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RESUMO: Fluorose esquelética ou dssea ¢ uma condigdo clinica endémica em pelo menos 25 paises
do mundo. Essa morbidade é prevalente na India e em varias outras regides da Asia, como a China,
além de alguns paises da Africa, constituindo-se de um importante problema de saude piblica A
ingestdo de agua potavel constante contendo niveis elevados de fluor, pode levar a toxicidade cronica,
ocasionando a fluorose 6ssea. O diagnodstico desta doenca ¢é dificil, devido as semelhangas dos sinais ¢
sintomas aos de outras doengas osseas. Quanto ao fluoreto, sua toxicidade, ou agdo preventiva, ¢é
decorrente de diversas interagdes enzimaticas presentes. O objetivo dessa revisdo € mostrar a
importancia da identificacdo das diferengas na expressdo proteica, através da analise protedmica,
tornando possivel a identificacdo e caracterizagdo de marcadores bioldgicos € o conhecimento
molecular da doenga. Realizou-se uma revisdo da literatura obtida em banco de dados eletronicos
(BIREME, MEDLINE, SciELO, BBO, LILACS) dos ultimos 20 anos. Para melhor compreenséo,
optou-se por dividi-la em: Fluor, Fluorose Ossea e consideracdes moleculares acerca da fluorose
6ssea. O fluor tem impacto relevante para a satide da cavidade oral, todavia, quando as concentragdes
ultrapassam os valores recomendaveis, o fluoreto pode causar rea¢des indesejaveis. No Brasil, existem
relatos de individuos com fluorose 6ssea no sertdo paraibano. Suas caracteristicas clinicas incluem
imobiliza¢do das articulagdes, exostose, osteoesclerose, osteoporose ¢ pode chegar até ao
comprometimento neurologico e deformidades incapacitantes. Deste modo, a analise protedmica
proporciona entendimento da fisiologia normal, e dos mecanismos das doengas, sendo ttil para a
descoberta de biomarcadores para deteccdo precoce de doengas e identificagdo de novas terapias.
Espera-se que com a identificagdo de proteinas envolvidas no metabolismo do fliior, possamos
identificar individuos mais vulneraveis a fluorose 6ssea.

Palavras-chave: Fluorose 6ssea, Fluor, Proteoma.

INTRODUCAO

Fluorose esquelética ou ossea € uma condi¢do clinica endémica em pelo menos 25
paises do mundo. Essa morbidade ¢ prevalente na india e em varias outras regides da Asia,
como a China, além de alguns paises da Africa, constituindo-se de um importante problema
de saude publica (EVERETT, 2011; PECKHAM; AWOFESO, 2014).

Estima-se que mais de 260 milhdes de pessoas em todo o mundo, com a maioria
vivendo em paises tropicais, consumam agua contendo altas concentragdes de F-, em niveis
maiores que 3 mg F/L.

A ingestdo de dgua potavel constante e prolongada contendo niveis muito elevados de
flaor, pode levar a uma toxicidade cronica, ocasionando a fluorose 6ssea, doenga metabdlica
cronica de dificil diagnostico. A principal consequéncia desta doenga ¢ aumentar a densidade
Ossea, gerando endurecimento das articulagdes e causando sintomatologia dolorosa,
dificuldade de locomog¢do, podendo chegar a incapacidade, alteracdes metabdlicas e

deformidades. Um dos problemas encontrados para a
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realizagdo do diagnostico dessa patologia, ¢ a semelhanga dos sinais pré-clinicos aos de outras
doencas Osseas metabodlicas ¢ nao metabolicas.

No que concerne a alteracdo em nivel molecular, a literatura ndo descreve com
precisdo as agdes do flior no organismo humano, havendo relatos que sugerem que o fluor
inibe enzimas presentes em variadas reagdes, mas ocasionalmente o mesmo estimula a
atividade das enzimas. Portanto, sua toxicidade, ou mesmo sua agdo preventiva, ¢ decorrente
dessa interacdo com enzimas. A exemplo, o efeito anticarie do fluor ¢ derivado em parte de
sua capacidade de perturbar as enzimas de bactérias cariogénicas. Estudos relatam que o
fluoreto interfere, através dessa relacdo com as enzimas, nas principais vias metabdlicas do
sistema biolégico, podendo causar varias alteragdes bioquimicas (IANO, 2012; PECKHAM,;
AWOFESO, 2014).

Desse modo, o flior pode agir anexando-se a ions metalicos localizados no sitio ativo
de uma enzima, ou através da formacao de ligacoes de hidrogénio que competem no sitio
ativo enzimatico (PECKHAM; AWOFESO, 2014).

Estima-se que 66 enzimas podem ser afetadas pela ingestdo de flior, podendo,
portanto, interagir com uma vasta gama de processos celulares mediados por enzimas,
incluindo os relacionados com a resposta ao estresse, metabolismo, ciclo celular,
comunicacdes célula-célula, e transdugdo de sinal (PECKHAM; AWOFESO, 2014).

O efeito deletério do flior sobre as células depende da concentragdo (micromolar a
milimolar), duracdo da exposicdo, e do tipo de célula envolvida (indiferenciadas ou
diferenciadas). Nesse contexto de interagdo enzimatica, o fluoreto inibe a secre¢do e/ou
sintese de proteinas e influencia distintas vias de sinalizagao envolvidas na proliferagao e
apoptose (EVERETT, 2011). Entretanto, ha controvérsias quanto ao efeito dependendo da
dose. Na concentragdo de ordem micromolar, o fluoreto induz a apoptose de células de varias
linhagens, bem como induz alteragdo da resposta imunologica. Relatos indicam que em nivel
micromolar ¢ considerado um agente anabolico porque promove proliferacdo celular,
enquanto que, em concentracdes milimolares inibe varias enzimas, incluindo fosfatases, in
vivo e in vitro. Outra agdo visualizada ¢ a formac¢do de radicais livres em ingestdo de altos
niveis de fluoreto, o que pode levar a danos teciduais e outras complicacdes secundarias
(IANO, 2012).

As proteinas controlam a maioria dos processos celulares, que ocorrem em grande
diversidade, podendo agir como enzimas, anticorpos, fatores de crescimento, hormdnios,

componentes estruturais e receptores celulares (PECKHAM; AWOFESO, 2014).

(83) 3322.3222
contato@conbracis.com.br

www.conbracis.com.br



Il CONBRACIS

Il Congresso Brasileiro de Ciéncias da Saude

Dessa forma, o objetivo dessa revisdao ¢ mostrar e disseminar a importancia da
identificacdo das diferengas na expressao proteica, através da pesquisa protedmica, que torna
possivel a identificagdo e caracterizagdo de marcadores biologicos. A capacidade de
identificar essas moléculas é extremamente Util no diagnostico precoce de doengas e no
acompanhamento da evolugdo de tratamento. Através desse estudo pode-se perceber o
desenvolvmento de novas metodologias para o estudo e entendimento da funcdo de proteinas
em diferentes amostras biologicas, especialmente para fluorose, neste caso.

Estudos que possibilitem o conhecimento de técnicas, que visem o mapeamento, do
ponto de vista biologico , fisico-quimico e molecular com atengdo especial para estudo com
espectometria de massa, que pode possibilitar o acompanhamento da concentra¢do de fltior
(elemento causador da fluorosse Ossea), sdo importantes para o conhecimento molecular da
doenca, fomentando assim o conhecimento de como de comporta essa morbidade e, dessa
forma, possibilitar a formagdo de politicas publicas de prevencdo para essa doenca.

2 METODOLOGIA

Foi realizada uma ampla revisdo da literatura obtida em banco de dados eletronicos
(BIREME, MEDLINE (PubMed), SciELO, BBO, LILACS) afim de identificar estudos que
avaliassem varios aspectos de proteoma e fluorose dssea. Foram também incluidos na
pesquisa, alguns livros-texto notadamente citados nessa tematica em um periodo de 20 anos,
bem como, teses, dissertagdes e relatorios de pesquisa sobre o tema no banco de dados
CAPES e CNPq.

Para selecao dos descritores recorreu-se a consulta ao DECs e ao MeSH. Utilizou-se
ainda o operador loégico “AND” para combinacao dos descritores € termos para busca ativa
nas bases. Os termos em inglés foram utilizados nas cinco bases, € 0os em portugués na
BIREME, SciELO e BBO. Para a pesquisa na base de dados eletronica, foram usadas palavras
chaves como: “Fluorose Ossea” (“skeletal fluorosis™), “tlhor” (“fluoride”), “Proteoma e
“espectrometria de massas”. Os artigos selecionados foram inicialmente fichados e
classificados segundo sua temadtica principal. Apds leitura dos resumos e dos artigos, essa
classificacdo foi verificada e discutida pela equipe de pesquisadores. Obedecendo as
seguintes etapas 1) identificacdo da questdo norteadora 2) selecdo da amostragem; 3)
categorizagdo dos estudos 4) avaliagdo dos estudos 5) discussdo e interpretacdo dos
resultados; 6) apresentacdo da revisdo.

Os estudos considerados relevantes foram avaliados pelo revisor principal e por um

co-revisor, a fim de discutir a inclusdo ou exclusdo no presente estudo. Os estudos ndo foram
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codificados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds leitura criteriosa dos artigos nas bases de dados nos referidos bancos de dados,
realizou-se o fichamento catalografico do material bibliografico.

Dessa forma, com o intuito de dinamizar a leitura e compreensao dessa revisao, optou-
se por dividi-la em trés topicos principais: 1. Fluor; 2. Fluorose dssea e 3. Consideragdes
moleculares acerca da fluorose Ossea.

1. Fluor

Fluor (F) ¢ um elemento quimico, pertencente ao grupo VII A ou 17 da tabela
periddica dos elementos quimicos, também chamado de halogénios. E o elemento mais
eletronegativo e reativo da tabela. E apresentado sob a forma de moléculas covalentes
apolares F», nas quais cada atomo de fluor atinge uma configuragao eletronica de oito elétrons
na camada mais externa este elemento quimico descoberto no ano de 1886 por Henri Mossan,
esta incluido como componente natural da biosfera (RAMIRES; BUZALAF, 2008).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude — OMS/ WHO (2006), o flior pode
ser encontrado naturalmente em concentragdoes variadas na comida, dgua, ar € no solo. Além
de ser encontrado em produtos odontoldgicos e bebidas por vezes, ¢ considerado um elemento
quimico importante para os tecidos mineralizados do corpo € o seu uso apropriado acarreta
beneficios para a integridade 6ssea e dentaria. Desse modo, tem impacto positivo e relevante
para a saude (SOUZA, 2012).

Todavia, quando as concentragdes de F ultrapassam os valores recomendaveis, seja
por administracao cronica quanto aguda, o fluoreto pode causar reagdes indesejaveis. Tais
efeitos se devem ao nivel de exposi¢ao a essa substancia, € nao a substancia propriamente dita
(WHITFORD, 2008). Seus efeitos preventivos ou mesmo terapéutico, tornam-se indcuos
causando reagdes indesejaveis. Dessa forma, os efeitos colaterais cronicos do fllior, ocorrem
pela administragdo de doses pequenas e constantes, atingindo principalmente os tecidos
mineralizados (FEJERSKOV, 2011; EKSTRAND, BURT, 1996; CARVALHO, 2007).

Portanto, o fluor ¢ um elemento quimico que ¢ capaz de prevenir uma doenca e
provocar outra, a depender da concentracdo na qual ¢ empregado. Desse paradoxo, surge o
dilema ético do fluor. Logo, o ion flior € o Unico elemento quimico capaz de promover a
prevengdo da carie dentaria e, simultaneamente, provocar o aparecimento da fluorose
(CARVALHO, 2007).

2. Fluorose ossea
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Fluorose esquelética ou dssea (FO) ¢ uma doenga Ossea causada pelo consumo em
excesso de fluoreto, e endémica em pelo menos 25 paises em todo o mundo, sendo o mais
grave difundido na India e na China. Paises como o Paquistido Bangladesh, Argentina, Estados
Unidos da América, Marrocos, paises do Oriente Médio, Japao, Paises da Africa do Sul, Nova
Zelandia e Tailandia foram identificados com o problema da fluorose. No Brasil ja existem
relatos de individuos com esta condiga@o clinica no alto sertdo Paraibano. No entanto, acredita-
se que a baixa prevaléncia e incidéncia dessa doenca possa ser devido ao pouco conhecimento
sobre essa ela a similaridade com outras patologias 6sseas comuns (SOUZA, 2012).

As causas mais comuns incluem a inalagdo de poeiras ou fumos de fluoreto por
trabalhadores de industria, o uso de carvao como uma fonte de combustivel interior, e
consumo de fluoreto a partir de agua potavel (SIDDIQUI et al 2007). Mais de 260 milhdes
de pessoas em todo o mundo consomem agua potavel com uma concentragdo de fluoreto
acima do que 3,0 mg F/L.

A fluorose 0ssea pode ser classificada em seis estagios de severidade crescente: fase
assintomatica, fase sintomatica inicial, fase esquelética estabelecida, fase de complicagdes,
fase de enfraquecimento e fase de incapacitagdo. As caracteristicas clinicas da fluorose
esquelética incluem imobilizacdo das articulagdes € uma combinacdo de outras
discrepancias, como exostose, osteoesclerose, osteomaldcia e osteoporose. O joelho vago
(“genu varum”) e exostose dos joelhos (“Knock knee”) também sdo encontradas na Fluorose
Esquelética (CARVALHO, 2007; LEMOS et al., 2013; PECKHAM, AWOFESO, 2014;
SAMPAIOQ, 2010).

A sintomatologia em pessoas com fluorose esquelética € variavel dependendo do grau
de alteragdo. Pode ser assintomatico, onde as mudangas sdo visiveis apenas em Raio-X. No
inicio do quadro de FO, os pacientes queixam-se frequentemente de um vago desconforto e
parestesia nos membros e no tronco. A maioria dos casos mais avancados, desenvolve dores
Osseas progressivas e rigidez de todo o corpo. Cifose progressiva e limitagdo de movimentos
tornam-se aparentes, piorando progressivamente para o estado mais grave debilitante de
fluorose incapacitante (REDDY, 2007).

Comprometimento neurologico ¢ relatado no estdgio avancado da doenga, devido a
compressao das raizes da medula espinhal e nervos, separadamente ou por combinagado, e
geralmente se desenvolve depois da exposicdo elevada ao fluoreto durante mais de 10 anos
(SIDDIQUI et AL, 2007).

Face ao exposto, essa doenca, em meio as suas caracteristicas, afeta a qualidade de
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vida de diversos moradores das localidades onde essa problematica ¢ evidente,
principalmente em comunidades rurais onde as fontes de dgua potavel sdo limitadas e
possuem alta concentragdo de fliior natural para seu consumo.

3. Consideracoes moleculares da Fluorose ossea

3.1 Aspectos acerca de proteoma

O proteoma ¢ o conjunto de todas as proteinas expressas em uma célula, tecido ou

organismo em um dado momento, sendo constantemente alterado pelas interacdes
bioquimicas entre o genoma e o ambiente. Seu conhecimento em individuos com fluorose
Ossea, ¢ util para compreender a influéncia molecular quanto a presenca de biomarcador
especifico que induz alteragdo no padrao de expressao proteica de individuos expostos a alta
concentragdo de flior (KOBAYASHI,2011).

A utilizagdo da analise protedmica para avaliar a toxicidade do fluoreto, ¢ algo
extremamente recente na literatura, tendo sido publicado poucos manuscritos. O primeiro
trabalho publicado foi realizado por Thongboonkerd e colaboradores (THONGBOONKERD
et al., 2002), onde foi avaliado se o fluoreto produziria alteragdes no padrao de expressao
proteica de Streptococcus pyogenes. Para isso, as bactérias foram expostas a 5 mM de fluoreto
de sodio e a andlise protedmica revelou que o fluoreto afetou proteinas relacionadas aos
mecanismos de defesa, viruléncia e imunogenicidade do S. pyogenes (KOBAY ASHI, 2011).

Uma vez que o fluoreto interfere nas principais vias metabolicas do sistema biologico,
ele pode causar alteragdes bioquimicas e/ou moleculares ¢ algumas variaveis influenciam os
efeitos toxicos dele na via metabdlica, como idade, deficiéncia de calcio, magnésio e/ou
vitamina C, distarbios &acido-basico, presenga de problemas cardiovasculares ou renais,
alteracdes genéticas, temperatura ambiente, entre outros, fazendo com que algumas pessoas
sejam mais sensiveis a utilizagdo desse ion e seus compostos, uma vez que sdo fatores que
podem agravar ou reduzir os efeitos no organismo humano ( DHAR; BHATNAGAR, 2016;
SAMPAIOQO, 2010).

Deste modo, a andlise protedmica completa gera novas hipdteses para um melhor
entendimento da fisiologia normal, bem como dos mecanismos das doengas, sendo de grande
utilidade para a descoberta de biomarcadores para deteccdo precoce de doengas, identificagdo
de novas terapias e descoberta de novas drogas. Neste sentido, poderia ser empregada na
andlise da expressao diferencial de proteinas em tecidos corporais apos a ingestdo de doses
excessivas de fluoreto (LEITE, 2010).

A andlise global das proteinas tem-se constituido de multiplas técnicas que abrangem
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ndo somente seu aspecto funcional no contexto celular, (microscopia eletronica e confocal,
analise de interagdes entre proteinas, cristalizacdo de proteinas, dentre outras) como também
técnicas que abrangem o isolamento e identificacdo de proteinas em larga escala
(cromatografia liquida, eletroforese bidimensional e espectrometria de massas).

Os métodos para a quantificagdo de proteinas sdo geralmente baseados nas altera¢des
de intensidade dos ions, (areas ou alturas dos picos dos peptideos na cromatografia), e/ou na
contagem dos espectros das proteinas identificada apos analises de MS/MS.

Quando se refere ao método, a analise protedmica quantitativa livre de marcadores,
incluem os seguintes passos fundamentais: Preparo da amostra (extracdo da proteina, redugdo,
alquilacdo e digestdo); separagdo dos peptideos utilizando cromatografia liquida uni ou
bidimensional (LC ou LC/LC) e andlise por MS/MS; andlises dos dados incluindo
identificag¢do peptideos/proteina; quantificacdo, e andlise estatistica (SOHN, W. et. al, 2009).

A andlise protedmica permite saber se um gene estd sendo expresso, a concentra¢do
relativa desse produto, as modificagdes que podem ocorrer nas proteinas apds a sua tradugao.
Além de mostrar como os processos metabolicos, regulatérios e de sinalizagdo se tornam
disfuncionais nos estados patologicos e como podem ser manipulados, mediante, por
exemplo, a administragdo de medicamentos ou a terapia génica (GALDOS, 2009).

Enquanto o proteoma indica as proteinas expressas em um genoma ou tecido, o
genoma representa a soma de todos os genes de um individuo. O proteoma ndo ¢ uma
caracteristica fixa de um organismo. A mesma altera com o estado de desenvolvimento, do
tecido ou mesmo sob as condig¢des nas quais o individuo se encontra. Portanto, ha muito mais
proteinas no proteoma do que genes no genoma, especialmente para eucariotos (HULKA,
1996).

3.2 Utilizagdo da espectrometria de massas para caracteriza¢do e identificacdo da

fluorose ossea

A espectrometria de massas (MS) ¢ uma técnica que mede a relagdo entre a massa e a
carga (m/z) de moléculas ionizadas em fase gasosa. De uma maneira geral, um espectrometro
de massas ¢ constituido por uma fonte de ionizacdo, um analisador de massas, um detector e
um sistema de aquisicdo de dados. Na fonte de ionizacdo, moléculas sdo ionizadas e
transferidas para a fase gasosa. No analisador de massas, os ions formados sdo separados de
acordo com suas relagdes m/z e posteriormente detectados (DENBESTEN, 2011).

Considerando que a maioria das proteinas, na sua forma integra, sdo muito grandes
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para serem corretamente identificadas pela espectrometria de massa, as mesmas precisam ser
submetidos a uma digestdo enzimatica, geralmente feita com tripsina, originando fragmentos
peptidicos com massas moleculares previsiveis que sdo analisadas por espectrometria de
massa (CARVALHO, 2007).

Diante das possiveis combinagdes de aminoacidos, peptideos distintos sdo gerados
apos a agdo da protease usada, gerando uma “impressdo digital das massas de peptideos”
(peptide-mass finger printing - PMF) para cada proteina (TEOTIA et al., 2004).

A utilizacao de andlise protedmica para o conhecimento e entendimento da fluorose
Ossea poderd subsidiar futuras investigacdes que possam fornecer um conjunto potente de
ferramentas para o estudo a nivel molecular e celular em larga escala da fungdo genética
diretamente relacionado com a fluorose 6ssea em individuos expostos a alta dosagens de
Fluor.

4 CONCLUSOES

Considerando que a Fluorose Ossea (FO) é definida como uma doenca Ossea
metabdlica cronica causada pela inalagdo ou ingestao prolongada de quantidades elevadas de
fluoreto, a sua sintomatologia pode simular outras patologias. Dessa forma, muitos individuos
encontram-se em risco de desenvolver a doenca, e em outros a doenga nao fora diagnosticada
corretamente.

Como o efeito deletério do flior sobre as células depende da concentracao, duracao da
exposi¢ao, ¢ do tipo de célula envolvida, e o fluoreto inibe a secregdo e/ou sintese de
proteinas e influencia distintas vias de sinalizagdo envolvidas no processo celular, a utilizagao
da analise protedmica podera mostrar como os processos metabolicos, regulatorios e de
sinaliza¢do ocorrrem nessa morbidade, permitindo uma maior compreensao dessa patologia.

Com isso, o entendimento da doenca com a utilizacdo dessa metodologia, possibilitara
a detec¢do precoce de FO constituindo o ponto chave do tratamento para pacientes com
fluorose 6ssea.

Este trabalho representa um passo inicial de estudo molecular com a possibilidade de
introduzir a andlise protedmica em individuos portadores de fluorose dssea. Espera-se que
com a identificagdo de proteinas envolvidas nos processos metabolicos do fluor, possamos
elucidar o metabolismo desse ion, bem como identificar individuos mais vulneraveis a
fluorose dssea.
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