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INTRODUGRO

Os primeiros registros sobre a acdo téxica do
Flior, segundo D'ANGELO e ESPOSITO (1965), datam de
1841, (Brandt & Tappeiner) e desde entio, varios outros
foram feitos, antes que o Flior fosse usado em larga es

cala na agua de abastecimento.

0 problema porém, dos efeitos téxicos do Fllor
Passou & ser encarade com wmais propriedade, qusando s€e
preconizou a fluoretacao da égua de abastecimento (pro-
posta por COX em 1930 e posta em pratica entre 1943 e
1947 de acordo com o programa de AST, 1943), com a fina

lidade de se diminuir a incidénecia da cérie dental.

Em 1962 SMITH fez uma exbtensa revisao da lite-
ratura, concernente so metabolismo e aos possiveis efei
tos tdoxicos do Fllior em relaglo ao crescimento, reprodu
¢do, corac¢o e ecirculagdo, sistema hematopoiético, +i-
rbide, esmalte e rim. N8o fazendo, porém, referéncia al

guma &ao figado.

A respeito do rim, SMITH (1962) apresenta certo
nimerc de estudos e tece zlguns comentarios a respeito,
concluindo: que esse Orgdo responde a quantidades exces
sivas de Fllor, apresentando alteracdesg histopatclégi -
cas e funcioneis ss quais sao tanto meds intensas quan-

to maior for a dose do haldgeno. Observa que TAYLOR



(1961) mostrou nfo haver alteraclo histopatoldgica em
rim de ratos tratados con égua fluoretada a 50 ppu, du-
rante seis meses, enquanto que ratos que receberam agua
com 100 ppm Qurante seis meses, apresentaram tibulos re
nais dilatados; Estudos feitos em Newburgh-Kingaton por
SCHLESINGER e outros (1954), mostraram ndo haver dife-
ren¢as na funcgdo renal devido a agao da égua fluoretada;
SMITH e colaboradores (1955), nd@o encontrarsm diferen -
¢as na excre¢do urindria de Flior, em pacientes com fun
¢oo renal normal ¢ mesmo com doenca renal avancada,
RAMSEYER e colaboradores (1957), atribulram as altera-
¢des renais encontradas em ratos, a0 uso da agua pota-
vel, contende 1, 5, 10 ppm de Flior. Por outro lado,
BOSWORTH & MC CAY (1962), usando doscs de 1 a 10 ppm ,
num grande lote de ratos, em tratamento que durou até
520 dias, concluiram que varias das alteracgdes deseri
tas em ring por diversos autores, nao podiam ser atri~-
buidas 2 ag¢ro do Flhor, mas sim a idade dos animeis, e
maie ainda, que a frequéncia dessas alteragles € alta
mente predominante em ratos wmachos, quando comparados

ds fémeas.

Revendo a literaturs, encontraram-gse vérios tra
balhos mais recentes, onde persiste a controvérsia sobre
os efeitos thxicos do Fllor, mesmo quando usado em doses

terapeuticas.



Destes trabalhos deve-se destocar inicialmente
os que ugaram Fllor sdministrado por via diferente daque
la preconizada pela Odontologia Preventiva, ou seja,atra

vés da Agua potavel.

OGILVIE (1953), trabalhando com ratos e adminis-
trando Flleor através de injeg¢fo intraperitoneal em  do-
ses diarias correspondente o 4 a 5 ppm de Flior, verifi
cou varias lesdes renais, 40 passo que 0 figado permane

ceu histologicamente inalterado.

D'ANGELO e ESPOSITO (1965), usando dose beu
maior de 25 ug/Kg de NaF administrada através de sonda
ghstrica, observaram entre os ratos sobreviventes da ex

. . -~ , - .
periencia, graves lesoes hepaticas e renais.

TEMPESTINI e PAPPATARDC (1965), também com admi-
nigtragio através de sonda, porém com doses mais proéxi-
mos daquelas preconizadas pela terapéutica (0,02 a 2
mmg/Kg), noao encontrou diferencas histoldgicas em va-
rios Orghos, entre eles, rim e figado de ratos  tratados

em rclagdo a controles.

Usando hamsters e administrando o Flfior através
de sonda gastrica na dose diaria de 0,5048 mg, BERSOTTI
e FRUGIS (1963) encontraram varias alteragdes degenerati
vas no figado e rim apds 15 dias de tratamento; 0 mesmo
BERSOTTI (1964), eupregando agora a dose de 0,2 ug dié

ria, apbés 60 dias, verificou somente uma grande diminui



¢30 no teor de glicogénio no figado dos hamsters trata-

dos.,

PITTORINO (1966), administrou, a cobaias, por
via oral através de entubacgfo, durante seis meses, doses
que variaram de 0,02 a 2 mg/Kg ¢ 80 com a maior dose, &

gue verificou alguns sinais de leves degeneragOes no rim.

Dos pesquisadores que administraram Flior atra
vés da 4gua de beber em ratos, somente MELLO, BARBERIO e
CAMPOS (1963) encontraram alteracgdes degenerativas em fi
gado e rim de ratos, até mesmo com a dosagem de 1 ppm de
Flﬁor, preconizada para e prevencao da cérie; Devido aos
resultados deste trabalho e de suse implicacoes, & que
nog foi sugerida a presente pesquise pelo Prof; Dr., Al-
fredo Reig Viegas, especialista em Odontologie Sanitaria

e Preventiva.

HODGE et al. (1964), em ratos tratados até dois
anos com doses que variarsm de 1 a 100 ppm de ¥ldor, 8O
descreveram alberagdes renais naqueles gque receberan a

dose de 100 ppu.

Por sua vez, NAYLOR & WILSON (1967), com doses
que variaram de 10 a 500 ppm, somente em ratos que rece
beram 250 ppm € que encontraram diminuic@o da respiracao
tecidual nos rins, ndo observando contudo, nenhuma alte

racac histoldzica neste orgdo.



S

MOUCDCY (1968), administrendo a ratos,através de
dgua potdvel, doses de Flior de 1 a 10 ppm, parece  ger
o tinico que, além de métodos histoldgicos rotineiros, em
pregou métodos histoquimicos para o estudo do efeito 4
xico do Fllor no figado; Apésar de ndo ter verificado ne
nhuma alteracéo de morfologis dos hepatdcitos, descreve
uma diminuigso do volume nuclear e um aumento do teor de
glicogénio, em ratos gque receberem 4 e 10 ppm, mas nao na
queles que forau tratados com 1 e 7 ppm, ao lado de um
aumento da quantidade de RNA a partir de 1 ppm; Somente
em ratos tratados durente 20% dias com 10 ppm de  Flior

foram descritas zonas de deposigao gordurosa no figado.

Em resumo, depreende-se da literaturs citads,que
spesar das contradigdes verificadas, o emprego de Tldor
nas doses preconizadas & uma medida terapdutica segura,
como conclul SMITH em 1962; Contudo este mesmo autor in-
dica a necessidade de revisBes peribdicas do assunto, pa
ra reinvestigar interpretag¢des por vezes apressadas sobre
os efeitos indesejéveis do Fllor em doses minimas; TEM~
PESTINT e PAPPALARDO (1965), por sua vez, discutem & ne-
cegsidade de pesquisas sob as mais variadas condicgdes

climéticas, alimentares e populacionais.

No Brasil, pelo que nos consta, existem apenas
dois trebalhos sobre o assunto: de MELLO, BARBERIO e
CAMPOS (1963) e de MOUCDCY (1968) - jé citados, com re-

gultados contraditdrios.



Por outro lado, apenas MQUCDCY (1°68), BER -
SOPTI (1964) e TEMPESTINI e PAPPATLARDC (1965) empregs
ram técnicas histoquimicas (sendo que os dois  Qlti-
mos, somente para pesquisa de glicogénio), =o Pag-
so que os demais aubtores citados, usaram exclusivawmen
te métodos histoldgicos rotineiros para descrever  a

o) . Ll [ ]
presenca ou auséncia de alteragoes em figadog e ring.

Com esseg fatogs em mente, torna-se evidente
a necessgidade de reegtudar osg aspectos microscdpicos
do figado e rim gsubmetidos o tratamento prolongado
com Agua fluoretada, empregondo além de coloragdes ro
tineiros de cortes com Hematoxilino-Fosina, métodos
nistoquimicos para evidenciaglo de polissacarideos
proteines, gorduras e enzimas, bem como a impregnagdo
argdntice para o estudo de mitocdndrias. £ o que nos

propomncs nesta pesquisa.



MATERIAL B METODOS

As experiéncias foram feitas com ratos  (Ratus
norvergicus, var; albinug), machos da linhagem Wistar,
oriundos do Biotério Central da UNICAMP, com um més de
idade, pesando aproximadamente 45 gramas, foram dividi
dos em seis lotes de oito animeis cada um e mantidos em
grupos de dois por gaiola, num total portanto de 48 ani

mnals em 24 gaioleas.

] . ~ L -
Nos virios lotes, além de alimentagéo sdlida ba
lanceada na forma de grénulos, 08 animais receberam o
seguinte tratamento em relagio a agua de beber ofercci-

dn:

12 lote ~ (gaioles 1, 2, 3, 4) 1 ppm (parte por milhso)
de Fllor em adgua desmineralizada;

20 lote - (gaiolas 5, 6, 7, 8) 1 ppm de Pllior em Agua
de torneire;

%9 lote - (gaiolas 9, 10, 11, 12) 10 ppm de Flior em
agua de torneira;

49 lote - (gaiolas 13, 14, 15, 16) 100 ppm de Fllor em
fgua de tornmeira;

52 lote - (gaiolas 17, 18, 19, 20) controle com &gue
desmineralizada;

62 lote ~ (maiolas 21, 22, 23, 24) controle com Agua de

torneira.



O Flfior foi usado na forma de Fluoreto de Sédio;
Preparou-se uma soluc¢fo-mae com &gua de tornmeira ou égua
desmineralizada contendo 22,1 gramas de sal por 1litro ,
a partir da qual, foram feites as solugdes de uso, que
continham respcctivamente 221 ug, 0 que corresponde a
100 ppu; 22,1 mg, ou seja, 10 ppm e 2,21 mg, o que &
igual a2 1 ppm.

Para prevenir os possiveis efeitos da composigao
quimice da Agua local (Piracicabs, S;P.), uma vez que &
conhecido o efeito competitivo de certos cations, como o
Ca e Mg em relagao a retencao do Flhor no organismo
(MUHLER, 1959, MELLO et 2l, 1963), foram usados dois lo-
tes de animais (n2 1 e 5) em que a 2gua de tormeira foi

substitulda por égua desmineralizada.

0 peso dos ratos de cada geiols foli controlado
de 15 em 15 dias. O consumo de Agua por lote foi contro~

lado durante toda a experiéncie.

Decorridos 90 dias de tratamento, foram sacrifi-
cades 24 rotos, um de cads gaiola; Os 24 ratos restantes
continuaram com ¢ mesmo tratamento por mals 80 dias, com
excegao de um rato pertencente ao 52 lote (controle) que

morreu de causa desconhecida no 852 dia da experiéncia.

Tanto o5 animais com 90 como og com 180 dias de
tratamento, foram sacrificados por golpe occipital a uma

mesma hora do dia (por volta das 10:00 horas). Imediata-
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mente apds a morte de todos os animais foram rebirados

- L4 £ o+, . . .

os ring e o figado, que apods rapida lavagem em soro fi
. ’, 4 . N

sioldgico, foram reduzidos a fatias de 2 a % mm de es-

pessura, e digtribuidos pelos seguintes fixadores:

formol a 10% em soro fTisioldgico (24 horas a 42C);
Gendre (24 horas a 49C);

Tormol Calcio de Baker (24 a 48 horas);

Formol Célcio + Sacarose a 7,5% (24 horas a 490);

Acetona (24 horas a 49C).

Em cada fixedor colocaram-se varios fragmentos
e uma vez completada a fixaqdo, uma parte destes fol in
clufda em parafina de modo rotineiro e cortedos na es-
pessura de 5 micra, 20 passo gque os restantes foram uti
lizados para obtencfo de cortes por congelagao, de 10

a 20 micra de egpessura.

Oz cortes foram submetidos aos seguintes méto -

dos:

A — Para o estudo histoldgico:
a) Cortes em parafina de material fixado em For

wol a 10% foram corados com Hematoxilina~Eosina.

b) Cortes por congelagdo de material fixado em

Formol a 10%, foram usados para estudo de mitocondrisas,
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através da téonica de POLAK (1953)%¥ .

B - Para o estudo histoquimico:
Salvo especificagles, ag rea¢les abaixo discri-
minadas, foram feitas de acordo com asg indicagles dos

textos de LISON (1960) ou PEARSE (1960).

a) Reacbes para polissacarideos:

Cortes em parafina de material fixado em Gendre,
foram tratados pela reagdo do Acido Periddico-Reativo de
Schiff (PAS), segundo McMANUS modificada por HOTCHKISS,
para evidenciar grupos 1.2 glicol; Esta reag¢ado foi em-
pregada também em corbtes previamente tratados pels ami

lagse salivar, para diagndstico de glicogénio.

b) Reagdo para grupos reativos de proteinas:
Cortes em parafina de material fixado em Formol
10%, foraw tratados pelas seguintes reagoes:
1) ninhydrina-Schiff (YASUMA & ITCHIKAWA), para eviden-
ciacgao de radicais amino;
2) p-dimetilaminobenzaldeido-nitrito (ADAMS), para evi-
denciar radicais indolil (triptofano);
3) ferricisneto férrico (ADAMS), para evidenciar radi~

caig sulfidrila;

¢ Técnics de POLAK - Apresentada pelo autor no curso mi

nigtrado na Escola Pauligta de Medicina, S.P., 1953,
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4) Acido tioglicdlico-fervicianeto férrico (ADAMS),pars
evidenciar radicais sulfidrila e dissulfeto;

5) reag¢ao de MILLON (segundo BAKER), para evidenciar ra
dicais fendlicos;

6) reagio de SAKAGUCHI (wodificada por BAKER), para ©
radical guanidil da arginina;

7) acidofilia total, Fast Green-pH 1,19 (SCHRADER e
LEUCHTENBERGER), para og radicais amino + guanidil +

imidazol,

¢c) Para o estudo de lipideos:

Cortes por congelagao de material fixado em For
mol CAlcio de BAKER, foram usados para evidenciagfo de
gorduras através das coloragdo pelo Sudan ITII e Sudan Ne

gro B.

d) Para o estudo de enzimasg:

1) Cortes por congelagado de material fixado em
FPormol CéAlecio + Sacarose, foram utilizados para eviden-
ciacBo de fosfatase &cida através da técnica de GOMORT,

modificada por HOLT et al. {(1960).

2) Cortes em parafina de maeterial fixado em Ace
tona, foram usados para detecc¢do de fosfatase alcalina,

através do método de GOMORI (McMANUS & MOWRY, 1960).
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RESULTADOS

A - Observacdes Gersis:

Os ratos que receberam Fluoreto de S4dio duren
te 00 ou 180 dias, tiveram comportamento e aspecto ex-
ternc idénticos acs ratos que serviram de controle; ne-

nhuma anormalidade foi observada na aparéncia geral.

Panto os ratos btratados com Fllior gquanto os de
controle ganharam peso numa mesuna proporgiéo durante 0

tratamento, como mostra a Tabela I,

Tanto os ratos tratados como os controles consu
miram durante a experiéncia cerca de 28 litros de é&gua
por lote, com uma média de 7 litros por gaiola, couw ex-
cecao da gaiola n2 18 do 52 lote que consumiu cerca de
6 litros, devido a perda de um rato no 852 dis da expe
riéncia.

Quando da abertura do abdome, macroscopicamente,
o figado e o rim de todos os ratos tratados com NaF,apre

sentaram-gse de aspecto noruwal semelhante aos controles.

B - Obgervagdes Histoldgicas:

Primeiramente examinaram~se os cortes de figado
e rim de todos 0s ratos, sem a identificag¢go do animal,
Num segundo exame comparam-se os cortes dos animais tra

tados com os dog controles,



0 fipado (figs. 1, 2 ¢ 3) dos xratos tratados
cot 1 {com Agua de torneira ou desmineralizada), 10, e
100 ppn de Flﬁor, gpresentou um aspecto geral,quanto zo
arranjo do estroma e das células, gemelhante ao do figg
do dos ratos controles; 0 mesmo pode-se dizer quanto
a0 tamanho e a morfologia dos hepatécitos; Examninando-
-ge com mais acuidade os hepatdcitos da periferias, da
regifo média e central do 1ébulo hepatico dos  figasdos
de animais tratados, nado se constatou qualquer altera-

cao que se pudesse acusar como patolégica.

Da mesma maneira nos rins (Figs. 4, 5 ¢ &) dos
ratos tratades, no conjunto ou mais particularmente na
cortex, quando comparados aos controles, nao se obser
vou qualquer alteragdo que pudesse ser atribulda a0

Plior edministrado,

As mitoclndrias dos figados ou dos rins (Figs.
7 a 12), de ratos tratados apresentaram-se guanto a sua
distribuicdo, semelhantes as dos mesmos Orglos de ani
mais controles. Embora ndo se tenha feito s contagem
destag organelas por células, ndo parece ter havido al-
teragdo 4o seu nﬁmero, quando ge compararam o8 érgéos

de animails trataedos em relagiao aos controles.,

¢ - Resultados dos métodos histoquimicos:
Assim couwo foi feito em relaclo a&s observacdes

histoldgicas, os cortes submetidos ds reacgdes histoqui-
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wmicas, foram analisados primeiramente sem a identifica-
¢go do animal, para em seguida, serem comparados 0s cor

tes de aniumais tratados com os de controles.

’
0 resumo dos resultados destes metodos, bem co
mo uma avaliagdo subjetiva da intensidede das reagles ,
através de unidades "cruz", acha-se condensado nas Tabe

las 2 e 3.

a) Reacgdo para polissacarideos:

No figado, procurou-se, através da reacao do
PAS, conjugada com o teste da amilase salivar, estudar
o glicogénio, Contudo, tento no que diz respeito a quan
tidade aparente ou & distribuic¢fio desta inclusSo cito
plasmética, nao se pode constatar nenhuma diferenga en-
tre os aniwmais tratados e os controles, como mostram as

Pige. 13 a 15,

Nos rine a reagdo do PAS serviu para evidenciar
que nao houve nenhuma alteracdo das membranas basais
que pudesse ser atribuida so tratamento pela Agua fluo-

retada.

b) Rea¢des para grupos reativos de proteinas:

Os resultados obtidos com as vérias reagdes usa
das, tanto no figado como no rim dos ratos de todos og
lotes tratedos com NaF, wmostraram nso haver variacgles
gqualitativas ou quantitativas, em nenhunm doé grupos quan

do comparados com 08 controles.
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c) Métodos para lipideos:

Nog animais tratados com Ng¥ durante 90 dias,
bem como nos controles, ndo foi possivel constatar ne-
nhum depbsito de gordura no figado como no rim, através

as coloracdes pelos Sudansg.

Todos os ratos, porém, que receberam tratamento
com Fluoreto de S6dio nas concentracdes de 1 ppm de
Flhor emw agua desmineralizada, 1, 10, 100 ppm em A&gua
de torneira durante 180 dias, apresentaram deposigao de
gordura na forma de goticulas nos hepatécitos, proéximos
aos espagos~porta ou as veims-centro-lobulares (Fig;IG);
A quantidade destas goticulas, variou de um animsl para
outro, como ge pode observar nos resultados  resumidos
na Tabela 2. Por outro lado, um rato de cada um dos 1lo
tes controle, apresentou também deposicdo de gordura no

figado, semelhante squela descrita nos animais tratados.

Eu relsgao aos rins de animais com 180 dias de
experiénecia observou~se que:

1) trés dos quatro ratos de 12 lote que beberan 1 ppm
de Fllor em égua desmineralizada, apresentaran uma
guantidade muito pequena de gordura na forma de goti
culas, nas células do epitélio dos tlbulos contorci-
dos proximais e distais;

2) no 29 lote, apenas dois dos guatro ratos que beberam
1 ppm de Pllor em dgua de torneira, apresentaram de-

posigdo de gordura semelhante & do 12 lote;
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3) no 32 lote, nenhum dos quatro ratos gue recebsu 10
ppm de Fliior em 4gua de torneira apresentou deposgigio
de gordura;

4) no 42 lote, gque recebeu 100 ppm de Flior em agua de
torneira, apenas dois dos guatro ratos apresentaram a
deposic¢Bo de gordura acima descrita;

5) no 52 lote, nenhum dos ratos que recebeu spenas égua
desmineralizada apresentou deposig¢ao de gordura no
rim;

6) no 62 lote, controle que recebeu agua de torneira, um
dos quatro ratos apresentou goticulas de gordura se-

melhantes ag descritas.

d) Reagdes para evidenciacao de enzimag:

A reacdo da fosfatase acida que permite a identi
ficag8o dos lisosomas, mostrou que estas organelas  néo
sofreram alteracdo perceptivel no que diz respeito 8 sua
distribuicao ou quantidsde aparente, tanto no figado co-
me no rim dos animais tratados em relagao aos controles,

como se pode notar nas Figs. 17 a 22.

Em relagdo & fosfatase alcalina, e reagdo  mos-
trou-ge negativa no figado de todos os animais (Figs. 23
a 25). No rim este enzima se apresentou de aspecto  nor
mel na bordadura em escova dos tibulos contorcidos proxi
mais, dos ratos tratados com Fllor em relagdo aocs contro

les (Figs. 26 a 28).
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Figs. 1, 2,

Figs. 4, 5,

~ PRANCHA T -

%, Figado de ratos, apds 180 dias de tra-
tamento com NaF; HE, + EOOX;

1~ animal que recebeu 1 ppm de Fllor; 2-
idem, 100 ppm de Flﬁor; A controle;

Cada figura mostra um espago-porta e re-
gigo peri-portal de um 1dbulo hepédtico.
Nota-ge que hé semelhanca no aspecto dos
cortes, guer no conjunto, quer no dos he-
patdcitos em particular, indicando ausén-
cia de alteragdes gque possam ser atribul-

das a0 tratamento,

6, Regldo cortical de rim de ratos, apbs
180 dias de tratvamento com NaF; HE, +
500X,

4- gnimal que recebeu 1 ppm de Flior; 5-
idem, 100 ppm de Fluor; 6- controle,

Da megma maneira que no figado, guando ge
comparam as vArias estruturas presentes
glomérulos, tubulos contorcidos proximais
e disteis, do animal controle em relagso
as dos animais tratados, ndo se consegue
evidenciar nenhuma altera¢80 que possa ser

atribuida zo Flior.






- PRANGCHEA 2 -

Figs. 7, 8, 9, Cortes de figado de ratos spds 180 dias
de tretemento com NaF, Técnica de POLAK pa
ra Mitoecdndriams, + 500X,

7- animel que recebeu 1 ppm de Flfior; 8-
idem, 100 ppm de Pllor; 9- controle,

As mitocdndrias aparecem ns forma de granu
los negros no citoplasme de hepatbeitos
(setas) e nota-se que hé semelhancga gquanto
ao aspecto, distribuigac e ocuantidade des-

-
tas organelas nos varios cortes.

Fige, 10, 11, 12, Zona cortical de rim de rotos, apds
180 dias de tratamento com EEF; Técnica de
POLAK para Mitoedndrias, + 500 X.
10- animal que recebeu 1 ppm de Flfior; 11-
idem, 100 ppm de Flior; 12- cuntrcle;
Notem-se, nas células dos tibulos, as mito
ebndrias, em forma de grinulos ou bastone-
tes (setes), impregnados em negro pela pra
ta, Verifica-se também que o aspecto geral

dos trés cortes & gemelhante,

Ceerrr ANMBP
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Pigs. 13, 14, 15, Figado de ratos, apds 180 dias de
tratamente com NeF, PAS, + 500X,
13- animsl gue recebeu 1 ppm de Flior ;
14~ idem, 100 ppm de Flﬁhr; 15—~ contro-
le.
O glicogénio, PAS positivo, com aspecto
granular (setass), aparece polarizado
nos hepatécitas. Comparando-se as %rés
figures, nso se observa nada que possa

ser atribuido & a¢io do Flior,

Fig., 16, Corte de figado de rato apds 180 dias de
tratamento com 3 dose de 1 ppm de Flilor.
Sudan III, + 500X.
Notam-se varios hepatdecitos com quanti-
dade variivel de goticulas de gordurs

(setes).
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Figs. 17, 18, 19, Figado e 20, 21, 22, rim de
ratos, apds 180 dias de tratamen-
to com NaF, Reesgao pars Fosfatase
fcida, GOMORI, mod. por HOLT et
al. + 500X,

17 e 20 - animal que recebeu 1 ppm
de Flior;

18 e 21 - idem, 100 ppm de Fllior;
19 e 22 - controle.

A reagao permite evidenciar os 1i
sosomas que aparecem na forma de
grinulos pretos (setes), nas célu
las hepaticas e nas dos tubules
renais., Nota-se a semelhanga no
aspecto dos cortes, mostrando que
o Flilor parece nio causar altera-

¢des nestas organelss,
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Figs. 23, 24, 25, Figado de ratos apbs 180 dias de
tratamento com NaF; Reagio para Fosfa
tese Alcslina, GOMORI, + 150X.
23~ snimal que recebeu 1 ppm de Fllor;

24.. idem, 100 ppm de Fllor; 25- con-

trole.
A reagio é negativa nos cortes dos
trés animeis. Pode-se notar também

que o aspectoc estrutursl, s semelhan-
¢c das figs. 1, 2 e 3, & comparavel

nos 3 cortes,

Figs, 26, 27, 28, Regifo cortical de rim, apds 180
dias de tratemento com NaF, Reagfo pa
ra Fosfatase Alcalina, GOMORI,+ IBOK;
26~ animal que recebeu 1 ppm de Fllor;
27~ idem, 100 ppm de Flior; 28- con -
trole.

Observa-se un precipitado negro homo-
géneo nas regides da bordadura em es-
cova dos tlbulos contorcidos proximais,
indicando o presenga ds= fosfatase al-~
caline. As demais estruturss wmostram
reagdo negativa. Verifica-se, por com
paragio dos trés cortes, que parece
nao ter havido influéncia do trotomen

to ne atividade deste enzima.
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DIscussio

Para que o Fliior exerga algum efeito, & neces-
sério que um sal golfivel desse haldgeno gseja absorvido
pelo individuo. Experimentalmente e na Agua de sbasteci
mento, tem-se usado guase que exclusivamente o fluoretbo
de sddio, por ser o sal mais soldvel. O sflico-fluoreto
de sb6dio, o monofluorofosfato de sddio e o fluoreto de

estanho, tem sido também empregados.

Un grande niimerc de observagdes no homem indi--
cou que 90% ou mais de Flior soluvel ingerido & abgorvi
do stravés do tubo gastro-intestinal (GOODMAN e GILMAN,
1991.)., Do Filor abgorvido, aproximadamente a mebtade apa
rece na urina, e a oubtra metada & aruezenada nos ogsos,
A eliminaciSo pela urina é répida; 20 a 25% da dose ad-
winistrada foi encontrada na urins de seres humanos de
trés a ¢cinco horas apés a ingestao de 5 mg ou menos de
Plior, Ambos 08 mecanismos removem o Fldor dos fluidos
circulantes de maneira eficiente e ripida (SMITII,1968),
%70 ha evid8neiao de ermozensmento de Plior em  tecidos
moles, gque normalmente contém tragos do elemento, cuja
concentragfo nao aumenta meswmo apde aua administracio

prolongada.

Degconhece~ge ¢ meconismo pelo gual © Flior &

eliminado através dos wmins; presumivelmente, & excreta



do pela urina menog fluoreto do que é filtrado pelog
glomérulos, 0 que parece indicar que h& reabsorcgio tu~
bular, Nao se sabe, porém, se hi secrecdo tubular de

fluoreto (GOODMAY e GILMAN, 1971).

Embora nio haja referéncias especificas, & de
se supor que praticamente todo o Flfior absorvido pela
via digestiva passe pelo figado, razdo pela qual esse
orgfo e os rins tém sido mais visados em estudos dos

efeitos toOxicos deshe elemento.

Gomo jA foi referido no capltulo de Introdu-
gho, & extensa a controvérsia entre os autores em rela
cdo aos efeitos do Fllor., Da literabura compulsada, um
certo numero de trabalhos refere-se apenas a observa-
¢Oeg perfunctorias, com dados insuficientes, para per-
mitir uma melhor discussao dos resultados apresenta-
dos, tanto positivos, cowmo negativos, em relagao a al-
teragdes histoldgicas em figados e rins de animais sub
metidos a tratamento com Fllor. Por outro lado, a gran
de maioria dos trabalhos, se prende apenas & observa -
¢Bes histolbdgicas comuns, ou seja, exames de cortes

dos drghos com coloragdes de rotina,

Os nossos resultados, quanto as observagdes
gerais (quantidade de Agua ingerida, peso, aspecto eX-
terno ¢ comporbamento do animal, aspecto macroscdpico

dos brgios) e histolégicos dos figados e rins, mostra-
|
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rom ndo haver alterag¢des gque pudessen ser atribuidas
20 trotamento pele Fllor, o que estd de acordo com  os
achados de BOSWORTH & MC CAY (1962), NAYIOR & WILSON
(1967) e MOUCDCY (1968).

Estas mesmas observagdes, por outro lado, dife
rem dagquelas de eutores referidos por SMITH (1962),
(Taylor e Ramseyer) ou MOUCDCY (1968), (Goldenberg e
Wadhwani & Ramaswemy), bem como as de MELLO, BARBERIO &
CAMPOS (1963), HODGE (1964), que adminigtraram o Flior

em animais através da Agua de beber.

Embora de dificil explicacfo essas divergén -
cios, possivelmente podem sexr atribuldas a diferencgas
de certag condigles experimentais. Negte particular,sﬁo
interessantes as observagdes de BOSWORTH & MC CAY (1962),
gque observaram vaArias alteracgdes renais, que nao pude-
ram ser explicadas pela ingestso de NaP, e foram, segun
do os autoreg, condicionados pela idade e pelo sexo dos
animais usadog. Pol esta a razdo pela qual no presente
estudo usamos animais da mesma idade e 4o mesumo sSexo ,
em condicoes laboratoriais e de tratamento conbrolado

” .
A0 mMoxX1mo,

Virios autores verificaram altera¢des no figg
do e rim de rato, OGILVIE (195%), D'ANGEIO e ESPOSITO
(1965), ou de oubtros animais, entre os quals  BERSOTII

e FRUGIS (1963) e BERSOTTI (1964) em hamsters e PITTO-
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RINO (1966) em cobains, mas usaram métodos diferentes na
administragio do Fllor, por sonda gistrica, ou  através
de injegOes subcutfneas, intraperitoneais ou endovenogas,
com a qual o apimal recebe de uma sd vez umo dose wmoci-
Gl Convén referir que, segundo LEONE (1956), g dose le-
tal (LD5O) endovenosa em ratos & a mebode daguels por
via oral (23,0 + 0,9 mg/Kg ¢ 46,0 + 1,6 ug/Kg, respecti-
vomente). Contudo, TEMPESTINI e PAPPALARDO (1965), mes-
mo ugsando o sonda gastrica como via de administragio,ndo
encontraram alteragdes nos Srgfos estudados e nenhuma ma
nifestagdo geral de cardter téxico; Isto indica, Sambém,
gus condicOes experimentais diferentes devem ter influen

cindo,

L} : L] - -
Os resultados histoquimicos permitiram corrobo-
rar as observacdes histoldgicas. Com efeito, tanto com
I 4 . 4 v
metodos para polissacarideos, como para grupos reativos
de proteinas, nfo se comnseguiu observar gualquer altera-

cdo em figodo e rim, atribuivel ao Flior.

MOUCDCY (1968), mostrou nio haver variag¢des ho
teor de glicogénio nas células hepaticas dos animails que
ingeriram 4dgua potivel contendo L e 7 ppm de Flior, ao
passo que nos gque receberam 4 ¢ 10 ppm, houve um aumento
gignificante de glicogénio; Embora o autor ndo tenha en-
contrado explicagio, essa discrepincia notada entre as

dosagens, nao corroborada pelog resultados do presente
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estudo, talvez possa ser explicada por ter sacrificado os
animais em horas diferentes do dia, pois é conhecido do

. . # . . N
existéneia de ritmo circadiano no metabolismo da célula.

Resultados contraditbérios em relagio a glicogé-
nio, foram referidosg nos trabalhos de BERSOTTI (1964) e
TEMPESTINI e PAPPALARDO (1965), onde o primeiro, encon -
trou nas célulag hepaticas dos animais tratados, ausén-
cio ou escassa presenca de glicogénio; e o segundo, a
presenga abundante deste polissacarideo. £ bem provavel
gue a causa destos variaqaes, seja a mesma jé citada en

iy . £ + . -
relacido 8 hora de sacrificio dos animais,

MOUCDCY (1968), observou também um aumento sig-
nificativo do teor de RNA nos hepatdcitos de ratos tra-
tados com Fldor, a partir de 1 ppm, sugerindo um possi -
vel sumento da sintese protéica por parte dessas célu-~
las. Como foi referido na andlise dos grupos reativos de
proteinas, ndo foi encontrado por nds sumento visivel

. ) r
desses grupos nos animais tratados com Fluor.

Somente em relacio as gorduras & que se pode
obgervar uma diferenca entre nogsos animais tratados e
os controles. Como j& foi referido, até os 90 dias de
tratamento, nenhuma alteracao foi constatada em qualquer
dos lotes., Aos 180 dias, porém, foi notada uma infiltra-
c30 gordurosa mais frequente em figedo e rim de ratos
tratados com Fllor, embora gsem rela¢go entre a dose e a

quantidade de gordura depositada.
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Fu ratos, somente MOUCDCY (1968) verificou de-
posigao de gordura no figado e apenas em animals trava-
dos com 4gua contendo 10 ppm de Flior, durante 203 dias.
Em outros_animais, Freund e Wieden, Slaviero, Sanfilippo
e Iwami, todos referidos por MOUCDCY (1968), encontraran
deposigdo gorduross, ao estudarem a acdo do Fliior sobre

A ' L .
o parénquima hepatico.

Gomo foi observado por nds com menor  frequén-
cig a infiltracio gordurosa em figados e rins de animais
controles, ¢ lembrando as observagdes de BOSWORTH &

MC CAY (1962), quanto ao aumento de alteracdes renais
relacionadas com a idade dec animal, podemos admitir com
certa reserva, gue embora néo seja causado especificamen
te pelo Flﬁor, o processo de deposiclo gordurosa benha

sido acelerado pela acdo do mesmo.

Fmbora sejs conhecido que o principal efeito £0
xico do Pllor, quando administrado em grandes doses, se-
ja o blogueio de alguns sistemas enzimédticos, principal-
mente o da fosforilagio de glicides (BERSOTIT - 1964)
n50 encontramos nenhum trebalho de histoquimica de enzi
mas relacionados & agao do Flior. Os dois enzimas inves-
tigados no presente estudo, as fosfatages acida e alcali
na, mostraram-se normals nos drgdos estudados de animais

tratados, guando comparados aos controles.
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NAYTOR & WILSON (1967), mostraram ratos que be
beram até 100 ppm de Fiflor durante 12 a 50 semanas, nao
apresentaram nenhuma alteracio na respiragao tecidual
de ring. Somente em ratos gque receberam 250 ppm €  que
foi notada a partir da 222 semana, uma diminuigzo da
respiragdo tecidual, ao lado de nenhuma alteragdo morfo
1égica dos rins. Isto estd de acordo com as mossas Ob-
servacBes feitas em relacgdoc as mitocOndrias, cujo  as-
pecto numérico e distribucional foi semelhante nos ra-

tog tratados ¢ controles.

Em resumo, no presente estudo nao foram consta
tados alteragoes histolégicas ou histoquimicas que pos-
sam ger atribuidas aos efeitos do Fllor, no figedo e
rim de ratos, com a Gnica excegdo talvez, da infiltragao
gordurosa nesgses &érgaos, observada com maior frequénecia
nog ratos tratados com Fltor quando coumparados couw ol
animais controles., Euwbora ndoc se possa atribulr defini-
tivemente mo Flfior a causa da citada infiltragfo,  ndo
ge pode excluir z hipbtese de que a fgua fluoretada e~

nha acelerado o processo nos aniumals tratados.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados e do que foi

exposto, julga-se possivel concluir que:

1) Nos ratos tratedos até 180 dias com Agua con
tendo 1, 10 e 100 ppm de Flior, ndo foi constetada nenhu
wa anormalidade com relagcao ao ganho de peso, aspecto ex
Terno ¢ comportamento dos animais, bem como gquanto ao asg

pecto macrosedpico do figado e rim;

2) Ao exame microscdpico do figado e rim, nfo
8¢ conseguiu evidenciar:

a) alteragdes histoldgicas visiveis com HE, que
pudessen ser atribuidas ao haldgeno;

b) qualquer alteracfo quantitativa ou distribu-~
cional de mitocOndriss:

¢) alteragles referentes a polissacarideos PAS
positivos, em particular ac teor de glicogénio nas célu
las hepéticas dos animais em estudo;

d) nenhuma variagdo em gqualquer dos grupos Tea-
tivos de proteinas estudados:

e) qualquer alteracio gquantitativa ou distribu-

cional das fosfatases Acida e alecalina.

3) 08 resultados obbtidos em relagdo aos lipide-

08 mogstraran
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a) ndo haver deposicioc de gordura no figado e

no rim dos ratos tratados durante 90 dias;

b) zonas de deposicfo de gordura no figado e

rin de ratos tratados durante 180 dias, cou uma
~ v . . -1t
frequencia nog animais que receberam Fliuor em

aos controles.,

maior

relacao



REFERENCTAS BIBLIOGRAFICAS

AST, D, B; —~ The caries fluorine hypothesis and a
suggested study to test its application;
Pub. Health Rep., 58: 857, 1943 (apud SMITH,
1962).

BERSOTTI, G. - Rilievo istochimico sulla funzionali-
té epatica in animali intossicati cronicamen
te con fluoro. Ress, Int. Stowmat, Prat.,

15: 109-113, 1964,

BERSOTTI, G. e FRUGIS, S, - Contributo alla ricercs
morfo-strutturale del rene e del fegato fluo
rotici nella sperimentazione animale. Reass,

Int, Stomet., Prat., 14: 21-30, 1963,

BOSWORTH, E. B, and MC CAY, G; M; -~ Pathologic
studies of rat kidneys: absence of effects
ascribed to fluoride following long-term in-
gestion of drinking water containing fluori-

de. J. D. Res., 41: 949.960, 1962.

COoX, G; J; and others - Experimental dental caries ;
IV. Fluorine and its relation to dental «ca
ries; J; D; Res;, 18: 481, 1939 (apud
SMITH, 1962).

D' ANGEIO, M; e ESPOSITO, U; - Osservazioni istologi.-
che su neonati da ratte intossicate con do-
si elevate di NaF; Ann. Stomat. (Roma), 14:
835-842, 1965,



iTem

GOODMAN, L, 8, and GILMAN, A; - The Pharmacological
Bagis of Terapeutics, Edited by Goodman, L;
S. and Gilwman, A; The Macmillan Company,
New York, Forth Edition, pag; 825-82?,1971;

HODGE, H., C. et al. -~ Renal effechbs of fluoride, III,
Two year study J. D, Res., 43: 864-865 ,
1964.

LEOWE, N, C., GEEVER, E, ¥, & MORAN, N, C, - Acute and
subacute toxicity studies of sodium fluoride

in animals, D. Abs,, l: 741-742, 1956,

LISON, L. -~ Histoohimie et Cytochimie Animales. Princi
peg et Methods, Paris, Gauthiers Villars,

32 Fa., 1960,

MEIIO, CG. F.; BARBERIO, 3. C.; CAMPOS, M, &, P, ~ In-
fludncia do ionte cAlcio sobre a agio  ionte
fluoreto no figade e no rim do rato albino -
uma anélise histolﬁgica; Rev; AP G; Duy

17 (1-2): 35-39, 1963,

MOUCDCY, A; - Estudo histoquimico (do glicogénic, RNA
e lipfdeos) e cariométrico de hepatbeitos de
Rattus Norvergicus var; Albinus (Rodentia,
Mammalia), submetidos o tratamento com  Agua
potével contendo fluoreto de g6dio em varias
concentraqaes; Rev; Fac. Odont; S; Paulo,

6 (3): 197-215, 1968,



-4 -

MUHLER, J; 0; - Fluoride metabolism, in Joseph C;Muhler,
editor, Textbook of Biochewistry for ddéntal
students; pag; 201, O; V; Mosby Company, St;
Louis, 1959 (apud MEILLO, 1963);

NAYIOR, M; N. and WILSON, R; F; -~ The effect of fluo-
ridated drinking water on tisgsue respiration
of rat kidney; J; Oral Ther; Pharm;, 3 (4):
316-320, 196?;

OGILVIE, A, L. ~ Histologic findings in the kidney, li-
ver, pancreas, adrenal, and thyroid glands of
the rat following sodium fluoride administra-

tion. J. D, Res., 32: 386-397, 1953,

PEARSE, A. G. E. - Histochemistry: theoretical and
applied,. 2nd. ed,, London, J. & A, Churchil
Ltda,, 1960,

PITTORINO, G, -~ Fluoro e¢ profilassi della carie denta-
ria. Ricerche sperimentali dell'agzione del
fluore sul rene. Riv. Itsl., Stomat., 21:

1379~1388, 1966.

RAVSEYER, W; F, + SMITH, G; A; H;; MC CAY, C; M;mEffect
of sodium fluoride administration on body chan
ges in old rats. J; Gerontol;, 12: 14, 1957
(opud SMITH, 1962);



4D

SCHLESINGER, E. R., and others - Newburgh-kingston ca-
rieg fluorine study. XIII; Pediatric findings
after ten years. d A; D; A;, 52: 296,1956
(apud SMITH, 1962);

SMiTH, ¥. A., Ph. D., Rochester, N. Y. .. Safety of water
fluoridation. J. Awer, Dental Ass., 65 (1-6):
598602, 1962,

SMITH, F. A;; GARDNER, D; E., ond HODGE, H, C; ~ Investi
gationg on the metsbolism of fluoride; III;
Effect of acute renal tubular injury on urinary
excretion of fluoride by the rabbit; A, M; A
Arch., Indust. Health, 11: 2, 1955 (apud SMITH ,
1962).

TAYLOR, J; M. and others - Toxic effects of fluoride on
the rat kidney; II; Chronic effects; Toxiool;
Appl; Pharmacol., %: 290, 1961 (apud SMITH ,
1962).

TEMPESTINI, O, e PAPPALARDO, G. - Asgpebti dstologici di
organi parenchimatosgi di ratti sottoposti all:

azione eronica di differenti dosi di Nal, Mi-

nexrva Stomat:, 14: 121-126, 1965,



