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RESUMO 

 

O flúor é um elemento traço essencial para a manutenção da saúde óssea, 

devido à capacidade de estimular a proliferação osteoblástica, levando ao 

aumento da formação óssea. No entanto, a ingestão excessiva de fluoreto de 

sódio pode prejudicar o metabolismo dos carboidratos, promovendo 

hiperglicemia, resistência à insulina e alterações no sinal insulínico. Dessa 

forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento crônico com 

NaF no metabolismo ósseo, na sinalização insulínica e nas concentrações 

plasmáticas de glicose, insulina, flúor, TNF-α e osteocalcina em ratas 

ovariectomizadas. Trinta e seis ratas Wistar ovariectomizadas foram distribuídas 

aleatoriamente em dois grupos: OVX-C, como grupo controle, e grupo OVX-F, 

que foi submetido ao tratamento com NaF (50 mg F/L) na água de beber durante 

42 dias. Foram determinadas as concentrações plasmáticas de glicose e 

insulina, seguido pelo cálculo do HOMA-IR. A fosforilação em serina da Akt foi 

avaliada pelo método de Western blotting. As tíbias direita e esquerda foram 

coletadas para análises imuno-histoquímica e histomorfométrica. Os resultados 

do presente estudo demonstraram que o tratamento crónico com NaF promoveu 

resistência à insulina, diminuição do sinal insulínico, aumento das concentrações 

plasmáticas de insulina, flúor, osteocalcina e TNF-α; diminuição da área óssea 

trabecular da tíbia e alterações nos marcadores do metabolismo ósseo em ratas 

ovariectomizadas. Esses resultados sugerem cautela no uso de NaF para o 

tratamento da osteoporose, especialmente em mulheres na pós-menopausa. 

 

Palavras-chave: Fluoreto de sódio; resistência à insulina; ovariectomia; TNF- α 

marcadores ósseos 
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ABSTRACT 

 

Fluoride is an essential trace element for the maintenance of bone health due its 

capacity of stimulating the proliferation and osteoblastic activity that can lead to 

increase bone formation. However, excessive sodium fluoride intake can impair 

carbohydrate metabolism, promoting hyperglycemia, insulin resistance and 

change in insulin signal. Thus, this study aimed to evaluate the effect of chronic 

treatment with NaF in bone metabolism; insulin signaling; plasma concentrations 

of glucose, insulin, TNF-α, osteocalcin and fluoride in ovariectomized rats. Thirty 

six ovariectomized Wistar rats were randomly distributed into two groups: OVX-

C, as control group, and OVX-F group, undergoing treatment with NaF (50mg 

F/L) in drinking water for 42 days. Plasma concentration of glucose and insulin 

were assessed, followed by homeostasis model assessment of insulin resistance 

(HOMA-IR). The Akt serine phosphorylation was evaluated by western blotting. 

The right and left tibias were collected for immunohistochemical and 

histomorphometric analysis, respectively. The chronic treatment with NaF 

promoted insulin resistance; decreased insulin signal; increase in the plasma 

concentration of insulin, fluoride, osteocalcin and TNF-α; decreased trabecular 

bone area of the tibia and changes in bone metabolism markers in 

ovariectomized rats. These results suggest caution in the use of NaF for the 

treatment of osteoporosis especially in postmenopausal woman.  

Key words: Fluoride; Insulin resistance; Osteoporosis; Bone loss. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O osso é um tecido multifuncional e metabolicamente ativo, que sofre um 

processo contínuo de renovação e remodelação pela ação combinada de 

osteoblastos, osteoclastos e osteócitos (KATCHBURIAN; CERRI; 2002). O 

processo de remodelação óssea se desenvolve com base em dois processos 

antagônicos, porém acoplados: a formação e a reabsorção óssea. (VIEIRA, 

1999). O controle da atividade, proliferação e diferenciação das células ósseas 

está sob a ação de diversos fatores sistêmicos e locais, cuja ação combinada é 

indispensável para a manutenção da homeostase do tecido ósseo (RAISZ; 

RODAN, 1998). A alteração dessa homeostase pode levar à redução e 

deterioração da massa e da microarquitetura óssea, aumentando a fragilidade 

esquelética e risco de fraturas, favorecendo o desenvolvimento de osteoporose 

(PRENTICE, 1997).  

A osteoporose é uma doença ósteo-metabólica que atinge especialmente 

mulheres após a menopausa. Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia 

e Metabologia (SBEM), uma a cada quatro mulheres com mais de 50 anos 

desenvolve a doença. No Brasil, a cada ano ocorrem cerca de 2,4 milhões de 

fraturas decorrentes da osteoporose (SBEM, 2016). 

Fisiologicamente a matriz óssea é continuamente depositada por 

osteoblastos e reabsorvida nos locais onde os osteoclastos estão ativos, 

normalmente, há equilíbrio entre deposição e reabsorção óssea.  Na 

osteoporose existe desproporção entre atividade osteoblástica e osteoclástica, 

com predomínio da última (GALI, 2001). Uma forma de avaliar atividade 

osteoblástica e osteoclástica dos ossos é por meio da mensuração dos 

marcadores do metabolismo ósseo. Os marcadores bioquímicos da 

remodelação óssea podem ser divididos em marcadores de formação e 

marcadores de reabsorção óssea (ALLEN et al., 2000). Como a formação é 

dependente da ação dos osteoblastos, os marcadores de formação, na 

realidade, medem produtos decorrentes da ação destas células; da mesma 

maneira, os marcadores de reabsorção medem a ação dos osteoclastos 

(VIEIRA, 1999).  
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A regulação local da formação e da função das células ósseas sofre 

influência de fatores autócrinos e parácrinos secretados pelas células, além de 

fatores da matriz óssea liberados durante a reabsorção. Outras substâncias que 

representam a classe de fatores locais como fatores de crescimento, citocinas e 

prostaglandinas atuam sobre as células ósseas (MANOLAGAS, 2000).  

Entre os fatores sistêmicos, o estrógeno apresenta grande importância 

para a homeostase do tecido ósseo regulando a expressão de proteínas nesse 

tecido (RIGGS, 2000) e a deficiência deste pode causar liberação de citocinas, 

como interleucina – 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral - α (TNF-α) que 

desempenham papel reabsortivo no tecido ósseo (ZHOU et al., 2009). Sabe-se 

que a queda nas taxas desse hormônio está relacionada à ocorrência de 

osteoporose (ZHOU et al., 2009).  

Evidências mostram que o estrógeno atua sobre os monócitos 

promovendo redução dos níveis de IL-1 e TNF-α que estimulam a produção de 

outras citocinas, como IL-6, Fator estimulador de colônia de macrófagos (M-CSF) 

e Fator estimulador de colônias de granulócitos/macrófagos (GM-CSF), que 

promovem a fusão de células precursoras de osteoclastos, dessa forma, o 

estrógeno atua inibindo a formação de osteoclastos (PACIFICI, 1996).  

O estrógeno também atua sobre as células T (responsáveis pela 

imunidade celular) e, após a ovariectomia, ocorre aumento da produção de TNF-

α por essas células. Ao se ligar ao receptor p55-TNF-α, o TNF-α induz a 

liberação de M-CSF e RANKL (ligante do receptor ativador de fator nuclear-κB), 

fatores que promovem a fusão dos progenitores de osteoclastos (CENCI et al. 

2000).  

Ao agir sobre células mesenquimais osteoprogenitoras/osteoblastos, o 

estrógeno promove redução dos níveis de RANKL e aumento da produção de 

osteoprotegerina (OPG) – competidor de RANK (BORD et al., 2003). Assim, a 

OPG, que apresenta níveis aumentados (ROGERS et al., 2002), liga-se ao 

RANKL e impede a interação deste com o RANK (presente em precursores de 

osteoclastos), inibindo, consequentemente, a fusão dos precursores de 

osteoclastos (KAWAMOTO et al., 2002) e impossibilitando, dessa forma, que 

haja reabsorção óssea (SILVA; RIBEIRO-ROTTA; PEREIRA; 2011).  
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A proteína RANKL está presente em precursores de osteoblastos, bem 

como pode ser encontrada livremente no microambiente ósseo (LACEY et al., 

1998). O RANKL atua em sinergismo com M-CSF, possibilitando a diferenciação 

dos osteoclastos independentemente da presença de células do estroma ósseo 

ou de 1,25 diidroxivitamina D3, e ativando osteoclastos maduros a reabsorver 

matriz óssea mineralizada (BURGESS et al., 1999). O RANKL é secretado por 

osteoblastos e linfócitos T, e devido a este fato, poderia explicar algumas das 

anormalidades ósseas observadas em doenças autoimunes (JONES; BHALLA, 

1993). Ademais, Takayanagi et al. (2002) demonstraram que o RANKL atua na 

manutenção da homeostasia óssea pela indução de interferon-β dependende de 

c-Fos. Segundo esses pesquisadores, o RANKL ativa o RANK em pré-

osteoclatos disparando sua maturação e sua capacidade de reabsorção óssea. 

(TAKAYANAGI et al., 2002).  

Em relação à reabsorção óssea, a enzima fosfatase ácida tartarato 

resistente (TRAP), especificamente a sua isoforma 5b, é considerada como o 

biomarcador mais sensível e específico, uma vez que essa glicoproteína é 

produzida por osteoclastos, macrófagos ativados e células dendríticas (SOUSA 

et al., 2011). A TRAP é uma enzima não específica, podendo atuar na hidrólise 

de ésteres fosfato de fosfoproteínas da matriz óssea, como a osteopontina, 

sialoproteína óssea e osteonectina (EK-RYLANDER et al., 1994). Foi proposto 

que esse marcador descreve o número de osteoclastos em adição à sua 

atividade (SOUSA et al., 2011) e, devido a esse fato, essa enzima vem sendo 

utilizada para identificar osteoclastos em amostras de tecido.  

Estudos demonstraram que a diminuição da reabsorção óssea também 

pode ser consequência do aumento da apoptose de osteoclastos, processo que 

leva à redução de seu número, promovida pelo estrógeno (GARCIA-MORENO 

et al., 2004; TOMKINSON et al., 1998). A apoptose é um mecanismo de morte 

celular (ANDIA et al., 2006) e o resultado final de suas principais vias de 

ocorrência consiste na ativação da cascata das caspases (ZIMMERMAN; 

GREEN, 2001), que são proteases cisteínas que funcionam como executoras 

centrais do processo de apoptose.  

As caspases podem ser divididas em iniciadoras e efetoras, com base em 

sua estrutura e no fim da cascata de morte celular (LOS et al, 1999). As caspases 
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iniciadoras (caspase - 8 e caspase - 10) ativam as caspases efetoras 

subsequentes (caspase - 3, caspase - 6, caspase - 7) (LIU et al, 1997). A caspase 

3, também conhecida como CPP32, representa a principal caspase efetora na 

cascata da apoptose no interior das células (HAGUE et al., 2004) e a detecção 

desta proteína pode ser considerada um indicador sensível e exclusivo da 

apoptose (GOWN & WILINGHAN, 2002).  

Outra proteína importante relacionada ao metabolismo ósseo é a 

osteocalcina (OC). Essa proteína é secretada pelos osteoblastos maduros, 

condrócitos hipertrofiados e odontoblastos e uma de suas funções está 

relacionada à ligação do cálcio à matriz óssea. O papel exato dessa proteína na 

remodelação óssea ainda não foi completamente elucidado, no entanto, 

mostrou-se como uma importante via de ativação da formação óssea por meio 

do seu efeito sobre os osteoblastos (HAN et al., 2008). A expressão de 

osteocalcina está sob o controle do fator de transcrição relacionado com Runt 2 

(Runx2), que é o mais precoce e específico indicador de osteogênese 

(KIERSZENBAUM; TRES, 2012). A osteocalcina é essencial para a 

diferenciação dos osteoblastos e morfogênese óssea e atua como suporte para 

os ácidos nucléicos e os fatores de regulação envolvidos na expressão do gene 

do esqueleto (LIN et al., 2011). Essa proteína também parece exercer um efeito 

à distância sobre as células β, adipócitos, músculos e outros tecidos periféricos, 

aumentando a utilização da glicose, reduzindo a gordura visceral e diminuindo a 

quantidade de triglicerídeos (BARROS, 2011).  

Fulzele et al. e Ferron et al. (2010) apresentaram evidências de que a 

sinalização da insulina promove a ativação de osteoblastos, aumentando a 

produção de osteocalcina, a partir da matriz óssea para a circulação. Esse 

processo aumenta a secreção e a sensibilidade à insulina nos adipócitos.  

A insulina é um hormônio anabólico produzido pelas células beta 

pancreáticas, que atua em diferentes tecidos, como o muscular e o adiposo e 

também no fígado, além de apresentar atividades metabólicas que incluem 

aumento da captação de glicose, síntese de glicogênio, proteínas e ácidos 

graxos, entre outros (PAULI et al., 2009).  

A sinalização intracelular insulínica inicia-se por meio da interação da 

insulina com seu receptor – o receptor de insulina (RIns) (ROTH et al., 1975). O 
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RIns é uma proteína quinase composta por duas subunidades alfa e duas 

subunidades beta, ligadas por pontes dissulfeto, com atividade quinase 

intrínseca (KASUGA et al., 1982ª). A subunidade beta do RIns, quando 

estimulada pela ação insulínica é capaz de se autofosforilar e ainda fosforilar 

substratos do receptor de insulina em resíduos de tirosina (KASUGA et al., 

1982a.). Essa atividade do receptor de insulina é importante para a ação 

insulínica (EBINA et al., 1987).  

White (1998) descreveu dez substratos do  RIns, como o IRS-1 a 4, Shc, 

Gab-1, p60dok, Cbl, JAK2 e APS. Cai et al. (2003) descreveram mais dois 

substratos do receptor de insulina, pertencentes à família das proteínas IRS, o 

IRS-5 e IRS-6. Esse receptor, uma vez fosforilado em decorrência de sua 

ativação por insulina, passa a fosforilar substratos intracitoplasmáticos, como, 

por exemplo, a pp185. Esse foi o primeiro substrato do receptor de insulina 

estudado, com peso molecular de aproximadamente 185 kDa (WHITE et al., 

1985). Sun et al. (1991) observaram que em células transfectadas com o 

receptor de insulina humano, há um expressivo aumento da fosforilação da 

pp185, coincidindo com aumento da ação insulínica.  

Sun et al., em 1991, clonaram a pp185 e denominaram-na de IRS-1 

(substrato 1 do receptor de insulina). Após três anos, demonstrou-se que outra 

proteína também migrava na altura da banda dessa proteína. Essa nova proteína 

denominada de IRS-2 (ARAKI et al., 1994; SUN et al., 1995; TAMEMOTO et al., 

1994). As funções fisiológicas do IRS-1/2 foram estabelecidas por meio da 

produção de camundongos sem os genes que codificam o IRS-1 e IRS-2 

(camundongos knockout para IRS-1 e IRS-2). O camundongo que não expressa 

IRS-1 apresenta resistência à insulina e retardo de crescimento, mas não é 

hiperglicêmico (ARAKI et al., 1994). Foi demonstrado que o IRS-2 poderia 

compensar parcialmente a ausência de IRS-1, o que explicaria o fenótipo de 

resistência à insulina sem hiperglicemia do camundongo knockout de IRS-1 

(WITHERS et al., 1998.). O camundongo que não expressa o IRS-2 foi gerado 

em 1998 (WITHERS et al., 1998) e apresenta fenótipo diferente do camundongo 

sem IRS-1: hiperglicemia acentuada devido à ação insulínica anormal nos 

tecidos e à falência da atividade secretória das células β, além de redução 

significativa da massa de células β pancreáticas. (WITHERS et al.; 1998)  
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Quando o IRS-1 e o IRS-2 estão fosforilados, podem interagir com 

proteínas contendo domínios com homologia à Src 2 (SH2) e ativá-las. Entre 

essas proteínas, está uma enzima, a fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-k). De 

acordo com Alessi et al. (1997), essa proteína, uma vez ativada, pode induzir a 

ativação de outras proteínas como a proteína quinase - 1 dependente de 

fosfoinositideo (PDK-1) e esta pode fosforilar e ativar a Akt (ou proteína quinase 

B – PKB). Essa proteína se apresenta em três diferentes isoformas - Akt1, Akt2 

e Akt3 - e todas são ativadas pela fosforilação em treonina e serina 

(BELLACOSA et al., 1998; KOHN et al., 1996). A ativação dessa proteína é 

essencial para síntese de glicogênio (CROSS et al., 1995), ação antiapoptótica 

(FRANKE et al., 1997), regulação da síntese lipídica (KITAMURA et al., 1999), 

síntese de proteínas (HAJDUCH et al., 1998), regulação da expressão gênica 

(VANHAESEBROECK; ALESSI, 2000) e transporte de glicose estimulado pela 

insulina (WANG et al., 1999). Uma deficiência desse hormônio e/ ou 

incapacidade da insulina exercer adequadamente suas funções pode levar a 

uma hiperglicemia, caracterizando o diabetes mellitus (DM) (WHO, 1999). 

No diabetes mellitus tipo 2 (DM2), o pâncreas é capaz de produzir insulina, 

porém o corpo é incapaz de responder adequadamente aos seus efeitos, 

provocando um acúmulo de glicose no sangue (hiperglicemia). Com a 

progressão da doença pode ocorrer diminuição na secreção de insulina 

(GABBAY; CESARINI; DIB, 2003).  

Rigalli et al. (1995) demonstraram que o tratamento agudo ou prolongado 

com altas doses de fluoreto de sódio (NaF) promove hiperglicemia, evidenciando 

que a homeostase da glicose sofre influência do NaF e essa alteração é similar 

à observada em diabetes mellitus.  

Vários estudos demonstraram que o consumo de fluoreto em excesso 

ocasiona hiperglicemia (RIGALLI et al., 1990; RIGALLI et al., 1995; GRUCKA-

MAMCZAR et al., 2004; MCGOWN et al., 1977; GRUCKA-MAMCZAR et al., 

2005). Entretanto, a maneira como esse fato ocorre ainda não está bem 

esclarecida.  

Segundo CHIBA et al. (2012), o tratamento crônico com NaF (4mg/kg de 

p.c.) promoveu aumento na concentração plasmática de TNF-α, que ocasiona a 

fosforilação do IRS-1 em serina, diminuindo o sinal insulínico. Em outro estudo, 
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foi demonstrado que ratos tratados com NaF apresentaram, após estímulo 

insulínico, uma diminuição no grau de fosforilação em tirosina do substrato do 

receptor de insulina (pp185) no tecido adiposo branco periepididimal em relação 

ao grupo controle, que pode ser decorrente do aumento no grau de fosforilação 

em serina do IRS-1 (CHIBA et al., 2010)  

Uma pesquisa realizada por Trivedi (1993) com 25 pacientes entre 15 e 

30 anos de idade com fluorose endêmica mostrou que 40% destes tinham a 

tolerância à glicose prejudicada, porém essa anomalia foi revertida com a 

remoção do excesso do flúor na água consumida (TRIVEDI et al., 1993).  

O flúor pode estar presente naturalmente na água e é facilmente 

absorvido pela parede do estômago e do intestino delgado, e a absorção é mais 

rápida com o estômago vazio do que com a ingestão associada a outros 

elementos, ou seja, substâncias como cálcio, magnésio e alumínio reduzem a 

absorção, em função da formação de compostos complexos insolúveis 

(EKSTRAND; EHRNEBO, 1979; WHITFORD, 1999).  

O fluoreto é um elemento traço essencial para a manutenção da saúde 

óssea, podendo interagir diretamente com matriz óssea mineral (YANG et al., 

2015; MOUSNY et al., 2008) 

Além disso, o flúor pode estimular a proliferação e atividade dos 

osteoblastos e da fosfatase alcalina, o que leva ao aumento da formação óssea 

(CARVALHO, 2005; YANG et al., 2015). Sabendo-se disso, estudos têm sido 

realizados para avaliar os possíveis efeitos benéficos do uso do flúor como 

agente terapêutico para o tratamento da osteoporose (ROSSI et al., 2010; RICH; 

ENSINCK, 1961; PAK, et al., 1994). 

Foi observado que a administração de doses de 50 a 75 mg/dia, aumenta 

a massa óssea em torno de 4 a 8% por ano durante 4 a 5 anos (CASTELO-

BRANCO, 1998), porém alguns estudos demonstraram que a terapia com o flúor 

aumenta a taxa do osso mineral, mas não diminui a taxa de fraturas (MEUNIER 

et al., 1998; KLEEREKOPER et al., 1991). Em seu estudo, GUTTERIDGE et al. 

(2002) sugeriram que o aumento da densidade mineral óssea induzido pelo NaF 

em mulheres na pós menopausa está associado ao aumento do risco de fraturas, 

e destacou que os sais de fluoreto, quando utilizados como terapia, devem ser 
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administrados em baixas dosagens, entre 11,5 mg e 20 mg, pois parecem 

oferecer maior segurança e eficácia.  

BALENA et al. (1998) evidenciou que o efeito inconsistente do NaF em 

aumentar a resistência óssea é, em parte, devido à ineficiência em restaurar a 

conectividade em pacientes com perda óssea severa e, em parte, devido ao 

acúmulo substancial de osteóide e que, mesmo em baixas doses, o NaF 

prejudica a função osteoblástica.  

Em relação à utilização do flúor na terapia da osteoporose, os resultados 

dos estudos são controversos (DAMBACHER et al., 1986) e ainda não existe 

consenso a respeito da sua utilização, pois ainda não está esclarecido qual a 

dose ideal para obtenção dos efeitos desejados sem que haja prejuízos para a 

estrutura óssea.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Concluímos que esses resultados sugerem cautela na utilização do NaF 

para o tratamento da osteoporose, especialmente em mulheres, pois sabe-se 

que a resistência à insulina piora com o envelhecimento. 
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