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PEREIRA, A.G. Avaliagdo de marcadores 0sseos e sinal insulinico em ratas
ovariectomizadas tratadas com fluoreto de sédio. 2016. 58 f. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba - Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2016.

RESUMO

O fldor é um elemento traco essencial para a manutencdo da saude éssea,
devido a capacidade de estimular a proliferacdo osteoblastica, levando ao
aumento da formacdo 6ssea. No entanto, a ingestdo excessiva de fluoreto de
sédio pode prejudicar o metabolismo dos carboidratos, promovendo
hiperglicemia, resisténcia a insulina e alteracdes no sinal insulinico. Dessa
forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento crénico com
NaF no metabolismo 60sseo, na sinalizacdo insulinica e nas concentracées
plasmaticas de glicose, insulina, fldor, TNF-a e osteocalcina em ratas
ovariectomizadas. Trinta e seis ratas Wistar ovariectomizadas foram distribuidas
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 agua de beber durante
42 dias. Foram determinadas as concentracdes plasmaticas de glicose e
insulina, seguido pelo calculo do HOMA-IR. A fosforilagdo em serina da Akt foi
avaliada pelo método de Western blotting. As tibias direita e esquerda foram
coletadas para analises imuno-histoquimica e histomorfométrica. Os resultados
do presente estudo demonstraram que o tratamento crénico com NaF promoveu
resisténcia a insulina, diminuicdo do sinal insulinico, aumento das concentracées
plasméticas de insulina, flior, osteocalcina e TNF-a; diminui¢cdo da area 6ssea
trabecular da tibia e alterac6es nos marcadores do metabolismo 6sseo em ratas
ovariectomizadas. Esses resultados sugerem cautela no uso de NaF para o

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

Palavras-chave: Fluoreto de sodio; resisténcia a insulina; ovariectomia; TNF- a
marcadores 4sseos



PEREIRA, A.G. Evaluation of bone markers and insulin signalling in
ovariectomized rats treated with sodium fluoride. 2016. 58 f. Dissertagao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba - Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2016.

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-a, 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-a; 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.



FIGURA 01 -

FIGURA 02 -

FIGURA 03 -

FIGURA 04 -

FIGURA 05 -

FIGURA 06 -

FIGURA 07 -

LISTA DE FIGURAS

Massa corpOrea (g) de ratas ovariectomizadas do grupo
controle (OVX-C) e do grupo fluoreto de sodio (OVX-F), que
foi submetido ao tratamento com NaF administrado na agua
de beber (50 mg/L) durante 42 dias. Os valores sao
apresentados como Média + EPM de 20 (OVX-C) e 20 (OVX-
F) @NIMAIS. et

Média da ingestdo alimentar de ratas ovariectomizadas do
grupo controle (OVX-C) e do grupo fluoreto de sédio (OVX-
F), que foi submetido ao tratamento com NaF (50 mg/L)
administrado na agua de beber durante 42 dias. Os valores
estdo apresentados como Média + EPM de 20 (OVX-C) e 20
(OVX-F) @niMaiS.......ccovviiiiiiiiiiiiiie e

Média da ingestdo hidrica de ratas ovariectomizadas do
grupo controle (OVX-C) e do grupo fluoreto de sodio (OVX-
F), que foi submetido ao tratamento com NaF (50 mg/L)
administrado na 4gua de beber durante 42 dias. Os valores
sdo apresentados como Média + EPM de 20 (OVX-C) e 20
(OVX-F) @NIMA@IS.....ciiiiiiiiiaiiiiieieieiiiiii e

Fotomicrografias evidenciando o aspecto histolégico do
tecido 6sseo esponjoso na epifise proximal tibial no grupo
controle (A) e no grupo tratado com fldor (B). Abreviagdes e
simbolos: bt, trabécula 6ssea. Coloracdo: Hematoxilina e
Eosina. Aumento original: 200x. Barras de escala: 200

Porcentagem de area 0ssea trabecular da epifise proximal
tibial de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e
do grupo tratado com fluoreto de sédio (50mg/L) administrado
na agua de beber (OVX-F). Os valores sao apresentados
como média t EPM, n=8.

Imunomarcacdo de CASPASE 3, RANKL, OPG, TRAP,
RUNX2 e OCN em tibias de ratas dos grupos OVX-C e OVX-
F pela analise imuno-histoquimica (Imunomarcacdes
indicadas pelas Setas) .......coccovvvviiiiiiiiiei

Avaliagao imuno-histoquimica das proteinas: em A: Caspase-
3, em B: RANKL (ligante do receptor do fator nuclear kapa B),
em C: OPG (Osteoprotegerina), em D: TRAP (Fosfatase
acida tartarato-resistente), em E: Runx2 (Runt-related
transcription factor 2) e em F: Osteocalcina da tibia de ratas

30

31

32

33

34

35



FIGURA 08 -

dos grupos OVX-C e OVX-F. Os valores sao apresentados
como mediana, N=8. *P<0,05.........ccoeiiiiiiiiiiiieeeii e

Efeito do estimulo insulinico sobre a fosforilagdo em serina
da Akt, em tecido muscular gastrocnémio (GM) de ratas
ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e do grupo
fluoreto de sodio (OVX-F) que foi submetido ao tratamento
com NaF (50 mg/L). Em A, auto-radiografia tipica:
guantidades iguais de proteina foram submetidas a SDS-
PAGE e processadas conforme descrito em Materiais e
Métodos. Em B, o grau de fosforilagdo em serina da Akt, apos
estimulo insulinico, foi expresso em unidades arbitrarias por
pg de proteina amostrada. Valores sao apresentados como
Média £+ EPM de 4 experimentos. #p<0,05 OVX-C (-) vs.
OVX-C (+); *p <0,05 OVX-C (+) vs. OVX-F (+)

36



TABELA 1 -

LISTA DE TABELAS

Concentracao plasmatica glicose, insulina, fluoreto, TNF-
a e indice HOMA-IR de ratas tratadas cronicamente com
NaF (OVX-F) e grupo controle (OVX-C)

38



SUMARIO

(N REI0] 510070 J TR 12
2 OBUJETIVOS ... eeeieiee oottt ettt e e et e e e e e e e s s eeeeeeeeeeannes 20
3MATERIAL E METODO .. ..ottt 21
3oL ANIMALS .ttt e ettt e et e e et e et e e e e e e e e e e eaa s 21
3.2. AVALIAGAO DO GRAU DE FOSFORILAGAO EM SERINA DA AKT ..ecvvveeeeeeiiiiinene 22
3.2.1. Preparagao das amOSIras .........cceuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 22
3.2.2. “WeStern BIONG” ............ccoou et e e eeaanes 22
3.3. ANALISE HISTOMORFOMETRICA ....uuuiiiiitiaeeeeeiiaeeeeesieeeeesniseeeesnanseeeesnnnns 24
3.4. ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA ....evveieeeeeeiiiiiiireeeeeeeeessssnsssseneeeeseeessssnsnnsnees 25
3.5. DETERMINAGAO DA GLICEMIA ...uvvviiieeeeeesiiisniiseeeeeseesssssnsssssseneessesssssnsssssnes 26
3.6. DETERMINAGAO DA INSULINEMIA ... .ccuunieetieeiieeeei e e et e eeea e e eaaeeeaneeeaneeennnns 27
T A o [0 | 27
3.8. DETERMINAGAO DA OSTEOCALCINA ..eeeeiiiiiiiireeieeeeeeesesnssseeeneeeeeessnsnnnnnsnens 27
3.9. DETERMINAGAO DE TNF=A ..uuuuttriiireeeeeeesisssnsnreereeeeeessssnsssssseseesesssssnnnsssnnes 28
3.10. DETERMINAGAO DO ION FLUOR ....cvvtuieiiieeeiieeeeieeeaieeesaeeesaeeesneesnnneesnnnns 28
3.11. ANALISE ESTATISTICA ..ccutiieeireeieireesseiseesestsesseesssesess st ss sttt sssssssessssnes 29
4 RESULTADOS. ...coiiiie ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e s rreeeeaeeeeeaanes 30
4.1. MASSA CORPOREA (G) .iieeeiieieiiiiii e e e e e e e e ettt s e e e e e e e e et s e e e e e e e e eenanna s 30
4.2, INGESTAO ALIMENTAR (G) +.vtvuvtuuuuunnnnnsnnnnnnnnnnnsnnssssnssssssssssssssnssnnnssnnnsnnneennns 30
4. 3.INGESTAO HIDRICA (ML) ...tttitiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiii e 31
4.4, ANALISE HISTOLOGICA . .cetiiieeieii e e ettt e e e et e e et eet e e et et e e e e e e e e e e enna e aeeees 32
4.5. ANALISE HISTOMORFOMETRICA . ....uitttttueeeeetiaaeeeetiaaeeeesaaaeeeennaaeeeennnaaeeees 33
4.6. ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA .. .eutiiteii e e et ee e et et e et e e et e e e e aneeeannas 34

4.7. AVALIACAO DO GRAU DE FOSFORILACAO EM SERINA DA AKT EM TECIDO
MUSCULAR GASTROCNEMIO. . .euentuietentnee et et e e te e e eea e e s e e e ee e e eeaeenrerenenns 37

4.8. AVALIACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE GLICOSE, INSULINA,

FLUORETO, OSTEOCALCINA, TNF-A E INDICE HOMA-IR ..cuvivnieniineieeeeieeeenseaneennas 38
B DISCUSSAD ...ttt ettt ettt 39
B CONCLUSAOD ...ttt 45
REFERENCIAS ...ttt 46

ANEXOS .ttt bbb bbb 56



12

1. INTRODUCAO

O osso € um tecido multifuncional e metabolicamente ativo, que sofre um
processo continuo de renovagdo e remodelacdo pela acdo combinada de
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos (KATCHBURIAN; CERRI; 2002). O
processo de remodelacdo 0ssea se desenvolve com base em dois processos
antagobnicos, porém acoplados: a formacdo e a reabsorcdo Ossea. (VIEIRA,
1999). O controle da atividade, proliferacdo e diferenciacdo das células 6sseas
esta sob a acao de diversos fatores sistémicos e locais, cuja acdo combinada é
indispensavel para a manutencdo da homeostase do tecido 6sseo (RAISZ;
RODAN, 1998). A alteracdo dessa homeostase pode levar a reducdo e
deterioracdo da massa e da microarquitetura 6ssea, aumentando a fragilidade
esquelética e risco de fraturas, favorecendo o desenvolvimento de osteoporose
(PRENTICE, 1997).

A osteoporose é uma doenca 0steo-metabdlica que atinge especialmente
mulheres ap6s a menopausa. Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia
e Metabologia (SBEM), uma a cada quatro mulheres com mais de 50 anos
desenvolve a doenca. No Brasil, a cada ano ocorrem cerca de 2,4 milhdes de
fraturas decorrentes da osteoporose (SBEM, 2016).

Fisiologicamente a matriz 6ssea é continuamente depositada por
osteoblastos e reabsorvida nos locais onde 0s osteoclastos estdo ativos,
normalmente, ha& equilibrio entre deposicdo e reabsorcdo Ossea. Na
osteoporose existe despropor¢céo entre atividade osteoblastica e osteoclastica,
com predominio da udltima (GALI, 2001). Uma forma de avaliar atividade
osteoblastica e osteoclastica dos ossos € por meio da mensuracdo dos
marcadores do metabolismo O0sseo. Os marcadores bioquimicos da
remodelacdo Ossea podem ser divididos em marcadores de formacdo e
marcadores de reabsorcdo 0ssea (ALLEN et al., 2000). Como a formagéo é
dependente da acdo dos osteoblastos, os marcadores de formacdo, na
realidade, medem produtos decorrentes da acdo destas células; da mesma
maneira, 0os marcadores de reabsorcdo medem a acao dos osteoclastos
(VIEIRA, 1999).
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A regulacdo local da formacdo e da funcdo das células ésseas sofre
influéncia de fatores autocrinos e paracrinos secretados pelas células, além de
fatores da matriz 6ssea liberados durante a reabsorcéo. Outras substancias que
representam a classe de fatores locais como fatores de crescimento, citocinas e
prostaglandinas atuam sobre as células 6sseas (MANOLAGAS, 2000).

Entre os fatores sistémicos, o estrogeno apresenta grande importancia
para a homeostase do tecido 6sseo regulando a expressao de proteinas nesse
tecido (RIGGS, 2000) e a deficiéncia deste pode causar liberacdo de citocinas,
como interleucina — 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral - a (TNF-a) que
desempenham papel reabsortivo no tecido 6sseo (ZHOU et al., 2009). Sabe-se
gque a queda nas taxas desse hormonio esta relacionada a ocorréncia de
osteoporose (ZHOU et al., 2009).

Evidéncias mostram que o estrégeno atua sobre os mondcitos
promovendo reducédo dos niveis de IL-1 e TNF-a que estimulam a produgao de
outras citocinas, como IL-6, Fator estimulador de colénia de macréfagos (M-CSF)
e Fator estimulador de coldnias de granulécitos/macrofagos (GM-CSF), que
promovem a fusdo de células precursoras de osteoclastos, dessa forma, o
estrégeno atua inibindo a formacéo de osteoclastos (PACIFICI, 1996).

O estrégeno também atua sobre as células T (responsaveis pela
imunidade celular) e, apds a ovariectomia, ocorre aumento da producéo de TNF-
a por essas células. Ao se ligar ao receptor p55-TNF-a, o TNF-a induz a
liberacdo de M-CSF e RANKL (ligante do receptor ativador de fator nuclear-kB),
fatores que promovem a fusdo dos progenitores de osteoclastos (CENCI et al.
2000).

Ao agir sobre células mesenquimais osteoprogenitoras/osteoblastos, o
estrogeno promove reducdo dos niveis de RANKL e aumento da producéo de
osteoprotegerina (OPG) — competidor de RANK (BORD et al., 2003). Assim, a
OPG, que apresenta niveis aumentados (ROGERS et al.,, 2002), liga-se ao
RANKL e impede a interacdo deste com o RANK (presente em precursores de
osteoclastos), inibindo, consequentemente, a fusdo dos precursores de
osteoclastos (KAWAMOTO et al., 2002) e impossibilitando, dessa forma, que
haja reabsorcéo 6ssea (SILVA; RIBEIRO-ROTTA; PEREIRA; 2011).
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A proteina RANKL esta presente em precursores de osteoblastos, bem
como pode ser encontrada livremente no microambiente 6sseo (LACEY et al.,
1998). O RANKL atua em sinergismo com M-CSF, possibilitando a diferenciacéo
dos osteoclastos independentemente da presenca de células do estroma 0sseo
ou de 1,25 diidroxivitamina D3, e ativando osteoclastos maduros a reabsorver
matriz 6ssea mineralizada (BURGESS et al., 1999). O RANKL é secretado por
osteoblastos e linfécitos T, e devido a este fato, poderia explicar algumas das
anormalidades 0sseas observadas em doencas autoimunes (JONES; BHALLA,
1993). Ademais, Takayanagi et al. (2002) demonstraram que o RANKL atua na
manutencado da homeostasia 6ssea pela inducéo de interferon-p dependende de
c-Fos. Segundo esses pesquisadores, o RANKL ativa o RANK em pré-
osteoclatos disparando sua maturacao e sua capacidade de reabsorcédo 0ssea.
(TAKAYANAGI et al., 2002).

Em relacdo a reabsorcdo Ossea, a enzima fosfatase &cida tartarato
resistente (TRAP), especificamente a sua isoforma 5b, é considerada como o
biomarcador mais sensivel e especifico, uma vez que essa glicoproteina é
produzida por osteoclastos, macréfagos ativados e células dendriticas (SOUSA
et al., 2011). A TRAP é uma enzima nao especifica, podendo atuar na hidrélise
de ésteres fosfato de fosfoproteinas da matriz 6ssea, como a osteopontina,
sialoproteina 6ssea e osteonectina (EK-RYLANDER et al., 1994). Foi proposto
que esse marcador descreve 0 numero de osteoclastos em adicdo a 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 diminuicdo da reabsorcdo 6ssea também
pode ser consequéncia do aumento da apoptose de osteoclastos, processo que
leva a reducdo de seu numero, promovida pelo estrégeno (GARCIA-MORENO
et al., 2004; TOMKINSON et al., 1998). A apoptose € um mecanismo de morte
celular (ANDIA et al., 2006) e o resultado final de suas principais vias de
ocorréncia consiste na ativagdo da cascata das caspases (ZIMMERMAN;
GREEN, 2001), que sdo proteases cisteinas 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 detecc¢éo
desta proteina pode ser considerada um indicador sensivel e exclusivo da
apoptose (GOWN & WILINGHAN, 2002).

Outra proteina importante relacionada ao metabolismo 06sseo € a
osteocalcina (OC). Essa proteina é secretada pelos osteoblastos maduros,
condrdcitos hipertrofiados e odontoblastos e uma de suas funcbes esta
relacionada a ligacao do céalcio a matriz 6ssea. O papel exato dessa proteina na
remodelacdo 6ssea ainda nao foi completamente elucidado, no entanto,
mostrou-se como uma importante via de ativacado da formacgédo 6ssea por meio
do seu efeito sobre os osteoblastos (HAN et al.,, 2008). A expressao de
osteocalcina esta sob o controle do fator de transcri¢cao relacionado com Runt 2
(Runx2), que é o mais precoce e especifico indicador de osteogénese
(KIERSZENBAUM; TRES, 2012). A osteocalcina é essencial para a
diferenciacdo dos osteoblastos e morfogénese 6ssea e atua como suporte para
0s 4cidos nucléicos e os fatores de regulacao envolvidos na expresséo do gene
do esqueleto (LIN et al., 2011). Essa proteina também parece exercer um efeito
a distancia sobre as células B, adipdcitos, musculos e outros tecidos periféricos,
aumentando a utilizagéo da glicose, reduzindo a gordura visceral e diminuindo a
quantidade de triglicerideos (BARROS, 2011).

Fulzele et al. e Ferron et al. (2010) apresentaram evidéncias de que a
sinalizacdo da insulina promove a ativacdo de osteoblastos, aumentando a
producdo de osteocalcina, a partir da matriz 6ssea para a circulacado. Esse
processo aumenta a secrecédo e a sensibilidade a insulina nos adipécitos.

A insulina é um horménio anabdlico produzido pelas células beta
pancreaticas, que atua em diferentes tecidos, como o muscular e o adiposo e
também no figado, além de apresentar atividades metabolicas que incluem
aumento da captacdo de glicose, sintese de glicogénio, proteinas e acidos
graxos, entre outros (PAULI et al., 2009).

A sinalizagéo intracelular insulinica inicia-se por meio da interagdo da

insulina com seu receptor — o receptor de insulina (RIns) (ROTH et al., 1975). O
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RIns € uma proteina quinase composta por duas subunidades alfa e duas
subunidades beta, ligadas por pontes dissulfeto, com atividade quinase
intrinseca (KASUGA et al.,, 1982%). A subunidade beta do RIns, quando
estimulada pela acéo insulinica é capaz de se autofosforilar e ainda fosforilar
substratos do receptor de insulina em residuos de tirosina (KASUGA et al.,
1982a.). Essa atividade do receptor de insulina é importante para a acdo
insulinica (EBINA et al., 1987).

White (1998) descreveu dez substratos do RIns, como o IRS-1 a 4, Shc,
Gab-1, p60dok, Chl, JAK2 e APS. Cai et al. (2003) descreveram mais dois
substratos do receptor de insulina, pertencentes a familia das proteinas IRS, o
IRS-5 e IRS-6. Esse receptor, uma vez fosforilado em decorréncia de sua
ativacdo por insulina, passa a fosforilar substratos intracitoplasmaticos, como,
por exemplo, a ppl85. 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, hd um expressivo aumento da fosforilacdo da
ppl85, coincidindo com aumento da agéo insulinica.

Sun et al.,, em 1991, clonaram a ppl85 e denominaram-na de IRS-1
(substrato 1 do receptor de insulina). Apés trés anos, demonstrou-se que outra
proteina também migrava na altura da banda dessa proteina. Essa nova proteina
denominada de IRS-2 (ARAKI et al., 1994; SUN et al., 1995; TAMEMOTO et al.,
1994). As fung0es fisiologicas do IRS-1/2 foram estabelecidas por meio da
producdo de camundongos sem 0s 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 ndo €
hiperglicémico (ARAKI et al., 1994). Foi demonstrado que o IRS-2 poderia
compensar parcialmente a auséncia de IRS-1, o que explicaria o fendtipo de
resisténcia a insulina sem hiperglicemia do camundongo knockout de IRS-1
(WITHERS et al., 1998.). O camundongo que nao expressa o IRS-2 foi gerado
em 1998 (WITHERS et al., 1998) e apresenta fenoétipo diferente do camundongo
sem IRS-1: hiperglicemia acentuada devido a acdo insulinica anormal nos
tecidos e a faléncia da atividade secretdria das células 3, além de reducéo
significativa da massa de células 3 pancreaticas. (WITHERS et al.; 1998)
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Quando o IRS-1 e o IRS-2 estdo fosforilados, podem interagir com
proteinas contendo dominios com homologia a Src 2 (SH2) e ativa-las. Entre
essas proteinas, estd uma enzima, a fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-k). De
acordo com Alessi et al. (1997), essa proteina, uma vez ativada, pode induzir a
ativacdo de outras proteinas como a proteina quinase - 1 dependente de
fosfoinositideo (PDK-1) e esta pode fosforilar e ativar a Akt (ou proteina quinase
B — PKB). Essa proteina se apresenta em trés diferentes isoformas - Aktl, Akt2
e Akt3 - e todas sdo ativadas pela fosforilacdo em treonina e serina
(BELLACOSA et al., 1998; KOHN et al., 1996). A ativacdo dessa proteina €
essencial para sintese de glicogénio (CROSS et al., 1995), acdo antiapoptética
(FRANKE et al., 1997), regulacdo da sintese lipidica (KITAMURA et al., 1999),
sintese de proteinas (HAJDUCH et al., 1998), regulacdo da expressao génica
(VANHAESEBROECK; ALESSI, 2000) e transporte de glicose estimulado pela
insulina (WANG et al.,, 1999). Uma deficiéncia desse hormdnio e/ ou
incapacidade da insulina exercer adequadamente suas funcdes pode levar a
uma hiperglicemia, caracterizando o diabetes mellitus (DM) (WHO, 1999).

No diabetes mellitus tipo 2 (DM2), o pancreas € capaz de produzir insulina,
porém o corpo € incapaz de responder adequadamente aos seus efeitos,
provocando um acumulo de glicose no sangue (hiperglicemia). Com a
progressdo da doenca pode ocorrer diminuicdo na secrecdo de insulina
(GABBAY; CESARINI; DIB, 2003).

Rigalli et al. (1995) demonstraram que o tratamento agudo ou prolongado
com altas doses de fluoreto de sddio (NaF) promove hiperglicemia, evidenciando
gue a homeostase da glicose sofre influéncia do NaF e essa alteracéo € similar
a observada em diabetes mellitus.

Varios 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 ndo esta bem
esclarecida.

Segundo CHIBA et al. (2012), o tratamento crénico com NaF (4mg/kg de
p.Cc.) promoveu aumento na concentracao plasmatica de TNF-a, que ocasiona a

fosforilacdo do IRS-1 em serina, diminuindo o sinal insulinico. Em outro estudo,



18

foi demonstrado que ratos tratados com NaF apresentaram, ap0s estimulo
insulinico, uma diminuicdo no grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do
receptor de insulina (pp185) no tecido adiposo branco periepididimal em relacéo
ao grupo controle, que pode ser decorrente do aumento no grau de fosforilacédo
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 endémica mostrou que 40% destes tinham a
tolerancia a glicose prejudicada, porém essa anomalia foi revertida com a
remocao do excesso do flior na agua consumida (TRIVEDI et al., 1993).

O fldor pode estar presente naturalmente na agua e é facilmente
absorvido pela parede do estébmago e do intestino delgado, e a absorcdo € mais
rapida com o estdbmago vazio do que com a ingestdo associada a outros
elementos, ou seja, substancias como calcio, magnésio e aluminio reduzem a
absorcdo, em funcdo da formacdo de compostos complexos insollveis
(EKSTRAND; EHRNEBO, 1979; WHITFORD, 1999).

O fluoreto € um elemento traco essencial para a manutencdo da saude
0ssea, podendo interagir diretamente com matriz 6ssea mineral (YANG et al.,
2015; MOUSNY et al., 2008)

Além disso, o fldor pode estimular a proliferacdo e atividade dos
osteoblastos e da fosfatase alcalina, o que leva ao aumento da formacéo 0ssea
(CARVALHO, 2005; YANG et al., 2015). Sabendo-se disso, estudos tém sido
realizados para avaliar os possiveis efeitos benéficos do uso do flior como
agente terapéutico para o tratamento da osteoporose (ROSSI et al., 2010; RICH;
ENSINCK, 1961; PAK, et al., 1994).

Foi observado que a administracao de doses de 50 a 75 mg/dia, aumenta
a massa 0ssea 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 flior
aumenta a taxa do osso mineral, mas nao 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 6ssea induzido pelo NaF
em mulheres na pds menopausa esta 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 seguranca e eficacia.

BALENA et al. (1998) evidenciou que o efeito inconsistente do NaF em
aumentar a resisténcia 0ssea €, em parte, devido a ineficiéncia em restaurar a
conectividade em pacientes com perda éssea severa e, em parte, devido ao
acumulo substancial de ostedide e que, mesmo em baixas doses, o NaF
prejudica a funcao osteoblastica.

Em relacéo a utilizacdo do fllor na terapia da osteoporose, os resultados
dos estudos sédo controversos (DAMBACHER et al., 1986) e ainda ndo existe
consenso a respeito da sua utilizacdo, pois ainda ndo esta esclarecido qual a
dose ideal para obtencéo dos efeitos desejados sem que haja prejuizos para a

estrutura 6ssea.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tratamento crénico
com NaF no metabolismo O6sseo e sinalizacdo insulinica em ratas

ovariectomizadas (OVX).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram
aprovados pelo Comité Institucional de Etica em Pesquisas Animais (Protocolo
n° 2014-01004). Trinta e seis ratas adultas (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar com dois meses de idade, pesando em média 200 gramas no inicio do
estudo, foram aclimatadas em condi¢Bes locais no biotério 23 £ 2°C e ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 7 horas), com acesso a dieta de ratos
de laboratério Presenca Habitual® (Evialis Industria do Brasil Ltda, Paulinia,
Brasil) e agua. Estas ratas foram anestesiadas (cloridrato de cetamina -80
mg/kg- e cloridrato de xilazina -10 mg/kg) e submetidas a ovariectomia bilateral
(OVX) a partir de uma incisdo dorsal. Quatorze dias ap0s esse procedimento
cirdrgico, os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: ratas
ovariectomizadas controle (OVX-C) NaCl (153mg/L) e ratas ovariectomizadas
tratadas com NaF (OVX-F) na concentracdo de 50 mg/L (Synth® - Labsynty,
Diadema/SP, Brasil) na dgua de beber durante 42 dias. Foram avaliados trés
vezes por semana: ingestéo de liquidos, consumo de racao 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
ingestdo hidrica e de racdo de cada gaiola foi divida pelo niumero de ratos
contidos em cada uma. Apods 42 dias de tratamento, os animais (sob jejum de 12
horas) foram anestesiados com tiopental sddico (Thiopentax® - Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltd., Itapira, Brasil, 3%, 5mg/100g de peso
corporal, i.p.) para realizacdo de laparotomia mediana para retirada de amostras
do tecido muscular gastrocnémio, antes e 90s ap0s da injecdo de 1,5 U de
insulina regular (i.v. veia porta), a fim de quantificar o grau de fosforilagdo 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 plastico heparinizados
e centrifugadas (4000 rpm, 4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi armazenado a
-70°C até as andlises das concentracdes plasmaticas de glicose, insulina,
osteocalcina, TNF-a e fluoreto. Desses animais, as tibias foram coletadas para

realizagdo de analise histolégica e histomorfométrica.
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3.2 Avaliacéo do grau de fosforilagdo em serina da Akt

3.2.1 Preparagao das amostras para “Western blotting”

Imediatamente apds a extracdo, os tecidos foram homogeneizados em
Polytron (24000 rpm durante 10 segundos) em 2 mL de tampé&o de extracdo (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
(100°C) durante 10 minutos, transferidos para gelo e, entdo, centrifugados a
16000g durante 40 minutos (a 4°C). Do sobrenadante foram retiradas aliquotas
para determinacédo da concentracao protéica pelo método de Bradford (Bio-Rad
Protein Assay - Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) e para estoque em tampao
desenvolvido por Laemmli (1970) (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato
de sédio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT 15%).

3.2.2 “Western blotting”

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

A primeira etapa do “Western blotting” consistiu na submissdo das
amostras (185 ug de proteina em cada poco) a uma corrida eletroforética em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Através desse método, foi possivel separar
proteinas de acordo com seu peso molecular sem que as unidades protéicas
fossem perdidas, permitindo estudos posteriores nessas fracdes protéicas. Foi
utilizado o método desenvolvido por Laemmli (1970) e modificado por Garfin
(1990), o qual envolve um sistema descontinuo de dois géis contiguos, mas
diferentes em sua composigao: 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 amonio 0,27%) e o gel de resolucéo (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 ambnio 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 porcdes superiores e
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inferiores do gel em contato com um tampé&o 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
tampdo de Laemmli. Imediatamente antes da aplicacdo, 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
comecgou com a corrida no gel de “stacking” sob voltagem constante em 30 mV
até que ocorresse o empacotamento da amostra, o que pdde ser observado na
transicdo dos géis. Posteriormente foi aplicada voltagem constante de 100 V
para a corrida no gel de resolucédo, durante aproximadamente 2 horas.

Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrdo de

proteinas de conhecidos pesos moleculares (marcadores).

. Transferéncia eletroforética

Apés a separacdo das fracBes protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita a
transferéncia eletroforética dessas fracdes para uma membrana de nitrocelulose
Hybond-C Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany).

A transferéncia foi realizada sob voltagem constante de 100 V, durante 2
horas, a 4°C, utilizando-se o tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%, SDS 0,02%).

o “Immunoblotting”

Apos a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de
imunodeteccdo de proteinas especificas, desenvolvido por Kruger e Hammond
(1988). A membrana de nitrocelulose foi, primeiramente, incubada na presenca
de solucdo bloqueadora (solucdo basal - SB - NaCl 150 mM; Tris 10 mM;
"Tween" 20 0,02%; pH 7,2 - acrescida de 5% de leite desnatado em p6 - 0% de
gordura) durante 2 horas a temperatura ambiente, e entéo, lavada com solugéo
basal por trés sessfes de 10 minutos cada. Em seguida, a membrana foi
incubada em solucéo (SB + 3% de leite desnatado em p6 - 0% de gordura)
contendo os anticorpos antifosfoserina - Akt (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Santa Cruz, EUA) por 4 horas em temperatura ambiente. Posteriomente, foram

realizadas trés lavagens com solucéo basal, e as membranas foram incubadas
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em solucao (SB + 1% de leite desnatado em p6 - 0% de gordura) com segundo
anticorpo contendo peroxidase de “horseradish” (“kit’ de quimioluminescéncia —
ECL — GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha), durante 1 hora em
temperatura ambiente. Novamente, foram realizadas 3 lavagens das membranas
de nitrocelulose com solucédo basal, com duracdo de 10 minutos cada lavagem.
ApOs esses procedimentos, as membranas foram levadas até uma camara
escura, onde foi adicionado 1 ml de cada solucao de deteccédo 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 (Hyperfim ECL- GE Healthcare Buckinghamshire,
Alemanha) dentro de um cassete para autorradiografia (GE Healthcare
Buckinghamshire, Alemanha) a prova de luz, durante 10 minutos, em
temperatura ambiente. O filme foi processado com solugédo reveladora e
reforcadora GBX (Kodak Brasileira, S&do Paulo, Brasil) e solugéo fixadora e
reforcadora GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, Brasil).

A intensidade dos "blots” foi avaliada por densitometria Optica, utilizando-
se o programa Scion Image (Scion Image-Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD,
EUA).

3.3 Andlise histométrica

Para a obtencdo das laminas histolégicas, oito animais de cada grupo,
foram selecionados aleatoriamente. As tibias direitas dos animais foram
recolhidas imediatamente apds o periodo de tratamento, fixada em formalina
neutra a 4% por 48 horas, descalcificado em solucéo de “Plank-Rychlo” (PLANK;
RYCHLO, 1952). Séries de fatias com 5 ym de espessura foram feitas sobre os
aspectos mésio-distais das tibias direitas e coradas com hematoxilina e eosina

COmo segue.
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Desidratacao/Diafanizacdo: Impregniacao:

Alcool 70% - 1 hora Parafina | — 1 hora
Alcool 80% - 1 hora Parafina Il — 1 hora
Alcool 95% - 1 hora Parafina Ill — 2 horas
Alcool 100% - 1 hora Coloragéo:

Alcool 100% - 1 hora Hematoxilina

Alcool 100% - 1 hora Eosina

Alcool 100%/Xilol - 1 hora

Xilol — 1 hora

Xilol — 1 hora

Xilol — 1:30 horas

Secdes equidistantes de cada amostra foram selecionadas e fotografadas
usando uma camera digital acoplada ao microscépio de luz. Foram obtidas
imagens contendo metéfise proximal da tibia. A andlise foi realizada por um
“software” de dominio publico “Image J” sistema de analise de imagem “IMAGE”.
O parametro histomorfométrico 6sseo seguinte foi medido: B.Ar. Todas as
nomenclaturas, simbolos e unidades de histomorfometria Ossea foram
expressos como recomendado pela American Society for Bone and Mineral
Research Histomorphometry - Comissdo da Nomenclatura (DEMPSTER et al.,
2013).

3.4 Anédlise Imuno-histoquimica

Para analise imuno-histoquimica, foram utilizados oito animais de cada
grupo, selecionados aleatoriamente. As pecas selecionadas foram fixadas em
formalina 10%, descalcificadas em solugdo de “Plank-Rychlo” e incluidas em
parafina. Posteriormente, foram submetidas a cortes histolégicos com 5 um de
espessura, estendidas em laminas silanizadas (ImmunoSlides Easy Path) e
seguiram para desparafinizagéo, que foi realizada em trés 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. Apds esse processo, foram lavadas em PBS por trés
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vezes. Para o bloqueio end6geno, utilizou-se peroxido de hidrogénio 30%, e, em
seguida, as laminas foram lavadas por trés vezes em solucéo de PBS e triton. A
recuperacdo antigénica foi realizada em tampé&o 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 primarios utilizados foram: Osteoprotegerina (OPG —
codigo SC21038 — Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA); RANKL
(codigo SC7627 - Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA); Caspase-3
(codigo SC 1225 - Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA); RUNX2
(cédigo SC 8566 - Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA);
Osteocalcina (cédigo SC 18319 - Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz,
USA); Fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP — cddigo SC 30832 - Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA). A incubacdo com o anticorpo
primario foi feito por 18 horas. Apos esse periodo, foram incubados com o
anticorpo secundario do Kit LSAB por 30 minutos e o amplificador do mesmo Kit
por mais 30 minutos. A reacdo foi revelada com diaminobenzidina (DAB),
contracorada com Hematoxilina de Harris e montada em resina.

Foi realizada andlise quantitativa ordinal e a intensidade da
imunomarcacao foi quantificada por meio de escores: 0 — ausente, 1 — fraca, 2 —
moderada e 3 — intensa.

3.5 Determinacao da glicemia (método de glicose-oxidase)

A glicemia foi determinada pelo método da glicose-oxidase, um método
enzimatico especifico para quantificacdo de glicose (Enzymatic glucose,
ANALISA Diagndstica, Belo Horizonte, Brasil). Nesse teste, a glicose € oxidada
enzimaticamente pela glicose oxidase, gerando acido glucbnico e agua
oxigenada (H202). A H202, em presenca de peroxidase, produz a ligacao
oxidativa do fenol com a 4-aminoantipirina, dando origem a um composto réseo-
avermelhado (quinonimina), com maximo de absorcdo em 505 nm de
comprimento de onda.

Para a dosagem de glicemia, foram utilizados 10 uL da amostra de plasma
ou de padrdo (100 mg/dl) e 1,0 mL de reagente enzimatico. Essa solucéo foi bem

homogeneizada e colocada em banho-maria a 37°C durante 15 minutos. As
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absorbancias do teste e do padréao foram determinadas em 505 nm, acertando o
zero com o branco.

Célculos:

Glicose (mg/dl) = (Absorbancia do teste + Absorbancia do padrao) x 100
Glicose (mmol/L) = mg/dl x 0,0556

3.6 Determinacao da Insulinemia

A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunoldgico — RIE (Coat-
A-Count, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA). Sinteticamente,
trata-se de uma reacdo de competicdo entre antigenos (insulina fria e insulina
marcada) para ligacdo a um anticorpo especifico. Essa rea¢do obedece a lei da
acao das massas. Portanto, quanto mais insulina fria estiver presente, mais se
formara o complexo insulina fria-anticorpo, acarretando queda na quantidade do

complexo insulina marcada-anticorpo.

3.7 HOMA-IR

A resisténcia a insulina foi avaliada pelo indice HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment - Insulin Resistance/Modelo de Avaliacdo da Homeostase -
Resisténcia a Insulina), calculado a partir da férmula, como segue:

HOMA - IR = glicemia de jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum
(uUI/mL)/22,5) (LIMA et al., 1998).

3.8 Determinacdo de osteocalcina

A concentracdo (pg/mL) de osteocalcina plasmatica foi determinada pelo
método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com a utilizagdo de
kits, seguindo as instru¢des do fabricante. O kit comercial utilizado foi SEA471Ra
96 Tests Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit for osteocalcin. Uscn life

science Inc. Houston, USA. A absorbancia foi determinada em 450 nm.
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3.9 Determinacao de TNF-a

A concentracdo (pg/mL) do TNF-a plasmatico (eBioscience, USA) foi
determinada pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). No
Kit para dosagem de TNF-a (o0 qual ndo contém anticorpo especifico na placa)
0s 96 pocos foram recobertos e incubados com anticorpo anti TNF-[J diluido em
tampéo de fosfato de célcio, durante 15-18h a 40°C. ApOs esse tempo de
incubacéo, a placa foi lavada com PBS, contendo 0,5% de Tween 20 e incubada
com solugéo bloqueadora (PBS contendo 1% de BSA) durante 1 hora, em
temperatura ambiente. A placa, entdo, foi lavada e logo a seguir, incubada com
os padrdes e as amostras de plasma durante 2h em temperatura ambiente. Apés
esse periodo, a placa foi lavada e incubada com anticorpo biotinilado por 1h a
25°C. A placa foi lavada e em seguida adicionou-se o conjugado Streptavidina-
HRP e submetida a agitacao (300 rpm) durante 30 minutos a 25°C. A placa foi
lavada e incubada com a solucdo de substrato (Tetrametilbenzidina) de 10 a 15
minutos. Foi acrescido o tampao “stop” para interromper a reagao de coloragéo.
A leitura foi realizada em espectrofotdmetro ajustado para o comprimento de
onda de 450 nm

3.10 Determinacédo do ion flaor

Para a andlise do flior no plasma foi feita uma pré-difuséo, pois, por se
tratar de um fluido biolégico, 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 acido sulfaurico a 3 M saturado por hexametil-disiloxano
(HMDS - Aldrich) num volume que corresponde a 20% do volume da amostra de
plasma. Essa solucdo (denominada acido aquecido) foi previamente aquecida
até que seu volume seja reduzido pela metade, a fim de eliminar qualquer
residual que pudesse contaminar a amostra. Apos a adi¢cdo de acido aquecido,
as placas foram deixadas abertas por 15 minutos para a saida do CO2. O volume
das mesmas foi completado para 2mL com agua deionizada e entéo a difusao
seguiu como descrito por (TAVES, 1968), modificado por (WHITFORD, 1996).
Na tampa dessas placas, foram colocados 50 uL de NaOH 0,05 M, distribuidos
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em 6 gotas. As placas foram ent&o fechadas, seladas com vaselina, e por um
orificio feito previamente na tampa foi colocado hexametil-disiloxano (Aldrich, 2,0
mL em acido sulfarico 3 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 adi¢ao de 25 uL de acido acético
0,2 M. O volume total foi ajustado para 75 pyL com agua deionizada, usando uma
pipeta. A gota final, contendo todo o flior da amostra, foi analisada com um
eletrodo especifico para o ion flior (Orion Research, Cambrige, Mass. USA,
modelo 9409) e um microeletrodo de referéncia calomelano (Accumet, #13-620-
79) unidos e acoplados ao potencidmetro (Orion Research, modelo EA 940), que

expressou a concentracdo de flor em milivolts (mV).

3.11 Andélise Estatistica

A andlise estatistica do sinal insulinico foi realizada por analise de
variancia (ANOVA), seguido pelo pos teste de Tukey. Para analise
histomorfométrica e avaliagbes plasméaticas de glicemia, insulinemia, TNF-q,
fluoreto e HOMA-IR, as andlises estatisticas foram realizadas pelo teste t de
Student. A analise estatistica da imuno-histoquimica foi realizada pelo teste de
Mann-Whitney. A andlise dos dados foi realizada com um programa estatistico
(Graph Pad Prism Verséao 6.0). Os resultados foram apresentados como média

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

4.1) Avaliacdo da Massa Corporea (g9)
A massa corporea dos grupos controles (OVX — C) e tratados com fluoreto
de sodio (OVX — F) foram avaliados semanalmente, durante 42 dias (Figura 1).
Os resultados demonstram que o tratamento com fluoreto de sodio (50mg/L) ndo
promoveu diferenca estatistica nesse parametro entre os grupos OVX — F e OVX
-C.

FIGURA 1 - Massa corpoérea (g) de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-
C) e do grupo fluoreto de sodio (OVX-F) durante 42 dias. Os valores sao
apresentados como Média + EPM de 18 (OVX-C) e 18 (OVX-F) animais.
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4.2) Ingest&o Alimentar (9)

A figura 2 mostra a média da ingestdo alimentar dos grupos OVX-C e
OVX-F. Observou-se que o tratamento com fluoreto de sodio (50 mg/L) ndo
promoveu durante 42 dias alteracdo na ingestao alimentar dos animais (OVX-C
=25,1+0,1g vs OVX-F = 25,0 £ 0,19).



31

FIGURA 2 - Ingestéo alimentar de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C)
e do grupo fluoreto de sddio (OVX-F), que foi submetido ao tratamento

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

valores estdo apresentados como Média + EPM de 18 (OVX-C) e 18
(OVX-F) animais.
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4.3) Ingestado Hidrica (mL)

A figura 3 mostra a média da ingestao hidrica dos grupos OVX-C e OVX-
F durante 42 dias. Neste periodo observou-se diferenca entre os dois grupos no
dia 6 (OVX-C = 54,2+0,9mL vs OVX-F = 43,3£2,1mL). Observou-se que 0
tratamento com fluoreto de sédio (50 mg/L) ndo promoveu alteracao na ingestao
hidrica dos animais (OVX-C = 49,1 + 0,4 mL vs OVX-F = 50,1 + 0,4 mL).

FIGURA 3 - Ingestéo hidrica de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e
do grupo fluoreto de sddio (OVX-F), que foi submetido ao tratamento com
NaF (50 mg/L) administrado na &gua de beber durante 42 dias. Os
valores sé@o apresentados como Média + EPM de 18 (OVX-C) e 18 (OVX-

F) animais.
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4.4)  Anélise Histologica
Analise histolégica (figura 4) representa em: A) ratas OVX-C e B) ratas
OVX-F. A andlise qualitativa revela diminuicdo da espessura trabecular no grupo

tratado com fluoreto de sodio e aumento do espaco entre as trabéculas dsseas.

FIGURA 4 - Fotomicrografias evidenciando o aspecto histolégico do tecido 6sseo
esponjoso na epifise proximal tibial no grupo controle (A) e no grupo
tratado com fluor (B). Abreviacbes e simbolos: bt, trabécula Ossea.
Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento original: 200x. Barras de

escala: 200 pm.
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4.5) Anélise Histomorfométrica

Na Figura 5 observa-se a porcentagem de area Ossea trabecular da
epifise proximal tibial dos grupos OVX-C e OVX-F. Os resultados demonstram
uma diminuicdo dessa area 6ssea no grupo OVX-F em comparacdo ao grupo
OVX-C (OVX-F = 15,66 + 2,014% vs. OVX-C = 21,28 + 0, 95%).

FIGURA 5 - Porcentagem de area Ossea trabecular da epifise proximal tibial de ratas
ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e do grupo tratado com fluoreto de
sédio (50mg/L) administrado na agua de beber (OVX-F). Os valores séo

apresentados como média + EPM, n=8. *p<0,05.
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4.6) Andlise imuno-histoquimica de marcadores de formacdo e
reabsorcdo 60sseos (RANKL, Caspase-3, TRAP, OCN, OPG e RUNX2) em

tibias de ratas ovariectomizadas

As reagfes imuno-histoquimicas foram realizadas em tibias de ratas dos
grupos OVX-C e OVX-F utilizando-se anticorpos especificos contra as proteinas
RANKL, Caspase-3, TRAP, Osteocalcina, OPG e RUNX2.

Houve uma imunomarcacdo mais intensa das proteinas Caspase-3,
TRAP, Osteocalcina e RUNX2 no grupo OVX-F em relagdo ao grupo controle.
Por outro lado, o grupo OVX-F apresentou uma menor imunomarcagdo da
proteina RANKL em comparacdo com o grupo controle. Em relacdo a
imunomarcacao da proteina OPG, ndo houve diferenca entre os grupos.

Os resultados dos escores obtidos a partir da anélise da imunomarcacéo
destes marcadores do metabolismo 6sseo encontram-se dispostos na figura 6.

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

tibias de ratas dos grupos OVX-C e OVX-F pela analise imuno-

histoquimica (Imunomarcagdes indicadas pelas setas).
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FIGURA 7. Avaliacdo imuno-histoquimica das proteinas: em A: Caspase-3, em B:

Caspase-3 (escores)

OPG (escores)

Runx2 (escores)

RANKL (ligante do receptor do fator nuclear kapa B), em C: OPG
(Osteoprotegerina), em D: TRAP (Fosfatase 4cida tartarato-resistente), em
E: Runx2 (Runt-related transcription factor 2) e em F: Osteocalcina da tibia
de ratas dos grupos OVX-C e OVX-F. Os valores sdo apresentados como

mediana, n=8. *p<0,05.
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4.7) Avaliagdo do grau de fosforilagdo em serina da Akt em tecido
muscular gastrocnémio.

Em analise intragrupos, observou-se aumento no grau de fosforilagdo em
serina da Akt, apos o estimulo insulinico, em relacdo ao estado basal em GM
(p<0,05). Em andlise intergrupos, apds estimulo insulinico, houve reducdo do
grau de fosforilagdo em serina da Akt (p<0,001) no grupo OVX-F em relacdo ao
grupo OVX-C.

FIGURA 8 — Avaliacdo do grau de fosforilagdo da Akt, em tecido muscular
gastrocnémio (G) de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C)
e do grupo fluoreto de sddio (OVX-F), que foi submetido ao tratamento
com NaF (50mg/L) durante 42 dias, antes (-) e apés (+) o estimulo
insulinico. Em A, autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS-PAGE e processadas conforme Materiais e
Métodos. Em B, o grau de fosforilacdo da Akt foi expresso em unidades
arbitrarias por pug de proteina amostrada. Valores séo 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) Avaliacao das concentracfes plasmaticas da glicose, insulina,
fluoreto, TNF-a e indice HOMA-IR.

Os valores da glicemia, insulinemia, fluoremia, TNF-a e indice HOMA-IR
podem ser observados na tabela 1. Nao foi encontrada diferenca significativa na
glicemia entre os grupos estudados. Entretanto, observou-se aumento significativo
nas concentragdes plasmaticas de insulina, fluoreto, TNF-a 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 indice HOMA-IR (HOMA-IR = glicemia em jejum
(mmol/L) x insulinemia em jejum (nUI/mL) / 22,5). Por meio desse indice, observou-
se gque o grupo OVX-F apresentou maior resisténcia insulinica quando comparado

ao grupo OVX-C.

TABELA 1 - Concentragdo plasmatica glicose, insulina, fluoreto, TNF-a e indice
HOMA-IR de ratas tratadas cronicamente com NaF (OVX-F) e grupo controle (OVX-C).

PARAMETROS ovx-C OVX-F
Glicemia (mmol/L) 6.30 £ 0.20 6.47 £ 0.26
Insulinemia (uU/mL) 11.43 £ 2.04 18.89 + 1.62*
Fluoremia (ug/mL) 0.05+0.01 0.16 £ 0.03*
TNF-a (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 meédia + EPM

_n=10. *p<0,05
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5. DISCUSSAO

O tratamento crénico com NaF (50mg/mL na agua de beber) durante 42
dias, promoveu resisténcia a insulina, diminuicdo do sinal insulinico e da area
0ssea trabecular da tibia, alteracBes nos marcadores de metabolismo 6sseo e
aumento nas concentracdes plasmaticas de insulina, flor, osteocalcina e TNF-
a em ratas ovariectomizadas (OVX).

Os resultados do presente estudo revelaram que o tratamento cronico
com NaF (50mg/L) durante 42 dias na agua de beber ndo promoveu diferenca
na massa corporal em relagdo ao grupo controle (Figura 1). Resultados
semelhantes foram observados por Sggaard et al. (1995) e Chiba et al. (2010)
que também ndo observaram diferenca no peso corpéreo de ratas e ratos
machos castrados, respectivamente, tratados com diferentes doses de NaF na
agua de beber, demonstrando que o tratamento com o fluoreto de sodio ndo
interferiu neste parametro. Além disso, os resultados do presente trabalho ndo
revelaram diferencas em relacao a ingestao hidrica e de racdo entre 0s grupos
(Figuras 2 e 3).

Similarmente aos achados do presente estudo, Carvalho et. al (2008)
avaliaram o efeito da ingestédo crénica de fluoreto na formacao 6ssea de ratos
jovens e constataram que a administragéo diaria de 50 mg NaF/L por gavagem
resultou em uma significativa diminuicdo da formacédo Ossea. Adicionalmente,
estudos demonstraram que em ratos em periodo de crescimento, o tratamento
com fluoreto em doses elevadas reduz a area do osso trabecular (TURNER et
al., 1989). Nossos resultados estdo de acordo com o estudo de Fernandes
(2010), realizado em ratos tratados com doses variadas de NaF na agua de
beber, durante 30 dias, que demonstrou que em baixas doses (5 e 15 ppm de F)
ndo houve alteragbes na formacdo 0ssea, enquanto que doses mais elevadas
(50 ppm de F) promoveram uma diminuicdo da neoformacédo 6ssea. Ademais,
estudos recentes conduzidos por Nunes et al. (2016) demonstraram que 0
tratamento crénico com fldor (50mgF/L) promoveu diminuicdo significativa na
area 6ssea total, nimero de trabéculas e espessura das trabéculas em tibias de

ratas OVX. Esses achados reforgcam os resultados do presente estudo e alertam
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para os efeitos prejudiciais de doses elevadas de fluor sobre o metabolismo e
atividade do tecido 0sseo.

O presente estudo demonstrou que o tratamento crénico com NaF (50
mg/L) promoveu aumento na atividade de importantes marcadores da atividade
osteoclastica (Caspase-3 e TRAP). Esses resultados estdo de acordo com um
estudo recente conduzido em nosso laboratorio (NUNES et al.,, 2016), que
demonstrou que o tratamento crénico com NaF promoveu diminuicdo da area
Ossea total, do nimero de trabéculas, da espessura das trabéculas, tenacidade,
da rigidez e da forgca maxima em tibias 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 deteccdo desta proteina pode ser considerada um
indicador sensivel e exclusivo da apoptose (GOWN & WILINGHAN, 2002).
Anuradha et al. (2001) demonstrou pela primeira vez que o NaF induz a apoptose
celular mediada pela peroxidacao lipidica induzida pelo estresse oxidativo. A
peroxidacao lipidica pode levar a uma disfuncdo da membrana mitocondrial,
iniciando a ativacdo da cascata das caspases. Dessa forma, é possivel aventar
que, no presente estudo, a diminuicdo da area éssea trabecular das tibias das
ratas tratadas com NaF pode ser devido a uma maior ocorréncia de apoptose
das células do tecido 6sseo, indicada pela maior imunomarcacao da caspase 3,
promovendo o desequilibrio do metabolismo 6sseo.

O sistema OPG/RANK/RANKL é de fundamental importancia para
manutenc¢ao do equilibrio entre formacéo e reabsorcao 6ssea (REN et al., 2011).
A RANKL, ao se ligar ao RANK, estimula a reabsorcdo 6ssea, aumentando a
diferenciacao, a ativacao e a sobrevivéncia dos osteoclastos. Em contrapartida,
a OPG atua inativando o RANKL e, assim, promove inibicdo da reabsorcéo
ossea (HUMPHREY et al., 2006). Fernandes et al. (2012) avaliou a expresséo
de OPG na reparacdo 6ssea alveolar de ratos expostos a doses variadas de
fluoreto (0, 5 e 50 ppm na agua de beber) e, similarmente aos achados de nosso
estudo, demonstrou que nao houve diferenca estatistica na expressao de OPG
apo6s o consumo crbénico de fluoreto por 60 dias em nenhuma das doses
utilizadas. Nossos resultados estéo 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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expressdo de RANKL e OPG em culturas de células obtidas a partir de fémures
de ratos. Foi demostrado que altas doses de NaF (50 ymol-L-1) promoveram
diminuicao na expressado de RANKL e nenhuma diferenca na expressao de OPG
comparado ao grupo controle. Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que
o tratamento com baixas doses de NaF promovem um aumento na expresséo
de OPG (SUN et al., 2014; LIU et al., 2015; REN et al., 2011). Essa discordancia
nos resultados pode ser decorrente da diferenca na dose utilizada pelos estudos.

Os resultados da imunomarcacdo da TRAP observados no presente
estudo corroboram os dados de Fernandes et al. (2012), que verificaram
aumento da expressdo de TRAP em células 6sseas tratadas com 50 ppm de
fluoreto. Achados similares foram observados em estudos “in vivo” recentemente
conduzidos em nosso laboratorio (NUNES et al., 2016) que demonstraram um
aumento na expressdo da TRAP no tecido 0sseo de ratas OVX tratadas com
altas doses de NaF. A imunomarcagao da TRAP representa o padrao ouro para
a caracterizacao de osteoclastos e sua maior expressao pode estar relacionada
com a diminui¢do da area 0ssea observada no presente estudo.

O aumento dos niveis de TNF-a pode ter contribuido para diminuigao da
area 0ssea. O TNF-a leva a uma destruicdo 6ssea agindo diretamente na
diferenciacdo e maturacdo do osteoclasto, ou indiretamente expondo a matriz
O0ssea (KREUTZER et al., 1991). Além disso, estudos realizados com solucées
antagonistas, contendo bloqueadores do receptor de TNF-a, observaram uma
reducdo de aproximadamente 60% na perda O6ssea utilizando essas solucdes
(ASSUMA et al., 1998).

Com base nessas informacfes, podemos sugerir que o efeito do TNF-a
na promocao da diferenciagcdo de osteoclastos sobrepujou a diminuicdo da
expresséo de RANKL, resultando em aumento da diferenciacéo de osteoclastos
e, consequentemente, isso promoveu uma diminui¢cdo da area 6ssea trabecular,
como descrito anteriormente. De fato, sabe-se que o aumento dos niveis de TNF-
a pode promover diferenciagao osteoclastica por um mecanismo independente
da via da RANKL (KOBAYASHI et al., 2000).

Por outro lado, observou-se que o tratamento crénico com NaF também
promove aumento em marcadores da atividade osteoblastica (Runx2 e OCN).

Esse resultado parece inicialmente contraditério porque em nossos resultados
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houve uma diminuicdo na &rea de osso trabecular, ou seja, aumento da
reabsorcdo 0ssea, embora Runx2 e OCN sejam marcadores de formacéo 0ssea,
como descrito anteriormente. Novamente, é possivel sugerir que os efeitos do
TNF-a sobrepujaram os efeitos desses marcadores 6sseos.

Estudos de Liu et al. (2015) realizados em ratos tratados com fluoreto
sugerem que os osteoblastos sdo mais sensiveis a acao téxica de altas doses
de fluoreto do que os osteoclastos. De fato, a diminuicdo da area Ossea da
epifise proximal tibial observada no grupo OVX-F evidencia o fato de que o
tratamento com fluoreto ndo melhora a qualidade do tecido 6sseo.

Os achados do presente estudo estédo 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 exposi¢cdo ao flior aumenta a expressdo de marcadores
osteoblasticos, como a Runx2. Essa proteina é um fator de transcri¢cdo essencial
para diferenciacdo de osteoblastos e formacédo 6ssea. No presente estudo, foi
observado maior imunomarcacao para Runx2 no grupo OVX-F em relacdo ao
controle. Pan et al. (2014) observaram que o fluoreto aumenta a expressao de
Runx2 e de outros genes fenotipicos de formacdo éssea, incluindo fosfatase
alcalina, colageno tipo | e osteonectina, que controlam a diferenciacdo de
osteoblastos por meio da ativagdo da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina.
Ademais, estudos demonstraram que Runx2 estimula diretamente a transcricao
de genes relacionados a osteoblastos, como a osteocalcina (KOMORI, 2010;
PRINCE et al., 2001). De fato, no presente estudo foi observado aumento da
expressdo de OCN possivelmente devido ao aumento de RUNX2.

Os resultados do presente estudo revelaram imunomarcagéo mais intensa
de OCN no grupo OVX-F (figura 7F). Esses dados corroboram os achados de
Sun et al. (2014) que observaram maior expressao de OCN em tecido 6sseo de
ratos expostos a 20mg F/kg/dia durante dois meses.

Estudos recentes conduzidos em cultura de células 6sseas de fémures de
ratos tratados com fluoreto, sugerem que o flior pode estimular a expressao de
OCN por meio da ativacdo da via de sinalizacdo do receptor de insulina em
osteoblastos (Liu et al. 2015).
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Esse aumento na expressdo de OCN pode ser devido ao aumento na
concentracdo plasmatica de insulina, pois sabe-se que a insulina estimula a
expressao de OCN (LIU et al. 2016; KANAZAWA et al. 2015).

Em nosso estudo, realmente observamos que o tratamento com NaF
promoveu aumento das concentracdes plasméticas de insulina em ratas OVX.
Nossos resultados também demonstraram que o grupo OVX-F apresentou
reducdo na sensibilidade a insulina, avaliada pelo indice HOMA-IR, porém néao
foi observada diferenca na glicemia entre os grupos (Tabela 1). Esse aumento
da insulinemia pode ser decorrente de uma resposta do organismo a resisténcia
insulinica, promovendo uma elevacdo compensatéria da concentracdo
plasmatica de insulina, com o objetivo de manter a glicemia dentro dos
parametros normais. Esses resultados estdo de acordo com os estudos de Yang
et al. (2015), que avaliaram a concentracao insulinica plasmatica e a secrecao
nas ilhotas pancreéticas apdés um més 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 funcéo das
ilhotas pancreaticas.

O aumento nos niveis plasméticos de insulina no grupo OVX-F pode ter
induzido um aumento na expressdo de OCN pela ativacdo dos receptores de
insulina  localizados nos osteoblastos. Interessantemente, estudos
demonstraram que a fracdo decarboxilada da OCN circulante esta associada ao
aumento da secrecao e sensibilidade a insulina (PATTI et al., 2013; LIANG et al.,
2016). Entretanto, os resultados do presente estudo demonstraram que o
tratamento crénico com NaF (50 mgF/L) promoveu resisténcia a insulina e
diminuicdo do sinal insulinico. Dessa forma, € possivel sugerir que os efeitos
benéficos da OCN néo foram suficientes para compensar os efeitos deletérios
do tratamento com fldor sobre o sinal insulinico.

Nossos resultados também corroboram os estudos de Chiba et al. (2010),
que verificaram um aumento da resisténcia a insulina por meio da avaliagdo do
indice de HOMA-IR em ratos castrados tratados cronicamente com NaF.

O tratamento crénico com NaF (50mgF/L) durante 42 dias na agua de
beber promoveu diminuicdo do grau de fosforilagdo da Akt em serina, apos

estimulo insulinico, no tecido muscular gastrocnémio de ratas OVX, resultando
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em diminuigcdo do sinal insulinico. A analise desse parametro é de fundamental
importancia, pois a Akt apresenta papel fundamental no processo de captacao
de glicose por meio da estimulacéo da translocacdo da proteina transportadora
de glicose GLUT4 para membrana plasmatica, ao passo que a inibicdo da
atividade da Akt bloqueia parcialmente a translocacdo de GLUT4 em tecido
adiposo e muscular, resultando em resisténcia a 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 concentracao plasmatica de TNF-a, e sabe-se que o
aumento das concentracbes de TNF-a leva a redugédo da autofosforilagdo do
receptor da insulina estimulada pela prépria insulina e inibicdo subsequente da
fosforilacdo de IRS-1 (FEINSTEIN et al., 1993; HOTAMISLIGIL et al., 1994,
1996; KRODER et al., 1996). O TNF-a também induz modificacdo do IRS-1 por
fosforilagcdo em serina, 0 que torna essa molécula inibitéria para a capacidade
sinalizadora do receptor de insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1996; KANETY et al.,
1995). Essa fosforilacdo em serina é um dos fatores chave que interrompe a
sinalizacdo insulinica, levando a um quadro de resisténcia a insulina (TILG &
MOSCHEN, 2008).

Nossos resultados demostraram que o tratamento crénico com NaF (50
mg/L na 4gua de beber) em ratas OVX promoveu importantes alteracdes no
metabolismo ésseo e transducdo do sinal insulinico, evidenciando que esse
tratamento induziu diminuicdo na qualidade éssea, na sensibilidade a insulina e
na etapa posterior do sinal insulinico em ratas OVX tratadas com NaF. Em
decorréncia disto, o uso do flior como elemento terapéutico no tratamento de
alteracbes no metabolismo 0sseo deve ser revisto para ndo promover um
prejuizo ndo s6 nesse metabolismo 6sseo, como também na sensibilidade a
insulina, principalmente em mulheres na p6s menopausa, que devido ao avango

da idade podem apresentar alteragoes nessa sensibilidade hormonal.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que esses resultados sugerem cautela na utilizacdo do NaF
para o tratamento da osteoporose, especialmente em mulheres, pois sabe-se

que a resisténcia a insulina piora com o envelhecimento.



46

REFERENCIAS

ALESSI, D.R.; JAMES, S.R.; DOWNES, C.P.; HOLMES, A.B.; GAFFNEY, P.R;
REESE, C.B.; COHEN, P. Caracterization of a 3-phosphoinositide-dependent
protein kinase which phosphorylates and acticates protein kinase B alpha. Curr.
Biol., v.7, n.4, p.261-269, Abr. 1997.

ALLEN, L.C., ALLEN, M.J., BREUR, G.J., HOFFAMANN, W.E., RICHARDSON,
D.C. A comparison of two techniques for the determination of serum bone-
specific alkaline phosphatase activity in dogs. Research Veterinary Science v.
68, p.231-235, 2000.

ANURADHA, C.D.; KANNO, S.; HIRANO, S. Oxidative damage to mitochondria
is a preliminary step to caspase-3 activation in fluoride-induced apoptosis inHL-
60 cells. Free Radic. Biol. Med., v.31, p. 367-373, 2001.

ARAKI, E.; LIPES, M.A.; PATTI, M.A.; BRUNING, J.C.; HAAG, B.; JOHNSON,
R.S.; KAHN, C.R. Alternative pathway of insulin signaling in mice with targeted
disruption of the IRS-1 gene. Nature, v.372, n.6502, p.186-190, Nov. 1994.

ASSUMA, R.; OATES, T.; COCHRAM, D.; AMAR, S.; GRAVES, D.T. IL-1 and
TNF antagonists inhibit the inflammatory response and bone loss in experimental
periodontitis. J. Immunol., v.160, n.1, p. 403-409, 1998.

BALENA, R.; KLEEREKOPER, M.; FOLDES, J.A.; SHIH, M.S.; SUDHAKER
RAO, D.; SCHOBER, H.C.; PARFITT, A.M. Effects of Different Regimens of
Sodium Fluoride Treatment for Osteoporosis on the Structure, Remodeling and
Mineralization of Bone. Osteoporosis Int., v.8, p.428—-435, 1998.

BARROS, J.M. O osso como 6rgdo enddécrino. Porto, Maio, 2011.

BELLACOSA, A.; CHAN, T.0.; AHMED, N.N.; DATTA, K.; MALSTROM, S.;
STOKOE, D.; MCCORMICK, F.; FENG, J.; TSICHLIS, P. Akt activation by growth
factors is a multiple-step process: the role of PH domain. Oncogene, v.17, n.3,
p.313-325, Jul. 1998.

BHAWAL, U.K.; LEE, H.J.; ARIKAWA, K.; SHIMOSAKA, M.; SUZUKI, M
TOYAMA, T.; SATO, T.; KAWAMATA, R.; TAGUCHI, C.; HAMADA, N.; NASU,
l.; ARAKAWA, H.; SHIBUTANI, K. Micromolar sodium fluoride mediates anti-
osteoclastogenesis in Porphyromonas gingivalis-induced alveolar bone loss. Int.
J. Oral Sci., v.18, n.7, p. 242-9, 2015.

BORD S.; IRELAND D.C; BEAVAN S.R; COMPSTON J.E. The effects of
estrogen on osteoprotegerin, RANKL, and estrogen receptor expression in
human osteoblasts. Bone, v.32, p.136-41, 2003.

BURGESS, T.L. et al. The ligand for osteoprotegerin (OPGL) directly activates
mature osteoclats. J. Cell. Biol., v.145, p. 527-38, 1999.



47

CAl, D.; PAGANON, S.D., MELENDEZ, P.A.; LEE, J.; SHOELSON, S.E. Two
new substrate in insulin signaling, IRS5/DOK4 and IRS6/DOKS. J. Biol. Chem.,
v.278, n.28, p.25323-25330, May 2003.

CARVALHO, J.G.; CESTARI, T.M.; DE OLIVEIRA, R.C.; BUZALAF, M.A.
Fluoride effects on ectopic bone formation in young and old rats. Methods Find.
Exp. Clin. Pharmacol., v.30, p. 287-94, 2008.

CASTELO-BRANCO, C. Management of osteoporosis. An overview. Drugs
Aging, v. 12, p.25-32, 1998.

CENCI S.; WEITZMANN M.N; ROGGIA C.; NAMBA N.; NOVACK D;
WOODRING J., PACIFICI, R. Estrogen deficiency induces bone loss by
enhancing T-cell production of TNF-a. J Clin. Invest., v.106, p.1229-37, 2000.

CHIBA, F.Y.; COLOMBO, N.H.; SHIRAKASHI, D.J.; GOMES, W.D.S.; MOIMAZ,
S.A.S.; GARBIN, C.A.S,; SILVA, C.A.; SUMIDA, D.H. Insulin signal decrease in
muscle but not in the liver of castrated male rats from chronic exposure to fluoride.
Fluoride, v.43, n.1, p.25-30, Jan/Mar. 2010.

CHIBA, F.Y.; COLOMBO, N.H.; SHIRAKASHI, D.J.; SILVA, V.C.; MOIMAZ,
S.A.S.; GARBIN, C.A.S.; ANTONIALI, C.; SUMIDA, D.H. NaF treatment
increases TNF-a and resistin concentrations and reduces insulin signal in rats. J.
Fluor. Chem., v.136, p. 3-7, Apr. 2012,

CROSS, D.A.; ALESSI, D.R.; COHEN, P.; ANDJELKOVICH, M.; HEMMINGS,
B.A. Inhibition of glycogen synthase kinase-3 by insulin mediated by protein
kinase B. Nature, v.378, n.6559, p.785-789, Dec. 1995.

DAMBACHER, M.A.; ITTNER, J.; RUEGSEGGER, P. Long-term fluoride therapy
of postmenopausal osteoporosis. Bone, v.7, p. 199:205, 1986.

DEMPSTER, D.W.; COMPSTON, J.E.; DREZNER, M.K.; GLORIEUX, F.H.;
KANIS, J.A.; MALLUCHE, H.; MEUNIER, P.J.; OTT, S.M.; RECKER, R.R;
PARFITT, A.M. Standardized nomenclature, symbols, and units for bone
histomorphometry: a 2012 update of the report of the ASBMR histomorphometry
nomenclature committee. J. Bone Miner. Res., v.28, p. 1-16, 2013.

EBINA, Y.; ARAKI, E.; TAIRA, M. SHIMADA, F.; MORI, M.; CRAIK, C.S,;
SIDDLE, K.; PIERCE, S.B.; ROTH, R.A.; RUTTER, W.J. Replacement of lysine
residue 1030 in the putative ATP-binding region of insulin receptor abolishes
insulin and antibody-stimulated glucose uptake and receptor kinase activity. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA., v.84, n.3, p.704-708, Feb. 1987.

EK-RYLANDER, B.; FLORES, M.; WENDEL, M.; HEINEGARD, D
ANDERSSON, G. Dephosphorylation of osteopontin and bone sialoprotein by
osteoclastic tartrate-resistent acid phosphatase. Modulationof osteoclast
adhesion in vitro. J Biol. Chem., v.269, p.14853-6, 1994.



48

EKSTRAND, J.; EHRNEBO, M. Influence of milk productson fluoride
bioavailability in man. Eur. J. Clin. Pharmacol., v.16, n.3, p.211-215, Sep. 1979.

FALONI, A.P.S.; CERRI, P.S. Mecanismos celulares e moleculares do estrogeno
na reabsorcao 6ssea. Revista de Odontologia da UNESP, v.36, n. 2, p.181-88,
2007.

FEINSTEIN R.; KANETY H.; PAPA M.Z.; LUNENFELD B.; KARASIK, A. Tumor
necrosis factor-alpha suppresses insulin-induced tyrosine phosphorylation of
insulin receptor and its substrates. J. Biol. Chem., v.268, n.35, p.26055 — 26058,
1993.

FERNANDES, M.S.; YANAI, M.M.; MARTINS, G.M.; IANO, F.G.; LEITE, A.L;
CESTARI, T.M.; TAGA, R.; BUZALAF, M.A.; DE OLIVEIRA, R.C. Effects of
fluoride in bone repair: an evaluation of RANKL, OPG and TRAP expression.
Odontology, v.102, p. 22-30, 2014.

FERRON, M.; WEI, J.; YOSHIZAWA, T.; DEL FATTORE, A.; DEPINHO, R.A;
TETI, A.; DUCY, P.; KARSENTY, G. Insulin Signaling in Osteoblasts Integrates
Bone Remodeling and Energy Metabolism. Cell, p.296-308, 2010.

FULZELE, K.; RIDDLE, R.C.; DIGIROLAMO, D.J.; CAO, X.; WAN, C.; CHEN, D,;
FAUGERE, M.C.; AJA, S.; HUSSAIN, M.A.; BRUNING, J.C.; CLEMENS, T.L.
Insulin Receptor Signaling in Osteoblasts Regulates Postnatal Bone Acquisition
and Body. Composition Cell, p. 309-319, 2010.

GABBAY, M.; CESARINI, P.R.; DIB, S.A. Diabetes mellito do tipo 2 na infancia e
adolescéncia: revisdo da literatura. Jornal de Pediatria, v. 79, n. 3, 2003.

GALLI, J.C. Osteoporose. Acta. Ortop. Bras. v. 9, n. 2, p. 3-12, 2001.

GARCIA-MORENO, C.; CATALAN, M.P.; ORTIZ, A.; ALVAREZ, L.; DE LA
PIEDRA, C. Modulation of survival in osteoblasts from postmenopausal women.
Bone, v.35, p.170-7, 2004.

GARFIN, D.E. One-dimensional gel eletrophoresis. Methods Enzymol., v.182,
p.425-441, 1990.

GOWN, A.M.; WILLINGHAM, M.C. Improved detection of apoptotic cells in
archival paraffin sections: immunohistochemistry using antibodies to cleaved
caspase 3. J Histochem. Cytochem., v.50 (4), p.449-54, 2002.

GRUCKA-MAMCZAR, E.; BIRKNER, E.; KASPERCZYK, S. Lipid Balance in rats
with fluoride-induced hyperglycemia. Fluoride, v.37, n. 3, p.195-200, 2004.

GRUCKA-MAMCZAR, E.; BIRKNER, E.; ZALEJSKA-FIOLKA, J.; MACHOQY, Z.
Disturbances of kidney function in rats with fluoride-induced hyperglycemia after
acute poisoning by fluoride. Fluoride, v.38, n. 1, p.48-51, 2005.



49

GUTTERIDGE, D. H.; STEWART, G.O.; PRINCE, R.L.; PRICE, R.l;
RETALLACK, R.W.; DHALIWAL, S.S.; STUCKEY, B.G.; DRURY, P.; JONES,
C.E.; FAULKNER, D.L.; KENT, G.N.; BHAGAT, C.l.; NICHOLSON, G.C;
JAMROZIK, K. A Randomized Trial of Sodium Fluoride (60 mg) - Estrogen in
Postmenopausal Osteoporotic Vertebral Fractures: Increased Vertebral
Fractures and Peripheral Bone Loss with Sodium Fluoride; Concurrent Estrogen
Prevents Peripheral Loss, But Not Vertebral Fractures. Osteoporosis Int., v.13,
p.158-170, 2002.

HAGUE, A.; EVESON, J.W.; MACFARLANE, M.; HUNTLEY, S.; JANGHRA, N.;
THAVARAJ, S. Caspase 3 expression is reduced, in the abscence of cleavage,
in terminally differentiated normal oral ephitelium but increased in oral squamous
cell carcinomas and correlates with tumor stage. J Pathol., v.204, n. 2, p.175-82,
2004.

HAJDUCH, E.; ALESSI, D.R.; HEMMINGS, B.A.; HUNDAL, H.S. Constitutive
activation of protein kinase B alpha by membrane targeting promotes glucose
and system A amino acid transport, protein synthesis, and inactivation of
glycogen synthase kinase 3 in L6 muscle cells. Diabetes, v.47, n.7, p.1006-1013,
Jul. 1998.

HAN, X.; GUO, J.; DENG W.; ZHANG, C.; DU, P.; SHI, T.; MA, D. High-
throughput cell-based screening reveals a role for ZNF131 as a repressor of
ERalpha signaling. BMC Genomics, v.4, p. 476, 2008.

HOTAMISLIGIL, G.S.; MURRAY, D.L.; CHOY, L.N.; SPIEGELMAN, B.M. Tumor
necrosis factor alpha inhibits signaling from the insulin receptor. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, v.91, n.11, p.4854 — 4858, 1994.

HOTAMISLIGIL, G.S.; PERALDI, P.; BUDAVARI, A.; ELLIS, R.; WHITE, M.F,;
SPIEGELMAN, B.M. IRS-1-mediated inhibition of insulin receptor tyrosine kinase
activity in TNF-alpha and obesity-induced insulin resistance. Science, v.271,
n.5249, p.665— 668, 1996.

HUMPHREY, E.L.; WILLIAMS, J.H.; DAVIE, M.\W.; MARSHALL, M.J. Effects of
dissociated glucocorticoids on OPG and RANKL in osteoblastic cells. Bone, v.38,
p. 652-661, 2006.

JONES, S.M.; BHALLA, A.K. Osteoporosis in rheumatoid arthrits. Clin. Exp.
Rheumatol., v.11, p.557-62, 1993.

KANAZAWA, I. Osteocalcin as a hormone regulating glucose metabolism. World
J. Diabetes, v. 6, n. 18, p. 1345-54, 2015.

KANETY, H.; FEINSTEIN, R.; PAPA, M.Z.; HEMI, R.; KARASIK, A. Tumor
necrosis factor alpha-induced phosphorylation of insulin receptor substrate-1
(IRS-1). Possible mechanism for suppression of insulin-stimulated tyrosine
phosphorylation of IRS-1. J. Biol. Chem., v. 270, n. 40, p. 23780-23784, 1995.



50

KASUGA, M.; HEDO, J.A.; YAMADA, K.M.; KAHN, C.R. Structure of insulin
receptor and its subunits. Evidence for multiple nonreduced forms and a 210,000
possible proreceptor. J. Biol. Chem., v.257, n.17, p.10392-10399, Sep. 19822

KATCHBURIAN, E.; CERRI, P.S. Formacado e destruicdo 0ssea. In: Cardoso
RJA, Gongalves, E.A.N. Periodontia/cirurgia/cirurgia para implantes. Sao Paulo:
Artes Médicas, p. 437-45, 2002.

KAWAMOTO S.; EJIRI S.; NAGAOKA E.; OZAWA H. Effects of estrogen
deficiency on osteoclastogenesis in the rat periodontium. Arch. Oral Biol., v.47,
p.67-73, 2002.

KIERSZENBAUM, A.L.; TRES, L.L. Histologia e Biologia Celular — Uma
Introdugdo a Patologia. 32 ed. Rio de Janeiro: Editora Elsevier Inc. cap. 4, p. 140,
2012,

KITAMURA, T.; KITAMURA, Y.; KURODA, S.; HINO, Y.; ANDO, M.; KOTANI. K.;
KONISHI, H.; MATSUZAKI, H.; KIKKAWA, U.; OGAWA, W.; KASUGA, M.
Insulin-induced phosphorylation and activation of cyclic nucleotide
phosphodiesterase3B by the serine-treonine kinase Akt. Mol. Cell. Biol., v.19,
n.9, p.6286-6296, Sep. 1999.

KLEEREKOPER, M.; PETERSON, E.L.; NELSON, D.A.; PHILLIPS, E,;
SCHORK, M.A.; TILLEY, B.C.; PARFITT, A.M. A randomized trial of sodium
fluoride as a treatment for postmenopausal osteoporosis. Osteoporos Int., v.1, n.
3, p.155-61, 1991.

KOBAYASHI, K.; TAKAHASHI, N.; JIMI, E.; UDAGAWA, N.; TAKAMI, M;
KOTAKE, S.; NAKAGAWA, N.; KINOSAKI, M.; YAMAGUCHI, K.; SHIMA, N.;
YASUDA, H.; MORINAGA, T.; HIGASHIO, K.; MARTIN, T.J.; SUDA, T. Tumor
necrosis factor alpha stimulates osteoclast differentiation by a mechanism
independent of the ODF/RANKL-RANK interaction. J. Exp. Med., v.191, n.2, p.
275-286, 2000.

KOHN, A.D.; TAKEUCHI, F.; ROTH, R.A. Akt, a pleckstrin homology domain
containing kinase, is activated primarily by phosphorylation. J. Biol. Chem., v.271,
n.36, p.21920-21926, Sep. 1996.

KOMORI, T. Regulation of bone development and extracellular matrix protein
genes by RUNX2. Cell Tissue Res., v.339, p. 189-195, 2010.

KRISTENSEN, J. M.; TREEBAK, J. T.; SCHIERLING, P.; GOODYEAR, L
WOJTASZEWSKI, J. F. Two weeks of metformin treatment induces AMPK-
dependent enhancement of insulin-stimulated glucose uptakein mouse soleus
muscle. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab., v. 306, n. 10, p. 1099-109, 2014.

KRODER, G.; BOSSENMAIER, B.; KELLERER, M.; CAPP, E.; STOYANOV, B,;
MUHLHOFER, A.; BERTI, L.; HORIKOSHI, H.; ULLRICH, A..; HARING, H.
Tumor necrosis factor-alpha- and hyperglycemia-induced insulin resistance.



51

Evidence for different mechanisms and different effects on insulin signaling. J.
Clin. Invest., v.97, n.6, p.1471 — 1477, 1996.

KRUGER, N.J.; HAMMOND, J.B.W. Immunodetection of proteins on "Western"
blots using 125 | labeled protein A. In: WALKER, J.M. New Protein Techniques.
New Jersey: Humana Press, p.409-417, 1988.

LACEY, D.L. et al. Osteoprotegerin ligand is a cytokine that regulates osteoclast
differentiation and activation. Cell, v.93, p.165-76, April, 1998.

LIANG, Y.; TAN, A,; LIANG, D.; YANG, X.; LIAO, M.; GAO, Y.; JIANG, Y.; YAO,
Z.; LIN, X.; LU, Z.; WU, C.; ZHANG, S.; HU, Y.; QIN, X.; MO, Z.; LI, H.; ZHANG,
H. Low osteocalcin level is a risk factor for impaired glucose metabolism in a
Chinese male population. J. Diabetes Investig., v. 7, p. 522-528, 2016.

LIMA, F.B.; MACHADO, U.F.; BARTOL, I.; SERAPHIM, P.M.; SUMIDA, D.H.;
MORAES, S.M.; HELL, N.S.; OKAMOTO, M.M.; SAAD, M.J.; CARVALHO, C.R;;
CIPOLLA-NETO, J. Pinealectomy causes glucose intolerance and decreases
adipose cell responsiveness to insulin in rats. Am. J. Physiol., v. 275, n. 6, p.
E934-E941, Dec. 1998.

LIN, W.; LIN, S.; WANG, C.; TSAI, Y.; CHEN, C.; TSAI, F. RUNX2 mutations in
Taiwanese patients with cleidocranial dysplasia. Genetics and Molecular Biology,
v.34,n. 2, p.201-204, 2011.

LIU, Q.; LIU, H.; YU, X.; WANG, Y.; YANG, C.; XU, H. Analysis of the role of
insulin signaling in bone turnover induced by fluoride. Biol. Trace Elem. Res.,
2015.

LIU, X.L.; SONG, J.; LIU, K.; WANG, W.; XU, C.; ZHANG, Y.; LIU, Y. Role of
inhibition of osteogenesis function by Sema4D/Plexin-B1 signaling pathway in
skeletal fluorosis in vitro. J. Huazhong Univ. Sci. Technolog. Med. Sci., v.35, p.
712-715, 2015.

LIU, X.S.; ZOU H.; SLAUGHTER, C.; WANG, X.D. DFF, a heterodimeric protein
that functions downstream of caspase-3 to trigger DNA fragmentation during
apoptosis. Cell, v.89, p.175, 1997.

LOS, M.; WESSELBORG, S.; SCHULZE-OSTHOFF, K. The Role of Caspases
in Development, Review Immunity, and Apoptotic Signal Transduction: Lessons
from Knockout Mice. Cell Press., v.10, p. 629-639, June 1999.

MANOLAGAS, S.C. Birth and death of bone cells: basic regulatory mechanisms
and implications for the pathogenesis and treatment of osteoporosis. Endocr.
Rev., v.21, p.115-37, 2000.

MCGOWN, E.L; SUTTIE, J.W. Mechanism of Fluoride Induced Hyperglycemia in
the Rat. Toxicol. Appl. Pharmacol., v.40, p.83-90, 1977.



52

MELO, A. M.; BENATTI, R. O.; IGNACIO-SOUZA, L. M.; TORSONI, A. S;
MILANSKI, M.; VELLOSO, L.A.; TORSONI, M. A. Hypothalamic endoplasmic
reticulum stress and insulin resistance in offspring of mice dams fed high-fat diet
during pregnancy and lactation. Metabolism., v. 63, n. 5, p. 682-92, 2014.

MEUNIER, P.J.; SEBERT, J.L., REGINSTER, J.Y.; BRIANCON, D,
APPELBOOM, T.; NETTER, P.; LOEB, G.; ROUILLON, A.; BARRY, S,;
EVREUX, J.C.; AVOUAC, B.; MARCHANDISE, X. Fluoride salts are no better at
preventing new vertebral fractures than calcium-vitamin D in postmenopausal
osteoporosis: the FAVOStudy. Osteoporos Int., v.8, n. 1, p. 4-12, 1998.

MOUSNY, M.; OMELON, S.; WISE, L.; EVERETT, E.T.; DUMITRIU, M
HOLMYARD, D.P.; BANSE, X.; DEVOGELAER, J.P.; GRYNPAS, M.D. Fluoride
effects on bone formation and mineralization are influenced by genetics. Bone,
v.43, p.1067-1074, 2008.

NUNES, R.C.A.; CHIBA, F.Y.; PEREIRA, A.G.; PEREIRA, R.F.; MATTERA,
M.S.L.C.; ERVOLINO, E.; LOUZADA, M.J.Q.; BUZALAF, M.A.R.; SILVA, C.A,
SUMIDA, D.H. Effect of sodium fluoride on bone biomechanical and
histomorphometric parameters and on insulin signaling and insulin sensitivity in
ovariectomized rats. Biol Trace Elem Res., 2016.

PACIFICI, R. Estrogen, cytokines and pathogenesis of postmenopausal
osteoporosis. J Bone Miner. Res., v.11, p.1043-8, 1996.

PAK, C.Y.; SAKHAEE, K.; PIZIA, V.; PETERSON, R.D.; BRESLAU, N.A.; BOYD,
P.; POINDEXTER, J.R.; HERZOG, J.; HEARD-SAKHAEE, A.; HAYNES, S,
ADAMS-HUET, B.; REISCH, J.S. Slow-release sodium fluoride in the
management of postmenopausal osteoporosis - a randomized controlled trial.
Ann. Intern. Med., v.120, p. 625-632, 1994.

PAN, L.; SHI, X.; LIU, S.; GUO, X.; ZHAO, M.; CAIl, R.; SUN, G. Fluoride
promotes osteoblastic differentiation through canonical Wnt/B-catenin signaling
pathway. Toxicol. Lett., v.225, p. 34-42, 2014.

PATTI, A.; GENNARI, L.; MERLOTTI, D.; DOTTA, F.; NUTI, R. Endocrine Actions
of Osteocalcin. Int. J. Endocrinol., v. 2013, 2013.

PAULI, J.R.; CINTRA, D. E.; SOUZA, C.T.; ROPELLE, E. R. Novos mecanismos
pelos quais o exercicio fisico melhora a resisténcia a insulina no musculo
esquelético. Arg. Bras. Endocrinol. Metab., p. 53-4, 2009.

PLANK, J.; RYCHLO, A. A method for quick decalcification. Zentralbl. Allg.
Pathol., v. 89, n. 8, p. 252-254, Dec. 1952.

PRENTICE, A. Is nutrition important in osteoporosis? Proc. Nutr. Soc., v.56, p.
357-367, 1997.



53

PRINCE, M.; BANERJEE, C.; JAVED, A.; GREEN, J.; LIAN, J.B.; STEIN, G.S;
BODINE, P.V.; KOMM, B.S. Expression and regulation of Runx2/Cbfal and
osteoblast phenotypic markers during the growth and differentiation of human
osteoblasts. J. Cell Biochem., v.80, p. 424-440, 2001.

RAISZ, L.G; RODAN, G.A. Embryology and cellular biology of bone. In: Avioli LV,
Krane SM. Metabolic bone disease and clinically related disorders. Academic
Press., p.1-22, 1998.

REN, G.; WANG, K.; CHANG, R.; SU, Y.; WANG, J.; SU, J.; HAN, B.
Simultaneous administration of fluoride and selenite regulates proliferation and
apoptosis in murine osteoblast-like MC3T3-E1 cells by altering osteoprotegerin.
Biol. Trace Elem. Res., v.144, p.1437-1448, 2011.

RICH, C.; ENSINCK, J. Effect of sodium fluoride on calcium metabolism of human
beings. Nature, v.191, p.184-5, 1961.

RIGALLI, A.; ALLOATTI, R.; MENOYO, |.; PUCHE, R.C. Comparative study of
effect of sodium fluoride and sodium monofluorophosphate on glucose
homeostasis in the rat. Arzneimittelforschung, v.45, n. 3, p.189-92, 1995.

RIGALLI, A.; BALLINA, J.C.; ROVERI, E.; PUCHE, R.C. Inhibitory Effect of
Fluoride on the Secretion of Insulin. Calcified Tissue International, v.46, p.333-
38, 1990.

RIGGS, B.L. The mechanisms of estrogen regulation of bone resorption. J. Clin.
Invest., v.106, p.1203-4, 2000.

ROGERS, A.; SALEH, G.; HANNON, R.A; GREENFIELD, D.; EASTELL, R.
Circulating estradiol and osteoprotegerin as determinants of bone turnover and
bone density in postmenopausal women. J Clin. Endocrinol. Metab., v.87,
p.4470-5, 2002.

ROSSI, A.C.; FREIRE, A.R.; DORNELLES, R.C.M. Osteoporose:consideracdes
sobre terapéuticas atuais e metabolismo ésseo. Int. J. Dent., v.9, p. 210-214,
2010.

ROTH, J.; KAHN, C.R.; LESNIAK, M.A.; GORDEN, P.; DE MEYTS, P,
MEGYESI, K.; NEVILLE, D.M.; GAVIN JR, R.D.; SOLL, A.H.; FREYCHET, P,
GOLDFINE, I.D.; BAR, R.S.; ARCHER, J.A. Receptors for insulin, NSILA-s, and
growth hormone: applications to disease states in man. Recent ProgHorm Res.,
v.31, p.95-139, 1975.

SILVA, D.C.; PEREIRA, A.C.; BATISTA, A.C.; RIBEIRO-ROTTA, R.F.
Correlacédo entre a expressao de osteocalcina e a de marcadores de reabsorcéo
ossea (Rank, Rankl e OPG) em sitios implantaveis das maxilas e mandibulas.
Universidade Federal de Goias — Faculdade de Odontologia. 2011.



54

SOCIEDADE BRASILEIRA DE ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA.
Osteoporose. Disponivel em <http://www.endocrino.org.br/10-coisas-que-voce-
precisa-saber-sobre-osteoporose> Acesso em 25 de junho de 2016.

SOGAARD, C. H.; MOSEKILDE, L.; SCHWARTZ, W.; LEIDIG, G.; MINNE, H.
W.; ZIEGLER, R. Effects of fluoride on rat vertebral body biomechanical
competence and bone mass. Bone, v.16, n. 1, p. 163-169, 1995.

SOUSA, C.P.; NERY, F.; AZEVEDO, J.T.; VIEGAS, C. A.; GOMES, M.E.; DIAS,
I.R. Tartrate-resistant acid phosphatase as a biomarker of bone turnover in dog.
Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.63, n.1, p.40-45, 2011.

SUN, F.; LI, X.; YANG, C.; LU, P.; LI, G.; XU, H. Arole for PERK in the mechanism
underlying fluoride-induced bone turnover. Toxicology, v.325, p. 52-66, 2014.

SUN, X. J.; ROTHENBERG, P.A.; KAHN, C. R; BACKER, J.M.; ARAKI, E.;
WILDEN, P.A.; CAHILL, D.A.; GOLDSTEIN, B.J.; WHITE, M.F. Structure of the
insulin receptor substrate IRS-1 defines a unique signal transduction protein.
Nature, v.352, n.6330, p.73-77, Jul. 1991.

SUN, X. J.; WANG, L. M.; ZHANG, Y.; YENUSH, L.; MYERS, M.G. JR,
GLASHEEN, E.; LANE, W.S.; PIERCE, J.H.; WHITE, M.F. Role of IRS-2 in insulin
and cytokine signalling. Nature, v.337, n. 6545, p.173-177, Sep. 1995.

TAKAYANAGI, H.; KIM, S.; MATSUQO, K.; SUZUKI, H.; SUZUKI, T.; SATO, K,;
YOKOCHI, T.; ODA, H.; NAKAMURA, K.; IDA, N.; WAGNER, E.F.; TANIGUCHI,
T. RANKL maintains bones homeostasis through c-Fos-dependent induction of
interferon-beta. Nature, v.416, p.744-9, 2002.

TAMEMOTO, H.; KADOWAKI, T.; TOBE, K.; YAGI, T.; SAKURA, H,;
HAYAKAWA, T.; TERAUCHI, Y.; UEKI, K.; KABURAGI, Y.; SATOH, S,
SEKIHARA, H.; YOHIOKA, S.; HORIKOSHI, H.; FURUTA, Y.; IKAWA, Y.;
KASUGA, M.; YAZAKI, T.; AIZAWA, S. Insulin resistance and growth retardation
in mice lacking, insulin receptor substrate-1. Nature, v.372, n.6502, p.182-186,
Nov. 1994.

TAVES, D. R. Separation of fluoride by rapid diffusion using
hexamethyldisiloxane. Talanta, v. 15, n. 9, p. 969-974, Sep. 1968.

TILG, H.; MOSCHEN, A.R. Inflammatory mechanisms in the regulation of insulin
resistance. Mol. Med., v. 14, p. 222-231, 2008.

TOMKINSON, A.; GEVERS, E.F.; WIT, J.M.; REEVE, J.; NOBLE, B.S. The role
of estrogen on the control of rat osteocyte apoptosis. J. Bone Miner. Res., v.13,
p.1243-50, 1998.

TRIVEDI, N.; MITHAL, A.; GUPTA, S.K.; GODBOLE, M.M.; GODBOLE FOR THE
FLUORIDE COLLABORATIVE STUDY GROUP: Reversible impairment of



55

glucose tolerance in patients with endemic fluorosis. Diabetologia, v.36, n. 9,
p.826-8, 1993.

TURNER, C. H.; HINCKLEY, W.R.; WILSON, M.E.; ZHANG, W.; DUNIPACE,
A. J. Combined effects of diets with reduced calcium and phosphate and
increased fluoride intake on vertebral bone strength and histology in rats. Calcif.
Tissue Int., v. 69, n. 1, p. 51-57, Jul. 2001.

VANHAESEBROECK, B.; ALESSI, D.R. The PI3K- PDK1 connection: more than
just a road to PBK. Biochem. J., v.346, p.561-576, Mar. 2000.

VIEIRA, J.G.H. Consideracbes sobre o0s marcadores bioquimicos do
metabolismo ésseo e sua utilidade pratica. Arq. Bras. Endocrinol. Metab., v. 43,
n.6, p.415-22, 1999.

WANG, Q.; SOMWAR, R.; BILAN, P.J.; LIU, Z.; JIN, J.; WOODGETT, J.R.; KLIP,
A. Protein Kinase B/ Akt participates in GLUT4 translocation by insulin in L6
myoblasts. Mol. Cell. Biol., v.19, n.6, p.4008-4018, Jun. 1999.

WATANABE, K.; lIZUKA, T.; ADELEKE, A.; PHAM, L.; SHLIMON, A.E.; YASIN,
M.; HORVATH, P.; UNTERMAN, T.G. Involvement of toll like receptor 4 in
alveolar bone loss and glucose homeostasis in experimental periodontitis. J.
Periodontal Res. v. 46, n. 1, p. 21-30, 2011.

WHITE, M.F. The IRS-signaling system: a network of docking proteins that
mediate insulin action. Mol. Cell Biochem., v.182, p.3-11, 1998.

WHITE, M.F.; TAKAYAMA, S.; KAHN, C.R. Differences in the sites of
phosphorylation of the insulin receptor in vivo and in vitro. J. Biol. Chem., v.260,
n.16, p.9470-9478, Agosto, 1985.

WHITFORD, G. Fluoride metabolism and excretion in children. J. Public. Health
Dent., v.59, n.4, p.224-228, 1999.

WHITFORD, G. M. The metabolism and toxicity of fluoride. Monogr. Oral Sci., v.
16, Rev 2, p. 1-153, 1996.

WITHERS, D.J.; GUTIERREZ, J.S.; TOWERY, H. et al: Disruption of IRS-2
causes type 2 diabetes in mice. Nature, v.391, p.900-4, 1998.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Definition, Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus and its Complications. Report of a WHO Consultation. Part 1:
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus. 1999.

YANG, C.; ZHANG, M.; LI, Y.; WANG, Y.; MAO, W.; GAO, Y.; XU, H.
Streptozotocin aggravated osteopathology and insulin induced osteogenesis
through co-treatment with fluoride. Biol. Trace Elem. Res., v. 168, p.453-461,
2015.



56

YELLON, R.F.; LEONARD, G.; MARUCHA, P.T.; CRAVEN, R.; CARPENTER,
R.J.; LEHMANN, W.B.; BURLESON, J.A.; KREUTZER, D.L. Characterization of
cytokines present in middle ear effusions. Laryngoscope, v.101, p. 165-69, 1991.

ZHOU, L.; CHEN, H.; XU, P.; CONG, L.; SCIACCHITANO, S.; LI, Y.; GRAHAM,
D.; JACOBS, AR.; TAYLOR, S.I.; QUON, M.J. Action of insulin receptor
substrate-3 (IRS-3) and IRS-4 to stimulate translocation of GLUT-4 in rat adipose
cells. Mol. Endocrinol., v.13, p.505-14, 1999.

ZIMMERMAN, K.C.; GREEN, D.R. How cells die: apoptosis pathways. J. Allergy
Clin. Immunol., v.108, p.99-103, 2001.



57

ANEXO A

Parecer de aprovacdo da Comisséo de Etica
Na Experimentacdo Animal da Faculdade de
Odontologia do Campus De Aracatuba -
UNESP



58

S& UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ¥ 90U DE MESQUITA FILHO" R di?at“b R

CAMPUS ARACATUBA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo de marcadores 6s-
seos e sinal insulinico em ratas ovariectomizadas tratadas com fluoreto de s6-
dio”, Processo FOA n° 2014-01004, sob responsabilidade de Déris Hissako Sumida
apresenta um protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da Experi-
mentagao Animal e sua execucéo foi aprovada pela CEUA em 24 de Setembro de
2014.
| VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 03 de Agosto de 2016.
‘ DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 03 de Setembro de 2016.

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Evaluation of bone markers and insulin signa-
ling in ovariectomized rats treateds with sodium fluoride”, Protocol FOA n°
2014-01004, under the supervision of Doris Hissako Sumida presents an
experimental protocol in accordance with the Ethical Principies of Animal
Experimentation and its implementation was approved by CEUA on September 24,
2014.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: August 03, 2016.

' DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: September 03, 2016.

Profa. Dra.Marié Gisela Laranjeira
Coordenadora da CEUA
CEUA Coordinator

CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Odontologia de Aracatuba

Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba

Rua José Bonifacio, 1193 - Vila Mendonga - CEP: 16015-050 — ARACATUBA — SP
Fone (18) 3636-3234 Email CEUA: ceua@foa.unesp.br




