,
como também a ingestao de alimentos cozidos com agua fluoretada, visto que o F
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é incorporado aos alimentos quando do seu preparo (Jackson et al., 2002; Casarin
et al., 2007; Zohoori et al., 2012). Dessa forma, logo apds a ingestdo de agua ou
uma refeigdo com alimentos cozidos com agua fluoretada, ocorreria um aumento
momentaneo na concentracao de fluoreto na saliva, e cerca de 30 a 45 minutos
apds a ingestdo, um novo incremento nessa concentracdo, como resultado do
fluoreto ingerido, absorvido no trato gastrointestinal e que retorna a cavidade bucal
pela secrecao salivar (Maguire et al., 2005). No entanto, esse mecanismo néo tem
sido explorado na literatura, e, portanto, tendo em vista a importancia da
comparacao entre a biodisponibilidade de fluoreto na saliva e plasma sanguineo
de individuos mediante a ingestdao de agua ou de uma refeicdo preparada com

agua fluoretada, o presente estudo foi realizado.



2 REVISAO DA LITERATURA

Inegavelmente, a fluoretacao da agua de abastecimento publico é uma
das intervencbes de maior custo efetividade disponivel que prové reducao de
desigualdades na saude bucal uma vez que sua utilizagdo ocorre em nivel
comunitario, apresentando alta abrangéncia, baixo custo. Seu efeito preventivo
deve ser atribuido a um aumento da concentracdo de fluoreto na saliva, e
consequentemente, no biofilme dental, onde, ap6s a ingestdo da agua contendo
fluoreto, este serd absorvido no trato gastrointestinal e uma pequena parte sera
secretado pelas glandulas salivares retornando a saliva, disponibilizando o fluoreto
para exercer sua acao local na cavidade bucal (McDonagh et al., 2000; Cury &
Tenuta, 2008; Rugg-Gun & Do, 2012).

Sob esse aspecto, visando a uma melhor compreensdo de seu
mecanismo de acéo, e consequentemente seu papel fundamental como medida
de controle de saude publica, a presente revisdo da literatura sera dividida em dois
tépicos: farmacocinética do fluoreto e o papel da agua fluoretada no controle do
processo de cérie dental.

2.1 Farmacocinética do fluoreto

Em 1953, Dost propds o termo farmacocinética para descrever o
movimento de uma substancia através do organismo. Atualmente, a
farmacocinética pode ser mais bem definida como o estudo quantitativo dos
processos de absorcao, distribuicao, biotransformacao e eliminacao das drogas no
decurso do tempo (Silva, 2010a; Yagiela, 2011). A farmacocinética utiliza
metodologia matematica para descrever as variagées no tempo dos processos de
administragdo, absorgéo, distribuicdo e eliminacdo. A varidvel bésica desses
estudos € a concentragdo da substancia nos diferentes fluidos e excregdes pelo
organismo, sendo que a concentracdo esta relacionada com a via de

administracdo, a dose empregada e com a eliminagéo (Levine, 1991).
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Portanto, o conhecimento dos processos envolvidos na farmacocinética
€ necessario para que se possa entender os efeitos biolégicos do F no organismo

humano.

2.1.1 Absorcao e distribuicao

A principal rota de absorgéo de F € através do trato gastrointestinal. Ao
ser ingerido, o F € absorvido rapidamente e apds alguns minutos atinge niveis
detectaveis no plasma sanguineo. O pico de F no plasma sanguineo é
proporcional a dose de F ingerida e ao grau de absorcao. Por volta de 30 a 45
minutos apos a ingestao, cerca de 90% do F encontra-se presente no sangue
(Whitford, 1996).

Mais especificamente em relacdo a absorcao, para que uma droga seja
absorvida, atinja seu local de acédo e, por fim, seja eliminada, a mesma deve
atravessar uma ou mais barreiras, representadas pelas membranas bioldgicas
(Silva, 2010b, Yagiela, 2011). O processo fisioldgico pelo qual o F é absorvido
parece ser a difusdo passiva, um dos processos fisico-quimicos mais observados
nos fluidos biolégicos, sendo, portanto, o processo no qual a velocidade de
transferéncia é proporcional ao gradiente de concentracdo através da membrana.

Como a membrana plasmatica é composta por uma bicamada lipidica,
a auséncia de cargas ibnicas constitui um importante fator que favorece a
lipossolubilidade. Logo, a polaridade de certas moléculas tem grande importancia
na sua solubilidade e na sua absorcdo, especialmente quando essa se faz pela
modalidade de difusdo passiva ou simples (Nelson & Cox, 2008).

Dessa forma, o mecanismo e o grau de absorcao gastrica de F estado
intimamente relacionados com a acidez gastrica. Para os eletrélitos fracos, o pH
do meio circundante afeta o grau de ionizacao e, por conseguinte, a absorcao
(Yagiela, 2011). Considerando tal fato, o suco gastrico possui pH acido (entre 1,5
e 2,0) que favorecera a formacdo de acido fluoridrico (HF), que possui pKa de
3,45. Logo, o éacido fluoridrico formado atravessara facilmente a membrana das
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células, como as da mucosa gastrica, devido a sua apolaridade, sendo entéo,
enviado para a corrente sanguinea. O F ndo absorvido no estdbmago sera entao
absorvido na primeira por¢ao superior do intestino, que possui grande capacidade
para absorcao (Ekstrand, 1996), embora mais lentamente. O F ndo absorvido, por
encontrar-se na forma insoltuvel, como por exemplo, o fluoreto de célcio e outros
sais de baixa solubilidade, sera excretado por meio das fezes, representando
aproximadamente 10% da quantidade total ingerida de F em criancas e adultos
(Withford, 1990; Withford, 1994; Ekstrand, 1996).

Experimentos tém comprovado que o pH, ou seja, a acidez gastrica,
tem papel fundamental na absor¢cdo. Whitford et al. (1977) mostraram que ratos
que receberam atropina, substancia que reduz o grau de secrecdo de suco
gastrico e motilidade gastrica, e que receberam logo em seguida solucédo de NaF,
tiveram uma taxa de absorcdo reduzida quando comparados com ratos que sé
receberam a solucao de NaF. Sugere-se, entdo, a existéncia de uma relacéao
inversa entre pH e taxa de absorgéo gastrica de F.

Um aspecto importante a se enfatizar € que todo o processo de
distribuicao corporal e eliminagdo na urina ocorrem somente apdés o F atingir o
plasma sanguineo, que atua como um compartimento central. Em relacdo a
distribuicdo corporal, faz-se necessario conhecer os aspectos quantitativos e
qualitativos da distribuicdo de F em cada um dos principais tipos de tecido, para
que se possa discernir 0 mecanismo por trds da distribuicdo entre os fluidos
intracelulares e extracelulares. Na maioria dos tecidos, o F penetra rapidamente
nos espacgos intracelulares por uma razao T/P (tecido/plasma). Dentre eles, o rim
possui a maior concentragdo de F, com uma razédo T/P, em média, de 4,16. Tal
fato € atribuido principalmente a altas concentragdes de F presentes no fluido
tubular e intersticial, devido aos processos de filtracdo glomerular e reabsorgao
tubular durante a excrecao urinaria. Normalmente, nos demais tecidos, essa razao
encontra-se entre 0,4 e 0,9. As excecoes sao o cérebro e o tecido adiposo onde o
valor T/P normalmente é menor que 0,2. Portanto, as diferentes concentracdes da



razdo T/P ocorrem devido a diferentes concentracdes intracelulares de fluoreto
(Whitford, 1996).

Dessa maneira, o F é distribuido pelo plasma para tecidos e 6rgaos. O
fato de que as concentragdes de F no plasma e no fluido extracelular sdo maiores
do que aquelas do fluido intracelular consistem na hipdtese de que o &cido
fluoridrico (HF), e ndo o F ibnico estd em equilibrio de difusdo através das
membranas celulares (Whitford et al.,1979). Devido a facilidade de atravessar
membranas na forma de HF, o F tendera a se acumular nos compartimentos mais
alcalinos, que favorecem a ionizagdo do HF em H* e F’, dificultando a posterior
passagem do F através da membrana pela qual ele transitou na forma de HF.

As concentragbes de F no plasma nao sado reguladas
homeostaticamente, elas aumentam ou decrescem de acordo com o padréo de
ingestao de F, também denominado de estado aparente de equilibrio de F, no qual
a flutuacédo da concentracao de F no plasma sanguineo depende além da dose de
fluoreto ingerida, da frequéncia da dose e meia-vida do F no plasma (Ekstrand,
1996).

Sob esse aspecto, Ekstrand et al. (1981) estudaram a farmacocinética
do F com o objetivo de avaliarem em mais detalhes seu efeito farmacologico e
toxicoldgico. Para tal, analisaram F de amostras de plasma de ratos ingerindo 25,
50, 100 e 150 ppm F pela agua fluoretada durante 79 dias. Dentre os resultados,
foi encontrada relacao entre a concentracdo de F na agua fluoretada e no plasma.
A partir deste estudo ainda constatou-se que, quando a administracdo de F era
suspendida, um rapido declinio na concentracdo de F no plasma era notado em
até 48 horas em todos os grupos de tratamento, sugerindo-se ndo haver uma
regulacdo homeostatica da concentragéo de F.

Ainda nesse contexto, durante seis meses, Richards et al. (1985)
estudaram a farmacocinética do F em porcos, em um estudo longitudinal. A dose
ingerida de F era adicionada a comida dos animais e correspondia a 2 mg F/kg de
peso corporal/dia. Baseado em andlises frequentes da concentracdo de F no

plasma, os autores demonstraram que a exposicao crénica a F resultava em
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continuo aumento dos niveis de F no plasma, e que um equilibrio entre os niveis
de F no plasma nao pode ser alcancado, confirmando que ndo ha regulacéo
homeostatica de F.

2.1.2 Eliminacdo

A principal via de excreg¢édo do F circulante no sangue é por meio da
eliminacao renal pela urina. Basicamente, a eliminacdo urinaria é controlada pelo
grau de filtracao glomerular e reabsorcao tubular (Silva, 2010c). A eliminagao renal
de F é caracterizada por filtracdo glomerular seguida por um grau variavel de
reabsorcédo renal. O grau de reabsor¢cédo renal depende principalmente do fluxo
urinario e do pH do fluido tubular. Por exemplo, em uma situacado de pH &cido na
urina, havera tendéncia de formacao de acido fluoridrico dentro do tubulo renal,
que sera reabsorvido pela membrana tubular sendo entdo enviado para a corrente
sanguinea, havendo uma menor excre¢ao urinaria de F (Whitford, 1996).

Outro aspecto a ser considerado diz respeito aos niveis plasmaticos de
F, que sao influenciados pelos relativos graus de deposicéo e dissolucao 6ssea e
pela eliminagao renal do ion fluor. Nesse sentido, ha uma relagdo direta entre a
concentracado de F no osso e no plasma com a idade; em criangas, por exemplo, a
retencdo de F nos tecidos mineralizados é elevada, devido ao crescimento e o
estagio de desenvolvimento esqueletal, em torno de 80-90% (Whitford, 1996).
Portanto, considerando que o grau de acumulo de F em tecidos mineralizados é
inversamente proporcional a idade, em adultos em contrapartida, a excregéo renal
de F é maior; aproximadamente em torno de 40-50% do F administrado é
excretado na urina (Ekstrand et al., 1990).

Recentemente, Villa et al. (2010) realizaram um estudo relacionando a
ingestao total diaria de F, a excrecao urinaria diaria e a fracdo de F retida, em
criangas e adultos, no sentido de predizer a ingestdo total diaria a partir da
excrecao urinaria de F. A fracao diaria de F retida foi estimada em funcao da
ingestao em criangas e adultos, assumindo-se uma média de 90% de absorcao de
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F. Em torno de 65% e 36% foram excretados para criancas e adultos, com uma
ingestdo média diaria de F de 0,5 e 2 mg de F, respectivamente. Os resultados
mostraram que ha uma relagéo linear entre ingestdo e excrecao urinaria de F,
assim como a respeito do F retido, com algumas diferencas entre criangas e
adultos. Os autores ainda concluiram que a excre¢ao urinaria de F pode ser uma
ferramenta (til para estimar dados de ingestao total e fragéo retida de F.
Posteriormente, Martins et al. (2011) avaliaram a utilizacao da urina
como potencial biomarcador da ingestdo de F pela dieta e pelo dentifricio
fluoretado. Para tal, realizaram uma investigacao prospectiva avaliando o efeito da
liberacdo do F retido apds a interrupcdo na ingestdo de F pela agua de
abastecimento e pelo dentifricio fluoretado e seu efeito apds a reexposicao a F.
Onze voluntérios, de 2 a 4 anos de idade, participaram do estudo no qual urina de
24 horas foi coletada inicialmente (voluntarios expostos a agua fluoretada e
dentifricio F) e nos posteriores 28 dias de interrupcao da exposicao a F, tendo sido
realizadas nove coletas durante o periodo de interrupcdao. Quando da reexposicao
a agua e a dentifricio F, mais duas coletas de urina de 24 horas foram realizadas.
Os resultados do estudo apontaram que a urina como biomarcador pode detectar
rapidamente variacdées na ingestdo de F, uma vez que demonstrou que o F
circulante no organismo rapidamente reduz nas primeiras 24 horas de interrupcao
da ingestdo de F pela agua e pelo dentifricio, € aumenta rapidamente apds a

reexposi¢cdo as mesmas fontes.

2.1.3 Biodisponibilidade

A nocédo de biodisponibilidade foi criada em 1945, por Oser e
colaboradores, quando estudaram a absorcao relativa das vitaminas existentes em
diferentes formulacées farmacéuticas. Em Farmacologia, o termo pode ser
definido como a porcdo da droga que atinge a circulagdo geral, ap6s a sua
administragdo. A biodisponibilidade ainda indica a velocidade com que a droga
atinge o sangue, que posteriormente sera utilizada pelo organismo. A importancia
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da biodisponibilidade é dada uma vez que é o primeiro de muitos fatores que
determinam a relagdo entre a dose da droga e sua intensidade de agéo (Silva,
2010d; Yagiela, 2011).

Quando se fala a respeito da biodisponibilidade de F, a mesma se
refere a todo F ingerido e absorvido pelo plasma sanguineo, estando entdo
disponivel para distribuicao e deposicdao em tecidos.

Do ponto de vista da exposicdo a um meio coletivo de fluoreto, como,
por exemplo, agua fluoretada, a biodisponibilidade de F na saliva corresponderia
ao F ingerido, absorvido e distribuido, sendo reciclado na saliva via secregéo pelas
glandulas salivares.

Ekstrand (1977) realizou um estudo com o objetivo de correlacionar a
concentragdo de ion flior na saliva e no plasma. Seis voluntarios ingeriram
tabletes de NaF contendo 3, 6 ou 10 mg de F e posteriormente, amostras de
plasma e saliva estimulada da glandula parétida foram obtidas por até 12 horas
apoés a ingestao. Os resultados apontaram que as curvas de concentragédo de F na
saliva e no plasma sanguineo eram paralelas, indicando que a analise de F na
saliva poderia ser utilizada como substituto da analise de plasma sanguineo em
estudos a respeito da farmacocinética do F.

Posteriormente, em 1978, Ekstrand estudou a biodisponibilidade de F
no plasma em trés distritos apresentando concentragdes distintas de F na agua
(0,25; 1,2 € 9,6 ug F/mL). Quinze voluntarios participaram do estudo no qual foram
coletadas amostras de sangue por meio de puncéao digital e urina durante 2 dias
consecutivos. As amostras de sangue (aproximadamente 0,8 a 1,5 mL) foram
coletadas as 8:00, 12:00, 14:00 e 20:00h e toda a urina produzida durante as 48
horas foi coletada. Os resultados demonstraram que houve flutuacdo na
concentracdo de F no plasma nos individuos vivendo em regides com alta
concentracdo de F na agua. Variagdes na concentragcdo de F no plasma dos
individuos residentes na regidao contendo 1,2 ug F/mL na agua também foram
encontradas, porém, esta variacdo nao era tdo evidente. Para os dados de urina,

foi encontrada correlacdo moderada positiva (r=0.71) entre o clearance renal de F
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e o fluxo urinario. O estudo concluiu sobre a importancia do desenvolvimento de
metodologias para coleta e monitoramento da concentracdo de F no plasma
sanguineo para o estudo da biodisponibilidade de F.

Ekstrand & Ehrnebo (1979) utilizaram dados de excrecdo urinaria e
concentracdo plasmatica de F para investigar a extensdo na qual a
biodisponibilidade de tabletes de fluoreto de sédio (NaF) é influenciada pela
administracdo simultanea de leite, exclusivamente, ou em combinagdo com outros
produtos da dieta. Haja vista que os alimentos possuem em sua composicao
cations bi- ou trivalentes, o grau de absorcao de F foi reduzido devido a formacéao
de complexos insoluveis, de baixa solubilidade, como por exemplo, fluoreto de
célcio (CaFy). As curvas de concentracdo de F no plasma sanguineo foram
consideravelmente menores quando o leite foi coadministrado e esta reducao foi
ainda maior quando outros produtos da dieta foram incluidos. Os autores
sugeriram que a menor biodisponibilidade encontrada seria frente a formacao de
compostos de baixa solubilidade com o F, fato que deveria ser levado em
consideracao quando da determinagédo da dose de suplementos de F, ressaltando
ainda que tabletes que contivessem fluoreto de sédio nao deveriam ser ingeridos
juntamente com produtos a base de leite.

A absorcao do ion flior no trato gastrointestinal pode estar sujeita a
varios outros fatores além da acidez géastrica, como por exemplo, o tipo de
formulagdo do dentifricio fluoretado e o conteudo géastrico no momento da
absorcao. Ekstrand & Spak (1988) estudaram o efeito da ingestao de alimentos na
biodisponibilidade de F ingerido na forma de dentifricio fluoretado. Em relagéo ao
delineamento do estudo, os voluntarios (n=6) ingeriram 3 mg de F nas seguintes
ocasides: em jejum, 15, 60 ou 120 minutos apds ingerirem um café da manha
padrdao. Em cada fase, 3 g de dentifricio (dentifricio contendo 0,76% de MFP)
eram ingeridas na forma de suspensao de dentifricio. Amostras de plasma foram
coletadas por até seis horas apds a ingestdo. Os resultados apontaram que a
biodisponibilidade do F foi menor apds 15 e 60 minutos da ingestdo de alimentos;

entretanto, apdés 120 minutos da ingestdao, nao houve diferenca estatistica em
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relacdo a situacao de jejum. Os autores concluiram que a implicagédo clinica do
estudo seria de que, se a escovagao ocorrer logo apds as refeigcdes, a absorcao
de F sera inibida em algum grau e altos picos plasmaticos de F nao irdo ocorrer.

Cury et al. (2005) avaliaram o efeito combinado das refeicées e de um
dentifricio de baixa concentracdo de F na reducao da absorcao de F, testando-se
a hip6tese de que, se um dentifricio convencional fosse utilizado logo apés as
refeicdes seria tdo seguro quanto um dentifricio de baixa concentragao utilizado
em jejum, em termos de risco de fluorose dental. Os dentifricios avaliados
possuiam silica como abrasivo, e continham 0, 550 e 1100ug F/g, na forma de
NaF. Foram simuladas trés condicdes de conteudo gastrico: jejum, apés café da
manha e apos almocgo. Os voluntarios ingeriram suspensado do dentifricio (45
mg/kg de peso corporal) em jejum ou 15 minutos apds as refeigbes, sendo
realizadas coletas de amostiras de saliva e urina para se avaliar a
biodisponibilidade de F. Considerando-se os resultado encontrados, os autores
sugeriram que, em relacdo ao risco de fluorose dental, a utilizacao de dentifricio
convencional contendo 1000 a 1100 pug F/g logo apds as refeicoes seria tdo
seguro quanto o de baixa concentracéo ingerido em jejum.

No mesmo ano, a biodisponibilidade de F foi avaliada apds ingestao de
diferentes tipos de agua fluoretada (concentracbes de aproximadamente 1 pug
F/mL): naturalmente ou artificialmente fluoretadas, variando ou nao sua dureza. A
dureza da 4gua é normalmente determinada pelas concentracdes de ions calcio e
magnésio e pode ser expressa como concentracao equivalente de carbonato de
calcio (CaCOs3). A respeito do delineamento experimental, 20 voluntarios
ingeriram, a cada fase experimental, 500 mL da respectiva agua a ser avaliada
antes e durante as oito horas seguintes a ingestdo, amostras de sangue venoso
foram coletadas. Os resultados apontaram que nao houve diferenca entre a
biodisponibilidade de F no plasma nos diferentes tipos de &guas avaliadas,
considerando o0s parametros farmacocinéticos de area sob a curva da
concentracdo de F no plasma, concentragcdo e tempo maximo para se atingir a

maxima concentracdo de F. Os autores concluiram que as diferencas na
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biodisponibilidade de F entre aguas com diferentes tipos de dureza é pequena se
comparada com a variacao intra- e interindividuais na absorcdo ap6s a ingestéao
de aguas fluoretadas contendo concentragdes proximas de 1 ug F/mL (Maguire et
al., 2005).

Com o objetivo de determinar a biodisponibilidade de F na saliva ap6s a
ingestdo de uma refeicdo preparada com sal fluoretado (250 ppm F) foi
desenvolvido um estudo in vivo, com delineamento cruzado, no qual 10
adolescentes, residindo em regido contendo agua naturalmente fluoretada (1,06
ug F/mL), ingeriram uma refeicdo padronizada de espaguete com carne moida,
preparada com sal fluoretado e nao fluoretado. Amostras de saliva total foram
coletadas antes e ap6s 10, 30 e 180 min da ingestao da refeicdo. Os resultados
apontaram que a ingestao da refeicdo preparada com sal fluoretado elevou a
concentracao de F na saliva, sendo o pico de concentracao atingido apés 10 min
da ingestao da refeicdo. Posteriormente, foi visualizada uma queda gradativa na
concentragdo de F, entretanto, mesmo ao final de 180 min da ingestdo a
concentragdo salivar de F apresentava-se maior que a concentracdo baseline,
demonstrando o efeito benéfico do sal fluoretado elevando os niveis salivares de F
(Hedman et al., 2006).

Em recente estudo, a excrecdo urinaria de F em criancas recebendo
leite fluoretado em uma area com baixa concentragéo de F na agua (0,21 ppm F)
foi comparada com a daquelas recebendo leite nao-fluoretado e vivendo em regiao
contendo agua de abastecimento fluoretada (1,05 ppm F). Com esse objetivo, foi
delineado um estudo cruzado com 3 fases, no qual 32 criangas entre 0os 6 e 7
anos de idade residindo em uma area sem adi¢do de F a agua foram recrutadas e
a excrecao de F na urina foi medida antes e depois da ingestdo de 0.5 ou 0.9 mg
de F no leite. Mantendo a dieta de costume e habitos de higiene oral, as criancas
foram submetidas a 2 semanas lead-in, sem ingestao de leite fluoretado. Urina de
24 horas foi coletada no quarto dia apds o periodo de lead-in (baseline), e apds a
ingestao de leite fluoretado contendo ou (i) 0.5 mg ou (ii) 0.9 mg F (intervencao).

Um grupo comparativo de treze criangas entre os 6 e 7 anos vivendo em areas
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contendo agua fluoretada (1,05 ppm F) forneceram uma amostra de urina de 24
horas apos lead-in de duas semanas utilizando leite ndo fluoretado. Os resultados
encontrados apontaram que a excreg¢ao urinaria de F para aqueles vivendo em
regidao de agua fluoretada foi de 0,393+0,209 mg F/ dia. Para aqueles individuos
consumindo leite F, o incremento na excrecao de F (diferenca com a coleta de
urina baseline) foi de 0,130 e 0,153 mg F/dia apés a ingestdo de 0,5 e 0,9 mg F de
leite F, respectivamente, ndo havendo diferengas significativas entre as duas
concentragdes de F no leite avaliadas. Os autores concluiram que o consumo de
leite fluoretado aumentou significativamente a excrecao urinaria de F de individuos
vivendo em regidao com agua nao fluoretada e que a mesma foi similar a excrecéao
daqueles individuos vivendo em regido com agua de abastecimento fluoretada
(Maguire et al., 2013).

2.2 Papel da agua fluoretada no controle do processo de carie dental

A adicao de fluoreto na agua para consumo humano tem sido utilizada
como método de prevencao da carie dentaria em varios paises ha varias décadas,
o0 que tem resultado em melhora significativa da saude bucal das populacdes
beneficiadas (McDonagh et al., 2000; Rugg-Gun & Do, 2012, Slade et al., 2013).
Por essa razdo, o processo de adicdo de fluoreto na agua de abastecimento
publico foi considerado uma das dez maiores conquistas da saude publica nos
Estados Unidos, no século XX, por ser um método de grande abrangéncia,
beneficiar todos os grupos socioeconémicos e ter uma excelente relacdo custo-
beneficio (CDC, 1995; CDC, 2001).

Historicamente, os primeiros relatos a respeito de fluoretos e agua
fluoretada ocorreram em 1901, quando John Mcauley Eager relatou manchas ou
descoloracbes marrons observadas em emigrantes italianos de Napoles,
denominado “dentes de Chiaie”, ou “esmalte mosqueado”, como ficou conhecido
posteriormente. Mas foi somente em 1916 que McKay e Black, ao analisarem e
descreverem alteracdes histoldgicas observadas em pessoas residentes no
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estado do Colorado, EUA, fizeram a associacao da descoloragdo com a estrutura
interna do dente em formacdo. McKay analisou as condi¢cbes climaticas e os
hébitos alimentares desta populacao e, intrigado com as razdes dessa alteracao
dentaria, percebeu que a agua ingerida pelos individuos era a unica diferenga
entre eles; alguns eram abastecidos por agua proveniente de pocos rasos,
enquanto que outros grupos serviam-se de agua retirada de pocos profundos —
estes apresentavam dentes manchados. Surgiu entdo a hip6tese de que algum
elemento quimico existente na agua seria responsavel pela diferengca (McKay &
Black, 1916; McKay, 1928). Ap6s a descoberta dos altos teores de F em fontes
naturais de algumas cidades do estado (2,0 a 12,0 ug F/mL) e de outra
comunidade americana rural (Oakley, Idaho) as pesquisas sobre o denominado
“‘esmalte mosqueado” foram intensificadas nos Estados Unidos e a associacao da
fluorose dentdria com a concentracdo de F na agua de abastecimento foi
estabelecida.

Dentre os estudos realizados, em 1942, Dean realizou um estudo
conhecido como “Estudo das 21 cidades”, que procurou descobrir concentracdes
de F na agua capazes de uma acao preventiva e eficaz na reducdo da carie
dentaria, ao mesmo tempo em que buscou responder qual concentracdo de F na
agua provocava fluorose. Utilizando calculos matematicos para interpolar o efeito
anticarie versus fluorose nas cidades com distintas concentragdes de F, foi
determinado que o melhor balango entre beneficio e risco seria obtido com
concentracdes em torno de 1 pug F/mL. A partir dai, seguiram-se varios estudos
com adicao de fluoreto a agua, ou seja, fluoretagao artificial, surgindo o desafio de
ajustar o nivel de fluoreto de forma a produzir a maxima protecdo contra a cérie
sem o prejuizo da fluorose.

Considerando, portanto, o efeito do F na prevencao de carie, em 1945,
o F foi adicionado pela primeira vez a agua de abastecimento, na cidade de Grand
Rapids, Michigan. Depois de mais de 10 anos, o numero de dentes com
experiéncia de carie diminuiu de 12,5 em 1944 para 6,2 em 1959, com uma

reducao em torno de 50%. Esse resultado foi repetido em numerosos estudos por
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todos os Estados Unidos e em outras partes do mundo, 0 que proveu uma
evidéncia inquestionavel da eficacia da fluoretagdo das aguas (Arnold et al., 1962).

No Brasil, o municipio de Baixo Guandu, no Espirito Santo, foi o
primeiro a adicionar F artificialmente na agua, em 1953, com teor ajustado para
0,8 ug F /mL. Mantido como estudo piloto, foi pioneiro em comprovar, no Brasil, os
beneficios obtidos em outros paises na reducdo da carie dentaria. O indice de
dentes permanentes cariados, perdidos e obturados (CPOD), aos 12 anos de
idade, em 1967, apds 7 anos de iniciada a fluoretagcao das aguas, apresentou uma
reducao de 46% (Freire & Freire, 1962) e ap6s 14 anos, 69,1% (Barros et al.,
1993).

A Lei Federal n® 6.050, de 24 de maio de 1974, dispde sobre a
fluoretagdo da agua em sistemas publicos de abastecimento, sendo devidamente
regulamentada pelo Decreto Federal n® 76.872, de 22 de dezembro de 1975
(Brasil, 1974), que dispde sobre a obrigatoriedade da fluoretacdo, estabelecendo
que “os projetos destinados a construgdo ou ampliagdo de sistemas publicos de
abastecimento de agua, onde haja estacao de tratamento, devem incluir previsdes
e planos relativos a fluoretagdo de agua”. Por sua vez, a Portaria n°® 635 do
Ministério da Saude, de 26 de dezembro de 1975 (Brasil, 1975), aprova e
determina normas e padrbes a serem seguidos, desde a concentracao do ion fluor
a ser utilizado, de acordo com as médias das temperaturas maximas anuais de
cada regiao, até os compostos recomendados, para a correta execucao da
fluoretacdo das aguas de abastecimento. No Estado de Sao Paulo, a Resolucao
SS-250/95, de 15/08/95 (Sao Paulo, 1995), estabelece que a agua dos municipios
deve conter 0,7 ug F/mL e define como aceitavel uma concentragéo entre 0,6 e
0,8 ng F/mL. Utilizando-se uma férmula de conversdo que considera a
temperatura média anual (Galagan & Vermillion, 1957), a concentragdo 6tima de
0,7 ug F/mL (0,6-0,8 ug F/mL) também ¢é estabelecida como ideal para a maioria
das regides do Brasil,e outros paises de clima tropical/subtropical, considerando a
maior ingestao de liquidos devido as maiores temperaturas (Lima & Cury, 2003).
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Posteriormente por meio da Portaria 56/1977, foram aprovados normas
e critérios de padrao de potabilidade da agua. Do ponto de vista da presenca de
fluoreto em aguas de consumo humano, agregado ou de ocorréncia natural, 1,7 ug
F/mL foi fixado como Valor Maximo Permissivel. Esse valor foi alterado em 2000,
com a publicacao da Portaria 1.469, que definiu 1,5 ug F/mL como Valor Maximo
Permitido (VMP). De acordo com a resolucéo, teor de F acima desse valor maximo
caracteriza agua fora do “Padrdo de Potabilidade”, portanto, inaceitavel para o
consumo humano do ponto de vista de prevencao da carie e o risco da fluorose
dentaria. Ainda com relagao a legislacao da agua de abastecimento, é pertinente
a Portaria do Ministério da Saude n°® 518, de 25 de marco de 2004 (Brasil, 2004a),
uma vez que define os procedimentos e as responsabilidades relativas ao controle
e a vigilancia da qualidade da agua para o consumo humano e seu padrao de
potabilidade. Esta portaria encontra-se em revisdo, com a finalidade de, entre
outros aspectos, aperfeicoar os procedimentos de operacionalizacao e controle
dos teores de F em ambito nacional. Em 2004, o Ministério da Saude langou as
Diretrizes da Politica Nacional de Saude Bucal, documento apresentado para a
organizacgdo da atencdo & satde bucal no ambito do Sistema Unico de Satde. A
ampliacdo da cobertura da fluoretacdo das aguas no Brasil foi tratada como
prioridade governamental (Brasil, 2004b).

Recentemente, em 2011, considerando que a concentracéo de fluoreto
€ um parametro relevante para avaliacdo da qualidade nas aguas de consumo e
que o estabelecimento de niveis de seguranga para fluoreto é uma medida
imprescindivel de protegdo a saude, uma revisdo de literatura analisou a
potabilidade da agua para consumo humano quanto ao teor de fluoreto,
considerando balanco entre beneficios e riscos de seu uso. Foram incluidas
revisdes sistematicas sobre os beneficios e riscos da agua fluoretada para a
denticdo e para a saude Ossea, publicadas entre os anos de 2000 e 2009 e, a
partir dessa busca, 77 trabalhos foram encontrados, dos quais cinco abordavam
as questdes de interesse. Para determinar os teores 6timos de fluoreto no Distrito

Federal e nas capitais brasileiras, dados de latitude, longitude, altitude e
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temperatura (de 2008) foram obtidos do Instituto Nacional de Meteorologia. Além
disso, foram consultados sitios eletrénicos de agéncias governamentais e
documentos oficiais pertinentes ao tema, sendo que os resultados da analise
focalizaram trés tépicos: beneficios do fluoreto na agua, seus riscos e padroes
adotados em diferentes paises. Diante dos conhecimentos revisados, observou-se
que a maioria dos paises adota 1,5 pg F/mL como valor maximo permissivel
(VMP) para fluor de ocorréncia natural, sendo que, em 1984, a OMS definiu 1,5 ug
F/mL como limite para agua potavel e segura. As temperaturas nas capitais
brasileiras indicam que o fluoreto deveria variar de 0,6 a 0,8 ug F/mL para prevenir
carie dentaria. Ainda, concentracédo de fluoreto natural de 1,5 ug F/mL é aceitavel
para consumo no Brasil se ndo houver tecnologia de custo-beneficio aceitavel
para ajuste/remocgao do seu excesso. A ingestdo diaria de 4gua com fluoreto em
concentracao > 0,9 ug F/mL representa risco a denticdo em menores de oito anos
de idade e os consumidores deveriam ser expressamente informados desse risco.
Portanto, tendo em vista a expanséo do programa nacional de fluoretacao da agua
de abastecimento publico para locais de clima tipicamente tropical e considerando
o0 maior conhecimento sobre as condicées climaticas das diferentes regides
brasileiras, ha uma necessidade da revisdo da Portaria 635, aprovada em 1975,
considerando a obrigatoriedade de prestacdo de informacdo a populacao nos
quais as empresas de saneamento e demais interessados deveriam assegurar
concentragdes de fluoreto de ocorréncia natural proximas dos teores 6étimos
(Frazéo et al., 2011).

Atualmente, o Brasil dispde do segundo maior sistema de fluoretacao
de aguas de abastecimento publico de todo o mundo (Brasil, 2009). Dados do
levantamento de saude bucal realizado no Brasil revelam que, em 2003, 115 dos
250 municipios brasileiros avaliados contavam com fluoretagcdo nos sistemas de
tratamento publico de agua, representando 46% da amostra. As regides Sudeste e
Sul eram as que estavam em melhor situagdo quanto a cobertura, com 66% e
88% respectivamente. Destaque para os municipios com mais de 50 mil

habitantes que apresentaram coberturas maiores do que 70%. As regides Norte e
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Nordeste apresentaram 6% e 16% dos municipios com acesso a medida,
respectivamente (Brasil, 2004b).

Vale ressaltar que € importante que haja sempre um equilibrio entre os
beneficios da utilizagdo de da agua fluoretada na prevencao da carie dentaria e o
risco de desenvolvimento de fluorose (Do & Spencer, 2007). A partir dessa
premissa, em uma revisao sistematica acerca da fluoretacdo da agua, McDonagh
et al.(2000), apds analise de 214 estudos, observaram que a fluoretacdo da agua
de abastecimento estava associada com um aumento na propor¢do de criancas
livres de carie e uma reducdo no numero de dentes afetados por carie. Como
unico efeito colateral da exposicdo a agua fluoretada, os autores encontraram um
aumento dose-dependente na fluorose dental, sendo que com um nivel de 1 ppm
F, estimou-se que 12,5% das pessoas expostas teriam fluorose considerada
preocupante do nivel estético. Os autores reforcaram a ideia de que qualquer
decisdo acerca da fluoretagdo das aguas nao deve ser considerada apenas em
relacdo a risco (fluorose dental) /beneficio (reducdo da carie dental), mas também
considerando aspectos éticos, ambientais, ecoldgicos, financeiros e legais.

Todavia, existem inumeras dificuldades para estimar uma relacao dose-
resposta em relacédo a fluorose dental valida, considerando que o tempo entre o
periodo de exposicao a fluoretos e seu efeito. De acordo com Fejerskov et al.
(1996) a ingestdo de agua fluoretada equivalente a 0,02 mg F/kg peso corporal
estaria associado a uma prevaléncia de fluorose em torno de 40-50%, reduzindo
para 15-25% quando a classificacdo “questionavel’, pelo indice de Dean, é
excluida. Nesse sentido, Richards et al., (1989) em um estudo realizado com
7000 criancas de 18 areas contendo diferentes concentracbes de F na agua,
verificaram que a dose diaria de F estava correlacionada positivamente com a
prevaléncia de fluorose. Concomitantemente, Butler et al.(1985) verificaram em
2500 criangas de 16 comunidades do Texas, que outras fontes de F, além da agua
fluoretada, estavam associadas com a prevaléncia de fluorose. Esses estudos,

portanto, sugeriram uma relacao linear entre ingestao de F e fluorose resultante.
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Em um estudo realizado em cidades com fluoretacdo da agua de
abastecimento e cidades sem fluoretacao no ano de 1987, anteriormente ao uso
disseminado de dentifricios fluoretados no Brasil, Maltz & Farias (1998) avaliaram
a prevaléncia de fluorose dental por meio do indice Thylstrup & Fejerskov em 4
cidades localizadas em duas regides com condicdes climaticas distintas. Dentre os
resultados, os autores detectaram que a prevaléncia e a severidade de fluorose
foram baixas nas cidades com 4&gua fluoretada, sugerindo que somente o
consumo de agua fluoretada ndo causava alta prevaléncia de fluorose, mesmo em
cidades com clima tropical semiarido. No entanto, vale ressaltar que se observou
uma grande variacdo na concentracao de F presente nas cidades que possuiam
agua de abastecimento fluoretada (0,45 = 0,26 a 0,96 = 0,11 ppm F, durante o
periodo de 1979 a 1987) visto que ndo havia controle operacional da concentracédo
de F na regiao.

Os estudos epidemiolégicos desenvolvidos no mundo na década de 90
descrevem diferencas na prevaléncia da fluorose, que variam desde a quase
auséncia da doenca nas populagdes — 2,2%, até propor¢cées maiores que 90%
(Downer, 1994). Observa-se, entretanto, que mesmo com altas prevaléncias, a
propor¢cao de individuos que apresentam as formas moderada e severa ainda €
pequena, s6 aumentando significativamente nos locais onde a fluorose é
endémica e deve-se a alta concentracdo do F nas fontes naturais de agua
(Cangussu et al., 2002).

Dados do levantamento das condicoes de saude bucal do estado de
Sao Paulo, realizado em 2002, apontaram que a prevaléncia de fluorose, aos 12
anos de idade, nos municipios com flior na agua de abastecimento, foi de
13,77%, enquanto que, nos municipios sem agua fluoretada, essa porcentagem
reduziu para 0,66%. Na faixa etaria de 15 a 19 anos, 6,26% dos individuos que
viviam em municipios com agua fluoretada apresentaram fluorose, enquanto que
naqueles sem flior na agua de abastecimento, a prevaléncia reduziu para 0,40%
(Secretaria da Saude do Estado de Sao Paulo, 2002).
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De acordo com os dados do levantamento epidemiolégico SB Brasil, em
2003, a prevaléncia de fluorose entre os examinados pode ser considerada baixa:
7,31% aos 12 anos e 19,15% entre os 15 e 19 anos, sendo que destes, somente
1,37% e 0,64% respectivamente apresentam fluorose severa. A presenca de
fluorose dentaria (condicbes muito leve, leve, moderada e severa) foi identificada
tanto em municipios com F na dgua de abastecimento quanto em municipios sem
F na agua, com uma maior prevaléncia nos municipios com F, entretanto, a maior
parte dos casos foram classificados entre as condigdes muito leve e leve, que
possuem pequena repercussao na estética e nenhuma na funcdo dos dentes
envolvidos. Comparativamente, ao relacionar-se os resultados encontrados para a
prevaléncia de carie dental e fluorose do presente levantamento, os dados
epidemiologicos apontaram que CPO-D nas criangas de 12 anos e adolescentes
dos municipios que tém agua fluoretada foi de 2,27 e 5,69, respectivamente. Ja
nos municipios que ndo tém F na agua, o CPO-D médio das criangas de 12 anos
foi de 3,38 (49% maior) e dos adolescentes de 6,56 (15% maior) (Brasil, 2004b),
reforcando a importancia dos meios coletivos de uso de F para o controle da cérie.

A respeito do ultimo levantamento realizado em 2010 no Brasil, 16,7%
apresentavam fluorose aos 12 anos de idade, sendo que 15,1% foram
representados pelos niveis de severidade muito leve (10,8%) e leve (4,3%).
Fluorose moderada foi identificada em 1,5% das criangas. O percentual de
examinados com fluorose grave pode ser considerado nulo. A maior prevaléncia
de criangas com fluorose foi observado na regidao Sudeste (19,1%) e o menor
valor, na regido Norte (10,4%). Considerando-se dados para cérie dental, houve
uma redugdo de 26% do indice CPO-D, aos 12 anos de idade, em relacdo ao
ultimo levantamento realizado (Brasil, 2011).

Clark et al. (2006) avaliaram as mudancgas no perfil da prevaléncia da
fluorose dental e na percepcao estética depois de cessado o abastecimento de
agua fluoretada, no ano de 1992, na provincia de British Columbia, no Canada.
Nos anos de 1993-1994 foram examinadas criancas cujo desenvolvimento dos

dentes permanentes ocorreu durante a época de abastecimento com &agua
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fluoretada. Para quantificar a fluorose dental, foi utilizado o indice de Thylstrup-
Fejerskov (TF) e a percepcao estética foi avaliada por meio de questionarios
respondidos pelos responsaveis. Em 1996-1997, os voluntarios possuiam dentes
permanentes expostos tanto a agua fluoretada como a néao fluoretada, e em 2002-
2003, todos os participantes estavam expostos exclusivamente a agua nao
fluoretada. O estudo mostrou que a prevaléncia de fluorose reduziu de 58% para
24% apo6s dez anos de paralisacdo da fluoretacdo da agua de abastecimento
publico. A distribuicdo do indice TF sugeriu que a severidade da fluorose também
sofreu uma diminuicdo, com indices TF menores do que 3 ap6s o periodo de
paralisacao da fluoretacdo das aguas de abastecimento.

Catani et al. (2007) avaliaram a relacao entre os niveis de fluoreto na
agua de abastecimento publico e a prevaléncia de fluorose dentaria em 386
escolares de sete anos de idade, moradores de dois municipios do estado de Sao
Paulo, que realizaram heterocontrole da fluoretagdo de suas aguas, resultando em
concentragcdées homogéneas (0,6 — 0,8 ppm F) ou oscilantes (0,3 — 1,2 ppm F)
durante os anos de realizagao do controle. A prevaléncia de fluorose no municipio
com teores oscilantes de F na agua foi de 31,4%, e no municipio com teores
homogéneos de 79,9%. E importante destacar que, embora o percentual de
criangas com fluorose no municipio com teores homogéneos de fluoreto na agua
tenha sido superior ao do municipio com concentragbes oscilantes, ndao foram
encontrados percentuais elevados de fluorose nos graus moderado e severo.
Predominou o grau leve, que seria o esperado em locais com teores adequados
de F na agua de abastecimento. Os autores sugeriram a possibilidade de
associagao entre a regularidade da manutengcédo da concentracéo étima de F na
agua com o aumento da prevaléncia de fluorose dentaria, em consonancia com
revisdo da literatura (Bardsen, 1999) que demonstrou que a exposi¢cao prolongada
a F tem implicacdes na fluorose resultante.

Outro aspecto a ser levantado é que em regides de agua fluoretada, os
alimentos cozidos com a mesma apresentam uma concentracdo de F mais

elevada quando comparados aos preparados com agua nao fluoretada. Casarin et
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al. (2007) analisaram a concentracdo de F no arroz, feijado e em alimentos
industrializados infantis do comércio brasileiro a fim de estimar suas contribui¢des
para o desenvolvimento de fluorose dental. Dentre os resultados, a quantidade de
F ingerido numa refeicdo de arroz e feijdo cozidos com &gua otimamente
fluoretada foi considerada segura, pois corresponde a 29% do limite da dose de
risco de fluorose dental. Os autores sugeriram que, considerando a concentracao
de F nos alimentos, a quantidade ingerida e a dose considerada como limiar para
uma fluorose clinicamente aceitavel (Burt, 1992), a maioria dos alimentos
estudados nao constituem motivo de preocupacgao quanto a toxicidade crénica do
fluoreto, inclusive os alimentos tipicos da dieta brasileira.

Em suma, considerando as evidéncias cientificas disponiveis, pode-se
concluir, portanto que, em vista do indiscutivel beneficio da utilizagcao de fluoretos,
e diante da baixa prevaléncia e severidade constatada, a fluorose ndo representa
um risco a saude dos individuos. Ainda é importante ressaltar que apesar de
atualmente o impacto da agua fluoretada em termos de beneficio anticarie ser
menor que no passado, pela utilizagdo e disponibilizacdo de outros produtos
fluoretados, a mesma ainda apresenta grande importancia para o controle da cérie
dental, principalmente considerando as dimensdes e diferencas sociais do pais
onde 0s que mais precisam n&o apenas poderiam obter o beneficio, mas neles, o

impacto preventivo tem mais forca.
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3 PROPOSICAO

Avaliar a biodisponibilidade de fluoreto no plasma sanguineo e saliva

apods a ingestao de agua ou de uma refeicao preparada com agua fluoretada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP-
UNICAMP (processo n°. 041/2012) (Anexo). Atendendo as consideragdes éticas,
foi apresentado aos voluntarios o termo de consentimento livre e esclarecido,
para, apos informacgao sobre o experimento, consentirem ou ndo em participar da
pesquisa (de acordo com a Resolucao n° 466 do Conselho Nacional de Saude,
Ministério da Saude, Brasilia, DF, 12/12/2012).

4.2 Delineamento Experimental

O estudo in vivo, do tipo cruzado, duplo cego, no qual 20 voluntarios,
em bom estado de saude geral e bucal foram incluidos. Todos os voluntarios eram
residentes em Piracicaba, SP, cidade que apresenta regularidade na fluoretacao
da agua de abastecimento publico. Individuos apresentando qualquer alteracao
gastrica e/ou renal, que pudessem afetar os processos fisioldgicos normais de
absorcao e excregao, foram excluidos da pesquisa. Durante 4 fases experimentais
os voluntarios ingeriram aleatoriamente: agua nao fluoretada (< 0,01 pug F/mL),
agua fluoretada (1 pg F/mL), refeicao preparada com agua nao fluoretada ou
refeicdo preparada com agua fluoretada. A refeigcdo foi composta por arroz, feijao,
carne, vagem, cenoura, suco e gelatina, e o tempo para ingestéao foi padronizado
em 15 minutos. A dose de fluoreto ingerida foi baseada no peso corporal para
atingir 0,8 pug F/kg peso corporal, quando da ingestdo de agua ou da refeicdo
preparada com agua nao fluoretada (dose correspondente ao F residual presente
nos alimentos), e 12 ug F /Kg de peso corporal, quando da ingestao de agua ou
refeicdo preparada com agua fluoretada. Em todas as fases experimentais,
imediatamente antes (tempo zero) e apés 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos

da ingestdo, amostras de saliva ndo estimulada e amostras de sangue obtidas por
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puncao digital foram coletadas para determinar a concentracdo de fluoreto.
Previamente ao inicio do estudo experimental, um estudo preliminar foi realizado
com o objetivo de avaliar a concentragao de fluoreto na saliva encontrada durante
a mastigacao de alimentos preparados com agua fluoretada. Adicionalmente, um
segundo estudo preliminar foi realizado para a validacao da coleta de sangue e
determinacao da concentracao de fluoreto no plasma sanguineo. A concentracao
de fluoreto no plasma sanguineo em todas as amostras foi determinada utilizando
eletrodo ion especifico adaptado para microanalise. A andlise de F na saliva foi
realizada pela técnica de microdifusao facilitada de F com hexametildisiloxano
(Taves, 1968 adaptado por Martinez-Mier et al., 2011). A biodisponibilidade de
fluoreto foi estimada a partir da area sob a curva (ASC) das concentragdes
plasmatica e salivar de F em funcdo do tempo. Os grupos foram comparados
utiizando andlise de variancia, seguida de teste de Tukey, com nivel de
significancia estabelecido em 5%.

4.3 Estudo Preliminar 1: Disponibilidade de fluoreto na saliva apods
mastigacao de alimentos preparados com agua fluoretada

Em um estudo in vivo, cruzado e duplo cego, composto por 8 fases
experimentais, 6 voluntarios adultos jovens mastigaram (durante 30 s) os
seguintes alimentos tipicos de uma refeicdo brasileira, preparados de forma
padronizada com agua fluoretada (0,6-0,8 ug F/mL) ou nao-fluoretada (controle):
mistura contendo arroz+feijdo (3 g de cada), carne moida (6 g), legumes (vagem +
cenoura; 3 g de cada) e gelatina (6 g). A quantidade de 6 g de alimento
corresponde a quantidade de alimento encontrada em média em um garfo
utilizado para alimentagdo. A andlise da concentracdo de F encontrada na agua e
nos alimentos utilizados em todas as fases experimentais foi realizada com
eletrodo ion-seletivo ap6s microdifusdo das amostras (Taves et al. 1968 adaptado

por Martinez-Mier et al., 2011).
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Durante todo o periodo experimental e pelo menos 3 dias antes do
inicio do experimento, voluntarios utilizaram dentifricio ndo-fluoretado. Ao inicio de
cada fase, apds pelo menos 2 horas de jejum, saliva ndo estimulada foi coletada,
durante 3 minutos, antes da mastigacdo do alimento como medida basal. Em
seguida, o alimento correspondente a determinada fase foi mastigado durante 30s
e apds esse periodo o bolo alimentar produzido foi expectorado e coletado em
recipiente plastico pré-pesado e identificado. A fragdo liquida do bolo alimentar
(FLBA) foi obtida por meio de centrifugacdo e a concentracdo de F presente na
FLBA foi determinada (Figura 1).

Coleta de saliva ndo estimulada (Baseline) - Jejum (minimo de 2 horas)

N

Mastigacdo (30s) dos alimentos preparados com agua fluoretada ou nio fluouretada:
Mistura contendo arroz+feijdo (3 g de cada)

Carne (6 g)

Legumes (vagem + cenoura; 3 g de cada)

Gelatina (6 g)

SNENENEN

g
Expectoragdodobolo alimentar

Andlise da concentragao de F nafraggo liquidado bolo
alimentar (FLBA)

» Fragdo iquida do

Figura 1. Esquema ilustrativo do delineamento experimental do estudo preliminar

4.4 Estudo Preliminar 2: Validacao de microtécnica de coleta de sangue e
determinacao da concentracao de fluoreto no plasma sanguineo

A fim de validar a analise da concentracao de F no plasma sanguineo
utilizando micro amostras obtidas por puncao digital, um estudo preliminar foi

realizado testando o efeito dose-resposta dessa medida. Neste estudo in vivo,
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duplo cego e cruzado, composto por 4 fases experimentais, 3 voluntarios adultos,
ingeriram uma refeicdo brasileira (arroz, feijao, carne, vagem, cenoura, suco e
gelatina), sendo expostos a doses crescentes de F de 0,8; 12; 60 e 120 pg F/Kg
peso corporal. Ressalta-se a seguranga das doses ingeridas, mais de 40 vezes
menores do que a dose provavelmente tdxica relacionada a intoxicacdo aguda por
F (5 mg F/kg peso).

Todos os alimentos foram preparados de forma padronizada com agua
nao fluoretada e as respectivas doses de F a serem ingeridas a cada fase foram
obtidas pelo acréscimo de solugédo de NaF de acordo com o peso corporal de cada
voluntario ao suco, que foi ingerido ao longo do periodo estipulado para a ingestao
da refeicéo.

Ao inicio de cada fase, apds jejum durante o periodo da noite, os
voluntarios ingeriram, durante um periodo de 15 minutos, a refeicao oferecida.
Antes da ingestao e apés 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos, amostras de
saliva ndo estimulada e sangue foram coletadas.

A coleta de sangue foi realizada com auxilio de dispositivo de puncao
digital para diagnéstico de glicemia. O volume de sangue obtido via puncao foi
coletado por meio de capilar de vidro previamente heparinizado, que foi, em
seguida, imediatamente imerso em 6leo mineral para evitar a evaporacao da
amostra (Figura 2). O plasma sanguineo entdo foi obtido por meio de
centrifugacdo, para andlise da concentracdo de F, utilizando eletrodo ion-
especifico adaptado para microanalise (Tenuta et al., 2006).
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»...»

Refeigdo (15 minutos) Punc¢ao digital Volume médio de sangue coletado

Coleta de sangue em capilar Armazenamento e vedamento do Amosfra apés centrifugaq'éo
heparinizado capilar em ponteira com 6leo mineral (obtengéo do plasma sanguineo)

Figura 2. Esquema ilustrativo da metodologia de coleta de micro amostras de
sangue para obtencao de plasma sanguineo.

4.5 Estudo Experimental

Inicialmente, durante todo o periodo pré-experimental e no periodo de
wash-out entre as fases, os voluntarios utilizaram dentifricio ndo fluoretado
fornecido pelos pesquisadores. Quanto a dieta, ndo houve padronizacdo da
mesma, entretanto os voluntarios foram instruidos a evitar produtos e alimentos
ricos em fluoreto, como chas e frutos do mar. Todos os individuos, por serem
residentes em uma cidade que possui agua otimamente fluoretada ingeriram a
mesma e alimentos cozidos com agua fluoretada durante o periodo do estudo.

Em cada fase experimental, apds jejum durante o periodo da noite, os
voluntarios ingeriram refeicdo padronizada ou agua representando a dose de
ingestao correspondente de F, de 0,8 ug F/kg peso corporal, quando da ingestao
agua ou da refeicao preparada com agua nao fluoretada (dose correspondente ao
F residual presente nos alimentos), e 12 ug F /Kg de peso corporal, quando da

ingestdo de agua ou refeicdo preparada com agua fluoretada. Imediatamente
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antes e ap6s 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos, amostras de sangue (Figura
2) e saliva ndo estimulada foram coletadas. Um intervalo de pelo menos uma
semana foi aguardado entre cada fase experimental (Cury et al., 2005; Falcao et
al., 2013).

4.6 Padronizacao do preparo dos alimentos

Em todos os estudos realizados, os alimentos consumidos foram
preparados de forma padronizada como descrito a seguir (Figura 3), permitindo a
reprodutibilidade e reduzindo a variabilidade entre as fases experimentais.

Figura 3. Descricdo das quantidades de agua e alimentos utilizados para o
preparo das refeicées a serem ingeridas pelos voluntarios




4.7 Determinacao da concentracao de fluoreto nos alimentos

Para analise da concentracao de F, os alimentos foram triturados para
obtencdo de uma mistura homogénea e em seguida, as amostras (1 g de cada
alimento) foram analisadas em ftriplicata, sendo a concentragcdo de fluoreto
determinada apds microdifusao facilitada com HDMS (Taves, 1968 adaptado por
Martinez-Mier et al., 2011) (Figuras 4 e 5). Posteriormente, para a dosagem da
concentragdo de F nos alimentos, utilizou-se um eletrodo ion-especifico (Orion
modelo 96-09, Orion Research, Cambridge, MA, USA) acoplado a um analisador
de ions (Orion EA-740). Duas regressdes lineares foram calculadas utilizando uma
série de padrdes de concentracdo diferente de F, dos quais quantidades
crescentes de F foram adicionadas ao teste (0,003125 a 0,03125 e 0,0625 a 2,0
ug F, respectivamente), para estimar a concentracdo de F em amostras de maior
ou menor concentragdo. A acuracia das analises foi avaliada utilizando padroes
internos (0,1 e 1,0 ug F) e um coeficiente de variagdo de 5% foi considerado como

aceitavel.
R - A N N N
Adigdo de 50 pL Adigdo de 1,0
~ de NaOH 0,05 mL de HMDS
1,0 mL/1g de - Colocagdo de ’
cada padrao ou Adicdo de 2,0 | vaselina na N (5gotas — Fechamentoda = — .
mL dgua distribuidas na ) ) | HySO43N (por
amostra em -/ e —/ | tampa daplaca | —/ - —/ | placa de Petri -/ . e o
laca de Petri purificada de Petri parte interna meio de orificio | =/
p da tampa da na tampa da
laca laca
placa) ) placa)
Fechamento . Se necessario,
imediato do orificio | | Amostras mantidas | | A’\d.u;ao d,e 2 BllIEde S adi¢do de dgua . .
na tampa da placa , | sob agitacdo (75 \ [JestsiEceticel0 T ) purificada para (i i Al
de Petri com rpm) por 16 horas v aos 5001155(’ :l S -/ completar volume _/ fonEspesilico
vaselina ’ final de 75 pL

Figura 4. Fluxograma da metodologia de microdifusdo facilitada com
hexametildisiloxano (HMDS).
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Pesagemde 1 g de alimento Adicdo de 2 mL de 4gua purificada 50 pL de NaOH 0,05 N distribuidos
homogeneizado em placa de Petri em 5 gotas na parte interna da
tampa da placa de Petri

Adiggo 1,0 mL HMDS saturado com Apés as 16 horas de difusdo sob
o H,S0,3N agitagdo, adicdo de 25 pL de acido Leitura das amostras em eletrodo
‘ acético0,1N fon especifico

Figura 5. Esquema ilustrativo da metodologia de microdifusdo facilitada com
hexametildisiloxano (HMDS).

4.8 Coleta e determinacao da concentracao de fluoreto na saliva

Em todos os tempos avaliados, saliva ndo estimulada foi coletada
em recipientes plasticos previamente pesados e identificados, durante 3 minutos.
Em seguida, as amostras de saliva foram mantidas congeladas para posterior
analise da concentracdo de F. Previamente a andlise, as amostras coletadas
foram centrifugadas a 16.000 g durante 3 minutos e o sobrenadante foi analisado
quanto a concentragdo de fluoreto apds microdifusdo facilitada com
hexametildisiloxano (HMDS) (Taves, 1968 modificado por Martinez-Mier et al.,
2011).

4.9 Coleta e determinacao da concentracao de fluoreto no plasma

Da amostra de sangue obtida por puncgéao digital (aproximadamente 1 a

10 uL), foi obtido por meio de centrifugacao, o plasma, sanguineo, que foi coletado
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com auxilio de micropipetas de vidro sob microscopio, para a realizagao da analise
de determinacao da concentragao de F .

As amostras de plasma foram aplicadas na superficie de um eletrodo
especifico para o ion fluoreto (Orion 94-09), adaptado para microanalise (Vogel et
al., 1997) (Figura 6). O tamponamento com TISAB Il foi realizado sob microscépio
e as dosagens realizadas conforme descrito anteriormente (Tenuta et al., 2006).

\ Microscépio /
\ /

7 Micro eletrodo Oleo mineral
A

ooooo

Micro amostras

— Eletrodo
Invertido

Figura 6. Eletrodo ion especifico invertido adaptado para microandlise da
concentracdo de F em amostras.

4.10 Analise Estatistica

Para o estudo preliminar 1, teste t pareado foi empregado para
comparagédo inicial (baseline) e final da concentragdo de F na saliva apoés a
mastigagdo dos alimentos analisados. Tanto para o experimento preliminar 2 e o
estudo experimental, a area sob a curva da concentragéao de F no plasma (UM F) e
saliva (ug F/L) em funcao do tempo (min) (ASC) foi calculada pelo programa Origin
9.0 (OriginLab®, Northampton, Mass., USA). No experimento preliminar 2, a fim de
se avaliar o efeito dose resposta da concentragdo de F no plasma a F, foi

realizada andlise de regressao linear entre a area sob a curva (ASC) da
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concentragado plasmatica e salivar de F e a dose ingerida. Considerando o estudo
experimental, os dados de ASC plasmatica e salivar foram avaliados por meio de
analise de variancia, incluindo os voluntarios como fonte de variacdo (blocos
estatisticos), seguido de teste de Tukey. As pressuposicbes de equidade de
variancias e distribuicdo normal dos erros foram checadas considerando-se as
variaveis respostas e os dados que nao satisfizeram as pressuposi¢cdes foram
transformados.

Todas as andlises foram executadas com auxilio do software BioEstat
5.3 (BioEstat®, Belém, Para, BR), com nivel de significancia estabelecido em 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo Preliminar 1: Disponibilidade de fluoreto na saliva apés

mastigacao de alimentos preparados com agua fluoretada

A Tabela 1 sumariza os resultados em termos de média e desvio
padrdo da concentracdo de fluoreto dos alimentos preparados com agua nao
fluoretada (<0,01 pug F/mL) e fluoretada (0,650,025 pg F/mL). A partir dos dados,
percebe-se que os alimentos preparados com agua fluoretada apresentaram uma
maior concentracdo de fluoreto, demonstrando a incorporacdo de F pelo

preparo/cozimento.

Tabela 1. Concentracao de fluoreto (ug F/g) dos alimentos preparados com agua
nao-fluoretada (<0,01 pg F/mL) ou fluoretada (0,650,025 pg F/mL) (n=3;
médiazDP).

Alimentos Nao-Fluoretado Fluoretado
Arroz 0,02 £ 0,001 0,72 £ 0,05
Feijao 0,17 £ 0,06 0,99 £ 0,06
Carne 0,08 + 0,04 0,31+0,21

Legumes 0,02 £ 0,003 0,54 + 0,02
Gelatina 0,02 £ 0,002 0,63 + 0,004

A Figura 7 apresenta os dados de concentracdo de fluoreto na saliva
(ug F/mL) dos voluntarios (n=6) antes (baseline) e apds 30 segundos da
mastigacdo dos alimentos. Para os alimentos preparados com agua nao
fluoretada, houve um discreto, porém significativo aumento da concentracao de F
quando da mastigacado de arroz+feijao, carne e gelatina (p<0,01). Por outro lado,
quando se considera a mastigacdo dos alimentos com agua fluoretada, pode-se

visualizar um aumento consideravel da concentracao salivar de F, em relagdo ao
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preparo com agua ndo fluoretada, independente do tipo de alimento avaliado
(p<0,01).

0.5

H Alimento preparado com agua ndo fluoretada (baseline) m Alimento preparado com agua nao fluoretada (final)

m Alimento preparado com agua fluoretada (baseline) m Alimento preparado com agua fluoretada (final)

0.4 T

Concentracdo de F (pug F/ml)

Arroz/Feijdo Carne Legumes Gelatina

Figura 7. Média (xDP) da concentracdo de fluoreto na saliva (baseline) e FLBA
(final) (ug F/mL) dos voluntarios (n=6) antes (baseline) e apés a mastigacao de
alimentos preparados com agua nao-fluoretada (<0,01 pg F/mL) e fluoretada
(0,65+0,025 pg F/mL). Para a anadlise estatistica, os dados de ASC foram
transformados (transformacao logp). Letras minusculas distintas indicam diferencga
entre as condicoes baseline e final, de cada condicao avaliada (preparo com agua
nao fluoretada e agua fluoretada).

5.2 Estudo Preliminar 2: Validacao de microtécnica de coleta de sangue e

determinacao da concentracao de fluoreto no plasma sanguineo

A respeito da concentracdo de fluoreto (ug F/g) dos alimentos
preparados para o0 presente estudo, a Tabela 2 indica que nao houve
aparentemente diferencas na concentracdo dos alimentos apos preparo com agua
purificada (ndo fluoretada), todos apresentaram reduzidas concentragbes basais
de F.
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Tabela 2. Concentracao de fluoreto (ug F/g) dos alimentos preparados com agua
nao-fluoretada (0,01+0,0004 pg F/mL) (n=3; médiatDP).

Alimentos Agua n3o-Fluoretada
Arroz 0,01 +£0,001
Feijao 0,05 +£0,002
Carne 0,06 £0,05

Legumes 0,01 +£0,003
Gelatina 0,01 +0,003
Suco 0,04 +0,004

Dados da curva de cinética de incremento da concentracdo de F no
plasma (diferenga entre todos os tempos avaliados da concentracdo baseline)
demonstraram um maior aumento da concentracdo de F quanto maior a dose de F
ingerida. Posteriormente, houve uma progressiva diminuicdo na concentracao de
F. Entretanto, mesmo apds 180 min, a concentracao de F ainda foi maior do que a
concentragao inicial quando das doses de ingestdo de maior concentracao de F
avaliadas (60 e 120 pg F/kg peso corporal).

——0,8 pug F/ kg #—-12 ug F/Kg ——60 pg F/Kg ——-120 pug F/Kg
12

Incremento da concentragio de F no plasma (pM F)

Tempo (min)

Figura 8. Incremento da concentracao de fluoreto no plasma sanguineo (UM F) em
fungé@o do tempo (min), de acordo com as doses de ingestdo de fluoreto avaliadas
(n=3; médiatDP).
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A analise de regressao linear, mostrada na figura 9, demonstra um
ajuste linear significativo (p=0.0008) entre a éarea sob a curva (ASC) da
concentragcao plasmatica de F (UM F x min) e as crescentes doses de F ingeridas,

mostrando efeito dose-resposta a F.
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Figura 9. Analise de regressao linear entre a area sob a curva (ASC) da
concentracao plasmatica de F (UM F x min) e a dose ingerida (ug F/kg peso
corporal). Para a andlise estatistica, os dados de ASC foram transformados

(transformacao log1o).

Para os dados de saliva, a curva de cinética do incremento da
concentracao salivar de F em funcdo do tempo, apresentada na Figura 10, ilustra
uma maior concentragdo de F 5 min apds a ingestdo da refeicdo, quando se
considera o crescente aumento na dose de ingestao de F. Esse rapido aumento é
seguido de uma rapida reducdo na concentracdo de F na saliva. Apdés 60 min,

esses valores encontram-se préximos dos valores basais.
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Figura 10. Incremento da concentragédo de fluoreto na saliva (ug F/mL) em funcao
do tempo (min), de acordo com as doses de ingestdo de fluoreto avaliadas (n=3;
média+DP).

Da mesma forma que na andlise do plasma sanguineo, a area sob a
curva da concentracdo de F na saliva esta positiva e significativamente
relacionada com o aumento na dose de ingestdao de F pelos voluntarios (p =
0.0001), como visto a seguir na andlise de regressao linear apresentada na Figura
11.
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Figura 11. Analise de regressao linear entre a area sob a curva (ASC) da
concentracao salivar de F (ug F/mL x min) e a dose de F ingerida (ug F/kg peso
corporal). Para a analise estatistica, os dados de ASC foram transformados
(transformacgao log1o).

5.3 Estudo Experimental

De acordo com os resultados das andlises da concentracdo de F nos
alimentos, descritos na Tabela 3, verificou-se que o preparo dos alimentos com
agua fluoretada (0,95 + 0,04 ug F/mL; preparada em laboratério, simulando a
concentracédo de 1 ug F/mL) levou ao aumento da concentracao de F em todos os
alimentos preparados quando comparado ao preparo realizado no controle com
agua nao fluoretada (0,02 £ 0,01 ug F/mL).
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Tabela 3. Concentracao de fluoreto (ug F/g) dos alimentos preparados com agua

nao-fluoretada (<0,01

ug F/mL) ou fluoretada (0,95+0,04 pg F/mL) (n=3;

médiatDP).

Alimentos Agua nado-Fluoretada Agua fluoretada
Arroz 0,02+ 0,02 0,81+ 0,10
Feijao 0,06 + 0,04 0,93+0,10
Carne 0,06 £ 0,03 0,271*0,03

Legumes 0,02 +0,01 0,66 £ 0,05
Gelatina 0,02 £ 0,004 0,98+ 0,02
Suco 0,04 +0,01 1,04+ 0,01

Em relagcdo ao incremento da concentragédo de F no plasma sanguineo,

as curvas de cinética de concentracdo de F apontam que tanto quando da

ingestdo de agua ou de alimento fluoretado ha uma maior concentracdo de F em

funcdo do tempo quando comparados com seus respectivos controles, como pode

ser visualizado na Figura 12. Adicionalmente, pode se observar que nao ha um

pico de concentracdo de F no plasma definido quando da ingestéo, seja na forma

de agua ou de alimento, de agua fluoretada com concentragao 6tima de F.
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Figura 12. Incremento da concentracao de fluoreto no plasma sanguineo (UM F)
em fungdo do tempo (min), de acordo com as diferentes condi¢coes avaliadas
(n=20; média+DP).
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Considerando a variavel de area sob a curva da concentracdo de F no
plasma, os resultados, apresentados na Figura 13, apontaram que a adigcédo de F
resulta em um aumento significativo na biodisponibilidade de F (p<0,01).
Entretanto, ndo ha diferencas significativas na biodisponibilidade de F quando a
agua F é ingerida na forma liquida (dgua) ou sélida (refeicdo; alimentos
preparados com agua F) (p>0,05).

1400

1200

=
8
o

(=

ASC plasma (pM F x min)

Agua ndo-fluoretada Agua fluoretada Alimento ndo-fluoretado Alimento fluoretado

Figura 13. Média e desvios padrao (n=20) da é&rea sob a curva (ASC) da
concentracdao plasmatica de F (ug F/mL x min) considerando as diferentes
condicbes avaliadas. Para a analise estatistica, os dados de ASC foram
transformados (transformacao log1o). Letras indicam diferenca entre as condi¢cdes
avaliadas.

Para os dados de concentragcédo de F na saliva, da mesma forma que no
estudo dose-resposta, a adicdo de F a agua levou a um pico na concentracao
salivar de F por volta de 5 minutos da ingestdo tanto de alimento quanto de agua
fluoretada. Em acréscimo, o perfil verificado nos grupos controles ilustra ndo haver
variagcdo na concentracdo de F na saliva em funcdo do tempo, mantendo-se

aproximadamente préximos aos valores basais.
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Figura 14. Incremento da concentragédo de fluoreto na saliva (ug F/mL) em funcao
do tempo (min), de acordo com as diferentes condigbes avaliadas (n=20;
médiatDP).

Adicionalmente, a andlise da variavel ASC da concentracdo de F na
saliva sugere que a ha um aumento significativo na ASC dos grupos utilizando
agua fluoretada (1,4+0,6 e 1,1+0,6 pg F/mL x mim, agua e alimento fluoretado,
respectivamente) quando comparados com aqueles preparados com agua nao
fluoretada (0,5+0,2 e 0,5+£0,3 ug F/mL x mim, agua e alimento nao fluoretado,

respectivamente) (p<0,01).
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Figura 15. Média e desvios padrao (n=20) da area sob a curva (ASC) da
concentragdo salivar de F (ug F x min) considerando as diferentes condi¢des
avaliadas. Para a analise estatistica, os dados de ASC foram transformados
(transformacao log1o). Letras indicam diferenca entre as condi¢bes avaliadas.
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6 DISCUSSAO

Em termos de controle da cérie dental é indispensavel que o fluoreto
esteja presente constantemente na cavidade bucal para exercer seu efeito nos
processos de redugcdo da desmineralizagdo e ativacdo da remineralizagdo. Sob
esse aspecto, o efeito preventivo da agua fluoretada pode ser atribuido a um
aumento na concentracdo de F na saliva e, consequentemente no biofilme dental
(Nobre dos Santos et al., 1998). Apos a ingestdo da dgua contendo F, este sera
absorvido no trato gastrointestinal e distribuido pelo sangue aos tecidos e uma
pequena parte desse F sera excretada através da saliva (Ekstrand & Oliveby,
1999; Featherstone, 1999; Elwood et al., 2008). Dessa forma, apds a ingestao de
agua F, espera-se que a biodisponibilidade de F no plasma seja maior (Ekstrand
et al.,, 1978) assim como na saliva. A compreensdo em mais detalhes dessa
cinética de biodisponibilidade plasmatica e salivar de F foi o objeto de estudo
deste trabalho.

Esta estabelecido na literatura, que o preparo/cozimento de alimentos
com agua fluoretada leva ao aumento da concentracao de F nesses alimentos até
valores proximos a concentracao de F presente na agua em que foram cozidos
(Jackson et al., 2002; Casarin et al., 2007; Zohoori et al., 2012). Em concordancia,
todos os alimentos preparados nos estudos desenvolvidos no presente trabalho de
fato corroboraram com os achados prévios, visto que apresentaram concentragdes
de F proximas as da concentracdo de F presente na agua utilizada para o preparo.
Excetua-se, porém, a concentracdo de F encontrada apds o preparo e cozimento
da carne moida, que foi abaixo do esperado. Tal fato poderia ser explicado pelo
modo preparo do alimento, onde o proporcionamento de agua:carne foi de 2
porcao de dgua para 1 do alimento.

A respeito da biodisponibilidade de F na saliva logo apds a mastigacao
de alimentos preparados com agua fluoretada, os resultados obtidos no estudo
preliminar 1 apontaram que ha uma significativa elevagdo da concentracdo de F
na saliva durante 30s da mastigacao dos alimentos. Considerando que foi utilizada
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agua fluoretada advinda diretamente do abastecimento publico (0,650,025 ug
F/mL) e que a concentracao de F dos alimentos encontrada foi préxima a da agua,
logo apds 30 s, verificou-se que a concentracdo de F encontrada na saliva
representava em torno de 50% da concentracdo de F no alimento, que poderia ser
explicado pela diluicdo que a concentracdo de F no alimento sofre pela acdo da
saliva (Dawes, 2004). Entretanto, esse aumento imediato promovido apenas
durante a mastigacdo € mais do que suficiente para que o F possa exercer seu
efeito anticarie, uma vez que concentracées de F na saliva de 0,02 ppm F sao
relevantes em termos de prevencao da cérie, ou seja, suficientes para manter a
saliva supersaturante em relacao a fluorapatita (Featherstone, 1999).

Para que a cinética da biodisponibilidade de F no plasma fosse
estudada foi desenvolvida uma metodologia de coleta e andlise que permitisse a
realizacdo de varias coletas por um periodo de tempo de modo viavel,
atraumético, com o objetivo de minimizar os desconfortos e possivelmente,
aumentar a aderéncia dos participantes ao estudo. Para tal, a coleta de sangue
foi realizada com auxilio de dispositivo de puncao digital para diagndstico de
glicemia, onde aproximadamente de 1 a 10 pL de sangue foram obtidos e
coletados em capilares de vidro previamente heparinizados. Ja foi descrito na
literatura a utilizacdo de puncao digital para a obtencado de plasma sanguineo e
estudo da biodisponibilidade (Ekstrand et al., 1978). Todavia, um volume maior de
sangue foi coletado (0,8 a 1,5 mL) por Ekstrand et al., 1978, uma vez que era
necessario um maior volume de plasma para que a analise da concentragéo de F
fosse realizada. No presente estudo preliminar, as amostras de sangue obtidas
foram centrifugadas e o plasma sanguineo resultante foi coletado sob microscépio
para determinacao da concentracdo de F por meio da microandlise (Tenuta et al.,
2006), representando inovacao tecnolégica.

Os resultados do estudo preliminar 2 indicaram que houve um aumento
no incremento da concentracdo de fluoreto no plasma em funcdo do aumento da
dose de ingestdo de fluoreto, que foi comprovado estatisticamente por meio de

analise de regressao linear, o que demonstra a adequacao da metodologia para
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estudar a concentracdo de F no plasma sanguineo apds a ingestdo de uma
refeicdo preparada com agua F, ja que efeito dose-resposta a F foi observado.
Adicionalmente, amostras de saliva total ndo estimulada foram coletadas
considerando que no estudo da farmacocinética do F, a biodisponibilidade de F
na saliva assemelha-se a do plasma (Oliveby et al., 1989) e tem sido utilizada para
avaliar, por exemplo, a biodisponibilidade de F apds a ingestdo de alimentos
preparados com sal fluoretado (Hedman et al., 2006) e dentifricios fluoretados
(Cury et al, 2005; Falcdo et al., 2013). De fato, houve uma maior
biodisponibilidade de F na saliva ap6s a ingestdo de doses crescentes de F, que
foram confirmadas igualmente, ap6s ajuste da andlise de regressao da ASC da
concentragao salivar de F em funcdo das doses crescentes de F ingeridas.

Em seguida, foi realizado o estudo experimental para estudar a cinética
de biodisponibilidade F no plasma e na saliva apds a ingestdo de agua fluoretada
ou alimentos preparados com a mesma, utilizando como controle, agua néo
fluoretada. Ao analisar os perfis das curvas de cinética de concentragédo
plasmatica de F apds a ingestdo tanto de agua quanto de alimento fluoretado,
verificou-se um progressivo aumento da concentracdo de F onde uma maior
concentracao plasmatica de F é visualizada por volta de 60 min apds a ingestao
de agua fluoretada, enquanto que para os grupos em que houve ingestdo da
refeicdo contendo F o maior aumento da concentragédo de F no plasma parece
ocorrer entre 10 a 15 min apds a ingestdo. Entretanto, considerando a
variabilidade experimental, ndo é possivel determinar picos de concentracado ou
efeito significativo. Ekstrand et al. (1978), ao analisarem a concentracdo de F no
plasma ao longo do dia de um grupo de individuos vivendo em uma area contendo
1,2 ppm F na agua, da mesma forma que no presente estudo, verificaram um
aumento gradual na absorcédo de F, apresentando maiores concentragdes nos
periodos entre as refeigdes.

Adicionalmente, em relacdo a andlise da concentragdo de F na saliva
em funcédo do tempo, a adicdo de F a agua levou ao aumento da concentracdo

salivar de F, ja observado no primeiro momento de coleta, 5 minutos apés o
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término da ingestao, tanto de alimento quanto da agua fluoretada. Com base nos
resultados do estudo preliminar 1, é esperado que esse aumento seja resultado do
fluoreto residual que permanece na boca apds a ingestdo do alimento ou agua
fluoretada. Além disso, este aumento poderia ser atribuido ao fato de que parte do
F ingerido e absorvido esté retornando a saliva, visto que os voluntarios realizaram
a ingestao durante um periodo de 15 min, ou seja, este pico de concentracdo aos
5 min apds a ingestdo corresponderia a 20 minutos apds o inicio da ingestao.
Portanto, o aumento pode ser representativo da absor¢céo de F e reciclagem pela
saliva, considerando que absorcdo plasmatica de F é relativamente rapida, uma
vez que por volta de 30 a 45 minutos apds a ingestao, cerca de 90% do F
encontra-se presente no sangue (Whitford, 1996).

Quando da avaliacdo da ASC da concentragdo plasmatica e salivar de
F dos individuos, os resultados foram similares ao indicarem que ha
significativamente uma maior biodisponibilidade de F quando da utilizagao de agua
fluoretada (seja na forma liquida ou pelo preparo do alimento) em comparagéao
com agua nao fluoretada. Estudos comparando grupos populacionais de regides
de diferentes exposicdes a agua fluoretada também confirmaram os achados do
presente estudo seja pela andlise da biosdisponibilidade pela saliva (Bruun &
Thylstrup, 1984) seja pelo plasma sanguineo (Ekstrand et al., 1978). Vale
ressaltar que nao foi encontrada diferenga entre a biodisponibilidade de uma
mesma dose de F ingerida na forma liquida (dgua) ou sélida (refeicdo). Alguns
estudos apontam que a presenca de cations di- e trivalentes, presente em alguns
alimentos poderiam reduzir a absorgéo de F (Ekstrand & Ehnrebo, 1979) ou que
ainda o conteudo gastrico poderia levar a uma redugédo no grau de absorcao de F
(Whitford, 1996). Todavia, uma hipétese que poderia ser levantada seria a de que
as variagdes intra- e interindividuais na absor¢ao de F na saliva e plasma apoés a
ingestdo de agua ou do alimento nao permitiram que fosse caracterizada essa
diferenca na absorcdo quanto ao tipo da dieta (se liquida ou sélida), sendo mais
importante na biodisponibilidade de F, o efeito da dose total de F quando da

utilizacdo de agua com concentragao de 1 ug F/mL.
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Dessa forma, dada a importante contribuicdo que a dieta pode ter no
efeito preventivo da agua fluoretada, parece ser adequada a indicacdo de nédo
apenas a frequente ingestdo de agua fluoretada como também a utilizacdo da
mesma no preparo e cozimento de alimentos, visto dos seus beneficios na

prevencao da carie dental.
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7 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que tanto a ingestdo de agua fluoretada
como de alimentos preparados com a mesma sado similarmente capazes de

aumentar a biodisponibilidade de F no plasma e na saliva.
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