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RESUMO

O ion fluoreto (F) pode desempenhar efeitos distintos sobre véarias funcdes
celulares. Dentre elas, a perturbacdo no sistema antioxidante que j& foi relatada na
literatura. O aumento da expresséo da proteina reguladora da glucose 78 (GRP78)
€ um indicativo de estresse oxidativo do reticulo endoplasmaético. Assim, o objetivo
deste trabalho foi verificar a expressdo da proteina GRP78 apds exposicdo do F
por diferentes doses e periodos experimentais, utilizando a técnica de western blot.
Foram utilizados 36 ratos Wistar machos com 21 dias de vida, os quais foram
divididos em 6 grupos (n= 6 animais por grupo), de acordo com a dose de F a ser
administrada na agua de beber [0 mg/L (controle), 15 mg/L, ou 50 mg/L] e o tempo
de tratamento (20 ou 60 dias). Decorridos os periodos experimentais, 0s animais
foram anestesiados, o sangue e o figado foram coletados para a andlise de F" no
plasma e para a quantificacdo da GRP78, respectivamente. A andlise de F foi feita
como descrito pelos autores TAVES e WHITFORD. As amostras de figado foram
pulverizadas, seguida da extracdo de proteinas com a solugdo RIPA acrescida de
um coquetel de inibidor de proteases. As proteinas totais foram quantificadas pelo
método de BRADFORD e parte foi submetida a eletroforese para a sua separacao.
A seguir, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e
incubadas com anticorpos anti-GRP78 ou anti-tubulina. A analise quantitativa foi
realizada por densitometria utilizando o software Image Studio Lite. Os resultados
demonstram um aumento significativo da expressao da GRP78 nos grupos tratados
com 15mg F/L e 50mg F/L em relagdo ao grupo experimental, mas ndo mostrou
diferenca entre os periodos experimentais nos periodos de 20 e 60 dias. Nao
havendo diferenca entre os dois tempos experimentais. Esses dados sugerem que
a GRP78 pode ser um indicador do estresse oxidativo no reticulo endoplasmatico
induzido pelo F, de maneira independente da dose.

Palavras chave: Eletroforese, Figado, Reticulo Endoplasmatico, Anticorpo,

Ratos.



ABSTRACT

The fluoride ion (F) plays different effects on cellular functions. Among
them, the disturbance in the antioxidant system has been reported in the literature.
The increased expression of Glucose-Regulation Protein 78 protein (GRP78) is an
indicative of endoplasmic reticulum oxidative stress. The objective of this work was
to verify the expression of GRP78 protein after exposure of F- by different doses
and experimental periods, using western blot assay. Thirty-six 36 male Wistar rats
of 21 days of live, were divided into 6 groups (n = 6 animals per group) according to
the amount of F to be administered in the drinking water [0 mg / L (control), 15 mgF
/ L or 50mgF / L] and the treatment time (20 or 60 days). After the experimental
period, the animals were anesthetized and blood and liver samples were collected
for F analisys and for quantification of GRP78, respectively.
The F analysis was done as described by the authors TAVES and WHITFORD. The
liver samples were fractionated, followed by protein extraction with RIPA solution
plus a protease inhibitor cocktail. Total proteins were quantified for BRADFORD
method and part was subjected to electrophoresis for their separation. Next,
proteins were transferred to a membrane and incubated with anti-GRP78 antibodies
or anti-tubulin. The quantitative analysis was performed by densitometry using
Image Studio software Lite. The results demonstrate a significant increase in
expression of GRP78 in the groups treated with 15mg F / F L and 50mg / L
compared to the experimental group but did not differ between the experimental
periods for periods of 20 and 60 days. No difference between the two experimental
times. These data suggest that GRP78 can be an indicator of oxidative stress in the
endoplasmic reticulum induced by F, independently dose way .

Key words: Electrophoresis, Liver, Endoplasmatic-Reticulum, Antibody,

Mouse.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

F Fluoreto

GRP78 Proteina regulada por glicose 78
Mg Micrograma

RE Reticulo endoplasmético
mg Miligrama

L Litro

CO, Di6xido de carbono
HMDS Hexametildissiloxano

Kg Kilograma

M Molar

NaOH Hidroxido de sddio

MI Mililitro

Rpm Rotag&o por minuto

Mv Milivoltagem

Ppm Parte por milh&o

HCI Acido cloridrico

KCI Cloreto de Potéssio

nm Nanométro

mm Milimetro

Kd Kilodalton

BSA Albumina de soro bovino
SDS Dodecil sulfato de sédio
APS Persulfato de amonio

Vv Voltagem

Ma Miliampere

°C Grau celsius

TEMED Tetrametiletilenodiamina

TBARS Acido tiobarbitdric
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1 INTRODUCAO
O Fluoreto (F) é um elemento encontrado naturalmente na constituicdo

quimica do solo e também adicionado na agua. Devido & sua acgdo favoravel na
odontologia, a suplementacdo de F na &gua de beber de muitos municipios se
tornou constante. Entretanto, por ser tratar de um elemento quimico encontrado em
nosso meio, 0 mesmo pode estar presente de forma natural na 4gua de beber e,
neste caso, as vezes bem acima do limite recomendéavel (<1 mgF/L). Apesar do seu
efeito benéfico, quando o F encontra em concentra¢des elevadas, 0 mesmo pode
provocar efeitos indesejaveis como a fluorose dentaria ou esquelética e isso
acontece devido a dose e o tempo de exposicdo ao mesmo. Diante destes fatos,
iniciaram-se pesquisas para entender a agdo do F, seus efeitos no organismo, além
de se encontrar uma dose segura para obter o efeito benéfico sem causar efeitos
colaterais.

Quando em excesso, o F pode interferir em varios processos moleculares nos
tecidos mineralizados e moles. No figado, induz ao aumento da concentracéo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico e também & redugcdo de atividade
enzimatica antioxidante. Ainda, foi reportado que o F altera o metabolismo do perfil
lipidico, além de ocasionar estresse oxidativo do reticulo endoplasmético (RE).

A administragdo do F tem sido um dos principais fatores a produzirem
estresse oxidativo, o qual tem relacdo com doengas degenerativas no rim, figado e
coragcdo. Um dos indicativos de estresse oxidativo € o aumento da proteina regulada
pela glicose subunidade 78 (GRP78) (do inglés glucose regulated protein 78). Trata-
se de uma chaperona que possui uma grande eficiéncia em reduzir o estresse
oxidativo do RE. Em alguns estudos tem sido relatado que a administragéo de F
associado a uma dieta hipercalérica aumenta a expressdo da GRP78, podendo
indicar o aumento de estresse oxidativo do RE.

Com a finalidade de averiguar a agdo do F isoladamente, sem interferentes
como uma ragdo hipercaldrica, o estudo foi realizado com uma ragdo empregada
rotineiramente no biotério da Universidade Séo Paulo/Faculdade de Odontologia de
Bauru. Esta racdo (Presence Nutricdo Animal, Paulinia, S&o Paulo) oferece um valor
caldrico e nutritivo equilibrado e um baixo teor de F* (< 1 mgF/L), o que valida seu
uso nesse modelo experimental.

Neste trabalho foi realizada a identificagdo da GRP78 objetivando avaliar se o

seu perfil de expresséo no tecido hepatico é modificado apds exposi¢do crbénica ao
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F", 0 que pode contribuir para 0 aumento do conhecimento acerca dos mecanismos
envolvidos nos processos de intoxicagBes cronicas por este elemento. Além disso,
procurou-se entender se a adaptagdo do organismo aos seus efeitos tdxicos pode

ter relacdo com essa proteina-alvo.
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2 OBJETIVOS

Abaixo, apresentam-se o0s objetivos gerais e especificos da pesquisa.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo da proteina GRP78 no tecido hepético apds

administragdo cronica de F por diferentes doses e periodos experimentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) dosar o F no plasma dos animais;
b) quantificar proteinas totais pelo método de Bradford;
c) avaliar a expressédo semi-quantitativa da proteina GRP78 pela técnica

de western blotting.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 QUIMICA DO FUOR

O F vem do latim fluere, ‘fluir’, resulta de ele ser encontrado no mineral
fluorespato, que € o fluoreto de célcio (CaF, ). O nome foi dado por Ampére. No
século XVII ja se conhecia o acido fluoridrico (HF), e sabia que o fluorespato emitia
luz (origem da fluorescéncia) quando aquecido. Por algum tempo, a elevada
reatividade do fldor e a estabilidade de seus compostos impediam sua obtencéo. O
fluor é muito reativo, principalmente quando em contato com um material orgéanico.
(FLUOR,1998)

Em temperatura ambiente o F" est4 no estado gasoso, e seus pontos de fusdo
e ebulicio variam de -219,62 e -188,12°C, respectivamente. E classificado como um
halogénio, extremamente reativo, e de cor amarelo palido. O F, dentre os
halogénios, é o elemento mais eletronegativo, reagindo, portanto muito facilmente
no, ambiente e assim ser encontrado comumente como o ion fldor ou fluoreto. Por
ser muito eletronegativo, reage facilmente com o hidrogénio, formado o HF. Além

disso, participa de reagdes de oxidacao e redugéo (BUZALAF, 2008).

O F é onipresente no meio ambiente e considerado o 13° elemento mais
abundante na crosta terrestre (WHITFORD, 1983). Pode ocorrer naturalmente em
muitas aguas devido ao intemperismo de rochas vulcanicas. Além de ndo ser
possivel encontra-lo em sua forma livre na natureza, sua concentracdo depende de
diversos fatores fisicos, quimicos e geoldgicos, tais como a composi¢do do solo, a
estabilidade e a porosidade das rochas, o pH do ambiente, entre outros
(TOXICOLOGICAL, 2003).

O HF é um &cido fraco com um pKa de 3,4. Por definicdo, no pH igual a 3,4,
50% de F esta na forma néo dissociada (HF), enquanto que os restantes 50% esta
na forma iénica (F). A medida que o pH diminui, a concentracio de HF aumenta, e

quando aumenta o pH, a concentragéo de F- aumenta (WHITFORD, 1996).

3.2 METABOLISMO DO FLUOR
O metabolismo de F inclui absorcéo, distribuicédo e excregéo, e em todas as

etapas ha dependéncia do pH Isto significa que o F atravessa as membranas
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celulares como HF, em resposta a um gradiente de pH entre os compartimentos
liquido- celulares adjacentes, indo do meio mais acido para o mais alcalino (Figura
1).

Figura 1 - Metabolismo do ion F e sua
dependéncia do pH

E--
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. -
= =
— =y

Cell membrane

Fonte: BUZALAF, C; LIMA; BUZALAF,
M.CHAPTER 4. Fluoride metabolism food and
nutritional Components in Focus. 2015.

Uma vez ingerido, o F é facilmente absorvido pela mucosa géstrica, onde a
absorcao é tanto maior qudo menor for o pH do meio, logo que as células tém alta
permeabilidade ao HF (WHITFORD, 1997). O F né&o absorvido no estdbmago iréa ser
absorvido no intestino, onde a absorcdo n&do depende do pH, atingindo, desta
maneira a corrente sanguinea. Assim, logo ap0s a ingestdo, a concentracao
plasmatica de F ir4 elevar-se, atingindo um pico em 30 a 45 minutos. Do F ativo,
uma grande parte serd incorporada aos tecidos mineralizados, e uma parte menor
sera distribuida aos tecidos moles. Neste caso, o gradiente de pH entre os meios
intra e extracelular ird conduzir a entrada ou a saida de F* das células, sendo que
este elemento sempre ir4, na forma de HF, do compartimento mais acido para o
mais alcalino. O F absorvido que nado for acumulado no organismo é excretado pela

via urinaria, por mecanismo igualmente dependente do pH da urina (BARBIER,;
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MENDOZA et al., 2010; BUZALAF, 2008; TOXICOLOGICAL, 2003; WHITFORD,
1996). Sabendo que o F atinge todas as células, e que sua adi¢cdo na dgua de beber
se da sob a forma ibnica, sabe-se que o F passa rapidamente através da mucosa
intestinal e intervém com as principais vias metabdlicas do sistema
(CHATTOPADHYAY et al.,2011).

O seu uso na agua de beber tem auxiliado na prevengdo contra a cérie
dentaria. Dentre os mecanismos de prevenc¢do da carie, é proposto que o F fortalece
as estruturas dentérias em todas as suas formas (MURRAY, 1992). No entanto, esse
efeito positivo do F é dependente de doses baixas, j& que doses mais elevadas

podem provocar a fluorose dentaria ou até mesmo a esquelética (SIDDIQUI, 1955).

3.3 TOXICIDADE DO FLUORETO NO METABOLISMO

Uma vez que o F esta disponivel na natureza, nos produtos odontoldgicos e
em diversos alimentos, isso o torna disponivel para possiveis ingestfes excessivas,
podendo levar a respostas toxicas no organismo (PEREIRA, et al., 2009).

Os estudos de toxicidade do F s&o na sua maioria realizados em modelos
animais. Nesse caso, o metabolismo do F em ratos é cerca de 5 vezes mais
acelerado em relagdo ao de humanos. Assim, a dose de 15 mg/L de F para ratos
equivale a ~ 3 mg/L para humanos, a qual é suficiente para provocar alteracdes
hepaticas. As respostas toxicas ao F podem ser agudas ou crénicas, dependendo
do tempo de exposicdo. (DUNIPACE et al.,1995).

3.3.1 Toxicidade aguda e crbnica

A toxicidade aguda acontece quando ha uma grande e Unica ingestédo de F
(BUZALAF, 2008). Os sinais e sintomas referentes a este tipo de intoxicagdo séo:
vomito com presenca de sangue, diarreia, broncoespasmo, fibrilagdo ventricular,
pupilas dilatadas, céibras, colapso cardiaco e comprometimento da funcdo renal
(BUZALAF, 2008; CHIOCA; LOSSO; ANDRATINI, 2009).

A toxidade cronica do F foi observada antes mesmo do conhecimento da
utilidade deste ion para a prevencdo da carie dentaria. Ela se produziu porque se
observou uma alteragdo do esmalte decorrente ao consumo de pequenas
quantidades deste ion durante o desenvolvimento dos dentes, patologia denominada
de fluorose dentaria (WHITFORD, 1996; BUZALAF, 2008). A ingestdo cronica de
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doses maiores pode também levar a fluorose esquelética, comum em regides
endémicas cuja concentracao natural de F na agua de beber é superior a 5 mg/L
(BUZALAF, 2008). Além dos tecidos mineralizados, outros tecidos ainda podem
apresentam efeitos toxicos como, por exemplo, 0s rins, por este ser a principal rota
de eliminacdo do excesso de F ingerido, e alvo comum de intoxica¢des por este ion
(CHIOCA; LOSSO; ANDRATINI, 2009). O figado, por ser um 6rgéo de alta atividade
metabdlica, tem se tornado um alvo importante para investigacdo dos efeitos
colaterais do F* como a inibicdo da atividade de enzimas antioxidantes dentre elas

a glutationa peroxidase, alterando os niveis de glutationa. (PEREIRA et al., 2013).

3.4 CARACTERISTICAS DO FIGADO

O figado tem como unidade funcional o I6bulo hepéatico, que tem elevada taxa
metabdlica, onde compartilha substratos e energia e recebe os nutrientes absorvidos
no sistema digestivo, processando-os, armazenando-os e sintetizando substancias
que sao transportadas para outras partes do corpo. Trata-se de uma 6rgdo que
neutraliza e elimina substancias téxicas, além de ser responsavel pela producéo de
proteinas plasmaéticas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; MERRICK, 2006).

Figura 2- Figado humano.

Fonte: JUNIOR, D.R.A. 2012



19

3.4.1 Acéo do F no figado

Embora a toxicidade do F ocorra na sua maioria nos tecidos mineralizados,
observa-se que os tecidos moles também constituem alvo desse ion uma vez que
apdés a sua absorcgéo, o F é distribuido por todos os tecidos do organismo (CHIOCA;
LOSSO; ANDRATINI, 2009; BARBIER-MENDOZA et al, 2010). Dentre os tecidos-
alvo para intoxicagéo pelo F, o figado destaca-se por ser o principal 6rgéo do corpo
envolvido na desintoxicagéo do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O l6bulo hepético € a unidade funcional do figado, o qual compartilha
substratos e energia que recebe dos nutrientes absorvidos no trato digestivo e
processa varias substancias, de onde sdo transportadas para outras regides. O
figado também é responsavel pela produgéo de proteinas plasmaticas com funcéo
carreadora (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Algumas alteragBes podem ser resultantes do proprio metabolismo do tecido
hepatico, para conseguir eliminar estes compostos. Isto pode acarretar a uma
disfuncdo celular gerando estresse oxidativo, e, dependendo de fatores genéticos,
poderd originar um estresse celular de maior ou menor extensdo (STIRNIMANN et
al., 2010).

Algumas alteragBes podem ser resultantes do proprio metabolismo do tecido
hepatico, para conseguir eliminar estes compostos. Isto pode acarretar a uma
disfungéo celular gerando o estresse oxidativo, o qual dependendo de fatores
genéticos podera originar um estresse celular de maior ou menor extensdo
(STIRNIMANN; KESSEBOHM, 2010).

Alguns trabalhos mostram aumento no estresse oxidativo no figado em
humanos e animais apos exposicdo com doses crénicas de F (CHLUBEK D, 2003;
SHANTHAKUMARI; SRINIVASALU; SUBRAMANIAN, 2004; STRUNECKA et al.,
2007; XIONG et al., 2007; BLASZCZYK et al., 2008; PEREIRA et al., 2013). O
tratamento de ratos submetidos a 25 mgF/L por meio da agua de beber por 8 e 16
semanas induziu, no figado, aumento na concentracdo de Acido tiobarbiturico
(TBARS) e peroxidacdao lipidica, e diminuicdo na atividade de enzimas antioxidantes,
como a superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. (SHANTHAKUMARI
et al., 2004).
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Entre as revelacdes tdxicas sistémicas em humanos, o principal efeito toxico
do F sobre o metabolismo celular é a sua interagdo com as enzimas. Na maioria dos
casos, 0 F inibe a atividade enzimatica, porém em outros casos, este estimula a
atividade enzimética. O mecanismo de acado ocorre pela ligagdo do F" a grupos de
aminoacidos funcionais em torno do sitio ativo de uma enzima (SCHULZ et al.,

2009), e isso depende da enzima que é comprometida.

3.4.2 Fluoreto e o estresse oxidativo

A administracdo do F tem se relacionado com o0s principais fatores a
produzirem estresse oxidativo que podem estar relacionados ao desenvolvimento de
doengas renais, hepaticas e cardiacas (HALLIWELL et al. 2006). Na literatura, ha
relatos de que o F', de maneira dose-dependente pode causar efeitos variados sobre
diversas quantidades de enzimas (GUO; SUN; SHENYANG., 2003), e no sistema
antioxidante em ratos (HE; CHEN, 2006.)

O estresse oxidativo ocorre pela formacdo em excesso de radicais livres,
promovendo um desequilibrio em relacdo aos antioxidantes (HALLIWELL;
GUTTERIDGE; CROSS, 1992). O excesso de formacéo de radicais livres esta ligado
ao desenvolvimento das doencas. A doenga hepética gordurosa, por exemplo, é
uma das doencas crbnicas mais conhecidas, e esta associada com a sindrome
metabdlica, conjunto de doengas como a obesidade, diabetes tipo 2, hipertensédo
(KAMMOUN et al, 2009). Condi¢des como a hiperglicemia, comum na obesidade e
no diabetes tipo 2, induz o estresse oxidativo, devido ao aumento da produgao
mitocondrial de &nions superdxido (BROWNLEE, 2001).

3.4.3 Proteina reguladora da glicose 78 (GRP78): estresse oxidativo e

metabolismo de lipidio

Um dos indicativos de estresse oxidativo € dado pelo aumento da GRP78 (JI
et al., 2011). A GRP78 é uma chaperona que mantém a homeostase do reticulo
endoplasmético (RE) (QUINONES; RIDDER; PI1ZZO, 2008.). Est4d envolvida em
muitos processos de translocacdo de polipeptidios sintetizados atraveés das
membranas do RE, facilitando o dobramento de proteinas sintetizadas
(HENDERSHOT, 2004; LI; LE, 2006). Em alguns estudos tém sido relatado que a



21

administragdo de F" aumenta a expressao da GRP78, sendo, portanto um indicador

molecular da presencga de estresse oxidativo (PEREIRA et al., 2013).

A relacéo entre o estresse oxidativo induzido pelo F e o metabolismo lipidico
também foi demonstradas. Nesse contexto, a administracdo de F altera o
metabolismo de lipidios, que por sua vez, estdo relacionadas com o aumento da
GRP78 e como consequéncia, do aumento do estresse no reticulo endoplasmatico
(PEREIRA et al., 2013; KAMMOUN et al., 2009).

3.5 TECNICA DE WESTERN BLOT

A técnica de western blotting também conhecida como protein immunoblot e
baseia-se na detec¢do de proteinas especificas em amostras de tecidos (TOWBIN
et al., 1979). Esta técnica permite separar as proteinas por tamanho molecular por
meio de um gel de poliacrilamida composto por sulfato de dodecilo de sddio (SDS) e
uma membrana adsorvente para a ligacdo com os anticorpos especificos (TOWBIN;
STAEHELIN; GORDON, 1979)

Western blotting permite detectar, caracterizar e quantificar muitas
proteinas, até mesmo as que estdo em baixas concentragbes nas amostras
(KURIEN; SCOLFIELD, 2003). Consiste em cinco etapas para a sua realizagéo: (1)
extracdo e quantificagdo das proteinas, (2) fracionamento das proteinas em um gel
de poliacrilamida, (3) transferéncias para uma membrana; (4) incubagdo com um

anticorpo que detecta a proteina especifica, (5) revelacdo para andlise dos dados.

3.5.1 Processo de extracao e quantificagao de proteinas

Para realizar a técnica de western blotting é preciso, fazer a extracdo e a
quantificacdo das proteinas. O método de Bradford € o mais utilizado e apresenta
beneficios em relacdo aos outros, como agilidade, ndo exige aquecimento e elevada
sensibilidade para baixas concentrac6es de proteinas. O método de Bradford se
baseia na mudancga de cor do corante Coomassie Blue G-250 para cor azulada no
comparecimento de proteinas como mostrado na Figura 3. As interacdes
hidrofobicas e ibnicas consolidam a proteina-corante. Para a quantificagdo de

proteinas na amostra, deve-se fazer uma curva de padroniza¢cdo com concentragfes
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exatas de uma proteina (utiliza-se soroalbumina bovina, BSA) e com uma leitura de
absorbancia em 595 nm (comprimento de onda que a proteina-corante absorve).

A partir dessa curva tem-se a equacgao de ajuste linear na qual é possivel
substituir os valores médios de absorbancias das amostras, por valores da
concentracdo das proteinas, o coeficiente linear deve ser maior que 0,98
(BRADFORD, 1976).

Figura 3- Método de BRADFORD: quantificagéo de proteinas.
—

SO sogooocn oo
Do T 5 O o O ©
oo S g oy e

Fonte: Elaborado pela autora

3.5.2 Fracionamento das proteinas em gel de poliacrilamida

Eletroforese em gel de acrilamida é repetidamente denominada de PAGE. O
gel de poliacrilamida é formado pela polimerizagdo de monémeros de acrilamida na
presenca de quantidades pequenas de N,N’-methylene-bisacrylamide (bis-
acrilamida). A bis-acrilamida consiste de duas moléculas de acrilamida ligadas por
um grupo metileno e é utilizada como agente formador de ligacdes atravessadas.

A polimerizacédo da acrilamida é uma polimerizacdo catalizada por radicais
livres, iniciada pela adicdo de N,N,N’,N’-tetrametiletienodiamina (TEMED) que
acelera a decomposicao de ions persulfato em anion sulfato e radical sulfato (uma
molécula contendo elétron desemparelhado).
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S,08% +€ — S04 % + S04 (1)
SDS-PAGE é utilizado para analises qualitativas de proteinas. E um método

atil para seguir a purificacdo de proteinas. Consiste em um método em que
proteinas sdo separadas segundo o tamanho (WILSON ; WALKER, 2010).

Figura 4 — Gel de SDS/PAGE

Fonte: Elaborado pela autora.

3.5.3 Processo de transferéncia

A parte de transferéncia mais utilizada baseia-se no contato direto entre o gel
da eletroforese e uma membrana, usualmente de nitrocelulose ou polivinil difluoreto
(PVDF), com aplicacdo de um campo elétrico, submerso em tampé&o basico, como
mostrado na Figura 5. A transferéncia ocorre quando o tampao entra nos poros e
remove as proteinas para a membrana, mantendo-as separadamente (MORAES et
al., 2013) As proteinas se ligam na membrana através de intera¢des hidrofébicas
(KURIEN; SCOFIELD, 2003).

Embora a membrana de nitrocelulose seja a mais vantajosa pelo seu menor

custo, a de PVDF tem uma maior sensibilidade e retém as proteinas por mais tempo.
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Amostras aplicadas no SDS-PAGE séo fervidas por 5 min em tampéo de
amostra contendo SDS e p-mercaptoetanol. O - mercaptoetanol diminui as pontes
de disulfeto que mantém a estrutura terciaria de proteinas, o SDS liga-se a proteina
fazendo seu desnaturamento. Os tampdes contem um corante de azul de
bromofenol, que aceita a visualizagdo da corrida eletroforética. As amostras sdo
aplicadas e ligam-se a corrente, todas as espécies migram com a mesma
velocidade.

O complexo proteina-SDS carregado negativamente move-se para o0 anodo,
e como todas as proteinas possuem a mesma carga. Quanto menor a proteina, mais
facilidade ela passa através dos poros do gel. Quando o corante chega na
extremidade do gel, a corrente é desliga e o gel € removido (WILSON ; WALKER,
2010).

Figura 5- Migragéo e transferéncia das proteinas.

\ == o

Fonte: Elaborado pela autora.

3.5.4 Incubacao e revelacao para analise dos dados.

Apos o processo de transferéncia, a membrana é incubada em uma “solugéo
blogueadora”, cuja funcdo é cobrir as regides que ndo possuem as proteinas de
interesse. Posteriormente a membrana é tratada com anticorpo especifico para a

proteina que se deseja analisar, chamado anticorpo primario. A seguir, apés o tempo
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necessario a membrana € reincubada com o anticorpo secundario que comumente
esthd complexado a uma enzima reveladora e na medida em que for incubada com
seu substrato especifico, emitird um sinal, por exemplo, fotossensivel (MORAES et
al., 2013).

Figura 6- Processo de incubagdo das membranas.

Fonte: Elaborado pela autora.

Em virtude do exposto, a técnica de Western Blotting é muito utilizada em
trabalhos que objetivam identificar proteinas-alvo de diferentes efeitos bioldgicos,

portanto esta foi a técnica escolhida para a analise da expressdo da GRP78.
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4 METODOLOGIA

Nesse trabalho, avaliamos a expressdo da GRP78 para correlacionar com o
estresse oxidativo induzido pelo F, e dessa forma compreender melhor os
mecanismos moleculares envolvidos na toxicidade induzida por esse elemento

quimico.

4.1 OBTENCAO E TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Todos os animais (Rattus norvergicus da linhagem Wistar, machos recém-

desmamados) foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de
Bauru, Universidade de S&o Paulo, ap6s aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Instituicao.
Os animais permaneceram em caixas plasticas em grupos de 3 durante todo o
periodo experimental. Utilizou-se 36 animais recém-desmamados, com 21 dias de
vida, que foram divididos em 6 grupos (n=6 animais por grupo), de acordo com a
dose de F adicionado a agua de beber [(0 mg F/L (controle — somente agua
ultrapura), 15 mg F/L ou 50 mg F/L F] e o tempo de tratamento (20 e 60 dias).

Essas doses foram escolhidas devido ao fato de as mesmas induzirem
concentragdes plasmatica de F equivalentes aquelas observadas em humanos que
consomem agua de beber nas concentra¢des de 0 mg F/L, 3 mg F/L ou 10 mg F/L,
respectivamente (DUNIPACE et al.,, 1995). Os periodos de 20 e 60 dias foram
escolhidos, pois, de acordo com trabalhos anteriores, no periodo de 60 dias (Qquando
0s animais tém por volta de 80 dias de vida), o organismo parece se adaptar aos
efeitos téxicos do F ndo sendo possivel observar alteragdes significativas
relacionadas a toxicidade (DABROWSKA; LETKO; BALUNOWSKA, 2006).

4.2. EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Ao término do periodo experimental de 20 ou 60 dias, os animais foram
eutanasiados por injegao intraperitoneal de 0,5 mL/Kg de peso corporal de xilazina
(Anasedan, Agribrands, USA) acrescido de 1,5 mL/Kg de peso corporal de cloridrato
de quetamina (Vetaset, Fort Dodge, lowa, USA). Em seguida, a cavidade peritoneal

e a toracica foram expostas, e o coracdo foi puncionado com agulha para coleta do



27

sangue colhido com uma seringa plastica heparinizada (uma gota de heparina
contendo 5.000 UI/mL), e transferido para tubos plésticos (Eppendorf). Os tubos
contendo o sangue foram homogeneizados e posteriormente centrifugados a 3000
rom por 5 minutos (Jouan Al4) para obtencdo do plasma para a posterior
quantificacdo de F. O figado (I6bulo esquerdo) foi coletado e armazenado a -80°C

para a avaliacdo da GRP78.

4.3 DOSAGENS DE FLUORETO

4.3.1 Plasma
Para a andlise de fluoreto no figado, inicialmente serd feita uma

homogenizacdo com 0,2 g de figado para 0,5 mL de 4gua (PEREIRA, 2011).

Para a analise do F" no plasma foi feita uma pré-difuséo, por se tratar de um
fluido biolégico, o plasma contém CO; que deve ser eliminado. Para tanto, a
amostra de plasma foi colocada em placa de Petri (Falcon 1007) e sobre ela foi
colocado o acido sulfurico saturado num volume que corresponde a 20% do volume
da amostra de plasma. Este acido sulfurico (chamado de &cido aquecido) foi
previamente aquecido até que o seu volume fosse reduzido pela metade, a fim de
eliminar qualquer fluoreto residual que possa contaminar a amostra. Apds a adicao
do &cido aquecido, as placas foram deixadas abertas por 15 minutos para a saida do
CO,, o volume das mesmas foi completado para 2 mL com agua deionizada. A
difusdo seguird como descrito (TAVES, 1968; WHITFORD, 1996).

Na tampa das placas de Petri foram colocados 50 uL de NaOH 0,05 M,
distribuidos em 3 gotas. As placas foram entdo fechadas, seladas com vaselina, e
por um orificio feito previamente na tampa foi colocado hexametildisiloxano (HMDS,
Aldrich, 2,0 mL em acido sulfarico 3M). O orificio foi imediatamente selado com
vaselina e parafilme. As placas foram colocadas entdo 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
foram combinadas numa Unica gota. O NaOH foi tamponado pela adigdo de 25 pL
de &cido acético 0,2 M. O volume total foi ajustado para 75 pL com &gua deionizada,

usando uma pipeta. A gota, contendo todo o F foi analisada com o eletrodo Orion
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9409 e um micro-eletrodo de referéncia calomelano (Accumet), ambos acoplados ao
potenciometro Orion EA 940. Durante a leitura, os dois eletrodos foram mantidos
unidos através de bandas de borracha e colocados em contato com a gota na parte

interna da tampa da placa.

4.3.2 Validagao da analise

A técnica de difuséo facilitada por HMDS apresenta as vantagens de separar o
F da amostra, eliminando interferentes, e ao mesmo tempo concentra-la, o que
incrementa o limite de deteccdo do fluoreto pelo eletrodo sensivel, que é de 0,02
ug/mL. Uma vez que nossa amostra tem um volume final de 0,075 mL, apés a
difuséo facilitada por HMDS, podem-se detectar quantidades de fluoreto acima de
0,0015 pg. Considerando que os niveis de F plasméaticos geralmente estdo em torno
de 0,5-1,0 umol/L (0,0095-0,019 pg/mL), utilizando-se 1 mL de plasma para analise
(antes da difuséo facilitada por HMDS) teve-se uma quantidade de F de 0,0095-
0,019 ng, portanto bem acima do limite de deteccdo do eletrodo. As solugbes-
padréo (contendo 0,0095, 0,019, 0,095 e 0,19 pug F) empregadas na realizacdo da
curva de calibracdo foram preparadas por diluicdo seriada de um estoque-padréao
contendo 0,1 M F (Orion) e difundidas em triplicata, em concomitancia com as
amostras de plasma analisadas. Foi feita a primeira leitura antes de se comecar a ler
as amostras de plasma, a segunda quando a metade das amostras ja tinha sido lida
e a terceira ap6s o término da leitura das amostras.

As leituras obtidas em milivoltagem (mV) foram convertidas para pg de F,
através do Programa Excel (Microsoft). A média das leituras obtidas a partir dos
padrdes foi inserida na planilha, e entdo calculada a porcentagem de variagéo entre
a quantidade de F medida e a esperada pelos padrbes. Somente curvas de
calibracdo com porcentagem de variacdo de até 5% para todos os padrdes e r>0,99
foram aceitas, contemplando a exatiddo do método.

Além disto, padrdes que ndo sofreram difusdo foram preparados usando-se as
mesmas solugdes (NaOH 0,05 M e &cido acético 0,20 M). Estes padrbes néo
difundidos foram feitos de modo a ter exatamente a mesma concentragdo de F que
os padrdes que sofreram difusdo. A comparacéo das leituras de mV mostra que o F

nos padrdes difundidos tem sido completamente captado e analisado.
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Foi feito também uma sequéncia de padrBes que sofreram adicdo do é&cido
aquecido de maneira que as amostras e as leituras de mV deverdo ser as mesmas
tanto para os padrbes que ndo sofrerem adi¢cdo de &cido aquecido, quanto para

aqueles que sofrerem, assim como também para os que nao sofrerem difuséo.

4.5. EXTRACAO DE PROTEINAS DO FiIGADO

4.5.1 Homogeneizagao do tecido

As amostras foram homogeneizadas em moinho criogénico, modelo 6770
Freezer Mill (Spex, Metuchen, NJ, EUA). Para isso, as amostras foram fracionadas
em fragmentos de um centimetro de acordo com a orientagdo dos fabricantes,
colocadas em tubos de policarbonato, nos quais os fragmentos foram triturados com
15 batimentos por segundo, 3 ciclos de 2 min com 1 min de intervalo e um preé-
congelamento inicial de 1 min proporcionado pelo N, que previne a degradacao de
componentes da amostra e a mantém em baixa temperatura. Ao final do processo,
obtivemos amostras pulverizadas e com aspecto homogéneo. Com esse
procedimento, as amostras estavam prontas para a extragcdo e quantificagdo de

proteinas totais para a realizacdo do western blotting. (BRADFORD, 1976)

4.5.2 Extracdes e dosagem das proteinas

Para a extragdo das proteinas foi pesado 100 pg de amostra e adicionados
200 pl da solugéao (Tampéao RIPA, contendo 50 nM tris-HCL (pH 7,4), 25 mM KCI, 5
mM MgCI2, e 0,2% Nonidet P-40) acrescido de um coquetel de inibidores de
proteases (Roche Diagnostics). A amostra foi entdo sonicada duas vezes por 20
segundos cada ciclo em gelo e centrifugadas por 10 minutos a 14000 rpm (4°C). Em
seguida, o sobrenadante contendo as proteinas totais extraidas foi coletado e
armazenado a -80°C, até a dosagem das proteinas.

As proteinas foram quantificadas utilizando-se o kit Bradford (Biorad Protein
Assay Biorad) baseado no método de Bradford, em duplicata (BRADFORD, 1976).
Essa técnica é utilizada para medir concentragdes de proteinas de uma amostra a
partir da comparagcdo com concentragcdes conhecidas de albumina ligadas ao

corante Coomassie blue. Para a quantificagdo, as amostras foram diluidas 10 vezes
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em agua, sendo que 5 pL de cada amostra diluida foram pipetados em placas de 96
pocos, em duplicata. O mesmo volume de diferentes concentracbes de BSA
(albumina do soro bovino) foi adicionado a placa. A seguir, foram adicionados 250
uL do reagente de Bradford para detecgdo das proteinas. Apdés homogeneizagéo, foi
feita a leitura em espectrofotometro de absor¢gdo atdbmica a 595 nm. O valor obtido
foi entdo interpolado em uma curva, previamente estabelecida, utilizando-se da
mesma metodologia para concentragdes conhecidas da proteina- padrdo. Apos a
quantificacdo, foi calculada a concentracdo de proteina total em pg/mL em cada

amostra experimental.

4.6 WESTERN BLOTTING

A técnica de Western blotting € uma técnica que se baseia na separagdo das
proteinas pelo peso molecular de cada uma e utiliza dois tipos diferentes de géis:
stacking e de separacdo. O gel stacking é ligeiramente &cido (pH 6,8) e tem uma
concentracdo de acrilamida menor (acrilamida 30%; bisacrilamida 0,8%; Tris 0,5 M,
pH 6,8; SDS 10%; TEMED,; Persulfato de amoénio 10%). O gel de separagéo ou gel
de resolucédo é basico (pH 8,8) (solugcdo acrilamida; Tris 1,5 M, pH=8,8; SDS 10%;
TEMED,; Persulfato de aménio 10%) (MAHMOOD; YANG, 2012).

Para o preparo dos géis de poliacrilamida foram utilizados materiais
especificos para a técnica, obtidos no departamento de Bioquimica da Universidade
de S&o Paulo-Bauru. A primeira etapa do ensaio consiste no condicionamento das
amostras a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida. Com este método, é
possivel separar proteinas de acordo com seu peso molecular em (kD), e seu ponto
isoelétrico sem que as proteinas sejam dispersas no gel, permitindo estudos nessas
fragcbes protéicas. A porcentagem do gel de da de acordo com o tamanho da
proteina de interesse, sendo que quanto maior for o peso da proteina, menor sera a
porcentagem de acrilamida no gel de resolugéo. (CHIBA, 2010). Esse método foi
desenvolvido por (LAEMMLI, 1970) e posteriormente modificado por (GARFIN,
1990).
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4.6.1 Preparo do gel

As proteinas, quando carregadas sobre o gel, ttm uma carga negativa, e
estas se deslocam em direcdo ao eletrodo positivo, quando € aplicada uma tenséo
sobre as mesmas.

As placas de vidro utilizadas tém espessura de 0,75mm e 1,0mm e foram
minuciosamente lavadas e testadas com &agua deionizada para verificar se néo
haveria nenhum indicio de vazamento de liquido. Na sequéncia, a agua deionizada
foi retirada e as placas foram secas com papel filtro. A sequéncia de preparo da
solucdo dos géis foi seguida rigorosamente conforme a tabela 1.

Tabela 1: Volumes das solugdes para o preparo dos géis stacking e de resolucao a
10%..

Gel a 10% 5mL 10 mL 15 mL 20 mL 25mL

Acrilamida 1,7mL 3,3mL 5,0mL 6,7 mL 8,3 mL

SDS 10% 50 L 100 pL 150 pL 200 pL 250 L

TEMED 2,0 uL 4,0 L 6,0 pL 8,0 uL 10 pL

1mL 2mL 3mL 4mL 5mL

Acrilamida 170 pL 330 pL 500 pL 670 pL 830 pL

SDS 10% 10 pL 20 pL 30 pL 40 pL 50 pL
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TEMED 1,0 pL 2,0 UL 3,0 UL 4,0 pL 5,0 L

Fonte: MAHMOOD; YANG, 2012.

Inicialmente, o gel de resolugéo foi aplicado na placa aguardando o tempo
para a sua polimerizagdo. A seguir, foi adicionada a solugdo do gel stacking e
imediatamente colocados os pentes entre as placas para formar os pogos onde as
amostras foram aplicadas.

Na montagem do sistema, o gel ficou em contato com o tampé&o de corrida
Laemmli pH 8,3 10x (Tris 0,247 M; glicina 1,92 M; SDS 10%). As amostras foram
previamente fervidas por 5 min e entédo aplicadas no gel. O padréo de proteinas de
pesos moleculares distintos também foi aplicado (Due Range Rainbow -Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, England). A eletroforese foi realizada em
equipamento para minigel (Biorad, Mini-Protean, Bio Rad Laboratories, Richmond,
CA). As amostras foram transferidas do gel de stacking sob voltagem constante em
100 V a 10mA por gel durante 15 minutos até que todas as amostras tivessem sido
transferidas para o gel de separagédo, que pdde ser observado pela presenca do
corante Coomassie blue. Posteriormente, foi aplicada a voltagem constante de 100
V a 20 mA por gel para a corrida no gel de separacéo, durante 40 minutos (CHIBA,
2010).

Ao final da corrida, o gel foi retirado do sistema e colocado em um recipiente
com tampdo de transferéncia (Tris-20 mM; Glicina-192 mM; metanol- 20%, pH 8,3).

Foram utilizadas membranas de nitrocelulose para a transferéncia das
proteinas contidas no gel. Para tanto, foi montado o sistema contendo cassete,
esponja; papel (duas folhas); gel; membranas de nitrocelulose; papel (duas folhas);
esponja e cassete. Entdo o sistema foi fechado e adicionado ao suporte do sistema
de transferéncia, sob agitacdo e resfriamento. A transferéncia foi realizada sob

voltagem constante de 100 V, durante 1 h, a 4°C.
4.6.2 Incubag&o com anticorpos
Posteriormente a transferéncia, foi iniciada o processo de incubacdo com

0s anticorpos. Incialmente, a membrana foi incubada na presenga de solugéo

blogueadora (Tween 0,1%; TBS 1x - com 5% de leite desnatado (Molico), durante 2h



33

a temperatura ambiente (RT). A lavagem foi feita por quatro sess6es de 10 minutos
cada em solugédo TBS-TWEEN (TBS 10x; Tween 1x). Em seguida, a membrana foi
incubada overnight a 4°C em solucdo bloqueio contendo o anticorpo primario anti-
GRP78 (Abcam, Cambridge, MA, USA) na diluicdo de 1:500 ou anti-B-tubulina (Cell
Signaling) na diluicdo de 1:200.. No dia seguinte, o anticorpo foi recuperado e a
membrana foi lavada quatro vezes com solugdo TBS-Tween e entdo foi reincubada
durante 1 h com o anticorpo secundario anti-lgG de contendo peroxidase de
“horseradish” (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England). Ao final desse
periodo, foram realizadas quatro lavagens sucessivas da membrana com solucdo
TBS-Tween, com duracédo de 10 min cada. A seguir, foi adicionado a membrana 1
mL da solugéo de quimiluminescéncia (formada pela mistura 1:1 dos reagentes A e
B do kit de ECL™ Plus detection reagentes, GE Healthcare, Amersham™ prime), e
incubado por 5 minutos sobre uma placa de petri. Por fim, foi retirado o excesso de
reagente e a membrana foi colocada no aparelho LI-COR® C-DiGit™
Chemiluminescence Western Blot Scanner durante 12 minutos para a leitura e
identificacdo das bandas de interesse.

A densitometria foi analisada utilizando o software Image Studio Lite, o qual
gera um valor referente & soma das intensidades de pixels individuais para cada
banda, sendo feita normalizagdo a partir das bandas da proteina constitutiva ((3-

tubulina.
4.6.3 Anédlise estatistica

Foi realizado o teste da normalidade dos dados utilizado o software InStat
versdo 3.0 para Windows. A analise estatistica foi feita pela andlise de variancia
ANOVA, seguido do teste post-hoc de Dunn. As comparagdes entre as amostras

foram consideradas significantes quando p<0,05.
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5.1 CONCENTRAGCOES DE F NO PLASMA

34

A figura 2 mostra os valores da concentracdo plasmatica média de F, em

funcdo da concentracdo de fluoreto administrada em animais tratados durante

periodos de 20 e 60 dias.

Figura 2 - Concentracdo plasmatica de F nos diferentes grupos
experimentais nos periodos de 20 e 60 dias. O F foi quantificado
por difuséo facilitada por HMDS e deteccdo em eletrodo de Orion.
Os dados representam a meédia de 6 amostras individuais (em
HgF/mL +/desvio-padréo). Letras diferentes representam diferenca
estatistica entre as comparacbes dentro de cada periodo
experimental.
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0,01
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Os valores médios de F* (+DP) encontradas foram 0,006+0,001, 0,017+0,007
e 0,040+0,007 pg/mL para os grupos controle, 15 e 50 mg F/L respectivamente no
20° dia. Os respectivos valores para os grupos no 60° dia foram 0,002+0,004,
0,017+0,004 e 0,053+0,013 pg/mL. A andlise por ANOVA a 2 critérios (sendo a dose
e o tempo de exposicdo as variaveis) demonstrou diferenca significativa entre as
concentracgdes de F (F=33,067, p<0,0001), mas n&o entre os tempos experimentais
(F=0,347, p=0,567), sem interacdo entre ambos (F=0,636, p=0,545). Em relag&o as
concentragbes de F administradas, embora tenha havido uma relagdo dose-
resposta, apenas os animais tratados com 50 mgF/L tiveram concentragoes
plasméticas significativamente maiores que 0s grupos controle e tratado com 15
mgF/L (p<0,05).

De maneira semelhante, em trabalho utilizando o mesmo modelo
experimental foi demonstrado que a administracdo cronica de F (60 dias) nas
concentragdes de 5 mg/L e 50 mg/L induz concentrac@o plasmética de F em ratos
diretamente proporcional & dose (PEREIRA et al., 2011). Embora n&o significativa na
menor concentracdo, esse modelo demonstra a eficiéncia no tratamento dos

mesmos com F por meio da agua de beber.

5.2 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS.

Os valores representados nas Tabelas 2 e 3 séo referentes as quantidades
equivalentes das proteinas totais no figado em pg/mL, para os grupos de 20 e 60

dias, respectivamente.

Tabela 2: Valores individuais da concentragdo de proteinas (pg/mL)

totais do periodo de 20 dias.

20 dias Omg F/L 20 dias 15 mg F /L 20 dias 50 mg F/L
54088 50016 51083
29844 57971 59179
62870 66370 85587
28062

61979 51161
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56888 74833 54216

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 3: Valores individuais da concentragdo de proteinas (ug/mL)

totais do periodo de 60 dias.

40471 34108 57525

31626 56379 53580

16545 62870 105632

Fonte: Elaborado pela autora.

A partir da concentracdo total de proteinas do figado, foi calculado o volume
necessario para conter 40 pug de proteinas totais para a avaliacdo da expresséo da
proteina de interesse. A tabela 4 demonstra os valores individuais em pL, das
amostras de 20 e 60 dias.

Tabela 4. Volumes (em pL) de cada amostra de figado de ratos
contendo 40 pg de proteinas totais.
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60 dias Omg F/L 60 dias 15 mg F /L 60 dias 50 mg F/L

0,72 0,61 1,09

Fonte: Elaborado pela autora.

ApoOs a obtencdo desses valores, foi calculado os valores necessérios da
solugdo de amostra (tampéo RIPA, tampéo 4x e amostra), em um volume final de 40
pL a serem resolvidos no gel. Na tabela 5 estéo evidenciados esses volumes.

Tabela 5. Volumes (em pL) de tampé&o RIPA, amostra e tampao 4x para o
preparo das amostras finais a serem resolvidas em gel.

1 28,52 1,48 10 pL

5 28,59 1,41 10 pL

11 28,93 1,07 10 pL



13 29,08 0,92 10 pL

15 29,07 0,93 10 pL

17 28,52 1,48 10 pL

60 dias

2 27,95 2,05 10 ul

4 28,58 1,42 10

18

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3 WESTERN BLOTTING

As Figuras 7 e 8 mostram as imagens dos blots representativos obtidos para
a GRP78 e B-tubulina das amostras de 20 e 60 dias. A andlise semi-quantitativa
(n=6) foi obtida pela densitometria sendo os valores transformados em valores

arbitrarios e calculada a razdo entre o da GRP78 pelo da B-tubulina.
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Figura 7: Expressdo semi-quantitativa da proteina GRP78
em figado no 20° dia. (A) Blot representativo da GRP78 e
tubulina nos grupos identificados (n=3, sendo o gel
repetido com as demais amostras totalizando n=6). (B)
Andlise densitométrica utilizando o software Image Studio
Lite. Letras diferentes representam alteracdo significativa
(p<0,05) entre os grupos experimentais.

A 0 mgF/L 15mg F/L 50 mg F/L

B- Tubulina 500 D S

B GRP 78 20 dias

2,5

1,5 -

0,5

0mg F/L 15mg F/L 50 mg F/L

Fonte: Elaborado pela autora.

Na figura 7 é possivel observar a expresséo das proteinas no figado de ratos
tratados por 20 dias em amostras individuais de cada grupo (n=6). O teste ANOVA
encontrou diferenca estatistica significativa para a expressdo da GRP78 (Kw:12.053
p=0,0024) e o teste de Dunn indicou um aumento significativo da expressédo da
GRP78 nos grupos 15 e 50 mgF/L em relagdo ao do grupo controle (O mgF/L).
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Figura 8: Expressdo semi-quantitativa da proteina
GRP78 em figado no 60° dia. (A) Blot representativo
da GRP78 e tubulina nos grupos identificados (n=3,
sendo o gel repetido com as demais amostras
totalizando n=6). (B) Analise densitométrica utilizando
o software Image Studio Lite. Letras diferentes
representam alteracdo significativa (p<0,05) entre os
grupos experimentais.
A 0 mgF/L 15mg F/L 50 mg F/L

GRP78 78KD /N ———
B- Tubulina 50 kD TSNS SN © 0 N S

GRP 78 60 dias
2,5

1.5 -

1
0,5 | .
[o J —

0mg F/L 15mg F/L 50 mg F/L

Fonte: Elaborado pela autora.

Como observado no 20° dia, o teste ANOVA encontrou diferenca estatistica
para a expressédo da GRP78 (Kw = 10.895; p=0,0043) e o teste de Dunn revelou um
aumento significativo da expressdo da GRP78 nos grupos de 15 e 50 mgF/L no 60°
dia, quando comparado com o grupo controle (0 mgF/L).

Como o figado € um orgéo responsavel por realizar a homeostase corporal,
os niveis de triglicerideos no figado sdo regulados por mecanismos como sintese da
lipogénese de novo, lipdlise, absorcdo de lipidios na dieta, e entrega / secre¢éo de
lipoproteina ( JO et al., 2013; TANAKA et al., 2011) .

Foi estabelecida uma relagéo entre o estresse oxidativo induzido pelo F e o
metabolismo lipidico, que em nossa recente pesquisa, foi possivel observar que o F
pode causar dislipidemia quando administrado por 20 e 60 dias (PEREIRA et al.,

2013). Isso foi demonstrado pela administracdo de F’, que altera o metabolismo de
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lipidios que por sua vez, estdo relacionadas com o aumento da GRP78 e com o
aumento do estresse no reticulo endoplasmatico (PEREIRA et al., 2013; KAMMOUN
et al., 2009).

O RE é responsavel pelo metabolismo lipidico, e tambem pelo
armazenamento e liberacdo de Ca?*. O estresse no RE ocorre quando h& um
excesso de fluxo de polipéptidos nascentes e desdobrados no sistema onde ha um
acumulo de proteinas desdobradas. (FU et al . , 2012). Deve-se ter um controle na
qualidade do RE, pois sob condi¢cdes normais, tem-se um equilibrio homeostético
entre o afluxo de péptidos ndo dobrados e a capacidade de dobragem do RE e isso
evita acumulo de proteinas desdobrada ou deformadas. As conformacdes de
proteinas anormais sdo uma das principais causas que perturbam a homeostase
celular. Portanto, perturbacbes no ER podem ser a origem de muitas doencas e
anormalidades do desenvolvimento (SCHRODER; KAUFMAN, 2005). E a GRP78
por ser uma reguladora no RE, seu principal papel na organela € amenizar o
estresse de dobramento de proteinas no RE e evitar a morte das celulas causada
pelo estresse. E seu aumento pode nos dizer que esta havendo um estresse
fisiologico que afeta diretamente a glicosilacdo das proteinas (WOODEN et al.,
1991).

Esses resultados nos permite sugerir que o F, independente da
concentracdo, provoca estresse no reticulo endoplasmatico visualizado pelo
aumento da GRP78, que estad relacionada com o controle de homeostasia,
controlando a producédo de ions livres no organismo. Este aumento também foi
observado em outro estudo onde se utilizou as doses de 25, 50 e 100 mgF/L de F
em ratos. Os autores sugerem que 0 aumento desta proteina pode indicar a ativagéo
da sinalizacdo referente ao estresse no reticulo endoplasmatico provocado pela
acao do F (ZHANG et al., 2013).

Uma das consequéncias do seu aumento € a inibicdo a SREBPs que é uma
proteina responsavel pela ativacdo da sintese de triglicerideo através da converséo
de Acetil CoA e outros precursores no figado (KAMMOUN et al, 2009; FON TACER
& ROZMAN, 2011). Logo a sua inibigdo reduz a producéo de triglicerideo no figado e
reduz as inclusdes lipidicas. Em adicdo, a GRP78 esta envolvida diretamente com o
metabolismo da lipogénese de novo, que é capaz de inibir esta via por atuar na
reducdo da producdo de triglicerideos (KAMMOUN, et al., 2009).
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A literatura é vasta em demonstrar que a superexpressdo da GRP78 esta
relacionada com o estresse no RE.

Contudo, Pereira et al., 2013 relata que quando administrado uma dieta
hipercalérica, a GRP78 pode ndo estar aumentada devido ao fato de que o figado
possa ter a capacidade de se adaptar a essa a¢do do F no periodo de 60 dias,
onde ndo observou um aumento significativo desta .

Porem esse trabalho mostra que a indugéo da expressdo da GRP78 ocorre
independente de uma dieta hipercalérica. Deste modo, parece ser dependente
apenas da presenca do F'. Além disso, € bastante conhecido que os efeitos toxicos
do F crbnico sdo mais evidentes nos periodos iniciais do tratamento, sendo seguido
de uma adaptacdo do organismo aos seus efeitos toxicos. O fato da expressédo da
GRP78 estar aumentada também no 60° dia sugere que essa proteina ndo pode ser

considerada um marcador de estresse oxidativo em qualquer periodo da exposigéo.
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6 CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados, a analise de F do plasma possuiu uma
tendéncia de dose-resposta, isso confirma a efetividade no tratamento de fluoreto

nos animais.

Pode-se concluir que a exposi¢ao do F" induz o estresse oxidativo no reticulo
endoplasmético, visto pelo aumento da expressdo da proteina GRP78. De acordo
com os resultados obtidos neste trabalho, iSso nos sugere que, esse aumento pode
indicar que as alteracdes observadas no metabolismo de lipidio podem estar
relacionadas ao acionamento de um dispositivo de defesa ligado a alteragdes na
producdo de triglicerideos no figado. Uma das consequéncias do aumento da
GRP78 é com a lipogénese de novo, que pode ser capaz de inibir esta via por atuar
na reducdo da producdo de triglicerideos, esse aumento também se relaciona com
a inibicdo da SREBPs que quando inibida reduz a producéo de triglicerideo no
figado.

E pelo fato da GRP78 estar aumentada também no periodo de 60 dias, isso
nos sugere que essa proteina pode ndo ser considerada um indicador da resposta

de adaptacéo aos efeitos toxicos do F in vivo.
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