
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 
Campus Araçatuba 
Departamento de Ciências Básicas 

 

 

Programa Multicêntrico de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas 

 

 

 

 

AMANDA GOMES PEREIRA 

 

 

 

AVALIAÇÃO DE MARCADORES ÓSSEOS E SINAL INSULÍNICO EM 

RATAS OVARIECTOMIZADAS TRATADAS COM FLUORETO DE 

SÓDIO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ARAÇATUBA 

2016



 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 
Campus Araçatuba 
Departamento de Ciências Básicas 

 

 

Programa Multicêntrico de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas 

 

 

 

 

AMANDA GOMES PEREIRA 

 

 

 

AVALIAÇÃO DE MARCADORES ÓSSEOS E SINAL INSULÍNICO EM 

RATAS OVARIECTOMIZADAS TRATADAS COM FLUORETO DE 

SÓDIO 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa 
Multicêntrico de Pós-Graduação em Ciências 
Fisiológicas, da Faculdade de Odontologia de 
Araçatuba, Universidade Estadual Paulista 
“Júlio de Mesquita Filho”, para obtenção do título 
de Mestre em Ciências Fisiológicas. 
 
Orientadora: Profa. Adj. Doris Hissako Sumida. 

 

 

 

 

 

ARAÇATUBA 

2016



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação na Publicação (CIP) 

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentação – FOA / UNESP 

 

 Pereira, Amanda Gomes. 

P436a  Avaliação de marcadores ósseos e sinal insulínico em 

 ratas ovariectomizadas tratadas com fluoreto de sódio / 

 Amanda Gomes Pereira. - Araçatuba, 2016 

  58 f. : il. ; tab. + 1 CD-ROM 

 

  Dissertação (Mestrado) – Universidade Estadual Paulista, 

 Faculdade de Odontologia de Araçatuba 

  Orientadora: Profa. Doris Hissako Sumida 

 

  1. Fluoreto de sódio 2. Resistência à insulina 3. 

Ovariectomia 

 I. Título 

  

    CDD 612 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

DADOS CURRICULARES 

 

Nascimento: 03/04/1990 

 

Filiação: Dionísio Fernando Pereira 

Márcia Gomes Pereira 

 

2008/2012: Graduação em Nutrição – Universidade Paulista – UNIP Araçatuba 

 

2012/2014: Especialização em Nutrição Clínica – Universidade do Sagrado 

Coração – USC Bauru 

 

2014/2016: Curso de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas, nível Mestrado, 

no Programa Multicêntrico de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas, 

Sociedade Brasileira de Fisiologia/SBFis – Universidade Estadual Paulista “Júlio 

de Mesquita Filho” – UNESP, Faculdade de Odontologia de Araçatuba/FOA – 

Araçatuba – SP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À minha orientadora, Doris Hissako Sumida, pela orientação, confiança e pelos 

ensinamentos transmitidos ao longo destes dois anos de mestrado.  

À Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” e ao Programa 

Multicêntrico de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas, pela oportunidade de 

realizar o Curso de Mestrado em Ciências Fisiológicas. 

À todos os amigos e colegas de laboratório, Maria Sara Coutinho Mattera, Thaís 

Verônica Saori Tsosura, Natália Francisco Scaramele, Rita de Cássia Alves 

Nunes e em especial Fernando Yamamoto Chiba e Renato Felipe Pereira, que 

participaram ativamente da execução deste projeto.   

Aos meus amigos do Departamento de Ciências Fisiológicas, Murilo, Simone, 

Jéssica, Victor, Fernanda, Carluci, por todos os momentos de descontração e pela 

amizade. 

À todos os professores e alunos do Programa Multicêntrico de Pós-Graduação em 

Ciências Fisiológicas pelo agradável e pacífico convívio ao longo deste tempo. 

Aos funcionários da Seção de Pós-Graduação da FOA/UNESP, Valéria Queiroz 

Marcondes Zagatto, Cristiane Regina Lui Mattos, Lilian Sayuri Mada, pela atenção 

dispensada e grande disposição em atender. 

Aos funcionários da Biblioteca, Claudio Hideo Matsumoto, Ana Claudia Martins 

Grieger Manzatti, Ana Paula Rimoli de Oliveira, Denise Haruyo Nakamura, Ivone 

Rosa de Lima Munhoz, Luis Claudio Sedlacek, Luzia Anderlini e Maria Claudia de 

Castro Benez, sempre prontos para nos ajudar.  

Aos funcionários da Seção Técnica de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Extensão 

(STAEPE), Samuel Aparecido Patim, Maurício Hiromi Tutumi, Patrick Santos 

Nogueira da Silva e Reinaldo Inácio Mendes. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), pelo 

apoio financeiro. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Words are, in my not-so-humble opinion, our most 
inexhaustible source of magic. Capable of both 
inflicting injury, and remedying it.” 

(Albus Dumbledore) 



 

 

PEREIRA, A.G. Avaliação de marcadores ósseos e sinal insulínico em ratas 

ovariectomizadas tratadas com fluoreto de sódio. 2016. 58 f. Dissertação 

(Mestrado) – Faculdade de Odontologia de Araçatuba - Universidade Estadual 

Paulista, Araçatuba, 2016. 

 

RESUMO 

 

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

devido à capacidade de estimular a proliferação osteoblástica, levando ao 

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

sódio pode prejudicar o metabolismo dos carboidratos, promovendo 

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

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

NaF no metabolismo ósseo, na sinalização insulínica e nas concentrações 

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

ovariectomizadas. Trinta e seis ratas Wistar ovariectomizadas foram distribuídas 

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

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

42 dias. Foram determinadas as concentrações plasmáticas de glicose e 

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

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

coletadas para análises imuno-histoquímica e histomorfométrica. Os resultados 

do presente estudo demonstraram que o tratamento crónico com NaF promoveu 

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

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

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

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

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

 

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

marcadores ósseos 
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ABSTRACT 

 

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

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

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

carbohydrate metabolism, promoting hyperglycemia, insulin resistance and 

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

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

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

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

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

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

were assessed, followed by homeostasis model assessment of insulin resistance 

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

The right and left tibias were collected for immunohistochemical and 

histomorphometric analysis, respectively. The chronic treatment with NaF 

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

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

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

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

treatment of osteoporosis especially in postmenopausal woman.  

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

 

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

processo contínuo de renovação e remodelação pela ação combinada de 

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

processo de remodelação óssea se desenvolve com base em dois processos 

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

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

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

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

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

deterioração da massa e da microarquitetura óssea, aumentando a fragilidade 

esquelética e risco de fraturas, favorecendo o desenvolvimento de osteoporose 

(PRENTICE, 1997).  

A osteoporose é uma doença ósteo-metabólica que atinge especialmente 

mulheres após a menopausa. Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia 

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

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

fraturas decorrentes da osteoporose (SBEM, 2016). 

Fisiologicamente a matriz óssea é continuamente depositada por 

osteoblastos e reabsorvida nos locais onde os osteoclastos estão ativos, 

normalmente, há equilíbrio entre deposição e reabsorção óssea.  Na 

osteoporose existe desproporção entre atividade osteoblástica e osteoclástica, 

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

osteoblástica e osteoclástica dos ossos é por meio da mensuração dos 

marcadores do metabolismo ósseo. Os marcadores bioquímicos da 

remodelação óssea podem ser divididos em marcadores de formação e 

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

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

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

maneira, os marcadores de reabsorção medem a ação dos osteoclastos 

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

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

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

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

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

Entre os fatores sistêmicos, o estrógeno apresenta grande importância 

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

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

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

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

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

osteoporose (ZHOU et al., 2009).  

Evidências mostram que o estrógeno atua sobre os monócitos 

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

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

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

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

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

O estrógeno também atua sobre as células T (responsáveis pela 

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

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

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

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

2000).  

Ao agir sobre células mesenquimais osteoprogenitoras/osteoblastos, o 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dos osteoclastos independentemente da presença de células do estroma ósseo 

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

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

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

anormalidades ósseas observadas em doenças autoimunes (JONES; BHALLA, 

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

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

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

osteoclatos disparando sua maturação e sua capacidade de reabsorção óssea. 

(TAKAYANAGI et al., 2002).  

Em relação à reabsorção óssea, a enzima fosfatase ácida tartarato 

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

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

produzida por osteoclastos, macrófagos ativados e células dendríticas (SOUSA 

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

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

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

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

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

utilizada para identificar osteoclastos em amostras de tecido.  

Estudos demonstraram que a diminuição da reabsorção óssea também 

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

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

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

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

ocorrência consiste na ativação da cascata das caspases (ZIMMERMAN; 

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

centrais do processo de apoptose.  

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

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

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

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

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

desta proteína pode ser considerada um indicador sensível e exclusivo da 

apoptose (GOWN & WILINGHAN, 2002).  

Outra proteína importante relacionada ao metabolismo ósseo é a 

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

condrócitos hipertrofiados e odontoblastos e uma de suas funções está 

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

remodelação óssea ainda não foi completamente elucidado, no entanto, 

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

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

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

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

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

diferenciação dos osteoblastos e morfogênese óssea e atua como suporte para 

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

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

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

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

quantidade de triglicerídeos (BARROS, 2011).  

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

sinalização da insulina promove a ativação de osteoblastos, aumentando a 

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

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

A insulina é um hormônio anabólico produzido pelas células beta 

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

também no fígado, além de apresentar atividades metabólicas que incluem 

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

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

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

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

subunidades beta, ligadas por pontes dissulfeto, com atividade quinase 

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

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

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

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

insulínica (EBINA et al., 1987).  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

pp185, coincidindo com aumento da ação insulínica.  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

incapacidade da insulina exercer adequadamente suas funções pode levar a 

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

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

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

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

progressão da doença pode ocorrer diminuição na secreção de insulina 

(GABBAY; CESARINI; DIB, 2003).  

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

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

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

à observada em diabetes mellitus.  

Vários estudos demonstraram que o consumo de fluoreto em excesso 

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

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

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

esclarecida.  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

O flúor pode estar presente naturalmente na água e é facilmente 

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

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

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

absorção, em função da formação de compostos complexos insolúveis 

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

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

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

2015; MOUSNY et al., 2008) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

oferecer maior segurança e eficácia.  

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

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

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

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

prejudica a função osteoblástica.  

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

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

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

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

estrutura óssea.  
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2. OBJETIVOS 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tratamento crônico 

com NaF no metabolismo ósseo e sinalização insulínica em ratas 

ovariectomizadas (OVX).  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram 

aprovados pelo Comitê Institucional de Ética em Pesquisas Animais (Protocolo 

nº 2014-01004). Trinta e seis ratas adultas (Rattus norvegicus) da linhagem 

Wistar com dois meses de idade, pesando em média 200 gramas no início do 

estudo, foram aclimatadas em condições locais no biotério 23 ± 2°C e ciclo 

claro/escuro de 12 horas (luzes acesas às 7 horas), com acesso à dieta de ratos 

de laboratório Presença Habitual® (Evialis Indústria do Brasil Ltda, Paulínia, 

Brasil) e água. Estas ratas foram anestesiadas (cloridrato de cetamina -80 

mg/kg- e cloridrato de xilazina -10 mg/kg) e submetidas à ovariectomia bilateral 

(OVX) a partir de uma incisão dorsal. Quatorze dias após esse procedimento 

cirúrgico, os animais foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos: ratas 

ovariectomizadas controle (OVX-C) NaCl (153mg/L) e ratas ovariectomizadas 

tratadas com NaF (OVX-F) na concentração de 50 mg/L (Synth® - Labsynty, 

Diadema/SP, Brasil) na água de beber durante 42 dias. Foram avaliados três 

vezes por semana: ingestão de líquidos, consumo de ração e peso corporal dos 

animais de ambos os grupos. Os animais foram acondicionados em gaiolas 

coletivas, sendo quatro gaiolas de cada grupo (controle e tratado). A média de 

ingestão hídrica e de ração de cada gaiola foi divida pelo número de ratos 

contidos em cada uma. Após 42 dias de tratamento, os animais (sob jejum de 12 

horas) foram anestesiados com tiopental sódico (Thiopentax® - Cristália 

Produtos Químicos Farmacêuticos Ltd., Itapira, Brasil, 3%, 5mg/100g de peso 

corporal, i.p.) para realização de laparotomia mediana para retirada de amostras 

do tecido muscular gastrocnêmio, antes e 90s após da injeção de 1,5 U de 

insulina regular (i.v. veia porta), a fim de quantificar o grau de fosforilação em 

serina da Akt. Em outro grupo (n=10), coletou-se sangue pela veia cava inferior, 

as amostras de sangue foram transferidas para tubos de plástico heparinizados 

e centrifugadas (4000 rpm, 4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi armazenado a 

-70°C até as análises das concentrações plasmáticas de glicose, insulina, 

osteocalcina, TNF-α e fluoreto. Desses animais, as tíbias foram coletadas para 

realização de análise histológica e histomorfométrica. 
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3.2  Avaliação do grau de fosforilação em serina da Akt 

 

3.2.1 Preparação das amostras para “Western blotting”  

Imediatamente após a extração, os tecidos foram homogeneizados em 

Polytron (24000 rpm durante 10 segundos) em 2 mL de tampão de extração (Tris 

100 mM pH 7,5; EDTA 10 mM; SDS 1%; NaF 100 mM; Pirofosfato de Na 10 mM; 

Ortovanadato de Na 10 mM; 0,1mg/mL Aprotinina) e mantidos em banho-maria 

(100ºC) durante 10 minutos, transferidos para gelo e, então, centrifugados a 

16000g durante 40 minutos (à 4ºC). Do sobrenadante foram retiradas alíquotas 

para determinação da concentração protéica pelo método de Bradford (Bio-Rad 

Protein Assay - Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) e para estoque em tampão 

desenvolvido por Laemmli (1970) (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato 

de sódio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT 15%). 

 

3.2.2 “Western blotting” 

 

 “SDS-PAGE” - (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis):  
 

A primeira etapa do “Western blotting” consistiu na submissão das 

amostras (185 μg de proteína em cada poço) a uma corrida eletroforética em gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE). Através desse método, foi possível separar 

proteínas de acordo com seu peso molecular sem que as unidades protéicas 

fossem perdidas, permitindo estudos posteriores nessas frações protéicas. Foi 

utilizado o método desenvolvido por Laemmli (1970) e modificado por Garfin 

(1990), o qual envolve um sistema descontínuo de dois géis contíguos, mas 

diferentes em sua composição: 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 amônio 0,27%) e o gel de resolução (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 amônio 0,17%; glicerol 10%). Na 

montagem, o gel de resolução ficou sob o gel de “stacking”, com orientação 

vertical, num sistema de câmaras que manteve as porções superiores e 
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inferiores do gel em contato com um tampão 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 

tampão de Laemmli. Imediatamente antes da aplicação, as amostras foram 

fervidas por 4 minutos. A eletroforese foi realizada em equipamento para minigel 

da Bio Rad (Mini-Protean, Bio Rad Laboratories, Richmond, CA. EUA), e 

começou com a corrida no gel de “stacking” sob voltagem constante em 30 mV 

até que ocorresse o empacotamento da amostra, o que pôde ser observado na 

transição dos géis. Posteriormente foi aplicada voltagem constante de 100 V 

para a corrida no gel de resolução, durante aproximadamente 2 horas.  

Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrão de 

proteínas de conhecidos pesos moleculares (marcadores).  

 

 Transferência eletroforética 

 
Após a separação das frações protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita a 

transferência eletroforética dessas frações para uma membrana de nitrocelulose 

Hybond-C Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany).  

A transferência foi realizada sob voltagem constante de 100 V, durante 2 

horas, à 4ºC, utilizando-se o tampão de transferência (Tris 25 mM, glicina 192 mM, 

metanol 20%, SDS 0,02%).  

 

 “Immunoblotting”  
 

Após a transferência eletroforética, foi iniciado o processo de 

imunodetecção de proteínas específicas, desenvolvido por Kruger e Hammond 

(1988). A membrana de nitrocelulose foi, primeiramente, incubada na presença 

de solução bloqueadora (solução basal - SB - NaCl 150 mM; Tris 10 mM; 

"Tween" 20 0,02%; pH 7,2 - acrescida de 5% de leite desnatado em pó - 0% de 

gordura) durante 2 horas à temperatura ambiente, e então, lavada com solução 

basal por três sessões de 10 minutos cada. Em seguida, a membrana foi 

incubada em solução (SB + 3% de leite desnatado em pó - 0% de gordura) 

contendo os anticorpos antifosfoserina - Akt (Santa Cruz Biotechnology, Inc, 

Santa Cruz, EUA) por 4 horas em temperatura ambiente. Posteriomente, foram 

realizadas três lavagens com solução basal, e as membranas foram incubadas 
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em solução (SB + 1% de leite desnatado em pó - 0% de gordura) com segundo 

anticorpo contendo peroxidase de “horseradish” (“kit’ de quimioluminescência – 

ECL – GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha), durante 1 hora em 

temperatura ambiente. Novamente, foram realizadas 3 lavagens das membranas 

de nitrocelulose com solução basal, com duração de 10 minutos cada lavagem. 

Após esses procedimentos, as membranas foram levadas até uma câmara 

escura, onde foi adicionado 1 ml de cada solução de detecção 1 e 2 (do kit de 

ECL - GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha), 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 (Hyperfilm ECL– GE Healthcare Buckinghamshire, 

Alemanha) dentro de um cassete para autorradiografia (GE Healthcare 

Buckinghamshire, Alemanha) à prova de luz, durante 10 minutos, em 

temperatura ambiente. O filme foi processado com solução reveladora e 

reforçadora GBX (Kodak Brasileira, São Paulo, Brasil) e solução fixadora e 

reforçadora GBX (Kodak Brasileira, São Paulo, Brasil).  

A intensidade dos "blots” foi avaliada por densitometria óptica, utilizando-

se o programa Scion Image (Scion Image-Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD, 

EUA). 

 

3.3 Análise histométrica 
 

Para a obtenção das lâminas histológicas, oito animais de cada grupo, 

foram selecionados aleatoriamente. As tíbias direitas dos animais foram 

recolhidas imediatamente após o período de tratamento, fixada em formalina 

neutra a 4% por 48 horas, descalcificado em solução de “Plank-Rychlo” (PLANK; 

RYCHLO, 1952). Séries de fatias com 5 μm de espessura foram feitas sobre os 

aspectos mésio-distais das tíbias direitas e coradas com hematoxilina e eosina 

como segue:  
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Desidratação/Diafanização:  

Alcool 70% - 1 hora  

Alcool 80% - 1 hora  

Alcool 95% - 1 hora  

Alcool 100% - 1 hora  

Alcool 100% - 1 hora  

Alcool 100% - 1 hora  

Alcool 100%/Xilol - 1 hora  

Xilol – 1 hora  

Xilol – 1 hora  

Xilol – 1:30 horas  

 

Impregniação:  

Parafina I – 1 hora  

Parafina II – 1 hora  

Parafina III – 2 horas  

Coloração:  

Hematoxilina  

Eosina  

Seções equidistantes de cada amostra foram selecionadas e fotografadas 

usando uma câmera digital acoplada ao microscópio de luz. Foram obtidas 

imagens contendo metáfise proximal da tíbia. A análise foi realizada por um 

“software” de domínio público “Image J” sistema de análise de imagem “IMAGE”. 

O parâmetro histomorfométrico ósseo seguinte foi medido: B.Ar. Todas as 

nomenclaturas, símbolos e unidades de histomorfometria óssea foram 

expressos como recomendado pela American Society for Bone and Mineral 

Research Histomorphometry - Comissão da Nomenclatura (DEMPSTER et al., 

2013). 

 

3.4 Análise Imuno-histoquímica 
 

Para análise imuno-histoquímica, foram utilizados oito animais de cada 

grupo, selecionados aleatoriamente. As peças selecionadas foram fixadas em 

formalina 10%, descalcificadas em solução de “Plank-Rychlo” e incluídas em 

parafina. Posteriormente, foram submetidas a cortes histológicos com 5 μm de 

espessura, estendidas em lâminas silanizadas (ImmunoSlides Easy Path) e 

seguiram para desparafinização, que foi realizada em três banhos de xilol 100% 

durante 4 minutos cada. Em seguida foram hidratadas em uma série decrescente 

de etanol, a partir do etanol absoluto, seguido por etanol 95% e 80%, 70% e 50% 

durante 2 minutos cada. Após esse processo, foram lavadas em PBS por três 
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vezes. Para o bloqueio endógeno, utilizou-se peróxido de hidrogênio 30%, e, em 

seguida, as lâminas foram lavadas por três vezes em solução de PBS e triton. A 

recuperação antigênica foi realizada em tampão citrato pH 6,0 (em panela de 

vapor) por 20 minutos. O bloqueio da biotina foi feito com leite desnatado durante 

20 minutos. Os anticorpos primários utilizados foram: Osteoprotegerina (OPG – 

código SC21038 – Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA); RANKL 

(código SC7627 - Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA); Caspase-3 

(código SC 1225 - Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA); RUNX2 

(código SC 8566 - Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA); 

Osteocalcina (código SC 18319 - Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, 

USA); Fosfatase ácida tartarato-resistente (TRAP – código SC 30832 - Santa 

Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA). A incubação com o anticorpo 

primário foi feito por 18 horas. Após esse período, foram incubados com o 

anticorpo secundário do Kit LSAB por 30 minutos e o amplificador do mesmo Kit 

por mais 30 minutos. A reação foi revelada com diaminobenzidina (DAB), 

contracorada com Hematoxilina de Harris e montada em resina.  

Foi realizada análise quantitativa ordinal e a intensidade da 

imunomarcação foi quantificada por meio de escores: 0 – ausente, 1 – fraca, 2 – 

moderada e 3 – intensa.  

 

 
3.5 Determinação da glicemia (método de glicose-oxidase) 
 

A glicemia foi determinada pelo método da glicose-oxidase, um método 

enzimático específico para quantificação de glicose (Enzymatic glucose, 

ANALISA Diagnóstica, Belo Horizonte, Brasil). Nesse teste, a glicose é oxidada 

enzimaticamente pela glicose oxidase, gerando ácido glucônico e água 

oxigenada (H2O2). A H2O2, em presença de peroxidase, produz a ligação 

oxidativa do fenol com a 4-aminoantipirina, dando origem a um composto róseo-

avermelhado (quinonimina), com máximo de absorção em 505 nm de 

comprimento de onda.  

Para a dosagem de glicemia, foram utilizados 10 μL da amostra de plasma 

ou de padrão (100 mg/dl) e 1,0 mL de reagente enzimático. Essa solução foi bem 

homogeneizada e colocada em banho-maria a 37°C durante 15 minutos. As 
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absorbâncias do teste e do padrão foram determinadas em 505 nm, acertando o 

zero com o branco.  

Cálculos: 
 
 

Glicose (mg/dl) = (Absorbância do teste ÷ Absorbância do padrão) x 100 

Glicose (mmol/L) = mg/dl x 0,0556 

 

 

3.6 Determinação da Insulinemia 
 

A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunológico – RIE (Coat-

A-Count, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA). Sinteticamente, 

trata-se de uma reação de competição entre antígenos (insulina fria e insulina 

marcada) para ligação a um anticorpo específico. Essa reação obedece à lei da 

ação das massas. Portanto, quanto mais insulina fria estiver presente, mais se 

formará o complexo insulina fria-anticorpo, acarretando queda na quantidade do 

complexo insulina marcada-anticorpo. 

 

3.7 HOMA-IR  
 

A resistência à insulina foi avaliada pelo índice HOMA-IR (Homeostasis 

Model Assessment - Insulin Resistance/Modelo de Avaliação da Homeostase - 

Resistência à Insulina), calculado a partir da fórmula, como segue:  

HOMA - IR = glicemia de jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum 

(μUI/mL)/22,5) (LIMA et al., 1998). 

 

 

3.8 Determinação de osteocalcina  
 

A concentração (pg/mL) de osteocalcina plasmática foi determinada pelo 

método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com a utilização de 

kits, seguindo as instruções do fabricante. O kit comercial utilizado foi SEA471Ra 

96 Tests Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit for osteocalcin. Uscn life 

science Inc. Houston, USA. A absorbância foi determinada em 450 nm. 
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3.9  Determinação de TNF-α 

 

A concentração (pg/mL) do TNF-α plasmático (eBioscience, USA) foi 

determinada pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). No 

Kit para dosagem de TNF-α (o qual não contém anticorpo específico na placa) 

os 96 poços foram recobertos e incubados com anticorpo anti TNF-

tampão de fosfato de cálcio, durante 15-18h a 40°C. Após esse tempo de 

incubação, a placa foi lavada com PBS, contendo 0,5% de Tween 20 e incubada 

com solução bloqueadora (PBS contendo 1% de BSA) durante 1 hora, em 

temperatura ambiente. A placa, então, foi lavada e logo a seguir, incubada com 

os padrões e as amostras de plasma durante 2h em temperatura ambiente. Após 

esse período, a placa foi lavada e incubada com anticorpo biotinilado por 1h à 

25°C. A placa foi lavada e em seguida adicionou-se o conjugado Streptavidina-

HRP e submetida à agitação (300 rpm) durante 30 minutos à 25°C. A placa foi 

lavada e incubada com a solução de substrato (Tetrametilbenzidina) de 10 a 15 

minutos. Foi acrescido o tampão “stop” para interromper a reação de coloração. 

A leitura foi realizada em espectrofotômetro ajustado para o comprimento de 

onda de 450 nm 

 

3.10 Determinação do íon flúor  

 

Para a análise do flúor no plasma foi feita uma pré-difusão, pois, por se 

tratar de um fluido biológico, o plasma contém CO2, 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 ácido sulfúrico a 3 M saturado por hexametil-disiloxano 

(HMDS - Aldrich) num volume que corresponde a 20% do volume da amostra de 

plasma. Essa solução (denominada ácido aquecido) foi previamente aquecida 

até que seu volume seja reduzido pela metade, a fim de eliminar qualquer 

residual que pudesse contaminar a amostra. Após a adição de ácido aquecido, 

as placas foram deixadas abertas por 15 minutos para a saída do CO2. O volume 

das mesmas foi completado para 2mL com água deionizada e então a difusão 

seguiu como descrito por (TAVES, 1968), modificado por (WHITFORD, 1996). 

Na tampa dessas placas, foram colocados 50 μL de NaOH 0,05 M, distribuídos 
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em 6 gotas. As placas foram então fechadas, seladas com vaselina, e por um 

orifício feito previamente na tampa foi colocado hexametil-disiloxano (Aldrich, 2,0 

mL em ácido sulfúrico 3 M). O orifício foi imediatamente selado com vaselina e 

parafilme. As placas foram colocadas então 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 única gota. O NaOH foi tamponado pela adição de 25 μL de ácido acético 

0,2 M. O volume total foi ajustado para 75 μL com água deionizada, usando uma 

pipeta. A gota final, contendo todo o flúor da amostra, foi analisada com um 

eletrodo específico para o íon flúor (Orion Research, Cambrige, Mass. USA, 

modelo 9409) e um microeletrodo de referência calomelano (Accumet, #13-620-

79) unidos e acoplados ao potenciômetro (Orion Research, modelo EA 940), que 

expressou a concentração de flúor em milivolts (mV). 

 

3.11 Análise Estatística 

 

A análise estatística do sinal insulínico foi realizada por análise de 

variância (ANOVA), seguido pelo pós teste de Tukey. Para análise 

histomorfométrica e avaliações plasmáticas de glicemia, insulinemia, TNF-α, 

fluoreto e HOMA-IR, as análises estatísticas foram realizadas pelo teste t de 

Student. A análise estatística da imuno-histoquímica foi realizada pelo teste de 

Mann-Whitney. A análise dos dados foi realizada com um programa estatístico 

(Graph Pad Prism Versão 6.0). Os resultados foram apresentados como média 

± EPM. P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1)  Avaliação da Massa Corpórea (g) 

A massa corpórea dos grupos controles (OVX – C) e tratados com fluoreto 

de sódio (OVX – F) foram avaliados semanalmente, durante 42 dias (Figura 1). 

Os resultados demonstram que o tratamento com fluoreto de sódio (50mg/L) não 

promoveu diferença estatística nesse parâmetro entre os grupos OVX – F e OVX 

– C. 

 
FIGURA 1 -  Massa corpórea (g) de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-

C) e do grupo fluoreto de sódio (OVX-F) durante 42 dias. Os valores são 

apresentados como Média ± EPM de 18 (OVX-C) e 18 (OVX-F) animais. 

 

 

4.2) Ingestão Alimentar (g) 
 

A figura 2 mostra a média da ingestão alimentar dos grupos OVX-C e 

OVX-F. Observou-se que o tratamento com fluoreto de sódio (50 mg/L) não 

promoveu durante 42 dias alteração na ingestão alimentar dos animais (OVX-C 

= 25,1 ± 0,1g vs OVX-F = 25,0 ± 0,1g). 
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FIGURA 2 -  Ingestão alimentar de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) 

e do grupo fluoreto de sódio (OVX-F), que foi submetido ao tratamento 

com NaF (50 mg/L) administrado na água de beber durante 42 dias. Os 

valores estão apresentados como Média ± EPM de 18 (OVX-C) e 18 

(OVX-F) animais. 

 

 

4.3) Ingestão Hídrica (mL) 
 

A figura 3 mostra a média da ingestão hídrica dos grupos OVX-C e OVX-

F durante 42 dias. Neste período observou-se diferença entre os dois grupos no 

dia 6 (OVX-C = 54,2±0,9mL vs OVX-F = 43,3±2,1mL). Observou-se que o 

tratamento com fluoreto de sódio (50 mg/L) não promoveu alteração na ingestão 

hídrica dos animais (OVX-C = 49,1 ± 0,4 mL vs OVX-F = 50,1 ± 0,4 mL). 

 
 
 
 
FIGURA 3 -   Ingestão hídrica de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e 

do grupo fluoreto de sódio (OVX-F), que foi submetido ao tratamento com 

NaF (50 mg/L) administrado na água de beber durante 42 dias. Os 

valores são apresentados como Média ± EPM de 18 (OVX-C) e 18 (OVX-

F) animais.  
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4.4)  Análise Histológica  

Análise histológica (figura 4) representa em: A) ratas OVX-C e B) ratas 

OVX-F. A análise qualitativa revela diminuição da espessura trabecular no grupo 

tratado com fluoreto de sódio e aumento do espaço entre as trabéculas ósseas. 

 

FIGURA 4 - Fotomicrografias evidenciando o aspecto histológico do tecido ósseo 

esponjoso na epífise proximal tibial no grupo controle (A) e no grupo 

tratado com flúor (B). Abreviações e símbolos: bt, trabécula óssea. 

Coloração: Hematoxilina e Eosina. Aumento original: 200x. Barras de 

escala: 200 μm. 
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4.5) Análise Histomorfométrica  

 

Na Figura 5 observa-se a porcentagem de área óssea trabecular da 

epífise proximal tibial dos grupos OVX-C e OVX-F. Os resultados demonstram 

uma diminuição dessa área óssea no grupo OVX-F em comparação ao grupo 

OVX-C (OVX-F = 15,66 ± 2,014% vs. OVX-C = 21,28 ± 0, 95%).  

 

FIGURA 5 - Porcentagem de área óssea trabecular da epífise proximal tibial de ratas 

ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e do grupo tratado com fluoreto de 

sódio (50mg/L) administrado na água de beber (OVX-F). Os valores são 

apresentados como média ± EPM, n=8. *p<0,05.
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4.6) Análise imuno-histoquímica de marcadores de formação e 

reabsorção ósseos (RANKL, Caspase-3, TRAP, OCN, OPG e RUNX2) em 

tíbias de ratas ovariectomizadas 

 

As reações imuno-histoquímicas foram realizadas em tíbias de ratas dos 

grupos OVX-C e OVX-F utilizando-se anticorpos específicos contra as proteínas 

RANKL, Caspase-3, TRAP, Osteocalcina, OPG e RUNX2. 

Houve uma imunomarcação mais intensa das proteínas Caspase-3, 

TRAP, Osteocalcina e RUNX2 no grupo OVX-F em relação ao grupo controle. 

Por outro lado, o grupo OVX-F apresentou uma menor imunomarcação da 

proteína RANKL em comparação com o grupo controle. Em relação à 

imunomarcação da proteína OPG, não houve diferença entre os grupos. 

Os resultados dos escores obtidos a partir da análise da imunomarcação 

destes marcadores do metabolismo ósseo encontram-se dispostos na figura 6. 

 

FIGURA 6. Imunomarcação de CASPASE 3, RANKL, OPG, TRAP, RUNX2 e OCN em 

tíbias de ratas dos grupos OVX-C e OVX-F pela análise imuno-

histoquímica (Imunomarcações indicadas pelas setas). 
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FIGURA 7. Avaliação imuno-histoquímica das proteínas: em A: Caspase-3, em B: 

RANKL (ligante do receptor do fator nuclear kapa B), em C: OPG 

(Osteoprotegerina), em D: TRAP (Fosfatase ácida tartarato-resistente), em 

E: Runx2 (Runt-related transcription factor 2) e em F: Osteocalcina da tíbia 

de ratas dos grupos OVX-C e OVX-F. Os valores são apresentados como 

mediana, n=8. *p<0,05. 

 

 

 

 

 

 



37 

 

4.7) Avaliação do grau de fosforilação em serina da Akt em tecido 

muscular gastrocnêmio. 

Em análise intragrupos, observou-se aumento no grau de fosforilação em 

serina da Akt, após o estímulo insulínico, em relação ao estado basal em GM 

(p<0,05). Em análise intergrupos, após estímulo insulínico, houve redução do 

grau de fosforilação em serina da Akt (p<0,001) no grupo OVX-F em relação ao 

grupo OVX-C. 

 

FIGURA 8 – Avaliação do grau de fosforilação da Akt, em tecido muscular 

gastrocnêmio (G) de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) 

e do grupo fluoreto de sódio (OVX-F), que foi submetido ao tratamento 

com NaF (50mg/L) durante 42 dias, antes (-) e após (+) o estímulo 

insulínico. Em A, autorradiografia típica: quantidades iguais de proteína 

foram submetidas a SDS-PAGE e processadas conforme Materiais e 

Métodos. Em B, o grau de fosforilação da Akt foi expresso em unidades 

arbitrárias por µg de proteína amostrada. Valores são apresentados como 

Média ± EPM de 4 experimentos. # p<0,05 insulina (-) vs. insulina (+); * 

p<0,001 OVX-C (+) vs. OVX-F (+).  
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4.8)  Avaliação das concentrações plasmáticas da glicose, insulina, 
fluoreto, TNF-α e índice HOMA-IR. 

 

Os valores da glicemia, insulinemia, fluoremia, TNF-α e índice HOMA-IR 

podem ser observados na tabela 1. Não foi encontrada diferença significativa na 

glicemia entre os grupos estudados. Entretanto, observou-se aumento significativo 

nas concentrações plasmáticas de insulina, fluoreto, TNF-α e osteocalcina no grupo 

OVX-F quando comparado ao grupo OVX-C (p<0,05). A partir dos valores de 

insulinemia e glicemia, calculou-se o índice HOMA-IR (HOMA-IR = glicemia em jejum 

(mmol/L) x insulinemia em jejum (µUI/mL) / 22,5). Por meio desse índice, observou-

se que o grupo OVX-F apresentou maior resistência insulínica quando comparado 

ao grupo OVX-C. 

 

 

 TABELA 1 - Concentração plasmática glicose, insulina, fluoreto, TNF-α e índice 

HOMA-IR de ratas tratadas cronicamente com NaF (OVX-F) e grupo controle (OVX-C). 

PARÂMETROS OVX-C OVX-F 

Glicemia (mmol/L) 6.30 ± 0.20 6.47 ± 0.26 

Insulinemia (μU/mL) 11.43 ± 2.04 18.89 ± 1.62* 

Fluoremia (μg/mL) 0.05 ± 0.01 0.16 ± 0.03* 

TNF-α (pg/mL) 5.88 ± 0.15 7.12 ± 0.45* 

Osteocalcina (pg/mL) 68.39 ± 15.19  134.1 ± 23.29* 

HOMA-IR 3.20 ± 0.69 5.43 ± 0.53* 

Valores expressos como média ± EPM, n=10. *p<0,05 
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5. DISCUSSÃO 

 

O tratamento crônico com NaF (50mg/mL na água de beber) durante 42 

dias, promoveu resistência à insulina, diminuição do sinal insulínico e da área 

óssea trabecular da tíbia, alterações nos marcadores de metabolismo ósseo e 

aumento nas concentrações plasmáticas de insulina, flúor, osteocalcina e TNF-

α em ratas ovariectomizadas (OVX). 

Os resultados do presente estudo revelaram que o tratamento crônico 

com NaF (50mg/L) durante 42 dias na água de beber não promoveu diferença 

na massa corporal em relação ao grupo controle (Figura 1). Resultados 

semelhantes foram observados por Søgaard et al. (1995) e Chiba et al. (2010) 

que também não observaram diferença no peso corpóreo de ratas e ratos 

machos castrados, respectivamente, tratados com diferentes doses de NaF na 

água de beber, demonstrando que o tratamento com o fluoreto de sódio não 

interferiu neste parâmetro. Além disso, os resultados do presente trabalho não 

revelaram diferenças em relação à ingestão hídrica e de ração entre os grupos 

(Figuras 2 e 3). 

Similarmente aos achados do presente estudo, Carvalho et. al (2008) 

avaliaram o efeito da ingestão crônica de fluoreto na formação óssea de ratos 

jovens e constataram que a administração diária de 50 mg NaF/L por gavagem 

resultou em uma significativa diminuição da formação óssea. Adicionalmente, 

estudos demonstraram que em ratos em período de crescimento, o tratamento 

com fluoreto em doses elevadas reduz a área do osso trabecular (TURNER et 

al., 1989). Nossos resultados estão de acordo com o estudo de Fernandes 

(2010), realizado em ratos tratados com doses variadas de NaF na água de 

beber, durante 30 dias, que demonstrou que em baixas doses (5 e 15 ppm de F) 

não houve alterações na formação óssea, enquanto que doses mais elevadas 

(50 ppm de F) promoveram uma diminuição da neoformação óssea. Ademais, 

estudos recentes conduzidos por Nunes et al. (2016) demonstraram que o 

tratamento crônico com flúor (50mgF/L) promoveu diminuição significativa na 

área óssea total, número de trabéculas e espessura das trabéculas em tíbias de 

ratas OVX. Esses achados reforçam os resultados do presente estudo e alertam 
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para os efeitos prejudiciais de doses elevadas de flúor sobre o metabolismo e 

atividade do tecido ósseo. 

O presente estudo demonstrou que o tratamento crônico com NaF (50 

mg/L) promoveu aumento na atividade de importantes marcadores da atividade 

osteoclástica (Caspase-3 e TRAP). Esses resultados estão de acordo com um 

estudo recente conduzido em nosso laboratório (NUNES et al., 2016), que 

demonstrou que o tratamento crônico com NaF promoveu diminuição da área 

óssea total, do número de trabéculas, da espessura das trabéculas, tenacidade, 

da rigidez e da força máxima em tíbias de ratas ovariectomizadas. 

Conforme descrito anteriormente, a caspase 3, também conhecida como 

CPP32, representa a principal caspase efetora na cascata da apoptose celular 

(HAGUE et al., 2004) e a detecção desta proteína pode ser considerada um 

indicador sensível e exclusivo da apoptose (GOWN & WILINGHAN, 2002). 

Anuradha et al. (2001) demonstrou pela primeira vez que o NaF induz a apoptose 

celular mediada pela peroxidação lipídica induzida pelo estresse oxidativo. A 

peroxidação lipídica pode levar à uma disfunção da membrana mitocondrial, 

iniciando a ativação da cascata das caspases.  Dessa forma, é possível aventar 

que, no presente estudo, a diminuição da área óssea trabecular das tíbias das 

ratas tratadas com NaF pode ser devido a uma maior ocorrência de apoptose 

das células do tecido ósseo, indicada pela maior imunomarcação da caspase 3, 

promovendo o desequilíbrio do metabolismo ósseo. 

O sistema OPG/RANK/RANKL é de fundamental importância para 

manutenção do equilíbrio entre formação e reabsorção óssea (REN et al., 2011). 

A RANKL, ao se ligar ao RANK, estimula a reabsorção óssea, aumentando a 

diferenciação, a ativação e a sobrevivência dos osteoclastos. Em contrapartida, 

a OPG atua inativando o RANKL e, assim, promove inibição da reabsorção 

óssea (HUMPHREY et al., 2006). Fernandes et al. (2012) avaliou a expressão 

de OPG na reparação óssea alveolar de ratos expostos a doses variadas de 

fluoreto (0, 5 e 50 ppm na água de beber) e, similarmente aos achados de nosso 

estudo, demonstrou que não houve diferença estatística na expressão de OPG 

após o consumo crônico de fluoreto por 60 dias em nenhuma das doses 

utilizadas. Nossos resultados estão de acordo com estudos recentes conduzidos 

por Bhawal et al. (2015), que avaliaram o efeito de diversas doses de NaF na 
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expressão de RANKL e OPG em culturas de células obtidas a partir de fêmures 

de ratos. Foi demostrado que altas doses de NaF (50 μmol·L-1) promoveram 

diminuição na expressão de RANKL e nenhuma diferença na expressão de OPG 

comparado ao grupo controle. Entretanto, alguns estudos têm demonstrado que 

o tratamento com baixas doses de NaF promovem um aumento na expressão 

de OPG (SUN et al., 2014; LIU et al., 2015; REN et al., 2011). Essa discordância 

nos resultados pode ser decorrente da diferença na dose utilizada pelos estudos. 

Os resultados da imunomarcação da TRAP observados no presente 

estudo corroboram os dados de Fernandes et al. (2012), que verificaram 

aumento da expressão de TRAP em células ósseas tratadas com 50 ppm de 

fluoreto. Achados similares foram observados em estudos “in vivo” recentemente 

conduzidos em nosso laboratório (NUNES et al., 2016) que demonstraram um 

aumento na expressão da TRAP no tecido ósseo de ratas OVX tratadas com 

altas doses de NaF. A imunomarcação da TRAP representa o padrão ouro para 

a caracterização de osteoclastos e sua maior expressão pode estar relacionada 

com a diminuição da área óssea observada no presente estudo. 

O aumento dos níveis de TNF-α pode ter contribuído para diminuição da 

área óssea. O TNF-α leva a uma destruição óssea agindo diretamente na 

diferenciação e maturação do osteoclasto, ou indiretamente expondo a matriz 

óssea (KREUTZER et al., 1991). Além disso, estudos realizados com soluções 

antagonistas, contendo bloqueadores do receptor de TNF-α, observaram uma 

redução de aproximadamente 60% na perda óssea utilizando essas soluções 

(ASSUMA et al., 1998). 

Com base nessas informações, podemos sugerir que o efeito do TNF-α 

na promoção da diferenciação de osteoclastos sobrepujou a diminuição da 

expressão de RANKL, resultando em aumento da diferenciação de osteoclastos 

e, consequentemente, isso promoveu uma diminuição da área óssea trabecular, 

como descrito anteriormente. De fato, sabe-se que o aumento dos níveis de TNF-

α pode promover diferenciação osteoclástica por um mecanismo independente 

da via da RANKL (KOBAYASHI et al., 2000). 

Por outro lado, observou-se que o tratamento crónico com NaF também 

promove aumento em marcadores da atividade osteoblástica (Runx2 e OCN). 

Esse resultado parece inicialmente contraditório porque em nossos resultados 
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houve uma diminuição na área de osso trabecular, ou seja, aumento da 

reabsorção óssea, embora Runx2 e OCN sejam marcadores de formação óssea, 

como descrito anteriormente. Novamente, é possível sugerir que os efeitos do 

TNF-α sobrepujaram os efeitos desses marcadores ósseos. 

Estudos de Liu et al. (2015) realizados em ratos tratados com fluoreto 

sugerem que os osteoblastos são mais sensíveis à ação tóxica de altas doses 

de fluoreto do que os osteoclastos. De fato, a diminuição da área óssea da 

epífise proximal tibial observada no grupo OVX-F evidencia o fato de que o 

tratamento com fluoreto não melhora a qualidade do tecido ósseo.  

Os achados do presente estudo estão de acordo com os resultados de 

Sun et al. (2014) que realizaram um estudo com roedores submetidos ao 

tratamento com alta doses NaF em tempos variados (1, 2 e 3 meses) e 

verificaram que a exposição ao flúor aumenta a expressão de marcadores 

osteoblásticos, como a Runx2. Essa proteína é um fator de transcrição essencial 

para diferenciação de osteoblastos e formação óssea. No presente estudo, foi 

observado maior imunomarcação para Runx2 no grupo OVX-F em relação ao 

controle. Pan et al. (2014) observaram que o fluoreto aumenta a expressão de 

Runx2 e de outros genes fenotípicos de formação óssea, incluindo fosfatase 

alcalina, colágeno tipo I e osteonectina, que controlam a diferenciação de 

osteoblastos por meio da ativação da via de sinalização Wnt/β-catenina. 

Ademais, estudos demonstraram que Runx2 estimula diretamente a transcrição 

de genes relacionados à osteoblastos, como a osteocalcina (KOMORI, 2010; 

PRINCE et al., 2001). De fato, no presente estudo foi observado aumento da 

expressão de OCN possivelmente devido ao aumento de RUNX2. 

Os resultados do presente estudo revelaram imunomarcação mais intensa 

de OCN no grupo OVX-F (figura 7F). Esses dados corroboram os achados de 

Sun et al. (2014) que observaram maior expressão de OCN em tecido ósseo de 

ratos expostos a 20mg F/kg/dia durante dois meses.  

Estudos recentes conduzidos em cultura de células ósseas de fêmures de 

ratos tratados com fluoreto, sugerem que o flúor pode estimular a expressão de 

OCN por meio da ativação da via de sinalização do receptor de insulina em 

osteoblastos (Liu et al. 2015). 
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Esse aumento na expressão de OCN pode ser devido ao aumento na 

concentração plasmática de insulina, pois sabe-se que a insulina estimula a 

expressão de OCN (LIU et al. 2016; KANAZAWA et al. 2015). 

Em nosso estudo, realmente observamos que o tratamento com NaF 

promoveu aumento das concentrações plasmáticas de insulina em ratas OVX. 

Nossos resultados também demonstraram que o grupo OVX-F apresentou 

redução na sensibilidade à insulina, avaliada pelo índice HOMA-IR, porém não 

foi observada diferença na glicemia entre os grupos (Tabela 1). Esse aumento 

da insulinemia pode ser decorrente de uma resposta do organismo à resistência 

insulínica, promovendo uma elevação compensatória da concentração 

plasmática de insulina, com o objetivo de manter a glicemia dentro dos 

parâmetros normais. Esses resultados estão de acordo com os estudos de Yang 

et al. (2015), que avaliaram a concentração insulínica plasmática e a secreção 

nas ilhotas pancreáticas após um mês de tratamento com diferentes doses de 

NaF (10 e 20 mg F/kg/dia). Os autores revelaram que o tratamento com 20 mg 

F/kg/dia foi capaz de aumentar significativamente a insulinemia e a função das 

ilhotas pancreáticas. 

O aumento nos níveis plasmáticos de insulina no grupo OVX-F pode ter 

induzido um aumento na expressão de OCN pela ativação dos receptores de 

insulina localizados nos osteoblastos. Interessantemente, estudos 

demonstraram que a fração decarboxilada da OCN circulante está associada ao 

aumento da secreção e sensibilidade à insulina (PATTI et al., 2013; LIANG et al., 

2016). Entretanto, os resultados do presente estudo demonstraram que o 

tratamento crônico com NaF (50 mgF/L) promoveu resistência à insulina e 

diminuição do sinal insulínico. Dessa forma, é possível sugerir que os efeitos 

benéficos da OCN não foram suficientes para compensar os efeitos deletérios 

do tratamento com flúor sobre o sinal insulínico.  

Nossos resultados também corroboram os estudos de Chiba et al. (2010), 

que verificaram um aumento da resistência à insulina por meio da avaliação do 

índice de HOMA-IR em ratos castrados tratados cronicamente com NaF. 

O tratamento crônico com NaF (50mgF/L) durante 42 dias na água de 

beber promoveu diminuição do grau de fosforilação da Akt em serina, após 

estímulo insulínico, no tecido muscular gastrocnêmio de ratas OVX, resultando 



44 

 

em diminuição do sinal insulínico. A análise desse parâmetro é de fundamental 

importância, pois a Akt apresenta papel fundamental no processo de captação 

de glicose por meio da estimulação da translocação da proteína transportadora 

de glicose GLUT4 para membrana plasmática, ao passo que a inibição da 

atividade da Akt bloqueia parcialmente a translocação de GLUT4 em tecido 

adiposo e muscular, resultando em resistência à insulina (WATANABE et al., 

2011; KRISTENSEN et al., 2014; MELO et al., 2014). Além disso, como 

mencionado anteriormente, nossos resultados demonstraram que o grupo OVX-

F apresentou aumento da concentração plasmática de TNF-α, e sabe-se que o 

aumento das concentrações de TNF-α leva à redução da autofosforilação do 

receptor da insulina estimulada pela própria insulina e inibição subsequente da 

fosforilação de IRS-1 (FEINSTEIN et al., 1993; HOTAMISLIGIL et al., 1994, 

1996; KRODER et al., 1996). O TNF-α também induz modificação do IRS-1 por 

fosforilação em serina, o que torna essa molécula inibitória para a capacidade 

sinalizadora do receptor de insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1996; KANETY et al., 

1995). Essa fosforilação em serina é um dos fatores chave que interrompe a 

sinalização insulínica, levando a um quadro de resistência à insulina (TILG & 

MOSCHEN, 2008).  

Nossos resultados demostraram que o tratamento crônico com NaF (50 

mg/L na água de beber) em ratas OVX promoveu importantes alterações no 

metabolismo ósseo e transdução do sinal insulínico, evidenciando que esse 

tratamento induziu diminuição na qualidade óssea, na sensibilidade à insulina e 

na etapa posterior do sinal insulínico em ratas OVX tratadas com NaF. Em 

decorrência disto, o uso do flúor como elemento terapêutico no tratamento de 

alterações no metabolismo ósseo deve ser revisto para não promover um 

prejuízo não só nesse metabolismo ósseo, como também na sensibilidade à 

insulina, principalmente em mulheres na pós menopausa, que devido ao avanço 

da idade podem apresentar alterações nessa sensibilidade hormonal.    
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6. CONCLUSÃO 

 

Concluímos que esses resultados sugerem cautela na utilização do NaF 

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

que a resistência à insulina piora com o envelhecimento. 
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