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RESUMO

O fluoreto (F) é amplamente empregado na Odontologia para o controle da
carie dentaria. Entretanto apesar de suas propriedades terapéuticas, também pode
oferecer riscos ao organismo se aplicado ou consumido de maneira indiscriminada
ou inadequada. Sdo encontrados estudos em humanos associando o0 consumo
excessivo de F com intolerancia a glicose. Estudos com animais submetidos a doses
agudas ou cronicas altas de F revelam alteragbes na cascata de sinalizagao
insulinica. Entretanto, seu efeito quando administrado em doses cronicas associadas
aguelas equivalentes em humanos que recebam niveis 6timos de F através da agua
artificialmente fluoretada ou niveis aumentados através da agua naturalmente
fluoretada, ou ainda quando administrado a animais com diabetes ja instalada,
nunca foi testado. O presente trabalho teve por objetivo avaliar, em ratos normais ou
com diabetes ja instalada, expostos cronicamente a doses de F na agua de beber
que simulam a ingestdo de F pela agua natural e artificialmente fluoretada,
parametros relacionados a interferéncia do F na resisténcia a insulina. Para tanto,
foram utilizados inicialmente 214 ratos Wistar, com 60 dias de idade. Dentre estes,
foi induzido diabetes em 133 animais por injecdo intraperitoneal de estreptozotocina
(50 mg/Kg peso corporal), sendo que 111 animais tiveram diabetes confirmado e
foram aleatoriamente alocados a 3 grupos, diferindo em rela¢éo a concentracéo de F
na agua de beber (0, 10 ou 50 ppm), com a qual foram tratados por 22 dias. Oitenta
e um animais ndo diabéticos foram também aleatoriamente alocados a estes 3
grupos. Decorrido o periodo experimental, os animais foram eutanasiados e foram
avaliados: fluoremia, glicemia, insulinemia, concentracdo de F no figado, a
velocidade de desaparecimento da glicose sanguinea apds estimulo insulinico (Krr),
a resisténcia a insulina (HOMA2-IR), sensibilidade a insulina (%S) e funcdo das
células B pancreaticas (%B) e grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do
receptor de insulina — pp185 (IRS-1/IRS-2) apOs estimulo insulinico, em tecidos
muscular e hepatico (Western blotting). As analises laboratoriais revelaram que: 1)
houve dose-resposta para as concentracdes de F no plasma e no figado, sendo as
concentragfes maiores nos animais diabéticos comparados aos ndo diabéticos; 2) a
glicemia nao foi alterada mediante exposicdo ao F, tanto para animais nao
diabéticos quanto para animais diabéticos, embora estes tenham apresentado

glicemias significativamente mais altas que aqueles; 3) os animais diabéticos



apresentaram uma insulinemia significativamente menor quando comparados aos
ndo diabéticos e o tratamento com F ndo afetou a insulinemia nos animais néo
diabéticos, mas a reduziu nos diabéticos, sem efeito dose-resposta; 4) a Kt foi
significativamente menor nos animais diabéticos comparados aos nado diabéticos
(controle e tratados com 10 ppm F); 5) independentemente do tratamento com F, a
%B nos animais diabéticos foi significativamente menor que aquela observada para
0s ndo diabéticos; 6) o indice HOMA2-IR e a %S ndo apresentaram diferencas
significativas nem para os tratamentos com F nem para os animais diabéticos e nao
diabéticos, sendo que para aqueles foi observada uma tendéncia de aumento nos
grupos tratados com F, especialmente para o grupo de 10 ppm F; 7) ndo houve
alteracéo significativa no grau de fosforilacdo em tirosina da ppl85 em funcdo do

tratamento com F.

Palavras-chave: Flaor. Diabetes. Resisténcia periférica.



ABSTRACT

Effect of chronic administration of different doses of fluoride on glucose, insulin and

insulin signal in muscle and liver of diabetic and nondiabetic Wistar rats

Fluoride (F) is broadly used in Dentistry for caries control. However, despite its
therapeutic properties, when used in excess, toxic signs and symptoms may occur.
Studies conducted with humans have reported association between excessive F
intake and glucose intolerance. Studies conducted with animals submitted to acute or
high chronic doses of F have revealed alterations in the insulin signaling pathway.
However, its effect when administered in chronic doses that simulate those present in
the artificially or naturally fluoridated water ingested by humans, or when ingested by
diabtetic animals, was not evaluated before. The present study aimed to evaluate in
normoglycemic or diabetic rats chronically exposed to water containing F levels that
simulate those present in the artificially or naturally fluoridated water, parameters
related to the interference of F in the insulin resistance. For this purpose, 214 60-day-
old Wistar rats were initially employed. Among these, diabetes was induced in 133
animals through intraperitoneal injection of streptozotocin (50 mg/Kg body weight).
From these, 111 diabetic animals were randomly allocated to 3 groups that differed
according to the F concentration on the water (0, 10 or 50 ppm) that was drank for 22
days. Eight-one non-diabetc animals were allocated to the same groups. After the
experimental period, animals were euthanized and the following parameters were
evaluated: fluoremia, glucemia, insulinemia, F concentration in the liver, velocity of
disappearance of blood glucose (Kirr), insulin resistance (HOMAZ2-IR), insulin
sensitivity (%S), function of B pancreatic cells (%B), degree of insulin receptor
substrate tyrosine phosphorylation state (pp 185, IRS-1/IRS-2) - after insulin stimulus
in liver and muscle (Western blotting). Laboratory analyses revealed: 1) dose-
response for plasma and liver F concentrations that were higher in the diabetic
animals compared to those non-diabetic; 2) glucemia was not altered upon exposure
to F, both for non-diabetic and diabetic animals, despite the latter presented higher
values compared to the first; 3) diabetic animals had significantly lower
insulinemia when compared to non-diabetic animals; treatment with F did not affect
insulinemia in non-diabetic animals, mas reduced this parameter in diabetic animals,

without dose-response; 4) Kt was significantly lower in diabetic animals compared



to non-diabetic animals (control and treated with water containing 10 ppm F); 5)
Regardless treatment with F, %B in diabetic animals was significantly lower than the
same parameter in non-diabetic animals; 6) HOMA2-IR and %S did not present
significant differences in function of treatment with F or condition (diabetes or not); for
the diabetic animals these parameters were slightly increased in the groups treated
with F (specially 10 ppm F); 7) the status of phosphorylation of pp185 did not change

upon treatment with F.

Key words: Fluoride. Diabetes. Periferic resistence.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 —

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

LISTA DE ILUSTRACOES

As vias de sinalizacéo insulinica. O receptor de insulina € uma
tirosina quinase que se autofosforila e catalisa a fosforilacdo de
proteinas intracelulares com as proteinas IRS, Shc e Cbl. Apés a
fosforilacdo essas proteinas se ligam a outras moléculas de
sinalizacdo através de seus dominios SH2, resultando na
ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular como a via da Pl 3-
quinase, a cascata da MAPK e a ativagdo do TC10 via CAP/Chl.
Essas vias regulam o transporte de glicose, a sintese de
glicogénio, lipideos e proteinas, coordenando e integrando o
metabolismo intermediario

Caixa de manutencdo dos animais, evidenciando o piso aramado
ao fundo. Nesta imagem, os animais foram colocados na caixa,
com grade, porém sem a maravalha, a fim de se demonstrar o
grande débito urinario dos mesmos

Fluxograma do experimento, destacando a alocagdo dos animais

para os diferentes grupos, bem como para as andlises realizadas

Animal diabético, com 22 dias de tratamento com agua ad libitum

contendo 50 ppm F e racdo solida com baixa quantidade de F.

Medicao da glicemia através de uma microssecc¢ao da cauda dos
animais para o ITT

Colocacéo de 3 gotas de NaOH 0,05 M na tampa das placas de
Petri.

Unido das gotas de NaOH contendo o fluoreto, apds difuséo
facilitada por HMDS

Andlise de fluoreto com o eletrodo 9409, acoplado ao eletrodo de

referéncia calomelano
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Homogeinizac&o do figado para analise de fluoreto
Homogenizacéao de tecidos para Western Blotting

Quantificacéo de proteinas pelo método de Bradford previamente

ao western blotting

Montagem do gel para corrida eletroforética (Western Blotting). 1)
Suporte para montagem do gel; 2) Aparador das placas de vidro
(espacador e placa); 3) Espacador de 1,5 mm e placa de vidro; 4)
colocacao das placas de vidros no aparador; 5) aparador com as
placas apds terem sido travadas com os dispositivos laterais de
trava do aparador; 6) aparador contendo as placas para
montagem do gel, posicionado no suporte de montagem; 7 e 8)
aplicacao do gel no interior das placas de vidro; 9) aplicacdo do
gel de stacking para posterior insercdo dos pentes para

delimitacdo dos pocos onde foram aplicadas as amostras

Equipamento para mini gel (Tetra) Biorad

Coloracdo por Ponceau. A imagem demonstra uma regido da
membrana de nitrocelulose apdés transferéncia, na regido onde

usualmente se encontra a proteina constitutiva -actina

Equipamento utilizado para incubacéo dos anticorpos (SNAP)

Animais antes (A) e depois (B) do diabetes induzido por

estreptozotocina

Efeito do estimulo insulinico sobre o grau de fosforilagdo em
tirosina do substrato do receptor de insulina (ppl185 — IRS-1/IRS-
2) no figado de animais nao diabéticos e diabéticos, tratados com
0, 10 ou 50 ppm de fluoreto administrado na agua de beber por
22 dias. Em A, autorradiografia tipica; quantidades iguais de
proteinas (185 pg) foram submetidas ao SDS-PAGE. Em B e C,
valores do grau de fosforilagdo em tirosina, expressos em

unidades arbitrarias, sdo apresentados como média + EP de 4
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Figura 18

Figura 19

Figura 20

experimentos para animais ndo diabéticos e diabéticos,
respectivamente. *p<0,05 (teste t pareado) Insulina (-) VS.

Insulina (+).

Efeito do estimulo insulinico sobre o grau de fosforilacdo em
tirosina do substrato do receptor de insulina (ppl185 — IRS-1/IRS-
2) no tecido muscular esquelético (gastrocnémio) de animais nao
diabéticos e diabéticos, tratados com 0, 10 ou 50 ppm de fluoreto
administrado na agua de beber por 22 dias. Em A,
autorradiografia tipica; quantidades iguais de proteinas (185 ug)
foram submetidas ao SDS-PAGE. Em B e C, valores do grau de
fosforilacdo em tirosina, expressos em unidades arbitrarias, sao
apresentados como média + EP de 4 experimentos para animais
nao diabéticos e diabéticos, respectivamente. *p<0,05 (teste t

pareado) Insulina (-) VS. Insulina (+).

Efeito do tratamento com fluoreto (0, 10 ou 50 ppm) na agua de
beber (22 dias) sobre o grau de fosforilagdo em tirosina do
substrato do receptor de insulina (ppl85 — IRS-1/IRS-2) apéds
estimulo insulinico (+) no tecido hepético de animais diabéticos
(D) e néo diabéticos (ND). Os valores do grau de fosforilacdo em
tirosina, expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados
como média + DP de 5 experimentos para animais ndo diabéticos
e diabéticos, respectivamente. Ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (ANOVA, p>0,05).

Efeito do tratamento com fluoreto (0, 10 ou 50 ppm) na agua de
beber (22 dias) sobre o grau de fosforilagdo em tirosina do substrato
do receptor de insulina (ppl85 — IRS-1/IRS-2) apdés estimulo
insulinico (+) no tecido muscular (gastrocnémio) de animais
diabéticos (D) e nao diabéticos (ND). Os valores do grau de
fosforilagdo em tirosina, expressos em unidades arbitrarias, séo
apresentados como média + DP de 5 experimentos para animais
nao diabéticos e diabéticos, respectivamente. Nao houve diferenca

significativa entre os tratamentos (ANOVA, p>0,05).
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1 INTRODUCAO E SINTESE DE LITERATURA

Sabe-se que os fluoretos sdo naturalmente encontrados na agua e no
solo, sendo importantes nos fendbmenos de mineralizagcdo 0ssea e dentaria, com
grande importancia para a saude bucal (RAMIRES, BUZALAF, 2008).

Estudos feitos na década de 30 e 40, liderados pelo dentista e
epidemiologista H. Trendley Dean demonstraram que o fluoreto (F) tem relacdo com
ocorréncia dos “dentes mosqueados”, alteracbes posteriormente descritas como
fluorose dentaria. Posteriormente, verificou-se tratar de elemento eficiente na
prevencdo de carie dentéria, por interferir no seu processo de formacdo da carie,
reduzindo, portanto, sua ocorréncia. (FEJERSKOV, 1994; FEJERSKOV, AOBA,
2002; BUZALAF, RAMIRES, 2005). Assim, a partir da segunda metade do século XX
tornou-se muito rotineiro o uso de compostos fluoretados na area da Saude Publica,
especialmente na Odontologia, tendo-se em vista a prevencdo de carie dentéria.
Uma das medidas mais utilizadas € a fluoretacdo da dgua de abastecimento publico,
gue é reconhecida entre as 10 melhores medidas de Saude Publica do século XX
(CDC, 1999). Entretanto, o F, apesar de suas propriedades terapéuticas, ja bastante
descritas na literatura, também pode oferecer riscos ao organismo de quem faz uso
do mesmo, se aplicado ou consumido de maneira indiscriminada ou inadequada,
tanto de forma aguda quanto crénica (WHITFORD, 1996).

E sugerido que o F interfere em vérias vias metabolicas, atuando como
inibidor de muitas enzimas. Neste sentido, tem sido utilizado como ferramenta para
definir determinados passos na via glicolitica, como a inibicdo da enzima enolase,
gue atua tardiamente nessa via (WHITFORD, 1996).

Uma vez em contato com a mucosa do trato digestivo, que pode ocorrer
tanto pelo uso de detrificios como pela ingestdo de agua fluoretada ou ainda através
dos alimentos, o F é rapidamente absorvido. Entretanto a absor¢cédo € influenciada
pelo gradiente de pH dos diferentes tecidos e adjacentes, o que explica a absor¢éo
diferencial nos diferentes érgdos e tecidos (WHITFORD, 1990). Por se tratar de um
ion que se une de forma reversivel com ion hidrogénio, formando portanto um acido
fraco (HF), sua absorcao ocorre em maior eficiéncia em solugdes acidas, com pH em
torno de 3,4, ou seja, pode ocorrer de forma muito facilitada na regido estomacal,
seguindo seu trajeto ao sistema circulatorio e subsequentes 6rgaos, até que seja
excretado via renal (WHITFORD, 1996; BUZALAF, 2011).
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Diversos estudos vém sendo realizados no sentido de analisar os
prejuizos que podem ser causados por esse elemento durante e ap0s sua ingestdo
e absorcdo nos sistemas digestivo, excretor, muscular, nervoso central, bem como
sua acdo em eventos metabdlicos tais como glicolise e resisténcia a insulina
(WHITFORD, 1989; RIGALLI et al, 2008, 2010; CHIBA et al., 2010, 2012).

A insulina € um horménio de natureza proteica, que apresenta um baixo
peso molecular (5808 Da), sendo constituida por duas cadeias de aminoacidos
conectadas por ligacdes de dissulfeto que quando se rompem a inativam. E
sintetizada nas células beta pancreaticas com a traducdo do RNAmM da insulina
através de ribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico formando um pré-pro-
horménio insulinico com peso molecular inicial de 11500 Da, sendo posteriormente
clivado para formar uma pro-insulina de peso molecular de cerca de 9000 Da, a qual
posteriormente sofre nova clivagem no aparelho de Golgi, formando entdo a insulina
ativa (6000 Da) e peptideo C. Aproximadamente um sexto do produto final secretado
pelas ilhotas de Langerhans encontra-se sob a forma inativa da insulina, a pré-
insulina (GUYTON & HALL, 2006).

A homeostasia da glicose, armazenamento de substratos no tecido
adiposo, hepético e muscular, estimulo da lipogénese, sintese de glicogénio e
proteinas, inibicdo da lipolise, glicogendlise, degradacao de proteinas, crescimento e
diferenciacdo celular sdo eventos insulino-dependentes (NELSON & COX, 2002).
Em circunstancias em que ocorre ingestao de carboidratos, ha também um aumento
na secrecao de insulina, a qual vai atuar armazenando o excesso de energia gerado
sob forma de glicogénio no figado e musculos que pode, apds estimulo insulinico,
ser armazenado na forma de gordura no tecido adiposo. A insulina exerce ainda um
efeito direto na captacdo de aminoacidos, convertendo-os em proteinas (GUYTON &
HALL, 2006).

Diferentemente do que se acreditava a principio, a secrecao de insulina
nao esta condicionada apenas ao aumento de glicose no sangue, mas além deste
sofre influéncia do aumento de acidos graxos livres, aumento de aminoacidos no
sangue, presenca de hormbnios gastrointestinais (gastrina, colecistocinina,
secretina), glucagon, horménio do crescimento, cortisol, estimulacdo beta-
adrenérgica, resisténcia a insulina, obesidade e medicamentos do grupo
sulfoniluréia. Por outro lado, pode ocorrer a diminuicdo na secre¢do quando ocorre

diminuicdo da glicose sanguinea, jejum, presenca de somatostatina, atividade alfa-
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adrenérgica e presenca de leptina. Existe um mecanismo de feedback entre a
concentragdo de glicose e a taxa de secrecdo de insulina. Com o aumento da
concentracdo sérica da glicose sérica acima de 100 mg/dL de sangue, a taxa de
secrecdo da insulina aumenta rapidamente de forma a atingir o pico entre 10 e 25
vezes 0 nivel basal, com concentracdes de glicose entre 400 e 600 mg/dL, sendo
que a parada na secrecdo de insulina ocorre muito rapidamente apés a reducao da
glicose sérica em individuos saudaveis (GUYTON & HALL, 2006).

O diabetes é um estado patoldgico resultante da deficiéncia na producéo
(tipo 1, DM1) ou na acao da insulina (tipo 2, DM2). O diabetes mellitus € considerado
um problema de Saude Publica, crescente e oneroso do ponto de vista social e
econdbmico, e com potencial reconhecido para prevencdo (GEORG et al., 2005).
Cerca de 6-7% da populacdo dos Estados Unidos mostra alguma anormalidade no
metabolismo da glicose (NELSON & COX et al., 2011; CDC 2011). No Brasil, ja em
1992, o diabetes tipo 2 acometia aproximadamente 7,6% da popula¢cdo (MALERBI,
1992) e hoje em termos de porcentagem esse valor prevalece, mas vale ressaltar
gue houve aumento da populacédo brasileira nos ultimos anos, assim em numeros
brutos pode-se dizer que houve aumento do numero de individuos diabéticos no
Brasil também (SBD, 2013). Trata-se de um dos mais importantes problemas de
Saude Publica mundial, situando-se entre as dez principais causas de Obito no
mundo. Apresenta crescente incidéncia, principalmente em paises em
desenvolvimento. E estimado um aumento de prevaléncia da doenca de 4,9 milhdes
para aproximadamente 11,6 milhdes de casos até o ano de 2025 na populacéo
adulta (PASSOS et al., 2005). Ja para a Organizacdo Mundial da Saude, a previsdo
€ de um aumento de 114% de casos confirmados da doenca entre os anos de 2000
e 2030. Cerca de 47 milhdes de individuos possuem a doenca diagnosticada e, em
2004, estimou-se que aproximadamente 3,4 milhdes de pessoas tenham morrido por
alguma consequéncia do aumento repentino da glicemia plasmatica (WHO, 2013)

Além de afetar os rins, olhos, vasos sanguineos, coracdo, o diabetes
pode propiciar a ocorréncia de periodontites, infeccbes cronicas que afetam a
gengiva e 0s 0ssos que suportam os dentes (NEGRATO, 2010. WHO, 2013).

A resisténcia a insulina no tecido e os niveis elevados de insulina
plasmatica em jejum, parecem ser 0s primeiros sinais para o desenvolvimento do

DM2, sendo que provavelmente existe relagdo do aumento da prevaléncia de
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obesidade infantil e hiperinsulinemia com o desenvolvimento desta doenca
(OLIVEIRA et al., 2004; SINHA et al., 2002).

Sao encontrados estudos em humanos associando o consumo excessivo
de F com intolerancia a glicose. Um estudo realizado em 25 pacientes com fluorose
endémica mostrou que 40% tinham a tolerancia a glicose prejudicada, porém tal
anomalia foi revertida com a remocdo do excesso de F na &gua consumida
(TRIVEDI et al. 1993). Em adicédo, foi observada em testes de tolerancia a glicose
em argentinos residentes em area de fluorose endémica, a existéncia de uma
relacéo inversa entre fluoremia e concentracdo de insulina em funcdo do tempo de
ingestédo de agua (DE LA SOTA et. al. 1997).

Esta relacdo entre ingestdo de F e resisténcia a insulina vem sendo
estudada de longa data em animais. Em 1990, Rigalli et al. observaram que apés a
administragdo oral de uma unica dose de 40 ymol de NaF/100 g de peso corporal a
ratos em jejum, houve uma queda imediata nos niveis plasmaticos de insulina, com
consequente aumento da glicemia. Estes fenbmenos foram observados com niveis
plasmaticos de F entre 5 e 15 yM. A insulina e a glicemia retornaram aos niveis
normais em 4-5 horas, juntamente com a remocao do F do plasma e tecidos moles.
A secrecao de insulina de ilhotas de Langerhans isoladas, perfundidas com solugcdes
contendo 5, 10 ou 20 uM F, foi significativamente inibida em fungdo dos niveis
aumentados de F, tanto com concentracfes basais quanto com concentracfes
estimulatérias de glicose. O mesmo grupo de pesquisa observou gque o tratamento
de ratas recém-desmamadas por 100 dias com &gua contendo 5 mM de NaF
(aproximadamente 95 ppm F) levou a um subito distlrbio da toleréncia a glicose,
gue se manifestou quando os niveis de F no plasma e tecidos moles estavam
elevados, durante o periodo de aumento da massa 0ssea. A tolerancia a glicose foi
normalizada quando a maxima massa 0ssea foi atingida e os niveis de F no plasma
e tecidos moles retornaram aos niveis normais (RIGALLI et al., 1992). Em doses
bem maiores de exposicdo ao F (10 mM NaF ou cerca de 4,5 mM F) foi observada
inibicdo da autofosforilagdo dos receptores de insulina na sua atividade tirosina
quinase no musculo estriado de ratos e da placenta humana (VINALS et. al.,1993).
Rigalli et al. 1995 compararam os efeitos agudo e cronico da exposicao ao fluoreto
de sodio (NaF) ou monofluorfosfato de sédio (MFP) na homeostase da glicose em
ratos. A administragdo oral de uma unica dose de 40 umol/100 g peso corporal de
cada composto produziu aumento similar de glicose plasmatica (até 1,8 g/l) e F
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difusivel (até 130 pmol/l). Em experimentos de longa duragdo (3 meses), o
tratamento com NaF (5 mM) resultou em testes de tolerancia a glicose anormais e
aumento dos niveis de F no plasma (média de 2-12 uM). Por outro lado, o
tratamento com MFP ndo alterou a homeostase da glicose, e a dosagem de F no
plasma foi sempre inferior a 2 uM. A secrecdo basal de insulina e a secrecao
estimulada por glicose em ilhotas de Langerhans de ratos foram significativamente
inibidas apds incubagao em solugdes contendo 2, 5, 10 e 20 uM NaF. Os resultados
deste experimento indicam que a homeostase da glicose € afetada quando a
concentracéo de F difundido em plasma excede 5 uM.

Em razdo dos resultados obtidos pela analise do tecido pancreético, o
mesmo grupo de autores sugere que o F também causa disfuncdo das células beta
do tecido pancreético, gerando uma secrecéao ineficiente de insulina (RIGALLI et al.,
2008). Um estudo recente comparou o efeito da ingestdo de &gua fluoretada no
metabolismo da glicose em ratos normais e com deficiéncia renal cirurgicamente
produzida. Os animais receberam agua contendo 0, 1, 5 e 15 ppm F (como NaF) por
60 dias. Nao houve diferencas na concentracéo de glicose plasmatica apoés teste de
tolerancia a glicose entre ratos normais e com deficiéncia renal, nem entre ratos com
diferentes niveis de ingestdo de F. Entretanto, os niveis de insulina plasméaticos
aumentaram em funcéo da concentracdo de F na dgua, demonstrando resisténcia a
acdo da insulina (RIGALLI et al.,, 2010). Tem sido relatado que esta resisténcia
induzida pelo F pode ser revertida mediante exercicio fisico (LOMBARTE et al.,
2013).

O mecanismo de transducdo de sinal da insulina ocorre através da
ligacdo do hormdnio a receptores enzimaticos transmembréanicos. Nesta ocasiao,
ocorre a ativacdo da proteina tirosina quinase na porcéo citosoélica do receptor,
havendo entdo autofosforilacdo de residuos de tirosina na mesma regido, os quais,
uma vez fosforilados, recrutam e fosforilam diversas moléculas (substratos) como
IRS1 e IRS2, que sdo as principais responsaveis pelo acoplamento de PISK-PKB
(fosfatidil inositol 3 quinase — proteina quinase B) e MAPK (proteina quinase ativada
por mitogeno) (NELSON & COX, 2011). A Figura 1 ilustra as vias de sinalizacéao

insulinica.
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Figura 1. As vias de sinalizacdo insulinica. O receptor de insulina € uma tirosina quinase que se
autofosforila e catalisa a fosforilagdo de proteinas intracelulares com as proteinas IRS, Shc e Cbl.
ApOs a fosforilacdo essas proteinas se ligam a outras moléculas de sinalizagdo através de seus
dominios SH2, resultando na ativacé@o de vias de sinalizacao intracelular como a via da PI 3-quinase,
a cascata da MAPK e a ativacdo do TC10 via CAP/Cbl. Essas vias regulam o transporte de glicose, a
sintese de glicogénio, lipideos e proteinas, coordenando e integrando o metabolismo intermediério.
(Adaptado de CARVALHEIRA et al., 2002)

Defeitos no processo de ativacdo das proteinas sinalizadoras de insulina,
como IRS1/2, PI3K e na sequéncia da cascata (PDK, PKB e seus alvos GSK-3,
AS160, aPKCs, e familia proteina MAPK quinase), bem como no receptor de
insulina, tém sido descritos nos estudos em musculo e tecido adiposo, bem como
nos quadros clinicos de obesidade e diabetes tipo 2 (DM2), como responsaveis pela
resisténcia periférica a insulina (FROJDO et al, 2008).

Em face ao observado por Vinéls et al. (1993), Sumida et al. (2008),
conduziram estudo no sentido de se verificar se era plausivel a hipotese de que em
animais tratados de forma aguda com NaF poderia haver alteracdo na cascata de

sinalizacdo insulinica, em especial a ppl85. Os autores observaram que apos
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tratamento agudo com F (1 mg/Kg peso corporal) 30 minutos antes do sacrificio dos
animais, apesar do NaF induzir a hiperglicemia, indicando portanto que houve
interferéncia na homeostase da glicose, ndo houve alteracdo na sensibilidade a
insulina. Entretanto, os autores relatam que deve ser considerado que outros
substratos insulinicos podem estar envolvidos na homeostase da glicemia.

Uma vez que os resultados do tratamento agudo por NaF n&o alteraram a
fosforilacdo em tirosina da pp185, Chiba (2010) procedeu ao tratamento crénico por
NaF, em ratos Wistar machos, durante 42 dias, submetendo os animais a dose
diaria de 4,0 mg F/Kg peso corporal, a fim de se caracterizar o efeito do NaF sobre a
sensibilidade a insulina, grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de
insulina (pp185, IRS1/IRS2), fluoremia, glicemia e insulinemia. Foi constatado que
houve aumento significativo na fluoremia plasmatica, diminuicdo na sensibilidade a
insulina, reducdo no grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85 em tecido muscular
apos estimulo insulinico, sendo que ndo houve alteracdo em relacdo a glicemia e
insulinemia e, fosforilacdo em tirosina da ppl185 em tecido hepatico. Entretanto, a
dose diaria de exposi¢cédo ao F no estudo de Chiba (2010) foi alta e seria interessante
verificar se a administracao de doses crbnicas de F associadas aquelas equivalentes
em humanos que recebam niveis 6timos de F através da é&gua artificialmente
fluoretada ou niveis aumentados através da agua naturalmente fluoretada (em torno

de 5 ppm) também seria capaz de alterar estes parametros.
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2 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo geral avaliar, em ratos normais ou com
diabetes ja instalada, expostos cronicamente a doses de F na agua de beber que
simulam a ingestado de F pela agua natural e artificialmente fluoretada, parametros
relacionados a interferéncia do F no diabetes. Especificamente objetivou-se:

v Avaliar a fluoremia, glicemia e insulinemia, bem como as concentracfes de F
no figado;
v Avaliar a velocidade de desaparecimento da glicose sanguinea apos estimulo

insulinico (Kr7);

v' Avaliar a resisténcia a insulina (IR), sensibilidade a insulina (%S) e funcao das

células B pancreaticas (%B);

v Avaliar o grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de insulina
— ppl85 (IRS-1/IRS-2), apds estimulo insulinico, em tecidos muscular e

hepatico.
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3 MATERIAL E METODOS

Apos o projeto de pesquisa ter sido submetido a avaliacdo inicial da
Comissdo de Etica e Pesquisa e Ensino com Animais (CEEPA), da Faculdade de
Odontologia de Bauru/USP, foram obtidos 214 Rattus norvegicus (Wistar), machos,
com peso inicial semelhante, recém-desmamados, junto ao Biotério Central da FOB-
USP, os quais foram tratados e eutanasiados conforme descrito a seguir. Ao término
da pesquisa, o relatério do trabalho executado foi novamente avaliado pela CEEPA
e aprovado (Protocolo 13/2010; ANEXO A).

Os animais foram mantidos em nimero de 3 a 5 por caixa, sendo que nos
grupos diabéticos foram instalados pisos aramados no interior da caixa (Figura 2), a

fim de evitar o contato dos animais com a maravalha umedecida pelo grande volume

de urina excretada por esses animais.

Figura 2 — Caixa de manutengdo dos animais,
evidenciando o piso aramado ao fundo. Nesta imagem,
0s animais foram colocados na caixa, com grade,
porém sem a maravalha, a fim de se demonstrar o
grande débito urinario dos mesmos.
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3.1 INDUCAO DO DIABETES EXPERIMENTAL

Quando os animais estavam com 60 dias de vida, foi induzido o diabetes
experimental em 133 dos 214 animais, através da aplicacdo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), na dose de 50 mg/Kg
p.c. para obtencdo de animais diabéticos, a fim de se iniciar o tratamento com NaF.
Foram selecionados para tratamento somente os animais cuja glicemia plasmatica
superou 200 mg/dL. Os demais animais (n=81) foram utilizados como controles néo
diabéticos.

A STZ foi preparada em solucdo 0,9% de NaCl gelada (4°C), pH 4,5 e a
proporcao de 50 mg/mL, em ambiente escuro, sob temperatura ambiente controlada
(16°C) e imediatamente injetada intraperitonealmente nos animais, 0s quais estavam
em jejum de dieta solida por 12 horas (a dieta s6 foi novamente oferecida uma hora
apos a aplicacdo). A escolha do pH e temperatura foi feita considerando-se a maior
estabilidade do medicamento nessas condi¢cfes, 0 que garantiu melhores resultados
na inducédo do diabetes experimental.

Todos os 133 animais diabéticos tiveram suas glicemias medidas (Accu-
Chek Performa, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha) antes da aplicacdo do
medicamento, bem como 24, 48, e 72 h apds. De maneira geral, foram observados
aumento de ingestéo hidrica, aumento da diurese e glicosuria, aspectos fisiolégicos
gue, combinados a hiperglicemia plasmatica, serviram como dados confirmatérios do
estado diabético dos animais que foram posteriormente utilizados no tratamento.
Destes 133 animais, 22 ndo puderam ser utilizados, pois ou entraram em Obito em
aproximadamente 30 horas ap6s a aplicacdo da STZ, ou suas glicemias nao
atingiram o valor minimo estabelecido como referéncia neste trabalho.

Para alocacdo dos animais aos grupos de tratamento com NaF,
novamente avaliaram-se suas glicemias e os mesmos foram separados em 3
grupos, o mais homogeneamente possivel, 5 por caixa, de forma que a glicemia

média dos diferentes grupos fosse semelhante, conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo dos animais diabéticos no inicio do tratamento
DISTRIBUIC}AO INICIAL DE TRATAMENTO (n)

Glicemia (mg/dL) OppmF 10 ppm F 50 ppm F

>600 18 18 18
400<G<600 12 12 12
250<G<400 6 6 6
200<G<250 1 1 1
TOTAL 37 37 37

Média* 419 419 419

DP* 111 103 100

*Valores acima de 600 mg/dL n&o foram computados.

3.2 TRATAMENTO DOS ANIMAIS
Cento e noventa e dois animais, entre diabéticos (n=111) e ndo diabéticos
(n=81), receberam durante 22 dias, ad libitum, agua contendo fluoreto (como NaF)
em diferentes concentracfes, ou agua deionizada, de acordo com 0s grupos
experimentais, a saber:
= ND (N&o diabéticos) 0 ppm F: n=27
= ND 10 ppm F: n=27
= ND 50 ppm F: n=27
= D (Diabéticos) 0 ppm F: n= 37
= D10 ppm F: n=37
= D50 ppmF: n=37
A Figura 3 ilustra a alocacdo dos animais para os diferentes grupos
experimentais, bem como para os diferentes tipos de analises feitas no estudo. O
namero de animais alocados aos grupos de animais diabéticos foi maior (n=37),
considerando-se que poderia haver perdas. Assim, dos 37 animais alocados a cada
um dos grupos D, 6 foram destinados a andlise de ITT, 7 ao western blotting e 24 as
analises plasmaticas (F, glicemia e insulinemia) e F no figado. Os numeros

correspondentes para os animais ND foram 6, 7 e 14, respectivamente.
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B notal [JoppmF ]
. STZ/Diabético . 10 ppm F D Western Blotting
. N&o Diabético D 50 ppm F D Insulinemia/Glicemia/Fluoremia/F Figado / F Musculo

Figura 3 - Fluxograma do experimento, destacando a alocagcdo dos animais para os diferentes

grupos, bem como para as analises realizadas.
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A dieta sélida dos animais foi constituida por racdo da marca “Presence”
(7883), lote 41EX120024680, sendo que foi previamente medida a concentracao de
F em diversas amostras, e estas demostraram concentracdo média (DP) de 1,01
(0,24) ppm F, valores portanto baixos e incapazes de interferir no tratamento com F.
Optou-se por essa racao em virtude de resultados de outros experimentos utilizando
a AIN-93 terem causado esteatose hepética, possivelmente por ser uma dieta
hipercalorica (MOURA et al., 2012).

Optou-se por 22 dias de tratamento tem virtude dos resultados obtidos em
estudo piloto, quando se observou ndo ser possivel tratar os ratos diabéticos por um
periodo maior que este, uma vez que 0s animais diabéticos tratados com 50 ppm F
ficaram extremamente debilitados e com massa corporea bastante reduzida (Figura

4), o que prejudicaria as analises posteriores, em razdo do possivel estado de

caquexia.

W A

Figura 4 — Animal diabético, com 22 dias de tratamento
com éagua ad libitum contendo 50 ppm F e ragéo sélida com

baixa quantidade de F.

3.3 EUTANASIA E COLETA DAS AMOSTRAS

Os animais utilizados no experimento foram eutanasiados a medida em
gue se realizaram cada uma das etapas sendo que, para todas as fases, foram
previamente anestesiados por Tiopental Sodico (THIOPENTAX, 3%), a dose inicial

minima de 1,6 mL/Kg p.c.,i.p, sendo adicionadas ligeiras doses extra nos casos em



48 3 Material e Métodos

gue os animais ainda demostraram alguma sensibilidade a palpa¢do das patas e
cauda, para evitar qualquer tipo de dor durante os procedimentos técnicos e
cirdrgicos. Foram coletadas amostras de sangue, figado, rim e mausculo
gastrocnémio para posterior analise.

De parte dos animais destinados as analises plasmaticas, obtiveram-se
cerca de 4 mL de sangue coletados em tubos heparinizados, que foram
imediatamente centrifugados a 8000 rpm, a 4°C, para obtencdo do plasma (cerca de
1,8 mL), o qual foi separado em 3 aliquotas, destinadas as analises de glicemia

(n=5-7), fluoremia (n=9-13) e insulinemia (n=5-7).

3.4 TESTE ENDOVENOSO DE TOLERANCIA A INSULINA CURTO (ITT)

Para o ITT, foram utilizados 36 animais, sendo 6 por grupo, que foram
mantidos durante 14 horas em jejum. Pela manhé foram devidamente anestesiados,
e entdo foi ministrada uma unica dose de insulina humana (Humulin R, Eli Lilly Co.,
Indianapolis, EUA; 0,75 U/Kg p.c.) endovenosamente através da veia peniana. Foi
medida a glicemia antes da administracdo da insulina, e em tempos variaveis, apos
a administracao, a saber: 4 min; 8 min; 12 min e 16 min.

A quantificacdo da glicemia foi realizada utilizando um monitor glicémico
(Accu-Check Performa, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), sendo que a
amostra foi obtida da regido caudal dos animais (Figura 5).

Os resultados foram analisados por comparacdo da constante de
proporc¢éo de desaparecimento da glicose (Kj:) dos tempos entre 0 e 16 min. A K foi
calculada usando a formula 0,693/ty,. O ti1, da glicose foi calculado a partir da
inclinacdo da curva de regressao minima das concentracdes plasmaticas de glicose
durante o decaimento linear (BONORA et al., 1989; CHIBA, 2010).
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Figura 5 - Medicdo da glicemia através de uma

microsseccao da cauda dos animais para o ITT.

3.5 DOSAGEM DA GLICEMIA

3.5.1 PRINCIPIO DA TECNICA

A dosagem foi realizada pelo método enzimatico colorimétrico, que se
baseia na determinacéo da glicose pelo principio de que a amostra (plasma) sofre
acdo da glicose oxidase na presenca de oxigénio, produzindo peréxido de
hidrogénio. Este, em presenga de fenol e de 4-amonoantipirina, sofre agdo da
peroxidase, produzindo um composto réseo-avermelhado (quinonimina) com

maximo de absor¢cdo em comprimento de onda de 505 nm.

3.5.2 MATERIAL E METODO

Utilizou-se kit enzimatico para glicose marca KATAL (Katal Biotecnologia
Industria e Comercio Ltda, Sao Paulo, Brasil), espectrofotbmetro UV/Visible
Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra) com leitura ajustada

para 505 nm e cubetas marca Kartell3.

As amostras, apés coletadas em tubos heparinizados, foram
imediatamente centrifugadas a 4°C (Centrifuge 5804R, Eppendorf), sendo entdo
coletado o plasma (cerca de 600 uL por amostra), o qual foi congelado a -20°C até o

momento da dosagem.
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No dia em que se realizaram as dosagens, as amostras, entao
congeladas, foram submetidas a uma série de centrifugacbes até que se
apresentassem liquidas e translicidas novamente (5 min a 3300 rpm + 10 min a
3300 rpm + 5 min a 3300 rpm + 10 min a 3300 rpm, todas a 4°C). Entéo foi realizado

0 seguinte procedimento:

v" Nos tubos destinados aos padrées, foram adicionados 20 pL do
padrdo e 2 mL do reagente enzimatico fornecido pelo KIT; nos
tubos “brancos” foram adicionados 2 mL do reagente e nos tubos
“amostra” foram adicionados 2 mL do reagente enzimatico e 20 L
da amostra. Foram entdo homogeneizados e colocados em banho-
maria a 37°C durante 15 min. A determinacéo das absorbancias do
teste e padrao foi realizada em 505 nm.

v Para obtencdo dos resultados, foram adotados os seguintes

calculos:

1. Glicose (mg/dL) = Absorbancia do Teste / Absorbancia do
Padr&o x 100
2. Fator de calibracéo = 100 / Absorbancia do Padrao
3. Glicose (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator
4. Glicose (mmol/L) = mg/dL X 0,0556
Para amostras cuja leitura inicial resultou em valores superiores a 300
mg/dL a amostra foi diluida em solucédo NaCl 0,85% e repetida leitura, sendo entdo o

resultado obtido multiplicado pelo fator de diluicéo.

3.6 ANALISE DE FLUORETO NO PLASMA

Para andlise do F no plasma, seguiu-se protocolo padrdo empregao no
Laboratorio de Bioquimica da FOB. Para tanto, foram utilizados 200 pL do mesmo,
gue foram submetidos a uma pré-difusdo, pois, por se tratar de um fluido biolégico,
contém CO,, que deve ser eliminado. Para tanto, a amostra plasmética foi colocada
na placa de Petri (Falcon 1007) e sobre ela foi colocado acido sulfurico saturado
com hexametildisiloxano (HMDS, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) num volume

gue correspondia a 15% do volume da amostra de plasma. O HMDS tinha sido
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previamente aquecido até que o seu volume fosse reduzido a metade (agora
chamado de acido aquecido), a fim de se eliminar qualquer F residual que pudesse
contaminar a amostra. Apos a adicdo do acido aquecido, as placas foram deixadas
abertas por 15 min para a evaporacdo do CO,, o volume das mesmas entdo foi
completado para 2 mL com &gua deionizada e a difusdo seguiu normalmente como
descrito por TAVES (1968), modificado por WHITFORD (1996).

Para a difusdo, 50 pL de NaOH 0,05 M foram distribuidos em 3 gotas na
tampa destas placas (Figura 6). As placas foram fechadas, seladas com vaselina, e
por um orificio, previamente feito na tampa, foi colocado HMDS (Aldrich, 2,0 mL em
acido sulfarico 3M). Este orificio foi imediatamente selado com vaselina e parafilme.
As placas foram colocadas numa mesa agitadora orbital plana (Nova Técnica,
modelo NT 145) em velocidade 2-3, durante a noite. No dia seguinte as tampas
foram removidas, invertidas e as gotas de NaOH combinadas numa Unica gota
(Figura 7). O NaOH foi tamponado pela adi¢éo de 25 pL de acido acético 0,2 M, e o
volume total foi ajustado para 75 pL com agua deionizada, usando uma pipeta
automatica Gilson (10-100 pL). A gota, contendo todo o F, foi entdo analisada com
eletrodo Orion 9409 e um micro eletrodo de referéncia calomelano (Accumet,
namero de catalogo #13-620-79), ambos acoplados ao potenciémetro Orion EA 940,
sendo estes mantidos unidos através de bandas de borracha durante a leitura, e
colocados em contato com a gota na parte interna da tampa da placa (Figura 8).
Foram utilizados padrées com concentracdo conhecida de F (0,25 a 10 nm),
difundidos em triplicata concomitantemente as amostras. Apenas curvas padrdo com

coeficiente de correlacdo > 0,99 foram aceitas.
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Figura 6 — Colocagéo de 3 gotas de NaOH 0,05 M na tampa das placas de Petri.

Figura 8 — Analise de fluoreto com o eletrodo 9409, acoplado ao eletrodo de referéncia calomelano.
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3.7 INSULINEMIA E CALCULO DO INDICE HOMAZ2-IR

A dosagem de insulina foi realizada pelo método radioimunolégico — RIA
KIT (Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA), no
Departamento de Endocrinologia da Faculdade de Medicina Veterinaria, UNESP-
Aracatuba.

O experimento foi realizado em 3 etapas (em 3 dias consecutivos).

No primeiro dia, prepararam-se os tampodes e padrbes, pipetaram-se as
amostras em volumes iguais de 100 pL das amostras e dos anticorpos. No segundo
dia, acrescentou-se a insulina marcada e no terceiro, realizou-se a leitura da insulina
marcada em contador gama durante 1 minuto (Sensitive Rat Insulin, SRI-13K,
Millipore, St Charles, MO, EUA). Os resultados obtidos foram expressos em ng/mL e
foram depois convertidos em pmol/L, para que pudesse ser feita a analise de
resisténcia a insulina utilizando o indice HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment
— Insulin Resistance).

O indice HOMAZ2-IR (Levy et al., 1998) foi calculado a partir dos dados de
glicemia de jejum (mmol/L) e insulinemia de jejum (pmol/L), utilizando o software
HOMA Calculator v.2.2 (Diabetes Trials Unit, University of Oxford, disponivel em

http://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/index.php). Este modelo é baseado no

modelo original (MATTHEWS et al., 1985), mas foi resolvido por computacao,
levando em consideracao variacdes na resisténcia a glicose hepética e periférica (ou
seja, a reducdo na supressao na saida de glicose do figado [por hiperglicemia] e
reducdo na incorporacao de glicose periférica estimulada pela glicose) (Rudenski et
al.,, 1991). O software fornece os célculos de resisténcia a insulina (IR),

sensibilidade a insulina (%S) e fungéo das células B pancreaticas (%B).


http://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/index.php
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3.8 ANALISE DE FLUORETO EM FiIGADO

Para a dosagem de F em figado, as amostras foram previamente
homogenizadas (15000 rpm, 2 min) com agua deionizada, na proporcdo de 200
mg/0,5 mL (Figura 9).

Utilizou-se para dosagem do fluoreto 1,0 mL do homogenato de cada uma
das amostras obtidas, e as leituras foram feitas da mesma maneira descrita para o
plasma, exceto pela pré-difusédo, que nao foi realizada.

Foram utilizados padrées com concentragdo conhecida de F (0,25 a 50
nm), difundidos em triplicata concomitantemente as amostras. Apenas curvas

padréo com coeficiente de correlagéo > 0,99 foram aceitas.

Figura 9 — Homogeinizag&o do figado para analise de fluoreto.

3.9 AVALIACAO DO GRAU DE FOSFORILACAO EM TIROSINA DO
SUBSTRATO DO RECEPTOR DE INSULINA (PP185)

Os animais foram anestesiados conforme ja descrito e imediatamente
abriu-se a cavidade abdominal, ampliando a incisdo e também expondo a
musculatura das patas traseiras, assim como a veia porta hepatica.

Entdo foi removido um fragmento de figado medindo aproximadamente
0,6 cm de diametro, que foi preparado conforme sera descrito em “extracdo”. Em
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seguida, o mesmo procedimento foi feito para uma por¢cdo de musculo estriado
esquelético (m. gastrocnemius).

Injetou-se entdo insulina regular (Humulin-R, Eli Lilly Co., Indianapolis,
EUA) diluida em soro gelado (4 Ul/mL) através da veia porta e 30 seg apols a
aplicacdo total da insulina coletou-se outro fragmento de figado e procedeu-se a
extracdo. Apos 90 segundos da aplicacdo da insulina, coletou-se outro fragmento de
muasculo estriado esquelético, que também foi submetido ao procedimento de
extracdo para obtencao do extrato total, o qual foi aplicado no gel para realizacéo do
Western Blotting. Os tempos escolhidos para coletar o figado e musculo, 30 e 90
segundos apoOs estimulo, respectivamente, consideraram que estes tempos
correspondem aos picos de fosforilagcdo em tirosina da ppl85 apds a administracdo

da insulina através da veia porta hepatica (CARVALHO et al.,1996).

EXTRACAO

Os tecidos muscular e hepético foram homogenizados em 2 mL de
tampéo de extracdo (Tris 100 mM pH 7,5; EDTA 10 mM; SDS 1%; NaF 100 mM;
Pirofosfato de 10 mM; Ortovanadato de Na 10 mM), mantidos em banho-maria
(100°C) durante 10 min, transferidos para gelo e entdo centrifugados a 16.000 g
durante 40 min. Do sobrenadante foram retiradas aliqguotas para determinacgéo
proteica pelo método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Bio-Rad Laboratories,
Hercules, EUA), e para estoque em tampéao de Laemmli (azul bromofenol 0,1%; SDS
10%; fosfato de sédio 1 M pH 7,0; glicerol 50%; DTT 15%) (Figura 10).

-

|
-

Figura 10 - Homogenizagdo de tecidos para

Western Blotting
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ApoOs a quantificacdo de proteinas (Figura 11) foi feita a técnica Western
blotting. Inicialmente as amostras foram submetidas a SDS-PAGE (Sodium Dodecil
Sulfate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis), para separacdo das proteinas por
peso molecular, tendo sido aplicado um volume correspondente a 185 pg de
proteina. Foi utilizado o método desenvolvido por Laemmli e modificado por Garfin
(1990), o qual envolve um sistema descontinuo de dois géis contiguos: o gel de
“stacking” (Acrilamida 30%; Tris 1M; SDS 10%; APS 10%; TEMED, 4gua deionizada)
e 0 gel de resolugédo, ou corrida, (Glicerol; EDTA; SDS; Tris; Acrilamida; APS:
TEMED, &gua deionizada). Na montagem, o gel de resolucdo ficou sob o gel de
“stacking”, com orientagdo vertical, num sistema de camaras que manteve as
porcdes superiores e inferiores do gel em contato com um tampéao de corrida (Tris 50
mM; glicina 375 mM; SDS 0,1%; EDTA 1,8 mM) (Figura 12).

Figura 11 - Quantificagdo de proteinas pelo

método de Bradford previamente ao western

blotting.
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Figura 12 — Montagem do gel para corrida eletroforética (Western Blotting). 1) Suporte para
montagem do gel; 2) Aparador das placas de vidro (espac¢ador e placa); 3) Espacador de 1,5 mm e
placa de vidro; 4) colocagédo das placas de vidros no aparador; 5) aparador com as placas apds terem
sido travadas com os dispositivos laterais de trava do aparador; 6) aparador contendo as placas para
montagem do gel, posicionado no suporte de montagem; 7 e 8) aplicagdo do gel no interior das
placas de vidro; 9) aplicacdo do gel de stacking para posterior inser¢cdo dos pentes para delimitagdo

dos pocos onde foram aplicadas as amostras.

Nos géis, as amostras tanto para figado quanto para musculo foram

dispostas da seguinte maneira:
v Pogco 1: padrdo de peso molecular (Amersham Full-Range

Rainbow — GE Healthcare);
Poco 2: ND 0 ppm F (-);
Poco 3: ND 0 ppm F (+);
Poco 4: ND 10 ppm F (-);
Poco 5: ND 10 ppm F (+);
Poco 6: ND 50 ppm F (-);
Poco 7: ND 50 ppm F (+);

AN N N NN



58 3 Material e Métodos

Poco 8: D 0 ppm F (-);
Poco 9: D 0 ppm F (+);
Poco 10: D 10 ppm F (-);
Poco 11: D 10 ppm F (+);
Poco 12: D 50 ppm F (-);
v' Poco 13: D 50 ppm F (+).

NS NEE N NN

A eletroforese foi realizada em equipamento para mini gel (BIORAD)
(Figura 13). Durante o empacotamento da amostra, ou seja, quando passa do pocgo
de aplicacédo pelo gel de stacking (Acrilamida 30%; Tris 1M; SDS 10%; APS 10%;
TEMED, agua deionizada), utilizaram-se 30 V, durante 100 min. Em seguida,
utilizaram-se 100 V durante 90 min para a corrida de resolucdo 6,5% ou 10%
(Glicerol; EDTA; SDS; Tris; Acrilamida; APS: TEMED, agua deionizada).

Na sequéncia, desmontou-se 0 suporte, retiraram-se 0s géis e montou-se o
cassete de transferéncia (BIORAD) para transferir as fracfes proteicas do gel para
uma membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (Amersham Bioscience,
Bucknghashire, England). Nesse procedimento, utilizou-se voltagem constante de
100 V, durante 1 h a 4°C, e em seguida 120 V durante 15 minutos, com uso de
tampé&o de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 2%, agua
deionizada). Para fins de confirmacéo da eficacia do processo de transferéncia de
proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose, realizou-se uma prévia
coloragdo com Ponceau (Figura 14). Trata-se de uma coloracdo reversivel,
compativel tanto com membranas de nitrocelulose quanto PVDF, constituindo-se
num método rapido de se visualizar as proteinas transferidas para a membrana.
Esse corante é facilmente removido com agua, e ndo interfere nos passos seguintes
do immunoblotting (GE HEALTHCARE).

ApOs a transferéncia proteica do gel para a membrana de nitrocelulose,
realizou-se a etapa de immunoblotting, ou seja, a deteccdo especifica da proteina
tirosina fosforilada em pp185. Para tanto, a membrana de nitrocelulose foi incubada
na presenca de solugao bloqueadora [solugdo basal (SB) (NaCl; Tris; “Tween” 20;
agua deionizada) acrescida de 5% de leite desnatado — 0% de gordura)] durante 2 h
a temperatura ambiente, e posteriormente lavada com solucéo basal por 3 sessfes

de 10 minutos.
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No momento do preparo das membranas de nitrocelulose para o
immunoblotting, que foi realizado com o equipamento “SNAPi.d. Protein Detection
System” (Millipore) (Figura 15), as membranas foram novamente lavadas em
solucdo basal por 3 vezes, entdo foram novamente bloqueadas em solucéo
contendo BSA 3% durante 48 segundos e incubadas durante 10 minutos com o
anticorpo primario. Na sequéncia, foram feitas novas lavagens com solugéo basal (3
vezes) e aplicado o anticorpo secundario que ficou em contato com a membrana
durante 10 minutos. Apds cada uma das etapas, as solucbes foram removidas a
vacuo pelo sistema SNAP.

Para o procedimento de quimioluminescéncia, acrescentou-se a
peroxidase horseradisch (kit quimioluminescéncia — ECL — Amersham Biosciences,
Buckingamshire, England). Foi adicionado 1 mL de cada solucdo de detecdo 1 e 2
(do kit ECL), e incubado por 1,5 minuto. Foi retirado o excesso de reagente por
capilaridade e a membrana de nitrocelulose foi exposta ao filme de Raio-X
(Hyperfilm ECL — Amersham Biosciences, Bucknghamshire, England), durante 10
minutos a temperatura ambiente para figado e durante 15 minutos para musculo. Os
filmes foram revelados e fixados manualmente.

Os filmes radiograficos obtidos foram escaneados em resolucdo de 600
dpi (HP Scan) e os blots obtidos foram avaliados utilizando-se o programa ImageJ
1.46 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA.)

Figura 13 — Equipamento para mini gel (Tetra) Biorad.
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Figura 14 — Coloracéo por Ponceau. A imagem demonstra uma regido da membrana de nitrocelulose

apos transferéncia, na regido onde usualmente se encontra a proteina constitutiva B-actina.

Figura 15 — Equipamento utilizado para incubag&o dos anticorpos (SNAP).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados os softwares GraphPad InStat versao 3,0 para Windows,
Prism versédo 4,0 para Windows (GraphPad Software Inc., LA Jolla, CA, EUA) e
Statistica 64 (Stat Soft. Inc., Tulsa, OK, EUA). Inicialmente os dados foram checados
em relacdo a normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade (teste
de Bartlett) para sele¢édo do teste estatistico apropriado. Os dados de K tiveram
distribuicdo normal e homogénea, sendo analisados por ANOVA a 2 critérios e teste
de Bonferroni para comparacgodes individuais. Os dados de massa inicial, massa final,
ganho de massa, glicemia, insulinemia, HOMA2-IR, %B, %S e concentracdo
plasmatica de F tiveram distribuicho normal, mas n&o apresentaram
homogeneidade. Foram entdo analisados por ANOVA a 2 critérios, apos
transformacao logaritmica, e pelo teste de Bonferroni para comparacdes individuais.
A comparacdo do grau de fosforilacdo em tirosina do receptor de insulina antes e
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apos estimulo com insulina foi feita pelo teste t pareado para cada grupo em
separado, enquanto que a comparacao do grau de fosforilagdo do receptor de
insulina entre os diferentes tratamentos, para os animais diabéticos e ndo diabéticos
em separado, foi feita por ANOVA e teste de Tukey para comparacdes individuais.
Também foi checada a relacdo entre a concentragdo plasmatica de fluoreto e a
glicemia, utilizando regresséo linear. Em todos os casos, 0 nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliou-se se a administracdo de doses crbnicas de
F associadas aquelas equivalentes em humanos que recebam niveis 6timos de F
através da agua artificialmente fluoretada ou niveis aumentados através da agua
naturalmente fluoretada (em torno de 5 ppm) seria capaz de alterar parametros
relacionados a resisténcia a insulina em ratos.

Quanto ao peso inicial dos animais (Tabela 2), a ANOVA a 2 critérios
encontrou diferencga significativa entre as condi¢cdes (F=60,93, p<0,0001), mas nao
entre os tratamentos (F=0,615, p=0,542), ndo tendo havido interacdo entre ambos
(F=0,181, p=0,834). Os animais diabéticos apresentaram uma massa inicial
significativamente menor que a dos ndo diabéticos, independentemente do
tratamento. Quando foi feita a analise estatistica para a massa final, o padrédo
observado foi 0 mesmo daquele visto para a massa inicial, ou seja, a ANOVA a 2
critérios encontrou diferenca significativa entre as condi¢cbes (F=239,4, p<0,0001),
mas nao entre os tratamentos (F=0,193, p=0,825), embora tenha havido interacéo
entre ambos (F=6,578, p<0,05) (Tabela 3).

Poder-se-ia pensar que esta diferenca entre as condi¢cdes (animais
diabéticos X ndo diabéticos) para a massa final fosse simplesmente um reflexo da
diferenca ja observada antes do tratamento. Por conta disto, foi também calculado e
analisado o ganho de massa durante o tratamento. Para este parametro, houve,
para os animais nao diabéticos, um ganho de aproximadamente 20% em relacdo a
massa inicial, ao final do tratamento (Tabela 4), sendo que o0s animais nao
diabéticos, independentemente do tratamento com F, tiveram ganho de massa
semelhante ao final do tratamento. Este ganho era esperado, uma vez que 0s
animais tinham 60 dias quando se iniciou o tratamento com F e nesta faixa etaria
ganho de massa ainda ocorre. J& para os animais diabéticos, o ganho de massa foi
significativamente menor em relacdo aos ndo diabéticos (F=60,76, p<0,0001). Isto
também era esperado, uma vez que o diabetes esta associado a perda de massa
corporal. A analise da Tabela 4 revela ainda que houve um ligeiro ganho de massa
para os animais diabéticos ndo tratados com F, enquanto que aqueles tratados
tiveram uma ligeira perda de massa, embora a ANOVA a 2 critérios apos
transformacdo logaritmica ndo tenha encontrado diferenca significativa entre os

tratamentos (F=0,438, p=0,646), nem interacdo entre o0s critérios condicao-
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tratamento (F=1,666, p=0,193). Estes dados sugerem que a ingestdo de F por
animais diabéticos parece agir de maneira sinérgica com o diabetes em si, de forma
a levar a uma reducéo de massa corporea.

Quando a massa final foi analisada apenas para os animais diabéticos
(Figura 16 e Tabela 3), a ANOVA encontrou diferenca significativa entre os grupos 0
e 50 ppm F (F=3,58, p=0,0325) sendo a massa menor nos animais tratados, embora

para o ganho de massa a diferenca nédo tenha sido significativa (F=2,234, p=0,114).

Tabela 2. Massa média no inicio do tratamento (g, +DP) de ratos diabéticos
e ndo diabéticos tratados com agua contendo diferentes concentracfes de
fluoreto por 22 dias

Massa inicial Nao diabéticos” Diabéticos®
0 ppm 246,2+37,4 210,6+30,8
10 ppm 250,0+35,2 213,7+24,8
50 ppm 257,1+40,6 213,4+26,5

* Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre as condigfes
(ANOVA a 2 critérios apos transformacdo logaritmica e teste de Bonferroni
(p<0,001). As diferencas entre os tratamentos ndo foram significativas. n=27-37.

Tabela 3. Massa média ao fim do tratamento (g, £DP) de ratos diabéticos e
ndo diabéticos tratados com agua contendo diferentes concentracfes de
fluoreto por 22 dias

Massa final Nao diabéticos” Diabéticos®
0 ppm 290,6+40,2 216,3+34,8
10 ppm 292,1+45 5 210,9+28.,4
50 ppm 317,6+40,3 194,5+£30,1

* Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre as condi¢cbes
(ANOVA a 2 critérios e teste de Bonferroni (p<0,001). As diferencas entre os
tratamentos néo foram significativas. n=21-27.

Tabela 4. Ganho médio de massa (g, +DP) de ratos diabéticos e néo
diabéticos tratados com agua contendo diferentes concentracbes de
fluoreto por 22 dias

Massa final Nao diabéticos” Diabéticos®
0 ppm 50,3+46,2 7.9445 5
10 ppm 43,6+67,1 -4,6+36,9
50 ppm 59,2+42 .0 -15,0+33,8

* Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre as condi¢fes
(ANOVA a 2 critérios e teste de Bonferroni (p<0,01). As diferencas entre os
tratamentos ndo foram significativas. n=21-27
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Figura 16 — Animais antes (A) e depois (B) do diabetes induzido por estreptozotocina.

Para a glicemia, a ANOVA a 2 critérios encontrou diferenga significativa
entre as condi¢bes (F=122,9, p<0,0001), mas ndo entre as concentracbes de F
(F=0,401, p=0,673) e nem para a interacdo em ambos (F=2,445, p=0,103).
Independentemente da exposicdo ao F, a glicemia nos animais diabéticos foi
significativamente maior que aquela observada para os animais ndo diabéticos
(p<0,001; Tabela 5), confirmando que o tratamento com estreptozotocina foi efetivo.

Ja os resultados para a insulinemia mostraram um perfil diferente daquele
visto para a glicemia (Tabela 6). A ANOVA a 2 critérios encontrou diferenca
significativa entre as condi¢gbes (F=89,72, p<0,0001), entre as concentra¢gbes de F
(F=5,48, p=0,0089), tendo havido interacado significativa entre estes critérios (F=5,25,
p=0,0105). Os animais diabéticos apresentaram uma insulinemia significativamente
menor quando comparados aos animais ndo diabéticos, novamente confirmando a
efichcia do tratamento com estreptozotocina. O tratamento com F ndo afetou a
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insulinemia nos animais ndo diabéticos, mas reduziu significativamente este
pardmetro em animais diabéticos, ndo tendo sido observada dose-resposta, ou seja,
a insulinemia apresentou valores bastante similares nos animais diabéticos tratados
com 10 ou 50 ppm de F na agua. Este resultado é bastante intrigante e remete-nos
ao provavel mecanismo envolvido no fenémeno, que foi parcialmente investigado no
trabalho de (MENOYO et al., 2008). Os autores relataram que a concentragdo de
glicose necessaria para levar a 50% de secrecdo de insulina é mais alta em ratos
gue receberam F antes da carga de glicose, comparados aos animais controle
(MENOYO et al., 2008). Sugeriram ainda que provavelmente o F leva a uma
insensibilidade das células B ao estimulo com a glicose ou induz a secregédo de
espécies moleculares com atividade bioldgica inferior a da insulina. Foi observado
ainda que o clearance plasmatico da insulina ndo é afetado pelo tratamento com F,
conforme revelado pelos experimentos realizados com injecéo intravenosa de *?I-
insulina. Experimentos envolvendo a incorporacédo de *H-leucina nas células B
pancreaticas revelaram uma maior incorporacdo nas células tratadas com F em
relacdo as células controle, suportando a hipétese de que o F ndo interfere com a
sintese de insulina, mas sim prejudica a sua secrecao, afetando o processamento
enziméatico de seus precursores (MENOYO et al., 2008).

As doses de F na agua empregadas no presente estudo foram selecionadas
por corresponderem, em humanos, a doses de 0, 1 (concentracdo usualmente
adicionada a 4gua de abastecimento publico) e 5 ppm de F na agua (concentracéo
de F presente naturalmente na adgua de algumas regides onde ocorre fluorose
endémica), respectivamente (DUPANICE et al., 1995). Tem sido relatado que queda
nos niveis plasmaticos de insulina com consequente aumento da glicemia sao
observados com niveis plasmaticos de F de 5 a 15 pM (0,095 a 0,285 pg/mL) que
acontecem apos a administracdo oral de uma Unica dose de 40 umol de NaF/100 g
de peso corporal (7,6 mg F/Kg peso corporal) sendo que a insulina e a glicemia
retornaram aos niveis normais em 4-5 horas, juntamente com a remoc¢édo do F do
plasma e tecidos moles (RIGALLI et al., 1990). No nosso estudo, entretanto, o F foi
administrado cronicamente atravées da agua de beber, sendo que os niveis
plasmaticos de F encontrados variaram entre 0,008 e 0,048 pg/mL para os animais
nao diabéticos e entre 0,009 e 0,136 pug/mL para os animais diabéticos (Tabela 7).
Apesar de ter havido uma correlagédo significativa entre a concentragdo plasmatica

de fluoreto e a insulinemia (p=0,0019), o coeficiente de correlacdo foi baixo
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(r’=0,156) e apesar de a administracdo de F ter reduzido a insulinemia nos animais
diabéticos, ndo foram observadas alteragbes na glicemia em funcdo da
administracdo de F. Achados semelhantes (auséncia de alteracdo na glicemia e
insulinemia para animais ndo diabéticos) foram relatados por Chiba (2010), que
trataram ratos durante 100 dias com uma dose de F de 4,0 mg/Kg peso corporal/dia
através da 4gua de beber, que resultou numa concentracdo média de F no plasma
de 0,121 pg/mL.

N&do ha relatos prévios na literatura sobre os efeitos da administracao
cronica de F a animais previamente diabéticos e sdo necessarios mais estudos para
se confirmarem os resultados da insulinemia encontrados no presente estudo. Sao
também necessarios estudos em humanos. Aparentemente a reducdo da
insulinemia causada pela administracdo de F em animais diabéticos ndo é
acompanhada por aumento na glicemia. Estes resultados sugerem que nao haveria
necessidade de individuos diabéticos adultos reduzirem o consumo de F, o que deve

ser confirmado em estudos conduzidos em humanos.

Tabela 5. Glicemia média (mmol/L, £DP) em ratos diabéticos e néo
diabéticos tratados com &gua contendo diferentes concentracfes de
fluoreto por 22 dias

Concentragdo de fluoreto na N&o Diabéticos®
agua diabéticos”

0 ppm 7,126+1,469 18,583+4,998
10 ppm 8,988+1,544 17,102+4,569
50 ppm 7,017+2,368 19,054+3,119

* Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre as
condicbes (ANOVA a 2 critérios apés transformacgéo logaritmica e teste de
Bonferroni; p<0,001). As diferengas entre os tratamentos com fluoreto ndo
foram significativas. n=5-7.

Tabela 6. Insulinemia média (pmol/L, £DP) em ratos diabéticos e néo
diabéticos tratados com agua contendo diferentes concentracfes de
fluoreto por 22 dias

Concentracdo de fluoreto na Nao Diabéticos®
agua diabéticos”

0 ppm 105,9+1,2% 70,7+15,7¢
10 ppm 106,4+2,2? 38,1+15,5"
50 ppm 103,7+4,7°% 42,1+15,0°

* Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre as
condicbes. Letras mindsculas distintas nas mesmas colunas indicam
diferenca significativa entre as concentracdes de fluoreto (ANOVA a 2
critérios apos transformacao logaritmica e teste de Bonferroni; p<0,001). As
diferencgas entre os tratamentos ndo foram significativas. n=5-7.
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Para a concentracdo de fluoreto no plasma e no figado, a ANOVA a 2
critérios encontrou diferenca significativa entre as condicbes (F=83,20, p<0,0001 e
F=33,81, p<0,0001 para plasma e figado, respectivamente) e entre as
concentracbes de F na agua (F=276,20, p<0,0001 e F=83,48, p<0,0001, para
plasma e figado, respectivamente), sendo a interacdo entre ambos significativa
(F=14,43, p<0,0001 e F=3,11, p<0,05, para plasma e figado, respectivamente). Foi
observada uma dose-resposta para as concentragdes plasmaticas de F, que foram
significativamente maiores nos animais diabéticos comparados aos nédo diabéticos,
exceto para 0 grupo nao tratado com F (Tabelas 7 e 8). As concentracdes
plasmaticas de F encontradas no presente trabalho para os animais ndo diabéticos
sdo bastante parecidas com dados encontrados em outros trabalhos nos quais 0s
animais receberam agua contendo concentracfes de F similares (KOBAYASHI et
al., 2009; PEREIRA et al., 2013; IANO, 2012). Um dado que chama a atencao € que
para 0s animais diabéticos, as concentracfes plasmaticas de F foram
significativamente maiores mediante exposicdo a este elemento através da agua de
beber (Tabela 7). A concentracdo plasmatica de F é controlada basicamente por
dois mecanismos: incorporacao de F no esqueleto e excre¢do de F através da urina.
Os rins representam a maior rota de eliminagdo do F do organismo.
Consequentemente, o plasma e a excrecao urinaria refletem um balanco fisiologico
determinado pela ingestdo prévia de F, grau de incorporacdo e remocao de F do
0sso e eficiéncia com que os rins excretam o F (BUZALAF, 2011). Apds entrar nos
tubulos renais, uma quantidade variavel de F é reabsorvida (de 10 a 90%) e retorna
a circulacao sistémica, enquanto que o restante é excretado na urina. Este processo,
juntamente com a taxa de filtracdo glomerular, € o maior determinante da quantidade
de fluoreto excretada na urina. A reducédo na taxa de filtragdo glomerular que ocorre
em casos de disfuncdo renal cronica resulta em excrecdo mais baixa e niveis
plasmaticos de F mais elevados (SCHIFFL; BINSWANGER, 1980). A doenca renal
diabética (DKD) é uma complicagdo microvascular comum do diabetes, que esta
associada a uma perda progressiva da funcédo renal (KOMOROWSKY et al., 2012).
A hiperglicemia, ativa diversas vias de inflamacao tanto diretamente quanto através
de transcricdo génica, induzindo estresse oxidativo, espécies reativas de oxigénio,
TGF- [, sistema renina-angiotensina-aldosterona e produtos finais de glicacédo

avancada, o que coletivamente leva a injuria dos podaocitos, méa fungao,



4 Resultados e Discusséao 71

apoptose e deposicdo de proteinas na matriz extracelular dos néfrons, levando a
perda de albumina (CHOUDHURY et al., 2010). A perda da fungéo renal causada
pelo diabetes poderia explicar o aumento significativo da concentracdo plasmatica
de F nos animais diabéticos, quando comparados aos ndo diabéticos. Este € o
primeiro trabalho na literatura a relatar um aumento da concentracdo plasmaética de
F em animais diabéticos, quando comparados a animais ndo diabéticos. Este
achado pode ter uma implicacdo importante para a prevencao da fluorose dentéaria
em criancas diabéticas. A fluorose dentaria é um distarbio de desenvolvimento do
esmalte que acontece quando ha uma ingestdo excessiva de F durante o periodo de
formacao dos dentes (DENBESTEN & LI, 2011). Assim, pode-se sugerir que para
criancas diabéticas e que ja apresentem algum comprometimento da funcédo renal,
deva haver um controle mais rigoroso das fontes de ingestdo de F (BUZALAF,
2011), a fim de se prevenir a fluorose dentaria, uma vez que niveis plasméticos mais
elevados de F podem ser esperados, mesmo com uma ingestdo aparentemente

Otima deste ion.

Tabela 7. Concentracdo plasmatica média de fluoreto (ug/mL, £DP)
em ratos diabéticos e ndo diabéticos tratados com agua contendo
diferentes concentracdes de fluoreto por 22 dias

Concentraco de fluoreto na agua  N&o diabéticos  Diabéticos

0 ppm 0,008+0,001**  0,009+0,001"2
10 ppm 0,015+0,004"*  0,040+0,017%°
50 ppm 0,048+0,013"°  0,136+0,053%°

* Letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenca significativa
entre animais diabéticos e ndo diabéticos. Letras minusculas distintas nas
mesmas colunas indicam diferenca significativa entre os tratamentos com F
(ANOVA a 2 critérios apos transformagéo logaritmica e teste de Bonferroni
(p<0,001). n=9-13.

Tabela 8. Concentracdo média de fluoreto em figado (ug/g, £DP) em
ratos diabéticos e ndo diabéticos tratados com &gua contendo
diferentes concentrac¢des de fluoreto por 22 dias

Concentracao de fluoreto no Nao diabéticos  Diabéticos
figado

0 ppm 0,014+0,003*®  0,020+0,010"®
10 ppm 0,024+0,009”°  0,033+0,014 °°
50 ppm 0,039+0,009”°  0,086+0,038

* Letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenca significativa
entre animais diabéticos e ndo diabéticos. Letras minUsculas distintas nas
mesmas colunas indicam diferenca significativa entre os tratamentos com F
(ANOVA a 2 critérios apos transformacédo logaritmica e teste de Bonferroni
(p<0,001). n=11-13.
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No presente trabalho, a resisténcia a insulina em animais diabéticos e
ndo diabéticos tratados ou ndo cronicamente com fluoreto foi avaliada por 2 indices:
a) constante de proporcao de desaparecimento da glicose (Kit) e b) HOMA2-IR
(incluindo a % da fungao das células B [%B] e a sensibilidade a insulina [%S]) (LEVY
et al., 1998).

Um padrédo semelhante ao observado para a glicemia plasmaética foi visto
para a velocidade de desaparecimento da glicose sanguinea, ou seja, a ANOVA a 2
critérios encontrou diferenca significativa entre as condi¢cbes (F=20,51, p<0,0001),
mas néo entre as concentragdes de F (F=0,121, p=0,887, sem interacao significativa
em ambos (F=2,001, p=0,1555). A velocidade de desaparecimento da glicose
sanguinea foi menor nos animais diabéticos quando comparados aos nao
diabéticos, embora a diferenca sé tenha sido significativa para os grupos controle e
tratado com 10 ppm F (p<0,05; Tabela 9), corroborando a efetividade do tratamento
com estreptozotocina. Estes dados reforcam que, mesmo com uma insulinemia mais
baixa, os animais diabéticos tratados com F sdo capazes de manter a glicemia
dentro dos parametros observados para os animais diabéticos ndo expostos ao F.

A média do indice HOMA2-IR para os animais diabéticos nao tratados
com F foi aproximadamente o dobro daquele observado para 0s animais nao
diabéticos, embora a diferenca ndo tenha sido significativa. O tratamento dos
animais diabéticos com F restaurou o indice HOMA2-IR aos valores observados
para 0os animais nado diabéticos (Tabela 10), o que pode ser atribuido a reducéo da
insulinemia em funcédo do tratamento com F (Tabela 6), uma vez que as glicemias
foram bastante semelhantes entre os animais diabéticos, independentemente da
exposicdo ao F (Tabela 5). Entretanto, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre as condic¢des (F=0,080, p=0,779), nem entre as concentracdes de
F (F=2,358, p=0,111), sem interacdo entre ambos os critérios (F=2,819, p=0,075).

Quando se analisou a % da fungdo das células 3 pancreaticas, o padrao
encontrado foi similar aquele relatado para a glicemia e ITT, ou seja, a ANOVA a 2
critérios encontrou diferenca significativa entre as condi¢ées (F=175,4, p<0,0001),
mas nao entre as concentracdes de F (F=2,514, p=0,097, sem interagcdo em ambos
(F=1,827, p=0,177). Independentemente do tratamento com F, a %B nos animais
diabéticos foi significativamente menor que aquela observada para os animais nao
diabéticos (p<0,001; Tabela 11), confirmando que o tratamento com estreptozotocina

foi efetivo.
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Quanto a % de sensibilidade a insulina (Tabela 12), A ANOVA a 2
critérios ndo encontrou diferenca significativa entre as condi¢cbes (F=0,8708,
p=0,358), mas encontrou entre os tratamentos (F=4,585, p=0,018), tendo havido
interacdo significativa entre ambos (F=5,491, p=0,0091). Pode-se observar que 0s
valores foram bastante homogéneos para o0s animais ndo diabéticos,
independentemente da exposi¢do ao F, enquanto que para os animais diabéticos, foi
observado um aumento significativo na %S nos grupos tratados com F, que nao
diferiram entre si, embora a %S tenha sido maior para o grupo que recebeu 10 ppm
F, que apresentou a maior %S dentre todos 0s grupos. Para os animais diabéticos
tratados com 10 ppm F, a %S foi significativamente maior que aquela observada
para 0s animais nao diabéticos, tratados com a mesma concentracdo de F.

Nos experimentos de Western blotting foi observado para o figado um
aumento significativo no grau de fosforilagdo da ppl185 — IRS-1/IRS-2 apds estimulo
insulinico, quando comparado com o experimento realizado antes do estimulo
insulinico (Figura 17). JA no musculo gastrocnémio, embora tenha sido observado
um aumento no grau de fosforilacdo da ppl85 — IRS-1/IRS-2 mediante estimulo
insulinico em todas as situacgdes, a diferenca so foi significativa para os animais nao
diabéticos (Figura 18).

Quando se comparou o grau de fosforilacdo da ppl85 apds estimulo
insulinico em funcdo do tratamento com F, tanto para o figado (Figura 19) quanto
para o musculo (Figura 20) ndo foram encontradas diferencas significativas para os
animais ndo diabéticos nem para os diabéticos. No figado, observa-se uma
tendéncia para aumento do grau de fosforilacdo mediante tratamento com F, mais
pronunciado para os animais ndo diabéticos (Figura 19). Os dados de aumento no
grau de fosforilacdo da pp185 para os animais diabéticos de certa forma corroboram
os dados obtidos para a %S. Ja para o musculo gastrocnémio (Figura 20), uma
tendéncia oposta foi vista, ou seja reducdo no grau de fosforilagdo mediante
tratamento com F, também mais pronunciada para os animais nao diabéticos. Estes
dados corroboram os achados de Chiba et al. (2012), onde foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos controle e tratado com F (animais n&o
diabéticos), embora a dose de F empregada tenha sido maior que aquelas utilizadas
no presente estudo. Estudos adicionais devem ser conduzidos na tentativa de se
explicar o mecanismo que leva a este efeito, bem como avaliar o efeito do F em

outros pontos da via de sinalizagdo da insulina.
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Tabela 9. Velocidade média (xDP) de desaparecimento da glicose
(Ki, % por minuto) sanguinea em funcéo da administracéo de insulina
(0,75 U/Kg peso corporal) para ratos diabéticos e nado diabéticos
tratados com agua contendo diferentes concentracdes de fluoreto por
22 dias

Concentragdo de fluoreto na N&o diabéticos Diabéticos
agua

0 ppm 3,98+2,00" 2,05+0,60°
10 ppm 4,07+0,67" 1,55+1,09°
50 ppm 3,34+0,49" 2,660,97*

* Letras mailsculas distintas nas mesmas linhas indicam diferenca
significativa entre as condigdes. As diferengas entre os tratamentos com
fluoreto ndo foram significativas (ANOVA a 2 critérios apds transformacéo
logaritmica e teste de Bonferroni (p<0,001). n=5-6.

Tabela 10. indice HOMA2-IR médio (+DP) para ratos diabéticos e néo
diabéticos tratados com agua contendo diferentes concentracdes de
fluoreto por 22 dias

Concentracdo de fluoreto na Nao diabéticos Diabéticos
agua

0 ppm 2,100£0,089  4,417+3,159
10 ppm 2,240+0,114  1,757+1,669
50 ppm 2,043+0,190  1,986+0,951

* Nao houve diferencas significativas entre os grupos (ANOVA a 2 critérios
apos transformagédo logaritmica (p>0,05). n=5-7. Calculos feitos utilizando o
software HOMA Calculator v.2.2.

Tabela 11. Porcentagem média (xDP) de fungdo das células [
pancreaticas (%B) para ratos diabéticos e ndo diabéticos tratados
com agua contendo diferentes concentracdes de fluoreto por 22 dias

Concentracdo de fluoreto na N&ao Diabéticos”
agua diabéticos”

0 ppm 88,02+30,77 12,52+6,48
10 ppm 53,61+16,67 9,16+6,24
50 ppm 93,47+35,11 6,96+3,09

* Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre as
condicBes (ANOVA a 2 critérios apds transformacgéo logaritmica e teste de
Bonferroni (p<0,001). n=5-7. Calculos feitos utilizando o software HOMA
Calculator v.2.2.
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Tabela 12. Porcentagem meédia (£DP) de funcdo de sensibilidade a
insulina (%S) em ratos diabéticos e ndo diabéticos tratados com agua
contendo diferentes concentracdes de fluoreto por 22 dias

Concentracdo de fluoreto na N&o diabéticos Diabéticos
agua

0 ppm 47,68+2,15™  39,03+28,42"@
10 ppm 44,9242 50"  83,02+35,30%°
50 ppm 49,01+4,51"*  65,61+41,87*"°

* Letras mailsculas distintas nas mesmas linhas indicam diferenca
significativa entre as condi¢des. Letras mindsculas distintas nas mesmas
colunas indicam diferenca significativa entre os tratamentos. (ANOVA a 2
critérios apos transformacédo logaritmica e teste de Bonferroni (p<0,001).
n=5-7. Célculos feitos utilizando o software HOMA Calculator v.2.2.
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Figura 17. Efeito do estimulo insulinico sobre o grau de fosforilagdo em tirosina do substrato
do receptor de insulina (pp185 — IRS-1/IRS-2) no figado de animais ndo diabéticos e diabéticos,
tratados com o, 10 ou 50 ppm de fluoreto administrado na agua de beber por 22 dias. Em A,
autorradiografia tipica; quantidades iguais de proteinas (185 pg) foram submetidas ao SDS-
PAGE. Em B e C, valores do grau de fosforilagdo em tirosina, expressos em unidades
arbitrarias, sdo apresentados como média + DP de 5 experimentos para animais nédo diabéticos
e diabéticos, respectivamente. *p<0,05 (teste t pareado) Insulina (-) VS. Insulina (+).
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Figura 18 - Efeito do estimulo insulinico sobre o grau de fosforilagdo em tirosina do substrato
do receptor de insulina (pp185 — IRS-1/IRS-2) no tecido muscular esquelético (gastrocnémio)
de animais néo diabéticos e diabéticos, tratados com 0, 10 ou 50 ppm de fluoreto administrado
na agua de beber por 22 dias. Em A, autorradiografia tipica; quantidades iguais de proteinas
(185 pg) foram submetidas ao SDS-PAGE. Em B e C, valores do grau de fosforilagdo em
tirosina, expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados como média
experimentos para animais ndo diabéticos e diabéticos, respectivamente. *p<0,05 (teste t

pareado) Insulina (-) VS. Insulina (+).
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Figura 19 - Efeito do tratamento com fluoreto (0, 10 ou 50 ppm) na agua de beber (22 dias)
sobre o grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de insulina (pp185 — IRS-
1/IRS-2) apo6s estimulo insulinico (+) no tecido hepético de animais diabéticos (D) e nao
diabéticos (ND). Os valores do grau de fosforilagdo em tirosina, expressos em unidades
arbitrarias, sdo apresentados como média + DP de 5 experimentos para animais nao
diabéticos e diabéticos, respectivamente. N&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos (ANOVA, p>0,05).
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Figura 20 - Efeito do tratamento com fluoreto (0, 10 ou 50 ppm) na agua de beber (22 dias)
sobre o grau de fosforilacdo em tirosina do substrato do receptor de insulina (ppl185 — IRS-
1/IRS-2) apés estimulo insulinico (+) no tecido muscular (gastrocnémio) de animais diabéticos
(D) e nédo diabéticos (ND). Os valores do grau de fosforilagdo em tirosina, expressos em
unidades arbitrarias, sao apresentados como média £ DP de 5 experimentos para animais nao
diabéticos e diabéticos, respectivamente. N&do houve diferenca significativa entre os
tratamentos (ANOVA, p>0,05).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo tém grande impacto do ponto de vista
epidemiologico, dando suporte adicional a fluoretagdo das aguas de abastecimento
publico. Cabe ressaltar que as doses de F empregadas aqui correspondem aquelas
adicionadas artificialmente a agua de abastecimento (dose menor), bem como doses
que podem ser encontradas em areas de fluorose endémica (dose maior). Em
animais nao diabéticos, estas doses nao foram capazes de causar qualquer disturbio
em nenhum dos parametros avaliados. Trabalhos anteriores relataram alguns efeitos
nestes parametros, mas as doses empregadas foram maiores (CHIBA et al., 2012)
ou agudas (RIGALLI et al., 1990; MENOYO et al., 2008). Ja nos animais diabéticos,
a administracdo de F reduziu a insulinemia, mas ndo causou distirbios na glicemia
pela compensacao trazida pelo aumento da sensibilidade a insulina [contrariamente
ao que vinha sendo relatado anteriormente para animais ndo diabéticos submetidos
a doses maiores de F (CHIBA et al.,, 2012; MENOYO et al., 2008)]. Assim, 0s
resultados sugerem que as doses de F empregadas na agua de abastecimento sdo
seguras, mesmo para individuos adultos diabéticos. A Unica ressalva que se faz é
em relacdo a criancas diabéticas em idade de risco para a ocorréncia de fluorose
dentaria na denticdo permanente (entre 1 e 7 anos de idade). Foi observado que as
concentracbes plasmaticas de F sado significativamente maiores nos animais
diabéticos que naqueles nao diabéticos, devido as disfungbes renais classicamente
induzidas pelo diabetes. Assim, parece viavel recomendar que criancas diabéticas
reduzam a ingestdo de F a partir da agua para prevenir a fluorose dentéaria. Seria
interessante realizar estudos onde se avaliasse a concentragdo de F nas unhas de
criancas diabéticas e ndo diabéticas em idade de risco para fluorose dentaria, ja que
as unhas sdo biomarcadores de exposicdo a este ion (BUZALAF et al.,, 2012) e
ainda estudos de associacdo entre diabetes e fluorose dentaria em criancas.
Planejamos conduzir estes estudos num futuro proximo. Ainda pretendemos
conduzir estudos na tentativa de melhor compreender o(s) mecanismo(s) que
leva(m) a reducgéo da insulinemia e aumento da sensibilidade a insulina em animais
diabéticos tratados com F, avaliando o efeito deste ion em diferentes pontos da via
de sintese, secrecdo e transducdo de sinal da insulina. E possivel que os estudos
protedbmicos que serdo realizados na proxima etapa deste trabalho possam

colaborar para a elucidacdo destes mecanismos. Pretendemos ainda, em etapas
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futuras, complementar os estudos protedmicos com estudos fosfoprotedmicos.
Assim, os resultados obtidos no presente estudo abriram-nos um campo enorme

para estudos futuros.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho constatou que:

v" Foi observada uma dose-resposta para as concentracfes de F no
plasma e no figado, que foram significativamente maiores nos
animais diabéticos comparados aos ndo diabéticos, exceto para o
grupo nao tratado com F;

v' A glicemia nao foi alterada mediante exposicdo ao F, tanto para
animais nao diabéticos quanto para animais diabéticos, embora
estes tenham apresentado glicemias significativamente mais altas
que aqueles;

v" Os animais diabéticos apresentaram uma insulinemia
significativamente menor quando comparados aos nao diabéticos.
O tratamento com F ndo afetou a insulinemia nos animais nao
diabéticos, mas reduziu significativamente este parametro em
animais diabéticos, ndo tendo sido observada dose-resposta;

v A velocidade de desaparecimento da glicose apo6s estimulo
insulinico (Kr7) foi significativamente menor nos animais diabéticos
comparados aos ndo diabéticos, embora a diferenca sé tenha sido
significativa para os grupos controle e tratado com 10 ppm F;

v' A resisténcia a insulina, avaliada pelo indice HOMA2-IR, nao
apresentou diferencas significativas nem para os tratamentos com
F nem para os animais diabéticos e ndo diabéticos. Entretanto,
para 0s animais diabéticos ndo tratados com F este indice foi
aproximadamente o dobro daquele observado para os animais nao
diabéticos. O tratamento dos animais diabéticos com F restaurou o
indice HOMA2-IR aos valores observados para 0s animais nao
diabéticos;

v Independentemente do tratamento com F, a % de funcdo das
células 3 pancreaticas nos animais diabéticos foi significativamente
menor que aquela observada para os animais néo diabéticos;

v" Quanto a % de sensibilidade a insulina, assim como para o indice

HOMAZ2-IR, ndo foram encontradas diferengas significativas entre
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as condigcbes nem entre os tratamentos. As porcentagens foram
bastante homogéneas para o0s animais néo diabéticos,
independentemente da exposicdo ao F, enquanto que para 0sS
animais diabéticos, foi observada uma tendéncia para aumento da
porcentagem nos grupos tratados com F, principalmente para
aquele tratado com 10 ppm F;

Nos experimentos de Western blotting, tanto para o figado quanto
para o musculo gastrocnémio, ndo foram encontradas alteracdes
significativas no grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85 em
funcao do tratamento com F.
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Comissio de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

CEEPA-Proc. N2 013/2010

Bauru, 19 de fevereiro de 2013.

Senhora Professora,

Informamos Vossa Senhoria que, apds analise por um Relator desta Comissdo de Etica no
Ensino e Pesquisa em Animais, esta Comissdo, reunida no dia 18 de fevereiro de 2013 aprovou
o Relatério Final, bem como a alteragdo do titulo, anteriormente denominado, “Avaliagdo do
Sinal insulinico em tecido muscular e hep3tico de ratos, diabéticos e nao diabéticos, tratados
cronicamente com NaF”, para EFEITO DA ADM!NISTRACAO CRONICA DE DIFERENTES DOSES
DE FLUORETO NA GLICEMIA, INSULINEMIA E SINAL INSULINICO EM TECIDO MUSCULAR E
HEPATICO EM RATOS DIABETICOS E NAO DIABETICOS, de autoria de Janete Gualiume Vaz
Madureira Lobo, sob sua orientacao considerando nao haver impedimentos éticos.

Atenciosamente, } ml

de Assis Taveira

Prof. Dr. LuisAntgpi
Vice-Presidente da issaede E jca o' Ensino e Pesquisa em Animais

Prof2 Dr2 Marilia Afonso Rabelo Buzalaf

Docente do Departamento de Ciéncias Bioldgicas

il Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-101 - C.P. 73
e-mail: mferrari@fob.usp.br — Fone/FAX (0xx14) 3235-8356
http:/iwww.fob.usp.br
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