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Epigrafe

"Para tudo had uma ocasido certa; ha um tempo certo

para cada propdsito debaixo do céu:

Tempo de nascer e tempo de morrer,

tempo de plantar e tempo de arrancar o que se plantou,
tempo de matar e tempo de curar,

tempo de derrubar e tempo de construir,

tempo de chorar e tempo de rir,

tempo de prantear e tempo de dangar,

tempo de espalhar pedras e tempo de ajuntéa-las,
tempo de abracar e tempo de se conter,

tempo de procurar e tempo de desistir,

tempo de guardar e tempo de jogar fora,

tempo de rasgar e tempo de costurar,

tempo de calar e tempo de falar,

tempo de amar e tempo de odiar,

tempo de lutar e tempo de viver em paz...”

(Eclesiastes 3:1-8)






Resumo

Chehoud KA. Efeitos decorrentes da ingestdo do fluoreto na
sensibilidade a insulina e transducdao do sinal insulinico.
[Dissertacao] Aracatuba: Unesp — Universidade Estadual Paulista;

2006.

Nos ultimos anos tem ocorrido uma reducao acentuada nos indices
de carie dentaria em diversas regioes do planeta, fato que tem se
atribuido ao consumo de produtos fluoretados. Entretanto, o fluor,
quando ingerido em excesso, causa intoxicacdo cronica ou aguda,
como a fluorose dentaria e disturbios na homeostase da glicose. As
criancas se tornam foco de preocupacdo, principalmente as
portadoras de diabetes mellitus (DM), pois geralmente ingerem
grandes quantidades de dentifricio fluoretado durante a escovacao,
ultrapassando a dose preconizada como limite de ingestado diaria
de flaor de 0,05 a 0,07mg/F/kg de peso corporeo. Este trabalho,
que foi dividido em duas partes, pretende realizar uma breve
revisao de literatura sobre os efeitos decorrentes da ingestao de
NaF no metabolismo de carboidratos e avaliar os efeitos da
ingestao do fluoreto na sensibilidade a insulina e na transducao do

sinal insulinico. A primeira parte, baseada em artigos cientificos



publicados, procura discorrer sobre os efeitos da ingestao de fluor
no metabolismo de carboidratos, na tolerancia a glicose e no sinal
insulinico, e algumas consideracoes sobre o diabetes mellitus e
sobre as possiveis complicacoes que a ingestdao de NaF pode
ocasionar as criancas portadoras desta doenca. Estes trabalhos
demonstraram que o tratamento agudo ou prolongado com altas
doses de fluoreto de sodio interfere na homeostase da glicose.
Convém salientar que esta alteracdo € similar a observada em
casos de diabetes mellitus. Além do mais, o flior quando ingerido
em excesso, também ocasiona diminuicao da secrecdo de insulina,
inibicao da glicolise e deplecao de glicogénio. Muitas dessas
respostas sugerem que o NaF pode promover resisténcia a
insulina. Portanto, a ingestao em excesso de NaF pode prejudicar a
saude, principalmente de criancas portadora de DM. Sabendo-se
que o fluor pode interferir no metabolismo de carboidratos, tornou-
se fundamental para a segunda parte do presente estudo,
averiguar o efeito agudo do NaF sobre a sensibilidade a insulina e
fosforilacdo da ppl85 (IRS-1/IRS-2) em tecidos sensiveis a
insulina. Para tanto, foram utilizados para esta pesquisa ratos
Wistar com um més de idade. Apos 21 dias da castracao, os
animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: 1) grupo
controle (CN), o qual foi submetido a uma gavagem com uma

solucao de NaCl 3,2 mg/kg p.c., sem NaF, mas contendo a mesma



quantidade de s6dio que a administrada para outro grupo; 2) grupo
fluoreto de s6dio (FN), que foi submetido a gavagem com NaF (1,0
mg F/kg). Apoés 30 minutos da gavagem, foram realizados os
experimentos de teste endovenoso de tolerancia a insulina (dose de
0,75U/ kg p.c.) e avaliacao do grau de fosforilacao do substrato do
receptor de insulina (pp 185 — IRS-1/IRS-2). O tratamento agudo
com NaF promoveu um aumento na glicemia, porém nao houve
alteracdao na sensibilidade a insulina e no grau de fosforilacdo da
ppl85 tanto no tecido muscular como no adiposo branco.
Sabendo-se que o fluoreto pode promover hiperglicemia, ¢é
recomendavel utilizar dentifricios com baixo teor de flaor,
principalmente por criancas diabéticas, para as quais o excesso no
consumo de flaor pode levar a piora na situacdo de saude das

mesmas.

Palavras — chave: Sensibilidade a insulina. Sinal insulinico. Fluor

Insulina. Diabetes mellitus. Receptor de insulina.






Abstract

Chehoud KA. Effects of fluoride intake on insulin sensitivity and
insulin signal transduction. [Dissertation| Aracatuba: UNESP- Sao

Paulo State University; 2006.

Over the last few years there has been a significant reduction in
the incidence of dental caries in several regions of the world. This
has been attributed to the consumption of fluoridated products.
However, excess of fluoride intake can cause chronic or acute
intoxication, such as dental fluorosis and impaired glucose
homeostasis. Concern is focused on children, especially those with
diabetes mellitus, because children usually swallow large amounts
of fluoridated dentifrice during tooth brushing, in excess of the
maximum recommended daily fluoride dose of 0.05 to 0.07
mg/F/kg of body weight. This report, divided into two parts,
intends to make a brief literature review about effects of NAF
intake on glucose metabolism, and to determine the effects of this
intake on insulin sensitivity and insulin signal transduction. The
first part, based on published scientific articles, endeavors to
describe the effects of NaF intake on glucose metabolism, glucose

tolerance and insulin signal, and put forward considerations



concerning diabetes mellitus (DM), and the possible complications
that NaF intake could cause in children with DM. These reports
demonstrated that the acute or chronic treatment with high
sodium fluoride dose interferes in glucose homeostasis, resulting in
conditions such as hyperglycemia. This alteration is similar to that
observed in DM. Furthermore, NaF ingestion in high doses can
produce abnormalities in insulin secretion, glycolysis inhibition,
and glycogen depletion. Many of these evidences suggest that NaF
can induce insulin resistance. Thus, excessive fluoride
consumption could worsen health, particularly of diabetic children.
Based on that fluoride can interfere in the glucose metabolism, it is
important for the second part of this report to determine the acute
effect of fluoride on insulin sensitivity and ppl185 (IRS-1/IRS-2)
phosphorylation in insulin sensitive tissues. For this study, four-
week-old male Wistar rats were used. Twenty-one days after
castration, the animals were randomly divided in two groups: 1)
control group (CN) that received a solution without NaF
(administered by gavage), but with a NaCl solution (3,2 mg/kg
b.w.) that had the same amount of sodium administered to the
other group; 2) group NaF (FN) that had a single dose of a solution
containing 1.0 mg F/kg of body weight, administered by gavage.
After 30 min, the following experiments were conducted:

intravenous insulin tolerance test (0.75U/ kg b.w., iv.) and



determination of the insulin receptor substrate
phosphorylation status (pp 185 - IRS-1/IRS/2). The acute
treatment with NaF promoted increased blood glycemia, but there
were no significant changes in the insulin sensitivity and in the
ppl85 phosphorylation status in the muscular or in the white
adipose tissues. Therefore, based on studies that showed fluoride
is capable of changing carbohydrate metabolism, it is important to
reinforce the use of low fluoride-containing dentifrice, especially by
diabetic children, for whom excessive fluoride consumption could

worsen the condition of their health.

Keywords: Insulin sensitivity. Insulin signal. Fluorine. Insulin.

Diabetes mellitus. Receptor, insulin.
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1 Capitulo 1

"EFEITO DA INGESTAO DE FLUOR NO METABOLISMO DE
CARBOIDRATOS, TOLERANCIA A GLICOSE E SINAL

INSULINICO

Effect of fluoride intake on carbohydrate metabolism, glucose

tolerance and insulin signal

1.1 RESUMO

Nos ultimos anos, tem havido uma reducao acentuada nos
indices de carie dentaria em diversas regides do mundo, fato que
tem se atribuido ao consumo de produtos fluoretados. Entretanto,
o flbor, quando ingerido em excesso, causa intoxicacao cronica ou
aguda, como a fluorose dentaria e disturbios na homeostase da
glicose. O NaF, quando consumido em altas doses, pode ocasionar
diminuicao da secrecao de insulina, inibicao da glicélise, deplecao
de glicogénio e hiperglicemia. Muitas dessas respostas sugerem
que o NaF pode promover resisténcia a insulina. As criancas se

tornam foco de preocupacao, principalmente as portadoras de

* Normalizacao de acordo com a REVISTA CHILENA DE PEDIATRIA - ISSN 0370-
4106 (Anexo A)
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diabetes mellitus, pois geralmente ingerem grandes quantidades de
dentifricio fluoretado durante a escovacédo, ultrapassando a dose
preconizada como limite de ingestdo diaria de fluor de 0,05 a
0,07mg/F/kg de peso corporeo. Sabendo-se que o fluoreto pode
alterar o metabolismo de carboidratos, é recomendavel utilizar
dentifricios com baixo teor de flaor, principalmente por criancas
diabéticas, para as quais o excesso no consumo de flaor pode levar

a piora na situacao de saude das mesmas.

Palavras — Chave: sensibilidade a insulina, sinal insulinico, flGor,

insulina, diabetes mellitus.

1.2 ABSTRACT

Over the last few years there has been significant reduction in the
incidence of dental caries in several regions of the world. This has
been attributed to the consumption of fluoridated products.
However, excess of fluoride ingestion can cause chronic or acute
intoxication, such as dental fluorosis and impaired glucose
homeostasis. NaF ingestion in high doses can produce
abnormalities in insulin secretion, glycolysis inhibition, glycogen

depletion and hyperglycemia. These evidences suggest that NaF
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can induce insulin resistance. Concern is focused on children,
especially those with diabetes mellitus, because children usually
swallow large amounts of fluoridated dentifrice during tooth
brushing, in excess of the maximum recommended daily fluoride
dose of 0.05 to 0.07 mg/F/kg of body weight. Based on studies
that showed fluoride was capable of changing carbohydrate
metabolism, it is important to reinforce the use of low fluoride-
containing dentifrice, especially by diabetic children, for whom

excessive fluoride consumption could worsen their health.

Keywords: insulin sensitivity, insulin signal, fluorine, insulin,

diabetes mellitus.

1.3 INTRODUCAO

Uma epidemia de diabetes mellitus (DM) vem sendo
observada, com tendéncia de crescimento na proxima década (1,2).
As complicacoes do DM, tanto micro como macrovasculares, sao
consideradas como uma das maiores ameacas a saude em todo
mundo, com imensos custos econdémicos e sociais (3). O aumento
da glicose intra-celular € o principal determinante do dano tecidual
causado pelo DM, dano este que pode ser reversivel quando

restaurada a condicdo de normoglicemia, ou irreversivel, mesmo
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que revertida a hiperglicemia, pois originou-se de alteracoes
acumulativas em macro-moléculas de vida longa (4). Hiperglicemia
também pode ocorrer por tratamento agudo ou prolongado com
altas doses de fluoreto de soédio (5-9), evidenciando que a
homeostase da glicose sofre influéncia do fluoreto de sodio (NaF) e
esta alteracdo € similar a observada em diabetes mellitus. O
fluoreto tem sido usado de diversas maneiras na prevencao da
carie dental. Entre os varios métodos de utilizacdao do flaor, o uso
do dentifricio associado a outros meétodos, como a agua de
abastecimento publico, tem sido os grandes responsaveis pelo
declinio desta doenca (10). Entretanto observa-se que algumas
criancas estdo expostas ao fluoreto em niveis acima da dose
preconizada como limite, somente pelo uso de dentifricio fluoretado
(11,12). Além disso, o fluor esta presente em quantidades
significativas nos chocolates em barra, bolachas (13), cereais
matinais e salgadinhos (14), que sao guloseimas altamente
apreciadas pelas criancas. Os objetivos da presente revisao sao: 1)
comentar sobre os efeitos da ingestdao de flior no metabolismo de
carboidratos, na tolerancia a glicose e no sinal insulinico; 2)
discorrer brevemente sobre o diabetes mellitus, pois a ingestdo em
excesso de NaF pode prejudicar a saude, principalmente de

criancas portadora de DM.
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1.4 ASPECTOS FISIOLOGICOS DA ACAO INSULINICA

A insulina é o hormonio anabdlico mais conhecido e €
essencial para a manutencao da homeostase de glicose e do
crescimento e diferenciacao celular. Este hormoénio é secretado
pelas células 3 das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento
dos niveis circulantes de glicose e aminoacidos apos as refeicoes
(15). A insulina exerce seu efeito através da ligacdo a um receptor
especifico na membrana plasmatica. Este hormoénio regula a
homeostase de glicose em varios niveis, reduzindo a producao
hepatica de glicose (via diminuicao da gliconeogénese e
glicogenolise) e aumentando a captacado periférica de glicose,
principalmente nos tecidos muscular e adiposo. A insulina também
estimula a lipogénese no figado e nos adipocitos e reduz a lipdlise,
bem como aumenta a sintese e inibe a degradacao protéica (15).

O receptor de insulina € uma  glicoproteina
heterotetramérica constituido por duas subunidades alfa e duas
subunidades beta, ligadas por pontes de dissulfeto(16). A
subunidade alfa é inteiramente extracelular, com peso molecular
de 135 kDa, e contém o sitio de ligacao da insulina. A subunidade
beta € uma proteina transmembranica (95 kDa) responsavel pela
transducdo do sinal insulinico (16,17). KasuGA et al (17,18)

descreveram que a subunidade beta do receptor de insulina € uma
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proteina quinase, estimulada pela insulina, sendo capaz de
autofosforilar-se e de fosforilar outros substratos em aminoacidos
tirosina. Essa atividade do receptor de insulina é importante para a
acao insulinica (19).

O receptor, uma vez fosforilado em decorréncia de sua
ativacao por insulina, passa a fosforilar varios substratos protéicos
em tirosina, tais como, IRS 1 a 6, Shc, Gab-1, p60dek Cbl, JAK2 e
APS (20-22). Quando os IRSs estao fosforilados, podem interagir
com proteinas contendo a porcao SH2 e ativa-las. Dentre estas se
destaca a fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase). As funcoes
fisiologicas do IRS-1/2 foram estabelecidas através da producao de
camundongos sem os genes que codificam o IRS-1 e IRS-2
(camundongos knockout para IRS-1 e IRS-2). O camundongo que
nao expressa IRS-1 apresenta resisténcia a insulina e retardo de
crescimento, mas nao é hiperglicémico (23). Foi demonstrado que o
IRS-2 poderia compensar parcialmente a auséncia de IRS-1, o que
explicaria o fenotipo de resisténcia a insulina sem hiperglicemia do
camundongo knockout de IRS-1. O camundongo que nao expressa
o IRS-2 apresenta um fenotipo diferente do camundongo sem IRS-
1: hiperglicemia acentuada devido a diversas anormalidades na
acao da insulina nos tecidos periféricos e a faléncia da atividade
secretora das células 5 acompanhada de reducao significativa da

massa de células 3 pancreaticas (24). Em contraste, camundongos
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knockout para o IRS-3 e IRS-4 tém crescimento e metabolismo de
glicose quase normal (25). Por outro lado, os camundongos sem
Gabl apresentam um aumento na sensibilidade insulinica no
figado, glicemia reduzida e uma melhora na tolerancia a glicose

(26).

Em suma, a acado insulinica envolve uma sequéncia de
interacoes covalentes e nao covalentes centralizadas, em primeiro
nivel, nos substratos do receptor de insulina. A ligacao da insulina
ao seu receptor, na superficie celular, determina a fosforilacao
destes substratos. Estes servem, entdao, como proteinas
ancoradouras para varias enzimas intracelulares e adaptadores
moleculares. Tais ligacoes determinam multiplos sinais na cascata
da acao insulinica, que contribuirdo para determinar a
multiplicidade dos efeitos biologicos finais. Portanto, os estudos
que investigam alteracdoes do mecanismo de acdo de insulina
presentes na resisténcia a insulina representam um passo
importante na busca de mecanismos preventivos e ou curativo

para o diabetes mellitus.
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1.5 CARACTERISTICAS DO DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus (DM) é considerado um problema de
saude publica prevalente, em ascendéncia, oneroso do ponto de
vista social e economico e com potencial reconhecido para
prevencao (3). E uma doenca cronica causada por uma deficiéncia
do pancreas na producao de insulina, ou por incapacidade da
insulina exercer adequadamente suas funcoes (27).

Atualmente, existe uma epidemia de diabetes em curso. Em
1985, eram 30 milhoes de pacientes no mundo todo. Uma década
mais tarde, o numero triplicou (135 milhdes). No ano de 2000,
existiam 177 milhoes de pessoas portadoras de DM, porém este
quadro devera aumentar para 370 milhoes até 2030.

Aproximadamente quatro milhdées de mortes ao ano sao
atribuidas a complicacoes do diabetes no mundo. Os paises com
maior numero de pessoas portadoras de DM sdo India, China,
Estados Unidos e Indonésia. Os custos de atencdo ao diabetes
variam de 2,5% a 15% dos orcamentos anuais da saude,
dependendo da prevaléncia local do diabetes e do nivel de
complexidade dos tratamentos disponiveis (27).

Existem dois tipos principais de diabetes, que sdao o diabetes
tipo 1 (DM1) e o diabetes tipo 2 (DM2). O DM1 é quando o

pancreas nao produz a insulina essencial a sobrevivéncia. Esse
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tipo de diabetes ocorre mais freqientemente nas criancas e nos
adolescentes, mas também pode ocorrer em pessoas com mais
idade (27). O DM1, segundo a Organizacao Mundial da Saude, é
uma das mais importantes doencas cronicas da infancia (28). O
DM1 esta associado com o desenvolvimento de doencas micro e
macrovasculares em criancas e adolescentes. Estes problemas
estdo representados principalmente pela angiopatia, caracterizada
por alteracdoes estruturais no olho, glomérulos renais e nervos
periféricos. Intervencoes terapéuticas, particularmente um controle
metabolico excelente, podem ser efetivas na prevencao de
complicacoes iniciais ou para retardar a progressao da doenca (29).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) resulta da incapacidade do
corpo de responder adequadamente a acao da insulina produzida
pelo pancreas. A maioria dos diabéticos apresenta este tipo da
doenca. O DM2 ocorre com maior freqiiéncia nos adultos, mas esta
sendo observado cada vez mais nas criancas e nos adolescentes
(27). A resisténcia a insulina no tecido e os niveis elevados de
insulina plasmatica em jejum, alteracoes bastante frequiientes em
individuos obesos, parecem ser os primeiros sinais para o
desenvolvimento do DM2. Este tipo de diabetes tem contribuido
com mais de 30% dos novos casos desta doenca, mostrando uma
possivel relacao do aumento da prevaléncia de obesidade infantil

com o desenvolvimento desta doenca (30). Na infancia, a
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resisténcia a insulina associada com hiperinsulinemia sao os
fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento da
diminuicao da tolerancia a glicose em criancas obesas (31).

A presenca de uma doenca cronica degenerativa, como o
diabetes mellitus, gera sentimentos diversos como angustia, temor
e incerteza nos diabéticos e em seus familiares. Os aspectos
psicologicos estdo diretamente relacionados com o controle
metabolico do paciente (32).

Baseado nesses relatos, tornou-se imprescindivel realizar
estudos e pesquisas na busca de mecanismos preventivos ou
curativos para o DM. Sabe-se que esta doenca promove alteracoes
principalmente no metabolismo de lipideos e carboidratos.
Verificou-se que dentre os elementos quimicos, o flior pode
interferir no metabolismo de lipideos e de carboidratos (5,8,9,33-

35).

1.6 CARACTERISTICAS DO CONSUMO E ABSORCAO DO

FLUORETO E SUA INFLUENCIA NA HOMEOSTASE DA GLICOSE

Varios estudos demonstraram que o consumo de fluoreto em
excesso ocasiona hiperglicemia (5, 8, 9, 36-38). Entretanto, a
maneira como este fato ocorre ainda nao esta bem esclarecida (9).

Uma pesquisa realizada em 25 pacientes (15 a 30 anos de idade)



com fluorose endémica, mostrou que 40% destes tinham a
tolerancia a glicose prejudicada, porém esta anomalia foi revertida
com a remocao do excesso do flior na agua consumida (39).

O fluor é facilmente absorvido pela parede do estdomago e do
intestino delgado, e a absorcao € mais rapida com o estdmago vazio
do que com a ingestao associada a outros elementos, ou seja,
substancias como calcio, magnésio e aluminio reduzem a absorcao,
em funcao da formacao de compostos complexos insoluveis (40,41).

Durante o seu trajeto no trato gastrintestinal, o fluor
atravessa as membranas celulares por difusao passiva e alcanca a
corrente sanguinea. A maior parte do flior absorvido é captada por
tecidos calcificados e excretados pela urina (42). A porcentagem de
fldor excretada em relacdao a ingerida e absorvida, depende da
idade do individuo, e as criancas absorvem mais fldor que os
adultos (43).

Nas ultimas décadas tem-se observado, devido ao amplo uso
de produtos fluoretados, um decliniona prevaléncia de carie
dentaria, tanto em paises industrializados quanto em paises em
desenvolvimento (10). Entretanto, concomitantemente tem sido
relatado um aumento na prevaléncia de fluorose dentaria. Este
aumento € devido a ingestao em excesso de fluor a partir de

suas varias fontes, durante o periodo critico de formacao dentaria,
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que abrange dos 11 meses aos 7 anos de vida para a denticao
permanente (44).

Fluorose é uma  alteracao do esmalte dental
(hipomineralizacao), caracterizada por manchas de aspecto variado
de acordo com a severidade. Tem sido considerado que as manchas
dentais fluoréticas, tipos muito leve e leve nao tem significado
estético e nao se constituem em problema de saude publica.
Entretanto, tem sido recomendado que sejam realizados estudos
para avaliar a percepcao publica a respeito dos niveis nos quais a
fluorose dental e outras opacidades do esmalte sao percebidas
como problema (45).

A pasta dental deve ser considerada uma importante fonte de
exposicao sistémica ao flaor. A ingestdo de flior a partir do
dentifricio fluoretado pode variar de 14% a 98% (idade 2 a 3 anos)
e 0% a 76% (idade 4 a 7 anos) da quantidade colocada na escova
(11, 12, 46). Outros trabalhos também confirmam que a ingestao
de F é inversamente proporcional a idade da crianca (47, 48, 49). A
associacao de agua de abastecimento e dentifricios fluoretados
seria uma das explicacoes para a tendéncia de aumento da
prevaléncia da fluorose dental (50).

Contudo, deve-se determinar corretamente a dose apropriada
para produzir o maximo de reducao de caries, com o minimo de

fluorose dental (46). Para tanto, foram desenvolvidas pesquisas no
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intuito de determinar uma dose ideal de exposicao ao fluor. O
limite de ingestao deste, capaz de evitar graus indesejaveis de
fluorose dental, esta estimado em torno de 0,05 a 0,07 mg
F/kg/dia de peso corporeo (51).

Estudos realizados em criancas (20 a 30 meses de idade)
mostraram que os dentifricios fluoretados contribuiram com 55%
para a dose total de exposicao diaria a fluor. Os dados deste
trabalho mostram que, em média de 0,052 mg F/kg/dia p.c., as
criancas estao expostas pelo dentifricio a uma dose proxima ao
limite, conforme descrito acima. Entretanto, ha criancas expostas a
doses excessivamente altas (por exemplo, 0,185 mg F/Kg/dia p.c.).
Isto poderia estar relacionado a ingestao de até 90% do dentifricio
colocado na escova (12). Pessan et al (11) observaram que em
criancas de 4 a 7 anos, o dentifricio foi sua principal fonte de fluor
ingerida, com percentuais de 57% e em média de 0,037 mg
F/kg/dia p.c., com variabilidade de 0,000 a 0,155 mg de F/kg/dia
p.c.

Rigalli et al (5) constataram uma diminuicado da secrecao de
insulina tanto em pacientes como em ratas apos ingerirem 0,84 e
16,8 mg/kg de NaF, respectivamente. Estas ratas receberam uma
dose de NaF 20 vezes maior a que foi administrado nestes
voluntarios humanos. Esta significativa diferenca na dose

administrada foi necessaria para atingir um pico plasmatico
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similar em ambos os modelos, isto provavelmente deve-se a grande
diferenca na taxa de “turnover” do osso. Em estudos posteriores
com ratos, Rigalli et al (8) demonstraram que NaF difundido no
plasma afeta a homeostasia da glicose quando estiver acima de
Sumol/1. Além disso, o fluoreto ocasiona inibicdo da glicélise (34) e
hiperglicemia e deplecao de glicogénio hepatico, muscular e baco
(33-35). Muitas destas respostas sugerem que o fluoreto pode
ocasionar resisténcia a insulina.

Segundo Allamann e Kleiner (37), o mecanismo pelo qual o
NaF induz hiperglicemia pode ser devido a um ou mais fatores
como: a) aumento da glicogenodlise devido a um aumento do AMPc;
b) aumento da liberacao de epinefrina; c) ativacdo ou inibicao de
certas enzimas. MacGowen e Suttie (36) propuseram que a
hiperglicemia induzida pelo NaF seria decorrente do seu efeito
positivo sobre a liberacdao de epinefrina que poderia aumentar a
glicogenolise. Por outro lado, Allamann e Kleiner (37) acreditam
que esta hiperglicemia poderia ser resultado de uma via
dependente de AMPc. Estes autores observaram que o aumento de
AMPc induzido por NaF poderia fosforilar e ativar o glicogénio.

O estudo da regulacao das etapas iniciais da acao insulinica
em modelos animais pode ser realizado in vitro, através de
receptores de insulina parcialmente purificados e substratos

exogenos, ou In Vvivo, apos a infusao de insulina. Pesquisas
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realizadas por Vinals et al (52, 53), em receptores de insulina
isolados de tecido muscular de ratos e placenta humana,
demonstraram que o fluoreto promoveu uma diminuicdo na
autofosforilacao induzida por insulina e na fosforilacao dos
substratos exogenos usados. Sabe-se que uma diminuicao na
fosforilacao do receptor de insulina tem sido bem correlacionada
com situacoes de resisténcia a insulina (17, 19).

Convém salientar que além do abastecimento publico e
dentifricio fluoretado, o flior também é consumido através das
bebidas e alimentos. O flior esta presente em quantidades
significativas nos chocolates em barra, bolachas (13) cereais
matinais e salgadinhos (14), que sao guloseimas altamente
apreciadas pelas criancas.

Concentracoes significativas de flaor também foram
encontradas no cha preto e em bebidas a base de cha com
potencial de expor uma crianca a doses mais altas do que a dose
limite de 0,07mg F/kg/dia (54) de peso corporeo. Buzalaf et al (55),
em sua revisao de literatura enfatizaram que o leite em po é
considerado um fator de risco para fluorose dental, principalmente
em areas fluoretadas, devido o uso de agua fluoretada para
reconstituir este alimento. Portanto ha uma necessidade que haja
um controle ou até mesmo uma diminuicdo de produtos

fluoretados em locais com fluoretacdo da agua de abastecimento,
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pois pode ocasionar ingestdo de fluoreto acima da dose limite,
principalmente por criancas e adolescentes portadores de diabetes
mellitus, no qual o flior podera potencializar o efeito da doenca, se
for consumido em doses excessivas. Além do mais, os resultados
de Negri e Cury (56) sugerem que o dentifricio com metade da
concentracao (500 mg/L) pode ter a mesma eficacia terapéutica
que uma pasta convencional com 1100 mg/l, a qual sera mais

segura em termos de fluorose dental.
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2 Capitulo 2

*EFEITOS DECORRENTES DA INGESTAO DO FLUORETO NA
SENSIBILIDADE A INSULINA E TRANSDUCAO DO SINAL

INSULINICO

Effects of fluoride intake on insulin sensitivity and insulin signal

transduction
2.1 RESUMO

Foram utilizados para esta pesquisa ratos Wistar com um
més de idade. Apos 21 dias da castracao, os animais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos: 1) grupo controle (CN), o
qual foi submetido a uma gavagem com uma solucao de NaCl 3,2
mg/kg, sem NaF, mas contendo a mesma quantidade de s6dio que
a administrada para o outro grupo; 2) grupo fluoreto de sodio
(FN), que foi submetido a uma gavagem com NaF (1,0 mg
F/kg). Apé6s 30 minutos, foram realizados em ambos os
grupos o0s seguintes experimentos: teste endovenoso de

tolerancia a insulina (dose de 0,75U/kg p.c.) e avaliacao do grau de

" Normalizagdo segundo a revista FLUORIDE - ISSN 0015-4725 (Anexo B)
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fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (pp 185 - IRS-
1/IRS-2). O tratamento agudo com NaF promoveu um aumento na
glicemia, porém nao houve alteracdo significativa na sensibilidade
a insulina e no grau de fosforilacao da ppl85 tanto no tecido

muscular como no adiposo branco.

Palavras-chave: Sensibilidade a insulina, Sinal insulinico, Fluor,

Insulina, Receptor de insulina.

2.2 ABSTRACT

Four-week-old male Wistar rats were used in this research.
Twenty-one days after castration, the animals were randomly
divided in two groups: 1) control group (CN) that received a
solution without NaF (administered by gavage), but with a NaCl
solution (3,2 mg/kg) that had the same amount of sodium
administered to the other group; 2) group NaF (FN) that had a
single dose of a solution containing 1.0 mg F/kg of body weight,
administered by gavage. After 30 min, the following experiments
were performed: intravenous insulin tolerance test (0.75U/kg BW,
iv) and determination of the insulin receptor substrate
phosphorylation status (pp 185 - IRS-1 / IRS-2). The acute

treatment with NaF promoted increased blood glycemia, but there
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were no significant changes in the insulin sensitivity and in the
ppl85 phosphorylation status in the muscular or in the white

adipose tissues.

Keywords: Insulin sensitivity, Insulin signal, Fluorine, Insulin,

Receptor, insulin.

2.3 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem havido uma reducao acentuada nos
indices de carie dentaria em diversas regidoes do planeta, fato que
tem se atribuido ao consumo de produtos fluoretados!. No entanto,
ao ser ingerido em excesso, o fluor provoca intoxicacao aguda ou
cronica, como a fluorose dental? e alteracdoes no metabolismo de
carboidratos3: 4. 5

Trived et al® demonstraram que 40% dos pacientes com
fluorose endémica tinham a tolerancia a glicose prejudicada,
porém esta anomalia foi revertida com a remocao do excesso do
fldor na agua consumida.

Rigalli et al* constataram uma diminuicdo da secrecao de
insulina tanto em pacientes como em ratas que ingeriram NaF em

doses altas. Em estudos posteriores, Rigalli et al5, demonstraram
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que o NaF difundido no plasma de ratos afeta a homeostasia da
glicose quando estiver acima de SuM/1. Além disso, o NaF ocasiona
inibicao da glicolise® e deplecao de glicogénio hepatico, muscular e
do baco® 7. Muitas dessas respostas sugerem que o fluoreto pode
ocasionar resisténcia a insulina.

A ligacao da insulina com seu receptor induz a fosforilacao
dos substratos intracitoplasmaticos, como por exemplo, a ppl1858.
Este substrato foi clonado e denominado de IRS-1°.
Posteriormente, demonstrou-se que outra proteina migrava na
altura desta proteina, sendo denominada IRS-210. Estes substratos
fosforilados podem ligar-se a outras proteinas citoplasmaticas.
Essas interacoes proteina-proteina sao essenciais para a
determinacao de multiplos sinais na cascata da acdo insulinica,
que contribuirao para determinar a multiplicidade dos efeitos
biologicos finais. Portanto os estudos que investigam alteracoes do
mecanismo de acdo da insulina presentes na resisténcia a
insulina, representam um passo importante na busca de
alternativas preventivas e curativas para o diabetes melittus.
Sabendo-se que o flaor pode interferir no metabolismo de
carboidratos, tornou-se fundamental para o presente estudo
averiguar o efeito do consumo agudo de NaF sobre a sensibilidade
a insulina e fosforilacao da pp185 (IRS-1/IRS-2).

2.4 MATERIAIS E METODOS
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2.4.1 Animais: Ratos Wistar (60 animais) de 1 més de idade,
obtidos do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba (Universidade Estadual Paulista, Aracatuba — SP) foram
mantidos em ambiente de 12/12 horas de claro e escuro (periodo
claro iniciado as 7:00 horas) e temperatura de 23 + 2° C, com livre
acesso a racao (Guabi, 26,3 mg F/kg) e agua de torneira (0,3mg de
F/L). Os ratos foram castrados e apos 21 dias foram pesados e
divididos aleatoriamente em dois grupos: 1) grupo controle (CN), o
qual foi submetido a uma gavagem com uma solucao de NaCl 3,2
mg/kg, sem NaF, mas contendo a mesma quantidade de sodio que
a administrada para o outro grupo; 2) grupo fluoreto de sodio (FN),
que foi submetido a uma gavagem com NaF (1,0 mg F/kg). Trinta
minutos apdés a gavagem, parte dos ratos de cada grupo foi
anestesiada com Tiopental Sodico (Thiopentax® 3%, Smg/ 100g
p.c., i.p.) e, sob anestesia, foi realizada a laparotomia mediana,
coletando-se o sangue pela veia cava inferior. O plasma foi
armazenado a -20° C até o dia da quantificacao do flaor. Uma
outra parte de cada grupo foi submetida ao teste endovenoso de
tolerancia a insulina (0,75U de insulina/ kg p.c., i.v.), sendo
anestesiada, conforme descrito acima e, sob esta anestesia,
amostras de sangue foram colhidas (por seccao da cauda) aos O

(antes da injecao hormonal), 4, 8, 12 e 16 minutos apods a injecao



de insulina e a glicemia foi medida utilizando um monitor de
glicemia (One Touch Ultra; Johnson & Johnson, USA). Uma
terceira parte de cada grupo foi utilizada para quantificar o grau de
fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (ppl185- IRS-
1/IRS-2), apos estimulo insulinico em tecidos sensiveis a insulina.
Neste experimento, os animais foram anestesiados, conforme
descrito acima, realizando-se em seguida: laparotomia mediana,
com retirada de amostras dos tecidos antes e apds a injecao de 1,5
U de insulina regular (i.v. veia porta) em tempos variaveis (90s para
o gastrocnémio, 120s para o tecido adiposo branco periepididimal).
Esta pesquisa atende aos Principios Eticos na Experimentacao
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal
e foi aprovado pela Comissado de Etica na Experimentacdo Animal
em reuniao de 21/09/2004, de acordo com o protocolo n°. 49/04

(Anexo C).

2.4.2 Determinacédo da concentracdo do ion fldor no plasma
sanguineo: Para a analise do flior no plasma foi feita uma pré-
difusdo com HMDS-H2SO4+ aquecido para remover o COsz. As
concentracoes de flior no plasma foram determinadas, apos 12
horas de difusao facilitada por hexametil-disiloxano (HMDS)!!
modificado por Withford!1? utilizando-se um eletrodo especifico

para o ion fluor (Orion Research, Cambrige, Mass., USA, modelo
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9409) e um micro—eletrodo de referéncia calomelano (Accumet, #
13-620-79) unidos e acoplados ao potencidémetro (Orion Research,
modelo EA 940), conforme descrito por Buzalaf et al!3 (Anexo D) .
2.4.3 Teste endovenoso de tolerancia a insulina (ITT) curto: Os
testes foram realizados pela manha apoés jejum de 12 horas. Os
animais foram anestesiados, e, sob esta anestesia, realizou-se a
canulacao da veia jugular direita (canula de “Sylastic”),
introduzindo-se a mesma até a proximidade do atrio (veia cava
superior). Esta canula serviu para a injecao de insulina que foi
ministrada na dose de 0,75U / kg p.c.. Amostras de sangue foram
colhidas (por seccao da cauda) aos O (antes da injecao hormonal),
4, 8, 12 e 16 minutos apos insulina e a glicemia foi medida
utilizando um monitor de glicemia (One Touch Ultra
Johnson&Johnson - USA). A velocidade de desaparecimento da
glicose (Kitt) foi calculada pela formula 0,693/t O t » da glicose
foi calculado a partir da inclinagcao da curva de regressdao minima
durante a fase linear de declinio da concentracao plasmatica de
glicose!l4.

2.4.4 Avaliacao do grau de fosforilacdo do substrato do receptor de
insulina (ppl85- IRS-1/IRS-2): Imediatamente apos a extracdo, os
tecidos foram homogeneizados em Polytron (24000 rpm durante 10

s) em 2 mL de tampao de extracao (Tris 100 mM pH 7,5; EDTA 10
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mM; SDS  1%; NaF 100 mM, Pirofosfato de Na 10 mM,
Ortovanadato de Na 10 mM), e mantidos em banho-maria (100 °C)
durante 10 min, transferidos para gelo, e entdo centrifugados
16000 g durante 40 min (4 °C). Do sobrenadante foram retiradas
aliquotas para determinacao da concentracao protéica pelo método
de Bradford (Bio-Rad Protein Assay - Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA), e para estoque em tampao de Laemmli (azul de
bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato de sodio 1M pH 7,0; glicerol
50%; DTT15%). Conhecidas as concentracoes protéicas das
diferentes amostras de tecidos, estas foram submetidas ao método
de “Western Blotting” para a quantificacao do grau de fosforilacao

da pp185, de acordo com descrito por Carvalho et al!5> (Anexo E).

2.4.5 Analise estatistica: Todos os valores foram apresentados
como média * EPM. A analise estatistica foi feita pelo método do
teste t de Student para amostras nao pareadas, e as diferencas
entre os dois grupos foram consideradas significativas quando

p<0,05.
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2.5 RESULTADOS

O resultado da concentracdo do ion flior no plasma
sanguineo encontra-se na Figura 1. O grupo FN apresentou um

aumento (p<0,0004) na fluoremia em comparacao ao grupo CN.

0.5 7
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Figura 1. Fluoremia (ug de F/mL) em ratos castrados
submetidos a uma gavagem sem NaF (CN) ou com NaF
(FN), na dose de 1mg F/kg p.c.. Valores apresentados como
média + EPM de 10 animais.

*p<0,0004
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Na comparacao de glicemias (Figura 2) a cada periodo de
tempo, notou-se que o grupo tratado com fluoreto de sédio (FN)
apresenta glicemias significativamente maiores em relacdo ao

grupo controle (CN), exceto no tempo de 8 minutos.
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Figura 2. Teste de tolerdncia & insuling (0,740 § kg
p.c) em ratos castrados submetidos a uma gavagem
sem MaF {Ch) ou cam FRY, na dose de 1,0 mg Frikg.
Az amostras foram coletadas nos tempos 0 chasal), 4,
8, 12 e 16 minutos apds a injegdo de insulina. Os

valores sdo expressos como media + EPM de 5
experimentos.

*n=0,05
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A Figura 3 mostra, graficamente, a velocidade de
desaparecimento da glicose (Kitit), durante o teste de tolerancia a
insulina, realizado nos primeiros 16 minutos apods a infusdao do
hormonio, nos animais CN e FN. Do ponto de vista estatistico, nao
foram constatadas diferencas significativas inter-grupos nos

valores do Kitt.

=M Fr

Figura 3. “Yelocidade de desaparecimento da glicose
(Kith em ratos castrados submetidos a uma gavagem
sem MaF (SHY ou com (FM), na dose de 1,0 mo Frko.
05 animais foram submetidos ao teste de tolerancia 3
insulina 079l F kg pe) e as amostras foram
coletadas nos tempos O dhasald, 4, 8, 12 e 16 minutos
apds a injegdn de insulina. O Kitt foi calculado como
descrito em materiais & métodos & o0s walores s&o
expressos como méadia + EPM de 5 experimentos.
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A Figura 4A mostra uma auto-radiografia tipica referente ao
grau de fosforilacdo da ppl85, apds o estimulo insulinico, no
musculo gastrocnémio. A Figura 4B mostra os resultados,
expressos em unidades arbitrarias por ug de proteina amostrada.

Verifica-se que nao ha alteracdo na fosforilacdo deste substrato

entre os grupos CN e FN.
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Figura 4. Avallagdo do grau de fasforilagdo em tirosina da ppl8s
IRS-1IES-2y B tecids fuscular gastrochémio em ratos
castrados sUbmetidos a uma gavagem serm WNaF (S oo com
(FM), nha dose de 1,0 md Fiky, antes () & apds (+) Infusdn de
insuling. Erm &, autorradiografia ipica. Erm B, oS resultados do
grall de fosfarilacdo da ppl2s, apds o estimulo insulinico,
expressos e Unidade arbitrdnias por pg de-proteina amostrada.
Valores S80 apresentadas como fmedia « EPM de 4
Experimentos,
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Na Figura 5A, pode ser vista uma tipica imagem referente ao
grau de fosforilacdo da pp 185, apdés o estimulo insulinico, no
tecido adiposo branco periepididimal. A Figura 5B mostra os
resultados expressos em unidades arbitrarias por ug de proteina

amostrada. Observa-se o grau de fosforilacao da pp185 semelhante

em CN e FN.

A)
pplds —*

Insulina —*

B 12

| de protaina
arostrada

Unidades arbitrarias/

N 14

Figura 5. Avallagao dao grad de fosforilagao em trosing da
pp1Bs (IRS-1IRS-2) em tecido adiposo de rgtos castrados
sUbmetidos a uma gavagem sem MaF (Ch) oy cam (FR), na
dose de 1,0ma Flka, antes =) e apds () Infusdo de Ihsulna
Erm &, autorradiografia tipics: Em B, 05 resuitados do grau de
fosfarlacdn da pE1B5, apis o estimuld ihsulinico, expressos
i Unidade arbitrarias por pg de proteing amostrada. Valores
sa0 apresentados comomeédia + EPM de 5 experimentos.
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2.6 DISCUSSAO

A insulina € um hormoénio anabdlico com efeitos metabdlicos
potentes. Os eventos que ocorrem apos a ligacao da insulina sao
especificos e estritamente regulados. Definir as etapas que levam a
especificidade deste sinal representa um desafio para as pesquisas
bioquimicas, todavia podem resultar no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para pacientes que sofrem de resisténcia
a insulina, inclusive o diabetes tipo 216.

Nos ultimos anos, uma epidemia de diabetes mellitus (DM)
vem ocorrendo, com tendéncia de crescimento na proxima
décadal’”. As complicacbes do DM, tanto micro como
macrovasculares, sao consideradas como uma das maiores
ameacas a saude em todo mundo, com grandes custos econdémicos
e sociais!8. O aumento de glicose intra-celular € o principal
determinante do dano tecidual causado pelo DM, dano este que
pode ser reversivel quando restaurada a condicao de
normoglicemia, ou irreversivel, mesmo que revertida a
hiperglicemia, pois originou-se de alteracoes acumulativas em
macro-moléculas de vida longal?.

A hiperglicemia também ocorre por tratamento agudo ou
prolongado com altas doses de fluoreto de so6dio%520-22

evidenciando que a homeostase da glicose sofre influéncia do NaF e
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esta alteracdao é similar a do observado em diabetes mellitus. Os
resultados da Figura 2 demonstraram que o grupo NaF apresentou
hiperglicemia: 1) 30 min apdés a gavagem com NaF (tempo zero); 2)
apos a infusao de insulina (exceto no tempo de 8 min). O item 1
esta de acordo com os resultados de outros pesquisadores23.24,
Segundo Allamann e Kleiner?4, o mecanismo que o NaF induz
hiperglicemia pode estar aliado a um ou mais fatores como: a)
aumento da glicogenodlise devido a um aumento do AMPc; b)
aumento da liberacao de epinefrina; c) ativacao ou inibicao de
certas enzimas. McGowen e Suttie?8 propuseram que a
hiperglicemia induzida pelo NaF seria decorrente do seu efeito
positivo sobre a liberacao de epinefrina que poderia aumentar a
glicogenodlise. Por outro lado, Allamann e Kleiner24 acreditam que
esta hiperglicemia poderia ser resultado de uma via dependente de
AMPc. Estes autores observaram o aumento de AMPc induzido por
NaF poderia fosforilar e ativar a glicogénio fosforilase a, e isto
aumentaria a quebra do glicogénio. Entretanto, o tratamento
agudo com NaF nao ocasionou alteracao na sensibilidade a
insulina, demonstrada pela inalteracado da velocidade de
decaimento da glicose, durante o teste endovenoso de tolerancia a
insulina (ITT).

Ao analisar-se as concentracées do ion fldor no plasma

(Figura 1), observamos um aumento estatisticamente significativo



no grupo NaF em relacao ao grupo CN. Isso confirma a relacao
entre o flior ingerido e a absorcao pelo organismo. Neste estudo,
os experimentos se iniciaram 30 minutos apds a gavagem com
NaF. Roldi e Cury?> também observaram aumento significativo de
flior no plasma sanguineo em humanos, no mesmo tempo, apos a
ingestao de dentifricio fluoretado. Porém a absorcdao depende de
como este fluor € ingerido. Compostos insoluveis podem se formar
de acordo com a dieta, principalmente na presenca de substancias
como calcio, magnésio e aluminio, que reduzem a absorcao do
fluoreto26. A porcentagem de fluor excretada em relacdo a ingerida
e absorvida, depende da idade do individuo e as criancas absorvem
mais fluor do que os adultos?’.

O fluoreto tem sido usado de diversas maneiras na prevencao
da carie dental. Entre os varios métodos de utilizacao do fluor, o
uso do dentifricio fluoretado associado a outros métodos, como a
agua de abastecimento publico, tem sido os grandes responsaveis
pelo declinio desta doenca28. Paralelamente observa-se uma
tendéncia ao aumento da fluorose dental, o que indica um excesso
no consumo de fluoretos. Alguns estudos foram realizados no
intuito de averiguar a dose que as criancas estao expostas ao
flior!29. Pessan et al?® demonstraram que somente pelo dentifricio,

as criancas podem ingerir até 0,155 mg/F/dia/kg. Esta dose esta
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acima da dose preconizada (0,05 a 0,07 mg/F/dia/kg) como limite
para se evitar graus indesejaveis de fluorose dental?.

No presente estudo, a dose de flaor utilizada foi 20 vezes
maior que o valor maximo ingerido por uma crianca durante
uma escovacao com dentifricio fluoretado?°. Esta dose foi utilizada
porque Rigalli et al*, realizando estudos em humanos e ratos,
observaram que eles precisavam aumentar, nesta proporcao, a
dose de flaor administrada em ratos em relacao a administrada em
humanos para atingir um pico plasmatico similar em ambos os
modelos. E isto provavelmente deve-se a grande diferenca na taxa
de “turnover” do osso*.

O fldor também €& consumido através das bebidas e
alimentos, em quantidades significativas em alguns chocolates em
barra, bolachas3?, cereais matinais e salgadinhos3! que sao
guloseimas tipicamente apreciadas pelas criancas. Concentracoes
significativas de flior também foram encontradas no cha preto e
em bebidas a base de cha com potencial de expor uma crianca a
doses mais altas do que a dose limite32. Portanto ha necessidade
que haja um controle ou até mesmo uma diminuicao de produtos
fluoretados em locais com fluoretacao da agua de abastecimento,
pois pode ocasionar ingestdo de fluoreto acima da dose limite,

principalmente por criancas e adolescentes portadores de diabetes
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mellitus, no qual o flior podera potencializar o efeito da doenca, se
for consumido em doses excessivas.

O estudo da regulacao das etapas iniciais da acao insulinica
em modelos animais pode ser realizada in vitro, através de
receptores de insulina parcialmente purificados e substratos
exogenos, ou in Vvivo, apos a infusao de insulina. O protocolo
experimental utilizado neste trabalho (estimulacao in vivo com
insulina, extracdo e homogeneizacdo dos tecidos muscular e
adiposo branco em condi¢coes desnaturantes e posterior
“immunoblotting” com o anticorpo especifico) permitiu uma
avaliacao das etapas iniciais da acao insulinica nestes dois tecidos
importantes para a homeostase da glicoses3.

Com esta metodologia, foi realizado o estudo das etapas
iniciais da acao insulinica em tecido muscular (gastrocnémio) e
adiposo branco periepididimal de animais CN e FN. O tratamento
agudo com NaF nao induziu alteracao significativa no grau de
fosforilacdo da ppl85, apdés o estimulo insulinico, tanto no
gastrocnémio (Figura 4) como no adiposo branco (Figura 5). Estes
resultados podem ter propiciado a inalteracdo da sensibilidade a
insulina entre o grupo CN e FN. Por outro lado, os estudos in vitro
de Vinals et al3%35, em receptores de insulina isolados de tecido
muscular de ratos e placenta humana, demonstraram que o

fluoreto induziu uma diminuicao na autofosforilacao induzida por
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insulina e fosforilacao dos substratos exogenos usados. Isto pode
ser explicado, pelo menos em parte, pela diferenca de metodologia
utilizada entre estes estudos e o deste trabalho. Outro fator
relevante € que a concentracao de fluor utilizada por Vinals et
al34:35 foi mais elevada. O presente estudo revelou que a quantidade
de fluor administrada aumentou a glicemia, mas nao interferiu na
fosforilacao da ppl85. Entretanto nao podemos descartar
alteracoes na fosforilacado de outros substratos da insulina
envolvidos na homeostase glicémica.

Diante desta discordancia de resultados, mais estudos
devem ser feitos para que se esclareca melhor a interferéncia do
NaF na etapa inicial da acdo insulinica, pois uma diminuicao na
fosforilacdo do receptor de insulina tem sido bem correlacionada
com situacoes de resisténcia a insulinas36-38,

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o
tratamento agudo com NaF promoveu aumento significativo na
glicemia, entretanto nao alterou a sensibilidade a insulina e a
fosforilacao da pp185. Portanto, sabendo-se que o NaF pode alterar
o metabolismo de carboidratos em doses altas, é recomendavel
utilizar dentifricios com um menor teor de fluoreto, principalmente
por criancas diabéticas, para as quais o excesso do consumo de

flbor pode levar a piora na situacao de saude.
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Anexo A

Normalizacao segundo a Revista Chilena de Pediatria

Os trabalhos enviados para publicacao na Revista Chilena de

Pediatria deverao sujeitar-se as seguintes instrucoes:

1. O trabalho deve ser datilografado em espaco duplo, incluindo os
resumos e as tabelas em paginas tamanho carta, deixando uma
margem de 2,5 cm em todas as bordas. A extensao do texto nao
deve ultrapassar 10 paginas, exceto os trabalhos de revisdao ou
saude publica que podem chegar a 15 paginas de texto; 3 para
comunicacoes curtas ou cartas ao editor. Enviar o original e duas
fotocopias (copias feitas com papel carbono nao sado consideradas

convenientes) de todo o texto, referéncias, tabelas e figuras.

2. A maioria dos trabalhos (experiéncias clinicas, trabalhos de
pesquisa) tem caracteristicas que permitem dividi-los em secoes
entituladas: Introducdo, Material e Métodos, Resultados e
Discussao (trabalhos originais e casos clinicos). Cada secao devera
comecar na parte superior de uma pagina e ser datilografada sem
salto de linhas entre sentencas. O formato de outros tipos de
artigos de grande interesse para os leitores, como revisdes de
temas, atualizacao, editoriais, comentarios técnicos, relatorios
técnicos, cartas ao editor, artigos culturais referentes a medicina
em geral e a pediatria em particular, pode ser diferente segundo a
natureza de seu conteudo e sera aprovado pelo Corpo Editorial de

comum acordo com o autor.
3. A sequéncia de cada trabalho sera a seguinte:

3.1 Pagina de rosto
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A pagina de rosto deve conter:

1) titulo do trabalho, que deve ser conciso, mas informativo sobre o

conteudo central do artigo;

2) nome do(s) autor(es): primeiro nome, nome paterno e inicial do

nome materno e identificacao de grau académico;

3) nome da secao, departamento, servico e instituicao a que deve

dar-se crédito pela execucao do trabalho;

4) nome e endereco do autor para a correspondéncia e solicitacao

de separatas;

5) fonte de apdio econdmico se existir, como subsidio de pesquisa
(grants), equipamento, medicamentos, etc. Indicar com asterisco os
autores que nao tenham o titulo de médico cirurgido, e indicar no
rodapé seu titulo profissional ou sua qualidade de interno ou aluno

em uma carreira determinada, quando for o caso.
3.2 Resumo
A segunda pagina deve conter:

a) um resumo em espanhol com 150 palavras no maximo que
descreva o proposito do estudo ou pesquisa, o material e método
basico utilizados, os principais resultados em forma quantitativa
quando for o caso e as conclusdées mais importantes (ndo use

abreviaturas nao padronizadas, nem expressoes pouco claras).

b) o resumo em inglés com 150 palavras no maximo, com as
mesmas caracteristicas que o resumo em espanhol e a respectiva

traducao do titulo do trabalho.
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3.3 Introducao

Resumir a argumentacao do estudo e expressar com clareza o
proposito do artigo. Quando pertinente ao estudo, fazer explicita a
hipotese cuja validade pretende analisar. Nao explicar
extensamente o tema e cite s60 as referéncias bibliograficas que

sejam estritamente pertinentes.

3.4 Material e Método

Descrever com clareza a selecao de elementos em observacao ou
experimentacao (pacientes ou animais de laboratorio e seus

respectivos controles).

Identificar os métodos, instrumentos ou aparelhos e procedimentos
empregados, com suficiente precisdo para permitir que outros

observadores reproduzam seus resultados.

Quando se trata de métodos estabelecidos e de uso frequiente
(inclusive métodos estatisticos), limitar-se a menciona-los e citar as

referéncias respectivas.

Quando os métodos ja tenham sido publicados mas sejam pouco

conhecidos, dar as referéncias e agregar uma breve descricao.

Quando os métodos sao novos ou foram aplicadas modificacoes a
métodos estabelecidos, descrevé-los com precisao, justificando seu

emprego € mencionar suas limitacoes.

Quando forem efetuados experimentos em seres humanos, indicar
se os procedimentos respeitaram normas éticas estabelecidas
previamente e revisadas por um comité "ad hoc" da instituicdo em

que se efetuou o estudo, de acordo com a Declaracao de Helsinki
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(1975). Identificar os farmacos e compostos quimicos utilizados

com seu nome genérico, dosagem e via de administracao.

Quando necessario, identificar os pacientes com numeros
sequienciais, mas sem usar iniciais, nem numeros de fichas

clinicas hospitalares.

Indicar o numero de individuos, de observacoes, e os métodos
estatisticos utilizados e o nivel de significacdo estatistica

previamente estabelecido para julgar os resultados.

3.5 Resultados

Apresentar os resultados numa sequéncia logica e concordante
com o texto, tabelas e figuras. Os dados podem ser mostrados nas
tabelas e figuras, mas nao simultaneamente nas duas. Os
resultados mais relevantes no trabalho devem ser sempre descritos
no texto. Nao repetir no texto a descricao de todos os dados que se
apresentam numa tabela ou figura, e destacar s6 as observacoes
importantes. Nao misturar a apresentacao dos resultados com a

discussao, a qual deve ser incluida no capitulo seguinte.

3.6 Discussao

Trata-se da discussao dos resultados obtidos no trabalho e nao
uma revisao do tema. Discutir e destacar s6 os aspectos novos e
importantes do trabalho e as conclusdées que se propéem a partir
deles. Nao repetir detalhadamente os dados que aparecem em
Resultados. Explicar nesta secdao as implicacoes dos
descobrimentos e limitacdées do trabalho, e relacionar estas
observacoes com outros estudos relevantes identificando-os
mediante as citacoes bibliograficas respectivas. Relacionar as

conclusoes com os propositos do estudo que foram destacados na
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Introducdo, mas evitar propor conclusdées que nao estao
solidamente respaldadas pelos resultados, e apoiar-se em outros
trabalhos ainda nao terminados. Propor novas hipoteses quando
conveniente e identifica-las claramente. Quando seja apropriado,

propor recomendacoes.

3.7 Agradecimentos

Expressar reconhecimento somente a pessoas e instituicoes que
fizeram contribuicoées importantes ao trabalho. Os autores sao
responsaveis por mencionar pessoas ou instituicoes a quem os
leitores poderiam atribuir um apoio aos resultados do trabalho e

suas conclusoes.

3.8 Referéncias

Limitar as referéncias a 30 no maximo. Numere as citacoes
bibliograficas na ordem em que sao mencionadas pela primeira vez
no texto. Identificar as referéncias no texto com numeros arabicos,
entre parénteses no final da frase ou paragrafo em que sao
mencionadas. As referéncias que sejam citadas unicamente nas
tabelas ou nas legendas das figuras, devem ser numeradas na
sequiéncia que corresponda a primeira vez que sao citada no texto.
Os nomes das revistas devem ser abreviados segundo o estilo
usado no Index Medicus (no numero de janeiro de cada ano do IM
aparece uma lista de abreviaturas). Os resumos de apresentacoes
em Congressos podem ser citados como referéncias s6 quando
forem publicados em revistas de circulacao geral. Nao incluir como
referéncias "observacdoes nao publicadas" nem "comunicacoes
pessoais”, as quais podem ser incluidas no texto entre parénteses.
Pode-se incluir entre as referéncias, os trabalhos que foram

oficialmente aceitos por uma revista e estdo em processo de



81

publicacao; neste caso indicar a referéncia completa, agregando a
expressao '"em impressdao’ o nome abreviado da revista entre
parénteses. Os trabalhos enviados para publicacao, mas que ainda
nao foram oficialmente aceitos, nao devem ser listados nas
referéncias, mas podem ser citados no texto como "observacoes nao
publicadas", entre parénteses. Ao listar as referéncias, a sua ordem

deve ser a seguinte:

a) Artigos em revistas: Sobrenome e inicial do nome do(s) autor(es).
Mencionar todos os autores quando seja seis ou menos; se sao sete
ou mais, mencionar os trés primeiros e agregar et al. Limitar a
pontuacao a virgulas que separem os autores entre si. Segue o
titulo completo do artigo, em seu idioma original. Logo, o nome da
revista em que apareceu abreviado de acordo ao Index Medicus,
ano de publicacdao, volume, pagina inicial e final do artigo.

Exemplo:

b) Capitulos de livro: Exemplo: ... ... Os autores sao responsaveis

pela exatidao de suas referéncias.
Artigos originais
1. Artigos originais

Trabalho realizado conforme o esquema que se explica a
continuacao e no qual se trata de encontrar uma resposta a uma
ou varias interrogantes. O esquema ao qual devera submeter-se € o

seguinte: Introducao

a)Introducao: indica os antecedentes e perguntas que pretende-se

resolver;
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b) material e método: se o método nao é original, basta indicar a

citacao correspondente;

c) resultado;

d) discussdao ou comentarios: discute ou analisa os resultados
obtidos com relacao ao problema exposto ou a trabalhos de outros

autores sobre o tema, se existir;

e) resumo: em idioma espanhol e inglés com 150 palavras como
maximo. Deve-se procurar a maior concisao, evitando repeticoes e
descricoes de fatos conhecidos ou ja publicados, para o qual basta
a citacao bibliografica. A maior parte dos trabalhos (experiéncias
clinicas, trabalhos de investigacdo) tem caracteristicas que

permitem dividi-los em secoes:

Introducao, Material e Método, Resultados e Discussao (trabalhos
originais e casos clinicos). Cada uma delas devera comecar na
parte superior de uma pagina e ser datilografada sem pular linha
nos fins de paragrafo. O formato de outro tipo de artigos de grande
interesse para os leitores, como revisoes de temas, atualizagoes,
editoriais, comentarios técnicos, cartas ao editor, relatorios
técnicos, notas culturais abrangendo a medicina em geral e a
pediatria em particular, pode ser diferente segundo a natureza do
seu conteudo e sera aprovado pelo Corpo Editorial de acordo com o

autor.

Resumo

A segunda pagina deve conter:

a) um resumo em espanhol de 150 palavras no maximo, que
descreva o proposito do estudo ou pesquisa, o material e método

basico utilizado, os principais resultados em forma quantitativa
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quando corresponder e as conclusdées mais importantes (nao
empregar abreviaturas nao padronizadas e nao utilizar expressoes

vagas).

b) Um resumo em inglés com 150 palavras no maximo, com as
mesmas caracteristicas do resumo em espanhol e a respectiva
traducao do titulo do trabalho. Tabelas: Apresentar cada tabela em
pagina separada, datilografada em espaco duplo. Nao enviar
fotografias das tabelas. Numerar as tabelas na ordem sequiencial e
colocar um titulo breve acima de cada tabela (titulo da tabela).
Sobre cada coluna colocar um cabecalho curto e breve. Separar
com linhas horizontais somente os cabecalhos das colunas e os
titulos gerais; entretanto, as colunas de dados devem separar-se
por espacos e nao por linhas. Quando notas esclarecedoras sejam
requeridas, agregue-as ao pé da tabela e ndo no cabecalho. As
notas ao pé da tabela sdao usadas para todas as abreviaturas nao
padronizadas que aparecam nela. Citar cada tabela em ordem

sequencial no texto do trabalho.

Figuras

As figuras sao qualquer tipo de ilustracdao que nao sejam tabelas
(graficos, radiografias, eletrocardiogramas, ecografias, etc.). Os
graficos propriamente ditos, devem ser desenhados por um
profissional. Enviar duas reproducoes fotograficas, e nao os
originais, em branco e preto de tamanho 10 x 15 cm. As letras,
numeros e simbolos devem ver-se claros e nitidos em toda a
superficie da fotografia; e ter um tamanho suficiente que permita

seguir sendo legivel quando a figura seja reduzida na publicacao.

Os titulos e legendas nao devem aparecer na fotografia, mas em

uma pagina separada, para ser composto na impressao. No reverso



de cada fotografia, deve anotar-se com lapis ou numa unica
etiqueta colada, o numero da figura, o nome do autor principal e
uma seta indicando a sua localizacdao. Enviar as fotografias
protegidas em um envelope grosso de tamanho apropriado. Os
simbolos, setas ou letras empregadas para identificar imagens nas
fotografias de preparacdes microscopicas, devem ser de tamanho e
contraste suficiente para se distinguir de seu entorno. Citar cada
figura no texto na ordem sequencial. Se uma figura é reproducao
de material ja publicado, indicar a sua fonte de origem e solicitar
autorizacao por escrito do autor ou editor para reproduzi-la em seu
trabalho. O autor devera consultar a direcao da revista sobre a
publicacdo de ilustracoes coloridas e arcar com seu custo. O total
de figuras e tabelas deve ser no maximo cinco. Legendas para as
figuras: Redigir os titulos e as legendas das figuras em pagina
separada, indicando sua numeracao correspondente. Identificar e
explicar todo simbolo, seta, niumero ou letra que tenha empregado
para indicar parte das ilustracoes. Na reproducao de preparacoes
microscopicas, explicar a ampliacao empregada e identificar os
métodos de tintura. Unidades de medida: Empregar as unidades
correspondentes ao sistema meétrico decimal (uma lista aparece
publicada no Annals of Internal Medicine 1979;90:98-99). Lembrar
que em portugués as cifras decimais devem ser separadas por
virgula, e por convencao, os milhares e multiplos de milhares sao

indicados por espaco em lugar de ponto.

ABREVIATURAS PARA UNIDADES DE MEDIDA

A seguinte lista indica as abreviaturas ou simbolos de uso
internacional que representam as unidades de medidas
empregadas com maior freqiiéncia nos trabalhos publicados pela

revista. Os autores devem utilizar estas abreviaturas ou simbolos
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no texto, tabelas e figuras dos trabalhos que enviem a Revista

Chilena de Pediatria para publicacao.
TERMINOLOGIA

Abreviatura ou simbolo alternativos correto que se deve usar:
Contagem por minuto com, CPM Contagem por segundo cps CPS,
Curie Ci, Grau Celsius °C, Desintegracoes por minuto dpm DPM,
Desintegracoes por segundo dps DPS, Equivalente EqO, Gramo g
gr, Hora h hr, Unidade internacional IU, Kilogramo kg Kg Litro, 1
Lt, Metro m mt, Minuto min, Molar M, Mole mol, Osmol osmol,
Retacoes por minuto rpm RPM, Segundo s seg, Kilo-(prefixo) k,
Deci-(prefixo), d Centi-(prefixo), ¢ Mili-(prefixo) ml, Micro-(prefixo) u,
Nano-(prefixo) n, Pico-(prefixo), p Promedio (termo estatistico) x Nao
significativo (estatistico) NS, Numero de observacoes (estatistico) n,
N° probabilidade (estatistico) p P. Note-se que nenhuma

abreviatura ou simbolo agrega-se "s" para indicar plural.

Uma lista mais completa de abreviaturas ou simbolos de uso
comum em biologia e medicina aparece publicada em Annals of

Internal Medicine 1979;90:98-99.
1. Separatas

Devem ser solicitadas por escrito, depois de receber a comunicacao
oficial de aceitacao e programacao definitiva do trabalho. Seu custo

deve ser pago pelo autor diretamente a publicadora.
2. Autores

Na relacdo de autores s6 devem figurar as pessoas que
participaram de maneira significativa ao trabalho e, portanto,

podem ser responsaveis publicamente por seu conteudo. Em
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outras palavras, a autoria deve se limitar a quem contribuiu

criativamente ao estudo:

a) geracao e desenho; analise e interpretacdo da informacao ou

ambos;

b) esboco do artigo ou revisao de seu conteudo intelectual;

c) aprovacao final da versao que se deseja publicar. A participacao
da coleta de dados, a chefia do servico ou departamento; ser
observadores casuais, executores de exames especiais ou médicos
de cabeceira nado outorgam direito autoral por si mesmos. De
qualquer forma os editores podem solicitar aos autores que
confirmem autoria, especialmente quando o nimero for superior a

cinco.

3. Reconhecimento de contribuicoes que nao justificam autoria.

Num lugar apropriado no artigo (na pagina de rosto, como nota de
rodapé ou apéndice do texto segundo os requerimentos de cada

revista) deverao especificar uma ou mais declaracoes:

a) contribuicoes reconhecidas que nao justificam autoria;

b) reconhecimento de ajuda técnica; c) reconhecimento de apoio
material e financeiro; d) relacoes financeiras que podem constituir
conflito de interesse. As pessoas que tenham contribuido
intelectualmente ao trabalho, mas sua contribuicio ndo mereca
autoria, podem ser nomeadas e sua contribuicao descrita, por
exemplo: "conselho", "revisdo critica de proposicdo do estudo’,
"coleta de informacao", "participacdo em testes clinicos". Tais

pessoas deverao dar a sua autorizacdo para ser nomeadas.
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Ajuda técnica: devera ser reconhecida num paragrafo a parte das
expressoes anteriores. O apoio financeiro ou material de qualquer
fonte devera ser especificado. Se o trabalho for aceito, também sera
apropriado incluir outras relacdoes financeiras que constituam
conflito de interesse, mas estas deverao ser indicadas em carta

anexa.

4. Informacao que deve ser incluida na carta anexa

Os originais devem ser acompanhados por uma carta que inclua:

a) informacéao sobre publicacao ou envio duplicado do trabalho ou
qualquer parte dele a outras revistas ou meios de divulgacao e
declarando, também, que o trabalho nao foi submetido, antes ou

simultaneamente, a consideracao de outras publicacoes;

b) uma declaracao sobre as relacoes financeiras ou de uma outra

ordem que possam causar conflitos de interesse;

c) uma declaracao dizendo que o manuscrito foi lido e aprovado por

todos os autores;

d) o nome, endereco, numero de telefone do autor principal, que é
responsavel de comunicar-se com os outros autores quanto as
versoes e aprovacao final das provas. A carta de apresentacao
devera ser assinada por todos os autores. Os originais deverao ser
acompanhados pelas autorizacoes necessarias para reproduzir
material publicado anteriormente, utilizar ilustracoes sobre
pessoas suscetiveis de ser identificadas, ou nomear pessoas por

suas contribuicoes.

5. Publica¢coes multiplas
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A seguinte declaracao sobre publicacoes multiplas foi aprovada
pelo Comité Internacional de Revistas Médicas (Grupo Vancouver)
em maio de 1983. Foi editada para que sirva como guia a autores e
editores. Entende-se por publicacdo multipla aquela que se realiza
mais de uma vez sobre a mesma informacao, contetildo, analise,
etc., mesmo que sua redacado ou apresentacao seja diferente. Neste
sentido, a publicacdo multipla inclui a publicacdao paralela e a
publicacao reiterada. Entende-se por publicacdo paralela aquela
em que a publicacdao secundaria esta destinada a leitores cujo
idioma nacional € diferente da publicacdo primaria, que dessa
forma ficaria fora do alcance deles, e que também se denomina
publicacdo em dois idiomas. Esta classificacdo inclui publicacoes
secundarias destinadas a médicos que ndo acostumam empregar
meétodos de registro e recuperacao sistematica de informacdo em
suas leituras profissionais. A publicacao reiterada ou duplicada
indevidamente € a publicacdo multipla destinada a grupos de
leitores que compartilham ambas as publicacoes (primaria e
secundaria) e que muito provavelmente utilizam sistemas de
registro e recuperacao de informacao profissional. A politica dos

editores de revistas para estas publicacoes multipla € a seguinte:

1) A publicacao paralela € aceita se:

a) os editores das duas revistas envolvidas estdo completamente
informados. O editor da segunda publicacdo devera ter uma

fotocopia. Reimpressao ou copia do original da primeira versao;

b) a prioridade da primeira publicacao é respeitada pela segunda

com um intervalo de pelo menos duas semanas;

c) o conteudo da segunda publicacdo € escrito por um grupo

diferente de leitores, em outras palavras, trata-se de uma simples
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traducao da primeira, da qual, algumas vezes, s6 € preciso uma

versao abreviada;

d) a segunda versao reflete fielmente a informacao e interpretacoes

da informacao primaria;

e) uma nota de rodapé na primeira pagina da segunda versao
informa aos leitores e instituicées de documentacao que o trabalho
foi editado e se esta publicando para uma audiéncia ou publico em
paralelo com a primeira versao, empregando a mesma informacao.
A nota de rodapé na primeira pagina devera dar suficiente e

adequada referéncia da primeira versao;

f) no curriculum vitae e relatérios de producao cientifica, os
trabalhos publicados em paralelo devem ser indicados de maneira

inequivoca.

2) A publicacao reiterada nao € aceitavel, e se os autores violam
esta regra poderao ser submetidos a sancoes. As entregas
preliminares ou publicacoes prévias, isto €, a divulgacao de
informacao cientifica descrita num trabalho que foi aceito, mas
ainda nao publicado, em muitas revistas & considerada como
violacao dos direitos reservados. Em casos excepcionais, e s6 com
a aprovacao do editor da publicacado primaria, podera aceitar-se a
entrega preliminar de informacao, por exemplo, para prevenir a

populacao de um risco.

Regulamento de Publicacoes

A Revista Chilena de Pediatria recebe para sua publicacao somente
artigos originais sobre temas de pesquisa clinica ou experimental e
de medicina social e saude publica, relacionados com a criancga e

que nao tenham sido publicados em outras revistas. A Revista se



90

reserva o direito sobre os artigos. As contribuicoes serao entregues
na Secretaria da Revista e serao revisados pelo Comité de Redacao.
A ordem de publicacao dos trabalhos fica a critério da Direcao, que
se reserva o direito de recusar artigos por razoes técnicas ou
cientificas, assim como de sugerir ou efetuar reducdes ou
modificagcoes no texto, ou material grafico. Os artigos deverao ser
entregues datilografados em paginas de tamanho carta em espaco
duplo, com um maximo de 26 linhas por pagina, amplas margens
(2,5 cm), incluindo o original e as duas primeiras copias ou duas
fotocopias de boa qualidade. A sua extensdo maxima sera de 15
paginas para artigos originais de saude publica e atualidades, 10
para casos clinicos e 3 para comunicacoes curtas e notas ou cartas
ao Editor. A revista s6 aceitara desenhos e graficos preparados em
estilo profissional. Eles, como qualquer outro tipo de ilustracao
(fotografias de pessoas, objetos ou radiografias), se classificarao
como figuras e se enviardao na forma de copias fotograficas em
papel satinado, branco e preto, preferentemente de 10 a 15 cm de
tamanho (sem exceder 20 x 25 cm). Estes elementos deverao
confeccionar-se em uma folha separada e permitir entender o
significado da figura sem necessidade de ler o resto do texto. No
reverso de cada ilustracao deve-se marcar com lapis ou em papel
adesivo facil de retirar, o numero que a identifica e a seta que
indica sua orientacao. No texto devera ser indicado onde deve ser
intercalada. Os quadros ou tabelas devem ser denominados
Tabelas e ser enviados datilografados em folha separada,
devidamente numerados na ordem em que aparecem no texto. Os
custos de impressao das figuras e tabelas serao por conta da
revista, sempre que nao excedam a cinco. O titulo deve ser claro e
conciso, dando uma idéia exata do conteudo do trabalho. Incluir o

nome dos autores com o sobrenome e pelo menos a inicial do
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segundo sobrenome, o titulo profissional de cada um deles e ou

Instituicoes ou Departamentos em que o trabalho foi realizado.

As referéncias bibliograficas devem ir numeradas no texto em
forma sequencial, na mesma ordem em que foram citadas pela

primeira vez. Listar as referéncias bibliograficas da seguinte forma:

a)sobrenome dos autores com a primeira inicial do nome,

b)titulo do trabalho, c)nome da revista na forma abreviada segundo
o "Index Medicus", ano, volume: pagina inicial e final do texto
(Exemplo: Rev.Chil.Pediatr. 1986;57:325-330). As contribuicoes
serao classificadas da seguinte forma: 2. Casos clinicos, de
interesse pratico, com uma revisao do tema em questdo. Esquema

semelhante ao anterior.

3. Atualidades.

Relacao de novas aquisicoes médicas ou revisdo de capitulos de
interesse especial, realizadas por profissionais que tenham
experiéncia no tema e que contribuam ao esclarecimento de

conceitos.

4. Saude publica.

Secao destinada a temas de protecao e fomento da saude e
aspectos de medicina social e de populacao relacionados com a
atencao materno-infantil, seguindo o mesmo esquema de

apresentacao dos trabalhos originais.

5. Comunicacoes breves.

Todo trabalho que signifique uma contribuicao original, com

carater preliminar ou definitivo, que nao ultrapasse em extensao 4
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paginas tamanho carta em espaco duplo, incluindo tabelas e

referéncias.
6. Notas ao Editor.

Comentario ou discussao de temas estimados de interesse em
relacdo a temas pediatricos, trabalhos publicados anteriormente ou
solicitacao de informacao sobre a especialidade, de interesse geral.
Neste ultimo caso se incluira também a opinido dada por um
especialista idoneo. Recomenda-se aos autores entregar o material
diretamente na Sociedad de Pediatria. Nao se devolvem provas para

revisao, nem se devolvem os originais.

A Revista Chilena de Pediatria editara nos numeros 3 e 6 de cada
ano as instrucdoes ampliadas para os autores, de acordo com os
"Requisitos uniformes para los trabajos propuestos a las revistas
biomédicas" do Comité Internacional de Editores de Revistas
Médicas (British Medical Journal 1982, 284:1766-1770) E
obrigacdo dos autores conservar em seu poder uma copia
completa, incluindo figuras e tabelas dos originais enviados a
Revista, ja que ela nao devolvera nenhum tipo de material,
procedendo a sua destruicdo uma vez que o trabalho se encontre

impresso ou quando foram recusados pelo Corpo Editorial.

A impressao de separatas sera feita por solicitacao dos autores,
que deverao pedir no momento da entrega de originais, o numero
de exemplares que desejem diretamente a editorial. O custo sera

por conta dos autores.
Envio dos manuscritos

As contribuicoes serao entregues na Secretaria da Revista Chilena

de Pediatria, e serao revisadas pelo Comité de Redacao.
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Anexo B

Normalizacao segundo a revista Fluoride

GUIDELINES FOR AUTHORS — REVISED FEBRUARY 2005
Fluoride, the official quarterly journal of the International Society
for Fluoride Research (ISFR), is published for the advancement of
research and dissemination of knowledge pertaining to
agricultural, analytical, biochemical, biological, chemical, clinical,
dental, ecological, environmental, industrial, medical, metabolic,
pharmacological, synergistic, and toxicological aspects of inorganic
and organic fluorides or fluorine compounds.

In addition to reports of original research, timely reviews,
short communications and discussion papers, letters to the editor,
and guest editorials are also welcomed. Manuscripts submitted to
Fluoride should, if possible, be prepared on a word processor
according to the following guidelines. They should not have been
published elsewhere and must be written in clear, concise English
with either American or British spelling. They should be formatted
with generous margins and double-space typing throughout.

Manuscripts may be submitted to the editor either by mail or
courier as hard copy or by E-mail as an attachment (Microsoft
Word or Microsoft Office XP documents preferred):

Albert W. Burgstahler, PhD
1620 Massachusetts Street
Lawrence, KS 66044-4254, USA
E-mail: awburg@ku.edu

Do not send a computer disk with your initial submission.
Preliminary inquiries by letter, E-mail, or by fax (USA: 785-843-
0736) are encouraged. Because far more manuscripts are being

received than we have space to publish, research reports should be
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kept as short as possible, generally limited to about 3 to 5
manuscript pages in Times New Roman 12-point type, including
figures and tables (but exclusive of references), although longer
papers, especially of a review type, may also be acceptable. As far
as possible, all manuscripts should be prepared according to the
guidelines produced by the International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE), Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals: writing and editing for biomedical
publication, the official version of which is located at
http:/ /www.ICMJE.org.

However for references in Fluoride no periods should be
added after journal titles or journal title abbreviations. The
Uniform Requirements are periodically updated with the last
update being in October 2004.

All research reports and reviews, including papers presented at
ISFR conferences, are evaluated by qualified reviewers (usually
members of the Editorial Board) before acceptance for publication.
When papers are judged acceptable, authors are then asked to
incorporate into their paper the suggestions and recommendations
of the reviewers and the editorial changes proposed by the editor.
After the appropriate revisions have been made, authors should
submit the revised version either electronically as an attachment to
an E-mail or by mail or courier as a hard copy in duplicate,
together with a PC-formatted (not Macintosh) diskette that includes
the revised text, references, tables, charts, and figures.
(WordPerfect is acceptable, but Microsoft Word or Microsoft Office
XP are preferred.)

The following guidelines should be followed closely to
facilitate and expedite publication; they refer primarily to research

reports and apply only in part to research reviews and other types
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of contributions. Revised papers that do not adhere to these
guidelines will be returned for further revision.

In particular attention should be given to the correctness of
the references. If significant errors are found in the references such
as incorrect authors’ names, titles, year of publication, volume
number, and page numbers, the manuscript may be returned to
the authors until all errors are corrected. The responsibility for the
references being correct lies with authors. Our editors are unable
to check each reference. The ICMJE note that citation errors
sometimes appear in the published version of articles and to
minimize such errors, authors should therefore verify references
against the original documents. It is not necessary for the author
to format the text of articles by using the fonts it which it will be
published as these will be added at the type setting stage. A font
such as Times New Roman, 12-point, may be used throughout
apart from in tables and figures which have special requirements
(see below).

Title and running title: Care should be taken to make the full
or main title as clear and informative as possible. Supply a short
running title (60 characters or less including spaces) to serve as an
odd-numbered page header that expresses the main points of the
full title.

Authors names and addresses: Immediately below the full
title, list the author(s) by the full first name or initials, with the
family or surname last, followed, in a separate line, by the name of
the city and country where the research was conducted. Use a
comma between names and a lowercase letter superscript following
each comma to refer to the address footnote which will appear at
the bottom of the first page. For the footnote, give the employment

address of each author and the complete postal and E-mail
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address of the author for correspondence. This footnote should be
placed in a separate paragraph below the names and addresses
and before the summary. It will be placed as a footnote during
typesetting and this does not need to be done by the authors. (For
examples of the information for the footnote paragraph see recent
issues of Fluoride, available at:
http:/ /homepages.ihug.co.nz/ ~spittle /fluoride-journal.htm).

Summary and keywords: After the footnote information

paragraph give a concise, factual abstract-style summary of the
research results and conclusions. Immediately following the
Summary, provide, for indexing purposes, an alphabetical list (first
letter capitalized) of three to ten important Keywords. For
examples, see recent issues of Fluoride.
Introduction: The section headings for the introduction and
subsequent sections does not required special formatting and can
be written in the same type being used for the text. The formatting
in a particular font type and size will be added at the type setting
stage. Begin the paper with a brief statement about the
background of the study. Usually this will be less than one page in
length. Pertinent previous prior work by the author(s) as well as by
others, especially if published in Fluoride (see 35-year Cumulative
Subject Index published in Fluoride 2002;35(4 - Part 2) should be
cited. The reason for the new research and what it embraces
should also be mentioned.

Materials and methods: Make this section as concise as
possible, but provide all essential details of how the investigation
was conducted, especially if new or different methodology was
involved. When published procedures were used, they should only

be referenced unless substantial changes were made in them.
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Results: Give a brief presentation of the principal findings
and the direct conclusions of the research. Except for drawing
attention to key items, data in tables and figures should only be
summarized and interpreted; they should not be repeated as such
in the text.

Discussion: Concentrate on the broad conclusions and
implications of the investigation, especially as they relate to other
previously-published work. In short papers, the Results and
Discussion sections may be combined.

Acknowledgments: Acknowledgments should be brief and
given as appropriate according to circumstances, but sources of
funding should always be stated.

References: List and number the references in the order they
are cited in the text. Be sure to cite all references accurately and
completely, exactly according to the International Biomedical
Journals style described below, which follows that of Index Medicus
and PubMed, without italics for book or journal titles (in standard
abbreviated form). The titles of journals should be abbreviated
according to the style used in Index Medicus. Consult the List of
journals indexed in index medicus published annually as a separate
publication by the library and as a list in the January issue of
Index medicus. The list can also be obtained through the library’s
web site (http://www.nlm.nih.gov). In the text of the paper, use
superscripted numbers immediately after commas or periods.
When more than one reference is cited at a time, separate
superscripted numbers without spaces by commas (e.g., 1,4,5,15)
or, when in sequence, by a hyphen (e.g., 4-7,15).

Abbreviations and acronyms: Except for standard
international system (SI) units of measurement, all abbreviations

and acronyms should be defined, preferably in parenthesis, where
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they first occur in the text or after the Summary. For unit-per-unit
expressions, use a slash as in mg/L, ug/mL, mg/kg bw/day,
mg/m3, L/hr, etc. Unit abbreviations used, especially when
numbers are involved, include sec for second or seconds, min for
minute or minutes, hr for hour or hours, mo for month or months,
yr for year or years, L for liter or liters, mL of milliliter or milliliters,
uL for microliter or microliters. Day or days and week or week
should be spelt in full as they are short words, although
occasionally wk is acceptable for week or weeks. Common
abbreviations of Latin words should be in the regular font rather
than in italics, e.g., i.e., cf., et al., etc.

Tables: Number tables consecutively with Arabic numerals
and supply a brief title for each table. When there is only one table,
it should not be numbered. Tables should be designed not to
exceed the maximum page size (132 x 210 mm) of the journal.
Tables in portrait mode are preferred to those in landscape mode
for ease of reading. To accommodate our page size and retain
consistency, text and numbers should be formatted in Arial 9-point
font (Arial-Narrow 9.5-point is also acceptable).

Whenever possible, tables should be created in a computer
program (like Word or Excel) as one table, rather than several
closely spaced separate tables, with columns and rows, not as data
separated by tabs, paragraph returns, commas, or hard spaces.
The title should be placed in the first row for which the columns
may be straddled.

Horizontal lines do not need to be added to the table and will
be inserted as necessary at the typesetting stage. Give each column
a short or abbreviated heading. Except for very short clarifications,

place explanatory matter in footnotes in the last row (straddled) of
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the table, not within table headings. Explanatory matter should be
identified by superscripted lower-case letters.

For footnotes to data within the table, use the following
symbols (superscripted) in this sequence: *, t, £, 8, | |, **, 11, %, 88,
NARE

Explain all non-standard abbreviations used in tables in
lettered footnotes, and identify statistical measures of variation
such as standard deviation and standard error of the mean.

Figures: As with Tables, number figures consecutively with
Arabic numerals and omit numbering when there is only one
figure. Place figure captions beneath the figures. Charts or
drawings should be professionally-designed on a computer
program such as Microsoft Excel, PowerPoint, CorelDraw, etc. They
should be appropriately sized so that the figure, together with
caption, legends, axis, etc., does not exceed a maximum width of
115 mm. To conform to our page size and ensure consistency, text
and numbers within figures should be formatted in Arial font no
smaller than 9-point. (Arial-Narrow 9.5-point is also acceptable.)
Appropriately- sized photographic prints (do not trim photos with
scissors) should each have a small label taped (not glued) on the
back indicating the figure number and its orientation. Do not write
on the front or back of figures, or scratch or mar photos by using
paper clips or staples. Do not tape or glue photos onto cardboard
or any other paper. Brief, informative descriptive captions for
photos should be included at the end of the paper.

Style guide for references: Take careful note of the following
modified examples of Index Medicus/PubMed punctuation and
spacing for references (elimination of italics and periods in name
abbreviations; no spaces between year, volume, issue, and page

numbers for journal articles, etc.). Like many other journals, we do
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not use periods after the journal titles or journal title abbreviations
as has been suggested by the ICMJE for biomedical journals. If an
article is not in English the reference style given in section 5 below
may be followed. If it is wished to give a translation in English of
the title, of a book or an article, this may be placed in square
brackets immediately after the title. The name of the original
language may be placed at the end of the reference in square
brackets, e.g. [in Russian|. The correct International System of
Units (SI) abbreviations for milliliter, microliter, and hour are mL,
uL, and hr rather than ml, ul, and h. For consistency a lower case
p should be used for tests of statistical significance rather than an
upper case P. No space should be present between p and the less-
than symbol, e.g., p<0.01. Again, reference superscripts,
throughout the text, tables, and figures, should follow, not precede,
commas and periods.

INTERNATIONAL COMMITTEE OF MEDICAL JOURNAL EDITORS
UNIFORM REQUIREMENTS FOR MANUSCRIPTS SUBMITTED TO
BIOMEDICAL JOURNALS:

SAMPLE REFERENCES

(http:/ /www.nlm.nih.gov/bsd /uniform_requirements.html,
updated July 9, 2003).

The following examples have been modified to match the
style used in Fluoride by omitting periods after journal titles or
journal title abbreviations.

Articles in Journals
1. Standard journal article: List the first six authors followed by et
al. (Note: NLM now lists all authors.)

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ transplantation in
HIV-infected patients. N Engl J Med 2002 Jul 25;347(4):284-7.
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As an option, if a journal carries continuous pagination throughout
a volume (as many medical journals do) the month and issue
number may be omitted.

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ transplantation in
HIV-infected patients. N Engl J Med 2002;347:284-7.

More than six authors:

Rose ME, Huerbin MB, Melick J, Marion DW, Palmer AM, Schiding
JK, et al.

Regulation of interstitial excitatory amino acid concentrations after
cortical contusion injury. Brain Res 2002;935(1-2):40-6.

2. Organization as author:

Diabetes Prevention Program Research Group. Hypertension,
insulin, and proinsulin in participants with impaired glucose
tolerance. Hypertension 2002;40(5):679-86.

3. Both personal authors and an organization as author: (This
example does not conform to NISO standards.)

Vallancien G, Emberton M, Harving N, van Moorselaar RJ; Alf-One
Study Group. Sexual dysfunction in 1,274 European men suffering
from lower urinary tract symptoms. J Urol 2003;169(6):2257-61.

4. No author given:

21st century heart solution may have a sting in the tail. BMJ
2002;325(7357):184.

5. Article not in English:

(Note: NLM translates the title into English, encloses the
translation in square brackets, and adds an abbreviated language
designator.)

Ellingsen AE, Wilhelmsen I. Sykdomsangst blant medisin- og
jusstudenter. Tidsskr Nor Laegeforen 2002;122(8):785-7.

6. Volume with supplement:
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Geraud G, Spierings EL, Keywood C. Tolerability and safety of
frovatriptan with short- and long-term wuse for treatment of
migraine and in comparison with sumatriptan. Headache 2002;42
Suppl 2:593-9.

7. Issue with supplement:

Glauser TA. Integrating clinical trial data into clinical practice.
Neurology 2002;58(12 Suppl 7):S6-12.

8. Volume with part:

Abend SM, Kulish N. The psychoanalytic method from an
epistemological viewpoint. Int J Psychoanal 2002;83(Pt 2):491-5.

9. Issue with part:

Ahrar K, Madoff DC, Gupta S, Wallace MJ, Price RE, Wright KC.
Development of a large animal model for lung tumors. J Vasc
Interv Radiol 2002;13(9 Pt 1):923-8.

10. Issue with no volume:

Banit DM, Kaufer H, Hartford JM. Intraoperative frozen section
analysis in revision total joint arthroplasty. Clin Orthop
2002;(401):230-8.

11. No volume or issue:

Outreach: bringing HIV-positive individuals into care. HRSA
Careaction 2002 Jun:1-6.

12. Pagination in roman numerals:

Chadwick R, Schuklenk U. The politics of ethical consensus
finding. Bioethics 2002;16(2):iii-v.

Type of article indicated as needed:

Tor M, Turker H. International approaches to the prescription of
long-term oxygen therapy [letter]. Eur Respir J 2002;20(1):242.
Lofwall MR, Strain EC, Brooner RK, Kindbom KA, Bigelow GE.
Characteristics of older methadone maintenance (MM) patients

[abstract]. Drug Alcohol Depend 2002;66 Suppl 1:S105.
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14. Article containing retraction:

Feifel D, Moutier CY, Perry W. Safety and tolerability of a rapidly
escalating dose-loading regimen for risperidone. J Clin Psychiatry
2002;63(2):169. Retraction of: Feifel D, Moutier CY, Perry W. J Clin
Psychiatry 2000;61(12):909-11.

15. Article retracted:

Feifel D, Moutier CY, Perry W. Safety and tolerability of a rapidly
escalating dose-loading regimen for risperidone. J Clin Psychiatry
2000;61(12):909-11.

Retraction in: Feifel D, Moutier CY, Perry W. J Clin Psychiatry
2002;63(2):169.

16. Article republished with corrections:

Mansharamani M, Chilton BS. The reproductive importance of P-
type ATPases. Mol Cell Endocrinol 2002;188(1-2):22-5. Corrected
and republished from: Mol Cell Endocrinol 2001;183(1-2):123-6.
17. Article with published erratum:

Malinowski JM, Bolesta S. Rosiglitazone in the treatment of type 2
diabetes mellitus: a critical review. Clin Ther 2000;22(10):1151-68;
discussion 1149-50. Erratum in: Clin Ther 2001;23(2):309.

18. Article published electronically ahead of the print version:

Yu WM, Hawley TS, Hawley RG, Qu CK. Immortalization of yolk
sac-derived precursor cells. Blood 2002 Nov 15;100(10):3828-31.
Epub 2002 Jul 5.

Books and Other Monographs

19. Personal author(s):

Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA. Medical
microbiology. 4th ed. St. Louis: Mosby; 2002.

20. Editor(s), compiler(s) as author:

Gilstrap LC 3rd, Cunningham FG, VanDorsten JP, editors.
Operative obstetrics. 2nd ed. New York: McGraw-Hill; 2002.
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21. Author(s) and editor(s):

Breedlove GK, Schorfheide AM. Adolescent pregnancy. 2nd ed.
Wieczorek

RR, editor. White Plains (NY): March of Dimes Education Services;
2001.

22. Organization(s) as author:

Royal Adelaide Hospital; University of Adelaide, Department of
Clinical Nursing. Compendium of nursing research and practice
development, 1999-2000.

Adelaide (Australia): Adelaide University; 2001.

23. Chapter in a book:

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome alterations in
human solid tumors. In: Vogelstein B, Kinzler KW, editors. The
genetic basis of human cancer. New York: McGraw-Hill; 2002. p.
93-113.

24. Conference proceedings:

Harnden P, Joffe JK, Jones WGQG, editors. Germ cell tumours V.
Proceedings of the 5th Germ Cell Tumour Conference; 2001 Sep
13-15; Leeds, UK. New York: Springer; 2002.

25. Conference paper:

Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational
effort statistic for genetic programming. In: Foster JA, Lutton E,
Miller J, Ryan C, Tettamanzi AG, editors. Genetic programming.
EuroGP 2002: Proceedings of the S5th European Conference on
Genetic Programming; 2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin:
Springer; 2002. p. 182-91.

26. Scientific or technical report:

Issued by funding/sponsoring agency:

Yen GG (Oklahoma State University, School of Electrical and

Computer Engineering, Stillwater, OK). Health monitoring on
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vibration signatures. Final report. Arlington (VA): Air Force Office of
Scientific Research (US), Air Force Research Laboratory; 2002 Feb.
Report No.: AFRLSRBLTR020123. Contract No.: F496209810049.
Issued by performing agency:

Russell ML, Goth-Goldstein R, Apte MG, Fisk WJ. Method for
measuring the size distribution of airborne Rhinovirus. Berkeley
(CA): Lawrence Berkeley National Laboratory, Environmental
Energy Technologies Division; 2002 Jan.Report No.: LBNL49574.
Contract No.: DEAC0O376SF00098. Sponsored by the Department
of Energy.

27. Dissertation:

Borkowski MM. Infant sleep and feeding: a telephone survey of
Hispanic Americans [dissertation]. Mount Pleasant (MI): Central
Michigan University; 2002.

28. Patent:

Pagedas AC, inventor; Ancel Surgical R&D Inc., assignee. Flexible
endoscopic grasping and cutting device and positioning tool
assembly. United States patent US 20020103498. 2002 Aug 1.
Other Published Material

29. Newspaper article:

Tynan T. Medical improvements lower homicide rate: study sees
drop in assault rate. The Washington Post 2002 Aug 12;Sect. A:2
(col. 4).

30. Audiovisual material:

Chason KW, Sallustio S. Hospital preparedness for bioterrorism
[videocassette|. Secaucus (NJ): Network for Continuing Medical
Education; 2002.

31. Legal Material:

Public law:
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Veterans Hearing Loss Compensation Act of 2002, Pub. L. No. 107-
9, 115 Stat. 11 (May 24, 2001).

Unenacted bill:

Healthy Children Learn Act, S. 1012, 107th Cong., 1st Sess.
(2001).

Code of Federal Regulations: Cardiopulmonary Bypass Intracardiac
Suction Control, 21 C.F.R. Sect. 870.4430 (2002).

Hearing:

Arsenic in Drinking Water: An Update on the Science, Benefits and
Cost: Hearing Before the Subcomm. on Environment, Technology
and Standards of the House Comm. on Science, 107th Cong., 1st
Sess. (Oct. 4, 2001).

32. Map:

Pratt B, Flick P, Vynne C, cartographers. Biodiversity hotspots
[map]. Washington: Conservation International; 2000.

33. Dictionary and similar references:

Dorland's illustrated medical dictionary. 29th ed. Philadelphia:
W.B. Saunders; 2000. Filamin; p. 675.

Unpublished Material

34. In press: (Note: NLM prefers "forthcoming" because not all
items will be printed.)

Tian D, Araki H, Stahl E, Bergelson J, Kreitman M. Signature of
balancing selection in Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci U S A. In
press 2002.

Electronic Material

35. CD-ROM:

Anderson SC, Poulsen KB. Anderson's electronic atlas of
hematology [CDROM)]. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins;
2002.

36. Journal article on the Internet:
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Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA
acts in an advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002
Jun [cited 2002 Aug 12];102(6):[about 3 p.]. Available from:
http:/ /www.nursingworld.org/AJN /2002 /june/Wawatch.htm

37. Monograph on the Internet:

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer
[monograph on the Internet]. Washington: National Academy Press;
2001 [cited 2002 Jul 9]. Available from:
http:/ /www.nap.edu/books/0309074029 /html/.

38. Homepage/Web site:

Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association
of Cancer Online Resources, Inc.; c2000-01 [updated 2002 May 16;
cited 2002 Jul 9]. Available from: http://www.cancer-pain.org/.
39. Part of a homepage/Web site: American Medical Association
[homepage on the Internet]. Chicago: The Association; c1995-2002
[updated 2001 Aug 23; cited 2002 Aug 12]. AMA Office of Group
Practice  Liaison; [about 2  screens]|. Available from:
http:/ /www.ama-assn.org/ama/pub/category/1736.html

40. Database on the Internet:

Open database:

Who's Certified [database on the Internet]. Evanston (IL): The
American Board of Medical Specialists. c2000 - [cited 2001 Mar §].
Available from: http:/ /www.abms.org/newsearch.asp

Closed database:

Jablonski S. Online Multiple Congential Anomaly/Mental
Retardation (MCA/MR) Syndromes [database on the Internet].
Bethesda (MD): National Library of Medicine (US). c1999 [updated
2001 Nov 20; cited 2002 Aug 12]. Available from:
http:/ /www.nlm.nih.gov/mesh/jablonski/syndrome_title.html

41. Part of a database on the Internet:
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MeSH Browser [database on the Internet]|. Bethesda (MD): National
Library of Medicine (US); 2002 - [cited 2003 Jun 10]. Meta-
analysis; unique ID: DO015201; [about 3 p.]. Available from:
http:/ /www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html  Files updated
weekly.

OFFPRINTS

Five offprints will be sent free to the corresponding author.
Additional offprints are available at a cost of US$0.075 per page,
including postage, e.g., 50 copies of a 5 page offprint would cost
US$18.75. Information about ordering offprints will be sent to the
corresponding author when the proofs of the paper are sent as a

pdf typeset draft to the author for consideration and correcting.
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Anexo C
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Anexo D

Determinacao da concentracao de ion flior no plasma sanguineo

Para a analise do fluor no plasma foi feita uma pré-difusao,
pois, por se tratar de um fluido biolégico, o plasma contém COao,
que teve que ser eliminado. Para tanto, a amostra de plasma foi
colocada em placa de Petri (60X15 mm) e sobre ela foi colocado o
acido sulfarico a 6 M saturado por hexametil-disiloxano (HMDS -
Aldrich) num volume que corresponde a 20% do volume da
amostra de plasma. Esta solucao (denominada de acido aquecido)
foi previamente aquecida até que seu volume fosse reduzido pela
metade, a fim de eliminar qualquer residual que pudesse
contaminar a amostra. Apés a adicao de acido aquecido, as placas
foram deixadas abertas por 15 minutos para a saida do COg, o
volume das mesmas foi completado para 2mL com agua deionizada
e entdo a difusdao seguiu como descrito por TAVES (1968),
modificado por WHITFORD (1996). Na tampa destas placas, foi
colocado 50 uL de NaOH 0,05 M, distribuidos em 6 gotas. As
placas foram entao fechadas, seladas com vaselina, e por um
orificio feito previamente na tampa foi colocado hexametil-
disiloxano (Aldrich, 2,0 mL em acido sulftirico 6 M). O orificio foi
imediatamente selado com vaselina e parafilme. As placas foram
colocadas entdo numa mesa agitadora orbital plana (Tecnal,
modelo TE 141) em velocidade 2-3, por 12 horas. No dia seguinte,
as tampas foram removidas, invertidas e as gotas de NaOH foram
combinadas numa unica gota. O NaOH foi tamponado pela adicao
de 25 pL de acido acético 0,2 M. O volume total foi ajustado para
75 uL com agua deionizada, usando uma pipeta. A gota final,

contendo todo o flior da amostra, foi analisada com um eletrodo
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especifico para o ion fluor (Orion Research, Cambrige, Mass., USA,
modelo 9409) e um micro — eletrodo de referéncia calomelano
(Accumet, # 13-620-79) unidos e acoplados ao potencidmetro
(Orion Research, modelo EA 940), que expressou a concentracao de

flior em milivolts (mV).
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Anexo E

“Western blotting”
e “SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel

Electrophoresis”):

A primeira etapa do Western blotting consistiu na submissao
das amostras a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida.
Através deste método, foi possivel separar proteinas de acordo com
seu peso molecular, sem que as unidades protéicas fossem perdidas,
permitindo estudos posteriores nessas fracoes protéicas. Foi
utilizado o método desenvolvido por Laemmli e modificado por
GARFIN (1990), o qual envolve um sistema descontinuo de dois géis
contiguos, mas diferentes: o gel de “stacking” (3,39% T, 2,7% C -
acrilamida 3,3%; bisacrilamida 0,09%; Tris 25 mM, pH 8,9; EDTA
2,0 mM; SDS 0,1%; TEMED 0.111%; Persulfato de amoénio 0,27%) e
o gel de resolucao (6,16% T, 2,7% C - acrilamida 6%; bisacrilamida
0,16%; Tris 388 mM, pH=6,7; EDTA 2,1 mM; SDS 0,1%; TEMED
0.115%; Persulfato de amonio 0,17%; glicerol 10%). Na montagem, o
gel de resolucao ficou sob o gel de “stacking”, com orientacao
vertical, num sistema de camaras que manteve as porcoes
superiores e inferiores do gel em contato com um tampao de corrida
(Tris 50 mM; glicina 375 mM; SDS 0,1%; EDTA 1,8 mM).

No gel de “stacking” foram aplicadas as amostras solubilizadas
em tampao de Laemmli. Imediatamente antes da aplicacdo, as
amostras foram fervidas por 4 min. A eletroforese foi realizada em
equipamento para minigel da Bio Rad (Mini-Protean, Bio Rad
Laboratories, Richmond, CA), e comecou com a corrida no gel de
“stacking” sob voltagem constante em 30 mV até que ocorreu o

empacotamento da amostra, o que pode ser observado na transicao



113

dos géis. Posteriormente foi aplicada voltagem constante de 100 V
para a corrida no gel de resolucao, durante 2h.
Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrao

de proteinas de conhecidos pesos moleculares (marcadores).

e “Electrophoretic transfer”:

Apés a separacdo das fracoes protéicas no gel de
poliacrilamida, foi feita a transferéncia eletroforética dessas fracoes
para uma membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England).

A transferéncia foi realizada sob voltagem constante de 100 V,
durante 2h, a 4 °C, utilizando-se o tampao de tranferéncia (Tris 25

mM, glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 0,02%).

¢ “‘“Immunoblotting”:

Apos a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de
imunodeteccao de proteinas especificas (KRUGER & HAMMOND,
1988). A membrana de nitrocelulose foi, primeiramente, incubada
na presenca de solucao bloqueadora (solucdo basal - SB - NaCl
150 mM; Tris 10 mM; "Tween" 20 0,02%; pH 7,2 - acrescida de
5% de leite desnatado -0% de gordura) durante 2h a temperatura
ambiente, e entao, lavada com solucao basal por trés sessoes de 10
min. Em seguida, a membrana foi incubada em solucéao ( SB + 3%
de leite desnatado) contendo o anticorpo antifosfotirosina (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA) por 4h em temperatura
ambiente. Posteriomente, foram realizadas trés lavagens com
solucao basal, e a membrana foi incubada durante 1h com
segundo anticorpo contendo peroxidase de “horseradish” (“kit’ de

quimioluminescéncia -ECL- Amersham Pharmacia Biotech,
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Buckinghamshire, England). Novamente, foram realizadas 3
lavagens da membrana de nitrocelulose com solucado basal, com
duracao de 10 min cada lavagem. Adicionou-se 1 ml de cada
solucao de deteccao 1 e 2 (do kit de ECL), e incubou-se por 1
minuto. Por fim, foi drenado o excesso de reagente e a membrana
de nitrocelulose foi exposta a filme de RX (Hyperfiim ECL-
Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England),
durante 10 min a temperatura ambiente. O filme foi processado
com solucao reveladora e reforcadora GBX (Kodak Brasileira, Sao
Paulo, BR) e solucao fixadora e reforcadora GBX (Kodak Brasileira,
Sao Paulo, BR).

A intensidade dos "blots” foi avaliada por densitometria
optica, utilizando-se um programa da Media Cybernetics — Gel-Pro

Analyser - Hartland, USA.
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