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Resumo: O objetivo deste estudo foi buscar uma melhor compreenséo da acéo do fltor no
organismo, verificando a ocorréncia de danos ao DNA em individuos com e sem a fluorose
dentaria. Para avaliar o dano ao DNA foi utilizando o teste de micronlcleos em linfdcitos
humanos. No grupo com fluorose dentéria, confirmado pelo aumento da concentragéo de fltor
na urina, observou-se aumento da frequéncia de micronicleos. Os resultados encontrados
demonstram que a fluorose esta relacionada com instabilidade genémica e, portanto, pode
afetar a salde destes individuos.

Palavras-chave: Exposi¢do ao fltor, Danos ao DNA, Fluorose dentaria, Micronucleos.

Abstract: The aim of this study was to seek a better understanding of the action of fluoride
in the body, verifying the occurrence of DNA damage in individuals with and without dental
fluorosis. To assess DNA damage, the micronucleus test in human lymphocytes was used. In
the group with dental fluorosis, confirmed by an increase in the concentration of fluoride in the
urine, an increase in the frequency of micronuclei was observed. The results found demonstrate
that fluorosis is related to genomic instability and, therefore, can affect the health of these
individuals.
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Introducéo

O fluor é o elemento quimico de nimero atdbmico 9, representado na tabela
periddica pela letra F, é o 13° elemento mais abundante na terra constituindo
aproximadamente 0,3 g/kg da crosta terrestre (RAKSHIT, 2004; GHOSH et al., 2013).
O flbor pertence ao grupo dos halogénios com 7 elétrons em sua camada de valéncia,
elevada reatividade e uma forte tendéncia a formar compostos (NCBla; NCBIb;
MEIA et al., 2016). Além disso, possui uma facilidade de combinar-se com metais
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(ligacdo idnica) ou nao-metais (ligacdo covalente) formando os ions de fluor, os
fluoretos (MCGRADY; ELLWOOD; PRETTY, 2010). Os fluoretos tém ampla
distribuicdo no ambiente (WHITFORD et al., 2008) sendo encontrado em rochas,
solo, &gua, ar, plantas e animais. Sao liberados no ambiente por fontes naturais como
atividades vulcénicas, rochas graniticas, fluidos geotermais e no solo. Atividades
antropogénicas como queima de carvdo, produgdo de fertilizantes de fosfato e
processos industriais como a producdo de 6leos, aluminio e aco também contribuem
para a distribuicdo de fluoretos no ambiente, principalmente por se depositarem nas
aguas subterraneas (EDMUNDS; SMEDLEY, 1996; WHO, 2011). Fluoretos estéo
presentes em elevadas concentracdes nos aquiferos brasileiros, sendo considerado de
origem natural, pois sua presenca resulta de dissolucBes e alteragBes minerais
(TERRA et al. 2016).

A exposicdo humana aos fluoretos da-se principalmente através da agua de
beber, além de ser encontrado em todos o0s tipos de alimentos, em concentragdes mais
elevadas em 0ssos de peixes enlatados, além de diversos tipos de chés. O fluoreto de
sodio (NaF) e o &cido fluorsilicico (H.SiFs) sdo os derivados inorganicos mais comuns
utilizados na prevencgdo da carie e na fluoretagdo da 4gua (MCGRADY et al., 2010).
O Brasil faz uso de padrfes internacionais para dispor sobre procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano estabelecendo um
valor maximo permitido de 1,5 mg/L de fluoretos nas aguas de abastecimento,
descrito na Portaria n® 2914 (BRASIL, 2011), entretanto, sem considerar os limites de
variacBes entre as regides. No RS, a Secretaria Estadual da Saude, por meio da
Portaria N° 10/1999 (BRASIL, 2018), definiu em 0,8 mg/L a concentracdo ideal de
fldor na agua destinada ao consumo humano, devido a sua acdo na inibicdo da cérie
dental, e teores de 0,6 e 0,9 mg/L como limite minimo e maximo, respectivamente.
Sendo assim, a presenca de fluoretos na agua de beber deve ser monitorada por 6rgaos
reguladores, uma vez gue, sua ingestdo excessiva pode acarretar um grave problema
de saude publica, a fluorose. Entretanto medidas corretivas que devem ser tomadas
para restaurar a qualidade da dgua raramente acontece.

Em humanos, a absor¢do de fluoretos ap6s a ingestdo, ocorre por meio do
trato digestivo (75-90%) e do intestino delgado. A acidez do estbmago pode aumentar
essa absorcdo, convertendo até 40% do fldor ingerido em acido fluoridrico e
posteriormente distribuido pela corrente sanguinea (EFSA, 2005; WHO, 2006). A
porcentagem de fluoreto excretada na urina e nas fezes pode estar de acordo com o
metabolismo, faixa etéria, estilo de vida e fatores genéticos de cada individuo (EFSA,
2005; GHOSH et al., 2013; BUZALAF; LEITE; BUZALAF, 2015). Embora os niveis
plasméaticos de fldor sejam modulados por varios fatores fisioldgicos,
independentemente da ingestdo de fltor, eles constituem um biomarcador significativo
de exposicdes passadas e presentes (OHMI et al., 2005).

A fluorose normalmente ocorre em tecidos duros (fluorose 6ssea e fluorose
dentéria) (BARBIER; ARREOLA-MENDOZA; DEL RAZO, 2010; HARRISON,
2005). Nos ossos a fluorose pode causar deformidades e fraturas, podendo acometer
recém nascidos, pois os fluoretos sdo capazes de atravessar a barreira
hematoplacentaria (NHS, 2000). Nos dentes a fluorose se caracteriza por causar
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manchas desde brancas e opacas nos casos mais brandos, até acastanhadas nos casos
mais severos (WHO, 2006). Fatores como baixo peso corporal, taxa de crescimento
esquelético e periodos de remodelamento dsseo, além de fatores ambientais e
socioeconémicos podem interferir na gravidade da doenca.

Embora a fluorose dentéria seja bem descrita pela literatura (PIRES, 2001), e
afete milhares de pessoas pelo mundo, pouco se sabe sobre 0s mecanismos e as
alteracdes sistémicas que causam esta patologia (PERUMAL et al., 2013). O objetivo
deste estudo foi buscar uma melhor compreensdo acerca da acdo do fldor no
organismo, verificando a ocorréncia de danos ao DNA em individuos com e sem a
fluorose dentaria, oriundos de cidades no Estado do Rio Grande do Sul — Brasil que
possuem valores de fluoreto acima do padréo permitido para consumo humano.

Materiais e Método

Estudo da populagio e Aspectos Eticos

Para este estudo a amostra foi composta por individuos de 12 a 60 anos de
idade de ambos os sexos, ndo fumantes, sem historico de doencgas crénicas (cancer,
diabetes, doenca do coracgdo, renal e cirrose) sem uso de medicamentos e ndo expostos
a agentes genotdxicos no ambiente de trabalho. Todos os participantes da pesquisa
foram orientados e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
e 0s participante com idade entre 12 a 18 anos assinaram o termo de assentimento
livre e esclarecido (TALE), e seu responsavel legal o TCLE. Ap6s assinarem 0s
termos, todos os participantes responderam ao questionario sobre varidveis de idade,
sexo, dieta, uso de medicamentos, histérico médico e informagdes sobre tabagismo. E
ainda, foi aplicado um questionario da Comissao para Protecdo Contra Mutagénicos e
Carcinogénicos ambientais (CARRANO; NATARAJAN, 1988). O estudo é do tipo
caso-controle e foi conduzido de acordo com as recomendacdes propostas por Olson
et al. (2002). O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em
seres Humanos da Universidade Luterana do Brasil - ULBRA em 30 de novembro de
2018 sob 0 nimero 85230118.9.00005349.

Critérios de diagnéstico da fluorose dentéaria

Para o diagndstico da fluorose dentéria, os participantes foram avaliados pelo
indice de Thylstrup-Fejerskov (TF), desenvolvido considerando as alteragdes
histol6gicas produzidas pelos diferentes graus de fluorose dentaria, quanto maior o
grau, maior a gravidade da doenca. Este indice é composto por 10 categorias, com
escala de 0 a 9. TFO indicou auséncia de fluorose, denominado como grupo néo
fluorose, TF1-TF4 manchas na superficie do esmalte, que aumentaram conforme o
nivel, TF5 com as superficies do esmalte lisas e oclusais e com piora no grau TF6, e
TF7, TF8 e TF9 com 25%, 50% e 100% de destruicdo do esmalte, respectivamente
(THYLSTRUP; FEJERSKOV, 1978). Previamente ao inicio da pesquisa, dois
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dentistas foram treinados por meio de exercicios de calibracdo e padroniza¢do com o
auxilio de fotografias para minimizar a variacdo subjetiva dos diferentes indices
utilizados neste estudo, com calibracéo inter e intraexaminador (> 0,89 Kappa). Para a
iluminacdo foi utilizada luz natural indireta e, quando necessario, utilizado algodao
seco para remocdo de debris, com as devidas medidas de higiene e seguranca e
utilizando material previamente esterilizado. Todos o0s dentes permanentes presentes
na boca dos individuos foram examinados para fluorose dentéria e o indice de fluorose
final foi baseado no dente mais afetado. Individuos com diagndstico de grau TFO ou
TF1 foram classificados como grupo sem fluorose dentéria, grupo controle, enquanto
aqueles com diagnostico de grau TF2-TF9 foram classificados como grupo com
fluorose dentaria. A andlise dos participantes do estudo foi feita por avaliador
preparado e treinado na Clinica-Escola do Curso de Odontologia da ULBRA
Canoas/RS. Foram coletados 30 individuos sem fluorose dentéaria e 13 individuos com
fluorose dentaria.

Medic&o das concentragdes de flor na urina

Amostras de urina foram medidas no maximo 24 horas ap6s a coleta, em
triplicata. O teor de ions fluoreto nas amostras foi determinado diretamente usando um
eletrodo ion seletivo (modelo DMI-FL, Digimed). Para verificar a quantidade de fltor
estimada na urina, foi utilizado a razdo da média de flGor, pela dosagem por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) da creatinina. O resultado foi
expresso em mg F/g creatinina (ZOHOURI et al. 2006).

Teste de micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN-Cyt)

Para cada participante foi coletado um total de 5 mL de sangue venoso com
anticoagulante (heparina), por puncdo intravenosa realizada por profissional
habilitado, utilizando material estéril e descartavel. Aproximadamente 5 mL de
amostras de urina foram obtidas de cada individuo. Todas as amostras foram
codificadas e armazenadas a 4 °C até o processamento no laboratério de Genética
Toxicoldgica da Ulbra/Canoas.

A partir das amostras de sangue foi realizado o teste de microndcleos com
blogueio de citocinese proposto por Fenech (2007). Culturas de linfocitos foram
estabelecidas com 0,5 mL de sangue total de cada individuo coletado. Em cada uma
das culturas foram adicionados 4,5 mL de meio RPMI 1640 com 2 mM L-glutamina
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 100 uL/mL de antibidticos
(penicilina e estreptomicina, Gibco) e 2% de fitohemaglutinina para estimular o
crescimento dos linfocitos, e mantidos em uma incubadora com atmosfera de 5% de
CO; a 37 °C. Citocalasina B (Sigma, 6 pg/mL) foi adicionada as 44 h de incubacéo, e
posteriormente os linfocitos foram colhidos por centrifugacdo. Foram preparadas duas
laminas por individuo e coradas com panético (Instant-Prov). Para a andlise, 1.000
celulas binucleadas foram pontuadas quanto a presencga de micronucleos (MN), pontes
nucleoplasmaticas (NPB) e brotos nucleares (NBUD) em microscopio de luz
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(aumento de 1000 x). Para a frequéncia de células necréticas (NECR) e apoptoéticas
(APOP), 500 células foram pontuadas aleatoriamente (FENECH, 2007).

Analise estatistica

Primeiro, um teste de normalidade foi realizado usando o teste de
Kolmogorov - Smirnov. A analise das diferengas nos biomarcadores foi realizada com
o teste U de Mann-Whitney e teste t, para comparar diferencas entre cada grupo. As
analises foram realizadas usando o pacote estatistico GraphPad Prism Programa 5.0, e
valores de P<0.05 foram considerados significativos. Os dados foram transformados
em log antes de realizar as analises.

Resultados e Discussao

A fluorose é uma anomalia do desenvolvimento, no entanto, seus efeitos
adversos sdo conhecidos quando a ingestdo prolongada de fllor atinge niveis de
toxicidade crbnica ou aguda, quando a fluorose dentéria e Gssea se desenvolvem. A
fluorose dentéria pode ocorrer durante o periodo de formagdo do dente e maturagédo do
esmalte, caracterizado pelo aumento da porosidade do esmalte, tornando-o0 opaco
(WEI; PANG; SUN, 2019), afetando principalmente criangas durante o periodo de
desenvolvimento dentario (WHO, 2006). Estudos revelam que o consumo de flUor
tem potencial para interferir por meio de mecanismos moleculares e genéticos em
diferentes Orgdos e tecidos do corpo, modulando vias de sinalizacdo e apoptose
(SALGADO-BUSTAMANTE et al., 2010, PERUMAL et al., 2013, WEI; PANG;
SUN, 2019).

As principais caracteristicas da populagcdo deste estudo sdo mostradas na
Tabela 1. Os individuos selecionados para o estudo sdo oriundos da cidade de Santa
Cruz (RS). Foram avaliados 43 individuos, onde o grupo sem fluorose dentaria
consistiu em 30 individuos com a média de idade de 22,9 + 7,6 anos (variacdo, 15-50
anos) e o grupo com fluorose dentaria, em 13 individuos com a média de idade de
28,5 + 4,7 anos (19-38 anos). Em relacéo ao género, ambos os sexos foram avaliados,
tanto sem como com fluorose dentaria. Rigo et al. (2010) ndo verificou associacdo de
fluorose com as variaveis sexo e etnia. Além disso, 100% do grupo sem fluorose e
46% do grupo com fluorose consomem alcool regularmente, e ambos os grupos de
estudo praticam exercicios fisicos regularmente (54,54% e 38,46%, respectivamente).
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Tabela 1. Principais caracteristicas da populacdo amostrada, sem fluorose e com fluorose

dentaria.
Caracteristicas da populacao Sem fluorose Fluorose
Numero de individuos 30 13
Idade (média + DP?) 229+76 285+47
Género
- Masculino 30% 15%
- Feminino 70% 85%
Consumo de alcool
- Sim 100% 46%
- Ndo - 54%
Exercicio fisico
- Sim 55% 38%
- Ndo 45% 62%

Legenda: °DP, desvio padréo

As concentragdes de flior medidas na urina dos individuos deste estudo
podem ser observadas na Figura 1. Os niveis médios de fldor urinéario foram 0,53 +
0,34 mg/g creatinina e 0,94 + 0,74 mg/g creatinina, no grupo sem fluorose e no grupo
com fluorose, respectivamente. Nesta analise, podemos verificar que os individuos
gue possuem o diagnoéstico de fluorose também possuem uma quantidade
significativamente aumentada em relacdo ao grupo sem o diagnostico da doenca
(Teste t ndo pareado P <0,05).
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Figura 1. Concentracdo de fldor na urina, grupo sem fluorose e grupo com fluorose.
*Aumento significativo em relagdo ao grupo sem fluorose P <0,05; teste t ndo pareado. Dados
foram transformados em Y = Log (Y).
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Na Figura 2 pode-se observar uma representacdo de dentes com alteracéo no
esmalte dentério representando as diferentes formas da fluorose dentéria. Os casos
leves de fluorose representam aparéncia esbranquicada e opaca do esmalte. Nos
moderados observa-se coloragdo amarela a marrom-clara nas areas danificadas do
esmalte, e nos casos graves o0 esmalte € poroso, pouco mineralizado e manchado de
marrom (DEBESTEN; LI, 2011).
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Figura 2. Representacdo de dentes com variagGes no aspecto do esmalte. a-leve com ligeira
acentuacdo dos perikymata. b- moderado, apresentando uma aparéncia opaca branca. c-
moderado, esmalte branco opaco com alguma descoloracéo e corroséo. d-grave.

Fonte: DeBesten; Li (2011).

Este aumento encontrado no grupo com fluorose, demonstra que os individuos
com esta caracteristica estdo diariamente expostos a maiores concentracdes de fluor
do que os individuos do grupo sem fluorose. Estas exposi¢des podem ser oriundas do
uso excessivo de produtos de dentrificios com fltor, consumo de alimentos, bebidas e
chés que contém fldor e principalmente as fontes de 4gua de consumo desta populagéo
(LOBO; COSTA, 1998; LOBO; COSTA,; KIRST, 2000).

A ocorréncia de fluorose dentaria, associada ao consumo de agua subterranea
com concentragdo excessiva de fluor, j& foi comprovada em diferentes paises, e no
Brasil essa realidade ndo é diferente (LOBO; COSTA, 1998; LOBO; COSTA,;
KIRST, 2000). Os principais aquiferos brasileiros tém apresentado elevadas
concentracBes de flior nas &guas subterraneas, detectados através de pogos de
abastecimento publico e de uso privado (NANNI et al., 2008; HYPOLITO; EZAK;
PEREZ-AGUILAR, 2010; MARIMON et al., 2013; GOFFERMANN; VIERO;
SILVA, 2015; EZAKI et al., 2016). Por exemplo, nos Vales do Rio Pardo e Rio
Taquari (RS), estudos desenvolvidos em 500 pocos tubulares profundos identificaram
dezenas de sistemas de abastecimento utilizando dgua com concentracdo excessiva de
flior (LOBO; COSTA, 1998; LOBO; COSTA; KIRST, 2000), fato que contribui para
elevada incidéncia da fluorose dentaria em criangas devido ao consumo prolongado de
agua com excesso de flaor (WHO, 2006). SegundoTerra et al. (2016), ao analisarem a
qualidade da agua subterranea em uma regido do RS, observaram quantidades de fltor
que ultrapassaram o limite estabelecido pela legislagdo com valores de até 4,7 mg/L
nas amostras coletadas em &gua de pocos artesianos para consumo humano.

Além das aguas subterraneas contaminadas pelo excesso de fldor, a agua
utilizada para consumo humano, distribuida pelas empresas de abastecimento também
precisam ser controladas rotineiramente. De acordo com Kritzmann et al. (2020), os
valores de fllor foram superiores a 1,4 mg/L em amostras de &gua coletadas em um
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hospital e uma escola do RS. Sempre que valor de fluoretos na dgua destinada ao
consumo humano excede o maximo de limite estabelecido, medidas corretivas devem
ser aplicadas para restaurar a qualidade da 4gua.Mas isso geralmente ndo é realizado.

NaTabela 2 é possivel visualizar o0s valores dos biomarcadores do ensaio
CBMN-Cyt para os dois grupos. Neste estudo, pode-se comprovar que 0 grupo com o
diagnostico de fluorose possui um aumento significativo na frequéncia de
micronucleos em linfocitos isolados (4,61 + 3,97) comparado ao grupo sem fluorose
(2,20 + 2,63). No entanto, ndo foi possivel observar aumento significativo nas demais
anormalidades nucleares (teste U de Mann-Whitney, P <0,001).

Tabela 2. Biomarcadores do teste de microntcleos com bloqueio de citocinese (CBMN-Cyt)
em individuos sem fluorose e com fluorose.

BIOMARCADORES Sem Fluorose P
fluorose (n=13)
(n=30)
Danos ao DNA
MN 2,20 + 2,63 461+397 0,0003*
NPB 1,03+0,85 0,77+1,01 0,6436
NBUD 5,33 +4,19 6,38 + 4,46 0,1805
Morte celular
APOP 1,10+ 1,06 0,46 + 0,78 0,6913
NECR 0,50 + 0,82 0,08 + 0,28 0,9334
Proliferacéo celular
NDI 1,73+0,16 1,77 +£0,18 0,5170

Legenda: MN, microntcleos; NPB, pontes nucleoplasmaticas;
NBUD, broto nuclear; APOP, células apoptéticas; NECR, células
necroticas; NDI, indice de divisdo nuclear. Os dados sdo expressos
como média + e desvio padrdo. * Diferenga significativa em relacéo
ao grupo sem fluorose; Teste U de Mann-Whitney P <0,001. Dados
foram transformados em Y = Log (Y).

O ensaio CBMN-Cyt é uma das técnicas mais utilizadas para avaliar danos
genéticos ndo repardveis em humanos, e a formagdo de micronucleos, demonstrando
instabilidade cromossémica (FENECH; e BONASSI, 2011). MNs s&o o resultado da
ruptura cromossémica causada por danos ao DNA, perda de cromossomos segregacao
devido a erros mitéticos, estresse oxidativo e mudancas no ciclo celular, podendo
levar a mutagdes cromossdmicas e aberracdes (FENECH, 2007). Estudos tém
mostrado que o fluor pode modular a atividade da maioria dos estagios de reparo por
excisdo de bases (BER) (SHIVARAJASHANKARA; SHIVASHANKARA;
GOPALAKRISHNA, 2001, NGOC et al, 2012, SUZUKI; BANDOSKI;
BARTLETT, 2015, ZHOU et al., 2015).
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O uso desses biomarcadores estd associado com instabilidade genémica e o
risco preditivo de varias doencgas crbnicas causadas pela exposi¢do a contaminantes
ambientais (COLLINS; DUTHIE; DOBSON, 1993; SHARMA; BHONDE, 2015). Os
mesmos resultados encontrados neste estudo, também foram observados por Wu e Wu
(1995), em habitantes da Mongolia que bebem &gua com teor elevado de fluoreto,
indicando que a presenca de fllor na &4gua de beber pode estar causando um efeito
mutagénico em linfdcitos do sangue periférico. Além disto, Garcia et al. (2020)
utilizando células-tronco mesenquimais, em concentragdes similares a encontradas no
plasma humano, verificaram que a exposic¢do ao acido fluorsilicico (fluoreto usado na
agua potavel nas cidades do RS), tem o potencial de causar efeito genotdxico
(aumento de MNS), relagdo do fldor com o dano oxidativo do DNA em purinas e
estresse oxidativo em lipideos. Além de promover o aumento do teor de célcio em
concentracdes consideradas seguras para consumo, 0 que pode estar relacionado a
fluorose e ao cancer ésseo relatados na literatura (KHARB; SANDHU; KUNDU,
2012; RAMESH et al., 2001).

Conclusao

Neste estudo, foi observado nos individuos diagnosticados com fluorose
dentéaria um aumento na concentracdo de fllor na urina e aumento da frequéncia de
microndcleos pelo teste de microndcleos com bloqueio da citocinese em linfdcitos. Os
dados obtidos sugerem que ha efeitos mutagénicos em individuos acometidos por
fluorose dentaria, em comparagdo com o grupo controle (sem fluorose).

Os resultados demonstram a necessidade de continuar 0 monitoramento das
populagdes que possuem incidéncia da fluorose dentaria para melhor compreender o
potencial de dano mutagénico e seus mecanismos. E além disso, de que forma a
instabilidade genémica poderia estar afetando a satde destes individuos.
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