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RESUMO

Nos ultimos anos, tem havido uma reducdo acentuada nos indices de carie dentaria
em diversas regides do mundo, fato que tem sido atribuido ao uso de produtos
fluoretados, como o dentifricio. Simultaneamente, nota-se a ocorréncia do aumento
da prevaléncia de fluorose dentaria. O NaF ocasiona inibicdo da glicélise, diminuicao
da secrecdo de insulina e hiperglicemia. Muitas destas respostas sugerem que 0
NaF pode ocasionar resisténcia a insulina. Sabendo-se que o fluoreto pode alterar o
metabolismo de carboidratos, tornou-se fundamental caracterizar o efeito do NaF
sobre: 1) o grau de fosforilacdo em serina do IRS-1, em tecidos responsivos a
insulina; 2) concentracdo plasmatica de colesterol, triglicérides e TNF-a. Para tanto,
foram utilizados ratos Wistar (1 més de idade) castrados. Apés 30 dias da castracao,
os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: 1) grupo controle (CN), o
qual foi submetido ao tratamento sem NaF, mas com uma solugédo de NaCl (9,54
mg/kg p.c.) que contém a mesma quantidade de sddio em relacdo a do grupo
fluoreto de sédio; 2) grupo NaF (FN) que foi submetido ao tratamento com NaF (4,0
mg de fldor/kg p.c.) na dgua de beber e na racédo durante 42 dias. Apos 6 semanas,
foi realizada a avaliacdo da concentracdo plasmatica de TNF-a e a quantificagao do
grau de fosforilagdo em serina de IRS-1, apds estimulo insulinico, em tecido
muscular gastrocnémio (G), tecido hepatico (TH) e em tecido adiposo branco
periepididimal (TAB). Também foi realizada a avaliagdo da concentracdo plasmatica
de colesterol e triglicérides. O tratamento crénico com NaF promoveu: 1) aumento
significativo, apds estimulo insulinico, no grau de fosforilagdo em serina do substrato
do receptor de insulina (IRS-1) no tecido adiposo branco; 2) nenhuma alteracao,
apos estimulo insulinico, no grau de fosforilagdo em serina do substrato do receptor
de insulina (IRS-1) nos tecidos muscular e hepatico; 3) aumento na concentracao
plasmatica de TNF-q, triglicérides, colesterol total e colesterol VLDL; 4) nenhuma
alteracdo na concentracdo plasmética de colesterol HDL e colesterol LDL. Baseados
nestes resultados concluimos que a ingestao crénica de NaF promoveu dislipidemia

e aumento da concentracdo plasmatica de TNF-a. Sabe-se que estas alteracdes



podem promover resisténcia a insulina, considerada uma das principais

caracteristicas do diabetes.

Palavras-chave: Fluor. Proteinas substratos do receptor de insulina. Intoxicagéo por

fldor. Diabetes mellitus. Insulina. Ratos.
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ABSTRACT

Over the last years, there has been a significant reduction in the incidence of dental
caries in several regions of the world. This has been attributed to the use of
fluoridated products, such as toothpaste. Simultaneously, there has been an increase
in the prevalence of dental fluorosis. NaF causes glycolysis inhibition, decrease on
insulin secretion and hyperglycemia. These responses suggest that NaF can cause
insulin resistance. Knowing that F can interfere with carbohydrate metabolism, we felt
it was important and fundamental to undertake a study to examine the chronic effect
of NaF on: 1) IRS-1 serine phosphorylation in insulin responsive tissues; 2) plasmatic
concentration of cholesterol, triglycerides and TNF alpha. For this study, castrated
Wistar male rats (1 month of age) were used. Thirty days after castration, the animals
were randomly divided in two groups: 1) control group (CN) which was subjected to
treatment without NaF, but with a solution of NaCl (9.54 mg / kg bw) which contains
the same amount of sodium in relation to the group NaF; 2) group NaF (FN) that was
submitted to treatment with NaF administered in the drinking water and F contained
in food pellets (F total inferred: 4.0 mg F / Kg bw / day in the form of NaF) during 42
days. After 6 weeks, the evaluation of plasmatic concentration of TNF-a and
quantification of IRS-1 serine phosphorylation status after insulin stimulus in muscle,
liver and white adipose tissue were performed. The plasmatic concentration of
cholesterol and triglycerides also were evaluated. The chronic treatment with NaF
promoted: 1) increase in the IRS-1 serine phosphorylation status after insulin
stimulus in the white adipose tissue; 2) no alteration in the IRS-1 serine
phosphorylation status after insulin stimulus in the liver and muscle; 3) increase in
the plasmatic concentration of TNF-a, triglycerides, total cholesterol and VLDL-
cholesterol; 4) 2) no alteration in the plasmatic concentration of HDL cholesterol and
LDL cholesterol. Based on these results we conclude that chronic NaF intake
promoted dyslipidemia and increase in TNF-a concentration. It is known that these
alterations can promote insulin resistance, considered one of the main characteristics

of diabetes.
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1 INTRODUCAO

A insulina é o horménio anabdlico mais conhecido e é essencial para:
manutencdo da homeostase de glicose; armazenamento de substratos no tecido
adiposo, hepatico e muscular; estimulo da lipogénese; sintese de glicogénio e de
proteinas; inibicdo da lipdlise, glicogendlise e degradacao de proteinas; crescimento
e diferenciagdo celular. Esse horménio é secretado pelas células B das ilhotas
pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose e
aminoacidos apos as refeicbes (CARVALHEIRA et al., 2002b; KAHN et al., 2009).

O efeito da insulina é exercido através da ligacdo a um receptor especifico
na membrana plasméatica. O receptor de insulina €& uma glicoproteina
heterotetramérica constituido por duas subunidades a e duas subunidades beta,
ligadas por pontes de dissulfeto (KASUGA et al.,, 1982a). A subunidade a é
inteiramente extracelular, com peso molecular de 135 kDa, e contém o sitio de
ligacdo da insulina. A subunidade beta € uma proteina transmembranica (95 kDa)
responsavel pela transducéo do sinal insulinico (KASUGA et al., 1982a, 1982b).

Kasuga et al. (1982b, 1982c) descreveram que a subunidade beta do
receptor de insulina € uma proteina quinase, estimulada pela insulina, sendo capaz
de autofosforilar-se e de fosforilar outros substratos em aminoé&cidos tirosina. Essa
atividade do receptor de insulina é importante para a acéo insulinica (EBINA et al.,
1987). O receptor, uma vez fosforilado em decorréncia de sua ativagao por insulina,
passa a fosforilar substratos intracitoplasméaticos, como por exemplo, a pp185. Este
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 ceélulas transfectadas com o receptor de insulina humano, ha um expressivo
aumento da fosforilacdo da ppl185, coincidindo com aumento da agéo insulinica.

Em 1991, Sun et al. clonaram a ppl85 e denominaram-na de substrato 1 do
receptor de insulina (IRS-1) e, ap0s trés anos, demonstrou-se que outra proteina
também migrava na altura da banda desta proteina, que foi denominada de IRS-2
(ARAKI et al., 1994; SUN et al., 1995; TAMEMOTO et al., 1994). Quando o IRS-1 e
o IRS-2 estéo fosforilados, podem interagir com proteinas contendo dominios com
homologia a Src 2 (SH2) e ativa-las. Entre essas proteinas, esta uma enzima, a
fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-k). Alessi et al. (1997) demonstraram que esta

proteina, uma vez ativada, pode induzir a ativacdo de outras proteinas como a
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proteina quinase - 1 dependente de fosfoinositideo (PDK-1) e esta pode fosforilar e
ativar a Akt (ou proteina quinase B — PKB). Esta proteina tem trés diferentes
isoformas - Aktl, Akt2 e Akt3 - e todas séo ativadas pela fosforilagdo em treonina e
serina (BELLACOSA et al., 1998; KOHN et al., 1996). A ativacdo desta proteina é
essencial para sintese de glicogénio (CROSS et al., 1995), acdo antiapoptotica
(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). A PDK-1, além de fosforilar a AKT, conforme descrito
acima, teve demonstrada em alguns estudos a sua capacidade de, em resposta a
insulina, fosforilar isoformas atipicas da PKC (£ e\) envolvidas na translocacéo de
GLUT4 para a membrana plasmatica, para promover a captacdo de glicose em
tecido adiposo e musculo (FARESE, 2002). Diminuicdo da ativacdo das isoformas
atipicas PKC (aPKC) tem sido reportada em musculo de roedores e humanos
diabéticos do tipo 2 (FARESE et al., 2005). A aPKC também esta envolvida na
regulacao da sintese de lipidios no figado (FARESE et al., 2005).

Outras proteinas da mesma familia do IRS-1, como o IRS-3 e IRS-4 podem
também estimular o transporte de glicose (ZHOU et al., 1999). Cai et al. (2003)
descobriram dois novos substratos do receptor de insulina, o IRS-5 e IRS-6. Além
destes IRSs, existem outros substratos do receptor de insulina, como as proteinas
Shc, Gab-1, p62%% Cbl, JAK2 e APS (CARVALHEIRA et al., 2002a; HU;
HUBBARD, 2006; KAHN et al., 2009; WICK et al., 2001).

Renstrom et al. (2005) mostraram que o longo tempo de exposicdo a um
ambiente de altos niveis de glicose e insulina leva ao prejuizo na capacidade de
captacdo de glicose e a reducdo do contetudo de IRS-1 e IRS-2 em adipdcitos
primérios de ratos. A deplecdo de IRS-2 pode ser explicada pela supressdo da
expressao génica, considerando que a deplecdo de IRS-1 parece ser causada por
mecanismos pos-transducionais, presumivelmente alteracdes no caminho de
degradacédo de proteina.

Buren et al. (2003) demonstraram que altos niveis de insulina e glicose, em
longo prazo e particularmente em combinacdo, podem produzir, dentro de 24 h de
cultura de células adiposas de ratos, alteracbes marcadas na capacidade de
captacdo de glicose, no conteudo de IRS-1/2 e de GLUT4 e na habilidade da
insulina para fosforilar proteina kinase B (PKB).
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Em suma, a acéo insulinica envolve uma cascata de interagfes covalentes e
ndo covalentes centralizadas, em primeiro nivel, nos substratos do receptor de
insulina. A ligacdo da insulina ao seu receptor, na superficie celular, determina a
fosforilacdo destes substratos. Estes servem, entdo, como proteinas-ancoradouros
para varias enzimas intracelulares e adaptadores moleculares. Tais ligacdes
determinam multiplos sinais na cascata da agdo insulinica, que contribuirdo para
determinar a multiplicidade dos efeitos biolégicos finais (CARVALHO, 1997).
Portanto, os estudos que investigam alteracdes do mecanismo de acéo da insulina
presentes na resisténcia a insulina representam um passo importante na busca de
mecanismos preventivos e ou curativo para o diabetes mellitus.

O diabetes mellitus (DM) € considerado um problema de saude publica
prevalente, em ascendéncia, oneroso do ponto de vista social e econdmico e com
potencial reconhecido para prevencio (GEORG et al., 2005). E uma doenca cronica
causada por uma deficiéncia do pancreas na producdo de insulina, ou por
incapacidade da insulina exercer adequadamente suas funcées (ORGANIZACAO
PANAMERICANA DA SAUDE, 2003). Com a progressdo da doenca, o individuo
desenvolve complicacdes sistémicas como: alteracdo no metabolismo de proteinas,
baixos niveis de colesterol HDL, altos niveis de triglicérides, microangiopatia,
neuropatia, nefropatia, doencas macrovasculares, aumento do tempo de
cicatrizacdo de feridas e risco de infeccdo (BORGGREVE et al. 2003; ELNER et al.,
1995; JENSEN & DECKERT, 1992; LIBMAN et al.,1993; LOE, 1993; PATTERSON,;
ANDRIOLE, 1997; VLASSARA; PALACE, 2002; TAYLOR et al.,, 1998); como
também pode apresentar manifestacbes orais: xerostomia, doenca periodontal,
halitose, sensacdo de ardéncia bucal, candidiase e alteracdo do paladar (Shrimali
et al.,, 2011; Bajaj et al. 2012). Adicionalmente, Maike et al. (2011) sugerem que a
incidéncia e severidade da doenca periodontal é influenciada tanto pela presenca
da diabetes quanto pela severidade da hiperglicemia.

Existem dois tipos principais de diabetes, que sao o diabetes tipo 1 (DM1) e
o diabetes tipo 2 (DM2). O DM1 é quando o pancreas ndo produz a insulina
essencial a sobrevivéncia. Esse tipo de diabetes ocorre mais freqiientemente nas
criancas e nos adolescentes, mas também pode ocorrer em pessoas com mais
idade (ORGANIZACAO PANAMERICANA DA SAUDE, 2003). O DM1, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, € uma das mais importantes doengas crbénicas da
infancia (ZANETTI; MENDES, 2001). Nos Estados Unidos da América, dos 651 mil
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casos novos diagnosticados a cada ano, 11 mil sGo em criangas e adolescentes
(POND et al., 1995). Os pais dessas criancas enfrentam varios tipos de problemas,
sendo que os mais frequentes estdo relacionados a administragcdo de insulina,
dieta, dinamica familiar e testes de glicose no sangue e na urina (WARZAK et al.,
1993).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) resulta da incapacidade do corpo de
responder adequadamente a acdo da insulina produzida pelo pancreas. O DM2
ocorre com maior frequéncia nos adultos, mas esta sendo observado cada vez mais
nas criancas e nos adolescentes. A maioria dos diabéticos apresenta este tipo da
doenca (ORGANIZACAO PANAMERICANA DA SAUDE, 2003). A resisténcia a
insulina no tecido e os niveis elevados de insulina plasmatica em jejum, alteracdes
bastante frequentes em individuos obesos, parecem ser 0s primeiros sinais para o
desenvolvimento do DM2. Este tipo de diabetes tem contribuido com mais de 30%
dos novos casos de diabetes, mostrando uma possivel relagdo do aumento da
prevaléncia de obesidade infantil com o desenvolvimento desta doenca (OLIVEIRA
et al., 2004). Na infancia, a resisténcia a insulina associada com hiperinsulinemia
sao os fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento da diminui¢cdo da
tolerancia a glicose em criancas obesas (SINHA et al., 2002).

Estudos tém demonstrado que o tecido adiposo tem um papel importante no
metabolismo energético, uma vez que este tecido produz adipocinas que podem
alterar a sensibilidade a insulina, tais como o TNF-a. Hotamisligil et al. (1993;1995)
demonstraram que o aumento de tecido adiposo, tanto em roedores como em
humanos obesos, pode induzir um aumento na producdo de citocinas nos
adipécitos.

Varios autores demonstraram que o TNF-a pode estar relacionado a
resisténcia insulinica na obesidade (FERNANDEZ-REAL et al., 1998;
HOTAMISLIGIL et al., 1993, 1996; MONTANI et al., 2002). Também demonstrou-se
gue o tratamento com TNF-a leva a redugdo da autofosforilagcdo 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). Além disso, o TNF-a induz modificagao do IRS-1 por fosforilagdo em serina,
0 que torna essa molécula inibitoria para a capacidade sinalizadora do receptor de
insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1996; KANETY et al., 1995).
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Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que o TNF-a pode estar
relacionado com deficiéncia na captacdo de glicose estimulada por insulina
(ALVARO et. al., 2004; BOUZAKRI; ZIERATH, 2007; PLOMGAARD et. al., 2005;
TERUEL et. al., 2001). Hotamisligil et al. (1993) mostraram que a neutralizacdo dos
efeitos do TNF-a em ratos obesos promovia um aumento significativo na captacao
periférica de glicose em resposta a insulina, indicando que o TNF-a pode
desempenhar um papel importante na obesidade e, particularmente, na resisténcia
a insulina e diabetes que frequentemente acompanham a obesidade. Em um
estudo realizado por Uysal et al. (1998) em ratos geneticamente obesos, observou-
se que 0s animais com auséncia do receptor de TNF-a mostraram um aumento na
sensibilidade a insulina.

Além disso, Lumeng et al. (2007) verificaram que o TNF-a pode bloquear a
acdo da insulina em adipécitos através da reducdo da expressao de GLUT4 e IRS-
1, levando a uma diminuicdo na fosforilagdo Akt e prejudicando a translocacdo de
GLUT4 estimulada por insulina para a membrana plasmética. Hivert et al. (2008)
observaram em um estudo transversal conduzido em 2356 individuos, com e sem
sindrome metabdlica, que concentracdes adversas de adipocinas como a
adiponectina, resistina, e TNF-a estdo associadas com resisténcia a insulina. Os
autores observaram que concentragdes elevadas de resistina e TNF-a tiveram um
efeito aditivo em pacientes com sindrome metabdlica, resultando em niveis mais
elevados de resisténcia a insulina.

Estudos anteriores demonstraram que o tratamento cronico com NaF
(4mg/kg de p.c.) ocasiona aumento do tecido adiposo (CHIBA, 2010). Conforme
descrito acima, este aumento tecidual pode induzir maior produgdo de TNF- a que
ocasiona a fosforilacdo do IRS-1 em serina, diminuindo o sinal insulinico. Em
decorréncia disto tornou-se necessario averiguar se esta citocina esta elevada nos
ratos tratados com NaF.

O diabetes mellitus é uma doenga que promove alteragdes, principalmente
no metabolismo de lipideos e carboidratos. E verificou-se que dentre os elementos
quimicos, o fldor pode interferir no metabolismo de lipideos e de carboidratos
(DOST et al.,, 1977, GRUCKA-MAMCZAR et al., 2004; HANDLER et al., 1946;
RIGALLI et al., 1990, 1995; SHASHI et al., 1988). Estudo realizado em 25 pacientes
(15 a 30 anos de idade) com fluorose endémica mostrou que 40% destes tinham a

tolerancia a glicose prejudicada, porém esta anomalia foi revertida com a remocao
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do excesso do fluor (2 a 13 mgF/L) na agua consumida (TRIVEDI et al., 1993). De
La Sota et al.(1997) observaram em testes de tolerancia a glicose realizados em
argentinos residentes em areas de fluorose endémica, uma relacdo inversa entre
fluoremia e a area sob a curva da concentracdo de insulina em funcdo do tempo.
Em outro estudo, glicemias mais altas e atraso no pico plasmatico de insulina foram
observados apos o teste de tolerancia a glicose em habitantes com alta ingestéo de
F (XIE et al., 2000).

O fldor pode estar presente naturalmente na &agua. Na maioria dos
municipios brasileiros a quantidade € muito baixa, variando de 0,1 a 0,3 ppm;
entretanto em algumas fontes de cidades como Piracicaba e Pereira Barreto, no
Estado de Sdo Paulo, a concentracdo pode atingir mais de 4ppm. Deve-se notar
gque em quase todos os estados brasileiros, foram detectados pontos de
concentragdo de flior na &4gua de abastecimento publico superior a 1,0 ppm
(KRIGER, 2003). No Brasil, o primeiro municipio a implantar a fluoretacdo das
aguas de abastecimento publico foi Baixo Guandu/ES, em 31 de outubro de 1953, e
apos 52 anos do processo de fluoretacado, verificou-se reducédo de 82% nos indice
CPOD em criancas de 12 anos de idade residentes no municipio (SALIBA et al.,
2007).

O flaor é facilmente absorvido pela parede do estdmago e do intestino
delgado, e a absorcao € mais rapida com o estbmago vazio do que com a ingestao
associada a outros elementos, ou seja, substancias como calcio, magnésio e
aluminio reduzem a absor¢cdo, em funcdo da formacdo de compostos complexos
insoltveis (BUZALAF, 2008; EKSTRAND; EHRNEBO, 1979; WHITFORD, 1999).
Durante o seu trajeto no trato gastrintestinal, o fllor atravessa as membranas
celulares por difusdo passiva e alcanca a corrente sanguinea. A maior parte do flGor
absorvido € captada por tecidos calcificados e excretados pela urina (BUZALAF,
2008; WHITFORD, 1999).

O declinio da cérie dentéria verificado nas ultimas décadas, tanto em paises
industrializados quanto em paises em desenvolvimento, se deve em grande parte
ao aumento da exposicdo aos produtos fluoretados (LIMA; CURY, 2001;
BRATHALL et al., 1996). No Brasil, 60,6% dos municipios sdo abastecidos com
agua fluoretada, com cobertura de até 93,5% da populacdo no Estado de Sé&o
Paulo (ALVES et al., 2012). Cury (1989) observou que em 1988 os dentifricios

passaram a ser uma fonte significativa de flior devido a sua fluoretacdo. Além do
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mais, a partir de 1990, praticamente 100% dos dentifricios vendidos no Brasil
passaram a conter fllor na sua composi¢do. A pasta dental deve ser considerada
uma forma indireta de exposicdo sistémica ao fllor, devido a sua ingestdo por
criancas durante a escovacao dos dentes, ingerindo em média 50% do dentifricio
utilizado (LIMA; CURY, 2001; PAIVA; CURY, 2001). A associacdo de agua de
abastecimento e dentifricios fluoretados seria uma das explicagdes para o aumento
da prevaléncia da fluorose (PENDRYS et al., 1996).

A fluorose dentaria € uma alteracdo do esmalte que esta relacionada com a
ingestao excessiva e prolongada de fluoreto durante a formagédo dos dentes, ou
seja, no periodo da amelogénese (formacdo do esmalte dentario). Dessa forma,
podemos nos referir a um periodo de suscetibilidade para a fluorose dentaria. Nos
dentes permanentes, esse periodo compreende do nascimento até os 5-6 anos de
idade (BUZALAF, 2008). Thylstrup e Fejerskov (1978) observaram as
caracteristicas histopatoldgicas do esmalte fluorético e relacionaram-nas com a
aparéncia clinica da fluorose. Clinicamente a fluorose pode se apresentar de
diversas formas (desde linhas brancas na superficie do esmalte até maior perda do
esmalte, alterando a anatomia dentéria), dependendo das concentracdes e do
tempo de exposicao ao fluoreto.

Diante de uma exposicao prolongada ao fluoreto, toda a face de um mesmo
dente é afetada. Entretanto, se houve periodos de néo exposi¢céo ao fluoreto, existe
a possibilidade de ocorrerem lesdes restritas aos tercos incisais ou cervicais, em
gue o esmalte é menos espesso (BUZALAF, 2008).

Devido ao aumento da prevaléncia da fluorose dentaria, deve-se determinar
corretamente a dose apropriada para produzir 0 maximo de reducdo de carie,
porém o minimo de fluorose dentaria (PAIVA; CURY, 2001). Para tanto, foram
desenvolvidas pesquisas no intuito de determinar uma dose ideal de exposi¢cdo ao
flaor. O nivel 6timo de ingestdo de flior de forma a prevenir a carie e evitar graus
indesejaveis de fluorose dentéaria esta estimado em torno de 0,05 a 0,07 mg F/kg
p.c./dia (BURT, 1992; BUZALAF et al., 2001).

Warren et al. (2009) realizaram um estudo longitudinal em 602 criancas para
verificar a presenca de cérie e fluorose dentaria, visando estimar a dose ideal de
ingestdo de fluor a partir da dieta e do dentifricio. As informagdes foram obtidas
através de questionarios aplicados em seus pais nas idades de 6 semanas; 3, 6, 9,

12, 16, 20, 24, 28, 32 e 36 meses, e, em seguida, em 6 intervalos de meses.Os
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autores verificaram que criancas com cérie possuiam ingestdo de flior pouco
abaixo do valor médio observado de 0,05 mg F/kg p.c./dia; e que criangas com
fluorose apresentavam ingestéo de fllor pouco acima deste valor. Dessa forma, os
autores concluiram que devido a sobreposicao entre a presenca de carie e fluorose
dentéria na ingestdo média de flior observada e a grande variabilidade individual
de ingestdo de fluor, recomendar firmemente uma dose “6tima” de exposigdo ao
fldor ainda € problemaético.

Lima; Cury (2001) conduziram um estudo em criancas de 20 a 30 meses de
idade e mostraram que os dentifricios fluoretados contribuiram com 55% para a
dose total de exposicdo diaria ao flior. Estes autores mostraram que as criancas
sdo expostas a uma dose de fldor, a partir de dentifricio de, em média, 0,052 mg
F/kg p.c./ dia, o que € proximo do limite descrito acima. Entretanto, ha criancas
expostas a doses excessivamente altas (por exemplo, 0,185 mg F/kg p.c./dia). Isto
poderia estar relacionado a ingestéo de até 90% do dentifricio colocado na escova.
Pessan et al. (2003) observaram que, em criancas de 4 a 7 anos, o dentifricio foi
sua principal fonte de flaor ingerida, com percentuais de 57% e em média de 0,037
mg F/kg p.c./dia, com variabilidade de 0,000 a 0,155 mg de F/kg p.c./dia. O restante
da ingestdo de F foi pela dieta, na qual os valores foram em média 0,018 mg F/kg
p.c./dia, variando de 0,002 a 0,045 mg de F/kg p.c./dia. Estudo de Almeida et al.
(2007) realizado em criancas de 1 a 3 anos encontrou valores ainda maiores nos
valores maximos de F ingerido pelo dentifricio e pela dieta (0,401 e 0,070 mg F /kg
p.c./dia, respectivamente).

Roldi e Cury (1986) realizaram uma pesquisa com voluntarios de 20 a 30
anos de idade e observaram que apoés ingestdo de 6g de pasta de dente suspensa
em &gua destilada, os niveis na concentracdo plasmética de ion flior foram
significativos a partir de 30 minutos apos a ingestao.

Rigalli et al. (1990) constataram uma diminuicdo da secre¢do de insulina
tanto em pacientes, como em ratas, apés ingerirem 0,84 e 16,8 mg/kg p.c. de NaF,
respectivamente. Em estudos posteriores com ratos, Rigalli et al. (1995)
demonstraram que NaF difundido no plasma afeta a homeostasia da glicose
quando estiver acima de 5umol/l. E além do mais, o fluoreto ocasiona inibicdo da
glicolise (DOST et al.,, 1977) e hiperglicemia e deple¢cdo de glicogénio hepético,
muscular e baco (CHEHOUD et al., 2008; DOST et al., 1977; HANDLER et al.,
1946; SHASHI et al., 1988). Chiba et al. (2010) observaram em um estudo
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conduzido em ratos castrados, que a ingestao cronica de NaF (4,0 mg F/kg p.c./dia)
promoveu a reducdo do grau de fosforilagdo em tirosina da pp 185 em tecido
muscular, resultando na diminuicdo do sinal insulinico. Muitas destas respostas
sugerem que o fluoreto pode ocasionar resisténcia a insulina. Varios autores
correlacionaram resisténcia a insulina com a diminui¢éo do sinal insulinico (CHIBA
et al., 2010; CHOU et al., 1987; EBINA et al., 1987; KASUGA et al., 1982a; WHITE;
KAHN, 1994). Se essa correlacdo for confirmada em estudos de tratamento crénico
com NaF, reforcara a importancia de se diminuir a concentracdo de fluoreto nos
dentifricios utilizados principalmente por criancas (que geralmente ingerem altas
quantidades de pasta de dente) diabéticas, pois a ingestdo de pasta dental
contendo fldor pode levar a piora na situacdo de saude destas criancas.

No presente estudo, a dose de fldor utilizada foi calculada com base nos
valores maximos de ingestdo de F pelo dentifricio (0,155 mg F/kg p.c./dia) e pela
dieta (0,045 mg F/kg p.c./dia) descritos por Pessan et al. (2003), e corrigida, ou
seja, multiplicada por 20, de acordo com os valores de conversao determinados por
Rigalli et al. (1990). Esta dose foi utilizada baseada no estudo de Rigalli et al.
(1990), realizado em humanos e ratos, no qual observaram que era necessario
aumentar, nesta proporcdo, a dose de flior administrada nos ratos em
relacdo a administrada nos humanos para atingir um pico plasmatico similar em
ambos os modelos. E isto provavelmente deve-se a grande diferenca na taxa de
“turnover” do osso (RIGALLI et al., 1990).

Sabe-se que, em criancas, as duas grandes fontes de ingestdo de fluoreto
sao a dieta e o dentifricio (BUZALAF, 2008). Na maioria dos estudos realizados em
criangas pequenas, nos quais se estimou a ingestdo diaria total de F, o dentifricio
foi considerado como o principal colaborador na ingestao total de F (ALMEIDA et
al., 2007). Convém salientar que no presente projeto, a dose a ser utilizada foi
menor que os valores maximos de ingestao de F do trabalho publicado por Almeida
et al. (2007), no qual as doses maximas de F provenientes do dentifricio e da dieta
foram 0,401 e 0,070 mg/kg/dia, respectivamente. Esta discordancia de resultados
pode ser decorrente da diferenca entre as idades das criancas (1 a 3 anos de
idade) avaliadas no trabalho de Almeida et al. (2007) e das criancas (4 a 7 anos de
idade) do trabalho de Pessan et al. (2003), pois criangas com menor idade tendem

a ingerir mais dentifricio e leite em p6 combinado com agua. Ademais, o leite em pé
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mais a agua sdo responsaveis pela maior parte da ingestdo de F pela dieta
(ALMEIDA et al., 2007).

Kobayashi et al. (2011) verificaram em 155 criancas de 2 a 6 anos de idade a
influéncia da idade, da quantidade e do sabor do dentifricio utilizado na quantia de
dentifricio ingerido durante a escovacdo; e concluiram que todas as variaveis
testadas devem ser consideradas objetivando reduzir a quantidade de fluoreto
ingerida por criangas. Estes autores constataram que o dentifricio de sabor mais
adocicado apresentava maior percentual de ingestdo. Ademais, foi observado neste
estudo que a idade e a quantidade de dentifricio utilizado na escovacéo foram
inversamente relacionadas a quantia de dentifricio ingerido.

O presente estudo baseou-se no trabalho de Pessan et al. (2003) ao invés
dos estudos de Almeida et al. (2007), pois sabemos que o pico de incidéncia de
diabetes melitus é entre 3 e 5 anos de idade e um outro pico no inicio da
puberdade, entre os 12 e 14 anos (KAUFMAN et al., 2002).

Este estudo tem como hipbtese que esta ingestdo crbnica de flior em
excesso pode promover alteracfes na via inibitéria do sinal insulinico e na

concentracéo plasmaética de triglicérides, TNF-a, colesterol total e fracdes.
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2 OBJETIVO

Frente ao conhecimento da acdo do ion flor sobre o metabolismo de
carboidratos, tornou-se fundamental caracterizar o efeito do tratamento crénico com
NaF, em excesso, sobre: 1) o grau de fosforilacdo em serina do IRS-1, apds o
estimulo insulinico, em tecido muscular esquelético (gastrocnemius), tecido
hepatico e tecido adiposo branco periepididimal; 2) a concentracdo plasmatica de

triglicérides, TNF-a, colesterol total e fracdes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratos Wistar (32 animais) de 1 més de idade foram mantidos em ambiente
de 12/12 horas de claro e escuro (periodo claro iniciado as 7:00 horas) e
temperatura de 23 + 2° C. Antes de iniciar o tratamento com fluoreto (F) foi aferida a
concentracdo de F na racdo LABINA (Industria de racdes do Brasil LTDA, Paulinia,
Brasil). Os ratos foram castrados e apds 30 dias foram pesados e divididos
aleatoriamente em dois grupos: 1) grupo fluoreto de sédio (FN) que foi submetido
ao tratamento com NaF (4,0 mg de F /kg p.c./dia na forma de NaF) na agua de
beber e F contido na racdo comercial durante 42 dias; 2) grupo controle (CN), o
qual foi submetido ao tratamento sem NaF, mas com uma solucdo de NaCl (9,54
mg/kg p.c.) que contém a mesma quantidade de sodio em relacdo a do grupo
fluoreto de sodio. O peso corpéreo e a ingestdo de racao e hidrica foram aferidos a
cada 2 ou 3 dias. Apés 6 semanas, os ratos foram submetidos ao jejum de 14 horas
antes dos procedimentos experimentais. As solu¢cdes contendo NaF e NaCl foram
retiradas 2 horas antes do experimento com intuito de averiguar o efeito crénico do
NaF ao invés do agudo. ApGs 6 semanas, em um grupo de animais (n=6) realizou-
se a anestesia com Tiopental Sodico (Thiopentax® 3%, 5mg/ 100g p.c., i.p.), e, sob
anestesia, foi realizada a laparotomia mediana, com retirada de amostras do tecido
muscular gastrocnemius (G), hepatico (TH) e adiposo branco periepididimal (TAB)
antes e apoés (30s para o figado, 90s para o gastrocnemius e 120s para o tecido
adiposo branco periepididimal) da injecdo de 1,5 U de insulina regular (i.v. veia
porta), a fim de quantificar o grau de fosforilagdo em serina do substrato do receptor
de insulina (IRS-1), apés estimulo insulinico nestes tecidos.

Outro grupo de animais (n=10) foi anestesiado, conforme descrito acima,
realizando-se em seguida: a laparotomia mediana, com coleta de sangue pela veia
cava inferior, e as amostras de sangue foram transferidas para tubos de plastico
heparinizados e mantidas a 4°C até a centrifugacdo a 800 g (4°C, 15 minutos). O
plasma obtido foi armazenado a -70°C até o dia da quantificagdo das

concentracdes plasmaticas de colesterol, triglicérides e TNF-a..



31

Realizacao dos experimentos em ratos anestesiados

1l

Laparotomia mediana |:> 20 animais (10 ratos CN e
10 ratos FN)

12 animais (6 ratos CN JL
e 6 ratos FN)

(]

Coleta de sangue (veia

JL cava inferior)
Remog¢ao do tecido []

g Avalia¢ao da concentragao
Injecao de insulina plasmatica de TNF-alfa,

(1,5U i.v.) triglicérides e colesterol

Ll
Remoc¢ao do tecido

ugs

Avaliagao do grau de
fosforilacao do IRS-1

.

Western blotting

3.2 Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina do substrato do receptor de

insulina IRS-1

3.2.1 Preparacao das amostras

Imediatamente apds a extracdo, os tecidos foram homogeneizados em
Polytron (24000 rpm durante 10 s) em 2 mL de tampéao de extracao (Tris 100 mM
pH 7,5, EDTA 10 mM; SDS 1%; NaF 100 mM, Pirofosfato de Na 10 mM,
Ortovanadato de Na 10 mM), e mantidos em banho-maria (100 °C) durante 10 min,
transferidos para gelo, e entdo centrifugados 16000 g durante 40 min (4 °C). Do
sobrenadante foram retiradas aliquotas para determinagcdo da concentragcao
protéica pelo método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay - Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA), e para estogue em tampao de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%;
SDS 10 %; fosfato de sédio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT15%).

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

Electrophoresis”):
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A primeira etapa do Western blotting consistiu na submissao das amostras a
uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida. Através deste método, foi
possivel separar proteinas de acordo com seu peso molecular, sem que as
unidades proteicas sejam perdidas, permitindo estudos posteriores nessas fracdes
proteicas. 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: 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 resolugédo (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 aménio 0,17%; glicerol 10%). Na montagem, o gel de
resolucao ficou sob o gel de “stacking”, com orientagao vertical, num sistema de
camaras que manteve as porcdes superiores e inferiores do gel em contato com um
tampao de corrida (Tris 50 mM; glicina 375 mM; SDS 0,1%; EDTA 1,8 mM).

No gel de “stacking” foram aplicadas as amostras solubilizadas em tampao
de Laemmli. Imediatamente antes da aplicacdo, as amostras foram fervidas por 4
min. A eletroforese foi realizada em equipamento para minigel da Bio Rad (Mini-
Protean, Bio Rad Laboratories, Richmond, CA), e comecou com a corrida no gel de
“stacking” sob voltagem constante em 30 mV até que ocorresse o0 empacotamento
da amostra, o que pbéde ser observado na transicdo dos géis. Posteriormente foi
aplicada voltagem constante de 100 V para a corrida no gel de resolucao, durante
2h.

Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrdo de proteinas

de conhecidos pesos moleculares (marcadores).

e “Electrophoretic transfer”

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

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

e “Immunoblotting”
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Apbs a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de imunodetecgéo
de proteinas especificas (KRUGER; 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 - 0% de gordura) durante 2h a temperatura
ambiente, e entdo lavada com solugdo basal por trés sessdes de 10 min. Em
seguida, a membrana foi incubada em solucdo ( SB + 3% de leite desnatado)
contendo o anticorpo antifosfo-serina-IRS-1 (Upstate, New York, USA) por 4h em
temperatura ambiente. Posteriomente foram realizadas trés lavagens com solucéo
basal, e a membrana foi incubada durante 1h com segundo anticorpo contendo
peroxidase de “horseradish” (“kit” de quimioluminescéncia -ECL- Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). Novamente, foram realizadas 3
lavagens da membrana de nitrocelulose com solucao basal, com duragéo de 10 min
cada lavagem. Adicionou-se 1 ml de cada solucdo de deteccédo 1 e 2 (do kit de
ECL), e incubou-se por 1 minuto. Por fim, foi drenado o excesso de reagente e a
membrana de nitrocelulose foi exposta a filme de RX (Hyperfiim ECL— Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, England), durante 10 min a temperatura ambiente. O
filme foi processado com solucdo reveladora e reforcadora GBX (KODAK
BRASILEIRA, Sao Paulo, BR) e solucao fixadora e reforcadora GBX (KODAK
BRASILEIRA, Sdo Paulo, BR).

A intensidade dos "blots” foi avaliada por densitometria 6ptica, utilizando-se
um programa da Media Cybernetics — GEL-PRO ANALYSER - Hartland, USA.

3.3 Determinacédo da concentracédo plasmética de Colesterol Total

Este € um método enzimatico, especifico para quantificacdo de colesterol
total (Labtest Diagnostica S.A. Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).

Neste método os ésteres de colesterol sédo hidrolisados pela colesterol
esterase a colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre € oxidado pela
colesterol oxidase a colest-4-en-ona e peréxido de hidrogénio. Na presenca de
peroxidase e peréxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sao oxidados
formando um composto roseo-avermelhado (antipiriiquinonimina) que tem
absorvidade maxima de 500 nm. A intensidade da cor vermelha formada na reagéo

final & diretamente proporcional a concentragdo do colesterol na amostra.
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Para a dosagem de colesterol total foram utilizados 10uL da amostra ou de
padrdo e 1,0 mL de reagente enziméatico. Essa solug¢do foi bem homogeneizada e
colocada em banho-maria a 37°C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do
padrao foram determinadas em 500 nm acertando o zero com o branco.

Célculos
1. Colesterol (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrao) x 200
2. Fator de calibracéo = 200 + Absorbancia do Padréo
3. Colesterol (mg/dL) = Fator x Absorbancia do Teste
4. Colesterol (mmol/L) = mg/dL x 0,0259

3.4 Determinacao da concentracdo plasméatica do Colesterol HDL

Este € um método enzimatico, especifico para quantificacdo de colesterol
HDL (Labtest Diagnostica S.A. Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). O conjunto
Colesterol HDL é um sistema que se destina a separacdo do colesterol ligado a
fracdo HDL no plasma sanguineo. A mistura acido fosfotingstico/cloreto de
magneésio precipita 0os quilomicrons, as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
muito baixa densidade (VLDL) sem alterar a solubilidade das lipoproteinas de alta
densidade (HDL). Apo6s centrifugacdo, recolhe-se o liquido sobrenadante que
contém a fracdo HDL cujo contetdo em colesterol (Colesterol HDL) é determinado
enzimaticamente.
Para a dosagem de HDL foram utilizados 100uL da amostra ou de padréo e 1,0 mL
de reagente de cor. Essa solucédo foi bem homogeneizada e colocada em banho-
maria a 37°C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do padréo foram
determinadas em 500 nm acertando o zero com o branco.
Célculos

1. Colesterol HDL (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbéancia do

Padrao) x 40*
2. Fator de calibracdo = 40 + Absorbancia do Padréao
3. Colesterol HDL (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator

3.5 Determinacao da concentracdo plasmatica dos triglicérides
Este é um método enzimatico, especifico para quantificacdo de triglicérides
(Labtest Diagndstica S.A. Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).
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No presente método, os triglicérides do plasma séo hidrolisados pela lipase
lipoproteica produzindo glicerol livre. Este é fosforilado pela glicerol quinase, cujo
produto sofre a acdo da glicerol-P-oxidase, a qual, em presenca de oxigénio, produz
peréxido de hidrogénio. Este, sob a acdo da peroxidase em presenca de um
reagente fendlico (p-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto roseo-
avermelhado (quinoneimina), com méaximo de absorbancia em 505 nm.

Para a dosagem dos triglicérides, foram utilizados 10uL da amostra ou de
padrdao e 1,0 mL de reagente de cor. Essa solucdo foi bem homogeneizada e
colocada em banho-maria a 37°C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do
padrao foram determinadas em 505 nm acertando o zero com o branco.

Célculos
1. Triglicérides (mg/dl) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrao) x200
2. Fator de calibragéo = 200 + Absorbancia do Padréo
3. Triglicérides (mg/dl) = Absorbancia do Teste x Fator
4. Triglicérides (mmol/L) = mg/dL x 0,0113

3.6 Determinacdo da concentracédo plasmatica do LDL e VLDL
Os valores do colesterol VLDL e colesterol LDL foram obtidos pela equacao
de Friedewald et al. (1972):
VLDL (mg/dl) = (Triglicérides (mg/dl)/ 5)
LDL (mg/dl) = Colesterol total — (Colesterol HDL + Colesterol VLDL)

3.7 Determinacao da concentracdo plasmatica de TNF-a

A concentracdo (pg/mL) do TNF-a plasmatico (eBioscience, USA) foi
determinada pelo método de ELISA - enzima imunoensaio. No Kit para dosagem de
TNF-a (0 qual ndo contém placas com anticorpo especifico) os 96 pocos foram
recobertos e incubados com anticorpo anti TNF-a diluido em tampéo de fosfato de
célcio, durante 15-18h a 4°C. Ap6s esse tempo de incubacéo, a placa foi lavada com
PBS, contendo 0,5% de Tween 20 e incubada com solugcdo bloqueadora (PBS
contendo 1% de BSA) durante 1 hora, em temperatura ambiente. A placa, entéo, foi
lavada e logo a seguir, incubada com os padrbes e as amostras de plasma durante

2h em temperatura ambiente. ApOs este periodo, a placa foi lavada e incubada com
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anticorpo biotinilado por 1h & 25°C. Lavou-se a placa, adicionou-se o conjugado
Streptavidina-HRP e submeteu-se & agitacéo (300 rpm) durante 30 min & 25°C. A
placa foi lavada e incubada com a solucdo de substrato (Tetrametilbenzidina)
durante 10 min a 15 min. Adicionou-se o tampéao “stop” para interromper a reagao de
coloragéo. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro ajustado para o comprimento
de onda de 450nm.

3.8 Andlise estatistica

1) Para avaliacdo do peso corporeo, da ingestédo hidrica, da ingestédo de racédo e
do grau de fosforilacdo em serina do IRS-1, as andlises estatisticas foram realizadas
por analise de variancia (ANOVA) a dois critérios (para avaliacdo do peso corporeo,
da ingestdo hidrica, da ingestdo de racdo: tempo e grupo; para afericdo da
fosforilacdo em serina do IRS-1: estimulo insulinico e grupo), seguida pelo teste de
Tukey, quando a andlise de variancia sugeriu uma diferenca significativa entre os
grupos (p <0,05).

2) Para a analise das concentracdes plasméaticas de TNF-a, triglicérides,
colesterol total e fracBes, as andlises estatisticas foram realizadas pelo teste t de
Student. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Todos os valores foram apresentados como média + EPM.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso corporeo (9)
Os resultados do peso corporal dos grupos CN e FN, do inicio aos 42 dias de
observacédo, estédo ilustrados na Figura 1. Neste parametro ndo houve diferenca

estatistica entre os dois grupos durante esse periodo.
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FIGURA 1- Peso corpdreo (g) de ratos castrados do grupo controle (CN) e do
grupo fluoreto de sddio (FN), que foi submetido ao tratamento com NaF
administrado na agua de beber e F contido na racdo comercial (total de F
inferido: 4,0 mg de F /kg p.c./dia na forma de NaF) durante 42 dias. Os valores

séo apresentados como média + EPM de 16 (CN) e 16 (FN) animais.
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4.2 Ingestao alimentar (g9)

A média da ingestdo alimentar diaria, por animal, avaliada (a cada 2 dias,
totalizando 21 afericdes ao longo de 42 dias) e resumida na Figura 2, mostrou que
ndo houve diferenca estatistica entre os dois grupos durante esse periodo, exceto
na 152 afericdo, na qual observou-se que o grupo CN ingeriu mais racao em relagao
ao grupo FN.
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FIGURA 2- Média da ingestdo alimentar diaria de ratos castrados do grupo
controle (CN) e do grupo fluoreto de sédio (FN), que foi submetido ao tratamento
com NaF administrado na agua de beber e F contido na racdo comercial (total de
F inferido: 4,0 mg de F /kg p.c./dia na forma de NaF) durante 42 dias. Os valores
sdo apresentados como média + EPM de 16 (FN) e 16 (FN) animais. *p<0,05
FN vs. CN
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4.3 Ingestéao hidrica (mL)

A média da ingestdo hidrica diaria, por animal, avaliada (a cada 2 dias,
totalizando 21 afericdes ao longo de 42 dias) e resumida na Figura 3, mostrou que

ndo houve diferenca estatistica entre os dois grupos durante esse periodo.
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FIGURA 3- Média da ingestéo hidrica diaria de ratos castrados do grupo controle
(CN) e do grupo fluoreto de sddio (FN), que foi submetido ao tratamento com
NaF administrado na agua de beber e F contido na ragdo comercial (total de F
inferido: 4,0 mg de F /kg p.c./dia na forma de NaF) durante 42 dias. Os valores

séo apresentados como média + EPM de 16 (FN) e 16 (FN) animais.
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4.4 Avaliacdo do grau de fosforilagcdo em serina do substrato 1 do receptor de
insulina (IRS-1) em musculo gastrocnémio

Na figura 4A, pode ser vista a imagem de uma autorradiografia tipica
referente ao grau de fosforilacdo em serina do IRS-1, antes e apdés o estimulo
insulinico, no tecido muscular esquelético (gastrocnémio). A figura 4B mostra 0s
resultados correspondentes a média de 6 experimentos, expressos em unidades
arbitrarias por pug de proteina amostrada. Comparando-se os dois grupos (CN e FN)
observou-se que apds o estimulo insulinico ndo houve diferencas significativas na

fosforilacdo em serina do IRS-1.
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FIGURA 4- Efeito do estimulo insulinico sobre o grau de fosforilagdo em serina do
substrato 1 do receptor de insulina no tecido muscular gastrocnémio do grupo
controle (CN) e do grupo fluoreto de sédio (FN), que foi submetido ao tratamento
com NaF administrado na agua de beber e F contido na racdo comercial (total de
F inferido: 4,0 mg de F /kg p.c./dia na forma de NaF) durante 42 dias. Em A,
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas ao SDS-
PAGE (185ug). Em B, valores do grau de fosforilagdo em serina, expressos em
unidades arbitrarias, sdo apresentados como média + EPM de 6 experimentos.



41

4.5 Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina do substrato 1 do receptor de
insulina (IRS-1) em tecido adiposo branco

A figura 5A, mostra uma autorradiografia tipica referente ao grau de
fosforilacdo em serina do IRS-1, antes e apd6s o estimulo insulinico, no tecido
adiposo branco periepididimal. A figura 5B mostra os resultados expressos em
unidades arbitrarias por ug de proteina amostrada e representam a média de 6
diferentes experimentos. Conforme visto na Figura 2, apds o estimulo insulinico,
constatou-se aumento significativo (p< 0,05) no grau de fosforilacdo em serina do

IRS-1 no grupo FN em comparacéo ao CN.
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FIGURA 5- Efeito do estimulo insulinico sobre o grau de fosforilagdo em serina
do substrato 1 do receptor de insulina, no tecido adiposo branco periepididimal
do grupo controle (CN) e do grupo fluoreto de sédio (FN), que foi submetido ao
tratamento com NaF administrado na agua de beber e F contido na racéo
comercial (total de F inferido: 4,0 mg de F /kg p.c./dia na forma de NaF) durante
42 dias.Em A, auto-radiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram
submetidas ao SDS-PAGE (185ug). Em B, valores do grau de fosforilagdo em
serina, expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados como média + EPM
de 6 experimentos.

#P<0,05 FN (+) vs. CN (+).
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4.6 Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina do substrato 1 do receptor de
insulina (IRS-1) em tecido hepético

A figura 6A, mostra uma autorradiografia tipica referente ao grau de
fosforilacdo em serina do IRS-1, antes e apO0s o estimulo insulinico, no tecido
hepatico. A figura 6B mostra os resultados expressos em unidades arbitrarias por ug
de proteina amostrada e representam a média de 6 diferentes experimentos. Na
Figura 6, verifica-se que nao houve diferencas no grau de fosforilacdo em serina

entre os dois grupos (CN e FN) apés estimulacdo hormonal.
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FIGURA 6- Efeito do estimulo insulinico sobre o grau de fosforilacdo em serina
do substrato 1 do receptor de insulina, no tecido hepatico grupo controle (CN) e
do grupo fluoreto de sédio (FN), que foi submetido ao tratamento com NaF
administrado na agua de beber e F contido na racdo comercial (total de F
inferido: 4,0 mg de F /kg p.c./dia na forma de NaF) durante 42 dias. Em A,
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas ao
SDS-PAGE (185pg). Em B, valores do grau de fosforilagdo em serina,
expressos em unidades arbitrarias, sédo apresentados como média + EPM de 6
experimentos.
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4.7 Avaliacdo da concentracdo plasmatica de TNF-a, triglicérides, colesterol
total, colesterol HDL, colesterol LDL e colesterol VLDL

Conforme observado na Tabela 1, os ratos tratados cronicamente com NaF
apresentaram um aumento significativo na concentracdo plasmatica de TNF-q,
colesterol total e colesterol VLDL em relacdo ao grupo controle. Entretanto, néo
houve diferenca na concentracdo plasmatica de colesterol HDL e colesterol LDL
entre 0S grupos.
Tabela 1 - Concentracdo plasmética de TNF-q, triglicérides, colesterol total,

colesterol HDL, colesterol LDL e colesterol VLDL de ratos controle (CN) e de
ratos tratados cronicamente com NaF (FN)

Parametro CN Grupo EN
TNF-a (pg/mL) 7,183 + 0,09 7,842 + 0,08*
Triglicérides (mg/dl) 30,65 + 3,6 46,93 + 2,7*
Colesterol total (mg/dl) 76,15+ 2,11 87,02 + 4,164*
Colesterol HDL (mg/dl) 354+0,85 356+0,5
Colesterol LDL (mg/dl) 36,35+ 2,84 33,13 +4,19
Colesterol VLDL (mg/dl) 6,13+0,72 9,39 + 0,54*

Valores expressos como média + EPM, n=10. * p<0,05 comparado ao controle
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5 DISCUSSAO

A ingestao cronica de NaF promoveu dislipidemia e aumento na concentracao
plasmatica de TNF-a e estas alteragcbes podem promover resisténcia a insulina
(CHIBA et al., 2012).

A resisténcia a insulina € um mecanismo chave na fisiopatologia do diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), assim como de suas alteracfes degenerativas. A investigacao
das alteragcbes do mecanismo de acdo da insulina presentes na resisténcia a este
hormoénio representa um passo importante na busca de mecanismos preventivos
e/ou curativos para o DM2 (SUMIDA et al., 2000).

Em mamiferos, a insulina é o principal horménio no controle da glicemia,
estimulando a utilizacdo de glicose nos tecidos muscular e adiposo, e no tecido
hepético, inibindo gliconeogénese e a glicogendlise e estimulando a sintese de
glicogénio. Este horménio age também modificando a expressdo ou atividade de
uma série de enzimas e sistemas de transporte. Além disso, como a insulina é um
hormdnio anabdlico, estimula a sintese de triacilglicerol e proteinas, assim como a
captacdo de lipideos circulantes e aminoacidos, promovendo assim o
armazenamento de substratos e o crescimento celular (KAHN et al., 2009).

Segundo Cesaretti e Kohlmann (2006), resisténcia a insulina € uma condicao
genética ou adquirida, na qual concentracdes fisiologicas de insulina provocam uma
resposta bioldgica subnormal, como por exemplo, diminuicdo na captacéo de glicose
pelas células, especialmente nas musculares e adiposas. Em consequéncia da
menor captacdo de glicose, torna-se necessaria uma maior producédo de insulina
pelo pancreas, para a manutencao dos niveis glicémicos normais, aumentando-se,
desta forma, os niveis circulantes de insulina e, portanto, a situacéo de resisténcia a

ela se faz acompanhada de hiperinsulinemia.
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Na maioria das vezes, o termo resisténcia a insulina € empregado tendo-se
como referéncia o controle glicémico, refletindo um efeito inadequado da insulina na
homeostase da glicose. No entanto, a insulina tem acdes pleiotropicas, modulando
diversas funcdes celulares, como por exemplo, o metabolismo de lipideos e
proteinas, o transporte de ions e aminoacidos, a proliferacdo e o ciclo celular, a
diferenciacdo celular, apoptose e a sintese de Oxido nitrico (NO) (CARVALHO-
FILHO et al., 2007). Assim, em situacdes de resisténcia a insulina, ndo se deve
considerar apenas o0 metabolismo de glicose, mas sim toda a gama de acdes
metabdlicas e de crescimento da insulina. Segundo Carvalho-Filho et al. (2007)
deve-se considerar, também, que a resisténcia a insulina pode afetar essas funcbes
de forma heterogénea.

Essa resisténcia hormonal ainda pode ser dividida em estados nos quais ha
desvio para a direita na dose-resposta do hormdnio, mas a resposta maxima
permanece normal (sensibilidade diminuida a insulina), ou estados em que a dose-
resposta estd normal, mas a resposta maxima estd diminuida (responsividade
diminuida), ou uma combinagdo dos dois. Esta resisténcia hormonal é
extremamente comum, ocorrendo tanto em estados de doencas como o diabetes
tipo 2, obesidade, hipertensdo, doenca ovariana policistica e uma variedade de
sindromes genéticas, quanto em condi¢des fisiolégicas como puberdade e gestacéo
(KAHN et al.,, 2009; REUSCH, 2002; TAYLOR et al., 1998). Diferentes estados
metabalicos alterados, tais como elevacao persistente de glicose circulante, insulina,
acidos graxos e citocinas, podem levar a resisténcia a insulina periférica,
considerada a caracteristica fisiopatoldégica mais importante em muitos estados pre-
diabéticos (CUSI et al., 2000; PESSIN; SALTIEL, 2000). A resisténcia a insulina

também esta presente em muitos estados de estresse, em associacdo com a
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infeccdo e secundaria ao tratamento com uma variedade de drogas, particularmente
o glicocorticéides (KAHN et al., 2009).

Segundo Kahn et al. (2009), de uma perspectiva molecular, a resisténcia
insulinica pode ocorrer em varios niveis: 1) pré-receptor - é rara hoje em dia, mas
antigamente era exemplificado por pacientes com altos niveis de anticorpos
circulantes contra insulina, que bloqueavam a ligacdo do ligante a seu receptor; 2)
receptor - pode resultar de alteracBes genéticas na expressao do receptor ou sua
estrutura, como alteracGes na atividade do receptor devido a fosforilagdo em serina;
3) pbs-receptor - pode ocorrer em quase todos os locais, em uma das vias comuns
ou ramificadas da sinalizacao insulinica.

Nos estados mais comuns de resisténcia a insulina, parece haver defeitos em
varios niveis. Por exemplo, no diabetes tipo 2 ha reducdo na concentracdo do
receptor, na atividade quinase do receptor, na concentracdo e fosforilacdo de IRS-1
e IRS-2, na atividade da PI3-quinase e na translocacéao do transportador de glicose,
bem como em defeitos na atividade das enzimas intracelulares (CARO et al., 1989;
CUSI et al., 2000; KAHN et al., 2009). Fato curioso no diabetes tipo 2, € que parece
nao haver uma reducdo na acdo da insulina na via da MAP quinase. Esse blogueio
da via da PI3-quinase com uma sinalizacdo continuada da MAP quinase pode ser
responsavel por alguns dos efeitos prejudiciais da hiperinsulinemia.

Nos ultimos anos, um aumento da incidéncia diabetes mellitus (DM) vem
ocorrendo, com tendéncia de crescimento em diversos paises do mundo (MOKDAD
et al., 2000; SCHAAN, 2003). As complicagcbes do DM, tanto micro como
macrovasculares, sdo consideradas como uma das maiores ameacas a saude em
todo mundo, com imensos custos econdmicos e sociais (GEORG et al., 2005;

VERROTI et al., 2003).
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A doenca cardiovascular é responsavel por até 80% das mortes em individuos
com DM (SCHAAN, 2003; MOORADIAN, 2009; KUMAR et al., 2011; AVRAMOGLU
et al., 2006). De fato, o risco relativo de morte por eventos cardiovasculares ajustado
para a idade em diabéticos € 3 vezes maior do que da populacdo em geral
(STAMLER et al., 1993).

As razbes para a aterosclerose acelerada manifestada com DM ainda n&o sao
completamente compreendidas, tendo sido sugeridos como mecanismos provaveis
os efeitos toxicos diretos da glicose sobre a vasculatura, a resisténcia a insulina e a
associacdo do DM a outros fatores de risco (HAFFNER et al., 1998). O aumento de
glicose intracelular € o principal determinante do dano tecidual causado pelo DM,
dano este que pode ser reversivel quando restaurada a condi¢cdo de normoglicemia,
ou irreversivel, mesmo que revertida a hiperglicemia, pois originou de alteracdes
acumulativas em macromoléculas de vida longa (NISHIKAWA et al., 2000).

Hiperglicemia também ocorre por tratamento agudo ou prolongado com altas
doses de fluoreto de sodio (APPLETON, 1995; GRUCKA-MAMCZAR et al., 2004;
RIGALLI et al., 1990, 1995; SAKURAI et al., 1993) evidenciando que a homeostase
da glicose sofre influéncia do NaF e esta alteracdo é similar a do observado em
diabetes mellitus.

O mecanismo pelo qual NaF induz hiperglicemia pode envolver um ou mais
fatores, tais como, a) aumento na glicogendlise devido ao aumento de AMPc
(ALLMANN; KLEINER, 1980); b) incremento na liberagcéo de adrenalina (ALLMANN;
KLEINER, 1980; MCGOWN; SUTTIE, 1977; c) ativacdo ou inibicdo de certas
enzimas (ALLMANN & KLEINER, 1980); d) reducdo na secrecédo de insulina que
provavelmente aumenta a taxa de glicogendlise e gliconeogénese e diminui a taxa

de glicdlise e sintese de glicogénio (RIGALLI et al., 1990).
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Reconhecendo a influéncia do NaF sobre o processo de homeostase da
glicose, tornou-se importante a realizacdo de estudos para averiguacdo dos métodos
de utilizac&o do fluoreto e suas consequéncias sobre 0 organismo.

Menoyo et al. (2008) observaram um aumento de resisténcia a insulina apés
uma unica dose de NaF (16,8 mg/kg p.c.). Entretanto, Chehoud et al. (2008)
demonstraram que o tratamento agudo com NaF (3,1 mg NaF/kg p.c.) néo
ocasionou alteracdo na sensibilidade a insulina. Esta discordancia de resultados
destes dois ultimos estudos pode ser resultante da diferenca na dose de NaF
utilizada.

Chiba et al. (2012) observaram que o grupo FN apresentou, apds estimulo
insulinico, uma diminuicdo no grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do
receptor de insulina (pp185) no tecido adiposo branco periepididimal (TAB), em
relacdo ao grupo CN. Este decréscimo no grau de fosforilacdo em tirosina da pp185
detectado neste tecido pode ser decorrente do aumento no grau de fosforilagdo em
serina do IRS-1 no TAB.

Como foi mencionado anteriomente, a fosforilagdo em tirosina de receptor
de insulina é importante para a sinalizacdo insulinica. A ativacdo do receptor de
insulina é altamente regulada, e alteracfes nesta ativagcdo podem promover grandes
consequéncias metabdlicas (FROJDO et al., 2009; TANIGUCHI et al, 2006).
Diminuicdo na atividade do receptor € uma caracteristica comum em quadros de
resisténcia a insulina, como DM2 e obesidade. Um aumento na fosforilacdo em
serina de IRS-1 leva a menor fosforilagdo em tirosina de IR e IRS, ocasionando
inibicdo do sinal insulinico. A inibicdo do sinal pode ser também devida a outros
fatores, como a uma maior atividade de proteinas tirosinas fosfatases, como PTP1B.

Esta fosfatase interage diretamente com o receptor de insulina e desfosforila,
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importantes residuos tirosina, portanto, reduzindo sua atividade. Camundongos
knockout para PTP1B tém aumento da fosforilacdo em tirosina do receptor de
insulina e das proteinas IRS no musculo; consequentemente apresentam aumento
da sensibilidade a insulina (ELCHEBLY et al., 1999). Outras proteinas também
podem diminuir a funcdo do receptor de insulina bloqueando sua interacdo com
proteinas IRS ou modificando sua atividade quinase, tais como supressores da
sinalizacao de citocinas (SOCS1 e SOCS3), proteina 10 ligada a receptor de fator de
crescimento (Grb10) e glicoproteina-1 de membrana plasmatica celular (PC1).

Estudos in vitro de Vidals et al. (1993, 1997), em receptores de insulina
isolados de tecido muscular de ratos e placenta humana, demonstraram que o
fluoreto induziu uma diminuicdo na autofosforilagdo induzida por insulina e
fosforilacdo dos substratos exégenos usados. Entretanto, Chehoud et al. (2008),
utilizando uma dose menor, observaram que o tratamento agudo in vivo com NaF
nao induziu alteracdo significativa no grau de fosforilacdo da pp185, ap6s o estimulo
insulinico, tanto no gastrocnémio como no adiposo branco.

ApoGs a estimulacdo insulinica, o receptor fosforila diretamente as proteinas
IRS. Esta fosforilagdo em tirosina destas proteinas cria sitios de reconhecimento
para moléculas contendo dominios com homologia a SRC 2 (SH2). As proteinas
SH2 que se ligam as proteinas IRS fosforiladas s&o divididas em duas categorias
principais. As mais bem estudadas s&o as moléculas adaptadoras, como a
subunidade regulatéria da Pl 3-quinase ou a molécula GrB2, que se associa com a
SOS para ativar a via da proteina quinase ativada por Ras-mitogeno (MAP)
(CHEATHAM; KAHN, 1995; JHUN et al., 1994; SALTIEL et al., 2001; SKOLNIK et

al., 1993). A outra categoria importante de proteinas que se liga as proteinas IRS
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sao as enzimas, como a fosfotirosina fosfatase SHP2 (CASE et al., 1994; KUHNE et
al., 1993) e as tirosinas quinases citoplasmaticas, como FYN (KAHN et al., 2009).

As funcdes fisiologicas do IRS-1/2 foram estabelecidas através da producao
de camundongos sem o0s genes que codificam o IRS-1 e IRS-2 (camundongos
knockout para IRS-1 e IRS-2). O camundongo que ndo expressa IRS-1 apresenta
retardo de crescimento, resisténcia a insulina, primariamente no musculo e na
gordura, mas ndo € hiperglicEmico (ARAKI et al.,, 1994; FONSECA et al., 1998;
YAMAUCHI et al., 1996). Foi demonstrado que o IRS-2 poderia compensar
parcialmente a auséncia de IRS-1, o que explicaria o fenotipo de resisténcia a
insulina sem hiperglicemia do camundongo knockout de IRS-1. O camundongo que
nao expressa o IRS-2 foi gerado (WITHERS et al.,, 1998) e também apresenta
resisténcia a insulina, mas primariamente no figado, e hiperglicemia acentuada
devido a diversas anormalidades na acao da insulina nos tecidos periféricos e a
faléncia da atividade secretodria das células B, acompanhada de redugéo significativa
da massa de células B pancreaticas (KUBOTA et al., 2000; WITHERS et al., 1998;).
Em contraste, camundongos knockout para o IRS-3 tém crescimento e
metabolismos normais, enquanto os camundongos knockout para o IRS-4 exibem
anormalidades minimas na toleradncia a insulina (FANTIN et al., 2000; LIU et al.,
1999;).

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode ser
fosforilado em serina, 0 que atenua a transmissao do sinal através da diminuicdo da
capacidade do receptor em se fosforilar em tirosina apés estimulo com insulina
(HOTAMISLIGIL et al.,, 1996). Essas fosforilagbes inibitérias causam feedback
negativo na sinalizacdo insulinica e podem provocar resisténcia a insulina

(CARVALHEIRA et al., 2002a). Estudos indicam que a resisténcia a insulina induzida



51

pela obesidade pode ser decorrente da ativacdo sequencial da proteina quinase C
(PKC) e da quinase inibidora do fator nuclear kp (IKKB) (KIM et al., 2001; YUAN et
al., 2001). Recentemente foi demonstrado que o TNF-a ativa a SK6 (p70S6k- uma
serina quinase), através do IKKB, e que SK6 fosforila diretamente o IRS-1 em
multiplos residuos de serina para inibir a sinalizacéo insulinica (ZHANG et al., 2008).

Os resultados do presente estudo demonstraram que nao houve alteracdo no
grau de fosforilacdo em serina no tecido muscular. Embora ndo tenhamos
encontrado alteracdo no grau de fosforilacdo em serina no musculo, estudos
anteriores realizados em nosso laboratério demonstraram diminuicdo no grau de
fosforilacdo em tirosina neste tecido em ratos tratados cronicamente com NaF,
guando comparados ao grupo-controle (CHIBA et al., 2010).

Um fator importante que pode regular negativamente o sinal insulinico é a
PTP1B relacionada a desfosforilacédo da tirosina (BENITO, 2011; NIETO-VAZQUEZ,
et. al., 2008). Estudos conduzidos em ratos demonstraram que a atividade elevada
da PTP1B pode induzir desfosforilacdo em tirosina do IR e IRS-1, resultando em
defeitos na transducdo do sinal insulinico e, assim, ocasionando resisténcia a
insulina (DADKE et al., 2000). Portanto, pode-se aventar que a diminuicdo da
fosforilacdo em tirosina da ppl85 em musculo gastrocnémio dos animais tratados
cronicamente com NaF possa ser decorrente de um aumento da atividade de PTP1B
neste tecido, ou também pela atuacdo de outras proteinas que podem diminuir a
funcdo do receptor de insulina, bloqueando sua interacdo com proteinas IRS ou
modificando sua atividade quinase, tais como glicoproteina-1 de membrana
plasmatica celular (PC1), proteina ligada a receptor de fator de crescimento 10

(Grb10) e 14 (Grbl4) supressores da sinalizacdo de citocinas (SOCS1 e SOCS3)
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(COONEY et al., 2004; MADDUX; GOLDFINE, 2000; MORRIONE, 2000; UEKI et al.,
2004).

No tecido hepatico, ndo foi observada alteracdo no grau de fosforilacdo em
serina (IRS-1). Este achado, esta de acordo com estudos anteriores (Chiba et al.,
2010) que demonstraram que o tratamento crénico com NaF (na dose de 4,0 mg de
F /kg p.c./dia) ndo promove qualquer alteracdo no grau de fosforilagdo em tirosina do
substrato do receptor de insulina (pp185 — IRS1/ IRS2) no tecido hepatico de ratos
castrados. Em vista disto, pode-se concluir que o tratamento crénico com NaF nao
interfere no sinal insulinico em tecido hepatico.

Cho et al. (2006) a partir de estudos realizados com modelos de resisténcia a
insulina, como os ratos transgénicos (TG) com excesso cronico de horménio de
crescimento sugerem que o tecido hepatico de ratos TG podem compensar a
resisténcia a insulina encontrada em tecido adiposo e muscular para prevenir a
hiperglicemia. Recentemente, o tecido hepético tem mostrado ser importante na
manutencdo da homeostase lipidica e glicidica em ratos knockout para GLUT4
musculo-especificos (KOTANI et al., 2004). Estes achados sugerem que 0 prejuizo
na regulacéo glicidica dependente da insulina provocada pelo excesso cronico de
horménio de crescimento nos tecidos adiposo e muscular, € compensado pela
regulacéo da glicose no figado e que a sinalizacédo da insulina através da IRS-2 no
tecido hepatico, em condi¢cdes de excesso de hormonio de crescimento, promove
aumento na sintese de lipidio e glicogénio, resultando no acumulo dos mesmos no
figado.

Por outro lado, foi constatado que no tecido adiposo branco periepididimal
ocorreu um aumento da fosforilacdo em serina do IRS-1. Esta resposta esta de

acordo com o resultado de estudos anteriores nos quais foi observada diminuicédo
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significativa, apOs estimulo insulinico, no grau de fosforilacdo em tirosina do
substrato do receptor de insulina (pp185) no tecido adiposo branco periepididimal de
ratos tratados cronicamente com NaF (CHIBA et al,. 2012).

O aumento na concentracdo plasmatica de TNF-a verificado no presente
estudo pode ter causado o aumento no grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 no
tecido adiposo branco dos ratos tratados cronicamente com NaF.

Estes resultados estdo de acordo com estudos que sugerem que o TNF-a
pode alterar a transmissédo do sinal insulinico através de um aumento do grau da
fosforilacdo em serina do IRS-1 e, possivelmente, de outras proteinas IRS
(FEINSTEIN et al. 1993; HOTAMISLIGIL et al. 1996, 1994; KRODER et al. 1996).
Resultados similares também foram observados em estudos in vitro conduzidos por
Lumeng et al.(2007), que demonstraram que o TNF-a pode bloquear a agédo da
insulina nos adipécitos, alterando a expressao de proteinas transportadoras de
glicose. Ao examinar a sinalizacdo insulinica em adipdcitos sob a influéncia de
fatores derivados de macréfagos, estes pesquisadores identificaram uma diminuicédo
no grau de fosforilagdo em tirosina do IRS e uma moderada redugéo na fosforilagéo
da Akt. Essas alteracbes foram parcialmente restauradas apoOs tratamento com
anticorpos anti-TNF-a.

Uysal et al. (1997) em estudos realizados em ratos com producao deficiente
de TNF-a demonstraram que estes animais apresentaram sensibilidade a insulina
significativamente aumentada, mesmo quando submetidos a uma dieta rica em
gordura. Este fato indica que na auséncia de TNF-q, a capacidade de sinalizacao do
receptor de insulina nos tecidos adiposo branco e muscular é significativamente
protegida dos efeitos da obesidade induzida. Além disso, Veledo et al. (2009),

observaram que o tratamento crénico com TNF-a induz a fosforilagdo em serina do
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IRS-1 e uma diminuicdo na fosforilacdo em tirosina, estimulada por insulina, desta
mesma proteina em adipocitos viscerais humanos. Esta inducdo é dependente da
JNK1/2 , sugerindo que ativacdo da JNK1/2 esta envolvida na fosforilacdo em serina
do IRS-1 e, consequentemente, na resisténcia a insulina e captacéo de glicose. Os
resultados do presente estudo, reforcados por estes achados anteriores, indicam
gue o TNF-a pode contribuir significativamente para a atenuagéao da acao da insulina
e desenvolvimento de resisténcia a insulina.

A andlise da literatura revela que os individuos diabéticos apresentam
alteracdes nas concentracfes séricas de colesterol e triglicérides. A partir desta
consideracao, realizamos analises sorolégicas da colesterolemia e triacilgliceridemia.
Nossos resultados mostraram aumento nos niveis de colesterol total, VLDL, e
triglicérides no grupo FN em relacdo ao grupo CN. Entretanto ndo observamos
alteracéo nos niveis de colesterol HDL e LDL (tabela 1).

Essas alteracdes nos niveis de colesterol encontrados nos animais FN podem
ter relacdo com a resisténcia a insulina neles encontrada. Pihlajamaki et al. (2004)
associaram a resisténcia a insulina com o aumento da sintese de colesterol e
diminuicdo da absorcéo de colesterol.

Em pacientes com dislipidemia diabética, a resisténcia a insulina parece
contribuir direta ou indiretamente com a ocorréncia de anormalidades lipidicas
plasmaticas, que incluem hipertrigliceridemia e altos niveis de colesterol LDL
(MOORADIAN, 2009).

A dislipidemia metabdlica € uma complicagdo comum na resisténcia a
insulina e no DM2 e acredita-se ser exacerbada pela obesidade, bem como por
numerosos fatores ambientais prejudiciais, tais como uma dieta rica em gordura e

estilo de vida sedentario. A dislipidemia acompanhada de resisténcia a insulina é
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caracterizada por alteracbes que incluem diminuicdes nos niveis plasmaticos de
HDL com elevacéo plasméatica de AGL e triglicerideos (AVRAMOGLU et al., 2006).

Kumar et al. (2011) demonstraram que o nivel de citocinas proéinflamatorias,
como o TNF-a foi maior em pessoas diabéticas do que em nao-diabéticas, sendo
gue o nivel delas foi maior no tecido adiposo visceral que secreta estas citocinas, as
quais possuem papel crucial na inflamacéo, resisténcia a insulina e doencas
cardiovasculares. Também demonstraram anormalidades do perfil lipidico nos
individuos diabéticos, como por exemplo, diminui¢cdo do nivel de HDL e aumento dos
niveis de colesterol total, triglicérides, LDL e VLDL com alta resisténcia a insulina.
Semelhantemente, nosso estudo demostrou aumento de TNF-a, colesterol total,
triglicérides e colesterol LDL em ratos FN. Essa dislipidemia encontrada no grupo
FN podem ser devido a resisténcia a insulina e ao aumento plasmatico de TNF-a
nesses animais. Acredita-se que a resisténcia a insulina, um estado de diminuicao
da resposta a mesma, é a chave patologica priméaria que leva a disfuncdo das
células B do péncreas e contribui para a progressdao de DM2. Este defeito é
acompanhado por aumento compensatorio na secregao de insulina pelas células 3
pancreaticas para manter a euglicemia. A continua resisténcia a insulina provoca
esgotamento das células B pancreaticas diminuindo a secregdo de insulina,
resultando em hiperglicemia e desenvolvimento de diabetes (KUMAR et al., 2011).
Ademais, Lu et al.(2011) demonstraram que a elevagao intracelular de colesterol
induz apoptose de células B pancreaticas através da geracdo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativagdo da p38 MAPK.

O reconhecimento da influéncia do NaF sobre o processo de homeostase da
glicose, observado em estudos anteriores, reforca a importancia da realizacdo de

pesquisas para averiguacdo dos métodos de utilizacdo do fluoreto e suas
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consequéncias sobre o organismo. Em nosso estudo, observamos que o tratamento
cronico com NaF (com dose baseada em valores maximos de ingestdo de F pelo
dentifricio e pela dieta de crianca em torno de 4-7 anos) promoveu aumento
significativo no grau de fosforilacdo em serina do substrato do receptor de insulina
(IRS-1) no tecido adiposo branco. Convém salientar que esta dose utilizada foi bem
acima da preconizada (0,05 a 0,07 mg/F/dia/kg) por Burt (1992), para evitar graus
indesejaveis de fluorose dentaria.

Como citado anteriormente, o fluoreto, ministrado em doses adequadas, tem
sido usado de diversas maneiras na prevencao da céarie dental. Entre os varios
métodos de utilizacdo do fluor, o uso do dentifricio fluoretado associado a
fluoretacdo da agua de abastecimento publico tém sido os grandes responsaveis
pelo declinio desta doenca (NARVAI, 2000; PAIVA; CURY, 2001).

Entretanto, se o fluoreto for consumido em excesso e de forma crbnica
observa-se um aumento da fluorose dentaria. Alguns estudos foram realizados no
intuito de averiguar a dose em que as criancas estdo expostas ao fluor (LIMA,;
CURY, 2001; PESSAN et al., 2003). PESSAN et al. (2003) demonstraram que
somente pelo dentifricio, as criancas podem ingerir até 0,155 mg/F/dia/kg. Esta dose
esta acima da dose preconizada por Burt (1992) citada acima.

Ramires e Buzalaf (2007) relatam que o aumento na prevaléncia da fluorose
dentaria tem sido associado essencialmente ao uso precoce de dentifricios
fluoretados, consumo indiscriminado de suplementos fluoretados na dieta e a
ingestédo prolongada de formulas infantis. Estima-se que mais de 60% da fluorose
observada atualmente ndo é devido ao consumo do flior contido na agua de

abastecimento publico, mas sim de outras fontes.
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Entre outras fontes temos o consumo de fldor por meio de alimentos, bebidas
e principalmente dentifricio. O fllor esta presente em quantidades significativas nos
chocolates em barra, bolachas (BUZALAF, 2008) cereais matinais e salgadinhos
(CARDOSO et al., 2003) que séao guloseimas altamente apreciadas pelas criancas.
Concentracgdes significativas de flior também foram encontradas no cha preto e em
bebidas a base de cha com potencial de expor uma crianca a doses mais altas do
que a dose limite de 0,07mg F/kg/dia (HAYACIBARA et al., 2004). Outro aspecto
importante é o fato de que o beneficio da fluoretacdo da agua de abastecimento tem
uma acao difusa (fendmeno da difuséo), ou seja, os produtos e bebidas processados
em éreas fluoretadas acabam beneficiando areas néo fluoretadas, onde sé&o
consumidos (RAMIREZ et al., 2007).

Conforme citado anteriormente, a maior parte da ingestdo de flior provém da
ingestdo de dentifricio. Sabendo-se disso, alguns pesquisadores tém pesquisado
férmulas para reduzir a concentracdao de flior no dentifricio sem interferir na sua
capacidade anticariogénica. Estudos “in vitro” de Brighenti et al. (2006)
demonstraram que o dentifricio acidificado (pH=5,5) com 550 ug F/g apresentou as
mesmas acoes anticariogénicas que a pasta neutra com 1100 ug F/g. Alves et al.
(2007) utilizando uma pasta mais acidificada (pH=4,5) com 412 e 550 ug F/g
também observaram que estes cremes dentais acidos apresentavam a mesma
eficacia do dentifricio neutro (pH=7,0) com 1100 ug F/g e pasta comercial com 1100
ug F/g. Vilhena et al. (2010) realizaram um estudo em crian¢cas de quatro anos de
idade, residentes em uma area com agua fluoretada, e demonstraram que um creme
dental liquido, acidificado (pH = 4,5) e com baixo teor de fluor (550 ug F/g) apresenta
taxas de progressao de carie semelhantes aos dentifricios tradicionais com 1100 ug

F/g (pH = 7,0). Ademais, Delbem et al. (2012) conduziram um estudo in vitro para
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verificar o efeito do creme dental com trimetafosfato de sodio e menor teor de fltor
(450 ug F/g) sobre a desmineralizacdo do esmalte e observaram que houve uma
diminuicdo da perda mineral sem aumento da concentracédo de flior no esmalte em
relacdo ao dentifricio padrao (1100 ug F/g).

Esses dentifricios modificados seriam uma Otima op¢ao para as criancas que
frequentemente ingerem grandes quantidades de creme dental durante a
higienizacdo dental.

Em relacdo ao alto consumo de dentifricio fluoretado pelas criancas, os pais
devem estar atentos, informados e supervisionar a escovacao de seus filhos.

Portanto, ha necessidade de controle do uso de produtos fluoretados,
evitando os efeitos deletérios provocados pela ingestdo de fluoreto acima da dose

limite, principalmente por criancas.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o tratamento crénico

com NaF promoveu:

e aumento significativo, apds estimulo insulinico, no grau de fosforilagdo em
serina do substrato do receptor de insulina (IRS-1) no tecido adiposo
branco;

e nenhuma alteracdo, apos estimulo insulinico, no grau de fosforilagdo em
serina do substrato do receptor de insulina (IRS-1) nos tecidos muscular e
hepético;

e aumento significativo na concentracdo plasmatica de TNF-q, triglicérides,
colesterol total e colesterol VLDL;

e nenhuma alteracdo na concentracdo plasmatica de colesterol HDL e
colesterol LDL.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados observados no presente estudo tratam-se de achados iniciais,
gue reforcam a importancia da realizacdo de pesquisas em humanos, principalmente
em criancas diabéticas, para avaliar se os efeitos da ingestédo crénica excessiva de
fldor proveniente da dieta e do uso de dentifricio fluoretado pode alterar o sinal

insulinico e sensibilidade a insulina.
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ANEXOS

ANEXO A

Parecer de Aprovacdo da Comissio de Etica na Experimentacdo Animal da Faculdade

de Odontologia do Campus de Aragatuba - UNESP
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ANEXO B

Artigo publicado na Revista Fluoride.
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CHIBA, F.Y.; GARBIN, C.A.S.; SUMIDA, D.H. Effect of fluoride intake on carbohydrate

metabolism, glucose tolerance, and insulin signaling. Fluoride
2012.

ICR

, V. 45, p. 236-241,


http://lattes.cnpq.br/4419158525709686
http://lattes.cnpq.br/8275401688702343
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SUBMITTING MANUSCRIPTS TO FLUORIDE
GUIDELINES FOR AUTHORS—REVISED JANUARY-MARCH 2012

Authors are advised that, for timely processing of their submissions, all thefollowing
instructions for submitting manuscripts must be adhered to exactly and precisely as
written. For more efficient processing of submissions, and because far more manuscripts
are being received than there is space to publish without a huge increase in the cost of
the journal, manuscripts should be written concisely, omitting all unnecessary
background information and unsupported claims.

1. All relevant prior work, especially by the authors, even if still in press or in preparation
for publication, should be cited right up front in an appropriate way in the Summary and
the Introduction as well as in the Materials and Methods and Discussion as applicable.
Manuscripts based directly on theses, dissertations, or other types of research reports
are not

acceptable and must be rewritten and submitted in strict conformity with these
guidelines.

2. Research reports should be submitted only with the full authorship input of the
research director as the corresponding author, and should not be submitted by students
or co-workers without that input. 3. Piecemeal publication of parts of the same research
to get more papers

published is not acceptable and may result in delays in publication and even rejection of
manuscripts.

4. Submissions on fluoride levels in drinking water and water defluoridation procedures
have become too numerous to publish unless they are extremely concise and more in
the form of brief research notes. Unless they present distinctly novel findings, such
reports are generally more appropriate for publication in geochemical and water
engineering journals.

5. It is imperative to follow all the guidelines for formatting reference citations, tables,
figures, and lists of references exactly as stated in the following guidelines without any
deviation. Failure by authors to check and make sure tables, figures, and references are
correct and complete will cause delay or rejection of manuscripts. Tables should be
created in Word as tables and not by using spaces to create a table-like form.

6. The Editorial Officers of Fluoride strongly support the maintenance of the highest
standards of animal care and the control of discomforts to animals in research. Authors
must indicate whether their institutional and national guidelines for the care and use of
laboratory animals were followed. When reporting experiments on human subjects,
authors should indicate whether the procedures followed were in accordance with the
ethical standards of the responsible committee on human experimentation (institutional
and national) and with the

Helsinki Declaration of 1975, as revised in 2000 (World Medical Association Declaration
of Helsinki: ethical principles for medical research involving human subjects. JAMA 2000
Dec 20;284(23):3043-5).

Manuscripts:

Manuscripts should be submitted to the editor of Fluoride (see below) and must not have
been published previously nor be under consideration for publication elsewhere. It is
essential that they be written in clear, concise English with either American or British
spelling. They should be formatted with generous margins and double-space typing
throughout. Although submissions may be made by postal mail or courier, it is strongly
recommended that they be submitted by Email as an attachment (Microsoft Word or
Microsoft Office XP documents preferred). Preliminary inquiries by E-mail or by letter,
especially for research reviews, are encouraged.
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Contact details for editor:
Albert W. Burgstahler, PhD
Editor, Fluoride

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

Because far more manuscripts are being received than we have space to publish,
research reports should be kept as short as possible, generally limited to 5 or 6
manuscript pages, including figures and tables (but exclusive of references). Exceptions
will be made, however, for longer papers of unusually high quality and novelty. For work
of limited scope or studies dealing with well-known or wellstudied phenomena,
submissions as shorter research notes of to 3 or 4 manuscript pages are required.
Except for tables and figures, for which there are specific Arial font requirements
indicated later, the entire text and references of manuscripts should be submitted in 11.5
Times New Roman or similar type. For uniformity, manuscripts should be prepared
according to the guidelines of the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE) titled Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals:
writing and editing for biomedical publication, the official version of which is available at
http://mww.ICMJE.org. However for Fluoride no periods should be added after journal
titles or journal title abbreviations. All research reports and reviews, including papers
presented at ISFR conferences, are evaluated by qualified reviewers and/or members of
the Fluoride Editorial Board) before acceptance for publication. When submissions are
judged acceptable, authors are asked to incorporate into their paper the suggestions and
recommendations of the reviewers and the editorial changes proposed by the editor.

Offprints:

Five offprints will be sent free to the corresponding author. Additional offprints are
available at a cost of US$0.075 per page, including postage, e.g., 50 copies of a 5-page
offprint would cost US$18.75. Information about ordering offprints will be sent to the
corresponding author when the proofs of the paper are sent as a pdf typeset draft to the
author for consideration and correcting. A press quality pdf file of each paper will be
posted on the ISFR website at www.fluorideresearch.org which authors may download
for making copies.

Guidelines:

The following guidelines should be followed closely to facilitate and expedite publication.
They refer primarily to research reports and research notes and apply only in part to
research reviews and other types of contributions. Manuscripts that do not adhere to
these guidelines will be returned for further revision. In particular, authors should make
sure that references are complete and accurate. If significant errors are found in the
references, the manuscript will not be processed until all errors are corrected. The
responsibility for references being correct lies

with authors. Our editors are unable to check and verify each reference.

Title and running header title:

Care should be taken to make the full or main title as clear and informative as possible. If
the full title is longer than 70 characters and spaces, a shorter running page header title
that expresses the main points of the full title should also be supplied.

Authors’ names and addresses:


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

For examples, see recent issues of Fluoride, available at www.fluorideresearch.org.

Summary and keywords:

After the footnote address information paragraph, include a concise, factual abstract-
style summary of the main results and conclusions of the research. Immediately following
this Summary, provide, for indexing purposes, a list in alphabetical order (first letter
capitalized) of three to ten important Keywords separated by semicolons. For examples,
see recent issues of Fluoride.

Introduction:

The Introduction should begin with a brief statement about the background (not a mini-
review) and nature of the research. Pertinent previous work by the author(s) or by others,
especially if published in Fluoride, should always be cited in the Introduction and later in
the paper as appropriate. Usually the Introduction will be less than one-half page in
length. The headings for the Introduction and subsequent sections do not require special
formatting and can be in the same type used for the text.

A comma should be used after the penultimate entry of a series before the Word “and” or
“or,” e.g., The animals were a goat, a horse, and a rabbit. The color was red, white, or
blue.

Materials and methods:

This section should be written in the past tense as concisely as possible, but all essential
details of how the investigation was conducted should be included, especially if new or
unusual methodology was involved. When standard or published procedures were used,
they should only be referenced unless substantial changes were made in them, in which
case appropriate details should be added. Authors must indicate whether their
institutional and national guidelines for the care and use of laboratory animals were
followed. When reporting experiments on human subjects, authors should indicate
whether the procedures followed were in accordance with the ethical standards of the
responsible committee on human experimentation (institutional and national) and with
the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 2000 (World Medical Association
Declaration of Helsinki: ethical principles for medical research involving human subjects.
JAMA 2000 Dec 20;284(23):3043-5).

Results:

Give a brief presentation of the principal findings of the research, drawing attention to
key trends and patterns. Numerical data in tables, charts, and figures should only be
summarized and should not repeated in the text.

Discussion:

Concentrate on the broad conclusions, interpretation, and implications of the
investigation, especially as they relate to other previously-published work. In short
papers and research notes, the Results and Discussion sections may be combined. In
longer papers and reviews a concluding summary may be added. Mention may also be
made of presentation of the research at an ISFR conference or other meeting.


http://www.fluorideresearch.org/
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Acknowledgments:
Acknowledgments should be brief and included according to circumstances, but sources
of funding should always be stated.

References:

List and number the references in the order they are cited in the text. All references must
be cited accurately and completely according to the International Biomedical Journals
style described below, which follows that of Index Medicus and PubMed. Titles of
journals should be abbreviated according to the style used in Index Medicus or Chemical
Abstracts. The names of books and journals should be submitted in regular type, not in
italics. For books, the place of publication is given before the name of the publisher and
the year of publication. In the text of

the paper, use superscripted numbers placed immediately after commas or periods.
When more than one reference is cited at a time, use commas without spaces between
numbers e.g.,1,4,5,15 or, when in sequence, by a hyphen e.g.,1-3,5. Authors should take
careful note of the following modified examples of Index Medicus/PubMed punctuation
and spacing for references, including elimination of italics and periods in name
abbreviations; no spaces between year, Volume and issue number, and page numbers
for journal articles, etc.). Like many other journals, Fluoride does not use periods after
journal titles or journal title abbreviations. If an article is not in English the original
language should be placed at the end of the reference in square brackets, e.g., [in
Russian]. The Uniform Requirements For Manuscripts Submitted to Biomedical Journals,
by the International Committee of Medical Journal Editors (available from: http://
www.icmje.org/urm_main.html, updated April, 2010), should be followed except that in
Fluoride periods are omitted after journal titles or journal title

abbreviations, e.g.

1. Journal articles:

List the first six authors followed by et al.

Rose ME, Huerbin MB, Melick J, Marion DW, Palmer AM, Schiding JK, et al. Regulation
of interstitial excitatory amino acid concentrations after cortical contusion injury. Brain
Res 2002;935:40-6.

Lofwall MR, Strain EC, Brooner RK, Kindbom KA, Bigelow GE. Characteristics of older
methadone maintenance (MM) patients [abstract]. Drug Alcohol Depend 2002;66 Suppl
1:S105.

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

2. Books:

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

Gilstrap LC 3rd, Cunningham FG, VanDorsten JP, editors. Operative obstetrics. 2nd ed.
New York: McGraw-Hill; 2002.

3. Conference papers:

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

Borkowski MM. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic Americans
[doctoral dissertation]. Mount Pleasant (Ml): Central Michigan University; 2002. (Describe
the nature of the dissertation or thesis in the brackets, e.g., B.S. thesis, M.S. thesis).

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

Further examples are given in Fluoride 2007;40(1)77-88.

Abbreviations and acronyms:

Except for standard international system (SI) units of measurement, all abb reviations
and acronyms should be defined, preferably in parentheses, where they first occur, in
both the Summary and the text. For unit-per-unit expressions, use a slash as in mg/L,
pa/mL, mg/kg bw/day, mg/m3, L/hr, etc. Unit abbreviations when numbers are involved
include sec for second or seconds, min for minute or minutes, hr for hour or hours, mo
for month or months, yr for year or years, L for liter or liters, mL of milliliter or milliliters,
ML for microliter or microliters. Day or days and week or weeks should be spelled in full,
although wk is acceptable for week or weeks. Common abbreviations of Latin words
should be in the regular

font rather than in italics: e.g., i.e., cf., et al., etc. Fluoride when first mentioned in the
summary and introduction should be written as fluoride (F) and then as shown as F.

Figures:

Lettering and numbering in figures (or charts) should be entirely in regular Arial font.
Figures should be numbered consecutively with bold Arabic numerals in regular Arial 9-
point font as Figure 1., Figure 2., etc., except that numbering is omitted when there is
only one figure. Captions are placed beneath figures and should NOT be part of the
figures. They should be separate from the figures in an editable Word text. Figures and
charts.should be designed or drawn with a computer program such as Microsoft Excel,
PowerPoint, Corel Draw, etc. It is

critical that figures with their lettering and numbers be appropriately sized, e.g., in Arial
10-point or even 11-point font, so that, if they are reduced for printing, they, together with
their lettering and numbers, remain large enough to be clearly legible. To conform to our
page size, they cannot exceed 122 mm in width.

Electronic jpg submission of photos and radiographs is preferred. If submitted in hard
copy, they should be neatly and evenly trimmed with a label taped on the back indicating
the figure number and orientation. Captions for photos should be included at the end of
the paper.

Tables:
Examples of Tables are given in the issues of Fluoride, e.g.,

Table 1. Oxidative stress, mitochondral membrane potential, and cytochrome ¢
(WValues are meanz3D)

Sample ROS Depolarized Cytochrome
(Concenfration of NaF) (%) (%) (OD450-570nm)
(n=7) (n=5) {n=5)
0 mafLicontrol) 14 0+2.0 21.1+£3.3 0.1x005
150 ma/L 339 x4 8 492 +12.6* 0.3:0 05
200 ma/L 51.0%£15.2* 66.2£15.7* 0.320.11%

Compared with the control *p=0.01, 'p=0.05.

Tables should be numbered consecutively in bold Arabic numerals as Table 1., Table 2.,
etc., (except that the numbering is omitted when there is only one table), followed by a
brief but informative main header title in regular Arial 8-point font. Tables should be
designed for maximum clarity and minimum size to fit in the least amount of space.


http://www.nursingworld.org/AJN/2002/
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However, they cannot exceed the maximum page size (132 x 210 mm) of the journal. For
ease of reading, tables in portrait mode are preferred over those in landscape mode.
Splitting a large landscape mode table into two portrait mode tables should be
considered.

To accommodate our page size and to maintain consistency, words, including the title
and footnotes, and numerical entries in tables should be formatted in regular Arial 8-point
font, with the exception that the table number in the title is in bold, e.g., Table 1. In the
paragraph indents and spacing drop down menu with Word, use single line spacing, no
special effects, indentation right and left of 0, and spacing of 2-points before and after.
The alignment is generally centred although sometimes left alignment may used when
columns have lists of words. Tables should be created with a computer program (like
Word or Excel) as one table for each table. Do not make tables by using spaces to
arrange the results in a table-like form because such tables have to be rebuilt as proper
tables at the typesetting stage. Use a sufficient number of rows and columns so that
there is one result per cell rather than placing several results in one cell.

When there are groupings of entries in a table separate them by an extra space (or
empty cell).

The first row of the table should be straddled or merged and contain the title. Similarly
the last row should also be straddled or merged and contain the footnotes to the table
such as levels of significance. Short or abbreviated column headings should be placed in
the first row following the main header title. Do not add any horizontal or vertical lines or
borders. The grey grid lines present in Word tables do not show up in the final table if no
borders are added. Explanatory footnotes, such as information about p and other
statistical values and other material related to the table should be placed under this last
line. Brief clarifications and units, usually in parenthesis, are best placed in the table
heading or subheadings. Decimals should be expressed with decimal points (periods),
not commas. Explanatory footnotes placed at the bottom of the table are identified by
superscripted lowercase letters. For footnotes to numerical data in the table, the
following superscripted symbols are used in the order: *, 1, %, § ||, ™, 11, 1, §S. Il
Abbreviations and acronyms not already defined in the text should be defined in the
headings or in lettered footnotes. Data presented with standard deviation (xSD) or
standard error of the mean (xSEM) should be so labeled. For designating statistical
probability, use a lower case p without spacing, e.g., p<0.01. Recent examples of tables
in Fluoride can be found at www.fluorideresearch.org.
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ANEXO C

Artigo publicado na Revista Journal of Fluorine Chemistry.

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. Journal of Fluorine
Chemistry™™, v. 136, p. 3-7, 2012.



