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RESUMO

Avaliaram-se os efeitos do flior, presente em fosfatos brutos de rocha, sobre o dente e osso
alveolar de ratos (Rotus ratus), alimentados com uma dieta basica acrescida dos fosfatos de
Araxd, Patos de Minas e Tapira, em dois niveis de fosforo disponivel (0,15 e 0,25%). Os
animais controle receberam a mesma dieta basica, mas sem qualquer suplementacéio de
fésforo. Independente da fonte testada, todos os animais apresentaram lesses tipicas da
fluorose dentéria e comprometimento do osso alveolar.
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SUMMARY

The effects of fluoride toxicity due to Brazilian roch phosphates intake in rats (Rotus ratus)
were evaluated by the microscopic examination of tooth and alveolar bone. The rats
_received a basic diet added Araxd, Patos de Minas and Tapira rock phosphate at two levels
of disponible phospherus (0.15 and 0.25%). The control rats were fed the same basic diet
non-supplemented with any phosphate source. Regardless the rock phosphate sources, all

the animals showed dental and hone fluorosis. The control rats did not show any lesions.

KEYWORDS: Fluor, fluorosis, rock phesphate, tooth and alveolar bone, rat.
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INTRODUCAO

A bovinocultura de corte em cardter extensivo e semi-extensivo constitui
atividade econdmica e social de relevante importincia em todo o territério
nacional. No entanto, os solos e as gramineas tropicais apresentam, em
geral, niveis de fosforo (P) abaixo dos ideais e, em condigdes de pastejo,
torna-se indispensdvel o fornecimento do elemento na forma de
suplementacao mineral.

A adicao de fosforo, por fontes convencionais, representa cerca de 60 a
75% do custo total da mistura mineral. Além disso, os gastos com a
mineralizacao do rebanho constituem o segundo maior item de custo em
uma propriedade de criagdo de bovinos de corte (Rosa & Cardoso, 1987).
Os fosfatos brutos de rocha apresentaram-se, assim, como uma alternati-
va de suplementacao de P, para bovinos, dado o seu custo inferior aocs das
fontes convencionais. Sua aparente abundancia no territdrio nacional, fez
com que se vislumbrasse a perspectiva de seu uso corrente. H4, todavia,
duas restrigoes principais ao seu uso: a baixa disponibilidade do fésforo e
os proporcionalmente elevados teores de fluor (Viana, 1986).

Apesar de polémico, o uso desta fonte de fésforo para animais produtivos
vem. sendo difundido no Brasil, calecado em experimentos que levam em
conta apenas parametros de avaliacéo econdmica. Poucos sao os trabalhos
que procuram estabelecer o impacto sobre a satide animal.

Além disso, as avaliagoes apenas clinicas da fluorose e com base nos
critérios da National Academy of Sciences-NAS (Effects..., 1974) sdo
consideradas falhas, por levar em conta apenas as alteracoes
macroscopicas do esmalte. Outras estruturas dentdrias (dentina e
cemento) e o osso apresentam alteracoes tipicas (Krook et al, 1983), quase
sempre nao demonstraveis clinicamente.

A maioria dos trabathos, visando estudar a toxicidade do flior para
animais, envolve a adigao de fluoretos a dieta, sendo poucos aqueles que
utilizam os fosfatos de rocha (Ammerman et al, 1964).

O presente trabalho teve por objetivo verificar, histologicamente, os
efeitos do fornecimento continuo de fosfatos brutos de rocha sobre o dente
e osso de ratos (Rafus rafus).
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MATERIAL E METODOS

O material utilizado originou-se de animais estudados por Couto (1987),
segundo descri¢do sumariada a seguir.

Cento e doze ratos albinos, desmamados, de ambos os sexos e da linhagem
-Holfzimann foram distribuidos em sete tratamentos, com duas repeticoes
de quatro machos e uma de quatro fémeas cada uma, por tratamento. Os
animais foram alojados em gaiolas metdlicas, separados por sexo, e
alimentados com uma dieta basica, contendo 20% de proteina bruta, 3.015
keal de energia metabolizavel /kg, 0,4% Ca e 0,5% P, acrescida de fosfato
de Araxa (FA), fosfato de Patos de Minas (FP) ou fosfato de Tapira (FD),
em quantidade suficiente para fornecer 0,15 ou 0,25% de P disponivel
suplementar. No grupo controle, a tunica fonte de fosforo foi aquela
" fornecida pela dieta basica.

A caracterizacio dos tratamentos, bem como a estimativa dos teores de
flvior fornecidos, constam da Tab.l. A Tab. 2 mostra a estimativa dos
teores de Ca, P e F ingeridos, bem como os valores da ingestao de P
disponivel, nos fosfatos testados.

Tabela 1 - Caracterizagdo dos {ratamentos
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Tabela 2 - Consumos médios diarios da dieta, fésforo total, fosforo disponi-
vel, caleio e fldor, por tratamento.

P
Tratamento Dieta Ptotal disponivel Ca F
g/dia  g/dia g/dia gfdia mg/dia

CF 11,50 0,046  0,0379 0,0736 0

CM 17,76 G,0708 90,0584 06,1133 0

AlF 13,49  0,0643 0,0522 0,0051 5,248%
AIM 16,05 8,077 08,0626 0,1138 56,9348
A2F 12,51 90,0726 0,0487 0,1264 8,1690
AIME 18,25 0,105 06,0712 0,1843 119172
P1F 13,55 0,065 0,528 0,1029 4,8915
PIM 16,50 0,0792 0,0644 0,1254 5,9565
P2F 11,93  0,0692 0,0465 0,124 71,1699
P2M 17,38  0,1009 0,0678 0,1807 10,4453
TI1F - 13,15 90,0631 0,0513 0,1118 3,2086
TiIM 13,93  0,0668 0,0543 0,1184 3,3589
T2F 13,27 0,076% 0,0158 0,1712 5,4008
M 16,63  0,0965 0,0649 0,2145 06,7684

Fonte: Couto (1987)
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Aofinal de 16 semanas, os animais foram sacrificados, sendo ametade dos
animais destinada ao presente estudo. A Tab. 3 mostra os escores médios
da avaliagao clinica da fluorose, aquela época.

Tabela 3 - Concentracao de fluor das dietas e média dos escores da
fluorese dentaria, as 16 semanas de experimento, por fontes e niveis de
suplementacao de fosforo disponivel

Nivel de F Escore
Fontes suplementacao clinico
(% P disponivel) (ppm)

Araxa : 0,15 392 4,52
0,25 653 4,50
Patos 0,15 361 4,43
0,25 601 4,72
Tapira 0,15 244 3,06
0,25 407 3,64

Fonte: Couto (1987)

O presente trabalho envolveu, entio, 56 ratos: quatro fémeas e quatro
machos de cada tratamento. Destes, foram colhidos os ossos do erdnioe da
face, incluindo-se os dentes, em um s6 bloco, que foi fixado em formalina a
10%, neutra e tamponada, por um periodo de sete dias e, entao,
descalcificado em. dcido formico a 109%, tamponado com citrato de sodio
para pH 4,5, sob vacuo moderado. Apés total descalcificacao, determinada
radiograficamente, foram obtidos fragmentos de 0,5 cm de espessura da
maxila e da mandibula (plano transversal ac nivel dos dentes incisivos
centrais e molares M1, M2 e M3). Os fragmentos obtidos foram processa-
dos pela técnica rotineira de inclusfo em parafina, seccionados a b
micrometros, corados pela hematoxilina-eosina (Luna, 1968) e examina-
dos ao microsedpio éptico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao exame microscépico do dente e do osso alveolar, foram observadas
lesoes de fluorose em todos os animais suplementados com os fosfatos
brutos de rocha, corroborando os achados clinicos de descoloracao e
mosqueamento do esmalte, a partir da 3* semana, nos fosfatos de Araxde
Patos de Minas e, da 4* semana, no fosfato de Tapira, e de flucrose
progressiva severa (desgaste dentario excessivo e alongamento dos incisi-
vos), a partir da 6* semana, apenas no fosfato de Araxa (Couto, 1987).

Na zona odontogénica da polpa dentaria, que normalmente é composta
por células colunares altas (Avery, 1978), havia picnose dos odontoblastos
e vacuolizagao de seu citoplasma (Fig. 1A). A camada de pré-dentina era
hipomineralizada e irregular, alternando areas espessas e delgadas, pro-
vavelmente como reflexo da acao toxica do fldor sobre os odontoblastos,
impedindc-os de secretar matriz normal e francamente mineralizavel
(Jubb et al, 1985). Achados também constantes foram o de dentina
globular (Fig. 1B) e proliferacao de tecido conjuntivo fibroso denso na
polpa dentaria, considerados tipicos da fluorose e descritas também em
vacas que ingeriram compostos de rochas fosfaticas com altos teores de
flior (Maylin et al, 1987).

No cemento, havia hipercementose e retardamento da cementélise
cementocitica. A hipercementose, caracterizada por espessamento exage-
rado e irregular do cemento, foi observada em todos os animais, & excecao
daquelas fémeas recebendo fosfato de Tapira no nivel de 0,25% de P
disponivel. Na maioria dos animais, era focal e mais acentuada no apice
da raiz (Fig. 2A), mas distribuia-se ao longo de toda a jungao cemento-
dentina, em machos recebendo fosfate de Araxa no nivel de 0,25% de P
disponivel. Diferencialmente, nos animais controle, o cemento mostrava
cementdlise acelerada e grandes escavagoes (Fig. 2B). O retardamento da
cementdlise cementocitica, a causa mais provavel da hipercementose,
demonstrava-se por cementocitos inativos, pouco volumosos, alojados em
lacunas estreitas e sem basofilia do anel lacunar. Krook (1988) afirma que
o fluor é toxico tanto para o cementdeito quanto para o cementoblasto,
mas preferencialmente para o cementocito ativo (reabsorsivo). A lesao
toxica do ecementoblasto nao fol um achado comum, indicando ser a
hipercementose realmente o resultado do desequilibrio entre a aposicio e
a reabsorcao, pelo retardamento desta dltirna.
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Das fontes testadas, o fosfato de Tapira era a que fornecia menor teor de
fldor (Tab. 1), ¢ que poderia explicar a auséncia de hipercementose nas
femeas recebendo aquela fonte, principalmente se se considerar que
fémeas em crescimento normalmente tém menor velocidade de metabolis-
mo dos tecidos mineralizados. Por outro lado, o fosfato de Araxa forneceu
os maiores teores de F, dai a acentuada hipercementose nos animais deste
grupo, em especial nos machos.

De forma andloga, o osso alveolar mostrou retardamento da ostedlise
osteocitica. Havia inatividade dos ostedeitos, bem como sinais evidentes
de sua degeneracdo. Eram intumeras as linhas de cimentacgao finas e
regulares que, nos animais dos tratamentos A1IM, A1F, A2F, TIM E T2F
(Tab. 1), conferiam ao osso um aspecto de mosaico. Este mesmo aspecto do
osso alveolar é descrito na intoxicacdo de bovinos pelo flaor (Obel & Ernie,
1971; Krook et al, 1983). Entretanto, a lesao mais notavel do osso alveolar
foi a osteonecrose, também descrita em outras espécies (Krook et al, 1983,
Riet-Corréa et al, 1986). Extensas areas do osso mostravam lacunas
osteociticas vazias (sinal inequivoco da necrose dssea), tumefacaoc (Fig.3)e
desintegracao da matriz, principalmente nas cristas interdentaria e
interradicular. Assim, nas cristas alveolares predominava a osteonecrose
e, na porgao cortical, o retardamento da ostedlise osteocitica e o aspecto de
mosaico. Se se considerar a diversidade da velocidade do fluxo 6sseo, em
cada porgao do osso alveolar (Krook et al. 1970)— mais rapido na primeira,
pelo predominio de osso lamelar (esponjoso) e mais lento na segunda, pelo
predominio de osso ostednico (compacto) — e, ainda, a predilecao do fluor
por células mais ativas, torna-se facil entender o aspecto diferente da
lesso em cada uma delas. Assim, enquanto a porgao lamelar ja apresenta
uma resposta ao efeito necrosante do fluor, a ostednica ainda demonstra
apenas a acao inibidora do elemento sobre a reabsor¢ao dssea. Apesar da
_intensidade da necrose dssea, a atividade osteoclastica estava reduzida e
restrita as dreas com evidente desintegracao da matriz.

Foi possivel, ainda no ogso alveolar, sentir-se os efeitos, ja enfatizados por
Krook et al (1983) e Maylin et al, (1987), do fltior sobre os osteoblastos.
Havia reducao do niimero e da atividade destas células, com superficies
Gsseas, as vezes, desnudas ou recobertas por células fusiformes. Entre-
tanto, em algumas areas podiam ser vistas hiperplasia osteoblastica focal
e bandas de ostedide (matriz dssea nao mineralizada). Este estimulo
parcial a atividade osteoblastica pode ser creditado a perda ossea, pela
necrose (Jubb et al, 1985), levando a proliferacao de células pouco madu-
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ras e com pouca capacidade de sintetizar matriz normal e mineratizavel.
Alguns autores, entretanto, enfatizam o efeito estimulador do flior sobre
os osteoblastos prolongadamente expostos a doses préximas as considera-
das téxicas (Gruber & Baylink, 1991). Sua atuagao seria a de prolongar ou
incitar a agao mitogénica dos fatores de crescimento, levando a prolifera-
¢do e diferenciagao dos osteoblastos. Caso isso fosse verdadeiro, no pre-
sente caso, nao seria de se esperar que células diferenciadas produzissem
matriz anormal e pouco mineralizavel. Assim, a hiperplasia ostecblastica
observada seria realmente uma resposta fisiologica do osso & injuria
toxica, levando-o & necrose.

Considerando-se os escores médios da avaliagao clinica da fluorose, as 16
semanas (Tab.2), houve diferenca de intensidade na manifestacio da
intoxicagao - menor para o fostato de Tapira, embora o quadro histoldgico
nao a tenha confirmado. Como, pelos critérios da NAS (Effects..., 1974),
leva-se em consideracao apenas as lesdes do esmalte e, pela avaliacao
histoldgica, a dos outros tecidos mineralizados (dentina, cemento e osso), &
possivel haver esta disparidade. Enfretanto, ha de se levar em considera-
¢ao, quando da avaliagao clinica da fluorose, que o cemento e a dentina
acumulam muito mais fluor e em maior velocidade que o esmalte
(Shearer et al, 1980), provavelmente pela taxa metabdlica de cada um, ja
que Navita et al, (1990) encontraram variacoes da distribuicao do flior
também no osso: maior no osgo lamelar (maior fluxo) e menor, no
osteonico (menor fluxo).

(O encontro de lesoes da fluorese de magnitude semelhantes em todos os
animais examinados, independentemente da dose de fldor ingerida e da
fonte, demonstra que o exame histologico € mais sensivel em determinar a
toxicose. Comprova ainda que as trés fontes testadas provavelmente
possuem quantidades de flior disponivel capazes de induzir a fluorose
dentdria e dssea.

A disponibilidade do fluor é varidvel conforme a fonte e também com a
quantidade de calcio ingerida concomitantemente (Gruber & Baylink,
1991). Embora as fontes e o fornecimento de calcioc de cada uma delas
tenham sido diferentes, o0 comportamento dos tecidos mineralizados foi o
mesmo. Considerando-se as concentracoes de Ca e F nos fosfatos testados
(Fosfato de Araxa = 22,39%Ca e 1,6%F; Fosfato de Paios de Minas =
20,59%Ca e 1,71%F; Fosfato de Tapira = 34,03%Ca e 1,36%F), pode se
inferir que a resposta idéntica ao fluor tenha side influenciada pela
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Figura 2A. Cemento (c) e dentina {d), rato do tratamento A2F (fémea, fosfato de Tapira, 0,25%
P disponivel). Hipercementose. HE, 25x.

Figura 2B. Cemento (c), rato do tratamento CM {macho, controle). Escavacio do cemento. HE,
40x%.
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Figura 3 - Osso alveolar, rato do tra@amento T1M (macho, fosfato de Tapira, 0,15% P
disponivel). Necrose e tumetagdo da matriz ossea. HE,125x.

concentracio de céleio. Assim, no estudo de fontes de fostoro nAo processa-
das, talvez seja necessario a determinacao nao s6 do fésforo disponivel,
mas também do calcio. Da mesma forma, o estabelecimento dos limites de
fltior de uma dieta ou suplemento mineral deveria levar em consideragao
também a razao Ca:F e nao s6 a razao P:F.

No presente estudo, quantidades acima de 244 ppm (menor quantidade
de flior ingerida) foi toxica, mas nao letal, para ratos, embora a DL, oral
para a espécie tenha sido estabelecida em 80-114ppm (Gruber & Baylink,

1991).
CONCLUSOES
Os resultados obtidos indicam que a ingestao continuada de dietas

suplementadas com fosfatos de Arax4, Patos de Minas e Tapira provocam
fluorose dentaria e 6ssea, de magnitude semelhante, em ratos. Sugerem
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que o exame histoldgico é mais eficiente na avaliacao de fontes alternati-
vas de fésforo para animais e que a adogao dos fosfatos brutos de rocha na
alimentagsdo animal, com base apenas em dados de biodisponibilidade de
fésforo, nivel de fltor e dados clinicos, deve ser considerada com reserva.,
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