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RESUMO

Neste estudo com 5 voluntarios (27-33 anos), a existéncia de uma ritmicidade bioldgica para
as concentracgoes de fluor (F) no plasma foi avaliada. Os voluntarios se abstiveram do uso de
produtos dentais fluoretados por 30 dias antes do estudo e receberam uma dieta com baixa
concentracédo de F ([F]) (< 0,3 mg/dia) para minimizar as alteracdes na [F] no plasma
relacionadas a dieta durante os 5 dias deste estudo. As amostras de plasma foram coletadas
a cada 3 h das 8 as 20 h. A urina foi coletada a cada 3 h das 8 as 20 h, e adicionalmente das
20 as 8 h. Um eletrodo especifico foi usado para medir o F no plasma apés difusio facilitada
por hexametil-disiloxano. O F na urina foi analisado pelo método direto apds adi¢cdo de
tampado de ajuste de forga ibnica total. Paratormdnio (PTH) e calcitonina séricos foram
analisados por quimioluminescéncia e imunorradioimetria, respectivamente. Ca** e P no
plasma foram analisados por espectrometria de absor¢cdo atébmica e colorimetricamente,
respectivamente. Um ritmo biol6égico para a [F] no plasma foi encontrado (p=0,0029). O pico
da [F], 0,55 £ 0,11 umol/L, ocorreu as 11 h, e a menor [F], 0,50 £ 0,06 umol/L ocorreu
entre as 17 e as 20 h. A [F] no plasma se correlacionou positivamente as taxas de excrecao
urinaria de F (p=0,0008) e aos niveis de PTH no soro (p=0,0252), que também mostrou um
ritmo biolégico (p=0,0004). Os niveis de PTH no soro se correlacionaram positivamente as
taxas de excregao urinaria de F (p=0,0087). Os resultados mostram a existéncia de uma
ritmicidade bioldgica na [F] do plasma em humanos, e sugere que o PTH e o sistema renal

estdo envolvidos em sua regulagao.
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ABSTRACT

In this study with 5 subjects (27-33 years old) the existence of a biological rhythmicity for the
plasma fluoride concentration ([F]) was evaluated. The subjects refrained from using F
dental products for 30 days prior to the study and received a low-F diet (<0.3 mg/day) to
minimize diet-related changes in plasma [F] during the 5 days of the study. Plasma samples
were collected every 3 h from 8 am to 8 pm. Urine was collected every 3 h and additionally
from 8 pm to 8 am. An specific electrode was used to measure plasma F after HMDS-
facilitated diffusion. Urine F was analyzed by the ‘direct’ method after adding total ionic
strength adjustment buffer-(TISAB). Serum PTH and calcitonin were analyzed by
chemiluminescense and immunorradiometry, respectively. Plasma Ca®* and P were analyzed
by AAS and colorimetry, respectively. A biological rhythmicity for plasma [F] was found
(p=0.0029). The peak [F], 0.55 £ 0.11 umol/L, occurred at 11 am and the lowest [F], 0.50
+ 0.06 pmol/L occurred between 5 pm and 8 pm. Plasma [F] was positively correlated with
urinary F excretion rates (p=0.0008) and with serum PTH levels (p=0.0252) which also
showed a biological rhythm (p=0.0004). Serum PTH levels were positively correlated with
urinary F excretion rates (p=0.0087). The results show the existence of a biological
rhythmicity for plasma [F] in humans and suggest that PTH and renal system are involved in

its regulation.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Quimica do fluor

O fluor foi descoberto por Scheele, no ano de 1771, através da observagao da formacgao
do acido fluoridrico (HF) pela reacdo espato-flior — fluoreto de caélcio, calcita — e acido
sulfurico. A natureza deste acido foi desconhecida durante muitos anos, devido a sua reagéo
com o vidro dos equipamentos quimicos de laboratério, formando o acido fluossilicico. O fluor
foi finalmente isolado em 1886, por Moissan, através da eletrélise do HF em uma lamina de

platina (EMMERICH; FREIRE, 2003).

O fldor, um elemento gasoso e ndo metdlico, juntamente com cloro, bromo, iodo e
astato, pertence a familia ou grupo dos halogénios. Seu simbolo é F, nimero atémico 9 e
peso atdémico 18,998 (EMMERICH; FREIRE, 2003). O fltior é a forma iénica da fluorina. E um
componente natural da biosfera, sendo o 13% elemento mais encontrado na crosta terrestre.
Pode também entrar na atmosfera pela agdo vulcanica e retorna a superficie da terra pela
deposicado das cinzas, pela chuva, nevada ou neblina (EMMERICH; FREIRE, 2003; SMITH,;
EKSTRAND, 1996; WHITFORD, 1996). Devido ao pequeno raio do atomo do fldor, sua carga
de superficie efetiva € maior que a de qualquer outro elemento. Como conseqtiéncia, o fluor
€ o elemento mais eletronegativo e reativo da tabela periédica (SMITH; EKSTRAND, 1996;

WHITFORD, 1996).

Entre os halogénios, o fluor é diferente em varios aspectos. Por sua extrema
reatividade, o fllor raramente ocorre na natureza em sua forma livre ou elementar. Ele reage

prontamente com seu ambiente, e é mais freqlentemente encontrado como fluor inorganico



(SMITH; EKSTRAND, 1996; WHITFORD, 1996). De fato, em temperaturas apropriadas, o
fluor ataca diretamente todos os elementos, exceto o oxigénio e o nitrogénio. O potencial
padrdo do ion fluorina-fluor é de +2,8 v, indicando que a fluorina elementar ndo pode ser
produzida por oxidacdo quimica dos ions fldor ou por eletrélise de solucbes contendo outro
elemento negativo além do flior. Ao contrario dos outros halogénios, a fluorina é
exclusivamente monovalente. Os estados comuns para o atomo de fluorina em combinagao
sdo a forma ibnica F e a forma eletrovalente ou covalente. Os fluoretos metélicos sao
usualmente i6nicos na natureza, com pontos de fusdo e ebulicdo geralmente maiores aos dos
outros halogénios correspondentes. Grande parte dos fluoretos i6nicos sdo prontamente
solUveis em agua, embora os fluoretos de litio, aluminio, estréncio, bario, magnésio, célcio
(Ca®*) e manganés sejam pouco solliveis. Compostos covalentes extremamente estaveis sio
formados com nao-metais, como tetrafluoreto de silica e hexafluoreto sulfurico. Os fluoretos
covalentes geralmente apresentam pontos de fusdo e ebulicho menores que seus
correspondentes cloretos e brometos (SMITH; EKSTRAND, 1996).

O flbor é um potente inibidor de varias enzimas (BAYKOV; ALEXANDROV; SMIRNOVA,
1992; EASTOE; FEJERSKOV, 1984 apud AOBA; FEJERSKOV, 2002; MILAN; WADDINGTON;
EMBERY, 2000; THIBODEAU; BOWEN; MARQUIS, 1985; WHITFORD, 1996, 1997). A
velocidade de sua eliminagdo do organismo pelos rins € muitas vezes maior que a dos outros

halogénios (WHITFORD, 1996).

1.2 Aspectos clinicos do fluor

O papel do flior no combate a carie dentéaria € conhecido desde a década de 1870

(HUNSTADBRATEN, 1982). Ele tem sido utilizado na agua de beber, suplementos e produtos



de higiene oral (BRAMBILLA, 2001; FOMOM; EKSTRAND; ZIEGLER, 2000; ISMAIL, 1994;
JOHNSTON, 1994; ROLLA; OGAARD; CRUZ, 1991; TABARI et al.,, 2000; TOUMBA, 2001;

ZIMMER, 2001).

O declinio da carie dentaria em diferentes partes do mundo é explicado, em grande
parte, pela utilizacdo do fluor (Correia Sampaio et al., 1999; Fomon; Ekstrand; Ziegler, 2000;
Glass, 1982; Hunstadbraten, 1982; Levy et al., 2001; Pereira et al., 2000; Renson, 1986;
Robinson et al., 2004; Sjogren; Birkhed, 1993; ten CATE, 2004). Essa descoberta foi feita
comparando-se a incidéncia de carie em individuos expostos a altas concentragdes de fluor
na agua de abastecimento, com a de individuos expostos a baixos niveis (BLACK, MACKAY,

1916; Dean, 1934; DEAN et al., 1942).

A acédo terapéutica do fluor se deve ao fato de o fldor inibir a desmineralizagdo do
esmalte dentario quando presente em solugdo (Arends; Christoffersen, 1990; Featherstone,
1999; Featherstone et al., 1990; Nelson et al., 1983; Ogaard et al., 1988; Ogaard et al.,
1991; ten CATE; Featherstone, 1991), acelerar a remineralizagdo (Arends; Christoffersen,
1990; Lamb et al., 1993) e inibir as bactérias da placa dentéaria (Hamilton, 1990; Hamilton;
Bowden, 1996; van Louveren, 1990; Whitford et al., 1977), embora esta ultima agao nao
tenha sido comprovada clinicamente.

Um longo tempo decorreu para se mostrar que a fluoretacdo da agua (EMMERICH;
FREIRE, 2003; McCLURE, 1970; VIEGAS et al.,, 1987; WHO, 1994) e que os produtos
fluoretados topicos (BRAMBILLA, 2001; ERICSSON, 1977; ISMAIL, 1994; JOHNSTON, 1994;
ROLLA; OGAARD; CRUZ, 1991; TOUMBA, 2001; ZIMMER, 2001) eram medidas tao
importantes para o controle da carie dentaria ao nivel comunitario (KARGUL; CAGLAR,;
TANBOGA, 2003). Em todo o mundo, 39 milhdes de pessoas consomem agua naturalmente

fluoretada, e mais de 317 milhdes consomem &agua com fltor adicionado (LENNON, 2000). Os



Relatérios Semanais de Morbidade e Mortalidade americanos, do Centro de Controle das
Doencas, descrevem a fluoretacdo da agua entre as dez maiores medidas de Saude Publica
no mundo (CDC, 2001). Dentifricios fluoretados e as mudangas nas formula¢des dos
dentifricios foram estabelecidas nos anos 80, e o acesso a eles pode ser uma medida barata

de importancia substancial (KARGUL; CAGLAR; TANBOGA, 2003).

Embora a fluoretagdo da agua e o uso de dentifricio fluoretado sejam as maneiras
mais eficientes e de custo-beneficio na prevencdo de carie dentaria, a exposicao a eles tem
sido inconsistentemente associada a efeitos adversos ou toxicos, como reacdes alérgicas,
fratura 6ssea e problemas com o desenvolvimento 6sseo, cancer, defeitos congénitos,
desordens genéticas como sindrome de Down, déficit do quociente de inteligéncia, deméncia
senil e fluorose dentaria (BUCHER et al., 1991; KAMINSKY et al., 1990). Contudo, os
resultados destes estudos ndo oferecem evidéncias convincentes de que a ingestao crénica
de quantidades relativamente pequenas de fluor influencia qualquer um destes efeitos
adversos, exceto a fluorose dentéria (McDONAGH et al., 2000).

Os efeitos /n situ do fluor ingerido na mineralizagdo do esmalte tém sido descritos
como responsaveis pela formacao de disturbios na formagdo dos dentes, conhecidos como
esmalte mosqueado ou fluorose dentéaria (DEAN, 1934, 1942; DEAN; ELVOVO, 1935;
CUTRESS; SUCKLING, 1990; PINDBORG, 1982). A fluorose dentaria é o resultado de um
aumento gradual na hipomineralizacdo da subsuperficie do dente, coberta por uma superficie
externa de esmalte bem mineralizada. Embora o arranjo estrutural dos cristais pareca
normal, o flior afeta o esmalte em formacao, especialmente na fase de maturacédo, causando
porosidade, ou seja, ampliando lacunas entre os filetes de esmalte e alargando os espagos
intercristalinos em parte dos filetes (FEJERSKOV; JOHNSON; SILVERSTONE, 1974;

FEJERSKOV et al., 1994; FEJERSKOV et al., 1975; FEJERSKOV; THYLSTRUP; LARSEN, 1977;



THYLSTRUP; FEJERSKOV, 1978). Com o aumento da severidade, a subsuperficie do esmalte
ao longo de todo o dente torna-se grandemente porosa, as lesbes se estendem através do
esmalte interno, e o conteudo de fluor aumenta (ANGMAR-MANSSON; WHITFORD, 1990;

RICHARDS; KRAGSTRUP; NELSEN-KUDSK, 1985; SPEIRS, 1986; ROBINSON, 2004).

Contudo, os efeitos benéficos do flior ndo devem ser limitados ao meio bucal. O flGor
apresenta uma habilidade Unica em estimular a formagao de osso de novo, sendo um agente
anabdlico efetivo no tratamento da osteoporose (Riggs; Melton, 1988; Riggs et al., 1990),
uma desordem éssea sistémica que leva a um decréscimo da mineralizagdo 6ssea e a uma

propensao a fratura (DeSantis; Buchman, 2002).

O fluoreto de sbdio estimula a formagédo 6ssea nos niveis celular (KASSEN; MOSEKILDE;
ERIKSEN, 1993, 1994) e tecidual (ERIKSEN; MOSEKILDE; MELSEN, 1985) na maioria das
espécies, levando a um balango positivo por ciclo de remodelacdo (ERIKSEN; MOSEKILDE,
MELSEN, 1985), a um aumento no volume do osso trabecular (BRIANCON; MEUNIER, 1981;
ERIKSEN; MOSEKILDE; MELSEN, 1985; GERSTER et al., 1983), e a um balango global

positivo do Ca®* (CHARLES; MOSEKILDE; TAAGEHOJ JENSEN, 1985).

Em concentragbes terapeuticamente relevantes, como em niveis micromolares, o fldor
estimula a proliferacdo e a atividade celular /n vitro e in vivo (FARLEY; WERGEDAL; BAYLINK,
1983; KLEEREKOPER; MENDLOVIC, 1993). Doses de fluor de 23 a 36 mg (50 a 80 mg de
fluoreto de so6dio) sdo administradas diariamente para o tratamento da osteoporose
(BAYLINK et al., 1983; FARLEY et al., 1987; KLEEREKOPER; MEENDLOVIC, 1993; RIGGS et
al., 1990; RIGGS et al., 1994), tanto sozinhas como combinadas com estrogénio, calcitonina
e Ca®* (RAISZ; KREAM, 1983), com Ca®* e vitamina D (CHARLES; MOSEKILDE; TAAGEHOJ

JENSEN, 1985; ERIKSEN; MOSEKILDE; MELSEN, 1985; KASSEM; MOSEKILDE; ERIKSEN,



1993, 1994), com pamidronito (MORABITO et al., 2003), com alendronato ou tibolona
(CRANDALL, 2002) com citrato de Ca** e colecalciferol (RUBIN et al., 2001) entre outros. Pak
et al. (1986) e Resch et al. (1994), observaram em pacientes com osteoporose que a
concentracdo sérica de fllor se situava numa faixa terapéutica quando a eles era
administrado preparacbes de fluor de liberacdo lenta. Considera-se que a concentracao
terapéutica 6tima de flior no plasma, medida 24 horas ap6s a ingestdo da ultima dose de

fluoreto de sddio, é de 5 a 10 uM (HASLING et al., 1987; TAVES, 1970).

Entretanto, a falta de eficacia anti-fratura consistente tem tornado a terapéutica do
fldor controversa no tratamento da osteoporose (CAVERZASIO; PALMER; BONJOUR, 1998;
LAU; BAYLINK, 1998). Uma reducdo da dose diaria de fluor utilizada no tratamento da
osteoporose poderia possibilitar uma reducédo das taxas de fratura vertebral (GUTTERIDGE et

al., 2002; RIGGS et al., 1994).

1. 3 Metabolismo no fluor

A concentracdo de fluor no plasma é normalmente muito baixa, e aumenta apenas
discretamente com a ingestao de altos niveis de flior (WHITFORD, 1996). Acredita-se que
nao exista uma regulacdo homeostatica do metabolismo do flior e os niveis plasmaticos
refletem o balango entre a quantidade e a freqiéncia de sua ingestdo e o “clearance”
(EKSTRAND, 1996; WHITFORD, 1996).

O entendimento dos efeitos biolégicos do fluor no organismo humano requer o
conhecimento do seu metabolismo. Para isto, & necessario ter em mente que o fllor se
combina reversivelmente com ions hidrogénio para formar o HF, um acido fraco com pK, de

3,45. De fato, muito do comportamento fisiolégico do fluor pode ser explicado com base na



difusibilidade do HF. Ha muitas evidéncias mostrando que varios aspectos do metabolismo do
flior sdo pH-dependentes, e que a migragao transmembrana do ion ocorre na forma de HF,
em resposta a diferengas na acidez entre compartimentos adjacentes de fluidos corporais
(EKSTRAND, 1996; MESSER; OPHAUG, 1991, 1993; NOPAKUN; MESSER; VOLLER, 1989;
WHITFORD, 1996; WHITFORD; PASHLEY, 1984). Estudos com membranas lipidicas de bi-
camada mostraram que o coeficiente de particdo do HF é mais que um milhdo de vezes mais
alto que o do fluor iénico (GUTKNECHT; WALTER, 1981).

A absorcdo do fluor, sua distribuicdo aos tecidos moles e incorporagcdo aos tecidos
mineralizados, bem como sua excregdo renal sdo, em principio, simultaneos (Figura 1). Em
adicao, as diferentes taxas para cada um desses processos ira influenciar a concentragéo de

fldor no plasma apds sua ingestdo (EKSTRAND, 1996).

1.3.1 Absorgao

Uma vez ingerido, o fluor é rapidamente absorvido no trato gastro-intestinal, sendo
essa absorcdo passiva e independente de mecanismos especiais de transporte (Ekstrand,
1996; Whitford, 1990, 1996). O tempo médio para absorcdo € de cerca de 30 minutos
(Whitford, 1996). Apbs a absorcdo, os niveis plasmaticos de flior aumentam rapidamente,
atingindo um pico entre 20 e 60 minutos (Ekstrand, 1996; Whitford, 1990, 1996). Este
periodo é independente da quantidade de flUor ingerida. A concentracdo de fldor neste pico
depende da quantidade ingerida, proporgcdo de absorg¢do, volume de distribuicdo e das
proporcdes de “clearance” ou eliminacdo do flior do plasma pelos rins e pelo esqueleto. Apds
este pico, as concentragdes de flior no plasma declinam rapidamente, devido a continua
incorporagdo do flior ao osso e a excregdo urinaria (Figura 1) (Ekstrand, 1996; Whitford,

1990, 1996).



[F] no
plasma

ESMALTE ABSORGAO DE FLUOR

- | ————P FEZES

FLUIDOS ORAIS:

A

TECIDOS MOLES

—') TECIDOS

= CALCIFICADOS

FEC & FIC l

SUOR l

URINA

20 40 60 Tempo(min)

Figura 1. Esquema geral das vias de distribuicdo e eliminacdo do fldor no organismo
superposto a uma curva de concentragéo de fluor no plasma em funcao do tempo (BUZALAF,

2002, adaptado de WHITFORD, 1996).

Enquanto os fluoretos solUveis em solugbes aquosas sdo completamente absorvidos
(EKSTRAND, 1996), fatores como a acidez gastrica (MESSER; OPHAUG, 1991, 1993;
NOPAKUN; MESSER; VOLLER, 1989; WHITFORD; PASHLEY, 1984), a acidez do produto
fluoretado (EKSTRAND et al., 1981), a presenca de altas concentragdes de certos cations bi
ou trivalentes, como Ca?*, magnésio e aluminio, que formam compostos insoliveis com o
flior (CREMER; BUTTNER, 1970; EKSTRAND; EHRNEBO; BOREUS, 1978; GLEMSER, 1986;
PATZ; HENSCHLER; FICKENSCHER, 1977 apud FEJERSKOV; EKSTRAND; SPAK; EKSTRAND;
ZYLBERSTEIN, 1982; TRAUTNER; EINWAG, 1989; TRAUTNER; SIEBERT, 1986), a ingestao
de altos niveis de gordura, aumentando a permanéncia do bolo alimentar no estémago

(BUTTNER; MUHLER, 1958; MILLER; PHILLIPS, 1955), bem como a ingestdo de flior com
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outros alimentos (EKSTRAND; EHRNEBO, 1979; TRAUTNER; EINWAG, 1989), ou o tempo da
ingestdao de flior em relagdo a ultima refeicdo (EKSTRAND; SPAK; VOGEL, 1990), podem
alterar a biodisponibilidade e a solubilidade do fluor ingerido. Na auséncia desses
interferentes, cerca de 80-90% da quantidade de flGor ingerida é absorvida a partir do trato

gastro-intestinal (WHITFORD, 1996).

A absorcao se da por difusdo passiva (WHITFORD et al., 1976; Whitford; Pashley,
1984). Quando o fluor ibnico entra no ambiente acido do limen estomacal, ele é amplamente
convertido em HF (H* + F < HF), uma molécula sem carga que rapidamente atravessa as
membranas biolégicas, incluindo a mucosa gastrica (Ekstrand, 1996). Aproximadamente 25%
da absorg¢do do fluor ocorre no estbmago, € 75% no intestino delgado (Nopakun; Messer;
Voller, 1989). A absorgao pelo estbmago esta diretamente relacionada ao pH, e quanto maior
a acidez, mais rapida sera a absorcdo e maior serda o pico plasmatico (Whitford; Pashley,

1984). No intestino, a absorcéo de fluor é independe do pH (Whitford, 1990).

1.3.2 Distribuicdo

O compartimento central do metabolismo do fluor é o plasma, pelo qual o fldor deve
passar para sua subseqlente distribuicdo e eliminagdo (EKSTRAND, 1996; WHITFORD,
1996).

O flbor distribui-se rapidamente pelo organismo. Ap6s a ingestdo, 0s niveis
plasmaticos geralmente comegam a aumentar depois de 10 minutos, atingindo o pico apds
20 a 60 minutos e entdao voltam aos niveis de pré-ingestdo depois de 3 a 11 horas,

dependendo da dose (HODGE; SMITH, 1965 apud WHITFORD, 1996; WHITFORD, 1996).
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As concentragdes de fluor intracelulares sdo de 10 a 50% mais baixas que aquelas
presentes no plasma, mas mudam simultaneamente e na mesma propor¢ao daquelas do
plasma (WHITFORD; PASHLEY; REYNOLDS, 1979). Uma vez que o gradiente de pH entre os
meios intra e extracelular pode ser aumentado ou diminuido pela alteracdo do pH
extracelular, é possivel promover a entrada ou a saida de fllor nas células. Essa é a base
para a sugestdo de que a alcalinizagdo dos fluidos corporais seja um bom coadjuvante no

tratamento da toxicidade aguda pelo flior (WHITFORD; PASHLEY, REYNOLDS, 1979).

Aproximadamente 99% do fluor retido no organismo estd associado aos tecidos
mineralizados, principalmente ao 0sso, mas também ao esmalte e a dentina. A concentragao
de fluor de todo o esmalte reflete o nivel de exposicdo durante a formagédo dos dentes,
enquanto que as concentracdes presentes na dentina € no 0sso sdo geralmente proporcionais
a ingestao ao longo do tempo (WHITFORD, 1994a).

As razbes para a aparente seletividade do fldor aos tecidos ésseo e dentario, e
esmalte em particular, tém sido relacionadas as interagdes entre os ions flior e o0 mineral
0sseo, a hidroxiapatita. O flior é o mais eletronegativo dos elementos e o de menor raio
ibnico. Sua resultante densidade de carga Ihe confere uma grande capacidade de formar
ligacbes ibnicas fortes e pontes de hidrogénio. Isso confere ao ion flior um potencial para
interagir tanto com a fase mineral quanto com as macromoléculas organicas (ROBINSON et

al., 2004).

O fluor nao se liga irreversivelmente ao osso, sendo liberado durante a remodelacao
O0ssea ou apdés mudangas consideraveis na exposicdo diaria ao flior (EKSTRAND, 1996;
WHITFORD, 1990, 1996). O “clearance” do fluor do plasma pelo esqueleto ocorre
rapidamente. Em adicdo, varios autores vém relatando, de longa data, que a incorporacéo de

fldor pelo osso € inversamente relacionada a idade (EKSTRAND; WHITFORD, 1984;
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LAWRENZ; MITCHELL; RUTH, 1940; MILLER; PHILLIPS, 1955; SUTTIE; PHILLIPS, 1959;

ZIPKIN; MCCLURE, 1952; WEIDMANN; WEATHERELL, 1959; WHITFORD; PASHLEY, 1983).

Aproximadamente 50% do fluor absorvido diariamente por jovens ou adultos
saudaveis de meia-idade associa-se aos tecidos calcificados em 24 horas, enquanto que
quase todo o restante é excretado pela urina. Essa distribuicdo 50:50 se desloca a favor de
maior retengdo em bebés e criancas pequenas (Whitford, 1996), e provavelmente se desloca
em favor de uma maior excrecdo em individuos mais velhos, embora se saiba pouco sobre
este assunto. O aumento da retencao de fluor pelo esqueleto em desenvolvimento parece ser
devido quase que inteiramente ao rico suprimento sangliineo e maior area de superficie dos
cristalitos 6sseos, que sdo menores, mais desorganizados e mais numerosos, quando

comparados com o osso maduro (Whitford, 1994a).

1.83.3 Excregdo renal

Os rins representam a maior rota de remogao do flior no corpo. A taxa de excregao
do fluor é uma varidvel importante por diversos fatores, incluindo o fato de ser
freqientemente usado como um indice da ingestao de flior (EKSTRAND, 1996; WHITFORD,
1996). Em condigbes normais, aproximadamente metade do fluor ingerido diariamente pelos
adultos é excretada pela urina (EKSTRAND, 1990). Conseqlientemente, o plasma e a
excrecao urinaria refletem um balanco fisiolégico que é determinado pela ingestao prévia de
fluor, o grau de acumulagéo do ion no 0sso, a taxa de mobilizagdo do osso e a eficiéncia dos

rins em excretar o fluor (EKSTRAND et al., 1977).

Depois de aproximadamente 50% de uma dose de fluor ingerida ter sido absorvida,

as concentragdes plasmaticas caem de forma rapida, o que é devido a excregado renal e a
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incorporagdo aos tecidos mineralizados. A quantidade de fllor excretada estd diretamente
relacionada a quantidade ingerida, e essa eliminagdo €& feita principalmente pelos rins

(EKSTRAND, 1996; WHITFORD, 1990, 1996).

Pelo flaor i6nico ndo se ligar as proteinas plasmaticas (EKSTRAND; ERICSSON;
ROSELL, 1977; TAVES, 1968), sua concentracdo no filtrado glomerular é inquestionavelmente
a mesma do plasma. Apos entrar nos tubulos renais, uma quantidade variavel do ion é
reabsorvida (de 10 a 90%) e retorna a circulagéo sistémica, sendo o remanescente excretado
pela urina (EKSTRAND, 1996). Isso indica que a taxa de filtracdo glomerular é a primeira
determinante na quantidade de fllor excretada pela urina e que sua redugdo, como ocorre
na disfungado renal crbnica, refletira em um aumento da concentracdo de flior no plasma

(EKSTRAND, 1996; SCHIFFEL; BINSWANGER, 1980; WATERHOUSE; TAVES; MUNZER, 1980).

Assim como acontece para a absorcdo gastrica e para a migracado transmembrana do
fldor, o mecanismo de reabsorcao tubular parece se dar por difusdo do HF. Quando a urina
esta relativamente alcalina, quase todo o fluor esta presente na forma iénica e, devido ao seu
tamanho e carga, permanece no interior do tubulo renal para ser excretado. Por exemplo, se
o pH é 7,4 as proporgoes de F:HF seriam 10000:1. Quando a urina esta relativamente acida,
existe proporcionalmente mais flior na forma néo dissociada, o que vai aumentar o gradiente
de concentracao trans-tubular de HF e, conseqlientemente, o grau de sua difusdo do tubulo
renal para o fluido intersticial. Por exemplo, se o pH é 4,4, entdo as concentragdes de F:HF
seriam 10:1, portanto 1000 vezes maiores que a proporcdo do exemplo anterior. Comparada
a condigcao alcalina, isso aumentaria a proporg¢ao de difusdo de HF do tubulo para o fluido
intersticial, deixando menos fluor para ser excretado. No fluido intersticial, onde o pH é
mantido préximo da neutralidade, independentemente do pH do fluido tubular, o HF se

dissociaria e o ion flior se difundiria para os capilares, retornando a circulagdo sistémica
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(Figura 2). Dessa forma, os fatores que alteram o pH urinario, como a composicao da dieta,
certas doencas respiratorias ou metabdlicas, certas drogas e a altitude de residéncia,

poderiam afetar sobremaneira o metabolismo do fluor (WHITFORD, 1990).

URINA ALCALINA

:

!

URINA ACIDA
HE: [l

a

Figura 2. Mecanismo de reabsorgdo tubular do flior, na forma de HF (BUZALAF,

2002, adaptado de WHITFTORD, 1996).

O “clearance” renal do flior é bastante alto quando comparado ao dos outros
halogénios. Os “clearances” do cloro, bromo e iodo em adultos jovens ou de meia-idade
saudaveis sdo da ordem de 2 mL/minuto (EKSTRAND, 1996; WHITFORD, 1996), enquanto
que o do flior é de cerca de 35 mL/minuto (WHITFORD, 1996), variando de 30 a 50
mL/minuto (EKSTRAND; SPAK; EHRNEBO, 1982; HANHIJARIVI, 1974; SCHIFFEL;
BINSWANGER, 1980; WATERHOUSE; TAVES; MUNZER, 1980). Considerando-se que o grau
de reabsorgcdo depende do pH do fluido tubular e do fluxo urinario, o “clearance” pode ser

aumentado ou diminuido por mudancas na taxa de fluxo da urina (JARNBERG; EKSTRAND;
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EHRNEBO, 1983), bem como por mudanca no pH (EKSTRAND et al., 1980; EKSTRAND;
SPAK; EHRNEBO, 1982).

O conceito de que o fluor presente nas fezes corresponda ao nao absorvido é
questionavel, pois estudos em ratos demonstraram que a excrecdo fecal de flior pode ser
aumentada tanto pelo aumento das concentragdes de flior plasmaticas como pelo aumento

da concentracdo de célcio na dieta (WHITFORD, 1994b; WHITFORD; AUGIERI, 1993).

1.4 Ritmicidade bioldgica

A organizacdo temporal de um ser vivo se expressa de duas formas, uma enquanto
reacdo a ritmos (estimulos) ambientais, e outra como ritmos endoégenos, controlados pelo
relégio biologico. Essa segunda forma € a menos evidente mas nem por isso a menos
importante. A compreensdo da importancia da ritmicidade passa por dois momentos. O
primeiro deles é a demonstracdo da generalidade desse fenbmeno em praticamente todos os
seres vivos estudados em diversos niveis de analise, desde metabolismo celular até
comportamento de populagbes. O segundo momento consiste na investigacdo dos
mecanismos organicos responsaveis pelos processos de temporizacdo, os chamados relégios
biolégicos (MENNA BARRETO, 1999).

Praticamente todos os seres vivos mostram algum tipo de oscilagdo em seu
comportamento e em suas fungdes organicas (MENNA BARRETO, 2004). Ao contrario do que
se acreditava, essas oscilagdes ndo sdo meros reflexos das flutuagdes ambientais, ou seja, de
fendmenos ambientais periddicos e recorrentes, como a noite e o dia, as estagdes do ano, 0s
ciclos lunares, ou as marés (MELLO; MORENO, 2004; MENNA BARRETO, 2004; DeLUCIA,

2004). Representam, sim, a atuacdo de mecanismos bem conhecidos como reldgios
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biolégicos. Os relégios biolégicos sdo mecanismos capazes de gerar ciclos
independentemente da presenca de estimulos ambientais, e seu produto final, diretamente
observavel, sédo os ritmos biolégicos ou circadianos (MENNA BARRETO, 2004).

Pode-se definir ritmo como sendo um processo que varia periodicamente no tempo, a
manifestacdo de um fenémeno que se repete com o mesmo periodo (MARQUES; GOLOMBEK;
MORENO, 1999). Cada ritmo tem uma velocidade prépria (DeLUCIA, 2004). Os ritmos
biolégicos manifestam-se em periodos que vao de milisegundos até anos (MARQUES;
GOLOMBEK; MORENO, 1999). Em condi¢des normais os diversos ritmos do nosso organismo,
como ciclo vigilia-sono, ritmo de temperatura, entre outros, estdo sincronizados entre si,
assim como o claro-escuro ambiental (MELLO; MORENO, 2004). No ambiente, o dia e a noite
(ciclo claro-escuro) € que ajustam os nossos ritmos para funcionarem com periodo de exatas
24 horas. Além da informagédo de dia e noite, os reldégios sao suscetiveis a fatores como
compromissos sociais, habitos de vida diédria, uso de medicamentos, pratica de atividades
fisicas, entre outros, que influenciam nossos ritmos, atuando como sincronizadores e/ou

mascaradores desses ritmos (MENNA BARRETO, 2004).

1.5 Ritmicidade biolégica para o fluor

As variacdes das concentracdes de flior do plasma em humanos foram estudadas sob
uma série de condigbes. Nas décadas de 60 e 70, as concentragbes de fllor no plasma
podiam ser comparadas a ingestao de fllor pela agua de beber. Estudos iniciais sugeriram a
concepgdo de que havia um mecanismo fisiolégico para regular homeostaticamente as

concentragdes de flior no plasma (SINGER; ARMSTRONG, 1960, 1964). Contudo, a validade
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desta relagdo foi questionada por possiveis problemas analiticos (TAVES; GUY, 1976 apud
FEJERSKOV; EKSTRAND; BURT, 1996).

Tem sido estabelecido que os niveis plasmaticos de flior em humanos variam durante
o dia (COWELL; TAYLOR, 1981; EKSTRAND, 1978), variacdes estas certamente relacionadas
aos padroes de exposicao ao flior (COWELL; TAYLOR, 1981; EKSTRAND et al., 1977).
Diversos estudos descrevem que com o aumento da concentragdo de flior na agua de beber,
a concentracdo de fluor plasmatica aumenta (COWELL; TAYLOR, 1981; EKSTRAND, 1978;
GUY; TAVES, 1973), podendo apresentar uma ampla flutuacdo em suas concentragbes
durante o dia (COWELL; TAYLOR, 1981; EKSTRAND, 1978).

Guy e Taves (1973), reportaram que as concentragcdes de flior no plasma
aumentavam com a concentracdo de flior na agua de beber. Em regiées onde os niveis de
fluor na agua eram de 0,1 e 5,6 ppm, as concentragbes plasmaticas de fluor encontradas
foram de 0,41 e 4,3 uM, respectivamente.

Analisando as concentragdes de flior no plasma de individuos com idades entre 10 e
38 anos, que residiam em 3 comunidades com diferentes niveis de flior na agua de beber
(0,25, 1,23 e 9,9 ppm), Ekstrand (1978) observou que as concentracdes de flior no plasma
nao variavam em funcao dos diferentes tempos de coleta de sangue (as 8, 12, 16 e 20 horas,
para as regides com 1,23 e 9,9 ppm de fluoreto, e as 8, 12, 14, 18 e 21 horas para a area
com 0,25 ppm de fluoreto), exceto para a area com 9,6 ppm de fluoreto na agua, onde os
voluntarios mostraram uma ampla variagdo nos niveis plasmaticos de flior durante o dia,
variagao esta que tendia a aumentar até as 20 horas, quando a ultima coleta de sangue era
realizada. Neste estudo, as concentragcdes médias de flior no plasma encontradas para os
individuos das comunidades com 0,25, 1,23 e 9,9 ppm de fluoreto, as 8 horas, foram 0,5, 1

e 1,7 umol/L, respectivamente (EKSTRAND, 1978). Assim como em outros estudos, a
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variabilidade do perfil e da magnitude dos niveis de fllor no plasma durante o dia foi
relacionada a idade dos individuos (EKSTRAND, 1978; HANHIJARVI, 1974; PARKINS et al.,
1974).

Em estudo subseqliente, realizado com individuos que residiam em uma regido nao
fluoretada (0,05 a 0,2 ppm), a concentracdo de flior média no plasma encontrada as 8 horas
foi de 1 umol/L, aumentando durante o dia, com um pico (1,5 umol/L) ocorrendo as 22 horas
(COWELL; TAYLOR, 1981).

Um estudo realizado por Cardoso; Whitford; Buzalaf (2003, 2004), avaliou a relagao
entre as concentragdes de flior no plasma e a ingestdo de fldor pela dieta e pelo dentifricio,
por 48 horas. Os voluntarios residiam em 3 regides, com diferentes niveis de fllor na agua
de beber: Bauru (0,6 ppm, bebendo agua sem fllor e cozinhando com &agua fluoretada),
Domélia (0,7 ppm, bebendo e cozinhando com agua fluoretada) ou Floresta (<0,3 ppm,
bebendo e cozinhando com agua contendo pouco fluor).Todos os voluntarios usavam
dentifricio fluoretado. Os resultados do estudo claramente indicaram a associacdo entre a
concentracdo de fldor no plasma e a ingestao total de fllor quando a ingestdo de fluor pela
dieta esta associada com o uso regular de dentifricio fluoretado. Entretanto, o mais
surpreendente e controverso achado foi a auséncia de um efeito induzido pelo fldor ingerido
nas concentracdes de flior no plasma. Nao houve uma variabilidade consideravel no perfil e
nas mudangas da concentracdo do flior ao longo do dia, independentemente da
concentracdo de fldor na agua de beber (0,3, 0,6 ou 0,7 ppm) e dos diferentes niveis de
ingestao de fluor pelo dentifricio (de 0 a 6,42 mg/dia). As concentracdes médias de fldor no
plasma para as regides com 0,3, 0,6 ou 0,7 ppm de fluoreto na agua de beber foram

0,45+ 0,06, 0,43+0,06 e 0,55+ 0,06 pmol/L, respectivamente. Neste estudo, as amostras de
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sangue foram coletadas a cada 4 horas, das 8 as 20 horas (CARDOSO; WHITFORD;
BUZALAF, 2003, 2004).

Quando a ingestao de fluor ocorre de acordo com o padréo diario normal de ingestao
de alimentos, liquidos, escovacao etc., seria esperado que os niveis plasmaticos mostrassem
varios picos pequenos, geralmente tendendo a subir durante as horas em que o individuo se
mantém acordado e a descer durante o sono, refletindo o fato de que quando a entrada de
fldor no plasma excede o grau de sua remocéao, as concentragbes de fllor plasmaticas devem
aumentar. E provavel que exista algum componente fisioldgico envolvido, mas sua natureza e

impacto na ritmicidade biolégica ainda ndo foram investigados (WHITFORD, 1996).

A possibilidade da existéncia de uma ritmicidade bioldégica nos niveis plasmaticos de
fluor, independentemente de sua ingestdo, foi levantada em relatos da literatura
considerando os ritmos circadianos do Ca** e do fosfato (WHITFORD et al., 1996). As
variagbes ao longo do dia nas concentracoes destes ions sdo parcialmente atribuidas ao
balanco entre a aposigdo e a reabsorgao éssea, influenciadas pelos horménios que agem no
0ss0. Quase todo o flor retido no nosso organismo esta associado ao esqueleto. Hipotetizou-
se, portanto, que os niveis plasmaticos de fldor exibiriam um ritmo biolégico similar e
coordenado com o do Ca®* e do fosfato (Perault-Staub; Staub; Milhaud, 1974; Talmadge;

Roycroft; Milhaud, 1975; Whitford, 1996).

Uma evidente ritmicidade biolégica para o fldor foi observada em caes, com o pico
médio da concentragdo de fluor no plasma, 17,1 uM, ocorrendo em torno das 9 horas, e a
depressao, 14,6 pM, 12 horas depois, as 21 horas. Neste experimento, os cées eram
infundidos constantemente com 0,9 mg F/kg/dia para aumentar os niveis plasmaticos e
garantir que os valores caissem dentro da faixa de sensibilidade do aparelho, sendo

alimentados uma vez por dia entre 15 e 15:30 horas, com uma dieta contendo de 8-9 ppm
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de flGor. Amostras de sangue foram coletadas a cada 3 horas, e adicionalmente as 16 horas
(30 minutos apo6s a alimentagédo), por 5 dias. Um achado ndo esperado foi a queda na
concentracdo de fluor plasmatica que ocorreu apo6s a alimentagédo. A possibilidade de que o
fldor ligado a alimentacdo (aproximadamente 3 mg) estivesse presente na forma de
fluorapatita ligada a refeicdo de osso, e portanto, nao tivesse sido absorvido, explicaria por
gue os niveis plasmaticos de flior nao aumentaram, mas, obviamente, nao explicaria por que

eles declinaram (WHITFORD, 1996).

Num estudo com o mesmo protocolo utilizando outro grupo de animais, a ritmicidade
do Ca*", fosfato e fltior foram determinados por 3 dias consecutivos. As concentracdes de
fldor, em relacdo ao horario de pico e depressao, foram similares as do estudo prévio, mas,
por razées nao claras, a amplitude foi maior (10,3 X 2,5 uM). Confirmando estudos em ratos
(PERAULT-STAUB; STAUB; MILHAUD, 1974; TALMADGE; ROYCROFT; MILHAUD, 1975), a
ritmicidade para o Ca** e o fosfato foram coincidentes, entretanto em sentidos opostos em

relacéao a ritmicidade do fluor (WHITFORD, 1996).

1.6 Hormonios da atividade 6ssea

As transicdes entre os estados fisiologicos sdo preparadas progressivamente por
complexos sistemas de controle, podendo implicar na liberacdo de horménios. O sistema de
temporizagdo que coordena estas transicdes tem sido representado na literatura por um ou
mais osciladores enddgenos, podendo estar ou nao acoplados a oscilagcbes de fatores
ambientais ou zeifgebers (LOPES, 2004). A diferenciagdo de fungdes nos sistemas bioldgicos

pode ser vista como arranjo temporal que permite simultaneidade de ag¢do. A simultaneidade
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por sua vez exige um certo grau de integragdo entre diferentes setores do organismo de
modo a ajusta-los ao longo do tempo. Sistemas orgénicos de controle, como os sistemas
endécrino e nervoso, exemplificam esse papel de integragdo num caso extremo onde a
diferenciacdo funcional consiste justamente no gerenciamento de todos os setores do
organismo. Essa simultaneidade e seu controle centralizado se completam com mecanismos e
processos de sincronizagdo entre essas mesmas fung¢des. Esse acoplamento temporal torna-
se mais complexo na medida em que a diferenciacdo funcional se acentua. Podemos supor
com razodavel seguranga que os complexos mecanismos de controle temporal se tornam mais

necessarios em organismos com maior grau de diferenciagdo (MENNA BARRETO, 1999).

As quantidades normais de Ca** e fosfato no organismo sdo mantidas por um
complexo sistema de regulagdo. O paratormdnio (PTH) ou horménio paratiredéideo & um
importante regulador deste metabolismo, sendo secretado pelas glandulas paratiredides. Seu
efeito mais proeminente consiste em elevar os niveis plasmaticos de Ca** por estimulagdo da
reabsorcdo 6ssea, reabsorcao tubular renal de Ca®* e sintese de 1,25 diidroxivitamina D [1,25
(OH),-D]. Ao mesmo tempo, o PTH reduz a concentragao plasmatica de fosfato pela inibicao
da reabsorcdo tubular renal de fosfato. A secre¢cdo de PTH e a concentracdo plasmatica de
Ca®* estdo inversamente relacionadas (feedback negativo), seguindo um padrdo sigméide
(BERNI et al.; HOFER; BROWN, 2003). Interessantemente, a administragdo intermitente de
PTH tem um efeito anabdlico, podendo ser empregado no tratamento da osteoporose. Por
outro lado, aumentos permanentes na secrecdo de PTH resultam em uma liberagao liquida

de Ca®* do esqueleto (HOFER; BROWN, 2003).

Um outro horménio que influencia o metabolismo do Ca** é a calcitonina, secretada

pela células parafoliculares ou células C, da tiredide. Seu efeito principal é a queda rapida da
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concentracdo plasmética de Ca®*, causada pela inibicdo da reabsorcdo 6ssea. A calcitonina é
claramente um antagonista fisiolégico do PTH com relagdo ao Ca?*. Entretanto, com relacédo
ao fosfato, exerce o mesmo efeito global do PTH, reduzindo o nivel plasmatico de fosfato. A
resposta da calcitonina tem sido geralmente relacionada com sua necessidade de prevenir a
hipercalcemia, e sua concentragdo circulante é de 10 a 20 pg/mL (BERNI et al.; GESEK;

FRIEDMAN, 1993).

A melatonina é um neuro-hormoénio produzido pela glandula pineal e, acredita-se,
apresenta como principal funcao regular o sono. Esse horménio é produzido na fase escura
do ciclo claro-escuro, a partir do momento em que fechamos os olhos. Na presenga de luz,
entretanto, & enviada uma mensagem neuro-endocrina bloqueando a sua formacao.
Portanto, a secrecdo dessa substancia € quase exclusivamente determinada por estruturas
fotossensiveis, principalmente a noite (KURBEL et al., 2003). Interessantemente, a
melatonina poder ter um papel importante na promocao do desenvolvimento da massa 6ssea
(ROTH et al., 1999; OSTROWSKA et al., 2001a; OSTROWSKA et al., 2001b; OSTROWSKA et
al., 2003; OSTROWSKA et al., 2002). A exposicdo de pré-osteoblastos e osteoblastos de
camundongos altamente diferenciados (células que produzem e mineralizam os componentes
da matriz 6ssea) a melatonina possibilitou demonstrar que niveis normais deste hormédnio
aceleram a transformacdo dos pré-osteoblastos em osteoblastos diferenciados, induzindo a
producdo de grandes quantidades de proteinas da matriz éssea responsavel pela formacao

dos ossos (ROTH et al., 1999).

O envolvimento hormonal tem sido relacionado na ritmicidade do Ca®* e do fosfato em
ratos. Em humanos, Waterhouse; Taves; Munzer (1980) administraram paratorménio e
tirocalcitonina com o propésito de determinar os efeitos hormonais nas concentragbes séricas

e excregdo urinaria de flior. Os achados deles trouxeram as primeiras evidéncias diretas de
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que alteragbes na aposicdo e reabsorgao 6ssea mediadas por hormoénios sao refletidas nos
niveis séricos e urinérios de fltor. Entretanto, o sentido oposto entre a ritmicidade do Ca®** e
do fosfato em relacdo ao ritmo do fluor foi inesperada e dificil de explicar. Se as alteragdes
nas concentracdes plasmaticas de Ca** e fosforo fossem devidas principalmente aos periodos
de aposicdo e reabsorcao 6ssea, o que seria esperado, os niveis plasmaticos de fluor
deveriam ter sofrido alteracdes na mesma diregdo e ao mesmo tempo. Portanto, os dados
sugerem que um outro sistema fisiol6égico que ndo o 0sso seria responsavel por determinar
as caracteristicas da ritmicidade biolégica do fluor plasmatico. O sistema renal é o candidato
mais provavel. Dados relativos as flutuagbes diarias na proporcdo de filtragdo glomerular e

pH urinario poderiam revelar o mecanismo por tras destes achados (WHITFORD, 1996).

1.7 Fluor no plasma

No plasma, o fluor é encontrado nas formas i6nica (também chamado fldor livre ou
inorganico) e nao iénica (ou fluor ligado). O fldor ibnico, que pode ser detectado pelo
eletrodo ion especifico, € o que apresenta interesse para a Odontologia, Medicina e Saude
Publica. O significado biolégico do fluor nao i6nico ainda nao foi determinado (EKSTRAND,
1996; WHITFORD, 1996). Juntas, as fracOes ibnica e nao ibnica representam o flUor total do
plasma (GUY, 1976 apud FEJERSKOV; EKSTRAND; BURT, 1996). Uma terceira forma do

fluor, chamada de ionizavel, tem sido reportada (YAMAMOTO et al., 1989).

As concentracoes de fluor plasméticas sdo usadas para se estimar a exposicao
passada ou recente ao fluor. Elas representam as concentragdes disponiveis para deposigao
esquelética, distribuicdo para os varios tecidos moles e fluidos corporais especializados e para

filtracdo nos tubulos renais (WHITFORD, 1996).
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Um problema encontrado quando se pretende estudar a influéncia da ritmicidade
biolégica no metabolismo do fllor em humanos é a variagdo que ocorre normalmente nos
niveis plasmaticos, devido aos padrdes de exposi¢cdo ao flior ao longo do dia (WHITFORD,

1996).

Contudo, a estabilizacdo desta variacdo dos niveis plasmaticos ndo é tdo simples
quanto se sugere. Largent (1952), desenvolveu um estudo onde aumentou sua ingestao de
flior e analisou sua ingestdo e excregao por um longo periodo, quando entdo passou a
ingerir uma baixa concentracao de flior. Baseado em sua excrecdo urindaria, o autor estimou
que levaria aproximadamente 5 anos para que o fldor adicional ingerido, e que foi
armazenado em seus 0ssos, fosse mobilizado e excretado (Largent, 1960). A explicacdo mais
provavel para isto é que a incorporagdo de fluor pelo osso ndo é unidirecional. Existem
evidéncias para o chamado “pool” de flior no osso passivel de troca (Costeas; Woodward;
Laughlin, 1971; FEricsson; Hellstrom; Hofvander, 1972; Hall et al., 1977; Likins; McClure;
Steere, 1956; Neuman; Neuman, 1958 apud Whitford, 1996; Zipkin et al., 1956). Este “pool”
consiste provavelmente de camadas de hidratagao ricas em fldor na superficie dos cristalitos
0sseos, que sao continuas, ou pelo menos disponiveis, aos fluidos extracelulares. Assim,
quando os niveis plasmaticos de flior ndo estdo mudando, o fldor pode ser trocado
isoionicamente entre o fluido intersticial e a camada de hidratacdo, sem movimento liquido
em nenhuma das direcées. Quando os niveis plasmaticos estdo mudando, pode haver uma
migragao liquida para uma diregcdo ou para outra. As caracteristicas quantitativas deste
processo dependeriam das concentracdes de fllor instantineas no fluido extracelular e nas
camadas de hidratagao, bem como da afinidade instant&nea deste ultimo compartimento pelo

ion (Whitford, 1996).
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Neste sentido, outros fatores modificadores das caracteristicas gerais do metabolismo
do fluor, e que deveriam ser considerados sdo os disturbios acido-basicos crénicos e agudos,

o hematdcrito e o exercicio fisico (Whitford, 1996).

Por causa dos efeitos do pH urinario na eficiéncia com a qual os rins removem o fldor
do organismo, os disturbios acido-basicos crénicos tém importantes efeitos no balango e
concentragdes tissulares do flior. Os fatores que alteram cronicamente o equilibrio acido-
basico sdo a composicdao da dieta (uma dieta rica em vegetais tende a aumentar o pH
urindrio, enquanto que uma dieta rica em carne tende a diminui-lo) (EKSTRAND et al., 1982),
certas drogas, uma variedade de desordens metabdlicas e respiratorias, o nivel de atividade

fisica e a altitude de residéncia (WHITFORD, 1996).

A excregdo renal do fluor é afetada por desordens &cido-basicas agudas, como as
respiratérias, da mesma maneira que acontece durante as desordens acido-béasicas
metabolicas. Varios estudos tém indicado que o fluor pode passar do fluido extra para o
intra-celular e vice-versa, pela diminuigdo ou aumento do pH extra-celular, respectivamente.
A base fisiolégica para isto pode ser explicada pela direcdo e magnitude dos gradientes de pH
trans-celulares e pela hip6tese de que o HF e ndo o fluor idnico, esta em equilibrio de difusao
através das membranas celulares. Entdo, quando o gradiente de pH é aumentado pela
elevagéo do pH extra-celular, ocorre um aumento na concentragdo de flior extra-celular as
expensas da concentracdao de fldor intra-celular. Quando o gradiente é reduzido pela
diminuicdo do pH extra-celular, ocorre a passagem do flior do fluido extra-celular para o

interior das células (WHITFORD, 1996).

Considerando-se que o fluor se distribui assimetricamente entre o plasma e as células

(CARLSON; ARMSTRONG; SINGER, 1960), o hematdcrito (porcentagem de volume de uma
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amostra de sangue ocupado pelas células) € uma importante variavel que pode influenciar as
concentracdes plasmaticas de fldor, independentemente das concentragdes de fldor no
sangue total. Quando o pH é préximo de 7,4 e o hematdcrito esta proximo ao normal
(BIRDSONG-WHITFORD; DICKINSON; WHITFORD, 1986), a concentracdo de flior no plasma
€ aproximadamente o dobro daquela das células. Este fato tem varias implicagdes
importantes, pois o0 hematocrito nas mulheres é ligeiramente mais baixo que nos homens.
Portanto, em estudos dos niveis plasmaticos de flGor em funcdo da concentragao de fldor na
agua, ingestao de fluor, doenca renal, idade, etc., deve-se confirmar que a populacao a ser
estudada € homogénea tanto com relagdo ao hematécrito quanto com relagao balango acido-
basico. No caso em que existam diferencas no hematocrito, a analise do sangue total deveria

ser considerada (WHITFORD, 1996).

No exercicio fisico pesado e prolongado, ha uma redugdo no gradiente de pH através
das membranas celulares, especialmente aquelas do musculo esquelético (SAHLIN, 1978),
promovendo a difusdo do fluor, como HF, do fluido extra para o intracelular. Em adicao,
durante o exercicio fisico, o fluxo sanglineo muscular pode aumentar até 20 vezes, levando a
uma vaso-constricdo renal, devido a uma atividade aumentada do sistema nervoso simpatico,
0 que reduziria o fluxo sanglineo renal e a proporgédo de filtragdo glomerular (RADIGAN;
ROBINSON, 1949). Isto poderia aumentar o grau de incorporagao de flior pelo esqueleto.
Comparados a condicdo de repouso, cada um destes fatores tenderia a reduzir a
concentracao plasmatica de flior e também a excregdo renal. Por outro lado, a acidificacéo
do fluido tubular devido a um aumento na producdo de acido latico pelos musculos
favoreceria a reabsorcao renal de fluor (WHITFORD; PASHLEY, 1979; WHITFORD; PASHLEY;
STRINGER, 1976), tendendo a reduzir a excregdo urinaria de fllor e aumentar os niveis

plasmaticos. Entdo, dependendo do balanco entre estes fatores, o exercicio fisico poderia
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estar associado tanto com um aumento quanto com uma diminuicdo dos niveis de fluor

circulantes (WHITFORD, 1996).

O conhecimento da variabilidade das concentragdes plasmaticas de flior ao longo do
dia é de extrema importancia para os estudos que utilizam o plasma como biomarcador de
exposicdo ao fluor. Desta maneira, sabendo-se quais os horarios de maior e menor
concentragao de flior no plasma, os experimentos deveriam padronizar os horarios de coleta
de plasma, para que os resultados obtidos em diferentes estudos possam ser comparados.
No mais, a compreensdo dos aspectos metabdlicos e toxicolégicos do flaor oferece
perspectivas na saude publica, ja que fundamentalmente levaria aos dados necessarios para
o desenvolvimento e aplicagdo de medidas eficientes e de custo-beneficio que poderiam
maximizar os beneficios do flior na prevencdo e reducdo da carie dentaria. Apesar do
declinio da incidéncia de carie dentaria nas populagdes infantis nos ultimos anos, deve-
seconsiderar que a carie dentaria ainda € uma causa predominante da perda de dentes na
populagdo mundial (Fejerskov; Baelum, 1998). Ao mesmo tempo, o conhecimento destes
mecanismos para o flior é também extremamente importante para a minimizacao dos riscos
para o desenvolvimento da fluorose dentaria. Outra possibilidade seria racionalizar o uso do

fluor no tratamento da osteoporose.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho nos propusemos a determinar:
1. A existéncia de um ritmo biolégico para as concentracdes de fllor no plasma em
humanos.

2. O sistema biolégico responsavel por esta regulagao.
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3. MATERI AL E METODOS

3.7 Protocolo do Estudo

Participaram deste estudo, apés devida aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Humanos da Faculdade de Odontologia de Bauru — USP (Protocolo de Pesquisa no.
476/02), 5 adultos jovens (3 mulheres e 2 homens) na faixa etaria de 27 a 33 anos,
residentes em Bauru, uma regido fluoretada (0,6-0,8 ppm) abastecida pela estacdo de
tratamento de agua (ETA). Todos eles apresentavam um bom estado de salude bucal e geral
€ nao estavam ingerindo medicamentos.

Os voluntarios faziam ingestdo de comida preparada com a agua de abastecimento,
porém bebiam agua mineral sem flGor. Um més previamente ao estudo, os voluntarios
passaram a fazer uso de um dentifricio sem fldor, sendo ainda orientados a nao realizarem
enxagle com colutdrio fluoretado, e nem ingerirem alimentos e bebidas que contivessem alta
concentracao de flior. Conforme recomendado pelo Instituto de Patologia Clinica Hermes
Pardini, quinze dias antes do experimento, as voluntarias foram orientadas a suspender o uso
de anticoncepcional, ou outros horménios, de modo a eliminar possiveis interferéncias no
resultado das analises hormonais a serem solicitadas.

Durante o experimento, que durou 5 dias, para que tivéssemos um maior controle dos
procedimentos realizados, optamos por manter todos os voluntarios em uma chéacara, que
era abastecida com agua de poco contendo 0,05 ppm de fluoreto. Neste periodo, os
voluntarios receberam ad /ibitum esta agua de abastecimento néo fluoretada, e seguiram um
protocolo dietético onde realizaram apenas quatro refeicdes diarias (café, almogo, lanche,

jantar), em porcbes padronizadas, fornecidas pelos pesquisadores, sendo que nao
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complementaram as refeicbes e nem ingeriram bebidas que contivessem alta concentracéo
de fldor. A ingestdo de fluor através da dieta foi determinada de forma a n&o exceder 0,1 mg
por refeicdo.

Durante o periodo experimental, nenhum exercicio fisico foi realizado pelos
voluntarios.

Neste periodo de 5 dias, coletas sanguineas foram realizadas nas veias médias do
cotovelo dos voluntarios, sendo feitas a cada 3 horas, comecando as 8 e terminando as 20
horas, sendo uma das coletas 30 minutos apds o almogo (14 horas). Também foi coletada
urina a cada 3 horas, respeitando-se os mesmos intervalos das coletas de sangue, e,
adicionalmente, das 20 as 8 horas, periodo este em que nao foram realizadas coletas de
sangue (Tabela 1). Apds o experimento, os voluntarios foram orientados a permanecerem 3

meses sem doar sangue.

Tabela 1. Esquema do protocolo experimental.

Coleta de 8 h 11 h 14 h 17 h 20 h
sangue

Coleta de 8-11 h 11-14 h 14-17 h 17-20 h 20-8 h
urina

Para a estimativa da ingestdo de fldor a partir da dieta foi utilizado o método da dieta

duplicada. As amostras de plasma e dieta foram dosadas quanto ao teor de fluor, apds
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difusdo facilitada por HMDS, utilizando-se o eletrodo ion especifico (Orion — 9409) e um mini-
eletrodo calomelano de referéncia. A andlise de flior na urina foi feita pelo método direto,
apo6s tamponamento com TISAB Il. Também foi feita, no plasma, anélise da concentracdo de
Ca® e fésforo, utilizando espectrometria de absorcdo atémica e método colorimétrico,
respectivamente. Anadlises dos hormoénios paratormdnio e calcitonina também foram
realizadas no soro, por quimioluminescéncia e imunorradiometria, respectivamente. Para
controle do experimento, analises adicionais para T3 e T4 livre, e TSH, no soro, foram

solicitadas.

3.2 Coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas 5 vezes ao dia, em intervalos de 3 em 3
horas (das 8 as 20 horas), sendo uma das coletas realizada 30 minutos apés o almoco (14
horas). Os voluntarios receberam profilaxia na regido a ser puncionada com lencos
umedecidos em solugdo anti-séptica (alcool 70% v/v), sendo a regido puncionada com
agulha e o sangue coletado no volume de 15 a 16 mL, sendo 8 mL colocados em tubo
plastico contendo heparina livre de fldor, e 8 mL em tubo plastico seco (sem anti-

coagulante). Ap6s a puncao a area da coleta era protegida com um tampao adesivo.

3.3 Coleta da urina

As amostras de urina foram coletadas durante o periodo de 5 dias, de 3 em 3 horas,

das 8 as 20 horas, e durante 12 horas, das 20 as 8 horas. Os voluntarios foram instruidos a

eliminar toda a urina deste intervalo de tempo (a cada 3 horas, e no periodo de 12 horas) em
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frascos plasticos individuais de boca larga, devidamente rotulados e sem conservantes. Os
frascos contendo a urina eram armazenados em geladeira, preservando a urina sem alterar a
disponibilidade do fldor para andlise. O volume de cada amostra era imediatamente
determinado apos o término de cada periodo da coleta, enquanto que uma aliquota de 50 mL

era congelada (-20°C), até a analise de fluor.

3.4 Coleta da dieta duplicada

3.4.1 Elaboragdo da dieta

Para que uma dieta com baixa concentragdo de flior pudesse ser adequadamente
elaborada, previamente ao experimento foram selecionados alguns alimentos para serem
analisados para fluor. Estes alimentos foram adquiridos em supermercados da cidade de
Bauru, Sdo Paulo, cidade esta onde foi realizado o experimento. Para os produtos

industrializados, seu nome comercial € 0 nome do produtor foram anotados.

Os alimentos industrializados tiveram suas embalagens abertas no dia da andlise.
Carnes, verduras, legumes e frutas foram adquiridos no dia da analise, e limpos para tudo o
que contivessem e que nao seria ingerido pelos voluntarios, como gordura, ossos, talos,
cascas, sementes, etc. Para os alimentos que necessitavam de cozimento para o seu preparo,
agua mineral sem fluor foi utilizada. Apds o preparo, uma porcao dos alimentos era pesada,
homogeneizada em liquidificador com volume conhecido de agua deionizada, e analisada

para flaor.

Ap6s a realizacdo das analises, apenas os alimentos que apresentaram uma

concentragao de fluor < 0,1 pug/g ou ug/mL (0,1 ppm) foram utilizados pela nutricionista na
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elaboracdo da dieta. Apds a elaboragdo da dieta, cada refeicdo foi preparada, usando agua
mineral sem flior, quando necessario. Os pratos foram montados, pesados, homogeneizados
com volume conhecido de agua deionizada, e analisados para fluor. A ingestdo de fluor

através da dieta foi determinada de forma a ndo exceder 0,1 mg por refeicdo (Anexo 1).

3.4.2 Coleta da dieta duplicada

Durante o experimento, as refeicbes foram preparadas com a agua da chacara,
contendo 0,05 ppm de fluoreto. A fim de se estimar a ingestdo de fluor a partir da dieta
oferecida, utilizou-se o método da dieta duplicada. Este procedimento foi feito para todos os
alimentos ingeridos durante o experimento. Uma porcao de alimentos igual a ingerida pelos
voluntarios, em cada uma das refeicdes, foi reservada. Foram eliminados tudo o que os
voluntarios nao ingeriam, como o0ssos, cascas, etc (Guha-Choudhurry et al., 1996). As
amostras foram homogeneizadas com volumes conhecidos de agua deionizada, e

armazenadas em recipientes plasticos devidamente rotulados a -20°C até a analise de fluor.

Quanto a coleta em relagdao as bebidas, como o unico liquido a que os voluntarios
tinham acesso ao longo do dia era agua sem fluor, ndo houve necessidade de reserva-los nos

mesmos volumes ingeridos.

3.5 Procedimento Analitico

3.5.1 Plasma
As amostras de sangue coletado em heparina foram previamente centrifugadas por 5

min a 3000 rpm (Jouan A14) para a obtengédo do plasma. A andlise de fluor foi feita apds
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difusdo facilitada por hexametil-disiloxano (HMDS), pelo método de Taves (1968), como

modificado por Whitford (1996).

O principio quimico do método é baseado na dissociagdo de moléculas de HMDS na
presenca de um acido forte numa placa de difusdo. O ion fldor (das amostras ou solugdes-
padrao) liga-se ao radical silano, formando um composto volatil, chamado trimetilfluorsilano.
Este composto se difunde para a solucdo alcalina (hidréxido de sédio - NaOH), localizado no
interior da tampa fixada no fundo da placa de difusdo. O ion fldor é trocado pelo ion
hidroxila. Um novo composto é formado (trimetilsilanol), sendo o ion fluor liberado conforme

mostrado abaixo:

CH; CH;
l |
CH; —Si—F + OH —» CH;—Si —OH + F

| I

CH;4 CH,4

Entretanto, por se tratar o plasma de um fluido biolégico, contendo, portanto diéxido
de carbono (CO,), foi feita uma pré-difusdo para se eliminar o CO,. Para tanto, as amostras
de plasma foram colocadas numa placa de Petri (Falcon 1007) e sobre ela foi colocado acido
sulfdrico saturado em HMDS num volume que correspondia a 20% do volume da amostra de
plasma. Este acido sulfurico (chamado de acido aquecido) tinha sido previamente aquecido
até que o seu volume fosse reduzido pela metade, a fim de eliminar qualquer fluor residual
que pudesse contaminar a amostra. Apds a adicdo do acido aquecido, as placas foram
deixadas abertas por 15 minutos para a saida do CO,, o volume das mesmas foi completado

para 2 mL com agua deionizada e entdo a difusdo seguiu normalmente como descrito por
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Taves (1968) e modificado por Whitford (1996). Na tampa das placas, foram colocados 50 uL
de NaOH 0,05 M, distribuidos em 3 gotas. As placas foram entdo fechadas e vedadas com
vaselina, e por um orificio feito previamente na tampa com uma ponta de solda, foi colocado
HMDS (Aldrich, 2,0 mL, em acido sulfarico 3 M). O orificio foi imediatamente vedado com
vaselina e parafilme. As placas foram colocadas entdo numa mesa agitadora orbital plana
(Nova Técnica, modelo NT 145) em velocidade 2-3, durante a noite. No dia seguinte, as
tampas foram removidas, invertidas e as gotas de NaOH foram combinadas numa unica gota.
O NaOH foi tamponado pela adigdo de 25 pL de &cido acético 0,2 M. O volume total foi entdo
ajustado para 75 pL com agua deionizada usando uma pipeta. A gota, que continha todo o
fluor do plasma foi analisada com o eletrodo Orion 9409 e um micro-eletrodo de referéncia
calomelano (Accumet, niumero de catalogo # 13-620-79), ambos acoplados ao potencibmetro
Orion EA 940. Durante a leitura, os dois eletrodos foram mantidos unidos através de bandas
de borracha e colocados em contato com a gota na parte interna da tampa da placa (Figuras

3 as8).

Todas as andlises, sem excegao, foram feitas no minimo em duplicata e foi depois
calculada a porcentagem de concordancia entre as mesmas, a fim de se preservar a precisao

da analise.

3.5.2 Urina

A concentragéo de flior presente nas amostras de urina foi determinada pelo método
direto em triplicata, usando-se o eletrodo Orion 9609 apds serem tamponadas com um

volume idéntico de TISAB Il (tampdo de ajuste da forga ibnica total), contendo CDTA (acido
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ciclo-hexano diamino tetracético) 0,4%, pH 5,0. As amostras de urina foram deixadas a
temperatura ambiente para descongelar durante a noite anterior a dosagem.
Foi calculado, para cada voluntéario, diariamente, o fluxo urinario (mL/min) de cada

amostra de urina coletada.

3.5.3 Dieta
A analise de fluor foi feita em triplicata, como descrito para o plasma, com excecao da

pré-difusdo, apds difusédo facilitada por HMDS (Taves, 1968, Whitford, 1996).
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Placas de Petri

(Kalcon n1NICH 50 wl, NaOH 0,05 M

(3 gotas)

Figura 3 — Placa de Petri com vaselina. Figura 4 — Colocag&o das 3 gotas de NaOH.

Orificio selado com vaselina e parafilme

Figura 6 — Padrées pré-difundidos e difundidos
prontos para agitagao.

AT Sl e i e T 1

o i e TR Rl

Figura 7 — Mesa agitadora (velocidade 3- 4). Figura 8 — Eletrodo Orion 9409 e mini-
eletrodo de referéncia calomelano.

Figuras 3 a 8. Difusao facilitada por HMDS (método de Taves (1968) modificado por Whitford
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(1996)). O HMDS capta o flior presente na amostra, sendo entdo atraido pelo NaOH.

3.5.4 Hormdnios da atividade ossea

As analises de calcitonina e paratormdnio (PTH) foram feitas no Instituto de Patologia
Clinica Hermes Pardini, Belo Horizonte, MG, e no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
das Clinicas da Universidade Estadual de Sao Paulo — UNESP, Botucatu, SP, respectivamente.

Para a calcitonina, as analises foram feitas por imunorradiometria. O Kit Calcitonina
IRMA (DSL- Diagnostic System Laboratories, Inc. Webster, Texas, USA) foi utilizado. Principio
do teste: é um ensaio nao competitivo no qual o analito a ser medido é detectado entre dois
anticorpos ("sanduiche"). O primeiro anticorpo é imobilizado as paredes internas do tubo. O
outro anticorpo é marcado radioativamente para deteccdo. Como se trata de método
radiométrico, a contagem é realizada em contador gama. O volume minimo para execugao do
teste é de 0,6 mL de soro.

Para PTH, as andlises foram realizadas por quimioluminescéncia. Utilizou-se o Kit
INTACT PTH (DPC), e o analisador IMMULITE 2000. Principio do teste: é um teste
imunoldgico competitivo que utiliza tecnologia quimioluminescente direta. Para a analise, 50
pL de plasma foram utilizados. A sensibilidade analitica é de 1 pg/mL.

Até o dia das analises, todas as amostras foram mantidas congeladas a -20°C.

3.5.5 Célcio e fosforo

A anélise da concentracdo de Ca® no plasma foi feita por espectrometria de absorcéo
atébmica. Os padrdes e as solucdes experimentais foram adicionados a matriz, K 5000 ppm,
na forma de cloreto de potéassio (KCl), e aspiradas pelo espectrémetro de absorgédo atémica

(Varian Instruments, Modelo SpectrAA55, Sugar Land, Texas). A andlise da concentragdo de
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fésforo no plasma foi feita por espectrofotometria (Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec
2000), de acordo com o método de Chen, Toribara, Warner (1956). As andlises de Ca** e

fosfato foram feitas em triplicata.

3.5.6 T3e T4 Livre e TSH

As anadlises de T3 e T4 Livre, e de TSH, foram feitas no Instituto de Patologia Clinica
Hermes Pardini, Belo Horizonte, MG.

Para T3 e T4 Livre, as andlises foram realizadas por quimioluminescéncia. Utilizou-se
o Kit ADVIA Centaur (Bayer Corporation). Principio do teste: € um teste imunoldgico
competitivo que utiliza tecnologia quimioluminescente direta. Para T3 e T4 Livre, o tipo e
volume de amostra foram soro/50 pL e soro/25 L, respectivamente. A sensibilidade analitica
para T3 e T4 Livre é de 0,2 pg/mL e 0,1 ng/dL, respectivamente.

Para o TSH, a analise de quimioluminescéncia foi realizada. Utilizou-se o Kit ADVIA
Centaur (Bayer Corporation). Principio do teste: € um ensaio imunolédgico tipo sanduiche de
dois sitios que usa quantidades constantes de dois anticorpos que utiliza tecnologia
quimioluminescente direta. Para a analise, 200 uL de soro foram utilizados. A sensibilidade
analitica € de 0,01 microunidades/mL.

Até o dia das analises, todas as amostras foram mantidas congeladas a -20°C.

3.5.7 Andlise estatistica

A variacdo da concentragdo plasmatica de flior, Ca®* e fésforo, da concentragdo
sérica de PTH, da excregao urinaria de fluor e do fluxo urinario, nos diferentes horarios do dia
foi avaliada por ANOVA a dois critérios de medidas repetidas (dia x horario de coleta) e teste

de Tukey para comparacoes individuais. Adotou-se um nivel de significancia de 5%.
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A variacdo da concentragdo plasmatica de flior, Ca®* e fésforo, da concentracio
sérica de PTH, da excrecgao urinaria de flior e do fluxo urinario, nos diferentes horarios do dia
foi ainda avaliada por ANOVA de medidas repetidas e teste de Tukey para comparagdes
individuais. Adotou-se um nivel de significancia de 5%.

A correlacdo entre a concentracdo plasmatica de fldor (variavel dependente) e os
demais parametros avaliados (concentragdo sérica de PTH, concentracdo plasmatica de Ca**
e fésforo, excregao urinaria de flior e fluxo urinario) foi avaliada por regressao linear
multipla, tomando-se estes parametros como variaveis independentes.

A correlagdo da concentragao plasmatica de flior com os demais parametros
avaliados (concentragéo sérica de PTH, concentragdo plasmética de Ca?* e fésforo, excregio
urinéria de fluor e fluxo urindrio), individualmente, da concentragéo sérica de PTH com a
concentracdo de Ca®* no plasma e com a excrecado urindria de fllor, e da concentragdo de
fldor na urina com o fluxo urinario, foi avaliada por regressao linear. Adotou-se um nivel de

significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

As concentracoes de fluor no plasma em funcao do dia e dos horarios de coleta de
sangue estado descritas na Figura 9 e na Tabela 2. A ANOVA a dois critérios de medidas
repetidas revelou diferenca estatisticamente significante entre os dias (F=6,225, p=0,003) e
entre os horarios (F=6,013, p=0,004), havendo interagao entre os critérios (F= 3,160,
p=0,0005). O teste de Tukey mostrou uma diferenca estatisticamente significante nas
concentracdes de flior no plasma para as 8 e 11 horas do primeiro dia em relagcdo aos
demais dias e horarios de coleta, exceto para as 14 horas do primeiro dia e para as 11 horas
do segundo e do terceiro dia (p<0,05). O teste de Tukey mostrou uma diferenca
estatisticamente significante nas concentragdes de flior no plasma para as 14 horas do
primeiro dia em relagdo as 17 horas dos quarto dia e as 8 e 20 horas do quinto dia. O teste
de Tukey ainda mostrou uma diferenga estatisticamente significante nas concentragbes de
fluor no plasma para as 11 horas do segundo dia em relagdo as 17 horas do quarto dia e as
8 horas do quinto dia, e para as 11 horas do terceiro dia em relacado as 17 horas do quarto

dia (p<0,05).
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Tabela 2. Concentracdo média de fltor no plasma (+ DP; unidade pmol.L'") em funcéo do
dia e dos horérios de coleta de sangue. Letras diferentes representam diferencgas

estatisticamente significantes (p<0,05).

[F] no plasma

1°. dia 2°. dia 3° dia 4°. dia 5°. dia
8h 0,65+0,11° 0,5140,102%¢%9  0,53+0,07 #%*"9  (0,48+0,09 %%  0,47+0,08 *"9
11 h 0,64+0,06° 0,56+0,12 >%¢ 0,56+0,06 >%*"  0,48+0,07 ***"9  0,50+0,07 #¢"9
14 h 0,57+0,10°¢  0,5240,10*%*'9  0,51+0,06 ****¢  0,51+0,05*%*'9  0,53+0,04 **"9
17 h 0,52+0,07 %" 0,52+0,06 ***"9  0,51+0,08 >*&"9 0,46+0,05%9  0,49+0,05 *%&"9

20 h 0,510,059 0,49+0,09*%*'9  0,50£0,07 ***"9  0,49+0,04 "9 0,47+0,05 %"
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Figura 9. Concentragao de flGor no plasma em funcéo dos horarios de coleta de sangue em

cada dia experimental (n=5; F=3,160, p=0,0005). Os dados estdo mostrados como média da

concentracio de flior no plasma. As barras indicam o desvio padrao.
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As concentragdes de flior no plasma em fungdo dos hordrios de coleta de sangue
para o primeiro € do segundo ao quinto dias estdo descritas na Figura 10. Para o primeiro
dia, houve uma diferencga estatisticamente significante nas concentragbes de flior no plasma
em funcdo dos horarios de coleta de sangue (p=0,0015), conforme avaliado pela ANOVA de
medidas repetidas. O teste de Tukey para variagcbes multiplas aponta diferenca
estatisticamente significante para os valores das 8 horas quando comparado com 17 e 20
horas (p<0,01), e para os valores das 11 horas quando comparado com 17 e 20 horas
(p<0,05). Do segundo ao quinto dia, houve uma diferenca estatisticamente significante nas
concentragdes de fluor no plasma em funcdo dos horarios de coleta de sangue (p=0,0096),
conforme avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. O teste de Tukey para variagbes
multiplas aponta diferenca estatisticamente significante apenas para os valores das 11 horas
quando comparado com 20 horas (p<0,05). Uma ritmicidade nas concentracdes de flor no
plasma é sugerida, com o pico ocorrendo entre as 8 e as 11 horas, e o declinio ocorrendo
entre as 17 e 20 horas. Apesar das diferencas nas concentragdes de flior no plasma para o
primeiro e do segundo ao quinto dia, uma semelhanca entre os perfis pode ser observada.
Para o primeiro dia, as concentragcbes médias de flor no plasma (+ DP) para as 8, 11, 14, 17
e 20 horas foram, 0,65 + 0,11, 0,63 + 0,06, 0,57 + 0,10, 0,52 + 0,07 e 0,51 + 0,05 umol.L",
respectivamente. Do segundo ao quinto dia, as concentragdes médias de flior no plasma (+
DP) para as 8, 11, 14, 17 e 20 horas foram, respectivamente, 0,49 *+ 0,08, 0,53 + 0,08, 0,52

+0,06, 0,49 + 0,06 e 0,49 + 0,06 umol.L".
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Figura 10. Concentragado de flior no plasma em fungdo dos horarios de coleta de sangue
para o primeiro dia (em preto) e do segundo ao quinto dia (em vermelho) (n=5). Os dados
estdo mostrados como média da concentragdo de fluor no plasma. As barras indicam o
desvio padrdo. Letras diferentes representam diferengcas estatisticamente significantes

(p=0,0015 para o primeiro dia; do segundo ao quinto dia, p=0,0096).
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As concentragdes de flior no plasma do primeiro ao quinto dia em fungdo dos
horarios de coleta de sangue estdo descritas nas Figuras 11 e 12. Houve uma diferenca
estatisticamente significante nas concentragdes de flior no plasma em fung¢do dos horarios
de coleta de sangue (p=0,0029), conforme avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. O
teste de Tukey para variagbes multiplas somente aponta diferenca estatisticamente
significante para os valores das 11 horas quando comparado com 17 e 20 horas (p<0,05). Na
Figura 11 temos as concentracdes médias de flior no plasma para os 5 voluntarios. Uma
ritmicidade nas concentragdes de fluor no plasma foi evidenciada, com o pico 0,55 + 0,10
umol.L", ocorrendo as 11 horas, e o declinio, 0,50 + 0,06 umol.L", ocorrendo entre as 17 e
20 horas. O perfil das variagcdes das concentracdes médias de fluor no plasma ao longo dos 5
dias para os 5 voluntarios (V1 a V5), individualmente, € mostrado na Figura 12 A. Apesar das
diferencgas individuais nas concentragdes de flior no plasma, uma semelhancga entre os perfis
pode ser observada. As concentragbes médias de flior no plasma (+ DP) para V1 a V5, no
pico e no declinio (17 horas), foram, 0,53 + 0,07 e 0,50 + 0,05; 0,67 + 0,09 e 0,57 + 0,06;
0,48 + 0,08 e 0,44 + 0,03; 0,52 + 0,03 e 0,48 + 0,04; e 0,57 + 0,11 e 0,49 + 0,05 pmol.L",
respectivamente (Tabela 3).

As concentragdes de fllor no plasma ao longo de cada dia em funcdo dos horarios de
coleta de sangue para os voluntarios 1 a 5, individualmente, estao descritas na Figura 12, de
B a F, respectivamente. Apesar das diferencas intra e interindividuais encontradas para as
concentragdes e flior no plasma, o perfil médio ao longo dos 5 dias é semelhante para todos

os voluntarios.
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Tabela 3. Concentracdo plasmatica de fltor (pmol.L") em funcdo do horério de coleta de

sangue ao longo de cada dia para cada voluntario.

[F] no plasma

Voluntario 1°. dia 2°. dia 3°. dia 4°, dia 5°. dia MédiatDP
\'Al 8 h 0,76 0,44 0,47 0,48 0,45 0,52+0,13
11 h 0,61 0,49 0,56 0,47 0,51 0,53+0,07
14 h 0,56 0,44 0,51 0,51 0,52 0,50+0,05
17 h 0,52 0,46 0,55 0,49 0,48 0,50+0,05
20 h 0,48 0,43 0,46 0,53 0,42 0,46+0,06
V2 8 h 0,73 0,69 0,64 0,64 0,60 0,66+0,06
11 h 0,68 0,71 0,66 0,61 0,61 0,67+0,09
14 h 0,74 0,67 0,62 0,61 0,57 0,65+0,09
17 h 0,61 0,62 0,64 0,53 0,54 0,57+0,06
20 h 0,60 0,63 0,63 0,54 0,53 0,59+0,04
V3 8 h 0,55 0,50 0,48 0,44 0,42 0,47+0,05
11 h 0,67 0,42 0,52 0,43 0,43 0,48+0,08
14 h 0,52 0,43 0,48 0,47 0,48 0,47+0,03
17 h 0,44 0,47 0,48 0,40 0,43 0,44+0,03
20 h 0,48 0,39 0,53 0,47 0,43 0,46+0,05
v4 8h 0,51 0,45 0,50 0,39 0,40 0,45+0,06
11 h 0,54 0,54 0,54 0,47 0,50 0,52+0,03
14 h 0,49 0,55 0,46 0,51 0,58 0,51+0,05
17 h 0,46 0,53 0,45 0,47 0,54 0,48+0,04
20 h 0,49 0,52 0,45 0,47 0,50 0,48+0,02
V5 8 h 0,72 0,50 0,55 0,48 0,47 0,53+0,10
11 h 0,69 0,66 0,52 0,47 0,46 0,57+0,11
14 h 0,55 0,51 0,49 0,50 0,52 0,51+0,02
17 h 0,57 0,52 0,45 0,45 0,47 0,49+0,05

20 h 0,53 0,48 0,45 0,47 0,49 0,48+0,03
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Figura 11. Concentracdo de flior no plasma em fungido dos horarios de coleta de sangue
(n=5). Os dados estao mostrados como média da concentragao de flior no plasma. As barras
indicam o desvio padrdo. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente

significantes (p=0,0029).
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Figura 12. Perfil das variagdes das concentragdes médias de fllor no plasma ao longo do

dia para os 5 voluntarios (V1 a V5), individualmente. A média dos 5 dias para cada
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voluntario; B a A perfil diario para V1, V2, V3, V4 e V5, respectivamente. Os dados estdo
mostrados como média da concentracdo de flior no plasma. As barras indicam o desvio
padrao.

As concentragbes de PTH no soro em funcdo do dia e dos horarios de coleta de
sangue estdo descritas na Figura 13. A ANOVA a dois critérios de medidas repetidas nao
revelou diferenga estatisticamente significante entre os dias (F=0,057, p=0,993) e entre os

horarios (F=0,391, p=0,812), ndo havendo interacéo entre os critérios (F=0,337, p=0,991).
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Figura 13. Concentragdo de PTH no soro em fungdo dos horarios de coleta de sangue em
cada dia experimental (n=5; F=0,337, p=0,991). Os dados estdo mostrados como média da

concentracdo de PTH no soro. As barras indicam o desvio padréo.
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As concentragdes de PTH no soro em funcao dos horarios de coleta de sangue para o
primeiro e do segundo ao quinto dia estdo descritas na Figura 14. Nao houve uma diferenca
estatisticamente significante nas concentragbes de PTH no soro em funcdo dos horarios de
coleta de sangue tanto no primeiro (p=0,6513), como entre o segundo e o quinto dia
(p=0,8368), conforme avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. Uma semelhanca entre os

perfis entre as 8 e as 11 horas, e a partir das 17 horas, pode ser observada.
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Figura 14. As concentragdes de PTH no soro em fungdo dos horarios de coleta de sangue
para o primeiro e do segundo ao quinto dia (n=5). Os dados estdo mostrados como média da
concentracdo de PTH no soro. As barras indicam o desvio padrdo. Letras diferentes
representam diferencgas estatisticamente significantes (p=0,6513 e p=0,8368 para o primeiro

e do segundo ao quinto dia, respectivamente).
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As concentracdes de PTH no soro em funcao dos horarios de coleta de sangue estéao
descritas nas Figuras 15 e 16. As concentragbes médias de PTH no soro para os 5
voluntarios, mostradas na Figura 15, também mostram uma ritmicidade, apresentando
pontos de pico e declinio alternados. Houve uma diferencga estatisticamente significante nas
concentragdes de PTH no soro em fungdo dos horarios de coleta de sangue (p=0,0004),
conforme avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. O teste de Tukey para variagbes
individuais apontou diferenca estatisticamente significante para os valores das 8 e das 11
horas quando comparados com 14 e 20 horas (p<0,05). Apesar das diferengas individuais nas
concentragcdes médias de PTH no soro, uma semelhancga no perfil das variagdes ao longo do
dia para os 5 voluntarios (V1 a V5), individualmente, € mostrada na Figura 16.

Uma correlacdo positiva entre a concentragdo meédia de flior no plasma e a
concentracdo média de PTH no soro em funcdo dos hordrios de coleta de sangue é

observada na andlise das Figuras 11 e 15 (p=0,0252; r=0,2035).
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Figura 15. Concentragdo de PTH no soro em fungdo dos horarios de coleta de sangue
(n=5). Os dados estdo mostrados como média da concentragcdo de PTH no soro. As barras
indicam o desvio padrdo. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente

significantes (p=0,0004).
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Figura 16. Perfil das variagdes das concentragdes de PTH no soro ao longo do dia para os 5

voluntarios (V1 a V5), individualmente. Os dados estdo mostrados como média da

concentracdo de PTH no soro. As barras indicam o desvio padréo.
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As concentragdes de Ca®* no plasma em funcdo do dia e dos horérios de coleta de
sangue estao descritas na Figura 17. A ANOVA a dois critérios de medidas repetidas revelou
diferencga estatisticamente significante entre os dias (F=4,090, p=0,018) e entre os horarios
(F=3,645, p=0,270), ndo havendo interacado entre os critérios (F=1,075, p=0,396). O teste
de Tukey mostrou uma diferenca estatisticamente significante nas concentragées de Ca®* no
plasma entre o primeiro e quinto dia, e entre o quarto e o quinto dia, bem como entre as 11

e as 17 horas (p<0,05).
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Figura 17. Concentracdo de Ca’* no plasma em funcdo dos horérios de coleta de sangue
em cada dia experimental (n=5; F=1,075, p=0,396). Os dados estdo mostrados como média

da concentragdo de Ca®* no plasma. As barras indicam o desvio padréo.
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As concentracdes de Ca®* no plasma em funcdo dos horérios de coleta de sangue
para o primeiro e do segundo ao quinto dia estdo descritas na Figura 18. Nao houve uma
diferenca estatisticamente significante nas concentracées de Ca®* no plasma em funcdo dos
horarios de coleta de sangue tanto no primeiro (p=0,1797), como entre o segundo e o quinto
dia (p=0,0582), conforme avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. Apesar das diferengas
nas concentracdes de Ca®* no plasma para o primeiro e do segundo ao quinto dia, uma

semelhanca entre os perfis pode ser observada.
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Figura 18. Perfil das variagbes das concentragdes de Ca?* no plasma ao longo do primeiro e
do segundo ao quinto dia. Os dados estdo mostrados como média da concentracdo de Ca**

no plasma. As barras indicam o desvio padréo.
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A Figura 19 descreve o perfil das variacdes das concentracdes médias de Ca®* no
plasma dos 5 voluntarios em funcdo do tempo. Foi observada uma diferenca estatisticamente
significante nas concentragées de Ca®* no plasma em fungdo dos horarios de coleta de
sangue (p=0,0224), conforme avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. O teste de Tukey
para variagbes individuais somente apontou diferenca estatisticamente significante para os
valores das 11 horas quando comparado com 17 horas (p<0,05). A Figura 20 mostra o perfil
das variacoes das concentragcdes médias ao longo do dia para os voluntarios V1 a V5,

individualmente.

Nenhuma relacdo estatisticamente significante foi observada entre as concentracoes
plasmaticas de fltior e de Ca®** em funcdo dos horarios de coleta de sangue (Figuras 11 e 19,
p=0,2517; r=-0,1046). Uma correlacdo significante foi encontrada entre as concentragdes
médias de PTH no soro e as concentracdes médias de Ca®** no plasma , dos 5 voluntarios

(Figuras 15 e 19, p=0,0003; r=-0,3230).
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Figura 19. Concentracdo de Ca®* no plasma em fungdo dos horérios de coleta de sangue
(n=5). Os dados estdo mostrados como média da concentragdo de Ca®* no plasma. As barras

indicam o desvio padréo.
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Figura 20. Perfil das variagdes das concentragdes de Ca®* no plasma ao longo do dia para
os 5 voluntarios (V1 a V5), individualmente. Os dados estdo mostrados como média da

concentragdo de Ca®* no plasma. As barras indicam o desvio padrao.
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As concentragdes de fésforo no plasma em fungédo do dia e dos horarios de coleta de
sangue estdo descritas na Figura 21. A ANOVA a dois critérios de medidas repetidas nao
revelou diferenga estatisticamente significante entre os dias (F=0,053, p=0,994) e entre os

horarios (F=0,261, p=0,898), ndo havendo interacéo entre os critérios (F=1,216, p=0,280).
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Figura 21. Concentragao de fésforo no plasma em funcéo dos horarios de coleta de sangue
em cada dia experimental (n=5; F=1,216, p=0,280). Os dados estdo mostrados como média

da concentracdo de fosforo no plasma. As barras indicam o desvio padrao.
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As concentragdes de fésforo no plasma em fungao dos horarios de coleta de sangue
para o primeiro e do segundo ao quinto dia estdo descritas na Figura 22. Nao houve uma
diferenca estatisticamente significante nas concentragdes de fésforo no plasma em funcéo
dos horarios de coleta de sangue tanto no primeiro (p=0,4896), como entre o segundo € o
quinto dias (p=0,8258), conforme avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. Ha uma
tendéncia ao sentido oposto entre os perfis das concentragdes de fosforo no plasma para o

primeiro e do segundo ao quinto dia.
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Figura 22. Perfil das variagdes das concentragdes de fésforo no plasma ao longo do para o
primeiro e do segundo ao quinto dia. Os dados estdo mostrados como média da

concentracao de fésforo no plasma. As barras indicam o desvio padrao.
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As Figuras 23 e 24 mostram o perfil das variagdes das concentragdes plasmaticas de
fosforo em funcao dos horarios de coleta de sangue. A variacdo das concentracbes médias
dos 5 voluntarios é mostrada na Figura 23. A Figura 24 mostra as variagbes das
concentracdes médias de fésforo para os voluntarios V1 a V5, individualmente.

Nenhuma relacdo estatisticamente significante foi observada entre as concentracdes
plasmaticas de fluor e de fosforo em fungado dos horérios de coleta de sangue (Figuras 11 e

23, p=0,7042; r=-0,0356).
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Figura 23. Concentragao de fésforo no plasma em fungao dos horarios de coleta de sangue
(n=5). Os dados estdo mostrados como média da concentragdo de fosforo no plasma. As

barras indicam o desvio padré&o.
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Figura 24. Perfil das variagbes das concentracdes de fésforo no plasma ao longo do dia
para os 5 voluntarios (V1 a V5), individualmente. Os dados estdo mostrados como média da

concentracdo de fésforo no plasma. As barras indicam o desvio padrao.
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A excrecao de fldor pela urina em fungdo do dia e dos horarios de coleta estao

descritas na Figura 25. A ANOVA a dois critérios de medidas repetidas nao revelou diferenga

estatisticamente significante entre os dias (F=1,634, p=0,214) e entre os horarios (F=1,343,

p=0,297), nao havendo interacdo entre os critérios (F=0,734, p=0,749).
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Figura 25. Excregdo de fluor pela urina em fungdo dos horarios de coleta em cada dia

experimental (n=5; F=0,734, p=0,749). Os dados estdo mostrados como média da excregao

de fluor na urina. As barras indicam o desvio padrao.
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O perfil da excregao de fltor pela urina ao longo do dia para o primeiro e do segundo
ao quinto dia esta descrito na Figura 26. Nao houve uma diferenca estatisticamente
significante nas concentragdes de fluor excretadas na urina em funcdo dos horarios de coleta
tanto no primeiro (p=0,8406), como entre o segundo e o quinto dia (p=0,5614), conforme
avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. Uma semelhanca entre os perfis pode ser

observada.
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Figura 26. Perfil das variagcbes das concentragdes de fllor excretadas pela urina ao
longo do primeiro e do segundo ao quinto dia. Os dados estdo mostrados como média da

excrecao de fluor pela urina. As barras indicam o desvio padréao.



65

As Figuras 27 e 28 descrevem, respectivamente, o perfil das variagbes das
concentracdes médias de fluor excretadas na urina ao longo do dia para os 5 voluntarios e
para os voluntérios V1 a V5, individualmente. Observou-se uma diferenga estatisticamente
significante na excrecado urinaria de flior ao longo do dia (p=0,0260), conforme avaliado pela
ANOVA de medidas repetidas. O teste de Tukey para variagbes multiplas somente apontou
diferenca estatisticamente significante para os valores das 11 horas quando comparado com

17 horas (p<0,05).

A correlagéo entre as concentragdes médias de fluor no plasma e a excrecdo média de
fldor pela urina a cada 3 horas, dos 5 voluntarios, é descrita pelas Figuras 11 e 27

(p=0,0008; r=0,3296).

A analise das Figuras 15 e 27 mostra a correlagdo estatisticamente significante
encontrada entre as concentracdes médias de PTH no soro e a excrecdo média de fldor pela

urina a cada 3 horas, dos 5 voluntérios (p=0,0087; r=0,2624).
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Figura 27. Perfil das variagbes das concentracdes médias de fllor excretadas pela
urina ao longo do dia para os 5 voluntarios (V1 a V5). Os dados estdo mostrados como média
da concentragao de fluor e média da excrecao de fluor pela urina. As barras indicam o desvio

padrao.
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Figura 28. Perfil das variagcdes das concentracdes de fllor excretadas pela urina ao

longo do dia para os 5 voluntarios (V1 a V5), individualmente. Os dados estdo mostrados
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como média da concentragao de fluor e média da excrecao de fluor pela urina. As barras

indicam o desvio padrao.

O fluxo urinério em fungéo do dia e dos horarios de coleta estd descrito na Figura 29.
A ANOVA a dois critérios de medidas repetidas ndo revelou diferenca estatisticamente
significante entre os dias (F=1,480, p=0,255), mas revelou entre os horarios (F=3,546,
p=0,029), ndo havendo interagdo entre os critérios (F=1,038, p=0,430). O teste de Tukey
mostrou uma diferencga estatisticamente significante para o fluxo das 17 horas em relagcéao as

8 e as 11 horas.
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Figura 29. Fluxo urinario em fungdo dos horarios de coleta em cada dia experimental (n=5;
F=1,038, p=0,430). Os dados estdo mostrados como média do fluxo uinario. As barras

indicam o desvio padréo.
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O perfil do fluxo urinario ao longo do dia para o primeiro € do segundo ao quinto dia
esta descrito na Figura 30. Para o primeiro dia, ndo houve uma diferenga estatisticamente
significante no fluxo urinario em funcdo dos horarios de coleta (p=0,4363), conforme
avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. Entre o segundo e o quinto dia houve uma
diferenca estatisticamente significante no fluxo urinario em funcdo dos horéarios de coleta
(p=0,0001), conforme avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. O teste de Tukey para
variagcdes multiplas aponta diferenca estatisticamente significante para os valores das 8 horas
quando comparado com 17 horas (p<0,001), e para os valores das 11 horas quando

comparado com 17 horas (p<0,01).
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Figura 30. Perfil do fluxo urinario ao longo do primeiro e do segundo ao quinto dia.

Os dados estdo mostrados como fluxo urindrio médio. As barras indicam o desvio padréo.
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O perfil das variagbes nas taxas de fluxo urinario ao longo do dia para a média dos 5
voluntarios e para os 5 voluntarios (V1 a V5), individualmente, é descrito nas Figuras 31 e
32, respectivamente. Houve uma diferenca estatisticamente significante no fluxo urinério ao
longo do dia (p=0,0064), conforme avaliado pela ANOVA de medidas repetidas. O teste de
Tukey para variagbes individuais somente apontou diferenca estatisticamente significante
para os valores das 8 horas quando comparado com 17 e 20 horas (p<0,05), e para os
valores das 11 horas quando comparado com 17 horas (p<0,01).

A correlacdo negativa entre as concentracées médias de flior no plasma e a taxa de
fluxo urindrio média a cada 3 horas, é observada nas Figuras 11 e 31 (p=0,0262; r=-
0,2159).

A andlise das Figuras 27 e 31 revela a correlagcdo extremamente significante
encontrada entre a concentragdo média de fluor excretada pela urina e o fluxo urinario

médio, dos 5 voluntarios (p<0,0001; r=0,3873).



70

700 [
650 |-
600 |-
550 |-
500 |-

350 L / n
300

/ll

Fluxo urinario (mL/3h
BB
8 &
T T

250
200
150 |-

1 L 1 o 1 L 1 L 1 L 1 L ]
08:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18:00 20:00

Figura 31. Perfil das variagdes do fluxo urinario médio dos 5 voluntarios ao longo do
dia. Os dados estdo mostrados como média do fluxo urindrio. As barras indicam o desvio

padréo.
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Figura 32. Perfil das variagdes do fluxo urinario ao longo do dia para os 5 voluntéarios
(V1 a V5), individualmente. Os dados estdo mostrados como média do fluxo urinario. As

barras indicam o desvio padré&o.
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Os valores médios encontrados para todos os parametros avaliados (concentragao
plasmatica de fltior, Ca** e fosforo, concentracdo sérica de PTH, excrecdo urinaria de flior e
fluxo urinario) em funcao das diferentes horas do dia estdo descritos na Tabela 4.

A Tabela 5 mostra a correlacdo entre todos os parametros avaliados (concentracao
plasmatica de fltor, Ca** e fosforo, concentracdo sérica de PTH, excrecdo urinaria de flior e
fluxo urinario) em todos os voluntarios. A correlagdo entre a concentracao de flior no plasma
e a excrecdo de fluor pela urina apresentou uma tendéncia positiva (p=0,0008; r=0,3296),
enquanto que uma correlagdo negativa foi observada entre a concentracdo de fldor no
plasma e o fluxo urinario (p=0,0262; r=-0,2159).

A correlagdo multipla entre a média da concentracao de flior no plasma e os outros
parametros avaliados (concentracdo plasmatica de Ca®* e fésforo, concentracdo sérica de
PTH, excregao urinaria de fldor e fluxo urindrio) para os voluntarios V1 a V5, individualmente,
esta representada na Tabela 6. Uma tendéncia positiva para a correlacdo entre a
concentracdo de fluor no plasma e a excregédo de fluor pela urina (p=0,0008; r=0,4267), e
uma correlacdo negativa entre a concentracdo de fldor no plasma e o fluxo urinario
(p=0,0091; r=-0,0930), foram observadas apenas para o voluntario 3.

As concentracdes médias encontrados para a calcitonina, T3 e T4 livre, e de TSH no
soro, estdo descritos na Tabela 7.

A ingestdo média de fluor através da dieta (x DP) no café da manha, almoco, lanche
da tarde e jantar foi de 0,04+0,02, 0,07+0,03, 0,02+£0,01 e 0,10+£0,051 mg/dia,

respectivamente (Anexo 2).



Tabela 4. Média (+ DP)

da concentracdo plasmatica de fluor,

Ca2+
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e fosforo, da

concentracao sérica de PTH, da quantidade de fluor excretado na urina e do fluxo urinério de

fluor ao longo dos 5 dias experimentais.

Variavel Unidade 8h 11 h 14 h 17 h 20 h

[F] no plasma pM.L 0,53+0,11®®  0,55+0,10° 0,5340,08%° 0,50+0,06° 0,50+0,07°
[PTH] no soro pg/mL 13,66+9,94°  12,6746,47° 21,30+9,22° 16,86+10,08*° 22 54+12,94°
[Ca?*] no plasma mg% 10,28+0,57*° 10,61+0,58% 10,27+0,57%P 10,2240,59°  10,36+0,622°
[P] no plasma mg% 2,75+0,52° 2,49+0,42° 2,54+0,36% 2,79+0,57° 2,7840,04°

[F] na urina (mg/3h) 0,08+0,02%°  0,07+0,03% 0,1140,05%° 0,1240,06° 0,140,042
Fluxo urinario mL/3h 263,75+88,24% 298,94+15524% 383,04+153,31%° 470,9+24524° 353 0+197,9%°

* Valores seguidos por letras diferentes na mesma linha séo estatisticamente significantes; (n=25 (5 dados para

cada voluntério)).
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Tabela 5. Correlacdo entre os parametros avaliados em todos os voluntarios

Variaveis r P

[F] plasma x [PTH] soro 0,2035 0,0252*
[F] plasma x [Ca®**] plasma  -0,1046 0,2517
[F] plasma x [P] plasma -0,0356 0,7042
[F] plasma x [F] urina 0,3296 0,0008*
[F] plasma x fluxo urinério -0,2159 0,0262*
Fluxo urinério x [F] urina 0,3873 <0,0001*
[PTH] soro x [Ca®*] plasma  -0,3230 0,0003*
[PTH] soro x [F] urina 0,2624 0,0087*

* Correlagdes estatisticamente significantes.
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Tabela 6. Correlacdo mdltipla entre as médias das concentracdes de fllor no plasma

(variavel dependente) e outros paradmetros avaliados (variaveis independentes) para cada

voluntario e para todos os voluntarios.

Variaveis

Voluntarios r; p AxB (r; p) AxC(r;p) AxD(r;p) AxE(r;p) AxF(r;p)
1 0,55; 0,470  -0,100; 0,354  0,327; 0,192  -0,291; 0,273 -0,028; 0,313 -0,167; 0,357
2 0,50; 0,571  0,168; 0,485  0,038; 0,613  0,052; 0,718 0,299; 0,542  0,442; 0,188

3 0,78; 0,019  0,045; 0,120  -0,004; 0,296  -0,116; 0,313 0,427; 0,0008*  -0,093; 0,009*
4 0,41; 0,732 0,239; 0,449  -0,312; 0,269  0,051; 0,784 0,166; 0,667  0,076; 0,757

5 0,62; 0,348  -0,250; 0,396  0,242; 0,648  0,402; 0,169 -0,295; 0,627  -0,487; 0,423
Todos (V1-V5) 0,62;<0,0001* 0,24; 0,811 -0,27; 0,076 0,04; 0,144 0,37; <0,0001*  -0,26; <0,0001*

* Correlagbes estatisticamente significantes.

A: concentracdo de flior no plasma; B: concentragido de PTH no soro; C: concentragdo de Ca?* no plasma; D:

concentragao de fésforo no plasma; E: excregéo urinaria de fldor; F: fluxo urinério.
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Tabela 7. Concentragdes médias (+ DP) de calcitonina, T3 e T4 livre, e TSH encontradas no

SOro.

Horario da coleta  Analise médiatx DP
8,11,14,17 e 20 h  Calcitonina (pg/mL) 1,0+ 0

8 h T3 livre (ng/dL) 0,39 + 0,04
8h T4 livre (ng/dL) 0,98 £ 0,14
8h TSH (pnUl/mL) 1,78 + 0,58
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5. DI SCUSSAO

Para que se pudesse demonstrar um verdadeiro ritmo biolégico, a concentracdo de
fluor no plasma em jejum deveria ser constante. Em estudo preliminar, com um voluntario,
procuramos determinar o tempo (em dias) necessario para que as alteragdes de fluor
plasmaticas devidas a diminuigdo na ingestao de flior seriam estabilizadas ou minimizadas.
Um periodo de 18 dias se mostrou insuficiente tanto para a queda como para a estabilizacao
dos niveis plasmaticos de fltor (dados ndo mostrados). Temporalmente, em discussdes com
o Prof. Dr. Gary Milton Whitford, do Medical College of Georgia, Augusta, EUA, nosso
colaborador neste projeto, fomos surpreendidos com os achados de um trabalho de Largent
(1952). Neste trabalho, o autor aumentou sua ingestdo de fluor e analisou sua ingestao e
excregdo por um longo periodo, quando entdo passou a ingerir uma baixa concentragado de
flior. Baseado em sua excregado urinaria, o autor estimou que levaria aproximadamente 5
anos para que o fldor adicional ingerido, e que foi armazenado em seus o0ssos, fosse
mobilizado e excretado.

Estas evidéncias nos induziram a questionar qual a relacdo entre o padrdo moderno
de ingestdo de fluor, principalmente através da dieta e do dentifricio, e a concentracdo de
fldor no plasma em humanos. Assim, delineamos o projeto “Relacdo entre a ingestdo de fluor
e a concentracdo plasmatica de flior em humanos” (CARDOSO; WHITFORD; BUZALAF, 2003,
2004). Este trabalho mostrou ndo haver variagdo nas concentracdes plasmaticas de fllor ao
longo do dia mesmo frente a ingestdao de fllor por diversas fontes. Os resultados deste
estudo ainda sugeriram que as concentragbes de fluor no plasma sédo independentes de um

efeito dose-resposta, até que esta ingestao de flior exceda 3 mg/dia.
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Quando consideramos a implicacdo do dia e da hora nas concentragdes de flior no
plasma, nenhum ritmo biolégico pode ser observado (Figura 9, Tabela 2). Para a maioria dos
dias (ap6s as 14 horas para o primeiro dia, e para os dias segundo, terceiro e quinto),
nenhuma variacdo nas concentragbes plasmaticas de fluor ao longo do dia é evidenciada,
confirmando a falta de variacdo nos niveis de flor em fung¢do dos horédrios de coleta de
sangue observada por Cardoso; Whitford; Buzalaf, 2003, 2004. Contudo, embora saibamos
que uma analise estatistica que considere a influéncia da hora independentemente do dia nos
niveis de fldor no plasma ndo seja o modelo mais adequado para este estudo, quando
consideramos apenas a hora como variavel capaz de influenciar os niveis de flior no plasma,
um evidente ritmo biolégico nas concentragbes de fllor no plasma em humanos pode ser
observado (Figura 11). Nesta condicao, o pico da concentracdo de fluor (média = DP), 0,55 +
0,11 umol.L'", ocorre as 11 horas, e a depressdo da concentragdo de flior (média + DP), 0,50
+ 0,06 umol.L", ocorre ap6s 6 horas, as 17 horas, permanecendo até as 20 horas. A
variabilidade do perfil dos niveis de fluor durante o dia é consistente com a descrita para
humanos quando sua ingestdo diéria de fluor ndo excede a 1 mg (CARDOSO; WHITFORD;
BUZALAF, 2004), bem como a descrita em caes por Whitford (1996), embora os horarios de
pico e depressao entre os estudos sejam diferentes. No trabalho realizado por Cardoso;
Whitford; Buzalaf (2004), o pico da concentragdo de flior no plasma também ocorreu pela
manha, as 12 horas, e a depressao da concentracdo de flior ocorreu as 16 horas. Contudo,
como os horarios de coleta de sangue foram diferentes (a cada 4 horas, das 8 as 20 horas),
os horarios das refeigcdes ndo foram padronizados, € os voluntarios fizeram uso de dentifricio
fluoretado, o que poderia promover um pico artificial (induzido) nas concentracdes de fluor
no plasma, os horarios de pico e depressdao entre os dois experimentos nao deveriam ser

comparados. No trabalho realizado por Whitford, o pico da concentragido de flior no plasma
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também ocorreu pela manha, as 9 horas, e a depressao da concentragdo de flior ocorreu
apoOs exatas 12 horas, as 21 horas. Esta diferenca para os horarios de pico e depressao
poderiam ser explicadas pelo fato de os cdes terem sido expostos a um ciclo de 12 horas em
claro (6-18 horas) e de 12 horas em escuro (18-6 horas), enquanto os voluntarios do
presente estudo ndo foram. A regulacao da expressédo dos ritmos enddgenos pela alternancia
claro/escuro se deve ao fato de que pulsos de luz aplicados na fase de escuro tém efeitos
diferentes sobre eles, aumentando ou diminuindo o periodo dos ritmos em funcédo do
momento de incidéncia de pulsos. Alteracbes periddicas da intensidade dessa luz também
podem afetar os periodos dos ritmos biol6gicos (MENDES, 1999).

Por outro lado, se as condi¢des ambientais do presente estudo tivessem sido
adequadamente controladas, como envolvendo o alojamento dos voluntarios em um quarto
sem janelas, com exposi¢do continua a alimentos, ausente ainda de qualquer estimulo visual
e auditivo capaz de orientar a hora que se fazia durante o dia, talvez a influéncia do dia
realmente pudesse ser desconsiderada, sendo as concentragbes de flior no plasma
dependentes apenas do horario de coleta de sangue, confirmando, assim, o ritmo biologico
para as concentragbes de fluor no plasma observado. Mesmo unicelulares, metafitas e
metazoarios, a sua maneira, “percebem” o tempo que passa, ajustando seus ritmos a ciclos
temporais. Ainda que se possa discutir se tais ritmos sdo exdgenos ou endogenos, a
tendéncia preponderante é admitir que tais ritmos, de alguma maneira, acabam se tornando
inatos, ajustando-se mais ao tempo que passa (horas) que ao tempo que faz (temperatura)
(MENDES, 1999).

No mais, um aspecto interessante é que mesmo para as analises onde a interacado
entre o dia e a hora sdo consideradas, para as poucas diferengas encontradas entre as

concentracdes de flior no plasma, uma relacdo entre um pico para as 11 horas e um declinio
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para as 17 horas parece ocorrer. Diferengas estatisticamente significantes nas concentragbes
de fldor no plasma foram encontradas para as 11 horas do segundo dia em relacdo as 17
horas do quarto dia, e para as 11 horas do terceiro dia em relagdo as 17 horas do quarto dia

(Figura 9).

Ainda, quando analisamos o primeiro dia experimental isoladamente dos dias segundo
ao quinto, observamos que embora os niveis de flior no plasma tenham sido bem maiores
para o primeiro dia em relacdo aos demais, o perfil ao longo do dia foi bastante semelhante.
Isto novamente reforca a existéncia de um ritmo biolégico para as concentragbes de fluor no
plasma, independentemente dos niveis de fldor alcangados, com o pico ocorrendo entre as 8
e as 11 horas, e o declinio ocorrendo entre as 17 e as 20 horas (Figura 10). Para os altos
niveis de flior no plasma encontrados para as 8 horas no primeiro dia, podemos dizer que
estes valores estdo sendo influenciados pelos voluntarios 1, 2 e 5 (Figura 12 B, Ce £
respectivamente). A diferenga para os niveis de fllor encontrado para o primeiro dia em
relagdo aos demais ainda sugere que quando a ingestao de flior € minimizada, é no periodo
das préximas 12 a 24 horas que ocorre a variagdo maxima na concentracdo de fldor no
plasma devida a troca de fllor entre a superficie 6ssea e o plasma. No presente estudo, os
voluntarios modificaram sua dieta a partir do primeiro dia experimental, onde passaram a
ingerir uma dieta com baixa concentracdo de fllor. Isto talvez ajude a explicar por que, no
estudo preliminar, um periodo de 18 dias se mostrou insuficiente para a queda dos niveis
plasmaticos de fluor (dados ndo mostrados). Como a voluntaria normalmente ingeria porgoes
pequenas de alimentos a cada refeicdo, e esta quantidade nao havia sido modificada, como
aconteceu no experimento oficial, parece bastante provavel que a reducido da ingestao de
fluor pela dieta nao possa ter sido detectada no plasma. No mais, devemos ainda considerar

os achados de Cardoso; Whitford; Buzalaf (2004), onde os autores sugerem que as
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concentragdes de fluor no plasma sdo independentes de um efeito dose-resposta, até que

esta ingestao de fluor exceda 3 mg/dia.

Um achado interessante € que quando analisamos as variagdes nos niveis de fluor no
plasma dia a dia, os dados sugerem nao apenas uma discreta queda nos niveis de flGor com
0 passar dos dias, mas também que esta variacdo é modulada a cada periodo de 48 horas,
ou seja, a cada dois dias o perfil dos niveis de flior no plasma tem uma alteragdo em sua
trajetéria (Figura 9). No presente estudo, observamos o mesmo perfil para o segundo e o
terceiro dia, e depois para o quarto e quinto dia. No entanto, mais uma vez os dados
sugerem que apesar das variacgdes intra e interindividuais (Figura 12 de Ba A, o perfil para a
média das concentracdes de flior no plasma para cada voluntario tende a ser o mesmo
(Figura 12 A), descrevendo um ritmo para os niveis de fluor no plasma. Para V1, o perfil
encontrado para o primeiro € o0 segundo dia é que determina a curva bioldgica. Para V2 sdo o
segundo, o terceiro e o quinto dias. Para V3 sao os dias quatro e cinco. Para V4 e V5 séo o
primeiro e o segundo e o segundo e o terceiro dias, respectivamente. Estes dados talvez
possam explicar por que, no estudo preliminar, um periodo de 18 dias se mostrou

insuficiente para a estabilizacdo dos niveis plasmaticos de fldor (dados ndo mostrados).

A andlise destes dados em conjunto poderia sugerir que ao invés de uma ritmicidade
para o flior, o que o perfil das concentragbes de flior no plasma ao longo dos dias deste
estudo descreve é apenas uma mobilizagdo de flior do osso. No entanto, devemos
considerar que trinta dias antes do estudo os voluntarios passaram a usar dentifricio sem
fldor, e ainda, que os voluntarios ja bebiam agua mineral sem flior. Desta forma, a
mobilizacdo de flior do osso ja teria comecado ha pelo menos trinta dias antes do
experimento. No mais, se o impacto da reducdo da ingestao de fllor pela dieta tivesse sido

tdo marcante, nao teriamos encontrado uma diferenca para os niveis de flior no plasma
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apenas para o primeiro dia em relagdo aos demais, mas dia apds dia, durante um certo
periodo, a ndo ser que a variagcdo maxima na concentragédo de flior no plasma devida a troca
de fluor entre a superficie 6ssea e o plasma, apo6s a redugédo da ingestao de fldor, realmente
ocorra no periodo das proximas 12 a 24 horas, o que, na verdade, também descartaria a
hip6tese Unica de mobilizagdo de flior do osso, uma vez que o presente estudo durou 5 dias.
Um outro aspecto é que a excregdo de fluor ao longo dos cinco dias experimentais foi
constante (Figura 25), exceto para o pico das 17 horas encontrado no terceiro dia. Uma outra
possibilidade é que entre 12 a 24 horas apds a descontinuacdo da ingestdo de fluor, uma
liberagado maxima de flior do osso para o plasma ocorresse, e que a partir de entao, a
liberacdo de flior do osso para o plasma previnisse a queda dos niveis de fllor no plasma
(COSTEAS; WOODWARD; EKSTRAND, 1996; ERICSSON; HELLSTROM; HOFVANDER, 1972;
HALL et al., 1977; LAUGHLIN, 1971; LIKINS; MCCLURE; STEERE, 1956; NEUMAN; NEUMAN,
1958 apud WHITFORD, 1996; WHITFORD, 1996; ZIPKIN et al., 1956). De fato, o achado
mais interessante para o perfil das concentragées de flior no plasma ao longo dos dias foi a
modulagao a cada 48 horas, e ndo grandes alteragbes nos niveis de flior do plasma com o
passar dos dias, o que, na verdade, iria indiretamente de encontro ao trabalho de Largent
(1952), ressaltando a necessidade de um intervalo de 5 anos apds a redugéo da ingestao de
fldor pelo dentifricio e pela dieta para que um estudo metabolico desta magnitude pudesse

ser adequadamente conduzido, eliminando qualquer viés em seu delineamento.

No presente estudo, os voluntarios realizaram suas refeicbes em horarios
padronizados. Contudo, nenhum cuidado foi tomado na padronizacdo dos horarios de lazer
(ouvir musica, ler, assistir televisdo) e de dormir. Em experimentos cronobiol6gicos com
humanos, tanto no laboratério como fora ele, a questdo da sincronizacdo é fundamental

(BENEDITO-SILVA, 1999).
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Outros osciladores externos sincronizadores dos ciclos enddgenos (zeitgeber ou
agentes arrastadores) e que deveriam ser considerados sdo os fatores sociais. Durante os 5
dias experimentais do presente estudo, os voluntarios foram mantidos na mesma casa.
Existem fortes evidéncias de que em varias espécies a interagdo social é capaz de arrastar os

ritmos de atividade (REGAL; CONNOLLY, 1980).

Embora acreditassemos que o uso de um dispositivo de liberagao lenta de fluor
pudesse ndo apenas aumentar a fidelidade das andlises para fldor, como também mascarar
as pequenas variagbes que ocorrem normalmente nos niveis plasmaticos, devido aos padrdes
de exposicdo ao flior ao longo do dia (WHITFORD, 1996), este procedimento foi
desconsiderado para o delineamento do presente estudo, pois considerando-se os possiveis
efeitos colaterais do fluor, ndo poderiamos mensurar as possiveis respostas individuais frente
a uma constante ingestdo de fluor. Embora minimos, efeitos colaterais como diarréia,
nausea, dores e caibras abdominais, dores nos pés e nos ligamentos, tém sido relatados
durante terapia com liberacdo lenta de fluoreto de sédio (PAK et al.,, 1986). No mais,
precisariamos que os voluntarios ficassem imobilizados durante os 5 dias experimentais. No
estudo realizado por Whitford (1996), em céaes, os animais foram constantemente infundidos
com 0,9 mg F/Kg/dia. Este procedimento buscou elevar os niveis de fldor no plasma,
aumentando a precisdo das determinagbes analiticas. Muitas manipulagcdes de rotina em
animais de laboratério, como mudancas de gaiola, apresentacdo de novos estimulos para a
atividade, manipulagdo dos animais (mesmo para a administragao de drogas e placebos), tém
efeitos importantes sobre o sistema circadiano de mamiferos (MROSOVSKY et al., 1989 apud

MARQUES; MENNA-BARRETO, 1999; MROSOVSKY; SALMON, 1990).

Para o tempo que faz, embora a temperatura ambiente também possa ser um

oscilador externo sincronizador dos ciclos enddgenos, para homeotermos, a temperatura
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ambiente é, em geral, um agente arrastador fraco (ASCHOFF; TOKURA, 1986; FRANCIS;

COLEMAN, 1988; SULZMAN; FULLER; MOORE-EDE, 1977).

No presente estudo, as amostras de sangue foram coletadas a cada 3 horas, das 8 as
20 horas. Se a freqlUiéncia da amostragem fosse aumentada, talvez uma caracteristica pulsatil
também pudesse der identificada. Quanto a taxa de amostragem, ela deve ser no minimo, de
acordo com o teorema da amostragem (BENEDITO-SILVA, 1993), duas vezes maior que a
freqliéncia do ritmo estudado, que no caso do circadiano corresponde a duas medidas a cada
24 horas (Benedito-Silva, 1999). Em geral, quando se sabe pouco sobre a forma de onda de
uma variavel, deve-se medir pelo menos 6 pontos por ciclo (Minors; Waterhouse, 1989).

Embora a concepcdo de uma regulacdo homeostatica para os niveis de flior no
plasma seja inconsistente (CARDOSO; WHITFORD; BUZALAF, 2004; COWELL; TAYLOR,
1981; EKSTRAND, 1978; EKSTRAND et al., 1977; GUY; TAVES, 1973) se o conceito de
homeostasia fosse revisado, especialmente em sua especificacdo temporal, a sutileza
encontrada para as variagoes dos niveis de flior no plasma ao longo do dia poderia sugerir
tal regulagdo (Tabelas 2 e 3). A homeostasia descreve a tendéncia dos mecanismos
fisioldgicos em atingir um estado estavel de seu meio interno (CANNON, 1929), onde a
dimensao temporal dos fenémenos bioldgicos estd ausente (HALBERG, 1967). Contudo, a
homeostasia nao implica algo fixo e imoével, mas sim, uma condicdo que poderia variar, mas
ainda assim relativamente constante (HALBERG, 1967; MOORE-EDE, 1986). De qualquer
modo, essa linha de pensamento falha por ndo fornecer informagdes sobre as bases dessas
variagdes, apesar de permitir sua existéncia dentro de limites de variagbes homeostaticas
(ROTENBERG; MARQUES; MENNA BARETO, 1999).

Para o presente estudo, os niveis de flior no plasma (Tabelas 2 e 3) sdo semelhantes

ou maiores aos encontrados por Cardoso; Whitford; Buzalaf (2003, 2004) para individuos
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expostos a diferentes niveis de ingestdo de fluor através da agua de beber e do uso de
dentifricio fluoretado. Estes dados sugerem que quando a ingestdo de fldor é reduzida por
um periodo, o fldor liberado pelo osso previne a queda das concentragdes de fluor no plasma
(COSTEAS; WOODWARD; EKSTRAND, 1996; ERICSSON; HELLSTROM; HOFVANDER, 1972;
HALL et al., 1977; LAUGHLIN, 1971; LIKINS; McCLURE; STEERE, 1956; NEUMAN; NEUMAN,
1958 apud WHITFORD, 1996; WHITFORD, 1996; ZIPKIN et al., 1956). No entanto, se a
concepgao homeostatica fosse aceita, poderiamos descrever o envolvimento dos dois tipos de
homeostasia propostos por Moore-Ede (1986), a “reativa”, onde 0s mecanismos
homeostaticos se iniciam a partir de perturbagbes no sistema, e a “preditiva”’, a qual
corresponderia ao conjunto de respostas corretivas iniciadas como antecipacédo a alteracdes
ritmicas previsiveis e repetitivas (ROTENBERG; MARQUES; MENNA BARETO, 1999).

Embora néo exista um padrédo tdo significativo a ponto de elucidarmos um mecanismo
de regulacdo, pois alguns valores sdo positivos e outros negativos, a andlise dos resultados
médios obtidos para todos os voluntarios em relagdo aos diferentes pardmetros avaliados
(Figuras 11, 15, 19, 23, 27 e 31; Tabelas 5 e 6) nos permite sugerir que as variagbes nas
concentragcdes de flior no plasma ao longo do dia sdo controladas positiva e
simultaneamente pelos sistemas fisioldgicos 6sseo e renal. O envolvimento simultédneo de
mais de um sistema na regulacdo dos niveis de fllor seria comprovado pelo fato de que
todas as correlacdes encontradas entre os parametros avaliados, sejam elas positivas ou
negativas, foram fracas, mas estatisticamente significantes.

A correlacdo positiva entre a concentracdo de fllor no plasma e a concentragdo de
PTH no sangue era esperada (Figuras 11 e 15; Tabela 5), e confirma os dados publicados por
Waterhouse; Taves; Munzer (1980). A correlagdo negativa encontrada entre os niveis séricos

de PTH e plasméaticos de Ca®* pode oferecer suporte adicional a este achado (Tabela 5).
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Pequenos aumentos na concentragdo de Ca®* no plasma tém sido mostrados mesmo durante
a primeira hora seguinte & administracdo de PTH em humanos. Como a maior parte do Ca®**
provém do 0sso, e quase todo o flior armazenado no organismo também esta associado ao
tecido 6sseo, seria esperado que a concentracdo de flior no plasma mudasse no mesmo
sentido (PERAULT-STAUB; STAUB; MILHAUD, 1974; TALMADGE; ROYCROFT; MILHAUD,
1975; WHITFORD, 1996).

A tendéncia positiva da correlacdo entre a concentragdo de fldor no plasma e a
excrecao urinaria de flior também foi exatamente como esperado (Figuras 11 e 27; Tabela 5
e 6). Isto é devido ao fato de o fluor da urina vir do plasma (EKSTRAND, 1996; WHITFORD,
1996). Entdo, se certas variaveis como a taxa de filtracdo glomerular (EKSTRAND, 1996;
SCHIFFEL; BINSWANGER, 1980; WATERHOUSE; TAVES; MUNZER, 1980), o pH urinario
(EKSTRAND et al., 1980; EKSTRAND; SPAK; EHRNEBO, 1982; WHITFORD, 1990) e a taxa de
fluxo urinario (JARNBERG; EKSTRAND; EHRNEBO, 1983) estdo relativamente constantes em
um individuo durante o experimento, qualquer aumento (ou redugdo) na concentracdo de
flior no plasma seria acompanhada por um aumento (ou redugdo) na excregao de fluor. Isto
explica porque o “clearance” do fluor ndo é afetado por mudangas na concentragéo de fluor
do plasma (WHITFORD, 1996).

Em adigcédo, a correlacdo positiva entre a concentracdo de PTH no soro e a excrecao
urinaria de fldor (Figuras 15 e 27; Tabela 5) poderia ser explicada pela associacdo dos dois
mecanismos acima descritos. Assim, o PTH, por seu papel em estimular a reabsorgdo 6ssea
para restabelecer os niveis séricos de Ca®*, aumentaria conseqiientemente (indiretamente) a
concentracdo de fluor no plasma, que, por sua vez, levaria a um aumento na excrecao

urinaria de fluor.
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Embora os niveis de flior e de PTH n&o tenham sido implicados na determinagéo da
concentracdo sérica de calcitonina, € provavel que a calcitonina também possa contribuir, de
alguma maneira, para a regulagdo do ritmo do fldor no plasma. Neste experimento, as
analises para calcitonina foram solicitadas. Contudo, negligenciamos ao nao confirmar se a
analise por immunorradiometria poderia nos fornecer resultados com um minimo de 3 casas
decimais apés a virgula. Para nossa surpresa, os resultados nao foram liberados com casas
decimais devido a sensibilidade analitica ser de 1 pg/mL e por os responsaveis pela analise
nao terem conhecimento das caracteristicas deste experimento e de que as andlises eram de
voluntarios normais, considerando esse fracionamento clinicamente nao significativo (Tabela
7). Para estudos complementares, uma possibilidade seria tentar realizar as analises para

calcitonina por outra metodologia, como quimioluninescéncia, e verificar os valores.

A correlagao positiva entre a excregao urinaria de flior e a taxa do fluxo urinario
(Figuras 27 e 31; Tabela 5) é consistente com os achados de outros investigadores (Baez;
Baez; Marthaler, 2000; Ekstrand et al., 1994; Schiffl et at., 1981). Entretanto, a existéncia de
uma ligagdo causal entre estas duas variaveis é improvavel. Ao invés disso, é sugestivo que
quando a taxa do fluxo urinario aumenta, ela dilui a concentracdo dos ions hidrogénio,
levando a um aumento do pH no fluido tubular. Isto reduziria a concentracdo de HF, e,
conseqiientemente, a reabsorcdo de fluor pelos tubulos renais (Whitford, 1990).

A falta de uma correlagéo entre a concentragéo de flior no plasma e as concentragcdes
plasméticas de Ca®* e fésforo ndo foram surpreendentes (Figuras 11, 19 e 23; Tabela 5). Isto
é pelo menos parcialmente devido ao fato de o Ca®* e o fésforo serem regulados
homeostaticamente, enquanto o fldor, ao que parece, ndo. Talvez, se um estudo com um
nimero maior de voluntarios fosse realizado, uma correlagdo positiva pudesse ser

encontrada. O sentido oposto entre o perfil das variagbes plasmaticas do fésforo e do fldor é
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consistente ao observado por Perault-Staub; Staub; Milhaud (1974) e Talmadge; Roycroft;
Milhaud (1975), em ratos, e por Whitford (1996), em caes. Contudo, o perfil das variacbes
plasméaticas do Ca®* e o perfil das variagdes plasmaticas de fllor sofreram alteracdes na
mesma direcdo e ao mesmo tempo. Como descrito previamente, isto era o esperado, uma
vez que quase todo o fluor retido no nosso organismo esta basicamente associada ao
esqueleto (WHITFORD, 1996), e a maior parte do Ca®* também provém do esqueleto. No
entanto, esta coincidéncia torna-se dificil de se explicar apenas pela influéncia dos horménios
que agem no 0sso. Sendo as variacoes destes ions parcialmente atribuidas ao balango entre
a aposicao e a reabsorgdo éssea (PERAULT-STAUB; STAUB; MILHAUD, 1974; TALMADGE;
ROYCROFT; MILHAUD, 1975; WHITFORD, 1996), como os niveis de fllor poderiam sofrer
algum aumento nos momentos em que os niveis de Ca®* no plasma estivessem normais,
inibindo a secrecédo de PTH?

Ainda para o Ca?*, um achado interessante foi que assim como para o fliior, os niveis
de Ca®* no plasma foram maiores no primeiro dia em relagdo aos demais, apresentam uma
discreta queda ao longo dos dias, e também tendem a variar a cada 48 horas (Figuras 17 e
18). O mesmo perfil para as concentracées de Ca’* no plasma foi encontrado para o
primeiro, o segundo e o quinto dia (Figura 17).

Para o PTH, também encontramos o mesmo perfil para o primeiro, o segundo e o
quinto dia (Figura 13), sendo ele semelhante ao perfil da média para os cinco dias
experimentais (Figura 15), com um pico as 14 horas. Apesar do perfil diferente para os
outros dias, poucas variacdes sdo observadas para as concentracdes de PTH no soro. Quando
analisamos a média do segundo ao quinto dia, uma homeostasia para os niveis de PTH é

sugerida (Figura 14). Isto é devido ao perfil do terceiro dia (Figura 13).
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Assim como no estudo de Whitford (1996), um achado intrigante foi a queda
gradativa nos niveis de fllor no plasma mesmo apds a alimentacdo entre o primeiro e o
terceiro dia, bem como para a média dos cinco dias (Figuras 9, 11 e 12 A, Tabela 2 e 3).
Uma possivel explicacdo seria que durante e apds algum tempo apds a alimentacdo, uma
consideravel porcao do fluido extracelular entra no trato gastrointestinal. E provavel que este
fluido carregue o fldor, bem como outros ions, para o trato gastrointestinal. Devido as altas
concentracdes de Ca** ndo absorvido no quimo, é possivel que parte, ou talvez muito, do
fldor, seja “capturado” no trato gastrointestinal, devido a formacao de sais de fluoreto de

calcio (WHITFORD, 1994b).

Uma outra explicacdo para a queda da concentracdo de flior no plasma apés a
alimentagao seria que a partir de uma dose limite, a ingestdo de fluor pudesse sincronizar e
otimizar os processos celulares e fisioldégicos responsaveis por sua eliminagdo do plasma,
prevenindo mudancas periddicas no meio ambiente. Murphy e Coll (1992), Utegalieva;
Ivashchenko; Esyrev (1990), observaram que a atividade da Ca-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico é inibida por flGor, sugerindo que o mesmo interage com o sitio de ligagao
ao ATP na ATPase, formando um complexo Ca-ATPase-F inativo. Em adicdo, danos oxidativos
induzidos pelo fldor tém sido descritos em uma variedade de érgaos de ratos, como pulméo
(AYDIN et al.,, 2003), figado (ZHANG et al.,, 1987; WANG et al., 2000), hipocampo
(BHATNAGAR et al., 2002), rim (GUAN et al., 2000), sendo observadas reducdo das
atividades da superoéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT),
bem como reducdo de ubiquinona. Possiveis efeitos do flior na inducdo de apoptose em
células HL-60 também foram descritos (Anuradha et al., 2001). Em adicdo, é conhecido o
papel do flior na alteragdo da atividade de diversas enzimas (BAYKOV; ALEXANDROV;

SMIRNOVA, 1992; EASTOE; FEJERSKOV, 1985 apud AOBA; FEJERSKOV, 2002; THIBODEAU;
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BOWEN; MARQUIS, 1985; WHITFORD 1996, 1997). Desta forma, um aumento da ingestao
de fldor, sinalizando uma possivel interferéncia na manutencdo dos processos biologicos,
exigiria um certo grau de integracdo entre diferentes setores do organismo de modo a
ajustar a concentracédo de flior ao longo do tempo, refletindo na eliminagdo mais rapida do
fluor ingerido do organismo. Para Anokhin, um significado biolégico dos ritmos tornados
endbgenos seria permitir aos organismos se anteciparem a alteracdes ambientais decisivas
para a sobrevivéncia e cuja regularidade daria sentido as antecipacdes, tornando-se Uutil
poder se antecipar a uma mudanca ambiental que ocorreria inevitavelmente, marcando
internamente esse tempo, porque assim ndo s6 esse organismo estaria melhor preparado
para enfrentar a mudanca do ambiente como eventualmente poderia prescindir de sinais
externos para iniciar o processo e ajuste interno as condigbes que mudariam em seguida

(MENDES, 1999; MENNA BARRETO, 1999).

De um modo geral, pode-se dizer que os ciclos de alimentacdo tém alguma influéncia
sobre o oscilador circadiano. Sua ag¢do assemelha-se aquela de um arrastador fraco,
proporcionando apenas uma coordenagao relativa (ASCHOFF, von GOETZ, 1986; BOULOS et

al., 1980; MISTLEBERGER, 1994).

Também parece provavel que o ritmo biolégico do flior no plasma possa estar

acoplado a oscilacbes de fatores ambientais.

Os ciclos de claro e escuro parecem influenciar os niveis de fluor no plasma. Como
podemos observar nas Figuras 15 e 16, a secrecdo de PTH aumenta durante a noite, periodo
onde a reabsorcado Ossea é particularmente ativa (KURBEL et al., 2003). Isoladamente, isto
levaria a um aumento dos niveis de flior no plasma durante o escuro. Contudo, no periodo

de escuro, os niveis de melatonina também estardo aumentados (KURBEL et al., 2003). O
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pico de secregcao da melatonina acontece entre 2 e 6 horas da manha (ARENDT, 1988). O
indicio de que a melatonina possa ter um papel importante na promocgao do crescimento dos
ossos (ROTH et al., 1999) nos sugere que apesar da maior secregcdo de PTH, os niveis
plasmaticos de fllor ndo estariam aumentados durante o escuro, uma vez que o fldor
liberado pela reabsorcdo Ossea estaria sendo simultaneamente mobilizado para a formacéao
do osso de novo. Isto ndo apenas justificaria o sentido oposto dos ritmos do flior e da
melatonina, como também poderia explicar o fato de o pulso noturno do PTH independer da
concentracdo plasmatica de Ca** (CHAPOTOT et al., 1996). Esta regulagdo simultanea
também explicaria o aumento dos niveis de flior no plasma logo pela manha, periodo no

qual a secrecado de melatonina estaria diminuindo (KURBEL et al., 2003).

Quando pensamos na alta altitude como um possivel fator que modifica 0 metabolismo
do fldor (WHITFORD, 1996), esta possivel regulacdo do ritmo do flior pela melatonina, ou
simplesmente, pelos ciclos de claro e escuro, poderia fazer algum sentido, uma vez que as
regides de alta altitude parecem ser expostas a uma maior intensidade de luz, o que poderia
levar a niveis de flior no plasma maiores. No entanto, estudos adicionais, conduzidos por
periodos de 24 horas, poderiam contribuir para a elucidacao destas suposicbes. Varios relatos
na literatura descrevem que a severidade da fluorose dentaria aumenta significativamente
com o aumento na altitude, tanto em areas com baixa quanto com concentracdo de flUor
mais alta, sugerindo que certas alteragdes fisioldgicas devem ocorrer em humanos que
residem em altas altitudes, exacerbando os efeitos do fllor nos tecidos mineralizados
(MANJI; BAELUM; FEJERSKOV, 1986; RWENYONYI et al., 1999; YODER, 1998). Os disturbios
no esmalte observados podem ser devidos a hip6xia da alta altitude por si ou a um ou mais

de seus multiplos efeitos fisiolégicos, que incluem crescimento e desenvolvimento alterados,
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status acido-basico, balanco hormonal, hematécrito, hemodinamica e fungdes renal e cardio-
vascular (WHITFORD, 1996).

Uma vez que os resultados analiticos dos estudos realizados suportam a concepcao de
que os niveis de flior no esmalte em desenvolvimento estdo diretamente relacionados aos
niveis de flior no plasma (AOBA; MORENO, 1987; BAWDEN; CRENSHANW, 1984; BAWDEN;
DEATON; CRENSHANW, 1982, 1987; SPEIRS, 1986), poderiamos extrapolar estas
especulacoes dos ciclos de claro e escuro e sugerir que o periodo de claro seria o de maior
susceptibilidade ao desenvolvimento da fluorose dentaria. A ultraestrutura e funcbes das
células epiteliais ameloblasticas parecem ser afetadas pela administracdo de altas
concentracdes de fllor, como em niveis milimolares, mas ndo é conclusivo como baixos niveis
de fluor, semelhantes aos niveis fisiolégicos de fluor encontrados no soro humano, realmente
causam estes efeitos (AOBA; FEJERSKOV, 2002; SMITH, 1998). DenBesten; Gao; Li (2004),
reportaram que células ameloblasticas expostas a concentragbes de flior maiores que 25 uM
(aproximadamente 0,5 ppm) podem ter sua proliferagdo inibida, mas ndo sua diferenciacao,
sugerindo que os efeitos do flior nos ameloblastos sédo limitados, embora possam ser um
fator na formagéo da fluorose dentaria em concentragdes de fllor séricas relativamente altas.

Desta forma, se houvesse um padrao semelhante para as concentragbes de fldor no
plasma entre os adultos e as criangcas, para que as criangas na faixa de risco para o
desenvolvimento da fluorose ndo fossem excluidas dos efeitos terapéuticos do fldor na
prevencdo da carie dentaria enquanto minimizassem o risco de desenvolvimento da fluorose,
uma sugestao seria se fazer o uso de produtos fluoretados apenas no periodo da noite,
guando os niveis de flior no plasma parecem estar menores. Um grande nimero de estudos
ja evidenciou que os componentes celulares responsaveis pela elaboracdo de enzimas

envolvidas no metabolismo e na desintoxicagdo apresentam ritmicidade circadiana
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(SMOLENSKY; REINBERG, 1990 apud MARQUES; MENNA-BARRETO, 1999). Em adigdo, uma
periodicidade circadiana de permeabilidade foi também encontrada para as membranas

nucleares (KITTLICK, 1970 apud MARQUES; MENNA-BARRETO, 1999).

Geralmente, pouca atencdo é dada as variacdes interindividuais dos parametros
ritmicos. Contudo, muitas vezes a variabilidade dificulta a generalizacao dos resultados. Como
provavelmente ha diferentes mecanismos regulando a ritmicidade dos niveis de fldor no
plasma, abordagens individuais dos ritmos frente a um mesmo esquema temporal sdo
importantes para classifica-los e encontrarmos as diretrizes basicas. O momento do
estabelecimento da ritmicidade, da sincronizacdo com os eventos ambientais, assim como o
padrdo do desenvolvimento subseqiiente, variam entre os individuos (ANDRADE; MENNA

BARETO; LOUZADA, 1999).

Quando os diferentes pardmetros avaliados foram analisados individualmente para
cada voluntario através de regressdo linear multipla, a existéncia de uma regulacdo dos
niveis plasmaticos de fluor néo ficou clara, exceto para V3, cujas variagdes nas concentragbes
de fldor no plasma se mostraram reguladas pelo sistema renal (Tabela 6). Portanto, parece
haver uma grande variacdo individual na regulacdo do metabolismo do fluor (Figuras 12 de A

a £, 16, 20, 24, 28 e 32; Tabela 6).

Apesar das diferencas intra e interindividuais, observamos que as concentragbes de
flior no plasma realmente parecem apresentar uma ritmicidade bioldgica (Figura 12 A).
Observamos também que este ritmo independe do sexo: V1-V2 e V3-V5, sdo do sexo
masculino e feminino, respectivamente. Com excecao a V1, o perfil da curva dos niveis de
fluor no plasma ao longo do dia é bastante semelhante. V1 apresentava obesidade leve-

média. Suas amostras se apresentavam lipémicas. Este dado, associado ao fato de os
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voluntarios comerem quantidades padrdo de alimentos durante as refeigbes, pode, talvez,
explicar a auséncia de uma queda nas concentracgdes de fllor no plasma as 17 horas para
V1. Uma pessoa submetida a uma dieta restrita passa a degradar suas reservas lipidicas para
fornecer a energia necessaria ao funcionamento do organismo (NELSON; COX, 2000a). Assim
como a ingestdo de uma dieta rica em gorduras pode aumentar a biodisponibilidade do fldor
por aumentar sua permanéncia no trato gastrointestinal (BUTTNER; MUHLER, 1958; MILLER;
PHILLIPS, 1955), o aumento dos niveis séricos de lipidios poderia, de alguma forma, retardar
a queda dos niveis de fluor no plasma. O alto desvio padrdo encontrado as 8 horas para V1
pode oferecer suporte adicional a esta especulagdo. A maior ingestdao de fllor ocorreu no
jantar (ultima refeicdo), que era realizado as 20:30 horas, e, durante o jejum noturno, uma

maior quantidade de lipidios seria degradada.

A queda dos niveis de flior no plasma as 8 horas para V4 poderia ser explicada pelas
mesmas razdes acima descritas. Além da maior ingestao de fldor no jantar, havia a questao
da quantidade padronizada da dieta ingerida, que, na maioria das vezes, excedia o
normalmente consumido por V4. Desta forma, a necessidade em degradar lipidios daria lugar
a sua sintese (NELSON; COX, 2000b). Com menor quantidade de gordura “livre” circulante,
menores seriam 0s niveis de fluor no plasma, e maior sua excregdo pela urina, como

podemos ver pela andlise das Figuras 12 Ae 28.

Para V2 (Figura 12 A; Tabela 3), seus niveis de fluor se apresentaram mais elevados
em todos os momentos. E possivel que haja a influéncia da etnia e do gendtipo nos
diferentes padrdes de concentracdes plasmaticas de flior que descrevem um ritmo biolégico
para o fldor. Isto poderia ajudar a explicar a diferente susceptibilidade individual a fluorose
dentéria, que tem sido sugerida para humanos e comprovada para camundongos (Everett et

al., 2002). Assim, individuos com ritmos caracterizados por maiores concentragcbées de fluor
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poderiam ser mais resistentes ao desenvolvimento da fluorose dentaria ou ainda mais
susceptiveis a patologia. Variagbes no desenvolvimento e na severidade da fluorose dentaria
em diferentes linhagens de camundongos, onde a idade, o género, a alimentacdo, o
alojamento e a exposicao ao flior sdo rigorosamente controlados, suportam a influéncia do

codigo genético na resisténcia/susceptibilidade a fluorose dentéaria (EVERETT et al., 2002).

Por outro lado, os maiores niveis plasmaticos de fllor para o V2 podem refletir sua
ingestao prévia de fluor, principalmente através do dentifricio fluoretado. Como a superficie
Ossea apresenta um “pool” de fldor passivel de troca, e os voluntarios sofreram mudancgas
consideraveis na exposicao diaria ao flior, ndo apenas pelo uso de dentifricio ndo fluoretado
por um més antes do estudo, mas também pela ingestdo de uma dieta com baixo teor de
flior durante o experimento, esta reserva de flior no osso pode ter sido mobilizada,
prevenindo a queda dos niveis de fllor no plasma do voluntario (EKSTRAND, 1996;
WHITFORD, 1990, 1996). Uma outra explicacédo seria a heterogeneidade entre os voluntarios
qguanto ao hematdcrito. Este voluntario € do sexo masculino, e a presenca de um hematocrito
maior poderia influenciar a concentracdo de fllor no plasma, uma vez que ela é

aproximadamente o dobro daquela das células (WHITFORD, 1996).

Apesar das diferencas intra e interindividuais, observamos que as concentragdes de
PTH no soro também parecem apresentar uma ritmicidade biolégica (Figura 15). Observamos
que este ritmo também independe do sexo. Com excecdo de V3 e V5, o perfil da curva dos
niveis de PTH no soro ao longo do dia é bastante semelhante. Acreditamos que estas
diferencas possam estar relacionadas ao estresse. V3 e V5 estavam mais envolvidas com
projetos profissionais que os demais voluntarios. Além disso, como o horario de dormir nao
foi controlado, geralmente dormiam mais tarde que os demais, entre 00:00 e 01:00 hora. E

possivel que a maior exposi¢cdo a luz artificial tenha atuado como um arrastador dos niveis
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séricos de PTH, e, talvez, da melatonina (dados nao alisados), modulando estas diferencas
no perfil ao longo do dia. O estresse aumenta a secrecdo da melatonina (GOLOMBEK;
CARDINALI; AGUILAR-ROBLERO, 1999). A luz artificial de uma intensidade aproximada de
2500 lux, semelhante aquela do meio dia em um dia de verdo, anula o pico noturno da
melatonina numa exposigado de 10 a 20 minutos, retornando a melatonina a seu valor em 40
minutos de escuro. A mesma intensidade de luz aplicada durante a manh@ adianta o pico
secretdrio e a tarde, nas ultimas horas de claro, atrasa; luz fluorescente com intensidade de
cerca de 200 a 400 lux, ndo suprime a secrecdo do horménio (GOLOMBEK; CARDINALI;

AGUILAR-ROBLERO, 1999).

Para as concentracdes de Ca®* no plasma, os dados sugerem haver uma dependéncia
do perfil ao longo do dia relacionada ao sexo (Figura 20). Para V3-V5, observamos que 0s
niveis de Ca** e de flior no plasma apresentam o mesmo padrdo de variagdo, ou seja,
mudam na mesma direcdo. Para V1-V2, esta relacdo ndao se mantém, embora sejam
semelhantes entre si. Ja para os niveis de fésforo no plasma, nenhuma relagdo ligada ao
sexo parece existir (Figura 24). Os niveis de fésforo e de flior no plasma realmente tendem a

apresentar sentidos opostos.

Perfis semelhantes entre a excrecgdo urinaria de flior e o fluxo urinario ao longo do
dia sdo observados para todos os voluntarios (Figuras 28 e 32).

Todos estes dados em conjunto nos permitem sugerir que a ritmicidade do fldor em
humanos é regulada pelo reldégio biolégico. Dessa forma, os ritmos biolégicos refletem a
contribuicdo, em maior ou menor grau, de componentes endégenos e de seus mascaradores
(MINORS; WATERHOUSE, 1987 apud MARQUES; MENNA-BARRETO, 1999).

Ja para as implicagdes biolégicas desta ritmicidade, pouco no momento se poderia

afirmar. A compreensdo dos aspectos metabdlicos e toxicoldégicos do fluor pode oferecer



96

perspectivas na Saude Publica, ja que fundamentalmente levaria aos dados necessarios para
o desenvolvimento e aplicagdo de medidas eficientes e de custo-beneficio que poderiam
maximizar os beneficios do flior na prevencdo e reducdo da carie dentaria. Apesar do
declinio da incidéncia de carie dentaria nas populagdes infantis nos ultimos anos, deve-se
considerar que a carie dentaria ainda é uma causa predominante da perda de dentes na
populagdo mundial (FEJERSKOV; BAELUM, 1998). Ao mesmo tempo, o conhecimento destes
mecanismos para o flior é também importante para a minimizacdo dos riscos para o
desenvolvimento da fluorose dentaria. Outra possibilidade seria racionalizar o uso do flior no
tratamento da osteoporose. Desta maneira, cada vez mais, os conhecimentos dos aspectos
bioquimicos e fisiolégicos do flluor permitiriam avaliar com precisdo as possibilidades de
algumas de suas aplicagbes ja em curso em diversas areas da Saude.

Quando analisamos as variagdes das concentragdes de flior no plasma estabelecidas
durante o pico e o declinio do ritmo por si (Tabela 3 e 4), torna-se dificil imaginar uma
possivel colaboragao dos resultados deste estudo para o tratamento da osteoporose, uma vez
que os niveis 6timos de flior no plasma durante o tratamento devem ser de 5 a 10 uM
(HASLING et al., 1987; TAVES, 1970). No entanto, quando comparamos as diferencas nos
niveis de fllor no plasma diante do uso de um mecanismo de liberacdo (infusdo) lenta de
fldor, alguma contribuicdo pode ser dada a area. Para os caes infundidos diariamente com
0,9 mg F/Kg de peso, os niveis de fliior para o pico e a depressio encontrados para o 1°. e o
2°. experimentos foram, respectivamente de 17,1 e 14,6, e de 10,3 e 2,5 umol.L‘1
(WHITFORD, 1996). Desta forma, um ajuste entre a dose de tratamento e o horario de
ingestdo, ou ainda o desenvolvimento de medicamentos “temporizados”, poderia promover

niveis 6timos de fllor no plasma constantes durante todo o dia.
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Como efeitos colaterais, ainda que minimos, como diarréia, nausea, dores e caibras
abdominais, dores nos pés e nos ligamentos, tém sido relatados durante terapia com
liberacdo lenta de fluoreto de sddio (PAK et al., 1986), a cronoterapia poderia ndo apenas
otimizar os efeitos benéficos da administracdo do flior, como também controlar seus efeitos
indesejaveis, utilizando como referéncia os ritmos biolégicos. Tratamentos individualizados
poderiam utilizar protocolos cronoterapéuticos e tentar ajustar a dosagem do flGor aos ritmos
biolégicos dos individuos. Este tipo de tratamento teria como finalidade reduzir a toxicidade

do fluor, administrando-o durante os periodos de maior tolerancia dos individuos.

Em adicdo, informacdes detalhadas concernentes a variabilidade dos ritmos endégenos
diarios das concentracoes de fluor e seus fatores determinantes sdo importantes para todos
os estudos que direcionam suas conclusdes baseadas nestas concentragdes. Desta maneira,
sabendo-se quais os horarios de maior e menor concentracdo de fllor no plasma, os
experimentos deveriam padronizar os hordarios de coleta de plasma, para que os resultados

obtidos em diferentes estudos possam ser comparados.

Finalmente, ressaltamos que apesar das diferengas intra e interindividuais, este trabalho
mostrou pela primeira vez uma ritmicidade para as concentragdes de flior no plasma em

humanos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

1. Apesar das diferengas intra e interindividuais, parece haver um ritmo biolégico para

as concentracoes de fluor no plasma em humanos.

2. Este ritmo parece ser simultaneamente regulado pelos sistemas 6sseo e renal.
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Carta de Informacao

O fluor tem um importante papel na prevencao de céries, por isto, tem-se buscado
conhecer todos 0os mecanismos envolvidos no seu metabolismo no organismo. Como a quantidade de
fluor ingerido através da alimentagéo pode ser analisada no sangue e na urina, este estudo tera como
objetivo avaliar se existe influéncia do relogio bioldgico na quantidade de flior encontrada no sangue,
€ 0 que, no organismo, poderia controlar isto. Assim, este estudo sera realizado em duas etapas. Na
primeira etapa, os voluntarios deverdo escovar os dentes com uma pasta dentéria fornecida por nés,
sem fluor, durante um periodo 30 dias. Na segunda etapa, os voluntarios se alimentardo durante 5
dias apenas com comidas fornecidas por nds, usardo pasta dentaria também fornecida por nés, todos
os dias fardo 5 exames de sangue, de 3 em 3 horas, e também guardarao toda a urina eliminada
durante o dia em potes fornecidos por nés. Apds este estudo, os voluntarios deverao ficar por no
minimo 3 meses sem doar sangue.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)

portador da cédula de identidade _ , apos leitura minuciosa da CARTA
DE INFORMACAO AO VOLUNTARIO, devidamente explicada pelos profissionais em seus minimos
detalhes, ciente dos servicos e procedimentos aos quais sera submetido, ndo restando quaisquer
duvidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
concordando em participar da pesquisa proposta.

Fica claro que o paciente ou seu representante legal, pode a qualquer momento retirar
seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de participar desta pesquisa e ciente de
que todas as informagbes prestadas tornaram-se confidenciais e guardadas por forga de sigilo
profissional (Art. 9° do Cédigo de Etica Odontoldgica).

Por estarem de acordo assinam o presente termo.

Bauru-SP, de de

Assinatura do Voluntario Profa. Dra. Marilia A. R. Buzalaf

Vanessa Eid da Silva Cardoso
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ANEXO 2

Conteudo de fluor nos alimentos analisados e descricao da dieta

O conteudo de fluor nos alimentos nao cozidos (média = DP) esta apresentado na

Tabela 1.

A Tabela 2 apresenta o teor de flior nos alimentos preparados ou cozidos com agua e

bebidas reconstituidas (média + DP).

A descricao do cardapio elaborado pela nutricionista (medidas padrao para individuo
do sexo feminino, idade, peso e altura médios de 26 anos, 64 Kg e 1,70 m, respectivamente,

sem relato sobre pratica de atividade fisica) esta apresentada na Tabela 3.

A Tabela 4 descreve o cardapio adaptado pelas pesquisadoras.

A selecdo de voluntarios de ambos os sexos para o estudo requereu algumas
modificagbes no cardapio elaborado pela nutricionista, na tentativa de oferecermos uma dieta
mais pesada, porém em menores quantidade e freqléncia, e que se adequasse as

necessidades dos diferentes sexos.

As concentracoes de fluor encontradas para os grupos de alimentos selecionados

neste estudo foram menores que as descritas por Krause; Mahan (1985).



Tabela 1. Contetdo de flGor em alimentos nao cozidos (média + DP).
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Grupo de N Média + DP (ppm) [F] (ppm)
alimentos minimo maximo
Vegetais® 7 0,025+0,017 0,004 0,047
Frutas® 7 0,012+0,007 0,002 0,020
Leite 1 0,015+0,002 0,013 0,016
Gorduras e 6leo® 2 0,340+0,400 0,002 0,710

# Inclui cenoura, pepino, chuchu, abobrinha, alface, alho, cebola,
® Inclui lim4o, tomate, laranja, mamao, péra, macd, banana
¢ Inclui manteiga e 6leo
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Tabela 2. Contelido de fllor em alimentos preparados ou cozidos com agua e bebidas

reconstituidas (média = DP).

Alimentos/bebidas Média £ DP (ppm) [F] (ppm)
minimo maximo
Carne vermelha 0,030+0,004 0,027 0,032
Peito de frango 0,096+0,007 0,090 0,102
Ovo 0,010+0 0,010 0,010
Arroz e feijao 0,103+0,004 0,100 0,105
Carne com legumes? 0,070+0,004 0,067 0,073
Carne ao molho de 0,061+0,003 0,059 0,063
cebola
Bife com batata frita 0,065+0,005 0,061 0,068
Legumes cozidos® 0,14240 0,142 0,142
Panqueca 0,074+0,002 0,072 0,075

Misto quente 0,077+0,001 0,076 0,078




Doces® 0,069 +0,015 0,054

Suco® 0,055+0,003 0,052

0,089

0,059

 Inclui cenoura, batata, pimentao, cebola

® Inclui cenoura, batata, beterraba

¢ Inclui doce de leite, bananada, pé de moleque
4 Inclui suco MID (maga, carambola)
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Tabela 3. Descrigcdo do cardéapio elaborado pela nutricionista (medidas padrédo para individuo
do sexo feminino, idade, peso e altura médios de 26 anos, 64 Kg € 1,70 m, respectivamente,

sem relato sobre pratica de atividade fisica).

Refeicéo Alimento Medida Caseira Substituicdo
Café da manha Leite desnatado 1 copo (req.) -
Café 1 xic. caf. -
Requeijao Light 2 col. cha Margarina,(2 c.chd)
Biscoito Cream Craker 6 unidades Pao francés(1 unid)
Aclcar
2 col. cha Adocante, livre
Colagao Banana nanica 1 unidade Laranja péra, péra, maga,
papaya (1 unidade)
Almoco Arroz 6 col. sopa Macarrao ao sugo (1
prato raso)
Feijao 4 col. sopa -
Bife grelhado 1 unidade Peito de frango (1
unidade)
Milho refogado 4 col. sopa -
Tomate Cenoura, batata, chuchu,
abobrinha, ricula
Alho 1 col. ch& -
Cebola 2 col. cha -
Oleo de girassol 1 col. sopa -
Sal 29 -
Azeite 1 col. ch& limao
Vinagre 1 col. sobremesa
Lanche da tarde Laranja péra 1 unidade Banana, péra,maca,
papaya (1 unidade)
Jantar Arroz 5 col. sopa Macarrédo ao sugo (1
prato raso)
Feijao 3 col. sopa -
Filé de frando grelhado 1 unidade Bife grelhado (1 unidade)
Abobrinha refogada Milho refogado (3 col.
Cenoura 2 unidades sopa)
Batata, chuchu,
Alho 1 unidade abobrinha, racula
Cebola -
Oleo de girassol 1 col. cha -
Sal 2 col. cha -
Azeite 1 col. sopa -
Vinagre 29 -
1 col. ch& limao
1 col. sobremesa
Ceia Pzo de forma 2 fatias Pao francés (1 unidade),
Bolacha Cream cracker
cookie (6 unidades)
Requeijao light
Margarina 2 col. cha




Tabela 4. Descricdo do cardapio adaptado pelas pesquisadoras.
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Refeicao

Alimento

Medida Caseira

Substituicdo

Café da manha

Leite desnatado
Café
Misto quente

1 copo (req.)
1 xic. caf.
2 unidades

Vitamina (1 copo)
Pdo com manteiga (2
fatias)

Almoco

Jantar

Arroz

Feijao

Carne com legumes
cozidos

Salada de alface

Suco de limao

6-8 col. sopa
2 conchas
1 unidade

Livre

1 copo

Bife com batata frita
(1 unidade),
panqueca de carne
(2 unidades), carne
com batata e molho
de tomate (1
unidade)

tomate, beterraba,
cenoura,pepino
Suco MID (apenas no
jantar)

Lanche da tarde

Leite desnatado
Café
Misto quente

1 copo (req.)
1 xic. caf.
2 unidades

Nescau (1 c. sopa)
Bolo (1 fatia)
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