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SALMO 37

Ndo te enfades por causa dos malfeitores, nem tenhas inveja dos que praticam a iniquidade.
Pois em breve murchardo como a relva, e secardo como a erva verde.
Confia no Senhor e faze o bem; assim habitards na terra, e te alimentards em sequranga.
Deleita-te também no Senhor, e ele te concederd o que deseja o teu coragdo.
Entrega o teu caminho ao Senhor; confia nele, e ele tudo fard.
E ele fard sobressair a tua justica como a luz, e o teu direito como o meio-dia.
Descansa no Senhor, e espera nele; ndo te enfades por causa daquele que prospera em seu caminfio, por causa do homem que executa maus
designios.
Deixa a ira, e abandona o furor; ndo te enfades, pois isso s6 leva a pritica do mal.
Porque os malfeitores serdo exterminados, mas aqueles que esperam no Senhor herdario a terra.
Pois ainda um pouco, e o impio ndo existird; atentards para o seu lugar, e ele ali ndo estard.
Mas os mansos herdardo a terra, e se deleitardo na abundéncia de paz.

O impio maquina contra o justo, e contra ele range os dentes, mas o Senfior se ri do impio, pois vé que vem chegando o seu dia.
Os impios tém puxado da espada e tém entesado o arco, para derrubarem o pobre e necessitado, e para matarem os que sdo retos no seu caminho.
Mas a sua espada lhes entrard no coragdo, e os seus arcos quebrados.

Mais vale o pouco que o justo tem, do que as riquezas de muitos fmpios.

Pois os bragos dos impios serdo quebrados, mas o Senfior sustém os justos.

O Senfior confiece os dias dos integros, e a heranga deles permanecerd para sempre.

Ndo serdo envergonhados no dia do mal; e nos dias da fome se fartardo.

Mas os impios perecerdo, e os inimigos do Senhor serdo como a beleza das pastagens; desaparecerdo, em fumaga se desfario.
O tmpio toma emprestado, e ndo paga; mas o justo se compadece e d.

Pois aqueles que sio abengoados pelo Senhor herdardo a terra, mas aqueles que sdo por ele amaldicoados serdo exterminados.
Confirmados pelo Senfor sio os passos do homem em cujo caminho ele se deleita; ainda que caia, ndo ficard prostrado, pois o Senhor (he segura a
mdo.

Fui mogo, e agora sou velho; mas nunca vi desamparado o justo, nem a sua descendéncia a mendigar o pdo.

Ele ¢ sempre generoso, e empresta, e a sua descendéncia é abengoada.

Aparta-te do mal e faze o bem; e terds morada permanente.

Pois 0 Senfior ama a justica e ndo desampara os seus santos. Eles serdo preservados para sempre, mas a descendéncia dos impios serd
exterminada.

Os justos herdardo a terra e nela habitardo para sempre.

A boca do justo profere sabedoria; a sua lingua fala o que é reto.

A lei do seu Deus estd em seu coragdo; ndo resvalardo os seus passos.

O impio espreita o justo, e procura matd-lo.

O Senhor ndo o deixard nas mdos dele, nem o condenard quando for julgado.

Espera no Senhor, e seque o seu caminho, e ele te exaltard para herdares a terra; tu o verds quando os impios forem exterminados.
Vi um impio cheio de prepoténcia, e a espalhar-se como a drvore verde na terra natal,

Mas eu passei, e ele jd ndo era; procurei-o, mas ndo pdde ser encontrado.

Nota o homem integro, e considera o reto, porque hd para o homem de paz um porvir feliz.

Quanto aos transgressores, serdo d uma destruidos, e a posteridade dos impios serd exterminada.

Mas a salvagdo dos justos vem do Senhor; ele é a sua fortaleza no tempo da angiistia.

E o Senhor os ajuda e os livra; ele os livra dos impios e os refugiam.

Se alguém tem ouvidos para ouvir, ouga.

(Apocalipse 13:19)
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NUNES, R. C. A. Avaliacdo da sensibilidade insulinica, transducao do sinal
insulinico e da densidade mineral 6ssea em ratas tratadas com fluoreto de
sodio. 2014. 131 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba -
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2014.

RESUMO

Define-se a osteoporose como uma doenca sistémica, caracterizada pela
degradacdo microarquitetbnica do 0sso e diminuicdo da massa 6ssea, que promove
aumento da fragilidade 6ssea com risco de fratura. Varios estudos investigaram a
utilizacéo de fluoreto de sédio (NaF) para o tratamento contra a osteoporose. O fltor,
guando ingerido, pode acumular-se em tecidos calcificados, como dentes e 0Sso0s,
podendo alterar a qualidade destes tecidos. Além de influenciar o metabolismo
0sseo, o floor também pode alterar a homeostase glicidica. Estudos em ratos
demonstraram que o tratamento cronico com NaF (20 mg/L) na agua de beber
promoveu a diminuicdo do sinal insulinico e resisténcia a insulina. Pesquisas
apontam o desenvolvimento de um novo eixo enddécrino envolvendo 0S 0Ss0s € 0
metabolismo da glicose e, isto, abre uma perspectiva de opc¢des terapéuticas para o
tratamento de varias patologias. Portanto o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da
ingestdo hidrica com fluoreto de sbédio na dose de 50 mg/L em ratas
ovariectomizadas em: 1) grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de
insulina (pp185 - IRS-1/IRS-2) em tecido adiposo branco (TAB); 2) concentracoes
plasmaticas de glicose, insulina, colesterois, triacilglicerol, TNF-a, IL-6, calcio,
osteocalcina e fluor; 3) densidade 6ssea e propriedades biomecéanicas (rigidez, forca
maxima e tenacidade) em tibias; 4) analise histomorfométrica. Quarenta e duas
ratas Wistar (dois meses de idade) ovariectomizadas foram distribuidas
aleatoriamente em dois grupos: 1) grupo controle (OVX-C), o qual foi submetido ao
tratamento sem NaF, mas com uma solug¢édo de NacCl (9,54 mg/kg p.c.) que contém a
mesma quantidade de sodio em relacdo a do grupo NaF; 2) grupo NaF (OVX-F) que
foi submetido ao tratamento com NaF (50 mg/L) administrado na agua de beber
durante 42 dias. ApoOs esse periodo foram determinados: 1) o grau de fosforilagédo
em tirosina da ppl185 em TAB; 2) as concentra¢des plasmaéticas de glicose, insulina,
osteocalcina, colesterol, triacilglicerol, TNF-a, IL-6, calcio e fldor; 3) sensibilidade a

insulina pelo teste endovenoso de tolerancia a insulina (0,75U/kg); 4) as



propriedades biomecanicas (rigidez, forca maxima e tenacidade); 5) conteudo
mineral 6sseo — CMO, é&rea e densidade mineral 6ssea - DMO e 6) andlise
histomorfométrica da tibia. O tratamento em ratas OVX crénico com NaF promoveu:
1) diminuicdo no grau de fosforilagdo em tirosina da pp 185 (IRS1/IRS2) apés
estimulo insulinico no tecido adiposo branco, na sensibilidade a insulina (ITT), na
espessura trabecular, no numero de trabéculas, na area déssea, na rigidez, na forga
maxima, na tenacidade e na &rea total O0ssea; 2) aumento na concentracao
plasmatica de insulina, osteocalcina, calcio, triacilglicerol, VLDL, TNF-a. e IL-6; 3)
nenhuma alteragdo na massa corpérea, ingestdo alimentar e hidrica, glicemia,
colesterol total, HDL, LDL, CMO e DMO. Concluiu-se que o tratamento crénico com
NaF (50 mg/L) em ratas OVX promoveu diminuicdo na sensibilidade a insulina, na
transducdo do sinal de insulina, nos parametros bioquimicos, biomecéanicos e

histomorfométricos dos 0ssos.

Palavras-chave: Fluor. Densidade dssea. Osteoporose. Resisténcia a insulina.
Ratas. Ovariectomia.



NUNES, R. C. A. Evaluation of insulin sensitivity, insulin signal transduction
and bone mineral density in rats treated with sodium fluoride. 2014. 131 f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba - Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2014.

ABSTRACT

Osteoporosis is defined as a systemic disease characterized by bone degradation
microarchitectonic and decreased bone mass, which promotes increased bone
fragility and eventual fracture risk. Several studies have investigated the use of
sodium fluoride (NaF) in the treatment for osteoporosis. Fluoride when ingested can
accumulate in calcified tissues such as teeth and bones and may alter the quality of
these tissues. Besides influencing bone metabolism, fluoride can also alter glucose
homeostasis. Studies in rats have shown that chronic treatment with NaF (20 mg/L)
in the drinking water has promoted the reduction in insulin signaling, and insulin
resistance. Researches indicate the developing of a new endocrine axis involving the
bones and glucose metabolism, and this opens a perspective of therapeutic options
for the treatment of several pathologies. Therefore the aim of the study was to
evaluate the effect of water intake with sodium fluoride at a dose of 50 mg/L in
ovariectomized rats: 1) tyrosine phosphorylation status of insulin receptor substrate
(ppl185 - IRS-1 / IRS- 2) in white adipose tissue (WAT); 2) plasma glucose, insulin,
cholesterols, triglyceride, TNF-a, IL-6, calcium, fluoride and osteocalcin; 3) bone
density and biomechanical properties (stiffness, maximum force and toughness) in
the tibia; 4) tibia histomorphometric analysis. Fourty-two female Wistar rats (two
months old) were ovariectomized and randomly distributed into two groups: 1) control
(OVX-C), which was subjected to the treatment without NaF group but with a solution
of NaCl (9.54 mg/kg bw) containing the same amount of sodium in relation to the
NaF group; 2) NaF group (OVX-F) which was subjected to treatment with NaF (50
mg/L) administered in drinking water for 42 days. After this period, the following
evaluations were carried out: 1) tyrosine phosphorylation status of pp185 in TAB; 2)
plasma concentrations of glucose, insulin, osteocalcin, cholesterol, triglyceride, TNF-
a, IL-6, and calcium fluoride; 3) insulin sensitivity by intravenous insulin tolerance test
(0.75U/kg); 4) biomechanical properties (stiffness, maximum force and toughness); 5)
bone mineral content - BMC, area and bone mineral density - BMD and 6)

histomorphometric analysis of the tibia. The treatment in chronic OVX rats promoted



with NaF: 1) decrease in: tyrosine phosphorylation status of pp 185 (IRS1/IRS2) after
insulin stimulation in white adipose tissue, the insulin sensitivity (ITT), the trabecular
width, the trabecular number, the bone area, stiffness, maximum force, tenacity and
the total bone area; 2) increase in plasma concentration of insulin, osteocalcin,
calcium, triglyceride, VLDL, TNF-a and IL-6; 3) no change in body weight, food and
water intake, blood glucose, total cholesterol, HDL, LDL, BMC and BMD. It was
concluded that chronic treatment with NaF (50 mg/L) in OVX rats caused a decrease
in insulin sensitivity, insulin signaling transduction, biochemical, biomechanical and

histomorphometric bone parameters.

Keywords: Fluoride. Bone density. Osteoporosis. Insulin resistance. Female rats.
Ovariectomy.
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1INTRODUCAO

A secrecdo de insulina e a sensibilidade a insulina desempenham um papel
crucial na homeostase da glicose. O desbalanco destes fatores pode prejudicar a
secrecdo e a acdo da insulina, podendo acarretar hiperglicemia (SEIKE et al., 2011).

A insulina exerce seu efeito por meio da ligagdo a um receptor especifico na
membrana plasmatica. Os receptores da insulina sdo receptores de membrana e
apresentam atividade tirosina-quinase. AsSsim como as outras quinases
intracelulares, a fosforilacdo das proteinas intracelulares altera a atividade
enzimatica destas proteinas, resultando em etapas sequenciais de fosforilagdo e
desfosforilacdo, gerando os efeitos bioldgicos da insulina (PAGE, et al., 2004).

O receptor de insulina é uma proteina transmembranica e tetramérica
composta de duas subunidades alfa (o) e duas subunidades beta (). Sendo que a
subunidade-B (intracelular) possui atividade tirosina quinase. Com ligacdo da
insulina, a subunidade-o (extracelular) ativa a tirosina quinase da subunidade-$
resultando em autofosforilacdo do receptor e fosforilacdo de diversos substratos
intracelulares, como a familia do substrato do receptor de insulina (IRS), os quais
incluem a IRS1 a IRS4. Estes substratos, por sua vez, podem ativar mdultiplas
cascatas de sinalizacdo subsequentes, inclusive a via proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK), gue medeiam as atividades metabdlicas e mitogénicas da insulina
na célula e a via fosfatidilinositol 3 quinase (PI-3K) que esta relacionada com a
translocacao de transportadores da glicose 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica
(KUMAR et al.,, 2010). O GLUT4 esta presente em tecidos sensiveis a insulina
(adiposo branco e marrom; musculo esquelético e cardiaco). Em condi¢bes basais,
ou seja, na auséncia do estimulo insulinico, a distribuicdo de GLUT4 é cerca de 10%
presente em membrana plasmatica e 90% presentes em membranas microssomais
gue constituem pequenas vesiculas intracelulares (MACHADO, 1998).

A insulina pode facilitar o transporte de glicose em tecidos ndo sensiveis a
insulina, pois favorece o gradiente de concentracdo da glicose a medida que
aumenta o consumo intracelular do substrato (glicose-6-fosfato) ativando a via
glicolitica em eritrocitos ou via da gliconeogenese em hepatocitos. Essas vias néo
devem ser consideradas um transporte horménio sensivel, pois ndo envolve uma

modulacao no sistema transportador de glicose (MACHADO, 1998).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da agdo da insulina
sobre 0 receptor. As linhas tracejadas
representam proteinas intermediarias e ligages
parceiras.
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Fonte: Kumar et al., 2010.

A figura 1 mostra a translocacédo e fusdo das vesiculas contendo GLUT4,
processo esse que é facilitado pela acdo da insulina promovendo a captacdo da
glicose. Esse evento € mediado pela proteina quinase B (AKT), o principal efetor da
via da PI-3K, mas também atua de forma independente pela proteina CBL (casitas
B-lineage lymphoma proto-oncogene), que é um alvo direto de fosforilagdo do
receptor de insulina. O sinal da insulina € atenuado in vivo por diversos inibidores
endbégenos. A proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) desfosforila o receptor de
insulina e inibe a sinalizacdo da insulina, além disso, a fosfatase PTEN (fosfatase e
homologo de tensina) atenua o sinal insulinico bloqueando a ativacdo da AKT pela
via PI-3K (KUMAR et al., 2010). Modificacdes tanto na sinaliza¢do insulinica como
na expressao do gene que codifica a proteina GLUT4, em tecidos sensiveis a
insulina, correlacionam-se de maneira direta com aumento ou redugdo da
sensibilidade insulinica (CARVALHEIRA et al., 2002; MACHADO et al., 2006).

A obesidade, envelhecimento e habito de vida sedentario podem estar

associados a resisténcia insulinica. As células [ pancreaticas inicialmente
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compensam o0 estado de resisténcia a insulina aumentando a secregao desse
horménio. Com o avancar do tempo essas células falham em responder
adequadamente a glicose, levando ao desenvolvimento de intolerancia a glicose
(CARVALHEIRA et al., 2002). As formas genéticas de resisténcia a insulina devido a
defeitos na expressdo do receptor de insulina ou na sua sequencia, S&o
relativamente raros, mas representam as formas mais severas de resisténcia a
insulina (KAHN et al., 2009).

Uma definicdo classica descrita por Kahn (1978), diz que a resisténcia a
insulina existe em qualquer momento no qual uma quantidade fisiolégica de insulina
produz uma resposta biol6gica menor que o normal. Esta pode ser dividida em tipos
(figura 2), por exemplo, quando ha um desvio para a direita na dose-resposta ao
horménio e a resposta maxima permanece normal o quadro é de sensibilidade
diminuida a insulina. Quando a dose-resposta esta normal e a resposta maxima esta

diminuida apresenta-se responsividade diminuida (KAHN et al., 2009).

Figura 2 — Esquema dos tipos de resisténcia a insulina.
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Fonte: Kahn et al., 2009.

De uma perspectiva molecular, a resisténcia a insulina pode ser adquirida ou
genética. Pacientes com altos niveis de anticorpos circulantes contra a insulina, que
bloqueiam a ligacdo do ligante a seu receptor, € um exemplo de resisténcia a
insulina pré-receptor, sendo este um tipo raro (GOLDSTEIN; KAHN, 1988).

Ao nivel do receptor, a resisténcia a insulina pode resultar de alteractes

genéticas em sua expressao ou estrutura, alteracdes secundarias na atividade do
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receptor devido a fosforilagdo em serina e “downregulation” de receptores. Em nivel
pés-receptor, pode ocorrer em qualquer uma das vias comuns ou ramificadas da
sinalizacao da insulina (KAHN et al., 2009).

Cusi et al. (2000), descreveram que nessa resisténcia hormonal pode haver
reducdo na: 1) concentracdo de receptor de insulina e na sua atividade quinase; 2)
fosforilacdo em tirosina do IRS-1/IRS-2; 3) atividade da PI-3K e na translocacéo do
transportador de glicose GLUT4.

As formas adquiridas de resisténcia a insulina podem ocorrer como resultado
de multiplos mecanismos (KAHN et al., 2009). O primeiro foi descrito por Bar e seus
colaboradores em 1979 como um “downregulation” do receptor de insulina, que tem
como caracteristica a hiperinsulinemia leve que ocorre em resposta a resisténcia
tecidual a insulina resultando em um aumento na internalizacdo e degradacédo do
receptor de insulina. Isso ocorre em alguma extensdo nos estados
insulinorresistentes mais comuns, ou seja, obesidade e diabete mellitus tipo 2 (DM2)
(KAHN et al., 2009). A hiperinsulinemia pode levar a “downregulation” dos substratos
do receptor de insulina, produzindo uma reducdo ainda maior na sinalizacao
insulinica (RUI et al., 2001). Em alguns desses estados insulinorresistentes, tanto
em seres humanos quanto em roedores, 0s niveis do receptor de insulina e do
substrato do receptor IRS-1 em alguns tecidos podem ser reduzidos em mais de
50% (KAHN et al., 2009).

Os pacientes com diabetes mellitus tipo 1 (DM1), que exibem falta de insulina,
nao atingem seu pico de massa 0ssea 0 que leva a diminuicdo da densidade mineral
Ossea e aumento do risco de fratura, enquanto os pacientes com DM2 sao
hiperinsulinémicos, o que estimula a formagdo 0ssea. Uma das hipbteses que
explique esse fenbmeno é que a insulina é um fator anabolizante para 0s 0Ssos.
Esta se desenvolvendo um novo eixo enddcrino envolvendo 0s 0Ssos e 0O
metabolismo da glicose e isto abre uma perspectiva de opcdes terapéuticas para o
tratamento da obesidade e do diabetes (VELDHUIS-VLUG et al., 2013).

Macroscopicamente o tecido 6sseo ndo é homogéneo, ele se apresenta
poroso e irregular. A porosidade pode variar continuamente, e se distinguem em dois
tipos de tecido 6sseo, trabecular (porosidade entre 50 e 95%) e cortical (porosidade
entre 5 e 10%) (DOBLARE; GARCIA, 2003). A matriz organica consiste em 35% de
material organico, sendo que sua maior parte € composta por colageno tipo | e

varias moléculas de proteoglicanos, osteocalcina (envolvida na mineralizagéo),
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osteonectina, sialoproteina (ligantes do calcio) e proteinas relacionadas com a
adesdo celular, osteopontina e fibronectina entre outras; outros 65% da matriz é
composta por cristais de hidroxiapatita (ROSENBERG, 1999). Apo6s serem
sintetizadas e secretadas pelos osteoblastos, essas moléculas se organizam em
série de maneira que as terminac¢@es fiquem emparelhadas em paralelo para formar
fibrilas que permanecem unidas por ligacdes covalentes (AIRES, 2012).

A sobreposicédo, em paralelo, da extremidade de uma molécula de colageno
sobre outra e a existéncia de uma série de um pequeno gap (espaco) entre as
terminacfes de uma molécula e o inicio da outra da origem a regibes periédicas
tridimensionais conhecidas por hole zones (buracos), essas regides séo os locais de
inicio da mineralizacdo 6ssea. Defeitos nos genes que determinam as moléculas do
colageno tipo | acarretam doencas 0sseas grave, com aumento do risco de fraturas
(BIANCO; LAZARETTE-CASTRO, 2008).

As células que caracterizam o tecido 0sseo estdo localizadas na superficie
interna (enddsteo) e externa (periésteo), estas sdo chamadas de osteoblastos e
osteoclastos. (CARVALHO, 2005).

As células osteoprogenitoras se originam do mesénquima perivascular que se
diferenciardo em pré-osteoblastos e, posteriormente em osteoblastos. Localizam-se
na superficie dos 0ssos sintetizam, transportam e organizam o0s diversos
componentes da matriz 6ssea, inicialmente chamada de matriz ndo-mineralizada
(ostedide) e deverd sofrer um processo de mineralizacdo, mediado pelo préprio
osteoblasto. O osteoblasto sintetiza a matriz 6ssea, e uma vez envolvida por ela,
este passa a ser chamado de ostedcito. Alguns osteoblastos permanecerdo como
células de reserva na superficie 0ssea constituindo as células de revestimento (bone
lining cells) (ARROTEIA; PEREIRA, 2005).

O tecido 6sseo sugere certa imutabilidade, no entanto ele € extremamente
dindmico, renovando-se de modo continuo a uma taxa de 10% ao ano, ou seja, em
10 anos praticamente todo o esqueleto é renovado. A reabsor¢édo do tecido 6sseo €
necesséria para remodelacdo 6ssea e a maturacdo normal e o desenvolvimento do
esqueleto, bem como para a erupcdo dentaria (GRANJERO; TAGA, 2005). Os
osteoclastos séao células importantes nesse processo de reabsorcédo. Estas células
se originam de células tronco do sistema hematopoiético, derivando da mesma
linhagem dos mondcitos-macrofagos (SUDA et al.,, 1995). Utilizando células de

medula 6ssea humana KURIHARA et al. (1990) obtiveram células osteoclasticas de
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populacdes altamente purificadas de unidades formadoras de colbnias de
macrofagos e granulécitos (CFU-GM). Neste sistema de cultura foram encontradas
células mononucleares, positivas para CD34 (fendtipo de célula tronco
hematopoiética), como granuldcitos, macréfagos, colénias mistas de linhagem
hematopoiética e célula com morfologia poligonal Gnica.

Essas células poligonais unem-se para formar células gigantes tipo
osteoclasto, capazes de reabsorver matrizes calcificadas, reagindo fortemente ao
anticorpo monoclonal que identifica o receptor vitronectina (receptor para adesao,
exclusivo de pré-osteoclasto e osteoclastos maduros), além de expressar elevados
niveis da fosfatase acida resistente ao tartarato — TRAP (que reflete o nimero e a
atividade de osteoclastos). Estas células também possuem receptores para
calcitonina, horménio que atua diretamente nos osteoclastos, determinando
diminuicéo da reabsorcao 6ssea (KURIHARA et al., 1990).

Os osteoclastos séo células grandes, méveis, multinucleadas, com 150um de
didametro; eles chegam a conter até 50 nucleos e tem citoplasma aciddfilo.
Anteriormente, acreditava-se que 0s osteoclastos originavam-se da fusao de muitos
monaocitos provenientes do sangue, no entanto eles tém um precursor da medula
6ssea em comum com 0Ss mondcitos, a célula progenitora granulécito-macrofago
(CFU-GM). Estas células precursoras sao estimuladas pelo fator estimulador de
colénia de macrofago e pelo OPG para entrarem em mitose. A osteoprotegerina nao
somente inibe a diferenciacdo destas células, mas também suprime a capacidade
dos osteoclastos de reabsorverem o o0sso. Os osteoclastos ocupam depressdes
rasas denominadas lacunas de Howship, que identificam regides de reabsorcao
O0ssea (GARTNER; HIATT, 2003).

A cada 10 segundos um novo sitio de remodelacdo € ativado. Estes podem
ser estimulados sistemicamente (paratormdénio) ou localmente (tensdo mecanica ou
microfraturas). Os ostedcitos e a presenca de células do estroma ou da medula
0ssea sao fundamentais para que ocorra a diferenciacao celular. Sabe-se que dois
fatores sdo importantes para desencadear este processo: o RANKL (ligante do
receptor ativador do fator nuclear ¢ B) e o fator de crescimento CSF-1 (fator
estimulador de col6nia tipo 1) juntos sdo capazes de induzir a expressao de genes
que caracterizam o0 osteoclasto, como a TRAP, catepsina K, o receptor de
calcitonina e PBs-integrina (BIANCO; LAZARETTE-CASTRO, 2008).



31

A reabsorcdo 6ssea é regulada por uma familia de proteinas que incluem o
RANK, ligante RANK (RANKL) e osteoprotegerina (OPG) (EGERDIE; SAAD, 2010).
A ligacdo do RANKL na superficie dos precursores de osteoclastos ira induzir a
maturacao, ativacdo e sobrevida dessas células, desta forma, a RANKL promove a
reabsorcdo O6ssea. Em contraste, a OPG € um '"receptor decoy" que se liga e
neutraliza a RANKL, inibindo a reabsorcado 6ssea. Portanto, existe uma interacao
entre a RANKL e OPG (BOYLE et al., 2003). A proporcao entre RANKL e OPG € um
fator critico que determina o equilibrio entre a reabsorcdo e formacdo 6ssea. A
vitamina D3, TNF-a, paratormonio (PTH) e terapia com glicocorticoides promovem a
reabsorcdo 6ssea (EGERDIE; SAAD, 2010).

Estudos em ratos transgénicos demonstraram que a hiperexpressao da OPG
promove osteopetrose, enquanto ratos knockout para OPG desenvolvem
osteoporose grave com fraturas. Varias citocinas e fatores de crescimento estimulam
a reabsorcédo pelos osteoclastos, tais como IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, TGF-a entre
outros. Por outro lado, existem fatores anti-reabsortivos como o estrégeno, alguns
BMPs (proteina morfogénica 6ssea) estimulam a producdo de OPG e suprimem a
expressao de RANKL pelos osteoblastos (BOYLE et al., 2003).

Diversos fatores estdo envolvidos na regulacdo do desenvolvimento e
crescimento 0sseo, entre eles estdo o fator de crescimento transformador beta
(TGF-B), o fator de crescimento semelhante a insulina | e Il (IGF-I e IGF-II) e o fator
de crescimento de fibroblasto (FGF). Embora o crescimento 0sseo seja interrompido
a com o desaparecimento das placas epifisarias, os processos de modelacéo e
remodelagao persistem durante toda a vida (BIANCO; LAZARETTI-CASTRO, 2008).

Este processo pode ser dividido em quatro etapas: ativagdo — reabsorgédo —
reversdo — formacdo. Esta divisdo se baseia na predominancia do tipo e da
atividade das células observadas em cada etapa (KAHN et al., 2009).

O periodo de tempo entre o fim da reabsorcéo e o inicio da formacao éssea,
representa a fase de reversdo. Durante esse periodo a superficie da lacuna é
recoberta por células mononucleares constituidas por uma populacdo heterogénea,
gue promovem a limpeza do local e recobrem a superficie com uma substancia tipo
cimento. Nesta fase verifica-se uma complexa comunicag¢ao bidirecional (complex
forward-reverse signaling system) que vai inibir a atividade dos osteoclastos e
promover a dos osteoblastos. (BIANCO; LAZARETTE-CASTRO, 2008).
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A fase de formacao inicia-se com a diferenciacdo dos pré-osteoblastos em
osteoblastos e existem proteinas (TGF-B) liberadas durante a degradacdo da matriz
organica que sao capazes de recrutar células osteoprogenitoras para os sitios de
formacdo o6ssea. Os osteoblastos ativados recobrem a lacuna de reabsorcdo
constituida em sua maioria por colageno tipo I. Esta matriz € muito organizada e
contém uma série de proteinas ndo colagénicas (osteopontina, osteocalcina e
sialoproteina) que sdo cruciais para a organizacado dos cristais de mineralizacdo
(AIRES, 2012).

Em algumas situacdes fisiolégicas (pés-menopausa) ou patoldgicas, o
preenchimento final da lacuna de reabsor¢cdo 0ssea nao restaura a quantidade de
0sso retirada em decorréncia de uma reabsorcdo exagerada ou de uma formacgéo
insuficiente. Isto acarretara em um desbalanco no esqueleto, ocasionando ao longo
do tempo aumento da fragilidade déssea com maior risco de fratura (BIANCO;
LAZARETTE-CASTRO, 2008). Este processo pode ocorrer com a reducdo nos
niveis séricos de estrégeno (menopausa) que resulta em aumento da atividade de
remodelacdo Gssea, com a reabsorcédo excedendo a formacao (PINTO NETO et al.,
2002). Em decorréncia desta diminuicdo das concentracbes hormonal, apés a
menopausa, algumas mulheres passam a apresentar perda de massa 6ssea acima
de 1% ao ano; outras perdem até 5% e, ao final de 5 anos, a perda pode ser
superior a 25%, caracterizando a osteoporose pos-menopausa (RUSSO, 2001).
Diversos farmacos tem sido alvo de estudo para avaliar a eficacia como agentes
terapéuticos para combater a osteoporose, dentro 0s quais se encontra o fluoreto de
sodio (ROSSI et al., 2010).

A ingestao de fluoreto pelos seres humanos ocorre por meio da ingestao de
agua e alimentos, e a maior parte de sua absorcéo ocorre no intestino. Além disso,
pode ser encontrado em varios 6rgaos e tecidos, principalmente nos ossos e dentes
e sua concentracdo no esqueleto estd associada ente outras coisas com a
guantidade ingerida e a idade. O depdsito de fluoreto nos ossos reflete a renovacao
do esqueleto, ou seja, 0ssos em crescimento exibem maior deposi¢ao do ion (F) do
que em 0sso maduro (BRUNTON et al., 2012).

O flhor exibe extrema eletronegatividade e reage prontamente com seu
ambiente comportando-se como um ion. Por ser uma molécula muito pequena, a

eletrosfera dos dois atomos na molécula F, (F-F) fica muito perto, enfraquecendo
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sua ligacdo, tornando esta molécula instavel (BUZALAF, 2008). Dessa maneira ha
substituicdo dos grupos hidroxila na molécula de hidroxiapatita originando cristais de
apatita mais volumosos (fluorapatita) e com geometria especifica que desorganizam
a estrutura cristalina 0ssea, dificultando os processos normais de remodelagem
O0ssea e comprometendo a mobilizacao de célcio e do fésforo depositados nos 0ssos
(COSTA et al., 2009).

Ha mais de 50 anos que o fluoreto de sodio tem sido utilizado como terapia
para osteoporose pos-menopausa (RICH; ENSINCK, 1961; ROSSI et al., 2010).
Quando esta substancia é administrada, geralmente na dose de 50 a 75 mg/dia, a
massa O0ssea aumenta em torno de 4 a 8% por ano ao longo de 4 a 5 anos
(CASTELO-BRANCO, 1998).

Alguns estudos demonstraram que a terapia com o flior aumenta a taxa do
0sso0 mineral, mas ndo diminui a taxa de fraturas (KLEEREKOPER et al., 1991,
MEUNIER et al., 1998). O tratamento com fluoreto de s6dio em humanos promoveu
aumento da densidade mineral 6ssea diminuindo o numero de fraturas (PAK, et al.,
1994). Por outro lado, (TURNER et al., 2001), avaliaram as propriedades
biomecénicas das vértebras de ratos (16 e 48 semanas) tratados com flior (50mg/L)
e caréncia de fosfato de calcio resultando na diminui¢cdo da forgca de suas vértebras.
Em contraste, a caréncia de fosfato de calcio e o consumo elevado de fluoreto néo
promoveram nenhum efeito sobre a massa 6ssea com aumento da quantidade de
ostedide ndo mineralizado em ratos idosos. Estes autores sugeriram que a
diminuicdo da mineralizacédo do osso causada pela ingestdo do fluoreto parece ser a
principal causa da reducao da forca das vértebras.

Os osteoblastos podem ser estimulados com baixas doses de fluoreto de
sédio (EINHORN et al., 1992), porém, como dito anteriormente, em quantidades
elevadas pode interferir na mineralizacdo do osso promovendo lesdes nos osteocitos
e osteoblastos e um decréscimo na resisténcia 6ssea (TURNER et al., 2001).
Segundo Riggs et al. (1990), o fluoreto aumentou a densidade da coluna lombar na
porcdo esponjosa, mas diminuiu a densidade mineral do osso cortical. Estas
alteracOes foram associadas a um aumento de fraturas periféricas e fraturas por
estresse.

Além de interferir no metabolismo 6sseo, o fluoreto pode ocasionar inibicdo da
glicélise (DOST et al., 1977) e promover resisténcia a insulina (CHIBA et al., 2010,

2012). Rigalli et al. (1990), observaram que o tratamento com fluoreto de sédio em



34

ratos (40umol/100g p.c. de NaF durante 3 semanas na agua de beber) e em
humanos (60 mg de NaF- dose Unica) promoveu diminuicdo nas concentracdes
plasmaticas de insulina.

Estudos realizados em nosso laboratorio (CHIBA et al.,, 2010) demonstraram
gue em ratos machos castrados o tratamento crénico de NaF (4,0 mg de F/kg de
peso corporal/dia) promoveu uma diminuicdo no grau de fosforilacdo da tirosina
pp185 no tecido muscular e no tecido adiposo branco, resultando em diminuigéo da
sinalizacdo de insulina. Além disso, a ingestdo de NaF promove inibicdo da glicolise,
diminuicdo da secrecdo de insulina, hiperglicemia, aumento das concentracdes
plasméticas de TNF-a e resisténcia a insulina (CHIBA et al., 2012; RIGALLI et al.,
1990; 1995; SAAD; ZECCHIN, 2011;).

O TNF-o também esta relacionado com a resisténcia a insulina. A
concentracdo desta citocina encontra-se aumentada em pacientes obesos. Isto
estimula a fosforilagdo em serina ao invés de tirosina em IRS, resultando em
diminuicdo na transducado do sinal insulinico. Essa fosforilagdo em serina € um dos
fatores chave que interrompe a sinaliza¢do insulinica, levando a um quadro de
resisténcia a insulina (TILG; MOSCHEN, 2008).

Os efeitos do fluor para o tratamento da osteoporose ainda sdo controversos,
conforme os dados da literatura descritos acima. Aléem do mais, alguns estudos
demonstraram que o fldor promove alteracbes no metabolismo glicidico e
sensibilidade a insulina (CHIBA et at., 2012; GRUCKA-MAMCZAR et al., 2004,
RIGALLI et al.,, 1990; 1995; SAKURAI et al, 1993). Se nossos estudos
demonstrarem que a dose utilizada (50mg/L, na agua de beber) promove um quadro
de resisténcia a insulina e alteragdes nas propriedades biomecénicas nos ossos de
ratas ovariectomizadas, pode-se sugerir cautela na utlizaggo do NaF como
tratamento para osteoporose, principalmente, em mulheres pos-menopausa, pois 0
NaF também pode piorar o quadro de resisténcia a insulina decorrente do

envelhecimento.
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2 OBJETIVOS

Verificar o efeito da ingestédo hidrica de fluoreto de sédio - NaF (50 mg/L) em

ratas ovariectomizadas sobre:

1) o grau de fosforilacdo em tirosina do substrato do receptor de insulina
(IRS1/IRS2) da ppl85, apods estimulo insulinico, em tecido adiposo branco
(TAB)

2) os parametros bioguimicos:
a. insulinemia
b. glicemia
c. osteocalcina

d. calcemia
3) a sensibilidade a insulina

4) a concentracédo do ion fldor:
a. no plasma

b. no osso

5) alipidemia:
a. colesterol total
triacilglicerol

b

c. colesterol HDL
d. colesterol LDL
e

colesterol VLDL

6) as concentragfes plasmaticas de citocinas:
a. TNF-a
b. IL-6

7) o0s parametros 0Sseos:
a. histomorfometria
b. densidade 6ssea (conteudo e densidade mineral e area)

c. ensaio biomecénico (rigidez, forca maxima e tenacidade)



Material e Método
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram
aprovados pelo Comité Institucional de Etica em Pesquisas Animais (Protocolo n°
00941-2013). Quarenta e duas fémeas adultas (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar com dois meses de idade, pesando em média 200 gramas no inicio do
estudo, foram aclimatadas em condi¢Bes locais no biotério 23 + 2°C e ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 7 horas), com acesso a dieta de ratos de
laboratério Presenca habitual® (Evialis Industria do Brasil Ltda, Paulinia, Brasil) e
agua. Estas ratas foram anestesiadas (cloridrato de cetamina -80 mg/kg- e
cloridrato de xilazina -10 mg/kg) e submetidas a ovariectomia bilateral (OVX) a
partir de uma incisao dorsal. Apés 14 dias deste procedimento cirdrgico, 0os animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: ratas ovariectomizadas controle
(OVX-C) NaCl (9,54 mg/kg p.c.) e ratas ovariectomizadas tratadas com NaF (OVX-
F) na concentracdo de 50 mg/L (Synth® - Labsynty, Diadema/SP, Brasil) na agua
de beber durante 42 dias. Foram avaliados trés vezes por semana, ingestao de
liquidos, consumo de racdo e peso corporal dos animais de ambos os grupos. Os
animais foram acondicionados em gaiolas coletivas, sendo quatro gaiolas de cada
grupo (controle e tratado). A média de ingestéo hidrica e de ragdo de cada gaiola foi
divida pelo numero de ratos contidos em cada uma. Ap6és 42 dias de tratamento, 0s
animais (sob jejum de 12 horas) foram anestesiados com tiopental sodico
(Thiopentax® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltd., Itapira, Brasil, 3%,
5mg/100g de peso corporal, i.p.) para realizacdo de laparotomia mediana para
retirada de amostras do tecido adiposo branco (TAB), antes e 120s apds da injecéo
de 1,5 U de insulina regular (i.v. veia porta), a fim de quantificar o grau de
fosforilacdo em tirosina do substrato do receptor de insulina (IRS-1/IRS-2). Em
outro grupo coletou-se sangue pela veia cava inferior, as amostras de sangue foram
transferidas para tubos de plastico heparinizado e mantidas a 4°C até a
centrifugacédo a 800g (4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi armazenado a -70°C
até as analises bioquimicas. A tibia direita também foi coletada para realizacdo de

ensaio hiomecénico, densitometria 6ssea e histomorfometria.
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e tibia
¢ l

Andlises bioguimicas e Avaliacdo do sinal
parametros dsseos insulinico antes e apds o

(n=10) estimulo (n=6)

Fluxograma representativo da metodologia utilizada neste trabalho

3.2 Avaliagéo do sinal insulinico

3.2.1 Preparagao das amostras

Imediatamente apds a extracdo, os tecidos foram homogeneizados em
Polytron (24000 rpm durante 10s) em 2 mL de tamp&o 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; 0,2mg/mL Aprotinina) e mantidos em banho-maria (100°C) durante 10
minutos, transferidos para gelo e, entdo, centrifugados a 16000g durante 40 minutos
(4°C). Em seguida os homogenatos foram centrifugados (4°C, 4.000 rpm por 15
minutos) para a separacdo do sobrenadante. A dosagem de proteina do
sobrenadante foi feita pelo método de Lowry (LOWRY et al.,1951), e para estoque
em tampéao de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato de soédio 1M
pH 7,0; glicerol 50%; DTT15%).
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3.2.2 “Western blotting”

‘SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel
Electrophoresis”): A primeira etapa do “Western blotting” consistiu na submissao das
amostras (185 pg de proteina/amostra) a uma corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida. Por meio deste método, foi possivel separar proteinas de acordo com
seu peso molecular, sem que as unidades proteicas fossem perdidas, permitindo
estudos posteriores nessas fracdes proteicas. Utilizou-se o método desenvolvido por
Laemmli e modificado por Garfin (1990), o qual envolve um sistema descontinuo de
dois géis contiguos, mas diferentes: o gel de “stacking” (3,39% T, 2,7% C -
acrilamida 3,3%; bisacrilamida 0,09%; Tris 25 mM, pH 8,9; EDTA 2,0 mM; SDS
0,1%; TEMED 0,111%; Persulfato de aménio 0,27%) e o gel de resolucéo (6,16% T,
2,7% C - acrilamida 6%; bisacrilamida 0,16%; Tris 388 mM, pH=6,7; EDTA 2,1 mM,;
SDS 0,1%; TEMED 0,115%; Persulfato de aménio 0,17%; glicerol 10%). Na
montagem, o gel de resolugéo 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 aplicagcdo, as amostras foram fervidas por 4
minutos. A eletroforese foi realizada em equipamento para minigel da Bio Rad (Mini-
Protean, Bio Rad Laboratories, Richmond, CA) e foi iniciada com a corrida no gel de
“stacking” em voltagem constante de 30 mV até que ocorresse 0 empacotamento da
amostra, que pode ser observado na transicdo dos géis. Posteriormente, aplicou-se
voltagem constante de 100 V para a corrida no gel de resolucdo, durante 2 horas.
Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrdo de proteinas de
pesos moleculares conhecidos (marcadores).

Apés a separacdo das fragbes proteicas no gel de poliacrilamida, foi feita a
transferéncia eletroforética dessas fracdes para uma membrana de nitrocelulose
Hybond-C Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany). A transferéncia foi
realizada em voltagem constante de 100 V, durante 2 horas, a 4°C, utilizando-se o
tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 0,02%).
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3.2.3 “Immunoblotting”

Apés a transferéncia eletroforética, iniciou-se o processo de imunodeteccao
de proteinas especificas (KRUGER; HAMMOND, 1988). A membrana de
nitrocelulose foi, primeiramente, incubada na presenca de solugdo 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 2 horas a temperatura
ambiente e, entdo, lavada com solucdo basal por trés sessdes de 10 minutos. Em
seguida, a membrana foi incubada em solugcdo (SB + 3% de leite desnatado)
contendo o anticorpo (de camundongo, na diluicdo 1:400) antifosfotirosina
(UPSTATE, New York, EUA) por 4 horas em temperatura ambiente.

Posteriormente foram realizadas trés lavagens com solucdo basal e as
membranas foram incubadas durante 1 hora com segundo anticorpo (anti-
camundongo, na diluicdo 1:10.000) contendo peroxidase de “horseradish” (“kit” de
guimioluminescéncia - ECL-GE Healthcare Buckinghamshire, Germany).
Novamente, realizaram-se trés lavagens das membranas de nitrocelulose comp
solucéo basal, com duracdo de 10 min cada lavagem. Adicionou-se 1 mL de cada
solucédo de deteccdo 1 e 2 (do kit de ECL) e incubou-se por 1 minuto. Finalmente,
drenou-se 0 excesso de reagente e a membrana de nitrocelulose foi exposta ao
filme de RX (Hyperfilm ECL-GE Healthcare Buckinghamshire, Germany) durante 10
minutos a temperatura ambiente. O filme foi processado com solugéo reveladora e
reforcadora GBX (KODAK BRASILEIRA, Séo Paulo, BR) e solugédo fixadora e
reforcadora GBX (KODAK BRASILEIRA, Sao Paulo, BR). A intensidade dos "blots”
foi avaliada por densitometria dptica, utilizando-se o programa Scion Image (Scion
Image-Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD, USA).

3.3 Andlises bioquimicas

3.3.1 Determinacao de osteocalcina

A concentracdo (pg/mL) de osteocalcina plasmatica foi determinada pelo

método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com a utilizagdo de kits,
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seguindo as instrucdes do fabricante. O kit comercial utilizado foi SEA471Ra 96
Tests Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit for osteocalcin. Uscn life science Inc.

Houston, USA. A absorbancia foi determinada em 450 nm.

3.3.2 Calcemia

As determinacdes de calcio foram realizadas pelo de método
espectrofotométrico (“kit” comercial - Labtest Diagndéstica S.A., Lagoa Santa, MG,
Brazil. ref. 90). O calcio reage com a purpura de ftaleina em meio alcalino, formando

complexo de cor violeta. A absorbéancia foi determinada em 570 nm.

3.3.3 Glicemia

Trata-se de um método enzimatico, especifico para quantificacdo de glicose
(Analisa Diagnéstica, Sdo Paulo, Brasil). No método de glicose-oxidase a glicose é
oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) gerando acido glucdnico e
peréxido de hidrogénio. O H,O,, em presenca de peroxidase (POD), produz a
ligacdo oxidativa do fenol com a 4-amino fenazona (4-AF), dando origem a um
cromégeno com maximo de absorcdo em 505nm de comprimento de onda. Foram
consideradas as seguintes reacdes resumidas: glicose + O, + H; 2H,0, + 4-

benzoguinona monoimino) fenazona + 4 H,0.

3.3.4 Insulinemia

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

marcada-anticorpo.
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3.4 HOMA-IR

A resisténcia a insulina foi avaliada pelo indice HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment - Insulin Resistance/Modelo de Avaliagdo da Homeostase - Resisténcia
a Insulina), calculado a partir da férmula, como segue: HOMA - IR = glicemia de
jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum (uUl/mL)/22,5) (LIMA et al., 1998).

3.5 Teste endovenoso de tolerancia a insulina - curto

O teste de tolerancia a insulina intravenosa (ITT) foi realizado em dez animais
de cada grupo (OVX-C e OVX-F) como se segue: 0 ensaio foi realizado com os
animais anestesiados tal como descrito anteriormente, e foi realizada a canulagcéao da
veia jugular direita, a introdugéo da canula (canula "sylastic”) para a proximidade do
atrio (veia cava superior). Esta canula serviu para a injecdo de insulina que foi
administrada a uma dose de 0,75 L/kg de peso corporal. As amostras de sangue
(50p/L) foram recolhidas a partir de caudas com a seguinte conformacgao: 0 (antes
da administracdo do horménio, 4, 8, 12, e 16 minutos apds a administracdo de
insulina e de glicose que foi medida usando um monitor de glicemia (Accu-Chek
Advantage, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Os resultados foram analisados
por comparacgdo da taxa constante de desaparecimento de glicose (valor Kj;) de 0 a
16 minutos de ensaio. O valor Kj; foi calculado usando a equagéo de 0,693/t 1/2. A
glicose t 1/2 foi calculado a partir da inclinacdo da analise dos minimos quadrados
das concentracbes de glicose no plasma durante a fase linear de decaimento
(BONORA et al., 2000).

3.6 Lipidemia

3.6.1 Determinacédo da concentracdo plasmatica de colesterol total

Este € um método enzimatico, especifico para quantificacdo de colesterol total
(Labtest Diagnostica S.A. Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Nesse método os
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ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol livre e
acidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-en-ona
e peroxido de hidrogénio. Na presenca de peroxidase e peréxido de hidrogénio, o
fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados formando um composto roseo-avermelhado
(antipiriiquinonimina) que tem absorvidade méaxima de 500 nm. A intensidade da cor
vermelha formada na reacéo final é diretamente proporcional a concentracdo do
colesterol na amostra. Para a dosagem de colesterol total foram utilizados 10uL da
amostra ou de padrdo e 1,0 mL de reagente enzimatico. Essa solucdo foi bem
homogeneizada e colocada em banho-maria a 37°C durante 10 minutos. As
absorbancias do teste e do padréao foram determinadas em 500 nm acertando o zero

com o branco.

Calculos:

1. Colesterol (mg/dL) = (Absorbéncia do Teste + Absorbéancia do Padréo) x 200
2. Fator de calibracédo = 200 + Absorbancia do Padrao

3. Colesterol (mg/dL) = Fator x Absorbancia do Teste

4. Colesterol (mmol/L) = mg/dL x 0,0259

3.6.2 Determinacgédo da concentracdo plasmatica do colesterol HDL

Este € um método enzimético, especifico para quantificacdo de colesterol
HDL (Labtest Diagnostica S.A. Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). O conjunto
Colesterol HDL € um sistema que se destina a separacdo do colesterol ligado a
fracdo HDL no plasma sanguineo. A mistura do acido fosfotingstico/cloreto de
magnésio precipita os quilomicrons, as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
muito baixa densidade (VLDL) sem alterar a solubilidade das lipoproteinas de alta
densidade (HDL). Apods centrifugacdo, recolhe-se o liquido sobrenadante que
contém a fragcdo HDL cujo conteudo em colesterol (Colesterol HDL) é determinado
enzimaticamente. Para a dosagem de HDL foram utilizados 100uL da amostra ou de
padrédo e 1,0 mL de reagente de cor. Essa solugao foi 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.
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Célculos:

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

3.6.3 Determinacédo da concentracdo plasmatica dos triacilglicerol

Trata-se de um método enzimatico, especifico para quantificacdo de
triacilglicerol (Labtest Diagnéstica S.A. Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). No
presente método, os triacilglicerol do plasma sdo hidrolisados pela lipase lipoproteica
produzindo glicerol livre. Este é fosforilado pela glicerol quinase, cujo produto sofre a
acao da glicerol-P-oxidase, a qual, em presenca de oxigénio, produz peroxido de
hidrogénio. Este, sob a acdo da peroxidase em presenca de um reagente fendlico
(p-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto rdseo-avermelhado
(quinoneimina), com maximo de absorbéancia em 505 nm. Para a dosagem dos
triacilglicerol, foram utilizados 10uL da amostra ou de padrdo 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 padrdo foram determinadas em

505 nm acertando o zero com o branco.

Calculos:

1.Triglicérides (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrao) x 200
2.Fator de calibragdo = 200 + Absorbancia do Padréao

3.Triglicérides (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator

4.Triglicérides (mmol/L) = mg/dL x 0,0113

3.6.4 Determinacdo da concentragdo plasmatica do VLDL e LDL

Os valores do colesterol VLDL e colesterol LDL foram obtidos pela equagao
de Friedewald et al. (1972):

VLDL (mg/dL) = (Triacilglicerol (mg/dL) / 5)

LDL (mg/dL) = Colesterol total — (Colesterol HDL + Colesterol VLDL)
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3.7 Determinacao de citocinas

3.7.1 Concentragao plasmatica de fator de necrose tumoral-a. (TNF-a)

A concentracdo (pg/mL) do TNF-a plasmatico (eBioscience, USA) foi
determinada pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). No Kit
para dosagem de TNF-a (0o qual ndo contém anticorpo especifico na placa) os 96
pocos foram recobertos e incubados com anticorpo anti TNF-a diluido em tampéo de
fosfato de calcio, durante 15-18h a 40°C. Apds esse tempo de incubacao, a placa foi
lavada com PBS, contendo 0,5% de Tween 20 e incubada com solugéo bloqueadora
(PBS contendo 1% de BSA) durante 1 hora, em temperatura ambiente. A placa,
entao, foi lavada e logo a seguir, incubada com os padrdes e as amostras de plasma
durante 2h em temperatura ambiente. ApOs este periodo, a placa foi lavada e
incubada com anticorpo biotinilado por 1h a 25°C. A placa foi lavada e em seguida
adicionou-se o conjugado Streptavidina-HRP e submetida a agitacdo (300 rpm)
durante 30 minutos a 25°C. A placa foi lavada e incubada com a solu¢do de
substrato (Tetrametilbenzidina) de 10 a 15 minutos. Foi acrescido o tampao “stop”
para interromper a reagéo de coloragdo. A leitura foi realizada em espectrofotometro

ajustado para o comprimento de onda de 450 nm.

3.7.2 Concentracao plasmatica de interleucina-6 (IL-6)

A concentragdo (pg/mL) plasmatica de IL-6 foi determinada pelo método de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com a utilizagao de kits, seguindo as
instrugcdes dos fabricantes. O kit comercial utilizado foi BD Biosciences, San Diego,
EUA; Biovedor, Heidelberg, Alemanha. A absorbéancia foi determinada em 570 nm.

3.8 Determinacéao do ion flaor

3.8.1 Concentracdo de fldor no plasma



47

Para a analise do fldor no plasma foi feita uma pré-difusdo, pois, por se tratar
de um fluido biolégico, o plasma contém CO,, que teve que ser eliminado. Para
tanto, a amostra de plasma foi colocada em placa de Petri (60x15 mm) e sobre ela
foi colocado o acido sulfarico a 3 M saturado por hexametil-disiloxano (HMDS -
Aldrich) num volume que corresponde a 20% do volume da amostra de plasma. Esta
solucdo (denominada de é&cido aquecido) foi previamente aquecida até que seu
volume seja reduzido pela metade, a fim de eliminar qualquer residual que pudesse
contaminar a amostra. Apos a adicdo de acido aquecido, as placas foram deixadas
abertas por 15 minutos para a saida do CO,, o volume das mesmas foi completado
para 2mL com agua deionizada e entdo a difusdo seguiu como descrito por (TAVES,
1968), modificado por (WHITFORD, 1996). Na tampa destas placas, foram
colocados 50 yL de NaOH 0,05 M, distribuidos em 6 gotas. As placas foram entao
fechadas, seladas com vaselina, e por um orificio feito previamente na tampa foi
colocado hexametil-disiloxano (Aldrich, 2,0 mL em &cido sulfarico 3 M). O orificio foi
imediatamente selado com vaselina e parafiime. As placas foram colocadas entdo
numa mesa agitadora orbital plana (Tecnal, modelo TE 141) em velocidade 2-3, por
12 horas. No dia seguinte, as tampas foram removidas, invertidas e as gotas de
NaOH foram combinadas numa Unica gota. O NaOH foi tamponado pela adi¢do de
25 uL de acido acético 0,2 M. O volume total foi ajustado para 75 yL com agua
deionizada, usando uma pipeta. A gota final, contendo todo o flior da amostra, foi
analisada com um eletrodo especifico para o ion flior (Orion Research, Cambrige,
Mass., USA, modelo 9409) e um microeletrodo de referéncia calomelano (Accumet,
#13-620-79) unidos e acoplados ao potencidmetro (Orion Research, modelo EA

940), que expressou a concentracdo de flior em milivolts (mV).

3.8.2 Concentracdao de flaor no 0sso

Os ossos foram calcinados em mufla a 600°C por 6 horas. ApoOs este
processo, as cinzas foram pesadas e a analise de fllor foi feita apds difuséo
facilitada por HMDS (hexametil-disiloxano), pelo método de (TAVES, 1968)
modificado por (WHITFORD, 1996). Para isso, aliquotas de 0,005 g foram colocadas
em placas de Petri plasticas 60 x 15 mm (J Prolab), em seguida foi adicionado 2,1

mL de agua deionizada. Na tampa das placas, foram colocados 50uL de NaOH
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0,05M, distribuidos em 5 gotas. As placas foram fechadas e vedadas com vaselina,
e por um orificio feito previamente na tampa adicionou-se HMDS (Aldrich, 2,0 mL,
em acido sulfarico 3 M). O orificio foi imediatamente vedado com vaselina e
parafiime. As placas foram colocadas numa mesa agitadora orbital plana em
velocidade 7- 8, “overnight”. No dia seguinte, as tampas foram removidas, invertidas
e as gotas de NaOH foram agrupadas numa Unica gota. O NaOH foi tamponado pela
adicdo de 25uL de acido acético 0,2 M. O volume total foi ajustado para 75 uL com
agua deionizada usando uma pipeta. A gota que deveria conter todo o flior do 0sso
foi analisada utilizando-se eletrodo ion especifico 9409BN (Orion Research, Inc.,
Beverly, MA, USA) e microeletrodo de referencia (Calomelano), acoplado a um
analisador de ions Orion 720 A (Orion Research, Inc., Beverly, MA, USA). Padrdes
de fluoreto foram preparados a partir de uma solucdo de estoque de 0,1M F. As
leituras dos padrdes foram feitas em triplicata. A curva de calibracdo apresentou
slope entre -54 e -62 mV e coeficiente de variacdo da leitura dos padrdes entre +3,0.
As leituras das amostras (mV), foram realizadas em duplicata, e posteriormente

transformadas em pgF/mL.

3.9 Andlises das estruturas 6sseas

3.9.1 Analise histomorfométrica

Para a obtencdo das laminas histoldgica, seis animais de cada grupo, foram
selecionados aleatoriamente. As tibias direitas dos animais foram recolhidas
imediatamente apds o periodo de tratamento, fixada em formalina neutra a 4% por
48 horas, descalcificado em solugédo de (PLANK; RYCHLO, 1952). Série de fatias
com 3 um de espessura foram feitas sobre os aspectos mésio-distais das tibias

direitas e coradas com hematoxilina e eosina como segue:
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Desidratacao/Diafanizacao: Impregniacao:
Alcool 70% - 1 hora Parafina | — 1 hora
Alcool 80% - 1 hora Parafina Il — 1 hora
Alcool 95% - 1 hora Parafina Ill — 2 horas
Alcool 100% - 1 hora

Alcool 100% - 1 hora Coloracao:

Alcool 100% - 1 hora Hematoxilina

Alcool 100%/Xilol - 1 hora Eosina

Xilol — 1 hora

Xilol — 1 hora

Xilol — 1:30 horas

SecoOes equidistantes de cada amostra foram selecionadas e fotografadas
usando uma camera digital acoplada ao microscépio de luz. Foram obtidas imagens
contendo metéfise proximal da tibia. A andlise foi realizada por um “software” de
dominio publico “Image J” sistema de analise de imagem “IMAGE”. Os parametros
histomorfométricos 6sseos seguintes foram medidas: B.Ar, area de 0Sso esponjoso
(mm?2); Tb.N, numero de trabéculas; e Th.Wi, largura trabecular (MCM). Todas as
nomenclaturas, simbolos e unidades de histomorfometria éssea foram expressos
como recomendado pela American Society for Bone and Mineral Research
Histomorphometry - Comisséo da Nomenclatura (DEMPSTER et al., 2013).

3.9.2 Densitometria 6ssea

A densidade mineral 6ssea — DMO (g/cm?) e o conteido mineral 6sseo —
CMO (g) foram medidos nas tibias direitas dos animais, utilizando densitdmetro
modelo DPX-ALPHA, com software especial para pequenos animais, pertencente ao
Departamento de Apoio, Producéo e Saude Animal — FOA/UNESP.

3.9.3 Ensaio biomecénico - resisténcia a flexdo em trés pontos
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O ensaio foi realizado no departamento de Materiais Dentarios da FOA/Unesp
- Aracgatuba. A carga foi aplicada a uma velocidade de 5 mm/min e registrada
automaticamente pelo sistema computacional pertencente a maquina universal de
ensaio EMIC®, modelo DL 3000*. Todos os ensaios foram realizados em condicées
semelhantes. A andlise biomecéanica foi avaliada, por meio da curva de forca X
deslocamento, a resisténcia dssea, analisando a forca méaxima admitida pelo tecido
0sseo, forca na ruptura e a deflexdo na forca maxima. A distancia do vao de apoio

foi de 20 mm, a célula de carga utilizada sera de 2000N.

3.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média *+ EPM, com recurso do
“software” estatistico GraphPad Software, Inc. [Prisma 5.01], 2007.

As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste t de Student, exceto o
peso corpoéreo, ingestdo de racédo, ingestdo hidrica e analise do sinal insulinico que
foram realizadas pelo teste de ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey-

Kramer. O nivel de significAncia adotado foi de 5% (alpha = 5%).



Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corpérea (g)

O resultado da massa corpérea dos grupos controle (OVX-C) e tratado com
fluoreto de sbédio (OVX-F) estdo ilustrados na Figura 3. Os resultados deste
parametro mostram que o tratamento com fluoreto de sodio (50mg/L), durante 42

dias, ndo promoveu diferenca estatistica entre o grupo OVX-F e o grupo OVX-C.

FIGURA 3 - Massa corpérea (g) de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e do
grupo fluoreto de sodio (OVX-F), que foi submetido ao tratamento com NaF
administrado na agua de beber (50 mg/L) durante 42 dias. Os valores séo
apresentados como Média + EPM de 10 (OVX-C) e 10 (OVX-F) animais.
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Fonte: Autor
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4.2 Ingestao alimentar (g)

A figura 4A mostra a média ingestao alimentar dos grupos OVX-C e OVX-F
durante 42 dias. Neste periodo observou-se diferenca entre os dois grupos nos dias
14 (OVX-C = 20,70+0,09g vs OVX-F = 23,03+0,08g), 17 (OVX-C = 24,16+0,08g vs
OVX-F = 22,09+0,09q), 21 (OVX-C = 21,67+0,62g vs OVX-F = 25,23+0,369) e 34
(OVX-C = 26,13+0,37g vs OVX-F = 22,03+£0,07g). Também foi calculada a média da
ingestdo alimentar, por rato, de todas as afericdes realizadas ao longo dos 42 dias
nos grupos OVX-C e OVX-F (Figura 4B); e observou-se que o tratamento com
fluoreto de sédio (50 mg/L) ndo promoveu alteragcdo na ingestao alimentar dos
animais (OVX-F =23,4+0,4 gvs OVX-C =23,4%0,2 Q).

FIGURA 4 - Ingestao alimentar de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e do
grupo fluoreto de sddio (OVX-F), que foi submetido ao tratamento com NaF (50
mg/L) administrado na agua de beber durante 42 dias. Os valores estdo
apresentados como Média + EPM de 10 (OVX-C) e 10 (OVX-F) animais.
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4.3 Ingestao hidrica (mL)

A figura 5A mostra a média ingestdo hidrica dos grupos OVX-C e OVX-F
durante 42 dias. Neste periodo observou-se diferenca entre os dois grupos nos dias
31 (OVX-C = 45,13+0,31mL vs OVX-F = 40,0+£0,44mL), 38 (OVX-C = 45,80+0,82mL
vs OVX-F = 41,0+0,80mL) e 40 (OVX-C = 44,0+1,0mL vs OVX-F = 39,0+0,5mL).
Também foi calculada a média da ingestdo hidrica, por rato, de todas as afericoes
realizadas ao longo de 42 dias dos grupos OVX-C e OVX-F (Figura 5B); e observou-
se que o tratamento com fluoreto de sddio (50 mg/L) ndo promoveu alteracdo na
ingestdo hidrica dos animais (OVX-F =42,8 + 0,8 mL vs OVX-C = 41,5+ 0,6 mL).

FIGURA 5 - Ingestao hidrica de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e do
grupo fluoreto de s6dio (OVX-F), que foi submetido ao tratamento com NaF
(50 mg/L) administrado na agua de beber durante 42 dias. Os valores sao
apresentados como Média £ EPM de 10 (OVX-C) e 10 (OVX-F) animais.
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4.4 Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de
insulina pp 185 (IRS1/IRS2) em tecido adiposo branco.

A figura 6 mostra os resultados do grau de fosforilacdo da tirosina ppl185, no
estado basal e ap6s estimulo de insulina, em tecido adiposo branco (TAB). No grupo
controle (OVX-C) houve diferenga significativa (#p<0,05) apds estimulo insulinico.
Observou-se diminui¢céo (*p<0,05) no grau de fosforilacdo da ppl185, apds o estimulo

de insulina, no grupo OVX-F em relacdo ao grupo OVX-C.

FIGURA 6 - Efeito do estimulo insulinico sobre a fosforilacdo da pp185, em tecido adiposo
branco (TAB) de ratas ovariectomizadas do grupo controle (OVX-C) e do grupo
fluoreto de sodio (OVX-F) que foi submetido ao tratamento com NaF (50 mg/L)
durante 42 dias. Em A, autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS-PAGE e processadas conforme descrito em Materiais
e Métodos. Em B, o grau de fosforilagdo da pp185, apos estimulo insulinico, foi
expresso em unidades arbitrarias por pug de proteina amostrada. Valores sdo
apresentados como Média + EPM de 6 experimentos. #p<0,05 OVX-C (-) vs.
OVX-C (+); *p <0,05 OVX-C (+) vs. OVX-F (+).
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4.5 Avaliacdo da glicemia, da insulinemia e da resisténcia a insulina (pelo
indice HOMA-IR e pelo teste de tolerancia a insulina)

Conforme observado na Tabela 1, as ratas OVX-F nao exibiram alteracées
nas concentracbes plasmaticas de glicose, entretanto observou-se aumento
significativo nas concentragdes plasmaticas de insulina (p<0,05). A partir desses
valores, calculou-se o indice HOMA-IR (HOMA-IR = nivel de glicose em jejum
(mmol/L) x nivel de insulina em jejum (uUI/mL)/22,5). Constatou-se que o valor do
indice de HOMA-IR foi significativamente maior no grupo OVX-F (p<0,05).

O grupo OVX-F apresentou uma velocidade de desaparecimento de glicose

(Kitt) significativamente menor em relacdo ao grupo OVX-C.

TABELA 1 - Concentracdo plasmatica de glicose e insulina; indice HOMA-IR; teste
de tolerancia a insulina (ITT) de ratas ovariectomizadas tratadas cronicamente com
NaF (OVX-F) e grupo controle (OVX-C).

PARAMETROS OovX-C OVX-F
Glicemia (mmol/L) 6,86 + 0,18 6,77 £ 0,23
Insulinemia (uU/mL) 10,83+ 2,11 18,03 £ 1,79*
HOMA-IR 3,30+ 0,64 5,62 + 0,51*
Kit (%6/min) 3,80 +£0,80 1,90 + 0,30*

Valores expressos como média + EPM, n=10. *p<0,05

Fonte: Autor
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4.6 Avaliacdo da concentracdo plasmatica de triglicérides, colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL e colesterol VLDL

Conforme observado na tabela 2, as ratas OVX-F apresentaram aumento nas
concentragcfes plasmaticas de triglicérides e no colesterol VLDL em compara¢do ao
grupo OVX-C. O tratamento com fluoreto de sédio (50mg/L) ndo promoveu alteracédo
nas concentracdes plasmaticas de colesterol total, colesterol HDL e colesterol LDL

entre 0s grupos.

TABELA 2 - Concentracdo plasmatica (mg/dL) de colesterol total, triglicérides,
colesterol HDL, colesterol VLDL e colesterol LDL de ratas ovariectomizadas tratadas
cronicamente com NaF (OVX-F) e grupo controle (OVX-C).

PARAMETROS (mg/dL) OVX-C OVX-F

Colesterol Total 90,98 + 2,71 92,85 + 3,29
Triglicérides 88,63 £ 2,93 99,80 + 3,93*
HDL 45,21 £ 0,73 45,54 + 1,03
VLDL 17,73 £ 0,58 19,96 + 0,78*
LDL 28,95+ 2,72 26,00 + 3,08

Valores expressos como média + EPM, n=10. * <0,05

Fonte: Autor
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4.7 Avaliacdo da concentracéo plasmatica de TNF-a e IL-6

Conforme observado na Tabela 3, as ratas tratadas cronicamente com NaF
apresentaram um aumento significativo na concentracdo plasmatica de TNF-a e IL-6

em relacdo ao grupo controle.

TABELA 3 - Concentracdo plasmética (pg/mL) de TNF-a e IL-6 de ratas
ovariectomizadas tratadas cronicamente com NaF (OVX-F) e grupo controle (OVX-
C).

PARAMETROS (pg/mL) OVX-C OVX-F
TNF-a 6,00 + 0,19 6,97 + 0,41*
IL-6 28,70 + 0,58 32,71 + 1,64*

Valores expressos como média + EPM, n=10. *p<0,05

Fonte: Autor
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4.8 Avaliacdo da concentracdo plasmatica de calcio

Conforme demonstrado na figura 7, observou-se que o tratamento com NaF
foi capaz de promover aumento significativo na concentracfes plasmaticas de calcio
do grupo OVX-F (10,49 = 0,15 mg/dL), em relacdo ao grupo OVX-C (9,57 + 0,15
mg/dL).

FIGURA 7 - Concentracdo plasméatica de calcio em ratas ovariectomizadas do grupo
controle (OVX-C) e do grupo (OVX-F) submetido ao tratamento com NaF (50
mg/L) administrado em agua de beber durante 42 dias. Os valores sao
apresentados como média + EPM, n=10. Os valores foram considerados
estatisticamente significativos quando ***p<0,001.

151

**k*

=
i

Célcio (mg/dL)

(3]
1

OvX-C OVX-F

Fonte: Autor



60

4.9 Avaliacdo da concentracdo plasmatica de osteocalcina

Na figura 8 observou-se que o tratamento com NaF foi capaz de promover
aumento significativo na concentracfes plasméaticas de osteocalcina do grupo OVX-
F (110,70 = 20,00 pg/mL), em relacdo ao grupo OVX-C (53,08 + 7, 51 pg/mL).

FIGURA 8 - Concentragédo plasmatica de osteocalcina em ratas ovariectomizadas do grupo
controle (OVX-C) e do grupo (OVX-F) submetido ao tratamento com NaF (50
mg/L) administrado em agua de beber durante 42 dias. Os valores sao
apresentados como média + EPM, n=10. Os valores foram considerados
estatisticamente significativos quando *p<0,05.
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4.10 Analise da concentracéo do ion flaor

4.10.1 Avaliacéo da concentracdo plasmética de fluor

Na figura 9 observa-se que o tratamento com NaF foi capaz de promover
aumento significativo na concentracdes plasmaticas de flior do grupo OVX-F (0,14 +

0,02 pg/F'mL), em relagéo ao grupo OVX-C (0,04 £ 0,006 ug/F'mL).

FIGURA 9 - Concentracdo plasmatica de flior em ratas ovariectomizadas do grupo controle
(OVX-C) e do grupo (OVX-F) submetido ao tratamento com NaF (50 mg/L)
administrado em agua de beber durante 42 dias. Os valores sdo apresentados

como média + EPM, n=10. Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando **p<0,05.
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4.10.2 Avaliacéo da concentracéo de flior no osso

A concentracao de flior em tibias das ratas tratadas cronicamente com NaF é
significativamente maior que seu controle. Na figura 10 observa-se que o tratamento
com NaF foi capaz de promover aumento significativo na concentracéo de flior no

grupo OVX-F (0,66 + 0,04 ugF/g), em relagao ao grupo OVX-C (0,24 + 0,03 ugF/g).

FIGURA 10 - Concentracéo de flior em tibias de ratas ovariectomizadas do grupo controle
(OVX-C) e do grupo (OVX-F) submetido ao tratamento com NaF (50 mg/L)
administrado em agua de beber durante 42 dias. Os valores sao
apresentados como média + EPM, n=10. Os valores foram considerados
estatisticamente significativos quando ***p<0,0001.
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4.11 Anélise morfométrica

Na analise morfométrica, os graficos da figura 11 representam em: A) area
6ssea (B.Ar em pum?); B) o nimero de trabéculas por area (Tb.N) e C) média da
espessura das trabéculas (Tb.Wi). Os resultados demonstram diminuicdo
significativa em todos os parametros analisados no grupo OVX-F quando comparado
ao grupo OVX-C. B.Ar (OVX-F = 2,93 + 0,14 um? vs OVX-C = 3,61 + 0,06 um?);
Tb.N (OVX-F = 1,71 + 0,18 vs OVX-C = 2,33 + 0,16) e Th.Wi (OVX-F = 4984 +
238,9 vs OVX-C =5717 + 217,7).

FIGURA 11 - Propriedades microestruturais da metéfise proximal tibial de ratas
ovariectomizadas tratadas com fluoreto de sodio (50mg/L) administrado
em agua de beber nos seguintes grupos: controle (OVX-C) e tratado
(OVX-F). Os parametros 6sseos morfométricos representados sao (A) da
area do o0sso esponjoso (B.Ar), (B) numero trabecular (Tb.N) e (C)
espessura trabecular (Th.Wi). Os resultados sdo apresentados como a
média + EPM, n = 6 Valores de *p<0,05 e ***p<0,001 foram considerados
estatisticamente significativos.
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4.12 Andlise histologica

Andlise histolégica (figura 12) representa em: A) ratas OVX-C e B) ratas OVX-
F. A analise qualitativa revela diminuicdo da espessura trabecular no grupo tratado

com fluoreto de sédio e aumento do espago entre as trabéculas 6sseas.

FIGURA 12 - Fotomicrografias evidenciando o aspecto histologico do tecido 6sseo
esponjoso na metéfise tibial no grupo controle (A) e no grupo tratado com
fldor (B). Abreviacdes e simbolos: bt, trabécula éssea. Coloragédo:
Hematoxilina e Eosina. Aumento original: 250x. Barras de escala: 100 pm.

Fonte: Autor
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4.13 Ensaio biomecéanico

4.13.1 Densitometria 6ssea

Na densitometria 6ssea (Figura 13) realizada apos o periodo de 42 dias de
tratamento com fluoreto de sddio, observou-se que o valor da area total 6ssea das
tibias foi significativamente menor no grupo OVX-F (1273 + 4,0 cm?) em comparagao
com o grupo OVX-C (1328 + 18.72 cm?). Por outro lado & dose de 50mg/L de
fluoreto de sddio, ndo promoveu alteracdes na densidade mineral éssea (OVX-F=
15,13 + 1,17 g/cm? vs OVX-C=11,71 + 1,58 g/cm?) e contelido mineral 6sseo (OVX-
F=19,33 + 1,49 g vs OVX-C= 15,80 * 2,08 g).

FIGURA 13 - Andlise da densidade mineral 6éssea por emissdes de dupla absorcédo de
raios-X (DXA) do grupo controle (OVX-C) e do grupo tratado com fluoreto de
sodio (OVX-F). (A) contetido mineral 6sseo (g), (B) area total (cm?) e (C)
densidade mineral 6ssea (g/cm?). Os resultados foram apresentados como
média £ EPM, n = 10. Os valores foram considerados estatisticamente
significantes quando *p<0,05.
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4.13.2 Ensaio de flexdo em 3 pontos

A Figura 14 mostra os valores de rigidez (A), forca maxima (B) e tenacidade
(C), obtidos por ensaio de resisténcia a flexdo em trés pontos realizados nas tibias
dos animais estudados. Foram observados valores significativamente menores na
rigidez (OVX-F = 90,90 * 5,61 x10°N/m vs. OVX-C = 108,10 + 3,76 x10°N/m), forca
maxima - Fpnax (OVX-F = 6088 + 197,50 N vs. OVX-C = 6592 + 108,0 N) e tenacidade
(OVX-F = 54,0 £ 1,92 mJ vs. OVX-C = 58,68 + 0,95 mJ) no grupo OVX-F em

comparacao ao grupo controle (OVX-C).

FIGURA 14 - Propriedades biomecéanicas das tibias de ratas ovariectomizadas avaliadas
por meio de teste de flexdo em trés pontos, nos grupos controle (OVX-C) e
tratadas com fluoreto de sddio (OVX-F). Sdo mostrados nos graficos (A)
rigidez extrinseca (x10° N/m), (B) Fnax - forca méaxima (N), e (C) tenacidade
(mJ). Os resultados sao apresentados como a média + EPM, n = 10. Os
valores foram considerados estatisticamente significativos quando *p <0,05.
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5 DISCUSSAO

O tratamento crénico com NaF (50mg/L) na agua de beber durante 42 dias,
promoveu resisténcia a insulina e alteracdes no sinal insulinico e nas propriedades
0sseas das tibias de ratas ovariectomizadas (OVX).

Pesquisas evidenciam que o flior exerce efeitos importantes sobre a estrutura
O0ssea, atuando como um agente anabdlico capaz de aumentar o numero de
osteoblastos, proporcionando aumento da massa 6ssea (CARVALHO, 2005).
Semelhantemente, a insulina atua como um agente anabdlico para 0S 0Ss0s
(VIRKAMAKI et al.,, 1999) e também desempenha um papel fundamental na
manutencdo da homeostase glicidica, no crescimento e na diferenciacdo celular
(CARVALHEIRA et al., 2002).

Sabe-se que a massa corporal pode influenciar a densidade &ssea
(NASCIMENTO et al., 2009) e o metabolismo glicidico (ROCHA et al., 2010). Os
resultados do presente estudo revelaram que o tratamento com NaF n&o promoveu
diferenca na massa corporal em relacdo ao grupo controle (Figura 3). Esses
resultados corroboram os estudos de Sggaard et al. (1997) e Chiba et al. (2010),
gue ndo observaram diferenca no peso corporal de ratas OVX e ratos machos
castrados, respectivamente tratados com doses variadas de NaF, sugerindo que o
tratamento com fluoreto néo interferiu neste parametro. Além disso, os resultados do
presente trabalho ndo revelaram diferencas em relacéo a ingestéo hidrica e de ragédo
entre os grupos (Figuras 5 e 4).

O presente estudo revelou que o tratamento crénico com fluoreto de sédio em
ratas OVX promoveu diminuigéo do grau de fosforilagdo em tirosina da ppl185 (IRS-
1/IRS-2) em tecido adiposo branco, promovendo diminuicdo do sinal insulinico
(Figura 6), conforme citado anteriormente. Estudos anteriores, realizados em nosso
laboratorio, utilizando outra dose de NaF (4,0 mg F/kg p.c./dia), também observaram
em ratos machos castrados que a ingestéo cronica de NaF promoveu a reducéo no
grau de fosforilagdo em tirosina da pp 185 em tecido muscular e adiposo, resultando
na diminuicdo do sinal insulinico nestes tecidos (CHIBA et al., 2010, 2012). Estas
respostas sugerem que o fluoreto pode ocasionar resisténcia a insulina, pois varios
autores correlacionaram resisténcia a insulina com a diminui¢céo do sinal insulinico
( CHIBA, et al., 2010; CHOU et al., 1987; EBINA et al., 1987; KASUGA et al., 1982).
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Adicionalmente, estudos “in vitro” de VINALS et al. (1993) relataram a ac&o
inibitéria do flior sobre a atividade tirosina-quinase dos receptores de insulina de
tecido muscular de ratos e placenta humana. Em pacientes com DM2, que tem como
caracteristica principal a resisténcia a insulina, também foi evidenciada alteracdo na
atividade tirosina-quinase do receptor de insulina em musculo esquelético e figado
(CARO et al., 1986, 1987).

O tratamento com NaF promoveu aumento das concentracdes plasmaticas de
insulina no grupo OVX-F (Tabela 1), porém néo foi observado diferenca na glicemia
entre os grupos. Este aumento da insulinemia pode ser decorrente de uma resposta
do organismo a diminuicdo na captacdo de glicose pelas células, devido a
resisténcia a insulina, tornando-se necessario aumentar a producdo de insulina pelo
pancreas para manter a concentracdo de glicose sérica normal. A partir dos valores
da insulinemia e glicemia, foi calculado o indice HOMA-IR, que expressa a
resisténcia a insulina (quanto maior for o valor deste indice, maior seré a resisténcia
hormonal). O valor desse indice foi maior no grupo OVX-F em relacdo ao OVX-C,
demonstrando que o tratamento com NaF promoveu resisténcia a insulina.

A avaliacdo da sensibilidade insulinica pode ser avaliada tanto pelo indice
HOMA-IR como também pelo teste endovenoso de tolerancia a glicose (ITT). Por
meio deste teste obteve-se a constante de decaimento da glicose (Kitt) da qual se
pdde avaliar a sensibilidade a insulina e quanto menor o valor desta constante,
maior sera a resisténcia a insulina (GELONEZE; TAMBASCIA, 2006). O resultado do
presente estudo demonstra que o Kitt no grupo OVX-F encontra-se diminuido em
comparacao ao seu controle (Tabela 1), evidenciando novamente que o grupo OVX-
F apresenta maior resisténcia a insulina.

No DM2, a hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina estdo associadas com o
aumento da densidade d6ssea, mas com diminuicdo da resisténcia 0ssea,
contribuindo para um aumento do risco de fraturas 6sseas (THRAILKILL et al.,
2005).

Estudos realizados com camundongos “knockout” para receptores de insulina
em osteoblastos indicam menor formacéo 0ssea, atribuida a auséncia de expressao
de Runx2 (fator de transcricdo 2 relacionado ao runt - gene essencial para a
diferenciacdo osteoblastica), e reducéo da concentracdo plasmética de osteocalcina
descarboxilada. Nestes animais a menor formacdo Ossea foi evidenciada pela



70

diminuicdo do volume trabecular e do nimero de osteoblastos (FULZELE et al.,
2010).

Estados de resisténcia a insulina s&o normalmente associados com
dislipidemia aterogénica que contribui para um maior risco de aterosclerose e
doenca cardiovascular (AVRAMOGLU et al.,, 2006). Os resultados do presente
estudo revelaram que o tratamento com NaF promoveu aumento nas concentracdes
plasmaticas de triacilglicerol e colesterol VLDL (Tabela 2).

Estudos realizados com homens normoglicémicos com resisténcia a insulina
mostraram que a sintese de colesterol encontra-se aumentada e a absorcédo do
colesterol diminuida. A resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (DM2) tém sido
constantemente associada com altas concentracfes plasmatica de triglicérides e
baixas concentracfes plasmaticas de colesterol HDL. O aumento da sintese de
VLDL no figado parece ser a principal causa do aumento das concentracdes de
lipoproteinas ricas em triacilglicerol. Este excesso de VLDL e de triacilglicerol no
figado estd associado com niveis elevados de acidos graxos livres no plasma em
pacientes com resisténcia a insulina (PIHLAJAMAKI et al., 2004).

Os disturbios do metabolismo dos carboidratos e lipidios coexistem na maioria
dos individuos portadores de "sindrome metabdlica". O componente mais importante
nestes pacientes € a diminuicdo da captacao de glicose estimulada pela insulina. A
resisténcia a insulina parece causar hiperinsulinemia, gliconeogénese hepatica e
producédo de glicose aumentada, reducdo da supresséo da lipélise no tecido adiposo
0 que leva a um alto fluxo de acidos graxos livres e aumento de lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL) causando reducéo nas concentracdes plasmaticas de
lipoproteina de alta densidade - HDL (AVRAMOGLU et al., 2006).

Estudos em ratos obesos por dieta hiperlipidica demonstraram diminuicdo da
massa 0ssea e aumento da sua reabsorcdo, avaliada por meio da diminuicdo dos
marcadores de formacao 6ssea (osteocalcina e Runx2) e aumento da expressao de
PPAR-y (receptor ativado por proliferadores de peroxisomas gama), regulador para
diferenciacdo de adipdcitos (CHEN et al., 2010).

Graham et al. (2010), mostraram que em ratos alimentados com dieta de alto
teor de gordura desenvolveram osteopenia, investigaram o envolvimento dos
linfécitos T de medula éssea desses animais “in vitro” e observaram aumento de

varias citocinas entre elas TNF-a, IL-6 e RANKL. A partir destes resultados eles
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sugeriram que os linfocitos T desempenham um papel chave na osteoclastogénese
induzida por dieta de elevado teor de gordura e pode contribuir para a perda éssea
associada com osteopenia.

Os adipocitos produzem e secretam horménios coletivamente chamados
adipocinas como o TNF-a, que podem influenciar o metabolismo energético
(CARVALHEIRA et al., 2002) e o metabolismo 6sseo (KOBAYASHI et al., 2000). Os
resultados deste trabalho mostraram que a concentragcéo plasmatica de TNF-a e IL-6
de ratas ovariectomizadas tratadas com NaF foram maiores comparado ao grupo
controle (Tabela 3).

Estudos demonstraram que o tratamento de NaF em ratos machos castrados
promoveu resisténcia a insulina e aumentou a concentracao plasmatica do TNF-a
(CHIBA et al., 2012). Os resultados do presente estudo estdo de acordo com
resultados de Chiba et al. (2012), de modo que o tratamento de NaF em ratas OVX
promoveu aumento da concentracdo plasmatica do TNF-a e apresentou quadro de
resisténcia a insulina.

Em adipdcitos de animais e humanos obesos, hiperexpressam TNF-o em
quantidades que se correlacionam positivamente com o indice de massa corporal
(IMC) e insulinemia. Em contraste a redugcédo do peso corporal diminui a expressao
de TNF-a (CARVALHEIRA et al., 2002). Peraldi e Spiegelman (1998) propuseram
que o TNF-a pode alterar a transmisséo do sinal insulinico por meio do aumento da
fosforilacdo em serina do IRS-1. O IRS-1 fosforilado em serina inibe a atividade
tirosino-quinase do receptor de insulina, reduzindo assim a sinalizagdo insulinica
(HOTAMISLIGIL et al., 1996).

O TNF-a estimula a reabsorgdo 6ssea “in vivo” e “in vitro” (THOMSON et al.,
1987) e induz a expressdo de RANKL em osteoblastos (FULLER et al., 2002;
HOFBAUER et al., 1999; HORWOOD et al., 1998). Esta citocina esta associada com
a perda 6ssea que acompanha varias doencas inflamatérias (CENCI et al., 2000;
FULLER et al., 2002) como perda 6ssea na periodontite e outras formas de osteolise
inflamatoéria (BIRKEDAL-HANSEN, 1993), e resisténcia a insulina (FEINSTEIN et al.,
1993; HOTAMISLIGIL et al., 1994).

Na obesidade os macrofagos produzem concentracdes elevadas de TNF-a e
IL-6 que promovem a atividade dos osteoclastos levando a reabsorcdo éssea

(KOBAYASHI et al., 2000). O IL-6 é uma citocina que pode afetar a massa 0ssea.
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Sua expressao cronica aumenta a remodelacdo 0ssea e provoca perda de massa
0ssea pelo aumento de sua reabsorcdo (DE BENEDETTI et al., 2006; RUFO et al.,
2011).

Estudos “in vitro” demonstraram que o IL-6 induziu inibicdo da secrecao de
insulina estimulada pela glicose. “In vivo” esta citocina induz alteragbes metabdlicas
encontradas em estados catabdlicos, aumentando as concentracdes plasmaticas de
glicose (CARVALHO, 2006). Os niveis séricos de IL-6 sdo baixos em condi¢des
fisiolégicas. No entanto, sua producdo € regulada por varios fatores como dieta,
exercicio, stress entre outros. A IL-6 também aumenta a atividade do estradiol 17 (3-
hidroxiesterdide desidrogenase, inibindo atividade anti-osteoclastogénica do
estrégeno, promovendo ostedlise e hipercalcemia (ARA; DECLERCK, 2010).

Os resultados do presente estudo revelou aumento nas concentracdes
plasmaticas de célcio no grupo OVX-F em comparacdo ao controle. Sabe-se que em
mulheres, a osteoporose esta associada a menopausa (diminuicdo de estrégenos)
gue acelera a perda éssea. Além disso, a doenca pode apresentar outras causas
(mecéanicas, genéticas e nutricionais) sendo o calcio o componente nutricional
importante (BEDANI; ROSSI, 2005). Existem outros mecanismos que podem levar a
hipercalcemia como aumento da reabsorcéo 6ssea e da absorcao intestinal de célcio
e diminuic&o da excrec¢éao renal de célcio (MARTIN; KAYATH, 1999).

Recentemente, o calcio foi correlacionado como um marcador de reabsor¢éo
0ssea associado a alta ingestédo de sodio. Park et al. (2014) avaliou 86 mulheres na
pos-menopausa que foram inicialmente diagnosticadas com osteopenia ou
osteoporose. Estes autores demonstraram uma correlagéo entre o consumo elevado
de sédio e altos niveis de excre¢do de calcio por meio da urina. Além disso,
demonstraram correlagdo entre excrecdo urindria de célcio e o marcador da
reabsorcdo o0ssea por meio da proteina telopeptideo carboxiterminal do colageno
tipo | (CTX-I), que € produto da degradacao do colageno tipo I.

Estudos realizados com cultura de osteoblastos (MC3T3-E1l) tratada com
fluoreto e célcio demonstraram que canais de calcio tipo L desempenham um papel
importante na homeostase deste mineral, pois afetam a expressao osteogénica de
fatores de transcricdo como, ativador de proteina 1 (AP-1), fator de transcricdo 2
relacionado com runt (Runx2) e osterix (OSX) em osteoblastos expostos em baixa
concentragdo (2,0mg/L) de fluor. Estes resultados sugerem que a regulacdo da

expressdo ou da atividade dos canais de calcio tipo L pode regular a sinalizacao de
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calcio em células 6sseas e a modulagdo destes canais pode influenciar a
remodelacédo 6ssea em condicBes de fluorose (DUAN et al., 2014).

O fldor (fluoreto de sodio e monofluorofosfato) pode ser um estimulador da
formacdo de osso trabecular. No entanto, a dose efetiva é muito proxima da dose
toxica e ha controvérsias a respeito da qualidade do osso formado, pois pode haver
formacéao de osso fluorado que limita sua utilizagdo. No intuito de se evitar efeitos
toxicos, o fluor pode ser administrado junto ao célcio e a vitamina D (CAMPOS et al.,
2003). Conforme descrito anteriormente, o flior além de atuar tanto no metabolismo
0sseo como no metabolismo de carboidratos. E existe uma ligagdo entre o
metabolismo energético e o metabolismo ésseo por meio da insulina (FERRON et
al., 2010). No contexto da interacdo entre osteoblastos e osteoclastos que
caracterizam a remodelacdo 6ssea, a sinalizagcdo da insulina em osteoblastos
interfere nesta funcao, favorecendo a decarboxilacdo da osteocalcina. Fulzele et al.
(2010) observaram reducdo na concentracdo plasmatica de osteocalcina
decarboxilada e na massa 6ssea devido a diminui¢cdo da formacao 6ssea e nimeros
insuficientes de osteoblastos em camundongos “knockout” para receptor de insulina
em osteoblastos. A sinalizacdo insulinica promove a formacdo Ossea porque
suprime a proteina 2 relacionada com twist (Twist2 - um inibidor de desenvolvimento
de osteoblastos) e aumenta a expressdo de osteocalcina (um mediador de
sensibilidade e secrec¢éo de insulina) (FULZELE et al., 2010).

Desta forma a insulina exerce um papel fundamental entre a remodelagéo
0ssea e 0 metabolismo energético (FERRON et al., 2010). Sabe-se que a
osteocalcina € metabolizada sob acdo de enzimas osteoclasticas, entretanto ela nao
é utilizada como marcador bioquimico de reabsor¢gédo 6éssea, mas como marcador de
formacao 0ssea (AVOLIO et al., 2008).

Estudos realizados por Brown et al. (1984), mostraram que as concentracdes
séricas de osteocalcina em pacientes com osteoporose pOs-menopausica tiveram
correlacdo linear significativa com formacdo O6ssea, mas ndo com os indices de
reabsorcédo 6ssea. Embora a osteocalcina esteja na matriz éssea, pequenas porc¢des
podem ganhar a circulagcdo sanguinea e ser hidrolizadas no figado e rim pelas
metaloproteases tornando sua meia vida bastante curta (AVOLIO et al.,, 2008;
DELMAS et al., 1983).

Ferron et al. (2010), mostraram que a sinalizacdo da insulina em osteoblastos

influencia a homeostase da glicose, estimulando a producdo de osteocalcina. A
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osteocalcina é uma proteina especifica do osso (20% das proteinas nao
colagenosas) secretada pelos osteoblastos (RAIF; HARMAND, 1993). Antes de ser
secretada por estas células, a osteocalcina, dependente de vitamina-K, sofre
carboxilacédo em trés residuos de Gla (acido y-carboxiglutamico) que contribui para
afinidade com a matriz 6ssea. Devido a esses residuos Gla a osteocalcina (OC) ja
foi denominada proteina 0ssea plasmatica GLA - BGP (DELMAS et al., 1983). Huo
et al. (2013) observaram em cultura de osteoblastos humanos, (Saos-2) expostos a
doses variadas de NaF (0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, e 1,6 mM) durante 24, 48 e 72 horas,
um aumento na expressdo de fosfatase alcalina e osteocalcina nestas células
somente na dose de 0,2 mM de NaF em 72h de exposicéo a este elemento. Estudos
de Hu et al. (2012) observaram em cultura de células de calvaria de ratos expostas a
doses baixas de fluoreto (2,0 e 8.0 mgF/L) um aumento na expressao de OC, porém
em altas doses de NaF (20 mgF/L) evidenciaram uma diminuicdo na expressao da
OC. Estes pesquisadores também avaliaram o efeito do tratamento com 100mg F/L
na agua de beber em ratos durante um ano e constataram que este tratamento
promoveu um incremento na concentracao plasmatica de OC. Dandona et al. (1988),
realizou um estudo com homens saudaveis submetidos ao tratamento com fluoreto
de sodio durante 3 semanas e as concentracfes séricas de osteocalcina foram
mensuradas antes, durante e depois 3 semanas do tratamento. Os resultados
revelaram aumento das concentracdes plasmaticas deste horménio ao final do
tratamento e as concentragfes da osteocalcina voltaram aos niveis basais apés 3
semanas do tratamento. Estes pesquisadores concluiram que a administracdo de
fluoreto em individuos normais durante um curto periodo de tempo aumenta a
concentragdo de osteocalcina sérica. Nossos resultados estdo de acordo com esses
dados, pois observamos que o grupo OVX-F apresentou concentracdes plasmaticas
de osteocalcina maiores do que o grupo OVX-C (Figura 8). Apesar da osteocalcina
ser um marcador de formacgéo 6ssea, a concentracdo e o aumento deste marcador
no plasma pode ndo refletir um incremento na formacdo Ossea. Estudos
demonstraram que em ratas OVX houve diminuicéo da incorporacao da osteocalcina
na matriz 6ssea (LUVIZUTO et al., 2013) e isto poderia levar um aumento deste
marcador na circulacao sanguinea.

Camundongos "knockout" para osteocalcina apresentam aumento na glicemia
e diminuicdo na insulinemia em relacdo aos camundongos selvagens (Lee et al.,

2007). Nesse estudo também se verificou que a secrecao de insulina e sensibilidade
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a este hormonio estavam reduzidas nesses camundongos "knockout" para
osteocalcina. Como descrito acima, nossos resultados demonstraram aumento na
concentracdo plasmatica osteocalcina. Esse aumento também pode ter propiciado
um aumento da insulinemia, conforme ja descrito. Por outro lado, em nossos
estudos, este aumento de OC ndo promoveu aumento na sensibilidade a insulina.
Esta resposta pode ser decorrente da acdo do NaF em aumentar a concentracéo de
TNF-a, que promove resisténcia a insulina (CHIBA et al.,2012). E parece que em
relacdo a sensibilidade a insulina, esta citocina sobrepuja o efeito da osteocalcina.

O fluoreto também parece alterar a quantidade de massa 6ssea em ratos de
um modo dependente da dose, conforme demonstrado por Duan et al. (2014), citado
anteriormente. Matsuda et al. (2014), utilizaram doses variadas de fluoreto de sddio
(0, 5, 10, 25, 50, e 75 uM) durante 28 dias em células de calvaria de camundongos
das linhagens C57BL/6J (B6) e BMDC3H/HeJ (C3). Estes pesquisadores nao
observaram efeitos destas variadas doses de NaF sobre a atividade da fosfatase
alcalina, mas observaram diminuicdo de nddulos mineralizados nas doses 50 e
75uM em C3 e nas doses 10, 25, 50 e 75uM em B6. O efeito de NaF na dose de 10
uM, aumentou a producéo de colageno tipo | e acima de 50uM afetou a producéo e
degradacdo da matriz extracelular, provavelmente durante o periodo de
mineralizacao.

Os resultados do presente estudo revelaram que o grupo OVX-F apresentou
diminuicdo da area total 6ssea (Figura 13 A-C), entretanto ndo houve alteracées no
CMO e DMO.

Nem sempre ha uma correlagéo direta entre a ocorréncia de fraturas e
resultado de densitometria. A densitometria mensura a massa 0ssea calcificada,
mas ndo afere a qualidade desta massa 0ssea (SOUZA et al., 2010). Alguns estudos
clinicos demonstraram que a utilizacao de fluoreto para tratamento de osteoporose
aumenta a DMO, mas nao diminui o risco de fratura vertebral (DAMBACHER et al.,
1986; HAGUENAUER et al., 2000; KLEEREKOPER; BALENA, 1991; RIGGS et al.,
1990).

Haguenauer et al. (2000), estudaram o tratamento com flior (<30mg NaF) em
mulheres pds-menopausicas e observaram que apesar do tratamento com fllor
aumentar a DMO da coluna lombar destas pacientes, néo foi constatado reducao
das fraturas vertebrais durante um periodo de 4 anos de acompanhamento. Ao
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aumentar a dose de flaor, estes pesquisadores observaram aumento de risco de
fraturas n&o vertebrais, além de efeitos colaterais relacionados ao sistema
digestorio.

Um estudo biomecanico revelou uma diminuicdo na qualidade 6éssea em ratos
tratados com flior nas doses de 100 e 150 ppm durante 90 dias (S@GAARD et al.,
1995).

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com Sggaard et al. (1997),
foi observado diminuicdo em todos os parametros biomecanicos (rigidez, tenacidade
e forga) em vértebras de ratas OVX tratadas com NaF (Figura 14 A-C).

Carvalho, (2005) e Fernandes (2010), trataram ratos com doses variadas de
NaF administrado na agua de beber e verificaram que uma dose de 5 ppm de F néo
promoveu alteragcbes na formacdo Ossea, enquanto que a dose de 50 ppm
promoveu danos na formacédo do osso. Os resultados do presente estudo também
demonstraram diminuicdo nos parametros histomorfométricos (Figura 11 e 12) e
biomecanicos (Figura 14). Observamos uma condicdo de fragilidade dssea, que
pode ser verificado por meio da diminuicdo da Fnax, nas tibias do grupo OVX-F
guando comparado ao grupo controle. Além disso, houve diminuicdo da area 6ssea,
namero e espessura trabecular.

Turner et al. (2001) observaram em vértebras de ratos senis que a
concentragdo de 50 mg/L de NaF, adicionado a &gua potavel, promoveu a
mineralizacdo Ossea danificada, que pode ser explicado devido ao aumento da
guantidade de ostedide ndo mineralizado, resultando na diminuicdo da forca das
vértebras.

Em outros estudos, Reid et al. (2007), observou em seres humanos que o
monofluorofosfato, (20mg) promoveu aumento da DMO em 22% enquanto que 0s
pacientes que receberam placebo apresentaram aumento de 6%. Embora
constatado aumento da DMO, foi observado interferéncia na mineralizacdo 0ssea
nas vértebras do grupo tratado. Jiang et al. (1996), também observaram aumento da
DMO em ratos que ingeriram doses de 0,5 mg NaF/kg/dia, sem apresentar melhora
na for¢ca 0ssea destes animais.

A National Osteoporosis Foundation (2010), relata que o fluoreto de sédio
(NaF) estimula a formacdo Ossea, no entanto, a qualidade da massa 0ssea
desenvolvida é prejudicada, e as indicacdes de que o fluoreto reduz o risco de

fratura sdo conflituosas e controversas.
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Em cultura celular, por meio do ensaio de MTT (Metil Tiazolil Tetrazélio) que
tem por finalidade avaliar a viabilidade celular, o tratamento com NaF inibiu a
proliferacdo de osteoblastos em ratos e caprinos (WANG et al., 2011), bem como
interrompeu o ciclo celular em células da mucosa bucal, hepatocitos e neurénios do
hipocampo (ZHANG et al., 2008). Além disso, WANG et al. (2011), demonstraram
gue o tratamento com NaF em altas doses, aumentou 0s niveis intracelulares de
ROS (espécies reativas de oxigénio) e a LPO (peroxidacéo lipidica), sugerindo que o
flor pode estar associado ao aumento de danos oxidativos.

Grey et al. (2013) observaram em pacientes que o tratamento com placebo e
fluoreto em baixas doses (2,5mg, 5mg e 10mg), durante 1 ano, ndo promoveram
efeitos significativos no esqueleto e concluiram que a terapia com NaF € ineficaz
contra a osteoporose.

Estudo realizado por Shin et al. (2014), em homens, investigou a associacao
entre a resisténcia a insulina e a densidade mineral 6ssea e observou-se que a
resisténcia a insulina € um fator preditivo negativo para a saude 6ssea. Além disso,
a associacao entre o nivel de insulina e DMO variaram de acordo com o grau de
resisténcia a insulina, ou seja, quando mais o individuo é resistente a insulina, a
massa 6ssea diminui.

A Agéncia Europeia de Medicamentos nao se manifestou sobre o uso de fluor
no tratamento da osteoporose. A FDA (Food and Drug Administration) defende a
falta de eficacia na prevencdo de fraturas e na modulacdo da massa 6ssea. Em
decorréncia disto, a FDA n&o iniciou um processo de revisao formal para a aceitacao

desta terapia para tratamento de desordens 0sseas (WHO, 2004).



Resumo dos principais
resultados
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6 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

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

NaF (50mg/L) em ratas ovariectomizadas promoveu:

Aumento:

da insulinemia;

do indice HOMA-IR;

de osteocalcina;

da calcemia;

da fluoremia no plasma e 0sso;
de triacilglicerol e VLDL,;

de TNF-a e IL-6 no plasma.

Diminuicao:

do grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de insulina
(IRS1/IRS2) da ppl85 apds estimulo insulinico em tecido adiposo
branco;

da Kitt;

da area Ossea total;

do namero de trabéculas;

da espessura trabecular;

da rigidez, tenacidade e forca maxima da tibia.

Nenhuma alteracao:

No peso corporeo;

na ingestéo alimentar e hidrica;
na glicemia,

no colesterol total no plasma;
no HDL e LDL plasmatico;

no contedado mineral 6sseo;

na densidade mineral 6ssea.
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7 CONCLUSAO

Com base nesses resultados, podemos concluir que o tratamento com dose
alta de NaF ndo promoveu alteracdo na DMO, mas piorou 0s parametros
biomecanicos na tibia, demonstrando que esse tratamento promoveu a formacéao de
um 0sso de menor qualidade. Ademais, o NaF promoveu diminuicdo do sinal
insulinico e resisténcia a insulina. Salientamos que esta resisténcia hormonal piora
com o envelhecimento. Em decorréncia disso, o uso de NaF para o tratamento de
osteoporose deve ser feito com cautela, principalmente em mulheres apds a

menopausa.
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Highlights

The chronic treatment with NaF (50 mg/L) in ovariectomized rats promoted:

e decrease in the insulin sensitivity and the insulin signal

e decrease in biomechanical and histomorphometric parameters

e increase in plasma concentration of insulin, osteocalcin, fluoride, calcium, triglyceride,
VLDL, TNF-q, IL-6 .

Abstract

Osteoporosis is defined as a systemic disease characterized by bone degradation and
decreased bone mass, which promotes increased bone fragility and eventual fracture risk.
Several studies have investigated the use of sodium fluoride (NaF) for the treatment of
osteoporosis. However, fluorine can alter glucose homeostasis. Therefore the aim of the study
was to evaluate the effect of water intake with NaF at a dose of 50 mg/L in ovariectomized
rats: 1) tyrosine phosphorylation status of insulin receptor substrate (pp185 - IRS-1/IRS- 2) in
white adipose tissue (WAT); 2) insulin sensitivity; 3) plasma concentration of glucose,
insulin, cholesterol, triglyceride, TNF-a, IL-6, osteocalcin, calcium and fluoride; 4) bone
density and biomechanical properties in the tibia; 5) tibia histomorphometric analysis. Forty-
two Wistar rats (two months old) were ovariectomized and randomly distributed into two
groups: 1) control (OVX-C); 2) NaF group (OVX-F) which was subjected to treatment with
NaF (50 mg/L) administered in drinking water for 42 days. The chronic treatment with NaF
promoted: 1) decrease in: the tyrosine phosphorylation status of ppl85 (IRS1/IRS2) after
insulin infusion in WAT, the insulin sensitivity, the trabecular width, the bone area, stiffness,
maximum strength and tenacity; 2) increase in plasma concentration of insulin, fluoride,
osteocalcin, calcium, triglyceride, VLDL-cholesterol, TNF-a and IL-6; 3) no change in body
weight, food and water intake, plasma glucose, total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-
cholesterol, bone mineral content and bone mineral density. It was concluded that chronic
treatment with NaF (50 mg/L) in OVX rats caused a decrease in insulin sensitivity, insulin
signaling transduction, and the biochemical, biomechanical and histomorphometric bone
parameters.

Keywords: Fluorine; Bone Density; Osteoporosis; Insulin Resistance; Rats
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Introduction

Patients with type 1 Diabetes mellitus showed lack of insulin and do not reach the
peak of bone mass, leading to a decrease in bone mineral density and increase in the risk of
fractures, while patients with type 2 Diabetes mellitus showed hyperinsulinemia that
stimulates bone formation. This can be explained by the fact that insulin is an anabolic factor
to the bones [1].

Osteoporosis is defined as a systemic disease affecting the skeleton, characterized by
decreased bone mass and microarchitectural deterioration and consequent increase in bone
fragility and risk of fracture [2].

Several studies investigated the use of fluoride for the treatment of osteoporosis [3,4].
Fluoride can accumulate in calcified tissues as teeth and bones, and this fluoride accumulation
in bone tissue can alter the quality of this tissue [5,6]. Researchers have demonstrated that
fluoride has osteogenic effect, for example, increasing the number of osteoblast in response to
stimulation and proliferation of osteoblast precursors and also antiresorptive capacity [7].

Furthermore, studies have demonstrated that fluoride treatment increases bone density;
however, it may decrease biomechanical properties, so the increase in bone mass induced by
the treatment with sodium fluoride does not necessarily correspond to increased bone strength
[8].

Besides influencing in the bone metabolism, the fluorine can also alter glucose
homeostasis [9,10]. Studies with castrated male rats demonstrated that chronic treatment with
NaF promoted insulin resistance and decreased insulin signal [11-13]. In addition, the chronic
treatment with fluoride in rats also increase the IRS-1 serine phosphorylation status in
adipose tissue of castrated rats, resulting in attenuation of insulin signal transduction [ 11,13].

There is no consensus about the effectiveness of fluoride in promoting the formation
of healthy bone [14] and, depending of the dosage, fluorine can promote changes in glycemic
homeostasis [11,13,15] and insulin sensitivity [16].

Therefore, the aim of this study was to examine the effect of chronic treatment with
50ppm of NaF in drinking water in insulin sensitivity, insulin signal transduction,

biomechanical and histomorphometric parameters in the bone of ovariectomized rats.
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Methods

All experimental procedures were approved by the Institutional Committee on Animal
Research and Ethics (Protocol No. 00941-2013). Forty two 2-month-old female Wistar rats
were kept on a 12/12 h light/dark cycle (lights on at 0700) and room temperature of 21 + 2 °C,
with free access to a regular laboratory rat diet (Presence® - Evialis Industry of Brazil Ltda,
Paulinia, Brazil) and water. Under anesthesia (ketamine -80mg/kg and xylazine -10mg/kg),
bilateral ovariectomies (OVX) were performed in all rats. These rats were distributed into two
groups: control group (OVX-C) which was subjected to the treatment without NaF group but
with a solution of NaCl (9.54 mg/kg bw) containing the same amount of sodium in relation to
the NaF group; NaF group (OVX-F), which was treated with NaF (50 mg/L) administered in
drinking water. During 42 days, daily volume of water consumed per rat in the groups was
measured 3 days per week. At the end of this period, the animals from OVX-C and OVX-F
groups were fasted for 14 h from food and deprived for 4 h from the NaF solution before the
day of the experimental measurements to avoid an acute F effect. OV X-C and OV X-F groups
were then anesthetized with sodium thiopental (Thiopentax® - Cristalia Pharmaceutical
Chemicals Ltd., Itapira, Brazil, 3%, 5 mg/100g bw, ip). Ten control and ten F-treated rats
were submitted to the intravenous insulin tolerance test (0.75 U insulin/kg bw). Six control
and six F-treated rats were used to quantify the pp185 (IRS-1/IRS-2) tyrosine phosphorylation
status in the WAT after regular human insulin (1.5 U, i.v.) administration. Median laparotomy
was performed in ten control and ten F-treated rats, and blood was collected from the inferior
vena cava. The plasma was stored at -70 °C until quantification of plasma concentrations of
quantification of glucose, insulin, cholesterol, triglyceride, TNF-a, IL-6, calcium and fluoride
and from these animals, tibias were also acquired for biomechanical and histomorphometric

analysis.

Evaluation of BMD and biomechanical parameters

The total area (cm?2), bone mineral content (BMC; g), and bone mineral density (BMD)
(g/cm?) were measured in whole tibia DXA (lunar DPX alpha, WI, USA). The biomechanical
properties of tibiae of rats were evaluated by 3-point bending using a universal testing
machine (DL 3000, EMIC®, SP, Brazil). Each tibia was loaded centrally in the diaphysis
medium, with a support distance range of 2/3 of the bone length, and a 2000-N load cell was
applied at a rate of 5 mm/min until the bone fractured. The load and displacement of the cross

bar of the machine was monitored and recorded using a software. From these data, the load-
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displacement curves were obtained. The tensile strength of the bone (N) is the breakdown
strength that represents the force at which the bone was broken. In fact, it is a more precise
parameter for directly evaluating the resistance to bone fracture. The slope of the elastic
region of the load-displacement curve is the extrinsic stiffness (N/mm) of the structure, and
the area under the load-displacement curve (i.e., the area of the elastic strain region plus the
area of the plastic strain region) is a measure of the amount of energy required to cause a bone
fracture [17].

Analysis methods

Samples from plasma were used for determination of glycemia by the oxidase glucose
method (Enzymatic glucose, ANALISA Diagndstica, Belo Horizonte, MG, Brazil) and
insulinemia by the radioimmunological assay (RIA) method (Coat-A—Count, DPC,
Diagnostic products, Los Angeles, CA, USA). Insulin resistance was evaluated by index of
homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR), calculated using the
formula: HOMA-IR = fasting glycemia (mmol/L) x fasting insulinemia (nU1/mL)/22.5 [18].

Determination of TNF-a

Blood samples were collected from the inferior vena cava to measure plasma TNF-a
concentration. After centrifugation, supernatant was collected and maintained at -70 °C until
use. The 96-well plate was coated with monoclonal antibody to TNF-o. Samples and
recombinant TNF-a and were added to the wells and after 2 h, unbound proteins were washed
away, and an enzyme-linked polyclonal antibody was added to the wells; this antibody acted
as a link between TNF-a and the dye, whereby a color change proportional to the amount of
TNF-a was observed. This color change was quantified by comparing the optical densities of
the samples to those of known dilutions using a plate reader at 450 nm. The concentration of

TNF-a was calculated from standard curve in pg/ml.

Determination of IL-6
The concentration of plasma IL-6 was determined by ELISA using commercial Kits
following the manufacturers instructions (BD Biosciences, San Diego, USA; Biovedor,

Heidelberg, Germany).
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Determination of osteocalcin

The concentration (pg/ml) of plasma osteocalcin was determined by ELISA using
commercial Kits following the manufacturers instructions (Uscn Life Science Inc. Houston,
USA).

Determination of triglycerides, total cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol,
low-density lipoprotein cholesterol, and very low-density lipoprotein cholesterol levels

Blood samples were collected from the inferior vena cava to measure the plasma
concentrations of TG, TC, and HDL-C. After centrifugation, the supernatant was collected
and stored at —20°C until use. Plasma concentrations of triglycerides, total cholesterol, and
HDL-C were measured using an enzymatic colorimetric method (Labtest Diagnostica S.A.
Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil) using a spectrophotometer at wavelengths of 505, 500,
and 500 nm, respectively.

Levels of LDL-C and VLDL-C were determined from the values for triglycerides,

total cholesterol, and HDL-C, using the Friedewald equation [19].

Determination of F ion concentration in blood plasma

For analysis of F in plasma, pre-diffusion with heated HMDS-H2SO4 was done to
remove CO2. The F concentration in plasma was determined after 12 hr of diffusion
facilitated by the hexamethyldisiloxane (HMDS) [20] as modified by Whitford [21] using a F
ion selective electrode (Orion Research, Cambridge, Mass., USA, model 9409) and a calomel
reference microelectrode (Accumet, #13-620-79) joined and coupled to a potentiometer
(Orion Research, model EA 940), as described by Buzalaf et al. [22].

Determination of F ion concentration in bone
Bone fluoride levels were measured by direct potentiometry using an ion-selective
electrode, ORION 94-09, Orion Research (MA, USA), after isothermal distillation [23]. Prior

to the measurements, bone tissue was incinerated for 6h at 550°C.

Determination of calcium

Calcium measurements were performed by a spectrophotometric method using
commercial kits following the manufacturers instructions (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa
Santa, MG, Brazil).
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Short Intravenous Insulin Tolerance Test

Test was carried out intravenous insulin tolerance (ITT) in ten animals each group
(OVX-C and OVX-F) as follows: the test was performed with the animals anesthetized as
described previously and was held cannulation of the right jugular vein, introducing the
cannula (cannula "Sylastic) proximity to the atrium (superior vena cava). This cannula
served for the injection of insulin was administered at a dose of 0.75 U/kg bw. Blood
samples (50/L) were collected from nicked tails at 0 (before hormone administration), 4, 8,
12, and 16 minutes after insulin administration and glucose was measured using a
glycemia monitor (ACCU-CHEK Advantage, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). The
results were analyzed by comparison of the constant rate for glucose disappearance (Kitt
value) from 0 to 16 minutes of the test. The Kitt value was calculated using the equation
0.693/t 1/2. The glucose t 1/2 was calculated from the slope of the least-square analysis of the

plasma glucose concentrations during the linear decay phase [24].

Evaluation of the Tyrosine Phosphorylation Status of the Insulin Receptor Substrate

Samples of white adipose tissue (WAT) were collected from six animals of each group
(OVX-C and OVX-F) before and after (120s) administration of 1.5 U regular insulin. Tissue
samples were prepared according to the method described by Carvalho et al. [5] and
submitted to the Western blotting method for quantification of the ppl185 (IRS-1/IRS-2)
tyrosine phosphorylation status using anti-phosphotyrosine antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Immunoreactive bands were detected by autoradiography
using a chemiluminescent substrate system (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
according to the instructions of the manufacturer. Quantitative analysis of the blots was
performed using software (NIH Image v.b3b, National Institutes of Health, Bethesda, MD)
[24].

Histomorphometric analysis

For histomorphometric analysis six animals from each group were used. The right
tibia was collected then fixed in 4% formaldehyde for 24h. Decalcification was performed in
solution-Rychlo Plank. Specimens were routinely processed, embedded in paraffin and
sectioned longitudinally. Semi-serial sections of 5-um thickness were obtained of the right
tibia and stained with hematoxylin and eosin.
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Equidistant sections from each specimen were selected and imaged using a digital
camera coupled to light microscopy. Images containing tibial proximal metaphysis were
obtained. Analysis was carried out by an IMAGE J public domain image analysis system. The
following bone histomorphometric parameters were measured: B.Ar, cancellous bone area
(mm?); Th.N, trabecular number (number per mm?); and Th.Wi, trabecular width (mcm). All
nomenclature, symbols and units for bone histomorphometry were expressed as recommended
by the American Society for Bone and Mineral Research Histomorphometry Nomenclature
Committee [25].

Immunohistochemistry

The slides were separated and destined for immunohistochemical analysis.
Endogenous peroxidase activity was inhibited with hydrogen peroxide, antigen recovery
obtained with citrate buffer at 60 °C for 20 min, and nonspecific reactions blocked with
defatted milk and bovine serum albumin during antibody incubations.

Primary antibodies against Tartrate resistant acid phosphatase (TRAP — code SC
30832 — Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, USA), a biotinylated secondary antibody
(Pierce Biotechnology), Streptavidin Biotin amplifier (Dako), and diaminobenzidine (Dako)
as chromogen, which gives a brown colour to the markings, were used. On conclusion of
reactions, the slides were counterstained with Harris Hematoxylin.

To perform the analysis an optical microscope with a magnification objective of 160x
Leica Aristoplan Microsystems (Leitz, Benshein, Germany) was used, coupled to an image
capturing camera (Leica DFC 300FX, Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzerland) and
connected to a Pentium Il microcomputer with digitized image analyser software (Leica

Camera Software Box, Leica Imaging Manager -IM50 Demo Software).

Statistical analysis

For analysis of insulin signal: The statistical analyses were performed by analysis of
variance, followed by Tukey post hoc test when the analysis of variance suggested a
significant difference between groups (p <0.05).
For analysis of Kitt values, plasma glucose, insulin, cholesterol, triglyceride, TNF-a, IL-6,
osteocalcin, calcium and fluoride; and biomechanical properties into the tibia: the statistical
analyses were performed by the Student t test. The value of p<0.05 was considered
statistically significant.
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Data analysis was performed with a statistical program (Graph Pad Prism (version 5.0)

software program).

Results

Biochemical parameters

As seen in Table 1, the OVX-F group exhibited no changes in plasma glucose
concentrations, however there was a significant increase (p<0.05) in plasma insulin
concentration. From these values, the HOMA-IR index was calculated (HOMA-IR = fasting
glucose (mmol/L) x fasting insulin level (uUI/mL)/22.5). It was found that the index value
HOMA-IR was significantly higher (p<0.05) in the OVX-F group.

The OVX-F group showed a glucose disappearance rate (Kitt) significantly lower
(p<0.05) than OVX-C group. Additionally, OVX-F group showed increased plasma
concentrations of calcium, osteocalcin, fluoride, IL-6, TNF-o, triglyceride and VLDL
cholesterol compared to the OVX-C group. However, the treatment with sodium fluoride did
not cause changes in plasma concentrations of total cholesterol, HDL cholesterol and LDL

cholesterol between the groups (table 1).

Insulin signal
In the OV X-C group there was intra-group significant difference (p<0.05) after insulin
stimulation. There was a decrease (p<0.05) in the pp185 phosphorylation status, after insulin

stimulation, in the white adipose tissue of the OV X-F group compared to the OVX-C group
(Fig. 1).

Bone mineral density

It was observed that the value of the total bone area of the tibia was significantly lower
(p<0.05) in the OVX-F group compared to the OVX-C group. In addition, the treatment with
sodium fluoride did not cause changes either in the bone mineral density or in the bone

mineral content (figure 2 A-C).

Bone microstructure
Figure 3 shows histomorphometric parameters of the OVX-C group and the OVX-F

group. The OVX-F group showed significant decrease (p<0.05) in all parameters analyzed:
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(A) bone area (B.Ar); (B) trabecular number (Th.N); and (C) trabecular width (Th.Wi) when
compared to control.

Histological analysis
Histological analysis (Figure 4) shows: A) the OVX-C group and B) the OVX-F
group. Qualitative analysis reveals decreased trabecular width in the group treated with

sodium fluoride and increased space between the bone trabeculae.

Biomechanical parameters

Figure 5 shows the values of stiffness (A), maximum strength (B) and tenacity (C),
obtained by three point bending flexural test made in the tibia of the animals. Significantly
lower values in stiffness, maximum strength and tenacity were observed in the OVX-F group

compared to the OV X-C group.

Assessment of fluoride concentration in bone
Figure 6 shows that treatment with NaF was able to promote significant increase in

fluoride concentration in bone of the OVX-F group compared to the OVX-C group.

Discussion

Chronic treatment with NaF in drinking water during 42 days promoted insulin
resistance and changes in the insulin signal and the bone biomechanical and
histomorphometric properties in OVX rats.

The present study showed that chronic treatment with sodium fluoride in OV X rats
caused a decrease in the ppl185 (IRS-1 / IRS-2) tyrosine phosphorylation status in the white
adipose tissue, promoting decreased insulin signal. Previous studies performed in our
laboratory using another dosage of NaF (4.0 mg F/kg bw/day), observed that castrated male
rats subjected to chronic ingestion of NaF showed a reduction in the pp 185 tyrosine
phosphorylation status in muscle and adipose tissue, resulting in decreased insulin signal in
these tissues [12,13]. These responses suggest that fluoride can cause insulin resistance,
because several authors correlated insulin resistance with decrease in insulin signal
[26,27,28,12].

The treatment with NaF promoted an increase in plasma insulin concentration in the
OVX-F group, however no difference in blood glucose was observed between the groups.

This increase in insulin may be due to a response of the organism to the decrease in glucose
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uptake by the cells due to insulin resistance, making it necessary to increase the production of
insulin by the pancreas to maintain normal blood glucose concentration [29]. From the values
of glycemia and insulinemia, HOMA-IR index, which expresses the insulin resistance, was
calculated. The value of this index was higher in the OV X-F group compared to the OVX-C
group, demonstrating that treatment with NaF induced insulin resistance. The results of this
study also demonstrates that the rate constant for glucose disappearance (Kitt) in the OVX-F
group is reduced in comparison to their control, reinforcing that the OVX-F group is insulin
resistant .

Studies performed in normoglycemic men with insulin resistance have shown that
cholesterol synthesis is increased in these patients. Insulin resistance and type 2 diabetes have
been consistently associated with high plasma concentrations of triglycerides and low plasma
concentrations of HDL-cholesterol. The increased synthesis of VLDL-cholesterol in the liver
appears to be the main cause of increased concentrations of triglyceride-rich lipoproteins. This
excess of VLDL-cholesterol and triglyceride in the liver is associated with elevated plasma
levels of fatty acids in patients with insulin resistance [30]. The results of this study showed
that treatment with NaF promoted an increase in plasma concentrations of triglyceride and
VLDL-cholesterol.

Graham et al. [31] showed that rats fed with a hyperlipidic diet developed osteopenia,
investigated "in vitro” the involvement of the lymphocytes T from bone marrow of these
animals and observed an increase of several cytokines including TNF-a, IL-6 and RANKL.
From these results they suggested that lymphocytes T play a key role in the diet-induced
osteoclastogenesis and can contribute to bone loss associated with osteopenia.

The results of this present study showed that plasma concentration of TNF-o and 1L-6
in ovariectomized rats treated with NaF were higher compared to the control group. Studies
have shown that treatment with NaF in castrated male rats promoted insulin resistance and
increased plasma concentration of TNF-a [11]. The results of this study are in agreement with
the results of Chiba et al. [11] so that treatment of NaF in OV X rats caused increased plasma
concentration of TNF-o and insulin resistance. Peraldi and Spiegelman [32] suggested that
TNF-o. may alter the insulin signal transmission by increasing of the IRS-1 serine
phosphorylation. The IRS-1 serine phosphorylated inhibits the tyrosine kinase activity of the
insulin receptor, thereby reducing insulin signaling [33].

In obesity condition, macrophages produce high levels of TNF- o and IL-6 that
promote osteoclast activity leading to bone resorption [34]. IL-6 is a cytokine that can affect
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bone mass. Their chronic expression increases bone remodeling and causes loss of bone mass
by increasing its reabsorption [35].

The results of this study showed an increase in plasma concentration of calcium in the
OVX-F group compared to the control. It is known that in women, osteoporosis is associated
with decrease of estrogen which accelerates bone loss. There are other mechanisms that can
lead to hypercalcemia as increase in bone resorption and in the intestinal calcium absorption
and decrease of the urinary excretion of calcium [36]. Studies performed with osteoblasts
(MC3T3-E1) "in vitro" treated with calcium and fluoride showed that L-type calcium
channels play an important role in this mineral homeostasis, because they affect the
osteogenic expression of transcription factors such as activator protein 1 (AP-1), runt-related
transcription factor 2 (Runx2) and osterix (OSX) in osteoblasts exposed at low concentration
(2.0 mg/L) of fluoride. These results suggest that the regulation of the expression or activity
of the L-type calcium channels can regulate calcium signaling in bone cells and the
modulation of these channels can influence the bone remodeling in conditions of fluorosis
[37].

Dandona et al. [38] performed a study in healthy men undergoing treatment with
sodium fluoride for 3 weeks and serum osteocalcin concentrations were measured before,
during and after 3 weeks from the treatment. Results showed increased plasma concentrations
of this substance at the end of the treatment. These researchers concluded that fluoride
administration in normal individuals during a short period of time increases the serum
osteocalcin. Our results are in agreement with these data,because it was observed that the
OVX-F group showed higher plasma concentrations of osteocalcin than the OVX-C group.
Osteocalcin knockout mice exhibit increased blood glucose and decreased insulin compared
to wild-type mice [39]. In this study it was also found that the insulin secretion and sensitivity
to this hormone were reduced in these mice "knockout" for osteocalcin. Our results showed an
increase in plasma osteocalcin in OVX-F group. This increase may also have promoted an
increase in plasma insulin. On the other hand, in our studies this increase in plasma
osteocalcin did not increase insulin sensitivity. In fact, it got worse. This response may be due
to treatment with NaF to promote increased concentration of TNF-a, which promotes insulin
resistance [11]. In relation to insulin sensitivity, the effect of this cytokine seems to overcome
the effect of OC in this hormone sensitivity.

The results of this study revealed that the OV X-F group showed a decreased total bone
area, however there was no change in bone mineral content and in bone mineral density.

There is not always a direct correlation between the occurrence of fractures and the
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densitometry results. Densitometry measures the calcified bone mass, but not the quality of
this bone mass. Some clinical studies have demonstrated that the use of fluoride for the
treatment of osteoporosis increases the bone mineral density, but does not decrease the risk of
vertebral fracture [8,40-42].

A biomechanical study showed a decrease in bone quality in fluorine-treated rats with
doses of 100 and 150 ppm for 90 days [43]. The results of this present study are in agreement
with Sggaard et al. [44], because a decrease was observed in all the biomechanical parameters
in the bones of OV X rats treated with NaF.

Fernandes et al. [45] performed studies with rats treated with variable doses of NaF
administered in drinking water and observed that a dose of 5 ppm F did not promote any
change in bone formation, while the dose of 50 ppm promoted damage in bone formation. The
results of this study also showed impairment in histomorphometric and biomechanical
parameters of the bone. A condition of bone fragility was observed, which was verified by
the decrease of maximum strength in the tibia of the OVX-F group compared to the control
group. In addition, there was a decrease in the bone area, trabecular number and trabecular
width. Grey et al. [4] observed that patients treated with placebo and low dose of fluoride
(2.5 mg, 5 mg and 10 mg) for 1 year did not show significant changes on the skeleton and
concluded that therapy with NaF is ineffective for the treatment of osteoporosis.

Shin et al. [46] in a study performed in men, investigated the association between
insulin resistance and bone mineral density and it was observed that insulin resistance is a
negative predictor of bone health. In addition, the association between insulin level and bone
mineral density changed according to the degree of insulin resistance, that is, when the

individual is more insulin resistant, the bone mass decreases.

Conclusion

Based on these results, we conclude that treatment with high dose of NaF did not
promote change in bone mineral density, but it decreased biomechanical and
histomorphometric parameters in the tibia, demonstrating that this treatment promoted the
formation of a bone of lower quality. Furthermore, the NaF promoted reduction in insulin
signal, and insulin resistance. We emphasize that this hormone resistance worsens with aging.
Therefore, the use of NaF for the treatment of osteoporosis should be made cautiously,

especially in women after menopause.
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Figure Legends

Fig.1. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation status of pp185 (IRS-1/IRS-2) in the white
adipose tissue of control (n=6) and F-treated rats (n=6). A) typical autoradiograms of white
adipose tissue. B) depict the results of the insulin stimulated tyrosine phosphorylation status
of ppl185 in the white adipose tissue, expressed in arbitrary units per pg of protein (mean *
SEM; n=6). # p <0.05 OVX-C (-) vs. OVX-C (+); * p <0.05 OVX-C (+) vs. OVX-F (+).

Fig.2. Analysis of bone mineral density emissions by dual X-ray absorptiometry (DXA) in the
control group (OVX-C) and the group treated with sodium fluoride (OVX-F). (A) Bone
Mineral Content (g), (B) total area (cm2), and (C) bone mineral density (g/cm2). The results

were presented as mean £ SEM, n = 10. *p<0.05 compared to control group.

Fig.3. Microstructural properties of the proximal tibial metaphysis of OVX-C group and
OVX-F group. The bone morphometric parameters are represented: (A) cancellous bone area
(B.Ar); (B), trabecular number (Tb.N); and (C), trabecular width (Th.Wi). The results were
presented as mean £ SEM, n = 10. *p<0.05 compared to control group.

Fig.4. Photomicrographs showing the histological appearance of the cancellous bone in the
tibial metaphysis in the OVX-C group (A) and OVX-F group (B). Abbreviations and
symbols: bt, trabecular bone. Stain: hematoxylin and eosin. Original magnification: 250x.
Scale bars: 100 pm.

Fig.5. Biomechanical properties of the tibia of rats from OVX-C group and OVX-F group
evaluated by testing three-point bending. A) extrinsic stiffness (x 10-3 N/m); B) Fmax (N) —
maximum strenght; and C) fracture energy (mJ). The results are presented as the mean +

SEM, n=10. *p<0.05 compared to control group.

Fig 6 - Fluoride concentration in the tibia of the OVX-C group an in the OVX-F. Values are

presented as mean + SEM, n = 10. *p<0.05 compared to control group.
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Table.1. The plasma concentrations of glucose, insulin, Kitt, IL-6, TNF-a, calcium,
osteocalcin, triglyceride, total cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol, low-density
lipoprotein cholesterol, and very low-density lipoprotein cholesterol levels fluorine and
HOMA-IR of the OV X-C group and OV X-F group.

Parameters OVX-C OVX-F
Glycemia (mmol/L) 6.86 + 0.18 6.77 £ 0.23
Insulinemia (uU/mL) 10.83 +2.11 18.03 + 1.79*
Kit (%/min) 3.80£0.80 1,90 + 0,30*
IL-6 (pg/mL) 28.70 £ 0.58 32.71 £ 1.64*
TNF-a (pg/mL) 06.00 £ 0.19 06.97 £ 0.41*
Calcium (mg/dL) 9.57+£0.15 10.49 + 0.15*
Osteocalcin (pg/ml) 52.08 £ 7.51 110.70 £ 20.0*
Fluorine (mg/mL) 0.04 + 0.006 0.14 + 0.02*
HOMA-IR 3.30£0.64 5.62 + 0.51*
Total cholesterol 90.98 £2.71 92.85 +3.29
Triglyceride 88.63 +2.93 99.80 + 3.93*
HDL-cholesterol 4521 £0.73 4554 £ 1.03
VLDL-cholesterol 17.73 £ 0.58 19.96 + 0.78*
LDL-cholesterol 28.95+2.72 26.00 + 3.08

Results are expressed as mean + SEM, n=10. *p<0.05 compared to control group.
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ANEXO -C

Instrucdes para autores Revista Bone

Ethics in publishing
For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.

Human and animal rights
If the work involves the use of animal or human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical

Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving
humans http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; EU Directive 2010/63/EU for
animal experiments http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm;

Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals http://www.icmje.org. Authors
should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation
with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

Conflict of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applications/registrations, and grants or other funding. See
also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information and an example of a Conflict of
Interest form can be found at: http:/help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic preprint,
see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication elsewhere,
that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities
where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same
form, in English or in any other language, including electronically without the written consent of the
copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service
CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the article
or revising it critically for important intellectual content, (3) final approval of the version to be submitted.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of
accepted manuscripts: Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to
add or remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from
the corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name
should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax,
letter) from all authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of
addition or removal of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.
Requests that are not sent by the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to
the corresponding author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal
Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2) publication of the accepted
manuscript in an online issue is suspended until authorship has been agreed.After the accepted
manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange author names in
an article published in an online issue will follow the same policies as noted above and result in a
corrigendum.
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Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. More information  about this can be  found
here: http://www.elsevier.com/authors/article-transfer-service.

Copyright

This journal offers authors a choice in publishing their research: Open access and Subscription. For
subscription articles Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal
Publishing Agreement' (for more information on this and copyright,
see http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming
receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online
version of this agreement.Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles
including abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is
required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations (please consulthttp://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from
other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright
owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these
cases: please consult hitp://www.elsevier.com/permissions. For open access articles Upon
acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License Agreement' (for
more information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted reuse of open access
articles is determined by the author's choice of user license
(see http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information on author
rights for: Subscription articles please see http://www.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-
responsibilities.Open access articles please see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should be
stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse. An open
access publication fee is payable by authors or their research funder

Subscription

Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs (http://www.elsevier.com/access)s No open access publication fee. All articles
published open access will be immediately and permanently free for everyone to read and download.
Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commons user licenses:
Creative Commons Attribution (CC BY): lets others distribute and copy the article, to create
extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article
(such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology), to text or data mine the
article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author
as endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage
the author's honor or reputation.
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Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-commercial
purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts and other revised
versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), to include in a
collective work (such as an anthology), to text and data mine the article, as long as they credit the
author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, do not modify the
article in such a way as to damage the author's honor or reputation, and license their new adaptations
or creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-commercial
purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work (such as an
anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify the article.To
provide open access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or their
research funders for each article published open access. Your publication choice will have no effect on
the peer review process or acceptance of submitted articles. The open access publication fee in this
journal is $1,800, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing
policy:http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source files
are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit ourSupport site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which is
used in the peer-review process.
As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single
file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or
lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at the
initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal
title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the
pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal
will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be
highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements



126

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.If your article includes any Videos
and/or other Supplementary material, this should be included in your initial submission for peer review
purposes.Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared
in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). See also the section on Electronic artwork. To
avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check'
functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1
(then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering
also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief
heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and Methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described. Since there are significant
differences in skeletal structure and remodeling between the sexes and strains, it is essential that all
animal studies report the age, sex, and strain (e.g., C57BL/6) of animals used.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.» Author names and affiliations. Where the family name
may be ambiguous (e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-
mail address of each author.e Corresponding author. Clearly indicate who will handle
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correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding
author.» Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of
531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm
using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files.
See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. Authors can make use of Elsevier's
lllustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their images and in
accordance with all technical requirements: lllustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please useHighlights in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 20 words per
bullet point). Seehttp://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of
the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or
proof reading the article, etc.).

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-click
access to relevant databases that help to build a better understanding of the described research.
Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx
(e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported databases.
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Genbank

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the
case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at
the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.Table footnotesindicate each
footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General pointss Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. ¢ Preferred
fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier. « Number the illustrations
according to their sequence in the text. « Use a logical naming convention for your artwork files. ¢
Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image. « For Word submissions only, you may
still provide figures and their captions, and tables within a single file at the revision stage.
* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files. A
detailed guide on electronic artwork is available on our
website: http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as'
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector drawings.
Embed the font or save the text as 'graphics'. TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs
(halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a
minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a
minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too
low.s Supply files that are too low in resolution.e Submit graphics that are disproportionately large for
the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS
Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable
color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color
on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are
reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Please note: Because of technical complications that can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

lllustration services

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration Services to
authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of the images
accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-
style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available,
where our illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the
website to find out more.

Figure captions
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Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the
sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct.
Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent
link creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of
the DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only
need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references
and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal
title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the
pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal
will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be
highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself
they should be arranged according to the following examples:
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Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors can
be referred to, but the reference number(s) must always be given. List: Number the references
(numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear in the
text. Examples: Reference to a journal publication: [1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The
art of writing a scientific article. J Sci Commun 2010;163:51-9. Reference to a book: [2] Strunk Jr W,
White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000. Reference to a chapter in an
edited book: [3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones
BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281—
304. Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by ‘et al." For further details you are referred to 'Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see
alsohttp://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text
where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to
the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable,
please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50
MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your article
in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills’
with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more
detailed instructions please visit our video instruction pages
athttp://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for
the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available
at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-
mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Supplementary data
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