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RESUMO



O flvor foi identificado como um ativador da adenilciclase,
tato que levou a formulagfio do presente trabalho. Este, teve
como objetivo, analisar os efeitos do flior no metabolismo
glicolitico do germe dental de ratos, o qual estd relacionado
com a atividade da adenilciclase. Para tanto foram utilizados
germes dentais de ratos de oito dias, os quais foram
submetidos aos tratamentos com fluoreto de sédio (NakF),
monofluorfosfate de sodic (MFP Na) e fluoraluminato
(AlF4 ). Esses experimentos foram conduzidos in vitro € in
vivo. Um grupo experimental complementar foi formado
com o intuito de avaliar a agio do {ldor na auséncia do
aluminio. Para tanto, foi acrescentado as solucgdes, o EDTA
que age quelando o ion aluminio. Essa etapa do trabalho foi
conduzida in vitro. O metabolismo glicolitico foi avaliado
através da produgdo de acido lactico. Os resultados
mostraram que o fltor diminuiu a produgio de acido lactico,
ou sgja, inibiu o metabolismo glicolitico. O composto que
melhor caracterizou esta inibi¢do foi 0 AlF4 . O MFP Na
ndo alterou a producio de lactato. A adicdo de EDTA aboliu

o efeito inibitorio do fluor no metabolismo glicolitico.



ABSTRACT



Flyoride was identified as an activator of adenylate
cyclase. The aim of the present work was to verify its
effects on glicolitic metabolism of rat tooth germ, which is
related to adenylate cyclase activity. Eight-days old rat
germs were submmited to treatments with, sodium
fluoride (NaF’), sodium monofluoridephosphate (Na MEFP)
and fluoroaluminate (AIF4 ). The expirements were
carried on in vitro and in vive. In order to evaluate the
influence of fluoride in absence of aluminum, another
group was formed using EDTA as a chelating agent of
aluminum ions. This was an only in vitro experiment.
Glycolitic metabolism was measured by lactate
production. The results showed that fluoride decreased
acid production, therefore it had inhibited glycolitic
metabolism. The compound that best showed this
inhibition was AlF4 . Na MFP didn't influence acid
production. Addition of EDTA abolished fluoride

inhibitory effect on glycolitic metabolism.



INTRODUCAO
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O fltor tem despertado nestes
ultimos cingiienta anos, grande interesse odontoldgico
devido a constatacio da sua eficicia como meio

complementar para o ¢xito no controle da carie dental.

O fldor vem sendo utilizado sob varias
tormas, administrado por via sistémica e tdpica. Para que o
seu uso seja racional deve-se conhecer o seu mecanismo de

aclo e 0s seus efeitos.

Até pouco tempo atrds, pensava-se que
a incorporacdo de flior no esmalte era o mecanismo
responsdvel pela acfo cariostitica desse elemento,
concedendo-se entdo, grande énfase ao tratamento com fllior
sistémico. Atualmente sabe-se que o flGor age de forma
dindmica quando presente nos fluidos orais interferindo no

processo de desmineralizacio e remineralizagfo do dente.

Assim, 0 wuso sistémico do f{ldor,

continua sendo de grande importancia no combate a carie
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pois quando se ingere 4gua fluoretada, o fliior entra em
contato com os dentes e depois de deglutido, é absorvido
pelo estdbmago retornando 4 cavidade oral através da saliva e

fluido gengival, mantendo-se constante no meio bucal.

A hipomineralizagio do  esmalte
induzida pelo floor, ou seja, a fluorose dental, ocorre
principalmente devido ao uso inadequado do flGor
sistémico, durante a maturagio do esmalte, onde sua
concentragdo apresenta-se acima daquela considerada ideal
para a prevengdo de cdries. Entretanto o mecanismo
envolvido no desenvolvimento da fluorose € pouco
conhecido. Nfo esta claro se essa alteracfo esta relacionada
aos produtos de secrecdo dos ameloblastos ou a fase mineral
¢, ainda, qual o estigio da amelogénese seria o mais sensivel

a acfo do flgor.

Estudos realizados em ratos, mostram
que durante a diferenciacio celular e formagio do dente, a
taxa de consumo energético ¢ muito alta e a nivel celular
ocorrem virias altera¢des metabolicas para suprir essa
demanda. No tecido calcificado, o metabolismo de
carboidratos realiza-se com predominancia da via
glicolitica, provavelmente devido a baixa concentragio de
oxigénio molecular do meio e ac numero reduzido de
mitocdndrias nas células formadoras nesse tecido. Nos
germes dentais, onde estdo presentes diferentes tipos

celulares, pertencentes ao 6rgo do esmalte, dentina e papila



dentdria, o metabolismo observado ¢ resultante da atividade

metabolica de cada fecido.

O fltior tem despertado grande interesse
biolégico pela sua capacidade de ativar a proteina G. Essa
proteina funciona como intermediaria na transmissio de
sinais que envolvem receptores e efetores da membrana
plasmatica. Uma das fungdes reguladas pela proteina G € a
ativacio ¢ a inibigfo do sistema adenilciclase que por sua
vez esta diretamente relacionada com o processo glicolitico,
responsavel pela producdo de energia no interior da célula.
A proteina G ¢ regulada pela associagfio do GTP (guanosina
trifosfato) com uma de suas subunidades (subunidade o ). O
fldor parece interferir neste processo, interagindo no sitio de
ligagdo GTP-proteina. Essa interagdo do fldor com a
proteina G depende, segundo os conceitos atuais, do tipo de
composto molecular em que se encontra o flor, isto €, se na

sua forma idnica ou de complexo.

Recentemente tem sido demonstrado
que o composto de flior mais ativo na interagdo com a
proteina G ¢ o AlF4 (fluoraluminato). Esse composto,
pelas suas caracteristicas moleculares assemelha-se muito
ao grupo y fosfato da molécula do GTP (guanosina
trifosfato), possibilitando assim a sua interagdo com a

proteina G.

Considerando a importincia do fltor na

prevengdo da carie dentdria ¢ na ocorréncia da fluorose
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dental, propusemo-nos a realizar esse trabalho, com o
objetivo de verificar a influéncia de diversos compostos
fluoretados (idnico, ionizavel e complexo) no metabolismo

glicolitico do germe dental de rato in vivo e in vitro.
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Durante  os primeiros estudos da
adenilciclase, o fllor foi identificado como estimulador da
atividade dessa enzima, mas o mecanismo dessa ativagdo
permaneceu sem respostas (RALL & SUTHERLAND,
1958).

ALLMANN et al (1975), verificaram
que ratos tratados com NaF.ou SnCly, apresentaram uma
acentuada  diminuicdo da  atividade da  piruvato
desidrogenase no figado, da concentragiio de piruvato ¢ da
relagio NAD/NADH, assim como um aumento na excre¢do
de AMPciclico, sugerindo que estes compostos teriam

ativado a adenilciclase, responsavel por esses efeitos.

Ji em 1976, GUO & MESSER,
determinaram algumas propriedades das ATPases da polpa
de incisivos de ratos e verificaram que as caracteristicas

dessas proteinas sd@o muito semelhantes aquelas presentes

12



em tecidos relacionados com o transporte ativo de cilcio

(0ssos, cortex renal, cérebro, placenta, e mucosa intestinal).

Concomitantemente, experimentos
estavam sendo realizados na tentativa de restituir a atividade
da adenilciclase através da reconstituigio dos seus

componentes.

Logo foi verificado que a ativacdo da
adenilciclase dependia da presenca de um nucleotideo da
guanina (GTP ou andlogos) (ROSS et al, 1977), e que o
sistema adenilciclase ¢ composto de pelo menos dois
componentes separaveis, onde um deles revelava um sftio de
ligagio para o GTP (PFEUFFER, 1977 ; ROSS &
GILMAN, 1977}, o que permitiu a localizacdo do

componente ativado pelo fltor.

Com o mesmo proposito, ROSS et al
(1978) e STERNWEIS & GILMAN (1979), separaram os
componentes da adenilciclase em dois fatores: um
termolabil representando a unidade catalitica da
adenilciclase e outro termoestavel representando a porgio

reguladora da proteina, a qual ¢ ativada pelo flGor.,

Numa linha de pesquisa voltada para a
odontologia, foi verificado, que em ratos tratados com
fluoreto de sddio na dgua de consumo { Ippm ), houve um
aumento na concentragdio de AMPciclico presente nos

tecidos, sendo sugerido entfio que este fato ocorreu devido a

13



capacidade do fldor de estimular a adenilciclase
(ALLMANN et al, 1978 ¢ KLEINER & ALLMANN,
1982).

O flvior age na ligagio GTP da proteina
reguladora da atividade estimulatéria do sistema
adenilciclase (HOWLETT et al, 1979), atualmente
conhecida como proteina Gg, pertencente a familia das
proteinas G, que por sua vez pertence a familia das proteinas

nucleotideo-ligadas.

Esta proteina forma um conjunto
separado da adenilclase, e age como um regulador
intermedidrio entre o receptor ¢ a ciclase (ROSS &

GILMAN, 1980).

As proteinas G pertencem a uma familia
de proteinas acopladas 4s membranas celulares, que se ligam
a um nucleotideo guanina e funcionam como transdutoras de
informagdes quimicamente codificadas. S@o intermediarias
no caminho de sinalizag3o transmembrana. Esse caminho

consiste de trés componentes:

e receptores
= proteinas regulatorias (proteina G)
s proteinas cataliticas ou efetoras (adenilciclase,

guanilciclase, outros)
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Finalmente, em 1980, NORTHUP et al
purificaram a proteina G ¢ esta se mostrou ativada pelo flior
e andlogos do GTP (guanina trifosfato) na presenca de
magnésio ¢ ATP (adenosina trifosfato) (STERNWEIS et al,
1981).

As funcées das proteinas G sdo
reguladas ciclicamente pela associacio do GTP a sua
subunidade o, a hidrélise do GTP em GDP ¢ Pi e a
dissociagdo do GDP. A ligacdo do GTP estd relacionada
com a ativaglo da proteina G ¢ com a regulago do efetor
apropriado. A hidrélise do GTP inicia a desativagio e a
dissociacdo do GDP parece ser um limitador da reacgio ¢ ¢
controlada pelo receptor (ROSS & GILMAN, 1980).

A subunidade o da proteina Gg, troca o
GDP por GTP em resposta & um receptor de membrana
estimulado por agonistas. A forma ativa da proteina (GTP
ligado a subunidade ), se liga 4 adenilciclase, tornando esta
enzima ativa, resultando na formaclo de milhares de
moléculas de AMPciclico, antes que a atividade da GTPase
intrinseca da subunidade « torne essa proteina inativa.
Como resultado, as proteinas G controlam a conversdo dos
sinais trazidos através da membrana plasmatica em,

mensageiros intracelulares (ROSS & GILMAN, 1980).

A administragfio de flior na agua em
concentragdes utilizadas com a finalidade de prevenir cdries,

ndo causou alteragbes estatisticamente significantes na

15



concentragdo de AMPciclico em plasma humano
(MONSTAD & DIJKEN, 1982).

STERNWEIS & GILMAN (1982),
revelaram que um contaminante presente nas preparagdes
comerciais do ATP era responsavel pela aparente
necessidade  desse nucleotideo para a ativagio da
adenilciclase em presenca de fllior. Os experimentos foram
inicialmente dificultados pelo fato dos tubos de ensaio
conterem quantidades significantes de um fator de ativacio.
Esse fator, presente nas preparacdes comerciais de varios
nucleotideos e nos tubos de ensaio, foi identificado como
sendo o aluminio, embora esse nfo fosse capaz de ativar a

proteina G na auséncia do fltor.

Estudos com a subumidade o da
proteina transducina (tipo de proteina (), sugerem que o
composto envolvido nessa ativa¢lo seja o fluoraluminato
(AIF47), o qual imitaria a a¢io do GTP na ligagdo deste
nucleotideo com a subunidade o dessa proteina ou seja, ©
fluoraluminato funcionaria como um substituto do grupo vy
fosfato na molécula do GTP. Essa suposi¢fio deve-se ao fato
de haver semelhanc¢as moleculares entre 0 AlF4 e o PO4>".
Ambos sdo tetraedros, os tamanhos atémicos do Al e do P
sdo similares, 0 F ¢ o O possuem os mesmos radianos de
Van der Waals de 1,35A e os comprimentos de ligagio Al-F
¢ P-O s@io aproximadamente os mesmos (BIGAY et al,

1985).
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Em 1986, LANGE et al, trabalhando
com microssomas hepdticos, mostraram que a estabilizagio
¢ a Iinibicdo da glicose-6-fosfohidrolase (componente
hidrolitico do sistema glicose-6-fosfatase) pelo flior
necessita da presenca do fon aluminio. Em concentragoes
mM ({1 - 10mM) , o fluoreto de sodio (NaF) inibiu a
hidrolise da glicose-6-fosfato. A presenca de EDTA (2-
SmM) aboliu esse efeito, pois evitou a formacdo do
composto ativo fluoraluminato por quelagdo do fon metalico

aluminio.

BRANDT & ROSS (1986), estudando
os efeitos do fluoraluminato no ciclo da GTPase estimulado
por  catecolaminas, em  wvesiculas  fosfolipidicas
reconstituidas que continham o receptor B-adrenérgico
purificado ¢ a proteina Gg, verificaram que este composto

ativou a proteina ¢ que o seu efeito necessitava da presenca
de Mg2+,

Em hepatocitos isolados de ratos, o
fluoraluminato  imitou os efeitos dos hormdnios
mobilizadores de calcio através da ativagio da proteina Np,
além de inibir o acimulo de AMPeiclico estimulado por
agonistas sendo essa inibigdo mediada pela proteina G;.

(BLACKMORE & EXTON, 1986)

DUCROCO et al (1987), através de
estudos de ressonfdncia magnética nuclear de alta resolugdo

em células fagocitarias, demonstraram que, quando essas

17



células eram tratadas com NaF ocorria uma inibicio da

glicolise.

Em hepatocitos de ratos, o NaF
aumentou a entrada de calcio e a atividade da fosforilase &
CaZ+t-dependente, e esses efeitos foram potencializados pela
adicdo de AICI3, embora este ndo tenha mostrado nenhum
efeito na auséncia de NaF. O experimento evidenciou que o
NaF ativa os mesmos transportadores de Ca2t que sdo
ativados por hormoénios. (HUGHES & BARRIT, 1987)

GARANT et al (1987), demonstraram a
presenga de atividade da Nat-K*-ATPase na membrana
plasmédtica de células do 6rgfio do esmalte airavés de estudos

histoquimicos utilizando a ouabaina, um potente bloqueador

da Nat-K*-ATPase.

Em 1988, STADEL & CROOKE
mostraram que o modelo de atuacio do fluoraluminato
proposto para a ativacio da transducina (proteina G do
sistema visual), nfdo se aplica a proteina Gg. Presume-se que
na transducina, o fluoraluminato se ligue ao fosfato terminal
do GDP, que encontra-se fortemente ligado a subunidade.a
da proteina, formando um complexo que imita a forma ativa
do nucleotideo, o GTP. Estudos com a Gg, mostraram que
uma Unica proteina modula a ativagiio da adenilciclase ¢
também a afinidade do receptor por um agonista. Neste
experimento, verificou-se que apesar do fluoraluminato

estimular a atividade da adenilciclase, ¢le ndo diminuiu a

18



afinidade do receptor pelo agonista como era de se esperar,
pois quando o GTP ou andlogos foram usados, ambos os
efeitos foram observados. Esse resultado sugere que o
fluoraluminato ndo atue no sitio nucleotideo guanina da
+proteina G acoplada a4 adenilciclase para imitar o

nucleotideo GTP.

MISSIAEN et al (1988), concluiram
que o fluoraluminato inibe reversivelmente as ATPases de
transporte de cétion tipo-P, Nat-K*-ATPase, CaZt-Mg2t-
ATPase, de forma ndo competitiva para ¢ ATP e os
substratos catidnicos da ATPase, Na™ ¢ Ca2*. Propuseram
que o fluoraluminato atue no sitio de ligagio do fosfato da
ATPase. Este efeito nfo foi observado quando o aluminio
foi quelado pela deferoxamina e quando foi utilizado o
AlICl3 na auséncia de NaF. Sugeriram entdo que, sob as
condigdes de incubagio utilizadas para o experimento, a
espécie de fluoraluminato predominante de acordo com as

g

constantes de estabilidade publicadas, seria o AlF4 .

J& em 1989, MISSIAEN et al
verificaram  que em  experimentos de contragdo no
miométrio de Gtero de ratas, a aplicacdo de fluoraluminato
inibe a atividade da ATPase (Ca2+t+Mg2+) do reticulo
endoplasmatico desse musculo, resultando em contragles as

quais sfo independentes da ativacio da proteina G.

Em cultura de c¢élulas o fluoraluminato

ndo apresentou efeito nos niveis de AMPciclico, mas inibiu
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o actmulo de AMPciclico estimulado por agonistas. Em
preparagdes de membranas, o fluoraluminato estimulou a
atividade da adenilciclase em concentragdes de 1 a 10mM
mas ndo em concentragdes maiores ¢ mibiu a atividade da
adenilciclase estimulada por agonistas em concentracdes
maiores 4 ImM. Desta forma, o f{luoraluminato ativou a
proteina Gj (inibitéria da adenilciclase) mas nio a Gg
(estimulatdria da adenilciclase) em células e foi ativo em

ambas as proteinas G em membranas. (INOUE et al, 1990)

Em 1990, HALL et al, estudando os
efeitos do fluoraluminato no musculo liso de traquéia de
bois verificaram que esse composto provocou contragdes
concentragio-dependente entre 1 a I10mM de flior e
estimulou a formagio de inositol fosfato em concentragdes
maiores que ImM de flior. O fluoraluminato também
aumentou a incorporagdo de inositol na membrana
plasmatica além de provocar um pequeno aumento nos

niveis de AMPciclico.

No mesmo ano, RENDU et al
demonstraram que a adigo de AICI3 a 10mM de NaF,
potencializou a agregagio plaquetdria, a sintese de
tromboxana e a formacdo de diacilglicerol, provavelmente
por estimulagio de uma proteina G que regula a ativagdo do
polifosfoinositol especifico da fosfolipase ¢ , modulando a

resposta das plaquetas a agonistas fisiologicos.
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HALL, em 1990, publicou um trabalho
interessanie para aqueles que estudam as proteinas
nucleotideo ligadas. Nele o autor discute a respeito de RAS
{Rat Sarcoma Protein), uma das proteinas dessa familia, a
qual esta relacionada com um oncogene. Esse conjunto de
proteinas parece estar relacionado com o controle de
diversas funcgdes celulares, como o crescimento, a
diferenciagdo e a secregdo e transporte de vesiculas
intracelulares. Mutagfes nos genes que codificam essas
proteinas , levando a substituigdes de aminodcidos na sua
estrutura, sfo frequéntemente encontradas em cancer
humanos. Essas mutacgses bloqueiam a capacidade da GAP
(proteina de ativag@io da GTPase) de estimular a atividade da
GTPase da RAS, embora ndo afete a sua ligagfo a essa
proteina, resultando numa forma ativa permanente da RAS,
ou seja, ligada ao GTP, a qual permanece enviando sinais de
forma descontrolada, podendo levar, por exemplo, a uma

proliferacio celular anormal.

Em mibcitos ¢ fibroblastos tratados com
fluoraluminato, ocorreu estimulacfo da proteina quinase de
ativagdo mitogénica sugerindo que a ativagdo de uma
proteina G em células intactas, pode iniciar eventos que
resultam na fosforilacdo da tirosina e na ativacfo dessa
proteina quinase. (ANDERSON et al, 1991)

Compostos  de  fluoraluminio ¢
fluorberilio inibiram as sulfatases, de forma reversivel e

mais lenta quando comparada a inibidores naturais como o
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sulfato ¢ o fosfato, sugerindo que estes compostos
funcionam como analogos do sulfato, assim como
funcionam como andlogos do fosfato na ativagio da proteina
G. (ROY, 1991)

O fldor inibiu a Ca?*-ATPase da
membrana do reticulo sarcoplasmatico (SR) de células
musculares, formando um complexo com essa enzima,
convertendo o seu sitip de ligagio do calcio na forma de
baixa afinidade onde esse se apresenta voltado para o limem
do SR. Este complexo € mais resistente a inativacéio térmica
que outros complexos dessa enzima. Tais resultados
sugerem que a formagio do complexo Ca?*-ATPase-fluor,
envolva mudangas estruturais da enzima. O flior mostrou
ser um inibidor lento e de forte ligaclo e agiu juntamente
com o magnésio no sitio de fosforilagio da enzima.

(MURPHY & COLL, 1992)

No mesmo ano, MURPHY &
HOOVER verificaram que a inibicdo da Nat-K"-ATPase
pelo flor foi independente da presenga do aluminio. Foram
necessarias a liga¢do de duas moléculas de flGor 4 enzima.
Como no trabalho anterior, o flGor exerceu seu efeito no

sitio de fosforilagdo, sendo a reagfio reversivel, porém lenta.
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PROPOSICAO



Considerando a importancia do fhior
na prevengo da cirie dentaria e de seu uso generalizado
pela populagio em diferentes faixas etarias, como também, a
uma ac¢fio sobre o germe dental, quando acima de 1ppm na
agua de abastecimento, causando a fluorose dental, € que
nos propusemos & estudar e avaliar a acgfio de diversos
compostos de flGor (NaF, AlF4 e MFP Na) sobre o
metabolismo glicolitico (glicogenélise e glicolise) do germe

dental in vitro ¢ in vivo.
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MATERIAL E METODOS
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No presente estudo, foram utilizados
160 ratos (Raitus norvegicus, albinus, Wistar), com oito
dias de idade, pois nesse periodo os germes dentais dos
molares estdo no estigio precoce de maturagio (HOSKINS,
1928). Os ratos foram oriundos do biotério do
Departamento de Fisiologia da Faculdade de Odontologia
de Piracicaba - UNICAMP ¢ do biotério do Departamento
de Quimica do Instituto de Ciéncias Biologicas - UNESP -

Botucatu.

ApOs 0 nascimento, as ninhadas foram
padronizadas com dez animais de ambos 08 sexos,
separados ao acaso. As ratas, com as suas respectivas
ninhadas, foram mantidas em gaiolas individuais,

alimentadas com ragdo balanceada padrio e dgua ad libitum.

Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos de trinta ratos, de acordo
com o composto de floor recebido. Cada um desses grupos

continha trés subgrupos de dez ratos correspondente as
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diferentes formas as quais os tratamentos foram aplicados
(flior a 10ppm e 20ppm no experimento in vifro, €
concentraciio de 5mg/Kg de peso corpdreo no experimento
in vivo). Um grupo composto de quarenta ratos, recebeu
como tratamento solugdes de fluor com EDTA. Este foi
dividido em quatro subgrupos de dez ratos de acordo com a
solugdio de flior empregada (NaF e AlF4 ). Essa etapa do
experimento foi conduzida somente in vitro, com

concentragio de 10ppm de fltor.

GRUPO I - controle
1.a - agua destilada (in vitro)
1.b - dgua destilada (in vitro)

1.¢ - cloreto de sédio 0,9% (in vivo)

GRUPO 2 - fluoreto de sédio (NaF)
2.a - 10ppm (in vitro)

2.b - 20ppm (in vitro)

2.¢ - Smg/Kg de peso (in vivo)

GRUPO 3 - monofhiorfosfato de sodio (MFP Na)
3.a - 10ppm {in vitro)

3.b - 20ppm (in vitro)

3.¢c - Smg/Kg de peso (in vivo)

GRUPO 4 - fluoraluminato (AlIF4 )
4.a - 10ppm (in vitro)

4.b - 20ppm (in vitro)

4.¢ - Smg/Kg de peso (in vivo)



GRUPO EDTA

1. agua destilada (in vitro)

2. 4gua destilada + EDTA 1mM (in vitro)
3. EDTA ImM + NaF 10ppm (in vitro)
4. EDTA mM + AlF4 10ppm (in vitro)

O metabolismo de carboidratos dos
germes dentais foi avaliado pela atividade glicolitica e
glicogenolitica em meio aerdbico, sendo considerado como

indice metabdlico, a produgiio de 4cido lactico.

Remocdo dos germes dentais e
tratamentos

Dez frascos de vidro, devidamente
numerados, foram preparados previamente com o meio de
incubagfo para a glicogenodlise, sendo estes posteriormente

reutilizados para a glicdlise.

Ao completarem oito dias de idade os

ratos foram sacrificados por decaptagio.

Para a remo¢do dos germes dentais,
procedeu-se da seguinte forma: os maxilares superior e
inferior foram separados; as saliéncias correspondentes aos
germes dentais dos quatro primeiros molares (superior e

inferior), localizadas e com uma agulha de calibre grosso,
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retirarou-se 0s germes, os quais foram colocados no frasco
contendo o meio de incubacio para a glicogendlise. Em
seguida, o frasco foi levado ao banho-maria a uma
temperatura constante de 370C, por quarenta e cinco
minutos, sendo agitado a cada quinze minutos. Apos esse
tempo, o contetido liquido do frasco foi transferido para um
tubo de ensaio numerado, o qual foi vedado e levado ao
congelador para posterior dosagem do 4cido lactico, Em
seguida, foi adicionado ao mesmo frasco com o0s quatro
germes, o meio de incubagdo para a glicolise, repetindo-se o

procedimento citado acima.

Posteriormente, os quatro germes de
cada frasco foram secos numa gaze ¢ colocados numa
pequena forma de papel aluminio numerada sendo levados a
estufa & temperatura de 500C por 24h para posterior
determinacdio do peso seco dos mesmos, realizada em

balanca de precisdo.

Experimento in vivo

No sétimo dia de vida, as 8:00 ¢ as
18:00h, e no oitavo, as 8:00h, os ratos receberam por via
intraperitonial, o volume de 0,1 mi dos seguintes

fratamentos.

GRUPO 1 - controle

«1¢ - cloreto de sadio 0,9% (in vivo)



GRUPQO 2 - NaF
«2¢ - fluoreto & Smg/Kg de peso (in vivo)

GRUPO 3 - MFP Na
3¢ - fluoreto a Smg/Kg de peso (in vivo)

GRUPO 4 - AIF4

«4¢ - fluoreto a Smg/Kg de peso (in vivo)

Os animais foram entfo sacrificados 1h
apos a ultima injecfio e seus germes foram tratados de
acordo com os procedimentos descritos para a glicogendlise
e glicdlise sendo que nos meios de incubagdo, as solugdes

de flior foram substituidas por agua destilada.
Meio de incubacfio para glicogenolise

GRUPO 1 - controle:
e 1la, b, ¢-0,2ml de agua destilada
0,8ml de solucdo Krebs-Ringer fosfato pH 7,4

GRUPO 2 - NaF 10 e 20ppm in vitro e in vivo
e 2a-0,Iml de dgua destilada
0,1ml de solugéo de fluoreto & [00ppm
0.8ml de solugio Krebs-Ringer fosfato pH 7.4

e 2b - 0,1ml de agua destilada
0,1ml de solug¢do de fluoreto a 200ppm
0,8ml de solugdo Krebs-Ringer fosfato pH 7.4
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o 2c¢-0,2ml de dgua destilada

0,8ml de solugdio Krebs-Ringer fosfato pH 7.4

Para os demais (grupos 3 ¢ 4), somente

o composto de fldor utitizado foi alterado de acordo com o

grupo.

GRUPQO EDTA

GRUPO 1 - controle
0,2mli de agua destilada
0,8ml de solugfo Krebs-Ringer fosfato pH 7.4

GRUPOQO 2 - dgua + EDTA

0,18ml de agua destilada

0.8ml de solugio Krebs-Ringer fosfato pH 7.4
0,02ml de solucdo de EDTA 1mM

GRUPO 3 - NaF + EDTA

0,08ml de dgua destilada

0,8ml de solugfio Krebs-Ringer fosfato pH 7,4
0,02ml de solucio de EDTA ImM

0,1ml de solugdo de Nab & 10ppm

GRUPO 4 - AlF4 + EDTA

0,08ml de agua destilada

0,8ml de solucio Krebs-Ringer fosfato pH 7.4
0,02ml de solugio de EDTA TmM

0,1ml de solugdo de AlF4 & 10ppm
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Meio de incubaciio para glicélise

GRUPO 1 - controle
» la,bec-0,Imlde agua destilada
0,8ml de solugdo Krebs-Ringer fosfato pH 7,4

0,1m] de solugdo de glicose a 2%

GRUPO 2 - NaF
s 2a - 0,iml de soluglio de fluoreto & 100ppm
0,8ml de solucdo Krebs-Ringer fosfato pH 7,4

0,1ml de solucgdio de glicose a 2%

e 2b - 0.1ml de soluclo de tluoreto a 200ppm
0.8ml de solugdo Krebs-Ringer fosfato pH 7,4

0,1ml de solugfo de glicose a 2%

e 2¢-0,Iml de 4gua destilada
0,8ml de soluglo Krebs-Ringer fosfato pH 7,4

0,1ml de soluglo de glicose 4 2%

Da mesma forma, para os demais

grupos alterou-se a solugdo de flhor empregada.

GRUPO EDTA
» GRUPO 1 - controle
0,2mi de agua destilada
0,7ml de solugdo Krebs-Ringer fostato pH 7,4

0,1ml de solugio de glicose 2 2%



» GRUPO 2 -agua+EDTA
0,18ml de dgua destilada
0,7ml de solucfio Krebs-Ringer fosfato pH 7,4
0,02ml de solucdo de EDTA ImM

(,1ml de solugdo de glicose a 2%

« GRUPO 3 -NaF+EDTA
0,08ml de Agua destilada
0,7ml de solugdo Krebs-Ringer fosfato pH 7,4
(,02ml de solucdio de EDTA ImM
0,1mi de solugdo de Nal' a 10ppm

0,1ml de solugfio de glicose a4 2%

» GRUPO 4-AlF4 + EDTA
0,08ml de dgua destilada
0,7ml de solugiio Krebs-Ringer fosfato pH 7,4
0,02m! de solucfo de EDTA ImM
0,1ml de solucdo de AlF4 & 10ppm

0,1m! de soluco de glicose 4 2%

A solugdo de EDTA foi preparada a
50mM, concentracdo final nos meios de incubagfio de

fmM.

A solu¢io de fluoraluminato foi
preparada misturando-se AICI3 e NaF na concentragio final

de 1mM e 100mM respectivamente.
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Dosagem do dcido ldctico

A dosagem do acido lactico dos meios
de incubacfio foi realizada conforme método enzimatico
previamente descrito (BERGMEYER, 1965), avaliando-se

a absorvancia do NADH em luz ultravioleta, em 340nm.

Como padrio, foi utilizado uma solugéo

de dcido lactico a 100ug / ml.

O contetdo de acido lactico dos meios
de incubacdo, foi determinado por comparacio da

absorvancia da solucdo padrio.
Os resultados foram .expressos em ug de
4cido lactico/mg de peso seco.

Tratamento Estatistico

Os resultados foram submetidos a
esquemas de analise de varidncia de ensaios inteiramente ao
acaso ¢ foi aplicado para a comparagfio das médias, o teste

de Tukey a nivel de 5%.
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RESULTADOS



s dados obtidos no espectofotdémetro,
referentes & absorvincia de luz ultravioleta das amostras ¢
os valores do peso seco dos germes, foram entdo utilizados
para o cdlculo dos valores que compdem as préximas

tabelas.
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TABELA 1 - Valores da atividade glicogenolitica in vitro

¢ in vive dos germes dentais de ratos controle,

expressa em g de Acido lactico/mg de peso seco do

germe dental ¢ suas respectivas média e desvio

padrio médio.

ratos in vitro in vitro in vivo
dgua destilada | dgua destilada | NaCl 0,9%

] 3,81 3,70 3,86

2 4,68 3,68 5,21

3 4,16 4,33 4,54

4 4,10 5,09 4,46

5 3,85 3,49 4,00

6 3,47 4,82 3,15

7 4,95 3,80 3,52

8 4,11 4,48 4,99

9 4,50 3,98 4,06

10 4,45 3,33 3,76
média(dpm) | 4,20 (£0,14) 4,07 (£0,18) | 4,15 (£0,20)
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TABELA 2 - Valores da atividade glicolitica in vitro e in

vivo dos germes dentais de ratos controles, expressa

em png de dcido lictico/mg de peso seco do germe

dental e suas respectivas média e desvio padrio

médio.
ratos in vitro in vitro in vivo
agua destilada | dgna destilada | NaCl 0,9%
1 3,42 4,21 3,64
2 4,06 2,37 3,61
3 3,39 3,01 4,13
4 3,72 3,50 4,16
3 3,75 2,88 3,23
6 4,58 3,29 3,74
7 3,23 3,80 3,70
8 342 4,57 3,06
9 4,13 4,73 4,24
10 3,39 3,32 3.24
média(dpm) | 3,71 (0,13) 3,57 (0,23) | 3,67 (£0,13)
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TABELA 3 - Valores da atividade glicogenolitica in vitro
e in vivo dos germes dentais de ratos tratados com
fluoreto de sédio (NaF), expressa em g de acido
lactico/mg de peso seco do germe dental e suas

respectivas média e desvie padrido médio.

ratos in vitro in vifro in vive
10ppm 20ppm Smg/Kg de peso
1 3,60 4,05 3,05
2 4,16 3,20 3,15
3 3.42 3,28 2,82
4 3,80 3,25 2,58
5 3,36 3,07 2,97
6 4,20 3,42 3,54
7 4,54 4,09 3,48
8 3,92 3,63 3,95
9 3,69 4,11 2,98
10 4,16 3,92 3,04
média(dpm) | 3,88 (+0,12) | 3,60 (£0,13) 3,12 (0,12)
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TABELA 4 - Valores da atividade glicolitica in vitro e in
vivo dos germes dentais de ratos tratades com
fluorete de sddio (NaF), e expressa em pg de dcido
lactico/mg de peso seco do germe dental e suas

respectivas média e desvio padrio médio.

ratos in vitro in vitro in vivo
10ppm 20ppm Smg/Ke de peso
I 3,52 2,85 3,03
2 3,68 3,09 3,42
3 3,03 2,71 3,00
4 3,15 2,09 3,06
5 3,00 2,00 2,48
6 3,80 3,17 3,15
7 3,22 3,37 2,61
8 3,78 3,26 2,71
9 2,81 3,03 2,59
10 3,35 3,72 2,63
média(dpm) | 3,33 (20,11) 12,93 (0,17) | 2,87 (+0,09)
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TABELA 5 - Valores da atividade glicogenolitica in vitro
e in vivo dos germes dentais de ratos tratados com
monofluorfosfate de sédio (MFP Na), expressa em ug
de acido ldctico/mg de pese seco do germe dental e

suas respectivas média e desvio padrio médio.

ratos in vitro in vitro in vivo
10ppm 20ppm Smg/Kg de peso
1 4,02 4,02 4,02
2 4,23 4,68 3,72
3 3,94 4,51 4,05
4 3,16 4,09 3,28
5 4,05 427 4,19
6 3,41 3,73 4,29
7 4,51 4,27 4,23
8 4,17 3,53 4,08
9 4,59 3,67 4,14
10 4,20 3,53 4,15
média(dpm) | 4,02 (=0,14) | 4,03 (0,13} | 4,01 (&0,09)
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TABELA 6 - Valores da atividade glicolitica in vitro e in
vivo dos germes dentais de ratos tratados com
monofluorfosfato de sédio (MFP Na), expressa em pg
de acido lictico/mg de peso seco do germe dental ¢

suas respectivas média ¢ desvio padriac médio.

ratos in vitro in vitro in vivo
10ppm 20ppm Smg/Kg de peso
1 3,86 2,67 3,04
2 3,71 2,63 2,19
3 2,93 3,80 2,82
4 2,75 3,15 2,10
3 3,02 3,42 4,02
6 3,64 4,05 4,17
7 3,51 4,30 4,06
8 2,93 3,42 3,42
9 3,69 3,56 3,57
10 3,60 3,87 3,87
média(dpm) | 3,36 (£0,13) | 3,52 (0,17) 3,32 (+0,24)
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TABELA 7 - Valores da atividade glicogenolitica in vitro
¢ in vivo dos germes dentais de ratos tratados com
fluoraluminato (AlF4 ), expressa em pg de #cido
lictico/mg de peso seco do germe dental e suas

respectivas média e desvio padrio médio.

ratos in vitro in vitro in vivo
10ppm 20ppm Smg/Kg de peso
1 2,58 2,40 3,11
2 3,01 2,07 2,64
3 3,24 4,06 3,69
4 2,55 3,20 2,58
5 3,12 2,40 3,54
6 3,87 3,78 3,60
7 3,51 4,25 2,96
8 3,12 3,33 2,81
9 3,47 3,20 2,46
10 3,69 3,91 2,03
média(dpm) | 3,21 (£0,14) | 3,26 (+0,24) | 2,94 (=0,17)
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TABELA 8 - Valores da atividade glicelitica in vitro e in
vive dos germes dentais de ratos tratados com
fluoraluminato (AIF4 ), expressa em pg de acido
lactico/mg de peso seco do germe dental e suas

respectivas média e desvio padrio médio.

ratos in vitro in vitro in vivo
18ppm 20ppm | Smg/Kg de peso
1 3,63 3,96 2,24
2 3,36 2,88 2,54
3 2,93 3,44 2,03
4 3,31 2,63 3,39
5 2,95 2,56 2,03
6 2,43 2,60 2,67
7 2,33 3,63 2,71
8 2,73 3,72 2,40
9 3,34 2,20 3,04
10 3,52 2,00 3,17
média(dpm) | 3,05 (=0,14) | 2,96 (£0,21) 2,62 (£0,15)
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TABELA 9 - Valores das atividades glicogenolitica e
glicolitica in vitro dos germes dentais de ratos
tratados com agua destilada (controle), expressas em
ng de acido lactico/mg de peso seco do germe dental ¢

suas respectivas média e desvio padrio médio.

ratos glicogendélise glicolise
1 3,20 3,31
2 4,G7 3,97
3 4,60 3,79
4 4.16 3,60
5 4,70 3,69
6 4,69 3,51
7 4,11 3,80
8 4,62 3,38
9 4,51 4,18
10 4,29 4,97
média (dpm) 4,29 (£0,14) 3,82 (+0,15)
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TABELA 10 - Valores das atividades glicogenolitica e
glicolitica in vitro dos germes dentais de ratos
tratados com dgua destilada + EDTA a 1mM,
expressas em pg de dcido lactico/mg de peso seco do
germe dental e suas respectivas média e desvio

padrio médio,

ratos glicogendlise glicélise
1 4,27 3,67
2 4,42 3,96
3 4,70 3,68
4 3,06 4,07
5 3,78 3,67
6 4,81 415
7 3,73 4,60
8 4,02 3,86
9 5,21 4,23
10 4,76 3,69
média (dpm) 4,27 (+0,20) 4,05 (£0,10)
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TABELA 11 - Valores das atividades glicogenolitica e
glicolitica in vitre dos germes dentais de ratos
tratados com NaF 10ppm + EDTA & ImM, expressas
em ug de acido lictico/mg de peso seco do germe

dental e suas respectivas média e desvio padrio

médio.
ratos glicogendlise glicélise
1 4,63 4,21
2 4,95 4,12
3 4,63 3,39
4 4,24 4,00
3 3,96 391
6 4,17 4,03
7 4,37 4,06
8 4,00 4,67
9 4,23 4,41
10 3,81 3,87
média (dpm) 4,29 (+0,11) 4,07 (+0,10)
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TABELA 12 - Valores das atividades glicogenolitica e
glicolitica in vitro dos germes dentais de ratos
tratados com AlF4 10ppm + EDTA 3 1mM,
expressas em ug de dcido lactico/mg de peso seco deo
germe dental ¢ suas respectivas média e desvio

padrio médio.

ratos glicogendlise glicolise
1 3,62 3,38
2 4,05 3,70
3 3,99 3,32
4 3,95 3,34
5 3,73 3,26
6 4,44 3,44
7 3,88 3,36
8 4,15 3,65
9 3,43 3,70
10 4,23 3,75
média (dpm) 3,95 (+0,09) 3,49 (£0,06)

As médias dos dados apresentados nas
tabelas 1 & 12, foram submetidos a analise de variancia ao
acaso ¢ a aplicagio do teste de Tukey (5%) para a
comparagdo dos diferentes tratamentos e formas, e estdo

expressos nos graficos a seguir:
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ATIVIDADE GLICOGENOLITICA
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grafico 1 - Valores médios da atividade glicogenolitica expressos em
ug de acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos

aos diferentes tratamentos (controle, MFP Na, NaF e AlF4 ).

Cada barra do grafico representa a
média dos valores médios das tabelas 1, 5, 3 e 7

respectivamente de acordo com o tratamento recebido.

De acordo com os resultados do teste de
Tukey para as médias dos tratamentos, podemos afirmar

que:
= O MFP Na néo diferiu do controle;
= O NaF e AlF4 diferiram do controle;

= O NaF e AlF4 diferiram entre si, sendo que a maior taxa

de inibigdo da glicogenolise foi observada no grupo AlFy4 .
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ATIVIDADE GLICOGENOLITICA

CONTROLE MFP Na NaF AlF4

| HEIN VITRO 10ppm HIN VITRO 20ppm HEIN VIVO .

grifico 2 - Valores médios da atividade glicogenolitica expressos em
ug de acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas as quais os tratamentos (controle, MFP Na, NaF e
AlF4 ) foram aplicados (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo).

Cada barra do grafico representa os
valores das médias contidas nas tabelas 1, 5, 3 ¢ 7
respectivamente de acordo com o tratamento recebido.

O teste de Tukey para as médias dos
tratamentos dentro das diferentes formas, revela que:

= 10ppm in vitro - O MFP Na ¢ o NaF ndo diferiram do

controle; o AlF4  diferiu do controle e dos demais;

= 20ppm in vitrro - O MFP Na e NaF ndo diferiram do

controle; o AlF4 diferiu do controle mas ndo do NaF,
embora apresentando uma maior taxa de inibigéo.

= Smeg/kg de peso corpdreo in vivo - O MFP Na ndo diferiu

do controle; o NaF e o AlF4  diferiram do controle mas ndo
diferiram entre si, embora novamente tenha se observado

uma maior taxa de inibi¢do para o AlF4 .
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FORMAS - GERAL
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IN VITRO 10ppm IN VITRO 20ppm IN VIVO

grifico 3 - Valores médios da atividade glicogenolitica expressos em
g de acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo),

desconsiderando-se o tratamento aplicado.

Cada barra do grafico representa a
média dos valores médios das colunas 1, 2 e 3 das tabelas 1,
5, 3 e 7 respectivamente de acordo com a forma de
tratamento recebido.

As comparagdes pelo teste de Tukey

para as médias das diferentes formas, revelam que:

= Nio houve diferenga estatisticamente significante entre
10 e 20 ppm in vitro.

= Houve diferenca da forma in vivo para a forma 10ppm in
vitro, mas ndo para 20ppm in vitro, embora a maior taxa de

inibi¢do tenha sido observada na forma in vivo.
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FORMAS - MFP Na
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grafico 4 - Valores médios da atividade glicogenolitica expressos em
g de acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo),

considerando-se somente 0 MFP Na como tratamento aplicado.

Cada barra do grafico representa a

média dos valores de cada coluna da tabela 5.
A aplicagdo do teste de Tukey para as
médias das formas dentro do tratamento MFP Na, revela

que:

= N#o houve diferenga entre as trés formas.
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FORMAS - NaF

grafico 5 - Valores médios da atividade glicogenolitica expressos em
pg de acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo),

considerando-se somente o NaF como tratamento aplicado.

Cada barra do grafico representa a

média dos valores de cada coluna da tabela 3.

A realizac¢do do teste de Tukey para as
médias das formas dentro do tratamento NaF, demonstra
que:
= Nao houve diferenca entre 10 e 20 ppm in vitro;
= A forma in vivo diferiu da 10ppm in vitro mas ndo da

20ppm in vitro, embora tenha apresentado a maior taxa de

inibi¢do.
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FORMAS - AlF4

IN VITRO 10ppm IN VITRO 20ppm IN VIVO

grafico 6 - Valores médios da atividade glicogenolitica expressos em
ug de acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo),

considerando-se somente o AlF4 como tratamento aplicado.

Cada barra do grafico representa a

média dos valores de cada coluna da tabela 7.
Baseando-se na aplicagdo do teste de
Tukey para as médias das formas dentro do tratamento

AlF4 , observamos que:

= Nio houve diferenga entre as trés formas, embora a maior

taxa de inibi¢do tenha sido verificada na forma in vivo.
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ATIVIDADE GLICOLITICA

3,392

X

CONTROLE MFP Na NaF AlF4

grifico 7 - Valores médios da atividade glicolitica expressos em pg de
acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos aos

diferentes tratamentos (controle, MFP Na, NaF e AlFy ).

Cada barra do grafico representa a
média dos valores médios das tabelas 2, 6, 4 ¢ 8

respectivamente de acordo com o tratamento recebido.

Os resultados do teste de Tukey para as

médias dos tratamentos, mostram que:

= O MFP Na ndo diferiu do controle;

= O NaF diferiu do controle, mas nao do MFP Na;

= O AlF4 diferiu do controle ¢ MFP Na mas ndo do NaF,

sendo que a maior taxa de inibi¢do da glicolise foi

observada no grupo AlF4 .

55



ATIVIDADE GLICOLITICA
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grafico 8 - Valores médios da atividade glicolitica expressos em pg de
acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas as quais os tratamentos (controle, MFP Na, NaF e
AlF4 ) foram aplicados (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo).

Cada barra do grafico representa 0s
valores das médias contidas nas tabelas 2, 6, 4 ¢ 8
respectivamente de acordo com o tratamento recebido.

O teste de Tukey para as médias dos
tratamentos dentro das diferentes formas, revela que:

= 10ppm in vitro - O MFP Na e o NaF ndo diferiram do

controle; o AlF4 diferiu do controle mas ndo do MFP Na e
do NaF, embora apresentasse a maior taxa de inibi¢ao;

= 20ppm in vitro - O MFP Na e AlF4 ndo diferiram do

controle: o NaF diferiu somente do controle.

= Smg/kg de peso corporeo in vivo - O MFP Na ndo diferiu

do controle; o NaF diferiu do controle mas ndo do MFP Na;
o AlF4  diferiu do controle e MFP Na mas néo diferiu do

NaF, observando-se a maior taxa de inibi¢do para o AlF4 .

56



FORMAS - GERAL
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grafico 9 - Valores médios da atividade glicolitica expressos em pg de
acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo),

desconsiderando-se o tratamento aplicado.

Cada barra do grafico representa a
média dos valores médios das colunas 1, 2 ¢ 3 das tabelas 2,
6, 4 e 8 respectivamente de acordo com a forma de

tratamento recebido.

As comparagdes pelo teste de Tukey

para as médias das diferentes formas, revelam que:

= N3ao houve diferenga estatisticamente significante entre

as trés formas.
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FORMAS - MFP Na
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grafico 10 - Valores médios da atividade glicolitica expressos em pg
de 4cido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo),
considerando-se somente o0 MFP Na como tratamento aplicado.

Cada barra do grafico representa a

média dos valores de cada coluna da tabela 6.

A realizag¢do do teste de Tukey para as

médias das formas, no tratamento MFP Na, demonstra que:

= Nio houve diferenga estatisticamente significante entre

as trés formas.
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FORMAS - NaF

IN VITRO 10ppm IN VITRO 20ppm IN VIVO

grafico 11 - Valores médios da atividade glicolitica expressos em pg
de acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo),

considerando-se somente o NaF como tratamento aplicado.

Cada barra do grafico representa a

média dos valores de cada coluna da tabela 4.

No teste de Tukey para as médias das

formas, no tratamento NaF, verificamos que:

= Nao houve diferenca estatisticamente significante entre

as trés formas.
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FORMAS - AlF4

3,053 2,962

IN VITRO 10ppm IN VITRO 20ppm IN VIVO

grafico 12 - Valores médios da atividade glicolitica expressos em pg
de acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais submetidos as
diferentes formas (in vitro 10ppm, in vitro 20ppm e in vivo),

considerando-se somente o AIF4 como tratamento aplicado.

Cada barra do grafico representa a

média dos valores de cada coluna da tabela 8.

Na aplicagdo do teste de Tukey para as

médias das formas, no tratamento AlF4 , observamos que:

= Niao houve diferenga estatisticamente significante entre

as trés formas.
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grifico 13 - Valores médios das atividade glicogenolitica e glicolitica
expressos em pg de acido lactico/mg de peso seco dos germes dentais

submetidos aos diferentes tratamentos aplicados.

Cada barra do grafico representa os

valores médios de cada coluna das tabela 9, 10, 11 e 12.
A aplicagdo do teste de Tukey no grupo
o qual foi adicionado EDTA aos tratamentos, demonstra

que:

= glicogenodlise - Nao houve diferenga estatisticamente

significante entre os diferentes tratamentos.

= glicdlise - Somente o tratamento AlF4 + EDTA diferiu

dos demais.
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DISCUSSAO
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A discussio dos resultados obtidos
nesse trabalho envolve diferentes aspectos do metabolismo
do germe dental, como a presenca de glicogénio, agdo dos
diferentes compostos de floor e consideracdes sobre o

possivel mecanismo de inibicdo da atividade glicoliiica.

A concentracio de glicogénio na polpa
varia de acordo com o estagio do desenvolvimento dental,
aumentando com a sua maturagdio € com a vascularizagio da
polpa, sendo que a sua presenca estd relacionada a
condigdes de anaerobiose. O glicogénio histoquimicamente
demonstrado na polpa de dentes completamente formados, ¢
compativel com a predomindncia de um meito anaerobico

(RUSSELL, 1967).

De uma maneira geral, o tecido
calcificado tem uma predominancia da via glicolitica sobre
o metabolismo aerdbico devido a baixa concentragio de

oxigénio molecular e ao pequeno niimero de mitocondrias
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presentes.  Entretanto, no germe dental, os dois

metabolismos estdo presentes.

De acordo com os resultados, podemos
afirmar que o flGor inibiu a atividade glicogenolitica e
glicolitica do germe dental de ratos e essa inibi¢do foi
melhor caracterizada quando o AlF4 foi o tratamento

aplicado.

Para discutirmos essa inibigdo, devemos
ressaltar que o flior ¢ um elemento biologicamente ativo,
que age acelerando ou inibindo certas reagGes bioquimicas e
interagindo com processos que envolvem a transdugio
celular na membrana plasmatica, sendo sua agfo dependente
da concentragdo. Um dos processos biologicos pelo qual o
fltor exerce sua aglo, e que tem recebido grande interesse, ¢
na ativagfio da adenilciclase através da sua interacdo com a
proteina (. Sabemos que o AMPc ¢ um importante
regulador metabolico atuando na produgio de energia
(glicogendlise), aglio hormonal, sintese proteica e oufros
eventos intracelulares. Assim sendo, a interferéncia do flior

nesse processo torna-se de extrema importancia,

A eficicia superior do AlF4 observada
nos resultados, ¢ a auséncia de inibigdo guando acrescentou-
se 0 EDTA, leva-nos a sugerir que essa atividade inibitdria
esteja relacionada com a existéncia de uma proteina G.
Entretanto, para se comprovar essa hipotese, poderiamos

num proximo experimento, substituir o AIF4  por analogos
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do GTP para verificar se haveria a mesma inibigfo
observada para o AlF4 . Dessa forma estariamos de acordo
com o critério de envolvimento de uma proteina G proposto
por GILMAN (1987).

A necessidade do aluminio para a
ativagdo da adenilciclase via proteina G pelo flior, foi
demonstrada por STERWEIS & GILMAN (1982).

BIGAY et al (1985) propuseram que o
composte envolvido nessa ativagdo, fosse o fluoraluminato
(AlF4 ), o qual imitaria a acfo do GTP na ligagio deste
nucleotideo com a subunidade « dessa proteina ou sgja, o
fluoraluminato funcionaria como um substituto do grupo vy

fosfato na molécula do GTP(GDP+AIF4 =acdo do GTP?).

No entanto, a hipdtese que a ativagdo
das proteinas G pelo AlF4 , se deva ao fato deste composto
servir como um analogo tetraedro do fosfato, foi contestada
por MARTIN (1988). Ele aponta que o AlF4  em solugio
aquosa € hexaedro pois esta ligado a duas moléculas de agua

[(H,0),AlF4 .

Nossos resultados sugerem que no ¢aso
do germe dental, a proteina regulatdria predominante, deva
ser de tipo Gj, ou proteina regulatéria inibidora da

adenilciclase.

65



O fluoraluminato também inibe a
adenilciclase de células S49 cyc, um tipo de célula que néo
contém Gg mas contém G (HILDEBRANDT et al, 1983).

BLACKMORE & EXTON, 1986
demonstraram que em hepatdcitos isolados de ratos, ©
fluoraluminato inibiu o actmulo de AMPciclico estimulado

por agonistas sendo essa inibigo mediada pela proteina G;.

O efeito inibitorio do NaF sobre o
metabolismo  glicolitico também  foi verificado por
DUCROCO et al, 1987, os quais demonstraram que,
quando as células eram oxigenadas, os aglcares fosforilados
e as concentragdes de ATP atingiam altos niveis, ¢ a
infensidade do pico que representava os aglicares, variava
inversamente em relagfio ao pico do ATP quando as células
eram tratadas com NaF, representando um efeito inibitorio

desse composto sobre a glicolise.

Nesse trabalho, a inibigdo observada no
grupo NaF, pode ser devido a contaminac@io dos meios de
incubagfio que continham NaF pelo aluminio presente na
agua (0,10ppm - CENA/USP) e nos tubos de vidro

utilizados.
Este dado foi comprovade quando

acrescentamos EDTA aos meios de incubagio onde houve

uma auséncia total da inibi¢io do metabolismo glicolitico.
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Estes resultados estdo de acordo com
LANGE et al (1986), onde a presenga de EDTA aboliu o
efeito do NaF em inibir a hidrélise da glicose-6-fosfato, pois
evitou a formagdo do composto ativo fluoraluminato por
quelagdo do ion metdlico aluminio. O fluoreto de sodio
ultrapuro também se mostrou inativo, sendo o seu efeito
restaurado quando foi acrescentado AICI3 as amostras ou
quando as andlises foram realizadas em tubos de ensaio de
vidro, devido a habilidade que solugSes de fluoreto de sodio
possuem de extrair o aluminio do vidro em pH neutro, O

AICI3 foi totalmente inativo na auséncia de NaF.

Considerando o germe  dental,
ressaltamos que a formago do esmalte sob o controle
celular do 6rgdo do esmaite, envolve a sintese e secre¢io de
matriz proteica, fornecimento de Ca?* para a mineralizagiio
da matriz ¢ remog¢io de agua e proteinas do esmalte na
maturagio concomitante com um aumento da sua fase

mineral.

Na fluorose verificamos os efeitos do
flaor sobre os ameloblastos ¢ na matriz do esmalte em
desenvolvimento. Estes, incluem uma modulacio mais
répida do ameloblasto no estigio de maturagdo ¢ uma
atividade proteolitica reduzida no esmalte em maturagio
precoce. O esmalte no estigio secretdrio parece ser mais
susceptivel & doses agudas de flhor, entretanto, o estagio de
maturagdo precoce seria o mais susceptivel aos efeitos da

ingestdo cronica de fllor. Os mecanismos propostos para a
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sua aclo sfo: efeito sistémico na homeostase do céleio,
secregdo proteica ¢ biossintese da matriz alterada, efeitos
diretos nas proteinas extracelulares e proteinases e efeitos
especificos no metabolismo e fungfio celular. Nesse ltimo,
ressaltamos a interagfo do flior com a proteina G a qual
esta envolvida no controle de diversas funcdes celulares
essencials. Entretanto esses efeitos sobre esta proteina, sdo
observados em concentrages milimolares, tornando-se
dificil de avaliar quais seriam os efeitos em concentragdes
micromolares (10pmol/l ) observadas em plasma humano de
individuos que ingeriram dgua fluoretada com até 10ppm de
flior (BESTEN & THARIANI, 1992). Entretanto, para o
presente experimento, devemos lembrar que quanto a
fluorose, o rato € menos sensivel que o homem em relagio
ao floor. Assim temos que concentrar cerca de 10 vezes
mais a agua para observarmos os efeitos produzidos no

homem.

De um modo geral, a enzima Nat-K*-
ATPase funciona na reabsorcgdo, troca e transporte ativo de
fons gerando um movimenio de agua como consequéncia

secundaria.

GARANT et al (1987}, demonstraram a
presenca de ativadade da Na*-K*-ATPase na membrana
plasmatica de células do 6rgdo do esmalte. Ameloblastos
secretores e células do estrato intermédio apresentaram
baixa atividade da enzima, enquanto a membrana das células

da camada papilar sobre os ameloblastos maturadores,
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parace ser o principal local de atividade da Nat-KT-ATPase,
gerando um gradiente osmdtico nos espagos extra celulares

do orgio do esmalte.

Em oufros estudos, estes mesmos
autores demonstraram que os ameloblastos maturadores nio
possuem um sistema de transporte ativo de Ca?* enquanto
as c¢élulas da camada papilar apresentam atividade
enzimitica da Ca2*-ATPase ¢ Na™-K"-ATPase. Em vista
desse fato, acredita-se que o crescimento dos cristais de
esmalte, na regido de maturacgio, ocorre gradualmente pela
incorporacio de minerais (Ca ¢ P) disponiveis por difuséo
simples através espagos extracelulares da camada de
ameloblastos  maturadores. FEles sugerem ainda que
gradientes osmoticos locais gerados pela Nat-K™-ATPase
devam criar uma for¢a direcionadora do movimento da agua
e matriz orglnica para fora do esmalte. Uma remogio
inadequada desses dois componentes devido a uma
diminuicio da for¢a osmética (inibigfio da Nat-K*-ATPase)
poderia, indirctamente, limitar o crescimento dos cristais de

esmalte.

Devemos  entdo  considerar  que
MURPHY & HOOVER (1992) verificaram que o flaor,
mesmo na auséncia do aluminio, inibiu a atividade da Na*-
K™-ATPase , o mesmo ocorrendo para a Ca?t-A'TPase em
membrana  do reticulo sarcoplasmatico de células

musculares. Se o mesmo ocorrer nas células do germe
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dental, os efeitos sobre a incorporagio de minerais a matriz

seriam altamente danosos.

E sugerido, que o complexo
fluoraluminato age como andlogo do fosfato inibindo um
grande numero de diferentes tipos de reagio de
fosfotransferéncia, incluindo a hidrélise do ATP por
enzimas bombeadoras de fon com mecanismo P-type tais
como a (Ca?* -+ Mg2*)-ATPase e a Nat-K*+-ATPase ; F-type
ATPases ; enzimas como a glicose-6-fosfatase envolvida na
fosforilagdo de metabolitos; na hidrélise do GTP pela
proteina G; hidrélise do ATP pela actina e GTP pela
tubulina. No caso de hidrolise do ATP e GTP, esse
complexo imitaria o fosfato terminal do nucleotideo. O flior
sozinho também inibe reacdes de [fosfotransferéncia
catalizadas por hidrolases ¢ fosfatases assim como também
inibe a atividade de outras enzimas como a enolase
(GILMAN, 1987).

Para o presente trabalho, poder-se-ia
levantar a hipétese de que o metabolismo glicolitico fosse
inibido pela acfo do fltor sobre a enolase. Entretanto, ndo
justificar-se-ia a a¢fo inibidora do AlF4 , nem a auséncia de

inibi¢do observada pela adigfio de EDTA.

Qutro fato a ser discutido € a inibigdo
acentuada observada quando o experimento foi conduzido in
vivo. Isto se deve provavelmente a uma maior

permeabilidade das células ao flior em condigdes naturais.
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Para finalizar, ressaltamos que a
inibigdo do metabolismo responsavel pela produgio de
energia nas células dos germes dentais, deve ser objeto de
pesquisas para aqueles que procuram explicar 0 mecanismo

envolvido na ocorréncia da fluorose dental.
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CONCLUSOES
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1. A inibi¢do da atividade glicolitica do germe dental
toi methor observada com o AlF4 a 10 e 20ppm. in

Vitro

2. O MFP Na nio exerceu efeito inibitério sobre o
metabolismo glicolitico do germe dental in vifro e in

VIvo.

3. A inibi¢io da atividade glicolitica do germe dental
foi observada com o NaF e AlF4 na concentracio

de S5mg/kg de peso in vivo,

4. Tanto [n_vitro como in_vivo, 0 composto que
produziu a maior taxa de inibi¢do do metabolismo
glicolitico do germe dental foi o AlF4 .

5. A forma de aplicacdo do tratamento in vivo, foi
mais efetiva na inibicdio da atividade glicolitica do

germe dental.

6. A adicdo de EDTA in vitro, eliminou o efeito
inibitorio do NaF e do AlF4 sobre a atividade

glicolitica.
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10.

13.

14.

ADENILCICLASE - enzima efetora que converte o
ATP em AMPc.

AlCl; - cloreto de aluminio.

AlF4 - fluoraluminato.

EDTA - acido etilenodiaminotetracético.
GDP - nucleotideo guanosina difosfato.
GTP - nucleotideo guanosina trifosfato.

GLICOGENOLISE - processo de hidrolise do
glicogénio.

GLICOLISE - processo de hidrélise da glicose.

PROTEINA G - proteina regulatéria de ligaco
nucleotideo guanina.

PROTEINA Gj - proteina G de agfio inibidora da
adenilciclase.

PROTEINA Gg - proteina G de acfio estimuladora da
adenilciclase.

PROTEINA RAS - proteina G codificada por proto-
oncogenes.

PROTEINA Gp(Np) - proteina G que ativa a
fosfolipase C.

TRANSDUCINA - proteina G que ativa a
fosfodiesterase GMPc de células prismaticas visuais.
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