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Resumo

Apesar de ser amplamente utilizado na Odontologia para o controle da cérie
dentaria, quando ingerido em grandes quantidades o fluoreto pode causar efeitos
colaterais, dos quais 0 mais conhecido é a fluorose dentéria. Além disso, estudos
também sugerem que mesmo em baixas concentracbes o fldor pode originar
quadros de toxicidade, levando a prejuizos no SNC. A toxicogendmica funcional,
que fornece analises de perfis génicos apds exposicdo a contaminantes tem sido
utilizada como ferramenta para a identificacdo de biomarcadores da intoxicacao,
bem como para a identificacdo de vias de sinalizacdo que possam ser utilizadas
para o0 tratamento e/ou prevencdo dos danos ocasionados pela toxicidade de
determinados compostos. Sabendo-se que 0s mecanismos moleculares da
toxcidade do fldor no SNC ainda permanecem desconhecidos, a analise da
exposicao prolongada a fluoretos sobre o perfil génico de poupulacdes de células
do SNC se faz necessario. Nessa tese nos buscamos avaliar os efeitos da
exposicdo a concentracbes comumente encontradas no plasma sanguineo da
populacdo que ingere agua fluoretada nas principais células do SNC. Para isso,
nos utilizados células humanas da linhagem IMR-32 (neur6nio) e U87 (glia) e
avaliamos parametros de viabilidade e morfologia celular, metabolismo, producéo
de ATP, estresse oxidativo, fragmentacdo do DNA e perfil global de expressao
génica apds 10 dias de exposicdo. Nossos resultados demonstraram que o fluoreto
ndo induz alteragBes fisologicas nas células IMR-32. Por outro lado, induz morte
celular por necrose, aumento do metabolismo, diminuicdo no ATP e GSH/GSSG
e fragementacdo do DNA nas células U87. O perfil de expressdo génica das
células U87 foi diferencialmente alterado ap6s exposicdo ao fluoreto, com
diminuicdo de 1735 genes e aumento na expressdo de 1047 genes apds exposicdo
a 0.095ug/mL e a diminuicdo da expressdo de 1863 genes e aumento da expressao
de 1023 apds exposicdo a 0.22ug/mL. Nossos dados tambem sugerem uma
significativa alteracdo na via TNF-alfa via NFK-B e em processos mitocondriais.
Também evidenciamos genes com significativa importancia biologia (genes hub)
como os genes PTGES3, EP300, CYP1B1, RPS27A. Dessa forma, nossos dados
sugerem que as células da glia sdo afetadas pela exposi¢do ao fluor, sugerindo que
a mitocondria desempenha um importante papel no mecanismo toxicolégico do
fldor.

Palavras-chave: Fluoreto, toxicidade, transcriptoma, SNC



Abstract

Despite being widely used in dentistry for dental carie control, in high
amounts fluoride may be associated with side effects of which the best
known is dental fluorosis. In addition, studies suggest that even at low
concentrations fluoride may exerts toxicity leading to damage on CNS.
Functional toxicogenomics analysis of gene profile after exposure to
contaminants has been used as a tool for the identification of biomarkers of
exposure, as well as for the identification of signaling pathways that may be
used for treatment and / or prevention of damage caused by the toxicity of
certain compounds. As the molecular mechanism of fluoride toxicity still
unknow, analysis of F chronic exposure on gene expression profile of CNS
cells are necessary. Here we aimed to show the effect of fluoride exposure
of plasma concentration founded on population that used to be exposed to
fluoridated drink water, on the main CNS cells. In this way, we have used
human cell lineage IMR-32 (neurons) and U87 (glial cells) to analyze
parameter of viability, morphology and cell metabolism, ATP-synthesis,
oxidative stress, DNA damage and global gene expression profile after 10
days exposure. Our results have shown that fluoride does not induce
changes in IMR-32 cells. On the other hand, it induces cell death by
necrosis, increased metabolism, decrease in ATP and GSH / GSSG in U87
cells and DNA fragmentation. The U87 gene expression profile is
differentially altered after fluoride exposure, decreasing 1735 genes and an
increasing expression of 1047 genes after exposure to 0.095ug / mL and
decreasing of 1863 gene expression and increasing of 1023 expression after
exposure to 0.22ug / mL. We also highlighted the major molecular
pathways altered after exposure, such as the signaling pathway TNF-alpha
via NFK-B and mitochondrial process. We also showed genes with
significant importance biology (hub genes) such as the genes PTGES3,
EP300, CYP1B1, RPS27A. Our results suggests that glial cell are affected
by fluorides exposure and mitochondria has a major role on the mechanism
of fluoride toxicity.

Key-words: Fluoride, toxicity, transcriptome, CNS
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

O fldor € um elemento quimico de nimero atdmico 9 e massa atébmica 19,
pertencente a familia dos halogénios. Na sua forma biatdmica (F;) e em condic¢Bes
padrdo de temperatura e pressdo, pode ser encontrado sob a forma gasosa com
coloracdo amarelada e odor caracteristico, apresentando ponto de fusdo e ebulicdo de -
219,62 e -188,12°C, respectivamente. O flGor é capaz de se associar a diversos outros
elementos, incluindo alguns gases nobres, devido a sua intensa eletronegatividade (é o
elemento mais eletronegativo de acordo com a escala de Linus Pauling). Por este
motivo raramente € encontrado na natureza em sua forma elementar. Vale ressaltar
também que a ligacdo do fldor com outros elementos apresenta maior forca de ligagdo

quando comparado com o F.

Dentre as suas combinacdes mais relevantes, o fltor é capaz de fazer ligagdes com
a agua dando origem ao acido fluoridrico e com ions metélicos dando origem aos
fluoretos (Haynes e col., 2015). Naturalmente, o fldor se encontra vastamente
distribuido pela crosta terrestre, com uma concentracdo aproximada de 950 ppm. Pode
ser classificado como 13° elemento mais abundante na crosta terrestre, com um total de
0,03% de massa. Acredita-se que a fluorita (CaF;) representa seu mineral mais
caracteristico (contendo 49% de fluoreto), no entanto, o flior ainda pode ser encontrado
em outros minerais como a criolite (3NaFAIF3, contendo 54% de fluoreto) e fluorapatita
(CaF,.3Ca3.(PO,),, contendo 3,4% de fluoreto) (Cruz e Peixoto, 1991; Agnelli, 2015).

A biodisponibilidade do fluor depende de inumeros fatores, como por exemplo, a
presenca de outros minerais e agua no solo. Além disso, acredita-se que regides que
contém a presenca de pedras rochosas ou de dep6sitos marinhos possuem as melhores
condicdes para o deposito de flior, podendo atingir concentracdes de até 10 ppm (Cruz
e Peixoto, 1991). Nos solos sua concentragcdo aumenta de acordo com a profundidade,
no entanto, a superficie de algumas regiGes podem possuir altas concentracdes de flGor
devido os efeitos da acdo antropogénica. A ocorréncia natural de flior nas aguas ocorre
de maneira semelhante ao solo. No mar e em aguas superficiais de rios e lagos, o fltor
pode ser encontrado em baixas concentragdes, ndo maiores que 1,5 ppm e 0,3 ppm
respectivamente. Ja em aguas subterraneas as concentracdes de fluor podem atingir

niveis superiores a 35 ppm (Kanduti e col., 2016).

Dados da literatura sugerem que a primeira utilizacdo de flior data do ano de
1530 onde era utilizado com o intuito de facilitar a fusdo de metais. Acredita-se que por



este motivo os compostos formados a partir da interacdo do flior com metais receberam
0 nome de “fluoretos”, denominacéo que provém do latim fluere que significa “deixar
fluir” (Prystupa, 2011). Com o passar dos anos o fldor passou a ser produzido
industrialmente através da eletrdlise do fluoreto de hidrogénio (HF) e fluoreto de
potéssio (KF), utilizando eletrodos de platina (Pt) e iridio (Ir). Nesta reacdo o KF é
convertido a bifluoreto de potéssio (KHF;) ocasionando o aumento da condutividade
elétrica da solucdo, ocasionando a formacéo de H; e F,. Este processo foi descrito pela
primeira vez em 1886 por Henri Moissan garantindo assim o prémio Nobel de quimica
em 1906 (Downing e col., 1947; Prystupa, 2011).

Foi somente no ano de 1940 que houve uma intensa producdo comercial de fldor,
no que ficou conhecido como projeto Manhattan. Este projeto tinha como objetivo a
producdo de hexafluoreto de uranio (UFg), um composto de urénio mais estavel, que
seria utilizado para a separacdo de is6topos de uranio durante a fabricacdo de bombas
atdbmicas (ATSDR, 2003). Dessa forma, a utilizacdo de compostos contendo fluor em
bombas atomicas proporcionou a producdo de bombas como as de Hiroshima e
Nagasaki durante a segunda guerra mundial. Nesse mesmo periodo, datam-se o0s
primordios das pesquisas relacionadas ao consumo de fldor por humanos. Nos campos
de concentracdo nazista o fluor era utilizado na agua em concentracdes superiores a
1500ppm com o objetivo de acalmar prisioneiros para que realizassem o trabalho
escravo. A partir dos resultados observados nos campos nazistas, diversos
medicamentos psiquiatricos foram posteriormente produzidos, visto que a ingestao
excessiva de fllor possui como uma das suas principais caracteristicas o efeito

tranquilizante em seres humanos (Narvai, 2000).

Foi entdo com o surgimento das industrias que o fluor passou a ser utilizado em
diversas aplicacdes como na producdo de inseticidas, pesticidas, suplementacdo
alimentar, cremes dentais, bem como nas industrias de petroleo, vidro e aluminio. Na
indistria de alimentos, o fllor pode ser encontrado na carne, peixes, cereais e
chocolates (Kandunti e col., 2016). A tabela 1 mostra a concentracdo de flior em
diferentes tipos de alimentos. Outra fonte de exposicdo humana ao fltor é através da
utilizacdo de compostos orgénicos contendo flior e cloro, que sdo denominados de
clorofluorcarbono (CFCs). Os CFCs sdo amplamente utilizados como liquidos de
refrigeracdo em aparelhos domesticos e industriais. Eles também podem ser encontrados
como propelente em inseticidas na forma de aerosséis. De acordo com dados da

Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) ap0s a década de 50 o fluor passou a ser



considerado o principal gas contaminante presente na atmosfera, sendo que mais de 155
mil toneladas de fldor foram liberadas durante a década de 60 (OMS, 2000). Esses
dados apontam também para um importante papel dos compostos fluoretados na

destruicdo da camada de ozonio.

Quadro 1: Concentracdo de fluoreto em diferentes tipos de alimentos. (adaptado de Departamento de
agricultura dos EUA, 2005)

Alimento Concentracao de fltor (ppm)
Cha preto 3-5
Mariscos 2-3
Vinho 1-2
Cha verde 1.2
Batata frita 0.7
Cerveja 0.5
Porco 0.42
Arroz 0.41
Salame 0.4
Pao (branco ou integral) 0.39
Queijo cheddar 0.35
Carne 0.22
Atum 0.2
Frango 0.15
logurte 0.12




1.2. POTENCIAL TERAPEUTICO DO FLUOR

A utilizacdo do fluor no tratamento de doencas surgiu pela primeira vez apos
observacOes feitas por McKay e Black no ano de 1916. Apés avaliarem criangas na
cidade de Colorado Spring — Estados Unidos (EUA) os autores perceberam que as
criangas possuiam o esmalte dentario manchado e baixa prevaléncia de carie, o que néo
acontecia em outras cidades do pais. Buscando compreender estas diferencas, McKay
passou a estudar as condigdes climaticas e os habitos alimentares nas diferentes cidades
do pais até concluir que a unica diferenca era a concentracao de flor presente na dgua
ingerida por cada populagcdo (McKay e Black., 1916; McKay, 1928). Assim, foi
observado que criancas que possuiam sintomas de fluorose dentaria (dentes manchados)
e baixa incidéncia de cérie, ingeriam aguas de abastecimento com concentracdes de
aproximadamente 14ppm, enquanto as que ndo possuiam os sintomas ingeriam agua
com concentragdes inferiores a 2ppm. Esses achados levaram McKay e Black a
questionar se o fluor poderia ser utilizado em condi¢bes terapéuticas para evitar o
aparecimento de caries na populacdo em concentracdes seguras e livres de efeitos

colaterais.

Assim, no ano de 1950 apds anos de estudos e confirmacGes cientificas, a
Associacdo Americana de odontologia (ADO) passou a recomendar oficialmente a
fluoretagcdo das &guas de abastecimento publico para o controle da cérie dentéria em
concentragdes que ndo excedessem a 0,7ppm. Esta medida foi posteriormente
oficializada por diversas associa¢fes nacionais e internacionais de odontologia além de
ser aprovada pela OMS (Narvai, 2000; O'Mullane e col., 2016).

No Brasil, os primeiros registros de fluoretacdo da &gua datam de 1953 no
municipio de Baixo Guandu — ES, onde ficou estabelecida a concentracdo de 0,8 ppm
(Ministério da saude, 2009). Seis anos depois esse procedimento passou a ser adotado
nas cidades do estado de S&o Paulo, seguido de Rio Grande do Sul e na cidade de
Curitiba. Foi somente na década de 70, por decisdo do governo federal sob a lei de
nimero 6.050 de 24/5/74, regulamentada pelo decreto 76.872, de 22/12/75, que se
tornou obrigatoria a fluoretacdo da &gua no Brasil em qualquer lugar que houvesse
estacOes de tratamento (Narvai, 2000). A lei determina que a 4gua de abastecimento
publico fosse suplementada com fluossilicato de sodio (Na,SiFs), acido fluossilicico
(H2SiFg), fluoreto de calcio (CaF;) ou fluoreto de sddio (NaF) (Agnelli, 2015). No
entanto, em estudo realizado por Frazdo e Narvai (2017) foi possivel constatar a

desigualdade na cobertura de fluoretagdo das aguas no Brasil, demonstrando que em



termos de estados o Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Espirito
Santo, Bahia e Tocantins lideram com a maior cobertura (85 a 100%) enquanto Acre,

Amap4, Rio Grande do Norte e Paraiba possuem a pior cobertura (até 0,9%) (Figura 1).

PORCENTAGEM
DA COBERTURA

[] atéos

Bl 1.0-150
[ 15,0 —| 40,0
[] 40,0 —|60,0
[ 60,0 —|850
B 85,0 - 100,0

Figura 1: Classificagdo das Unidades Federativas brasileiras segundo a porcentagem de cobertura
da fluoretacdo da &gua em municipios com mais de 50 mil habitantes entre os anos de 2011 e 2015.
(Frazéo e Narvai 2017).



Dados da literatura sugerem que apos a fluoretacdo das aguas de abastecimento
publico houve uma intensa melhoria na saide bucal da populacdo brasileira. O
Ministério da saude, juntamente com a Associacdo Brasileira de Odontologia (ABO)
demonstraram que em 1986 o indice CPO-D (indice epidemioldgico que mensura o
numero de dentes cariados perdidos e obturados por individuo adulto) encontrava-se
extremamente elevado, com um valor de aproximadamente 7 (indice CPO-D). No
entanto, 10 anos depois foi observada uma diminuicdo proxima a 53% nos niveis de
carie, levando o indice CPO-D para o valor de 3,1, préximo ao valor sugerido como
satisfatorio pela OMS (CPO-D < 3). Ja no ano de 2010, o Brasil entrou efetivamente no
grupo de paises que apresentam baixa prevaléncia de carie bucal apos atingir um indice
CPO-D igual a 2,1 (Ramires e Buzalaf, 2007; Dos santos e Dos Santos 2011; Agnelli,
2015).

Apesar da relevante importancia da fluoretacdo da agua para a populacdo
brasileira, comunidades mais afastadas que ndo possuem o tratamento adequado nas
centrais de abastecimento permanecem com a saude bucal prejudicada (Narvai e col.,
2006). Visando contornar esses problemas, outras estratégias foram assumidas, como
por exemplo, a introducdo dos dentifricios fluoretados no mercado brasileiro no ano de
1988, 0 que ocasionou a entrada do fldor em 90% dos produtos que estavam disponiveis

aos consumidores (Cury e Tabchoury, 2003).

No inicio da década de 90, os fluoretos também passaram a ser utilizados no
tratamento de osteoporese em mulheres ap6s o periodo de menopausa. Acredita-se que a
suplementacdo com fllor pode estimular osteoblastos e aumentar a formacdo de massa
6ssea inclusive em pacientes que ja apresentam quadro de osteoporose (Riggs e col.,
1990; Pitt e Berry, 1991; Kleerekoper, 1998). Sendo assim, acredita-se que sdo muitos
os beneficios gerados pela introducdo do fllor no cotidiano da populacdo, seja pela
ingestdo de agua fluoretada ou pelo uso de produtos que o contenham em sua
composicao (Cury e col., 2005; Cury e Tenuta, 2008). No entanto, o uso indiscriminado
de flior em diversos compostos pode ocasionar a exposicdo indesejada de grande parte
da populagédo a concentragdes capazes de ocasionar danos ao organismo. Um exemplo
disso é o que acontece em cidades dos Estados Unidos que recebem 0.7 - 1.2mg/L de
fldor nas aguas de abastecimento publico. Um estudo revelou que criancas e adultos que
vivem nessas cidades recebem em média 0.9 a 3.6 e 0.6 a 6.6mg por dia
respectivamente, quando considerado todas as fontes de ingestdo de flGor, como agua,

alimentos e utilizacdo de produtos de higiene bucal (Malin e Till, 2015). Vale lembrar
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que o fldor pode ser classificado como um elemento trago, ou seja, originalmente ele é
visto como um nutriente importante para 0 organismo, no entanto, a ingestdo em

excesso (>5mg/Kg) pode se tornar prejudicial (Whitford, 2011).

Diversos estudos ja demonstraram que quando em excesso, o flGor pode trazer
diversos problemas tanto para a salde oral quanto para o organismo como um todo
(Mullenix e col., 1995; Maltz e Wannmacher, 1999). Foi observado que criangas em
fase de crescimento, que ainda ndo possuiam controle adequado da degluti¢do durante o
processo de escovacdo, poderiam ingerir altas concentraces de flGor por acidente.
Dados sugerem que, em média, uma crianca que escova 0s dentes 4x ao dia, é capaz de
deglutir o valor aproximado de 1,2 mg de flior sem considerar o flior presente na agua
(Agnelli, 2015). Dessa forma, baseado nesses achados, sugeriu-se que as pastas de
dentes infantis possuissem concentra¢des de flor inferiores das pastas comercializadas

para adultos.

Ingle e colaboradores (2014) demonstraram que a problemaética da utilizacdo de
pastas fluoretadas representa um problema um tanto maior, visto que seus dados
sugeriram que a utilizacdo de pastas contendo 500 ppm e 1000 ppm ocasionam o
aumento da concentracdo de fldor na saliva de 0,2 a 3,6 ppm e de 0,2 a 7,7 ppm,
respectivamente. Esses dados sugerem que dependendo da biodisponibilidade, o flGor
pode rapidamente ser absorvido sem que haja a degluticdo e elevar a concentragdo

sistémica a niveis prejudiciais a saide humana.

A partir do exposto, fica clara a importancia dos estudos visando a elucidar os
mecanismos toxicoldgicos do fldor, a fim de compreender se mesmo em baixas

concentragdes este composto é seguro para utilizacdo pela sociedade.



1.3. FARMACOCINETICA DO FLUOR

A ingestdo de flGor na sua forma soltvel possui uma absorcdo completa, enquanto
que a utilizacdo topica ocasiona aproximadamente 84% podendo chegar a 100% de
absorcdo (Drummond e col., 1990). Whitford (1997) sugeriu que a absorcao do fllor
ocorre de maneira rapida, aproximadamente 30 min apés a ingestdo, sendo altamente

influenciada pelo pH da solucao.

Acredita-se que a presenca constante de flGor na cavidade oral facilita sua
absorcdo. No entanto, dados da literatura sugerem que é no trato gastrointestinal onde
ocorre a maior taxa de absorcdo devido a acidez estomacal. Vale lembrar que o fluoreto
se liga de maneira irreversivel ao hidrogénio formando o &cido fluoridrico (HF), um
acido fraco com pK, 3,4. Assim, a formacdo de HF no estbmago facilita a entrada de
flior de maneira passiva por difusdo através da membrana celular sem que ocorra a
necessidade da presenca de proteinas transportadoras (Whitford, 1990). Além disso,
trabalhos sugerem que uma vez que a absor¢do ndo ocorra no trato gastrointestinal, o
flior ainda pode ser absorvido no intestino, através de canais presentes nas juncoes
celulares, de maneira ndo dependente ao pH (Das e Susheela, 1993; Kanduti e col.,
2016). Uma vez absorvido pelo organismo, os niveis de flior no plasma sanglineo
aumentam rapidamente e o flUor é entdo carreado pela corrente sanguinea onde atinge
diversos oOrgdos e tecidos (Fawell e col.,, 2006). O acumulo de flGor ocorre
preferencialmente no plasma sanguineo, no tecido 6sseo e em tecidos moles como
figado e rins (Figura 2). No entanto, estudos recentes sugerem que o fltor é capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica podendo se acumular no sistema nervoso central
(SNC) (Niu e col., 2008; Basha e Sujitha, 2012).

Dados da literatura demonstram que as concentracGes de fldor nos diferentes
tecidos segue um equilibrio dindAmico com o contetudo presente no plasma sanguineo
visto que o flior ndo é capaz de se ligar a nenhum tipo de proteina plasmatica (Spittle,
1994). Em individuos adultos, 50% do fluoreto absorvido se acumulam em tecidos
calcificados como o dente e 0 0sso. No entanto, é importante ressaltar que esse acumulo
ndo ocorre de maneira irreversivel, visto que o flor pode ser liberado de volta ao
plasma quando as concentracfes plasmaticas se tornam baixas (Buzalaf e Whitford,
2011). Por outro lado, o fluor presente nos tecidos moles apresenta um estado
estacionario de distribuicdo entre os liquidos intra e extracelular, sendo que de maneira
geral a concentracdo de fluoreto nos tecidos moles apresenta-se de maneira inferior a

concentragéo presente no plasma sanguineo.



A excrecdo do fluor pode ocorrer pelo suor, fezes e leite materno, mas a excrecéo
pela urina representa a principal via de eliminacdo do fldor. A figura 2 também sugere
que parte do fldor que entra nos rins pode ser reabsorvida pelos tabulos renais (Figura
2) (Fawell e col., 2006; Kanduti e col., 2016). A reabsorc¢do do fluor nos rins ocorre de
maneira dependente do pH da urina, sendo que uma urina neutra facilita uma maior
excrecdo do fluor, enquanto que urinas mais acidas favorecem a formacdo de HF, que

pode ser reabsorvido ao fluido intersticial também por difusdo (Silva, 2003).

Figura 2: Caracteristicas gerais do metabolismo do fluoreto no corpo humano. (Modificado de
Buzalaf e Whitford, 2011)



1.4. FARMACODINAMICA DO FLUOR

No que se refere a sua toxicidade, a literatura sugere que a ingestéo de flior pode
ocasionar a formacdo de complexos insoluveis devido a sua ligacdo a compostos
catidnicos como célcio, magnésio e aluminio (Whitford, 1997). Sua ligacdo ao célcio
favorece a formacdo de pequenas ionosferas que possuem extrema facilidade em
atravessar membranas celulares interferindo assim em importantes processos bioldgicos
(Sireli e Bulbt, 2004). Além disso, sua ligacdo a compostos metalicos como aliminio
ocasiona a formagdo de complexos inorganicos que possuem relativo efeito

toxicologico para a célula (Barbier e col., 2010).

Os efeitos tdxicos do fluor podem ser observados apds exposicao aguda através da
administracdo de doses elevadas de maneira frequente, ou de maneira cronica, através
da ingestdo de baixas doses constantemente. Em 1942, um acidente envolvendo a
ingestdo de fluoreto no hospital estadual de Oregon, levou a toxicidade aguda e morte
de pacientes na cidade de Salem (EUA). Analises forense revelaram posteriormente que
0 envenenamento dos pacientes aconteceu devido a utilizacdo de fluoreto de sddio em
p6é no lugar de leite. Além disso, também foi relatado em 1992 por Whitford e
colaboradores o consumo acidental de compostos fluoretados que levaram a morte de
trés pessoas nos estados unidos. No entanto, € importante ressaltar que estes eventos de

toxicidade aguda podem ser considerados como quadros isolados e raros de acontecer.

Por outro lado, a intoxicacao crbnica representa uma realidade mais préxima ao
enfrentado pela populacdo em diversas regifes do mundo. Este tipo de exposicdo esta
frequentemente associado a fluorose dentéria, que como mencionado anteriormente
pode ocasionar 0 aparecimento de manchas nos dentes (Aoba e Fejerskov, 2002;
Kanduti e col., 2016), com a fluorose esquelética (um quadro mais grave da exposicao
ao fldor), bem como a alteracdes renais. No que se refere a fluorose esqueletica, Li e
colaboradores (2001) demonstraram que quando ingerido em excesso, o flior pode
apresentar um efeito reverso ao inicialmente pretendido, sugerindo que a ingestdo de
agua fluoretada com concentracdes maiores que 4ppm ao invés de proteger contra 0s
danos ocasionados pela osteoprose pode induzir fragilidade dssea e aumentar o risco de
fraturas. Ja as alteracGes renais foram descritas pela primeira vez na decada de 60 apos a
utilizacdo de anestésicos contendo metoxiflurano. E importante lembrar que os rins por
ser a principal via de excre¢do de fluor, frequentemente estdo expostos a alta
concentracdes do composto, sendo por isso mais facilmente observaveis efeitos

adversos em situacdes de ingestdo excessiva. Os altos niveis de fluor podem entdo
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ocasionar diurese, baixa osmolaridade da urina, hemoconcentracdo e desbalanco de
eletrolitos (Whitford e Taves, 1971).

A literatura sugere que a provavel dose toxica do fluor é em torno de 5mg/Kg
(equivalente a 11mg/Kg de NaF) (Whitford, 2011) sendo assim, em situagcdes onde a
fluoretacdo das aguas de abastecimento publico ocorrem de maneira controlada, a
ingestdo dessa quantidade de fluor se torna impossivel, no entanto, é necessario levar
em consideracao a ingestdo concomitante atraves de outras fontes de obtencao do fluor
(Whitford, 2008/2011). Vale lembrar que a via oral ndo representa a Unica via de
exposicdo ao fluor. A literatura também sugere que a intoxicacdo também pode ocorrer

apos a inalacéo e absorcéo pela pele.

Dentre os principais mecanismos de toxicidade, sugere-se que o fluor possui um
efeito dual dependente de concentracdo. Em altas concentracdes, o fluor foi
caracterizado como um potente inibidor enzimatico enquanto que baixas concentragdes
podem estar relacionadas com efeitos durante o desenvolvimento do ciclo celular,
envolvendo mecanismos de crescimento, proliferacdo, e morte celular (Adamek e col.,
2005; Barbier e col., 2010). Acredita-se que a interferéncia no ciclo celular seja
ocasionada pela acdo do flGor em vias de sinalizacdo como proteina-quinase ativada por
mitégeno (MAPK), p53, proteina ativadora 1 (AP-1) e fator nuclear kappa B (NF-xB)
tanto in vitro quanto in vivo (Zhang e col., 2007; Zhang e col., 2008; Karube e col.,
2009)

Diversos trabalhos vém demonstrando que estes efeitos toxicos ocasionados pela
exposicdo ao fldor, podem estar relacionados com o aumento de espécies reativas de
oxigénio (ERO), tanto em modelos (in vivo e in vitro) como em analises clinicas em
populacGes com fluorose dentaria (Shivarajashankara e col., 2001; Chen e col., 2009;
Barbier e col., 2010; Miranda e col., 2018). Em 2001, Anuradha e colaboradores
demonstraram que a exposicdo de células HL-60 ao fllor pode ocasionar uma
diminuicdo no potencial de membrana mitocondrial bem como de proteinas anti-
apoptéticas como Bcl-2, ocasionando a liberagdo de citocromo C e ativacdo de vias

apoptoticas mediadas pela acdo de caspases.

O papel do estresse oxidativo tambem ja vem sendo amplamente discutido na
literatura. Em 2018, Miranda e colaboradores demonstraram que a exposi¢do de
roedores a 10 e 50mg/L, pode mimetizar os niveis de flior no sangue periférico de

individuos que consomem agua fluoretada ou que vivem em areas de exposicao
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endémica. Os autores demonstrarm que os niveis de fluor no sangue periférico podem
ocasionar aumento de peroxidacdo de lipideos de membrana (TBARS) e na capacidade
antioxidante (TEAC) bem como a diminui¢do de oxido nitrico, catalase e glutationa,

enquanto nenhum efeito foi observado nos niveis de SOD.

No entanto, é importante também ressaltar que outros estudos ja demonstraram
que fluor pode ocasionar a inibicdo de enzimas importantes para o controle redox da
celula, como a superdxido desmutase (SOD), glutationa peroxidase (Gpx) e catalase
(Nobes e Hall, 1995; Izquierdo-Veja e col., 2008; Garcia-Montalvo e col., 2009). Por
outro lado, tambem ja foi demonstrado que a inducdo de morte celular apds exposicdo
ao fluor também pode acontecer independente da inducdo de ERO. Lee e colaboradores
(2008) demonstraram que fibroblastos expostos ao fldor apresentam uma
superexpressdo do ligante Fas, que esta relacionado com a inducdo de morte celular via

receptores de morte presentes na membrana.

Outro possivel mecanismo de acéo do flor seria através de sua capacidade em se
ligar ao calcio. Dessa forma, alguns autores acreditam que os niveis intracelulares de
Ca®* possam estar direta ou indiretamente ligados a inducdo de morte celular por
apoptose. Este mecanismo pode acontecer devido a ativacdo de canais de célcio
dependentes de voltagem apds intoxicacdo, no entanto estudos adicionais ainda sdo
necessarios para esclarecer o papel do Ca** na toxicidade do fltor (Barbier e col., 2010).

1.5. GENOTOXICIDADE DO FLUOR

De acordo com o programa nacional de toxicologia os fluoretos podem ser
classificados como compostos mutagénicos devido sua capacidade de induzir alteragdes
ao material genético em diversas espécies, como drosoéfila, roedores e humanos
(Mubherjee e Sobels, 1968; Podder e col., 2009; Zhang e col., 2008; Song, e col., 2015;
Verma e col., 2016). Dentre as principais metodologias para se avaliar danos ao
material genético, podemos citar as fragmentacOes de fita simple e de fita dupla do
DNA, mutac0es, sitios incompletos de reparo, aberracbes cromossémicas, micronucleos

e troca de cromatides-irmas (Bolognesi e Fenech, 2013).

A literatura sugere que a exposicao ao fluoreto pode ocasionar danos ao material
genetico como a formacdo de microndcleo, aberragdes cromossdémicas e quebras ao
DNA. No entanto, outros trabalhos sugerem que concentracdes semelhantes ndo sdo

capazes de ocasionar danos ao contetdo génico tanto in vitro quanto in vivo (Li e col.,
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1988; Smith, 1990). Baseado na incongruéncia de resultados encontrados em relacéo a
genotoxicidade do fluoreto é importante ressaltar que os danos ao material genético
induzidor pelo fldor dependem da concentracao e tempo relativo de exposi¢édo, devendo
ainda ser levado em consideracdo o tipo celular e o periodo de divisdo de cada célula
(Li e col., 1988; Buzalaf e col., 2006; Dharmshaktu, 2013).

Podder e colaboradores (2011a, 2011b) demonstraram que camundongos que
consumiam 7,5 mg de NaF apresentavam baixa taxa de divisdo celular na medula 6ssea
além de apresentar aberragdes cromossémicas. A formagéo de micronucleos também foi
demonstrada em eritrocitos policromaticos apds a o consumo de agua contendo fluoreto
de sédio em concentracdes superiores a 4mg/L (Manivannan e col., 2013). Por outro
lado, quando avaliado o efeito genotoxico do flior em células sanguineas de ratos,
nenhuma evidéncia de alteragdes génicas foram encontradas (Ribeiro e col. 2004). Em
1987, Pati e colaboradores sugeriram que as analises genotoxicas possuem diferentes
sensibilidades quando estudadas apOs exposicdo ao fluoreto, possuindo maior
probabilidade de apontar danos ao material genético as analises de aberracGes
cromossémicas, seguidas de ensaio por micronlcleo. Por outro lado, um maior
consenso é observado gquando avaliado o efeito genotdxico do fluoreto in vitro. As
alteracBes cromossdmicas ja foram demonstradas em diversos tipos de células de
mamiferos bem como em células germinativas de drosofilas (Muherjee, 1968; Tsutsui e
col.,1984; Aardema e Tsutsui , 1995; Dutta e col., 2017). Células HepG2 expostas por
24h ao fluoreto de sbédio apresentaram significativa fragmentacdo de DNA em

concentracgdes superiores a 10pug/mL (Verma e col., 2016).

Em humanos, poucos estudos relacionados com alteracGes ao material genético ja
foram realizados em populacGes que vivem em regides de exposicdo endémica ao
fluoreto e individuos que sofrem por exposicao ocupacional. Trabalhadores do norte da
China que séo expostos ao HF e SiF, apresentam um aumento na porcentagem de
micronucleos, aberragdes cromossomicas e troca de cromatides-irmas em linfécitos de

sangue periférico (Meng e col., 1995; Meng e Zhang, 1997).

Dentre os principais mecanismos que levam a genotoxicidade acredita-se que 0s
danos genéticos induzidos pelo fllor sdo consequéncia da inducdo de danos a
mitocdndria e ao desbalango oxidativo. A figura 3 sugere que a exposicdo ao fltor pode
ocasionar danos de mitocondria com diminuicdo na sintese de ATP e liberacdo de
citrocromo C oxidase. Essas alteragdes podem levar a ativacdo das caspases 3 e 9,

culminando com a inducdo de morte celular por apoptose. Outro possivel mecanismo
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seria a formacdo de espécie reativas de oxigénio e diminuicdo de enzimas oxidavas
como a catalase, levando ao quadro de peroxidacgdo lipidica. Estas alteracbes podem
ocasionar interferéncias no ciclo celular durante as fases G1/S ou G2 do ciclo celular,
que podem ser ocasionadas principalmente devido a formacdo de EROs. No entanto,
este mecanismo ainda ndo se encontra completamente elucidado, sendo ainda necessario
a elucidacdo dos mecanismos epigenéticos e nos sistemas de reparo do DNA (Orren e
col., 1997, Podder e col., 2011, Ribeiro e col. 2017).

v g Estudos in vivo
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Figura 3: Principais mecanismos de genotoxicidade do flGor. (Adaptado de Ribeiro e col., 2017)
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Baseado no exposto acima, diversos estudos procuram demonstrar os efeitos
citotoxicos e genotoxicos do fluoreto em diferentes modelos, no entanto, € importante
ressaltar que a maior parte dos presentes estudos relacionados a toxicidade e
genotoxicidade do flor analisa os efeitos nos tecidos ossos, células do trato oral e
sistemas glandulares, fibroblastos, linfocitos e tecidos moles como estdmago, rins e
figado, sendo poucos os estudos que abordem este tema relacionado ao sistema nervoso
central (SNC) (Li e col., 1987; Khalil e Da’dara, 1994; Podder, e col., 2009).

1.6. EFEITOS DO FLUOR NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os primeiros trabalhos a respeito do envolvimento do fldor no SNC relataram que
as concentracdes de fltor encontradas no cérebro de diferentes modelos animais eram as
menores quando comparadas com tecidos como figado e rins (0.1, 4 e 1ppm,
respectivamente) (Whitford e col., 1979; Buzalaf e col., 2011). Em seres humanos, Yu-
Huan e Si-Shung (1988) demonstram que pessoas que ingeriam agua contendo 1 e 10
ppm de flior apresentavam niveis detectaveis de flior no liquido cerebrospinal, embora
menores gque 0s niveis encontrados no plasma sanguineo. Isso acontece devido a relativa
impermeabilidade da barreira hematoencefalica ao flior, no entanto estudos ja
comprovaram que quando disponivel em altas concentracfes pode facilmente transpo-la
e se acumular nos diferentes tecidos cerebrais (Yu-Huan e Si-Shung,1988; Buzalaf e
Whitford, 2011).

Estudos posteriores demonstraram significativas alteracdes clinicas em pessoas
expostas a altas concentracdes de flior. Em 1994, Spittle e colaboradores demonstraram
que a ingestao continua de 1mg de fldor pode ocasionar altera¢fes visuais, enxaqueca e
depressdo. Nesse estudo também foi relatado um significativo declinio cognitivo, com
diminuigdo na capacidade de armazenar informagfes e na habilidade de escrita. O
mesmo quadro cognitivo ja foi demonstrado em criancas em desenvolvimento que
consumiam agua contendo aproximadamente 4ppm de flior. Os autores demonstraram
uma significativa diminuicdo das habilidades cognitivas, como aprendizado e memoria,
quando comparadas com criangas que consumiam agua contendo em média 0,4 ppm de
flaor (Li e col., 1995; Lu e col., 2000). Além disso, em 2018, Duan e colaboradores
demonstraram através da uma revisao sistematica da literatura seguida de meta-analise,
que regides que apresentam altas concentragdes de fldor nas aguas de abastecimento
publico possuem o menor indice de coeficiente de inteligéncia (QI) em criangas até 16

anos. Esses dados revelam um importante papel da toxicidade do fldor no
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desenvolvimento do sistema nervoso central, podendo causar alteragdes principalmente
na cognicdo (Choi e col., 2012; Bashash e col., 2017/2018). Outro importante efeito
neurotdxico do fluor diz respeito a possivel associacdo com o transtorno do deficit de
atencéo e hiperatividade (DDA), onde foi demonstrado que a partir de 1991 o aumento
em 1% da fluoretacdo das aguas de abastecimento publico nos EUA poderia estar
associado com 131mil novos casos de DDA diagnosticados entre 2003 e 2011 (Malin e
Till, 2015).

E importante lembrar também que outras alteracbes neuroldgicas ja foram
descritas na literatura apds a exposicdo ao fluoreto, como as alteragcbes no sistema
sensorial - com a inducdo de quadros de parestesia, alteracbes motoras como paresia e
tetania, alteracBes musculo-esqueléticas e mielopatia (Heifetz e Horowitz, 1984;
Haimanot e col., 1990; Saha e col., 2015). As alteracfes no sistema sensorial auditivo
também ja foram relatadas, no entanto, uma revisdo sistematica da literatura apresentou
em 2014, baixa evidencia da capacidade do fldor em ocasionar diminuicdo na
capacidade auditiva em pacientes adultos apds o tratamento com fluoreto de sodio
(Balle e Linthicum, 1984; Hentschel e col., 2014).

Buscando compreender como o fluor afeta 0 SNC estudos tém sido realizados em
modelos animais e de cultivo celular. Mullenix e col. (1995) demonstraram que a
exposicao cronica ao NaF em ratos da linhagem Sprague-Dawley ocasiona depdsito de
fldor em diversas regides cerebrais como hipotalamo, cerebelo, ganglio basal,
mesencéfalo, cortex e hipocampo. Além disso, também foi demonstrado que as fémeas
sdo mais susceptiveis a exposicdo ao fluor, sendo necessario longas exposicdes e altas
concentragdes para que resultados semelhantes sejam observados em ratos machos (Gad
e Chengelis, 1988; Mugford e Kedderis, 1998).

Sabendo-se que o fluor é capaz de ser secretado pelo leite materno e pode
atravessar a placenta durante a gestacdo, estudos demonstraram que o flior poderia
ocasionar danos em diferentes momentos do desenvolvimento do SNC (Bhatnagar e
col., 2002; Basha e col., 2011; Bartos e col., 2015). Ao avaliar a a¢éo do flor em ratos
recém-nascidos, que sofreram exposicdo durante o periodo gestacional, foi observado
que baixas concentracbes ndo sdo capazes de ocasionar casos de teratogénese. No
entanto, alteracbes comportamentais foram observadas quando foram avaliados a
capacidade locomotora, comportamento do tipo ansiedade e resposta a reflexos (Bartos
e col., 2015). Sinais de hiperatividade também ja foram identificados em ratos jovens
que foram expostos durante o periodo gestacional (Mullenix e col., 1995). Em ratos
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adultos foi demonstrado que uma significativa diminuigdo na consolidagdo da memoria
e no processo de aprendizagem acontece ap0s a ingestdo de fldor (Niu e col., 2009;
Pereira e col., 2011).

A literatura também sugere que o fltor pode ocasionar alteracdes histopatoldgicas
no SNC, levando a danos nas principais células do SNC, os neurénios e células glias
(Balle e Linthicum, 1984; Shivarajashankara e col. 2002; Akinrinade e col., 2015).
Shivarajashankara e colaboradores (2002) demonstraram que ratos expostos a 100ppm
de flGor durante o periodo neo, pré e pds-natal, apresentavam significativa alteracdo no
hipocampo, amigdala, cortex motor e cerebelo. Essas alteracBes relacionavam-se a
diminuicdo no tamanho e ndmero de neurbnios em todas as regibes avaliadas,
diminuicdo do numero de neurdnios de Purkinje no cerebelo, e aumento de cromatdlise

e gliose no cortex motor.

Dentre 0s possiveis mecanismos para compreender os danos que o flGor ocasiona
no SNC, ja foi demonstrado que o flior pode inibir a sintese de polifosfoinusiotideos
prejudicando a comunicacao neuronal mediada pela fosfolipase C (Sarri e Claro, 1999).
Quando ratos Wistar foram expostos a 100ppm de NaF por 30 dias foi observado um
significativo aumento nos niveis de noradrenalina e serotonina no estriatum, hipocampo
e neocortex, enquanto o aumento de dopamina foi observado somente no estriatum
(Pereira e col., 2009). Além disso, estudos recentes demonstraram que a exposi¢do
cronica ao fldor pode ocasionar alteracdes na plasticidade sindptica devido
principalmente a alteragdes na liberacdo de neurotransmissores como glutamato e
GABA (Niu e col., 2009; Qian e col., 2013).

As alteracdes nos sistemas de neurotransmissores podem estar intimamente
ligadas a diminuig&o cognitiva observada tanto em modelos quanto em seres humanos.
No entanto, também se deve atentar para alteracfes nos componentes de liberacdo e
ligacdo de neurotransmissores no SNC. Han e colaboradores (2014) demonstraram que
os déficits cognitivos ocasionados pela exposicdo crénica ao fluor podem estar
relacionados com alteragdes no complexo de proteinas SNARE, sendo o componente
VAMP-2 de extrema importancia para a compreensao deste fenémeno. A literatura
também sugere uma diminui¢do na expressdo dos receptores nicotinicos bem como na
expressdo de proteinas das subunidades 04 e 07 (Long e col., 2002; Chen e col. 2003).
Além disso, ja foi demonstrado que os niveis de mMRNA de receptores metabotropicos
de glutamato, como mGIuR5 podem estar diminuidos em regifes hipocampais,
contribuindo para o aparecimento de alteracGes cognitivas (Jiang e col., 2014).
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Sabendo-se que alteracfes no sistema glutamatérgico podem estar relacionadas
com o aumento da excitotoxicidade, trabalhos recentes demonstraram que dentre os
mecanismos moleculares de toxicidade do fldor no SNC, encontram-se a formacao de
espécies reativas de oxigénio, danos ao DNA e inducdo de morte celular por apoptose
(Blaylock, 2004; Zhang e col., 2007/2008). De fato, a excitotoxicidade ocasionada pelo
glutamato tem sido apontada como o principal mecanismo de neurotoxicidade do fluor.

A figura 4 sintetiza as principais alteracdes encontradas no SNC ap0s a exposicao ao

Diminuicao de SOD, catalase,
GSHpx, GSH
F
Alteracoes nos
transportadores de
glutamato

Danos a mitocondria J

fldor.

Espécies reativas de oxigénio e
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2

Ativacao
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Figura 4: Principais mecanismos de toxicidade do fldor no sistema nervoso central. (Adaptado de
Blaylock, 2004)



Sabe-se que o quadro de excitotoxicidade no SNC tem como principais
caracteristicas a formacdo de especies reativas de oxigénio e nitrogénio, aumento da
peroxidacdo lipidica, diminuicdo nos niveis de glutationa (GSH) e superoxido
desmutase (SOD), aumento dos niveis de ascorbato, ativagdo de proteinas G, injuria
sinaptica, problemas na recaptacao de glutamato na fenda sinéptica , ativacdo microglial
e danos ao DNA (Blaylock, 2004; Shuhua e col., 2012). A literatura sugere que 0s
mecanismos de toxicidade do fluor sdo similares quando comparado as carateristicas de
excitotoxicidade no SNC (Blaylock, 2004). Por exemplo, ja foi demonstrado que a a
exposicao de células microglias da linhagem BV-2 podem ser ativadas apds a exposi¢do
ao fluor. Os autores também demonstraram uma série de marcadores de estresse
oxidativo, como SOD, ERO e oxido nitrico sintaxe (NOS) (Shuhua e col., 2012). Uma
das principais alteracGes ocasionadas pelo aumento de NOS no SNC esta relacionado
com as alteragcdes ocasionadas nas mitocondrias celulares, bem como na producdo de
adenosina tri-fosfato (ATP) (Ghasemi e col., 2018). Juntos, esse quadro pode ser
responsavel pelo aparecimento de doencas neurodegenerativas ap0s a exposicdo ao
fluoreto, visto que mesmo que o fltor ndo seja o causador primario do aparecimento da
doenca, a exposicdo continua a esta neurotoxina pode levar a quadros que desencadeiam
eventos capazes de ocasionar a inducdo de doencas como Alzheimer, Parkinson, entre

outras.

Recentemente os compostos fluoretados foram classificados como uma das seis
novas toxinas que afetam o desenvolvimento do SNC (Grandjean e Landrigan, 2014).
Dessa forma, apesar de diversos trabalhos sugerirem possiveis mecanismos de acao
toxica do fluor, ainda sdo necessarios estudos que elucidem como este ion pode
ocasionar efeitos adversos no SNC, buscando-se identificar possiveis alvos da
intoxicacdo além de elucidar os possiveis mecanismos de sinalizacdo que podem ser

utilizados tanto em situacdes preventivas como terapéuticas.
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1.7. BIOMARCADORES E ANALISES OMICAS APLICADAS A
TOXICOLOGIA

Os biomarcadores podem ser definidos como indicadores biologicos pré-clinicos,
capazes de prever ou substituir qualquer efeito clinico final ou intermediario que seja
mais dificil de ser observado (Aronson e Ferner, 2017). Eles podem ser utilizados para a
identificacdo de doengas, progndsticos, para prever e guiar tratamentos, para auxiliar
estudos de farmacodindmica, demonstrar a relacdo entre a concentracdo/dose de drogas
e efeito bem como para definir os efeitos adversos ocasionados por drogas e exposicao a

contaminantes.

A literatura sugere que os biomarcadores vém sendo utilizados ha muitos anos na
medicina e na toxicologia, no entanto, somente nas ultimas décadas eles foram
associados a indicadores celulares e moleculares (Swenberg e col., 2008). Em 2017,
Aronson e Ferner classificaram o0s biomarcadores em trés tipos, baseados na
patofisiologia da doenca, onde podem estar associados a fatores de susceptibilidade que
levam ao quadro patofisioldgico, baseado no mecanismo de acdo e na natureza da
analise. Importante lembrar que os biomarcadores também podem ser classificados de
acordo com o nivel em que ocorrem nos sistemas celulares, sendo possivel sua
identificacdo a nivel molecular, celular e tecidual. Dessa forma, todo indicador
biolégico e molecular que possa ser mensurado pode ser utilizado como ferramenta para
a identificacdo precoce de doencas ou para o desenvolvimento de novas terapias e

prevencao a toxicidade.

Na toxicologia, os biomarcadores tém sido amplamente utilizados para prever a
toxicidade de diversos compostos bem como para auxiliar as analises de riscos, podendo
entdo ser associados com mecanismo de resposta a exposicdo bem como na previsao de
ocorrer uma doenca como desfecho (WHO, 2000). Sendo assim, a utilizacdo dos
biomarcadores pode proporcionar a caracterizacdo de alteracdes sub-clinicas e que
podem ser contornadas antes mesmo que o efeito induzido pela exposi¢éo ou a doenca
em si possam ser observados (Basu, 2014).

Isso se torna de fundamental importancia quando levado em consideracdo que no
dia-a-dia, os seres humanos estdo expostos a diversos tipos de compostos
potencialmente perigosos para a saude humana, seja pela dieta, exposi¢do ocupacional

ou pela exposicdo ambiental. Vale lembrar que grande parte desses compostos toxicos
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para seres humanos possuem efeito neurotdxico, podendo levar a alteragfes no sistema
nervoso central, nervos periféricos e 6rgdos sensoriais, impactando assim diretamente

na qualidade de vida da populacao (Arlien-Soborg e col., 2011).

Os biomarcadores podem ser avaliados através de diversas técnicas, como
Northen blotting, PCR tempo-real (QPCR), analises seriadas de expressdo génica,
Western blotting, eletroforese 2-D (Schrattenholz e col., 2012; Joseph, 2017). No
entanto, as “Oomicas” tem recebido maior atencdo pela comunidade cientifica. 1sso
porque elas proporcionam analises de ampla escala em sistemas bioldgicos, sendo
capazes de gerar grande quantidade de dados, de se inter-relacionar uma com as outras
gerando resultados mais confiaveis e de melhor predicdo no contexto de doencas
(Pennie e col., 2000; Waters e Foster, 2004; Wetmore e Merrick, 2004; Singh e col.,
2010; North e Vulp, 2010). Nesse sentido, as “Omicas” tém surgido como uma
ferramenta promissora na identificacdo de biomarcadores que podem ser utilizados para

prever mecanismos de neurotoxicidade.

Os biomarcadores omicos incluem as analises gendmicas (genotipagem e
epigendmica), transcriptbmica (expressdo génica), protedmica (expressdo protéica) e
metabolémica (metabdlitos). As analises de transcriptdmica possibilitam a avaliacdo
completa do perfil génico podendo demonstrar como cada organismo responde a
estimulos externos. No entanto, é importante lembrar que algumas informacdes nédo
podem ser obtidas através da expressdo génica. Por exemplo, sabe-se que sdo as
proteinas que de fato sdo responsaveis pelo fenétipo dos organismos, sendo através da
analise proteica possivel a compreensdo das alteracdes no fendtipo do organismo
(Hamadeh e col., 2002; Graves e Haystead, 2002; North e Vulp 2010). Além disso,
através da analise de transcriptoma e proteoma, é possivel verificar se ocorrem
alteracBes pos-transcriptiocinais que podem influenciar as vias de sinalizacdo em
resposta a toxicidade, além de ser possivel identificar biomarcadores da exposi¢cdo que
podem posteriormente ser utilizados para estratégias de prevencdo e tratamento (Hayes
e Bradfield, 2005; North e Vulp, 2010).
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1.8. MODELO DE ESTUDO E PROBLEMATICA DE INVESTIGAQAO

Nos ultimos anos, as analises tradicionais de toxicologia vém sendo revisadas
devido a dificuldade em se extrapolar os resultados de toxicidade animal para o que é
frequentemente observado em humanos (Bracken e col., 2008; Shanks e col., 2009).
Dentre as possiveis explicacdes para essa baixa correlacdo entre modelos animais e
humanos estdo a susceptibilidade a viés na literatura experimental e a dificuldade em se
propor desenhos experimentais que representem adequadamente a fisiologia humana.
Além disso, existe uma crescente necessidade em se reduzir, por questbes éticas, 0s
testes em modelos animais de acordo com a lei dos 3R’s, que propde a reducao,

reposicao e refinamento na experimentacgdo animal (North e Vulp, 2010).

Os teste in vitro associados a toxicologia tem representado uma boa alternativa
para experimentos iniciais, onde € possivel realizar analises aprofundadas de
mecanismos de acdo e sua relagdo com a toxicidade, bem como avaliar o potencial de
um determinado composto em afetar vias moleculares especificas. Sendo assim a
toxicogendmica funcional, que propde o estudo da funcdo de genes e proteinas e sua
aplicacdo na compreensdo dos mecanismos de acdo de compostos tdxicos para 0s seres
vivos pode se tornar uma alternativa quando aliada a utilizacdo de cultivos de células
humanas (Hamadeh e col., 2002; Andersen e Krewski D, 2009). Isso se torna de
extrema importancia quando se trata de estudos moleculares relacionados com
alteracBes no SNC. A compreensdo de como as principais células do SNC responde a
estimulos externos pode representar a chave para propor estratégias de prevencao e

tratamento de doengas neurodegenerativas comuns na populagéo.

Em relacdo a exposicdo ao fluoreto, embora ja estejam descritos os danos
ocasionados no sistema nervoso central e periférico, tanto em modelos animais quanto
em seres humanos, pouco se sabe sobre a resposta individualizada das principais
linhagens celulares do SNC apds a exposicdo. Além disso, € importante ressaltar que
analises do perfil molecular através do transcriptoma ndo foram realizadas em cultura
de células de neuronios e glia apos longa exposicdo ao fluoreto. Dessa forma, neste
trabalho a utilizacdo de linhagem de celulas humanas de neurénio e glia foram
utilizadas para se investigar os mecanismos toxicologicos da exposi¢do crbnica ao
fluoreto, buscando identificar as principais alteracbes nas respostas celulares de

neurodnio e glia bem como alteragdes no perfil de expresséo génica.
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2. OBIJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
Analisar o efeito tdxico do flior em neurénio e glia e identificar as alteracfes de

expressao génica das células gliais apds a intoxicacao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar a sensibilidade de células neuronais e gliais a intoxicagdo ao flior

2.2.2. Analisar o papel da mitocondria na intoxicacdo ao fluor em células

neuronais e gliais

2.2.3. Avaliar a inducdo de estresse oxidativo nas células gliais induzidas pela

intoxicacéo ao fluor
2.2.4. Avaliar danos ao DNA das células gliais ap6s a intoxicacdo ao fltor
2.2.5. Avaliar as alteracGes no perfil de MRNA das células gliais

2.2.6. Buscar genes que possam atuar como biomarcadores da intoxicacdo por

fldor

2.2.7. Buscar redes de interacdo génica e proteica que possam Servir como

mecanismos moduladores na toxicidade do fltor
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CULTURA DE CELULAS

Células humanas de glioblastoma da linhagem U87 e de neuroblastoma da
linhagem IMR-32, armazenadas em nitrogénio liquido, foram descongeladas e diluidas
em 5mL de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SBF), penicilina (10 U/mL), estreptomicina (10 pg/mL) e fungizona
(1%). As células foram armazenadas em estufa a 5% de CO, e 37°C até atingir

confluéncia de 95%.

3.2. ALIQUOTAS DE FLUORETO
Aliguotas de NaF (Merk, CAS: 7681-49-4) foram diluidas em solucdo salina
balanceada de Hank’s (HBSS) e mantidas a 4°C. Durante os experimentos, dilui¢cbes

seriadas foram realizadas em meio de cultivo para atingir as concentracfes de interesse.

3.3. GRUPOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Durante os experimentos, foram utilizados os seguintes grupos experimentais, por

linhagem celular:
- Grupo controle: as células foram incubadas com DMEM+10% FBS

- Grupos de exposicao: as células foram incubadas com solucdo contendo
diferentes concentracbes de flior em DMEM+10%FBS. Foram utilizadas as
seguintes concentracdes de fluor: 0, 0.095pug/mL, 0,19 pug/mL e 0.22ug/mL. As
concentracOes foram escolhidas de acordo com os valores de flior encontrados
no plasma sanguineo de populacdes que consomem &gua de abastecimento

publico fluoretada.
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3.4. CULTURA DE CELULAS E EXPOSICAO AO FLUOR

As células foram semeadas em placas de 24 (10%cels/pogo) e 96 pocos (1060

cels/pogo). As células foram expostas ao fltor por 10 dias, sendo o meio contendo flGor

sido trocado a cada dois dias, de acordo com a figura 5. O periodo de exposicdo foi

determinado a partir de experimento piloto, onde foi observado o aparecimento dos

primeiros efeitos tdxicos somente a partir do décimo dia de exposicao.

Descongelamento

_p:- :3-.

Tripsna/EDTA Troca de ME
a cada 2 dias
Expansao =
em P
) Plaqueamento ST eTe
. ) garrafaS . \_/\_.//\_’ =)
[ e—. —) @

As células foram descongeladas
e mantidas em DMEM+10% de
FBS

As células foram dissociadas
com tripsina/EDTA e
centrifugadas a 1000rpm por
3min

Exposicao ao
F

Figura 5: Desenho esquematico mostrando a metodologia utilizada para o cultivo e exposi¢do das

células U87.



3.5. MORTE CELULAR

A morte celular foi analisada através do ensaio de exclusdo por azul de tripan.
Apds 10 dias o meio contendo fluor foi retirado, as células lavadas com HBSS e em
seguida dissociadas com tripsina/EDTA. As células foram centrifugadas por 3min a
1000rpm e ressuspedidas em DMEM. Dez microlitros de solu¢do de células foram
diluidas em 10pL de azul de tripan, e as células foram contadas e classificadas como
mortas (coradas em azul) e vivas (ndo coradas) em microscépio éptico com auxilio da
camera de Newbauer (Fig. 6). A porcentagem de células vivas (PV) foi obtida através
do seguinte célculo:

cel.viaveis

PV (%) = 100x

cel.totais

T & e

Sh

O

Figura.6: Desenho representativo da camera de Newbauer, onde foi realizada a contagem de
células viaveis (seta preta) e mortas (seta vermelha).
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3.6. ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR

A morfologia das celulas foi analisada apds a exposicdo por 10 dias. Para essa
analise as células foram cultivadas em placas de 24 pogos contendo laminulas
previamente tratadas com poly-I-lisina overnigth em estufa de CO, a 37°C. Apoés a
exposicdo o meio contendo fluor foi desprezado e as células foram lavadas 1x com
HBSS e posteriormente fixadas com 4% de paraformoldeido (PFA) gelado por 10
minutos. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com solucéo fosfato salina
(PBS) mais glicina por 5 minutos para inativar o PFA. As células foram lavadas uma
vez com PBS e coradas com Giemsa (10%) por 10min. As fotomicrografias foram
obtidas através do sistema de fotomicroscopia Nikon Eclipse E500 com uma camera
Moticam 2500 acoplada; foram selecionados 30 campos aleatérios no aumento de 40x
para captura de imagens e posterior analises morfométricas. As fotomicrografias foram
importadas para o software ImageJ e através das ferramentas de medidas e calibracéo de
escala, avaliou-se osparametros: area do ndcleo, perimetro nuclear e indice de
redondeza, sendo este Gltimo utilizado para determinar o qudo circunférico os nucleos
apresentavam-se (quanto mais proximo de 1, mais circulares os nlcleos apresetavam-
se). As células que apresentavam sinais de ciclo celular que pudessem comprometer a
anadlise como citocinese, fuso mitdtico e binucleacdo, foram eliminadas das
analises,utilizando somente aquelas que apresentassem nucleos e delimitacGes da

membrana bem evidentes.

3.7. METABOLISMO CELULAR

Para analise do metabolismo celular foi utilizado o método do MTT {brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}. A reducdo do MTT ocorre pela
enzima NADPH presente no citoplasma e mitocondrias de células metabolicamente
ativas, dando origem a um composto com coloracdo roxa denominada formazam que
pode ser lido por espectrofotometria a 570 nm. Dessa forma, ap6s o periodo de
exposi¢cdo, o0 ME foi desprezado e foi adicionado 100uL de solugdo de MTT (5 mg/mL)
por 2h a 5% de CO, e 37°C. Apds esse periodo, a solugcdo de MTT foi retirada e foi
adicionado 100puL de DMSO para eluir os cristais de formazan. Em seguida a leitura da
absorbéancia foi realizada com o auxilio do equipamento Glomax (Promega) a 570nm.
Para a analise dos dados, os resultados de absorbancia obtidos foram normalizados pelo

numero de celulas viaveis e expressos em porcentagem do controle.
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3.8. MENSURACAO DOS NIVEIS DE ATP

Os niveis de ATP foram analisados através do kit Mitochondrial Tox-Glo
(Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante. A analise permite a identificacdo
de dois biomarcadores, um associado aos niveis celulares de ATP e outro associado a
integridade de membrana celular. A integridade de membrana é avaliada através da
identificacdo da presenca ou auséncia de atividade de uma protease associada a
necrose., capaz de clivar o substrato fluorogénico bis-alanilalanil-fenilalanil-
rodaminall0O (bis-AAF-R110). Esse substrato ndo é capaz de atravessar a membrana de
celulas viaveis, sendo assim ndo ocorre a formagdo de sinal quando na presenca de
células vivas. Para a analise de ATP, é fornecido para as amostras solucdo de deteccédo
de ATP contendo luciferina, que emite sinal luminescente proporcional a quantidade de
ATP presente na amostra. Sendo assim, a anélise pelo kit mitochondria tox-Glo fornece
um indicativo de integridade de membrana/necrose celular e disfungdo mitocondrial.
Ap0s a exposicdo ao fluor, 20ul de “5X Cytotoxicity Reagent” foi adicionado em cada
poco e deixado sob agitacdo por 1 minute a 700rpm, seguido de incubacdo a 37°C por
30 minutos. A fluorescéncia foi mensurada a 485nmEx/520-530nmEm. A placa de
analise foi entdo equilibrada a temperatura ambiente (10 minutes) para em seguida
adicionar-se 100ul de reagente de deteccdo de ATP em cada poc¢o. A placa foi entdo
agitada a 700rpm por 5 minutos. O sinal de luminescencia foi lido no sistema de

multideteccdo Glomax (Promega).

3.9. CARACTERIZA(;AO DA MORTE CELULAR: APOPTOSE E NECROSE

Para a analise de morte celular por apoptose e necrose foi utilizado o kit Apotox-
Glo triplex assay (Promega). Este ensaio permite a analise combinada, na mesma
amostra de trés parametros: viabilidade, citotoxicidade (necrose) e apoptose através da
atividade das caspases 3 e 7. A primeira parte do ensaio consiste na avaliagdo da
atividade de duas proteases que sdo utilizadas como marcadores de viabilidade celular e
morte celular por necrose (citotoxicidade). Para isso, utilizam-se dois peptideos
fluorogénicos, o glicil-phenilalanil-aminofluorocoumarina (GF-AFC), que penetra a
membrana de células viaveis e é clivado gerando um sinal fluorescente proporcional ao
numero de células vivas. Importante ressaltar que essa protease se torna inativa uma vez
que as células perdem sua integridade de membrana. Também foi utilizado um peptideo
fluorogénico impermedavel (bis-AAF-R110), para medir a atividade de proteases de

células mortas por necrose. Visto que bis-AAF-R110 é impermedavel, ndo ocorre a
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formacdo de sinal proveniente do substrato em contato com as células vivas. Dessa
forma, dois produtos diferentes sdo formandos, AFC e R110 pelas células vivas e
mortas respectivamente. AFC e R110 possuem diferentes espectros de emissdo e
excitagdo, permitindo que sejam medidos simultaneamente. Numa segunda parte do
ensaio, foi utilizado na mesma amostra solugéo de Caspase-Glo (Promega) que fornece
um substrato fluorescente para as caspases 3 e 7. A adicdo do reagente nas células
ocasiona lise celular seguida da clivagem do substrato pela acdo das caspases gerando
assim um sinal fluorescente (protocolo fornecido pelo fabricante). A quantidade de
fluorescéncia é proporcional a quantidade de caspases ativadas presentes nas amostras
(Figura 6). Dessa forma, apds os periodos de exposicdo foi adicionado 20 pL/poco de
reagente contendo GF-AFC e bis-AAF-R110. Em seguida as células foram incubadas
por 30 min a 37°C. As amostras foram lidas com o auxilio do equipamento Glomax
(Promega) com um comprimento de onda de 400 nme/505nmey (viabilidade) e 485
NMe/520nMe, (necrose). Apds a primeira leitura foi adicionado 100uL de reativo de
Caspase-Glo 3/7 em cada poco e incubados por 30min a temperatura ambiente para
posterior leitura. A leitura foi realizada com protocolo de luminescéncia do

equipamento Glomax (Promega).

Substrato celular
permanente GF-AFC

Protease
inativa de
célula viva

GF-AFC Proteasc de Substrato
Substrato célula viva impermeavel bis-
AAF-R110
\ Protease ativa
de célula morta
. — = i
AFC | |
R110 .
Célula viva Célula morta

Figura 7: Desenho esquematico da metodologia utilizada no ensaio de mecanismos de morte
celular através do kit Apotox triplex assay.
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3.10. ANALISE DA BIOQUIMICA OXIDATIVA

3.10.1. MENSURACAO DOS NIVEIS DE EROS: H,0,

Os niveis de H,O, foram mensurados através do kit ROS-Glo H,0, (Promega) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Nos avaliamos os niveis de H,O, devido ser a
especie reativa de oxigénio (EROS) com maior meia vida em cultura de células e
também pelo fato que diversas outras EROS podem ser convertidas para H,O,.
Resumidamente, seis horas antes do fim da exposicdo ao fluor, as células foram
expostas ao substrato de H,O, (25uM). Este substrato reage diretamente com o H,0,
presente na amostra dando origem ao precursor de luciferina. Em seguida, solucdo de
deteccdo de ROS-Glo contendo D-cisteina foi adicionada em cada poco e as amostras
foram incubadas por 20 minutes a temperatura ambiente. A D-cisteina converte o
precursor em luciferina gerando entdo um sinal de luminescéncia proporcional a
quantidade de H,O, na amostra (Figura 7). A luminescéncia foi lida no sistema de

multideteccdo Glomax (Promega).
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Figura 8: Desenho esquematico de metodologia utilizada no ensaio de niveis de EROS pelo kit
ROS-Glo (Promega).

3.10.2. MENSURACAO DOS NIVEIS DE GSH/GSSG

Os niveis de GSH/GSSG foram mensurados como indicativo de estresse oxidativo
atraves do kit GSH/GSSG-Glo (Promega) de acordo com as instrucbes do fabricante.
Nesse teste é possivel a quantificacdo de glutationa total e GSSG baseado na reacdo de
conversdo da luciferase. Dessa forma, o sinal de luminescéncia é proporcional a
quantidade de GSH presente na amostra. Para a deteccdo de glutationa total usa-se um
agente redutor que converte toda a glutationa, GSH e GSSG em um lisado celular para a
forma reduzida, GSH. Para a leitura de GSSG toda GSH presente na amostra é
blogueada enquanto a GSSG permanece intacta. O bloqueio de GSH ¢é seguido pela
reducdo de GSSG em GSH para quantificacdo na reacdo luminescente (Figura 8). Dessa
forma, apos a exposicao, o meio foi desprezado e foi adicionado solucdo de lise de GSH
ou GSSG. As amostras foram agitadas a 700rpm por 5 minutes. Em seguida, 50uL de
luciferina foi adicionada em cada poco e incubada por 30 minutes a temperatura
ambiente. Depois disso, 100uL de reagente de deteccdo de luciferina foi adicionado, as

amostras foram equilibradas a temperatura ambiente por 15 minutos e o sinal de
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luminescéncia lido no sistema de multidetecdo Glomax (Promega). Para a conversdao do
sinal luminescente (RLU) para concentracdo em micromolar de GSH ou GSSG foi
realizada uma curva padrdo de glutationa. A curva de padrao foi realizada a partir de
solucdo a 16puM de glutationa seguida de diluicdes seriadas (1:2) em &gua. Foi
adicionado 5uL de cada concentragdo em 50uL de solucdo de lise de glutationa total.
Em seguida, 50puL de reagente de luciferina foram adicionados em cada poc¢o e a placa
foi incubada por 30min a temperatura ambiente. Cem microlitros de reagente de
deteccdo de luciferina foram adicionados em cada poco, e apds 5min em temperatura
ambiente a luminescéncia foi lida no sistema de multideteccdo Glomax (Promega). A
porcdo linear da curva padrdo foi entdo utilizada para calcular a concentracdo de

glutationa (uM) em cada amostra
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Figura 9: Desenho esquematico da metodologia utilizada para analise dos niveis de GSH/GSSG
pelo kit GSH/GSSG-Glo (Promega).
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3.10.3. PEROXIDACAO LIPIDICA

Para a analise de degradacdo oxidava de lipideos de membrana foi realizado o
ensaio de peroxidacao lipidica através do método de formacdo de substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Os lipideos peroxidados sdo compostos intateis e se
decompdem em uma série de compostos complexos como o malondialdeido (MDA). A
reacdo de MDA e TBAR produz uma solucdo com coloracdo que pode ser lida a
535nm. Dessa forma, apds a exposi¢cdo o meio foi desprezado, as células foram lavas 1x
com HSBB e centrifugadas por 3min a 1000rpm. O pellet de células foi ressuspendido
em 20ul de HBSS e 2uL de amostra foram adicionados a em 100uL de solucdo de
TBARS. A absorvancia das amostras foram comparadas com uma curva padrdo de
MDA e corrigidas por proteina. A concentracdo total de proteinas foi obtida atraves do
método de Bradford.

3.11. FRAGMENTAQAO DO DNA

Para mostrar a fragmentacdo do DNA nos realizamos o ensaio cometa. Apos a
exposicdo ao flaor as células foram lavadas trés vezes com HSBB, dissociadas com
tripsina/EDTA e centrifugadas por 10min a 1000rpm. O pellet de células foi
ressuspendido em 500puL de DMEM. Vinte microlitros de solucdo de célula foram
adicionados a 120uL de agarose de baixo ponto de fusdo (0.5%) e transferidas para
laminas pré-tratadas com agarose. As laminas foram incubadas a 4°C por 20min seguida
de incubacdo em solucdo de lise (1% Triton X-100, 10% DMSO, 2.5MNaCl, 100mM
EDTA, 10mM Tris-HCI, pH 10) por 12h. A eletroforese foi realizada em tampéo de
eletroforese (300mM NaOH, 1mM EDTA, pH 13) por 20min seguindo a configuracao
de 300mA e 30V. Em seguida, as laminas foram lavadas trés vezes com solucéo
neutralizadora (19.5mM Tris-HCI, pH 7.5) por 5 minutos cada. Por fim, as células
foram marcadas com DAPI (15uL; 10ug/ml). Cem nucledides foram avaliados de
maneira aleatoria em cada grupo experimental. A analise de porcentagem de DNA na
cabeca (DNA nédo fragmentado) e na cauda (DNA fragmentado) foram realizadas com o

plugin OpenComet no programa ImageJ (Figura 9).
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Figura 10: Imagem representativa da analise do percentual de DNA presente na cauda e na cabega
de nucledides, pelo programa ImageJ utilizando-se o plugin open comet.

3.12. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

3.12.1. EXTRACAO TOTAL DE RNA

A extracdo de mRNA foi realizada através da utilizacdo do Kit “SV total RNA
isolation system” da Promega de acordo com as especificacbes do fabricante. Apds o
periodo de exposicdo, células do grupo controle e expostas ao flior foram preparadas
para a extracdo de mRNA. As amostras foram lisadas com tampdo de lise contendo
beta-mercaptoetanol e em seguida diluidas em tampéo de diluicdo de RNA. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas por 10 min a 14mil rpm. Foi adicionado etanol 95%
para garantir condi¢cdes adequadas de ligacdo a membrana, para que entdo as amostras
fossem repassadas para colunas de centrifugacdo onde o RNA pode se ligar a membrana
da coluna facilitando a lavagem para eliminacdo de possiveis contaminantes além de
favorecer a extracdo de alta qualidade de RNA total. Ao final do procedimento, o RNA
foi diluido em 15uL de &gua livre de nuclease. A quantificacdo do RNA total foi
realizada com o auxilio de fluorometro Qubit 2.0. A qualidade do RNA foi demonstrada
através da andlise do nimero equivalente a integridade de RNA (RIN - do inglés RNA
Integrity Number equivalent) utilizando o equipamento “2200 TapeStation RNA
ScreenTape” (Agilente). Um microlitro de amostra foi diluido em 5uL de tampéo de
RNA seguido de agitagdo em vortex IKA a 2000rpm por 1min. Apos isso, as amostras
foram aquecidas a 72°C por 3min seguido de incubacdo em gelo por 2min. Por fim as

amostras foram levadas ao TapeStation para analise de integridade do RNA. O RNA
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purificado e quantificado foi armazenado a -80°C para posterior ensaio de microarray de

expressao.

3.12.2. MICROARRAY DE EXPRESSAO

Para a leitura de microarray, foi utilizando o kit “One-color microaarays-based
gene expression. Analysis” (Agilent technologies, EUA) de acordo com protocolo
fornecido pelo fabricante. O perfil da expressao génica foi avaliado nas células expostas
ou ndo ao fluor. O RNA total obtido durante a fase de extragdo foi utilizado como
molde para a sintese da primeira fita de cDNA, que ocorre através de transcri¢do reversa
com o auxilio da enzima T7 RNA polimerase. A sintese da segunda fita de cDNA serve
de molde para a reacdo da transcricdo in vitro para a producdo de cRNA. O cRNA foi
entdo incorporado ao fluorocromo 3-cianina (Cy-3) utilizando o kit “Low Input Quick
Amp Labeling” (Agilent Technologies) de acordo com protocolo fornecido pelo
fabricante. Em seguida, foi realizada a purificacdo do cRNA. Para isso 84uL de agua
ultra-pura foi adicionada a 350uL de buffer RLT e 250uL de etanol 100%. A solucao foi
transferida para a coluna de purificacdo do kit RNeasy mini spin. A cada amostra foi
adicionado 500pL de tampéo RPE e as amostras foram centrifugadas a 4°C por 60s. Em
seguida, as amostras foram diluidas em 30uL de &gua livre de nucleasse para elui¢do do
RNA purificado. O cRNA foi entdo quantificado por espectrofotometria (em pmol/uL),
onde foi analisado a relacdo de absorbancia (260 nm/280 nm) e a concentragdo de
cRNA (ng/uL) em cada amostra. Para a reagdo de hibridizagcdo, o0 RNA marcado foi
adicionado ao mix de fragmentacdo (300ng de Cyanine 3-labeled, cRNA amplificado,
5uL de 10xGene Expression Blocking Agent, 1uL de 25xFragmentation Buffer e agua
ultra-pura) e incubado a 60°C por 30 min para fragmentar as amostras antes da
hidridizacdo. Em seguida, em cada amostra foi adicionado 25uL de 2x Hi-RPM
Hybridization Buffer a 4°C. Para a hibridizacdo, 40uL de cada amostra foram
adicionadas a lamina de hibridizacdo e em seguida deixados em camara de hibridizacdo
por 17h a 65°C com rotacdo de 10 rpm. Apds esse periodo, a lamina foi lavada e
imediatamente lida no Scanner de microarray da Agilent (G4900DA) (Figura 10). A
seguinte configuracdo foi utilizada para escanear as laminas de microarray de uma cor:
area de escaner: 61 x 21.6 mm; resolucdo de 5um; canal de marcacdo: verde. Em
seguida, as imagens foram obtidas com auxilio do programa Feature Extraction v10.10
e os dados analisado com o auxilio dos programas GeneSpring GX 9.0 e IPathwayguide
(ADVAITA Bioinformatics Company). A identificacdo dos genes seguiu um critério de

restricdo com um fold change > 2, ou seja, foram considerados somente 0s genes que
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foram encontrados por estar duas vezes mais ou menos expressos quando comparados

com o grupo controle.
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Figura 11: Desenho esquematico da metodologia utilizada para ensaio de microarray de uma cor.

3.12.3. ANALISE DE BIOINFORMATICA

Para realizar as analises funcionais e para as buscas de vias de sinalizacdo
diferencialmente expressas ap6s a exposicao ao fluor, foi utilizado o programa DAVID
e a base de busca do Gene Ontology (GO). Foram consideradas apenas as vias que
apresentaram um valor de p<0,05. Para as analises foi realizado cluster hierarquico para
agrupar vias individuais. Também foi realizado uma rede de interacdo proteina-proteina
no Cytoscape, utilizando o aplicativo String para identificar genes que possuem grande
significancia bioldgica (HubGenes) no contexto da intoxicacdo ao fluor. Para o célculo
dos indices “Degree”, “Stress” e “Betweenness” foi utilizado o aplicativo Centiscape de

acordo com Brhama e colaboradores (2018).

3.13. VALIDAGCAO DA EXPRESSAO GENICA POR RT-QPCR

A validacdo dos genes diferencialmente expressos apos a exposi¢do ao fluor foi
validada através da técnica de RT-PCR quantitativo em tempo real. Para isso, 0 mRNA
de cada amostra foi utilizado para o processo de transcricdo reversa através do kit

GoScript Reverse Trancription System (Promega). Resumidamente, 100ng de mRNA



foi adicionado a 0.5ug/reagdo de Ramdom Primer e incubados a 70°C por 5 minutos.
Em seguida, 15uL de reverse transcription master mix (GoScript buffer, MgCl,, dNTP,
inibidor de ribonuclease e transcriptase reversa) foram adicionados a solugdo contendo
MRNA e primer e incubados a 25°C por 5minutos para anelamento, 42°C por 1h para
extensdo e 70°C por 15min para inativacdo da transcriptase reversa. Para a etapa de
gPCR foi utilizado o kit GoTaq probe gPCR Master Mix (Promega). Para isso, 1L de
cDNA foi adicionado a 19uL de gPCR Master Mix e 1uL de sonda Tagman
(Thermofish) acoplada com o fluoréforo FAM (Quadro 2). As amostras foram
adicionadas em placas de leitura, seladas e lidas no equipamento Bio-Rad CFX96 Real
Time PCR detection system. As configuracGes de ciclagem utilizadas foram: 1 ciclo a
95°C por 2min, 40 ciclos a 95°C por 3s e 40 ciclos a 60°C por 30s. As sequéncias das
sondas utilizadas encontram-se na tabela 2. Os dados foram avaliados no programa CFX

Maestro.

Quadro 2. Sequéncia das sondas utilizadas para a validacdo génica por RT-qPCR

Simbolo do gene NUmero de catalogo
thermofisher
CYP1B1 Hs00164383 m1
PTGE Hs04187819 g1
TBP Hs00427620_m1

3.14. ANALISE ESTATISTICA

Para as analises ndo paramétricas foi utilizado o software Graphpad 5.0. A
diferenca estatistica entre os grupos para cada linhagem foi testada usando andlise de
variancia de um critério (ANOVA) seguido de pés teste Tukey. Para a analise dos dados
de transcriptoma foi utilizado o programa GeneSpring Gx (Agilent). Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo, sendo considerado como significativos 0s

dados que possuiram um p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. A EXPOSICAO AO FLUOR INDUZ MORTE CELULAR NAS CELULAS
U87 SEM OCASIONAR ALTERACOES MORFOLOGICAS APARENTES

Células neuronais e gliais humana das linhagens IMR-32 e U87 foram expostas a
concentracOes crescentes de fluoreto por 10 dias. Para demonstrar o efeito citotoxico do
fluoreto nos primeiramente avaliamos a viabilidade celular e alteracbes na morfologia
das células apos a exposicao. Nossos resultados mostram que o flior ndo é capaz de
induzir morte celular nas células IMR-32 em nenhuma das concentracdes testadas
(Fig.12A). No entanto, quando avaliado o efeito do fluor nas células U87, nossos
resultados mostram que a exposi¢do a 0.22ug/mL é capaz de induzir diminuicdo no

percentual de células vivas (Fig.12B).
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Figura 12: Viabilidade celular. Células da linhagem IMR-31 (A) e U87 (B) foram expostas por 10
dias ao fluor e depois avaliadas pelo método de exclusdo por azul de tripan. Os dados foram avaliados
com ANOVA de uma via com po6s teste Tukey (n=3). Os dados foram mostrados como média + desvio
padrdo e foram considerados como significativos os dados que apresentaram p<0,05. * vs controle.



A andlise morfométrica das células apos a exposi¢cdo ndo revelou nenhuma
alteracdo quando avaliados area do nucleo, perimetro nuclear e indice de redondeza
tanto nas células IMR-32 (Fig. 13G-I) quanto nas células U87 (Fig. 14G- 1). A analise
qualitativa ndo revelou nenhuma caracteristica citopatoldgica evidente nas células IMR-
32 bem como nenhuma reducdo aparente na densidade celular (nimero de
células/campo) (Fig. 13A-F). Por outro lado um significativo efeito citopatico, de
maneira concentracdo dependente, foi observado nas células U87, como a reducdo da
densidade celular, maior espacamento entre as células e estreitamento de projecdes
citoplasmaticas ao longo da célula (Fig. 14A-F).
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Fig 13: Andélise morfoldgica das células IMR-32 ap6s 10d de exposicdo ao fluoreto. As imagens
foram obtidas em micropia de luz com aumento de 22x (A-C) e 40x (D-F). As imagens foram ajustadas e
as células contadas com o programa Imagel. G-I: analise morfométrica das células IMR-32 ap6s a
exposicdo ao fltor. Os dados foram expressos como média + desvio padréo (n=3).
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Fig 14: Analise morfoldgica das células U87 apds 10d de exposicéo ao fluoreto. As imagens foram
obtidas em micropia de luz com aumento de 22x (A-C) e 40x (D-F). As imagens foram ajustadas e as
células contadas com o programa ImageJ. G-I: analise morfométrica das células IMR-32 ap6s a exposi¢do
ao fltor. Os dados foram expressos como média + desvio padréo (n=3).
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4.2. ALTERAQOES NO METABOLISMO ENERGETICO INDUZIDAS PELO
FLUOR EM IMR-32 E U87

NoOs também avaliamos o efeito do flior no metabolismo das células neuronais e
gliais. Nossos resultados demonstram que uma pequena diminui¢do no metabolismo foi
ocasionada nas células IMR-32 ap6s exposicdo a 0.095 e 0.19ug/mL, enquanto
nenhuma alteracdo foi observada apoOs a exposicdo a 0.22ug/ml (Fig.15A). Por outro
lado, a exposicdo ao fllor ocasionou um aumento metabolico nas células gliais quando
comparado com o grupo controle. Esse efeito foi observado somente apds a exposicao a
0.22pug/mL sem nenhuma alteracéo evidente nas demais concentracoes (Fig.15B).
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Figura 15: Metabolismo celular. Células da linhagem IMR-32 (A) e U87 (B) foram expostas por
10 dias ao fldor e depois avaliadas pelo método de redu¢do do MTT. Os dados foram avaliados com
ANOVA de uma via com pds teste Tukey (n=3). Os dados foram mostrados como média * desvio padrdo
e foram considerados como significativos os dados que apresentaram p<0,05. * vs controle.
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Buscando melhor compreender essas alteracBes metabdlicas encontradas nas
células IMR-32 e U87, nds avaliamos o0s niveis de ATP produzido pelas células apos a
exposicdo (Fig.16). Nossos dados sugerem que o flior ndo é capaz de influenciar na
sintese de ATP nas células IMR-32 (Fig.16A). Por outro lado, nas células da glia foi
possivel observar que o fllor pode levar a diminuicdo da sintese de ATP tanto na menor

concentracdo (0.095ug/mL) quanto na maior concentracdo (0.22ug/mL) utilizada
(Fig.16B).
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Figura 16: Sintese de ATP. Células da linhagem IMR-31 (A) e U87 (B) foram expostas por 10
dias ao fldor. A sintese de ATP foi avaliada pelo kit Mitocondrial Tox-Glo (Promega). Os dados foram
avaliados com ANOVA de uma via com pos teste Tukey (n=3). Os dados foram mostrados como média +
desvio padréo e foram considerados como significativos os dados que apresentaram p<0,05. * vs 0

Visto que nenhuma alteracdo significativa foi encontrada em neur6nios apds
exposicao ao fluor, nossos dados sugerem que as células U87 da glia humana sdo mais
susceptiveis aos efeitos tdxicos do fluoreto, quando comparadas com neurdnios da
linhagem IMR-32. Dessa forma, para entender melhor como o flUor exerce toxicidade
nas células U87 as demais analises foram realizadas somente nas células da glia ap6s 10
dias de exposicéo.
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43. A EXPOSIQAO AO FLUOR INDUZ MORTE CELULAR POR NECROSE
EM CELULAS U87

Para compreender os mecanismos de morte celular nas células U87 apds
exposicdo ao fluor, nés avaliamos biomarcadores associados a morte por apoptose
(caspase 3 e 7) e citotoxidade como indicativo de necrose (bis-AAF-R110). Como
mencionado anteriormente, nesse teste é possivel a identificacdo na mesma amostra dos
parametros de viabilidade, citotoxicidade (necrose) e ativacdo de caspase. A figura 17
corrobora nossos resultados de viabilidade obtidos pelo método de excluséo por azul de
tripan, demonstrando que somente na concentragdo de 0.22ug/mL ocorre uma
significativa diminuicdo na viabilidade celular, quando comparada com o grupo
controle. Quando avaliado a presenca da atividade de protease de células mortas, que
perderam a integridade de membrana, nossos resultados corroboram com o observado
nas analises de sintese de ATP e integridade, sugerindo um aumento na citotoxicidade
induzida por 0.22ug/mL de fldor. No entanto, quando avaliado a ativacdo das caspase 3
e 7 nossos resultados demonstram que em nenhuma das concentraces testadas foi

possivel observar a ativagdo de caspases.
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Figura 17: Mecanismos de morte celular. Apos a exposi¢do ao fldor nas células U87 foram avaliados
parametros de morte celular como citotoxicidade (integridade de membrana), viabilidade e ativagdo de
caspase 3/7 através do kit Apotox-triplex assar (Promega). Os dados foram avaliados com ANOVA de
uma via seguido de po6s teste Tukey (n=3). Os dados foram demonstrados como média * desvio padrdo e
foram considerados como significativos os dados que apresentaram p<0,05. * vs 0.
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4.4, METABOLISMO OXIDATIVO OCASIONADO PELA EXPOSIC;AO AO
FLUOR: PAPEL DA GSH

Para compreender o efeito citotoxico do fluor nas células U87, nos avaliamos
biomarcadores de estresse oxidativo ap6s os 10 dias de exposicdo. Para a andlise de
formacdo de especies reativas de oxigénio, nos avaliamos a formagdo de H,O,. N&s
optamos pela analise de H,O; visto que em cultivo celular o perdxido € a espécie reativa
de oxigénio que possui a maior meia vida, além de ser o produto final de outras ERO’S.
Nossos resultados demonstraram que o0 a exposi¢do ao fluor ndo foi capaz de induzir
aumento na formacdo de H,O, (Fig. 18A). Além disso, nenhuma alteracdo na
peroxidacdo de lipideos de membrana foi observada apds a exposicdo ao fluor (Fig.
18B).
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Figura 18: Estresse oxidativo. ApOs a exposicdo ao flior nas células U87 foram avaliados a
producdo de ROS (A) e peroxidacdo de lipideos (B) através do kit ROS-Glo (Promega) e ensaio TBARS,
respectivamente. Os dados foram avaliados com ANOVA de uma via seguido de pés teste Tukey (n=3).
Os dados foram demonstrados como média + desvio padrdo e foram considerados como significativos 0s
dados que apresentaram p<0,05.
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Quando avaliamos o0s niveis de GSH/GSSG nossos resultados demonstram que a
exposicdo a 0.22ug/mL de fluor pode ocasionar uma significativa diminuicdo de

GSH/GSSG quando comparado com o grupo controle (Fig. 19).
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Figura 19: Razdo GSH/GSSG. Apds a exposi¢do ao flior nas células U87 foi avaliada a razdo de
GSH/GSSG através do kit GSH/GSSG-Glo (Promega). Os dados foram avaliados com ANOVA de uma
via seguido de pos teste Tukey (n=3). Os dados foram demonstrados como média + desvio padréo e foram
considerados como significativos os dados que apresentaram p<0,05. * vs 0.
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4.5. FRAGMENTAQAO DO DNA INDUZIDA PELO FLUOR

Para compreender se as alteracfes observadas nas células U87 ap0s a exposicao
ao fluor seriam capazes de induzir danos ao material genético das células, nos também
buscamos avaliar o efeito do flior na integridade do DNA. Nossos resultados
demonstram que somente apds exposi¢cdo a 0.22ug/mL foi possivel observar aumento
da porcentagem de DNA na cauda do cometa, como um indicativo de fragmentacao do
material genético (Fig. 20A). Para compreender como essa fragmentacdo ocorre entre 0s
grupos, nos avaliamos a porcentagem do momento da cauda do cometa. Essa avaliagdo
funciona como um indicativo do padrédo de fragmentacdo, podendo ser utilizado para
diferenciar a fragmentecdo de DNA ocasiona em morte celular induzida por apoptose
(padrdo homogéneo dentro grupo avaliado) e morte celular por necrose (padrao
heterogéneo dentro do grupo). Nossos resultados demonstram que a avaliagdo do
momento da cauda demonstra um padrdo heterogéneo dentro de um mesmo grupo
(observar barra de erro) podendo ser um indicativo de fragmentacdo comum a células

necroticas (Fig. 20B).
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Figura 20: Integridade do DNA pelo teste cometa. Apés a exposi¢do ao fldor nas células U87 foi
avaliado a integridade do DNA pelo método cometa. A) Porcentagem de DNA presente na cabecga €
cauda do comenta. B) Momento da cauda do cometa em porcentagem. Os dados foram avaliados com
ANOVA de uma via seguido de pds teste Tukey (n=3). Os dados foram demonstrados como média +
desvio padrédo e foram considerados como significativos os dados que apresentaram p<0,05. * vs 0.
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4.6. A EXPOSICAO AO FLUOR INDUZ ALTERACOES NO PERFIL
GLOBAL DE EXPRESSAO GENICA DAS CELULAS U87

ApOls a caracterizacdo dos danos citotoxicos e genotoxicos observados pela
exposicdo ao fldor, nds avaliamos o perfil global do transcriptoma das células U87
expostas ou ndo ao fluor. A analise de expressdo génica foi realizada ap6s exposi¢do a
0.095pug/mL e 0.22ug/mL com o intuito de compreender quais genes seriam
diferencialmente expressos em situacdes onde o flior pode ou ndo exercer efeitos
citotdxicos significativos, como os avaliados anteriormente. Nossos resultados mostram
uma significativa alteracdo no perfil global de expressdo em ambas as concentracfes
utilizadas (Fig. 21 e 22). A figura 21 mostra como através da analise de cluster
hierarquico como o perfil global de expressdo génica das celulas expostas sdo mais
similares entre si quando comparadas com o grupo controle. Ja a figura 22A-B mostram
que esses genes possuem significancia estatistica quando aplicado um corte de fold
change maior que 1.5 (pontos em azul e vermelho), para genes que tiveram sua

expressao suprimida (esquerda) ou superexpressa (direita).
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Figura 21: Perfil global de expressdo génica das células U87 expostas ou ndo ao flior, avaliado
pela técnica de microarray de uma cor (Agilent). Analise de cluster hierarquico por padrdo de cores de
epxressdo génica onde cada linha representa um gene diferecialmente expresso, podendo estar down-

regulado (vermelho) ou up-regulado (verde). Os dados foram expressos como Log2FC e avaliados por
ANOVA de uma via com pos teste Tukey, apds correcao por FDR (n=3).
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Figura 22: Perfil global de expressdo génica das células U87 expostas ou ndo ao fluor, avaliado
pela técnica de microarray de uma cor (Agilent). Volcano plot demonstrando o padrao estatistico de genes
diferencialmente expressos que apresentam p<0.05 e FC>1.5 ap6s exposicdo a 0,095ug/mL (A) e 0,22
pg/mL (B). Genes down-regulados sdo mostrados em azul (escuro ou claro) enquanto que genes up-
regulados sdo mostrados em vermelho/laranja. Os dados foram expressos como Log2FC e avaliados por
ANOVA de uma via com pos teste Tukey, apés corre¢do por FDR (n=3).
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Apobs a exposicdo a 0.095ug/mL houve uma diminui¢do na expressdo de 1735
genes e aumento na expressdo de 1047 genes. Ja apds a exposicdo a 0.22ug/mL foi
observada a diminuicdo da expressdo de 1863 genes e aumento da expressdo de 1023
genes. Dentre esses genes, foi observado que 131 genes aparecem diferencialmente
expressos exclusivamente apds a exposicdo a 0.095pg/mL enquanto 235 genes
aparecem exclusivamente apds a exposicdo a 0.22ug/mL quando comparados com o
grupo controle (Fig. 23A-B e tabelas 3 e 4). A analise genica entre as concentracdes
revelou uma maior interferéncia da exposicdo a 0,22jug;mL em genes responsaveis pelo
sistema mitocondrial quando comparado com a exposi¢cdo a menor concentragdo. Esses
genes foram identificados em negrito nas tabelas 3 e 4.

B [ 0.095pg/mL

A [ 0.22pg/mL

Figura 23: Quantidade de genes diferencialmente expressos ap6s exposicdo ao flior. Genes UP-
(A) e DOWN-regulados (B) apds exposicdo a 0,095 (rosa) e 0,22ug/mL (cinza).
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4.7. ANALISE DE ENRIQUECIMENTO GENE ONTOLOGY (GO) BASEADA
NOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

Para entender como o grupo de genes diferencialmente expresso ap0s a exposi¢cdo
ao flaor impacta no fendtipo celular, foi realizada a analise de enriquecimento génico
através do programa DAVID. Essa analise permite a identificacdo de termos GO mais
relevantes em um determinado gene set quando comparado com um grupo Ode
referéncia (controle). A analise de GO revelou que o flior pode interferir nos trés
principais grupos, como componentes celulares (local onde o produto génico atua),
fungdes moleculares (produto génico a nivel bioquimico) e processos bioldgicos
(eventos celulares em que o produto génico contribui). (Fig. 24). Dentre 0s principais
termos GO associados a exposicao ao fltor independente de concentracdo n6s podemos
citar: polimorfismo, splicing alternativo, fosfoproteinas, ligacdo a proteinas, splice
variant, nicleo, citoplasma, acetilagdo, citosol, coiled coil, nucleoplasma, exossomo
extracelular, doencas mutagénicas, membrana, ligacdo ao DNA, ligacdo ao nucleotideo,
tranferase, ligacdo a poly-RNA, ligacdo ao ATP, metilacdo, regido de composicdo
parcial-Pro rich, transducdo de sinal, nucléolos, regido de ligacdo fosfato nucleotideo -
ATP (Fig. 25A e B)
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Figura. 24: Analises GO das trés principais funcdes alteradas ap6s a exposicdo ao fluoreto.
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Figura.25: Principais termos GO altreados ap6s a exposi¢do ao fluoreto. Foram demonstrados

termos que apresentaram p<0.05 e FC>2. Os termos foram obtidos apos analise de enriquecimento
genico.
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4.8. ANALISE DE VIAS MOLECULARES ALTERADAS APOS A
EXPOSICAO AO FLUOR

As principais vias moleculares alteradas apds a exposi¢do ao fllor encontram-se
na Fig.26. Essa analise indica se uma determinada via molecular possui p-valor maior
(laranja) ou menor (cinza) dentro de uma determinada condicdo experimental. Nossos
dados corroboram com as alteracdes fisiologicas encontradas nas células U87,
sugerindo uma importante participacdo da mitocondria na toxicidade do fluor atraves de
uma regulacdo negativa das vias de organizacdo mitocondrial. Também é possivel
observar que a exposicdo ao fldor possui grande impacto nas vias que controlar a
divisdo e ciclo celular, pontos de checagem em G2/M, organizacdo de cromatina e
proteinas de membrana. Nossos dados também sugerem alteracdes na via de sinalizacdo
NFKB mediada pelo TNF-alfa. A figura 27 mostra como 0s genes e Vvias

diferencialmente expressos sdo compartilhados entre as diferentes condicOes
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Figura. 26: Principais vias moleculares alteradas apés a exposi¢do ao fluoreto de acordo com sua
significancia biologica dentro da exposi¢do. O sistema de cores indica valores o valor p em escala
logaritimica.



Figura.27: Distribui¢do genica nas vias moleculares alteradas apds a exposicdo ao fluoreto. O
compartilhamento de genes entre as concentragdes foi demonstrado através de linhas azul claro enquanto
as vias moleculares foram demonstradas através de linhas azul escuro.
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4.9. INTERAC}AO PROTEINA-PROTEINA E ANALISE DE HUB GENES

Na analise de interacdo proteina-proteina baseada a partir dos genes
diferencilamente expressos, foi mostrado quais genes possuiam a maior significaria
biologia no contexto da exposicdo. Os 25 genes mais significativos séo mostrados nas
tabelas 5 e 6. A Figura 28 mostra como esses genes sdo organizados hierarquicamente
nas vias moleculares demonstradas anteriormente e como essas vias interagem entre si.
As cores internas indicam 0S grupos a que cada via pertence enquanto que e a
distribuicédo de cores (preto, branco, cinza escuro e cinza claro) indica a qual condi¢do
0s genes podem ser encontrados (preto 0.095 Down, branco 0.095 Up, cinza escuro 0.22

Down e cinza claro 0.22 Up).
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Figura 28: Rede de interacdo proteina-proteina diferencialmente expressas ap6s a exposi¢do ao
fluoreto. A figura mostra as vias moleculares organizadas hierarquicamente (a legenda mostra apenas o
grupo hierarquicamente mais alto) sob uma mesma cor. Também mostra quais grupos de pathways
possuem relacéo entre si. As cores internas indicam 0s grupos a que cada via pertence e o grafico interno
indica em quais condi¢Bes 0s genes podem ser encontrados (preto para 1x0 Down, branco para 1x0 Up,
cinza escuro para 3x0 Down e cinza claro para 3x0 Up).



Quadro 3: GenesHub identificados apds 10 dias de expos¢do a 0,095ug/mL de fluoreto

Display
name

Query
term

Description

RPS27A | RPS27A

UBAS52

TP53

GNG2

RHOA

AVP

EP300

PIK3R1

APP

CDC20

RPS13

RPS26

RPS3A

GNG5

EGF

GNG8

GNG10

RPS18

RPLS

UBA52

TP53

GNG2

RHOA

AVP

EP300

PIK3R1

APP

CDC20

RPS13

RPS26

RPS3A

GNG5

EGF

GNG8

GNG10

RPS18

RPLS5

ribosomal protein S27a

ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion
product 1

tumor protein p53

guanine nucleotide binding protein (G protein) gamma
2

ras homolog family member A

arginine vasopressin

E1A binding protein p300

phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1
(alpha)

amyloid beta (A4) precursor protein

cell division cycle 20 homolog (S, cerevisiae)
ribosomal protein S13

ribosomal protein S26

ribosomal protein S3A

guanine nucleotide binding protein (G protein) gamma
5

epidermal growth factor

guanine nucleotide binding protein (G protein) gamma
8

guanine nucleotide binding protein (G protein) gamma
10

ribosomal protein S18

ribosomal protein L5

56

Degre Betweenne Stres

e

157

150

66

58

58

57

56

55

51

49

49

49

49

48

48

47

47

46

44

Ss s
|

9E+0

52.031 5
7E+0

38.660 5
6E+0

52.278 5
7937

5.116 2
2E+0

12.383 5
2E+0

5.335 5
4E+0

33.173 5
2E+0

14.458 5
6110

5.930 4
7797

4,127 4
1E+0

3.445 5
1E+0

3.445 5
1E+0

3.445 5
6848

2.521 0
2E+0

12.386 5
1754

753 2
1754

753 2
1668

909 8
9649

3.301 6



EIF4E

NHP2L1

ANAPC1

RPL7

VAMP2
RPL13A

EIF4E

NHP2L1

ANAPC1

RPL7

VAMP2
RPL13A

eukaryotic translation initiation factor 4E
NHP2 non-histone chromosome protein 2-like 1 (S,
cerevisiae)

anaphase promoting complex subunit 1

ribosomal protein L7

vesicle-associated membrane protein 2
(synaptobrevin 2)

ribosomal protein L13a

42

42

42

42

41
39

10.945

8.481

3.128

2.006

7.493
833

57

1E+0

5

1E+0

6282

7830

2E+0

4664



Quadro 4: GenesHub identificados apds 10 dias de expos¢do a 0,22ug/mL de fluoreto

Query term Description
RPS27A ribosomal protein S27a
ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion
UBA52 product 1
TP53 tumor protein p53
RHOA ras homolog family member A
guanine nucleotide binding protein (G protein)
GNG2 gamma 2
EP300 E1A binding protein p300
RPS13 ribosomal protein S13
RPS26 ribosomal protein S26
RPS29 ribosomal protein S29
RPS3A ribosomal protein S3A
phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1
PIK3R1 (alpha)
AVP arginine vasopressin
CDC20 cell division cycle 20 homolog (S, cerevisiae)
RPS18 ribosomal protein S18
RPL5 ribosomal protein L5
APP amyloid beta (A4) precursor protein
EGF epidermal growth factor
RPL7 ribosomal protein L7
RPL17 ribosomal protein L17

Degre
e

166

159

68

60

57

57

55

55

55

55

54

53

52

52

51

51

49

48

48

58

Betweenness  Stres

S
1E+0

56385,28741 6
8E+0

44037,39955 5
6E+0

53789,31745 5
2E+0

12890,80308 5
8750

5394,084727 0
4E+0

33782,33453 5
2E+0

3312,716869 5
2E+0

3312,716869 5
2E+0

3312,716869 5
2E+0

3312,716869 5
2E+0

13400,28019 5
2E+0

5649,93148 5
9241

4748,525366 4
1839

864,7576048 4
1E+0

3444,003192 5
8511

7428,207944 8
2E+0

11162,2682 5
1E+0

2188,025528 5
9408

1980,324078 6



RPL23A

EIF4E

GNG5

RPL13A

GNG8

SNORDG68

ribosomal protein L23a

eukaryotic translation initiation factor 4E
guanine nucleotide binding protein (G protein)
gammab

ribosomal protein L13a

guanine nucleotide binding protein (G protein)

gamma 8

ribosomal protein L13

47

46

46

45

45

45

1648,109603

13266,36613

2597,896754

923,3499458

747,8967541

952,0858267

59

9219

2E+0

6960

6850

1819

6283
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4.10. AMPLIFICAGAO E VERIFICACAO DA EXPRESSAO DIFERENCIAL
DE GENES POR RT-QPCR

A analise quantitativa por RT-gPCR foi utilizada para validar 0s genes
diferencialmente expressos encontrados na analise de microarray. Dois genes foram
validados, tendo a sua quantificacdo sido demonstrada em relacdo a expressao relativa de
TBP, um gene constitutivo que ja foi demonstrado por ndo ser diferencimente expresso apés a
exposicdo ao fluor. Nossos resultados sugerem que o fllor pode ocasionar o aumento na
expressdo dos genes CY1B1 e PTGE, validando dessa forma os achados encontrados na
andlise do microarray (Fig. 29).
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Figura. 29: Quantificacdo dos genes diferencialmente expressos por RT-gPCR. Foram
quantificados os genes CY1B1 e PTGE com expressao relativa ao gene constitutivo TBP. As analises
foram realizadas em duplicata e 0s resultados expressos como média + desvio padrdo e foram

considerados como significativos os dados que apresentaram p<0,05. * vs controle, # vs 0.095.



5. DISCUSSAO

Neste trabalho nds demonstramos que a exposicdo de longa duracéo ao fluoreto é
capaz de ocasionar alteracdes funcionais em células da glia humana em cultivo celular..
Nossos resultados apontam que a exposi¢do ao fluor pode ocasionar diminui¢cdo no
percentual de células vivas, alteragdes morfologicas e no metabolismo celular,
disfuncdo mitocondrial, diminui¢cdo nos niveis de GSH/GSSG bem como danos ao
material genético de células gliais da linhagem U87. Para compreender os mecanismos
moleculares envolvidos na toxicidade do fluor em células da linhagem U87, este
trabalho demonstrou a alteracdo no perfil global de expressdo génica das células gliais,
com diminuicdo na expressdo de 1735 genes e aumento na expressdo de 1047 genes
apos exposicdo a 0.095ug/mL e a diminuigdo da expresséo de 1863 genes e aumento da
expressdo de 1023 apo6s exposicdo a 0.22ug/mL. Nos também destacamos as principais
vias moleculares alteradas ap6s a exposi¢do, como a via de sinalizacdo TNF-alfa via
NFK-B, evidenciando genes com significativa importancia biologia (genes hub) como
os genes PTGES3, EP300, CYP1B1, RPS27A.

Para demonstrar as alteracfes ocasionadas pelo flior no SNC, nds optamos por
utilizar linhagem de células humanas. Os teste in vitro representam uma alternativa a
experimentacdo animal com o intuito de reduzir, repor e refinar os modelos
experimentais atualmente utilizados, de acordo com a lei dos 3R’s (North e Vulp,
2010). Além disso, diversos trabalhos na literatura tem demonstrado que ha uma boa
correlacdo entre os dados encontrados em cultura de células primarias e linhagens
celulares (Ekwall e col., 1990). Sendo assim, a reducdo do sacrificio de animais aliado a
facil manutencgdo e resultados mais preditivos de estudos toxicoldgicos em linhagem
celulares, faz desse modelo uma excelente alternativa de estudo. Isso se torna ainda
mais importante quando se analisa o efeito de xenobidticos no SNC, onde os efeitos em
humanos sdo dificeis de serem identificados devido a complexidade das analises e
questbes éticas evolvendo pesquisas em seres humanos. Dessa forma, estudos onde se
faz necessario a identificacdo de vias moleculares em resposta a toxicidade de
xenobioticos sdo importantes para a identificacdo de ferramentas moleculares que

possam ser uteis para estratégias de tratamentos e prevencao a toxicidade.

Sabendo-se que a exposi¢do de humanos ao fluor acontece de maneira constante
durante longos periodos da vida tanto através da ingestdo de agua fluoretada como do
consumo de diversos alimentos que contém fllor na sua composicao, neste trabalho nés

procuramos mimetizar um modelo de exposi¢do de longa duracdo em cultura celular.
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Dessa forma, as células foram expostas a cada dois dias a solu¢do contendo
0.095ug/mL a 0.22ug/mL de fluor e apds 10 dias de exposicao foram realizados os teste
para identificar alteracdes na fisiologia celular, como viabilidade, metabolismo, estresse
oxidativo, bem como para identificar possiveis alteracdes génicas nas principais células
do SNC. A escolha das concentragdes utilizadas foi baseada na concentragdo de fltor
encontrado no sangue e plasma de populagcdes que possuem contato com agua de
abastecimento publico fluoretada e de populacbes que vivem em regides de exposicao
endémica e apresentam quadro de fluorose dentaria (Hennon e col., 1969; Cardoso e
col., 2006; Sener e col., 2007; Ahmed e col., 2012, Kumar e col., 2017).

Dessa forma, noOs primeiramente procuramos avaliar se as concentracfes
utilizadas seriam capazes de induzir alteracbes celulares mais grosseiras, como
diminuicdo na viabilidade celular, alteragdes morfoldgicas e no metabolismo das células
gliais (U87) e neuronais (IMR-32). Nossos resultados indicaram que o flior induz
morte celular somente nas células U87 apds exposicdo a 0.22ug/mL, sugerindo que
essas céelulas apresentam maior sensibilidade quando comparada com células IMR-32
expostas a mesma concentracdo de fldor. Estudos conduzidos em modelos animais que
avaliam a citotoxicidade do flior no SNC geralmente mostram alteracdes teciduais de
maneira geral, sem a identificacdo dos tipos celulares que sdo alterados apds a
exposi¢do. A participagdo das células da glia na resposta a toxicidade do flior no SNC
ja foi demonstrada, sugerindo que tanto a exposicdo a baixas (10ppm) quanto a altas
concentracdes (100ppm) podem ser capazes de induzir a reatividade glial apés 4 e 11
semanas de exposicdo, respectivamente (Akinrinade 2015; Shivarajashankara 2002).
Por outro lado, estudos que sugerem a inducdo de morte celular em cultura de neurénios
de diferentes espécies (Homo sapiens, Gallus galus, Mus musculus) geralmente utilizam
concentracdes tdo elevadas que nao representam a realidade de exposicdo a que seres
humanos estdo expostos. Por exemplo, a morte celular e ativacdo de caspase 3,
aparecem quando cultura de neurdnios primarios de rato e células humanas da linhagem
SHSY-5Y sdo expostas de forma aguda a concentragdes acima de 40ug/mL (Zhang et
al.,, 2007; Xu et al.,, 2009). Sabendo-se que a provavel dose toxica do fluoreto
corresponde a 5mg de fldor por Kg (Whitford 2011), no cenario proposto seria

necessario a ingestdo de 200L de solucéo contendo fltor por Kg de massa corporea.

Sabendo-se que a normal morfologia também pode ser um indicativo da salde
celular em cultivo, nos realizamos analises de morfometria para demonstrar parametros

relacionados a area do nucleo e citoplasma. Nossos resultados indicaram que somente
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nas celulas da linhagem U87 foi possivel observar estes tipos de alteragdo, sugerindo
que o flor pode ocasionar alteracdes estruturais nas células da glia que podem estar

relacionadas com a inducéo de toxicidade e morte celular.

Outro ponto importante a ser analisado esta relacionado a fisiologia metabdlica,
onde parametros relacionados a mitocondria, a principal fonte de energia das células,
pode servir como indicativo de toxicidade de xenobioticos (Abdelwahid e col., 2011;
Mason e Rathmell, 2011). Dessa forma, n6s avaliamos dois pardmetros: a reducdo do
MTT pela enzima NADPH presente tanto em mitocéndrias como no citoplasma celular
e a sintese de ATP. A analise de metabolismo pelo método do MTT revelou uma
discreta alteracdo em neurdnios apds exposicdo a 0,095 e 0,19ug/mL enquanto que
nenhuma alteracdo foi observada apds exposicdo a 0,22ug/mL. No entanto, quando
observado a sintese de ATP, nenhuma alteragdo significativa foi observada. Dessa
forma, acreditamos que apesar da diferenca estatistica apontada ap6s a analise de
metabolismo pelo método MTT, nenhum efeito bioldgico pode realmente ser observado
nesse tipo celular. Por outro lado, quando avaliadas as células U87, foi possivel
observar um aumento no metabolismo apds a exposicdo a maior concentracdo de flaor
(0,22ug/mL). Os niveis de ATP no entanto, aparecem diminuidos desde a exposi¢do a
menor concentracdo (0,095ug/mL), sugerindo que nessas células o fldor pode atuar
como uma toxina de mitocondria mesmo em concentracbes mais baixas que ndo sdo

capazes de induzir a morte celular.

Diversos estudos ja demonstraram que o fluor pode atuar como uma toxina de
mitocondria tanto em modelo animal quanto em cultivo celular (Anuradha e col.2011;
Barbier e col., 2010; Song e col., 2017; Tu e col., 2018; Tan e col., 2018; Wei e col.,
2018). Essas alteracBes na mitocéndria levam ao comprometimento do normal
funcionamento da cadeia respiratdria e isso acontece principalmente devido a inibicédo
de Na'/K*-ATPase e diminuicdo na producio de ATP (Murphy e col., 1992; Suketa e
col., 1995; Kravtsova e col., 2004; Adamek e col., 2005; Xu e col., 2007). Sabendo que
nossos resultados sugerem que nas concentracdes utilizadas o flGor exerce efeito na
funcdo mitocondrial somente de células da glia humana sem nenhum efeito em
neurodnios, é possivel que as células da glia atuem como alvo primario da toxicidade, no

entanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios para elucidar esta hipotese.

E importante lembrar que o status metabdlico das células pode estar intimamente
ligado aos processos de manutencdo da viabilidade e proliferacéo celular, sendo por este

motivo que toxinas que sdo capazes de comprometer o normal funcionamento do
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metabolismo celular serem consideradas possiveis candidatas a induzir a morte celular
apos longo prazo de exposicao (Orrenius e col., 2010; Tang e col., 2019). Além disso,
estudos sugerem que alteracdes metabodlicas podem estar relacionadas com danos ao
material genético devido a formacéo de especies reativas de oxigénio (Higuchi, 2003;
Bajt e col., 2007)

Dessa forma, baseado nos resultados encontrados nds optamos por aprofundar os
estudos de toxicidade do flior somente nas células U87 com o intuito de demonstrar
quais as principais alteracdes fisiologicas e genéticas seriam induzidas apds a exposi¢do
nesse tipo celular. Sabendo-se que as alteracdes de mitocéndria possuem relacdo direta
com os mecanismos de morte celular (Orrenius e col., 2010; Tang e col., 2019), nds
procuramos entender entdo como o flGor ocasiona morte nas células U87. O teste
utilizado fornece trés pardmetros de analise voltado para viabilidade -celular,
citotoxicidade e ativacdo de caspase 3 e 7. A analise de citotoxicidade funciona como
um indicativo de que células perderam sua integridade de membrana, o que pode revelar
a inducdo de necrose primaria. Nossos resultados de viabilidade corroboram com o
demonstrado pelo teste de exclusdo por azul de tripan, validando nossa técnica. Além
disso, foi observado um aumento da citotoxicidade ap6s exposi¢cdo a 0.22ug/mL
enquanto que nenhuma ativacdo de caspase 3 ou 7 foi observada nas células expostas ao
fldor. Nossos resultados indicam um mecanismos de morte celular independente da
ativacdo de caspases 3 e 7 e com perda de integridade de membrana, caracteristicas
essas similares a morte celular por necrose (Linkermann e col., 2014; Tang e col.,
2019).

Em seguida nds procuramos avaliar se essa toxicidade observada nas células U87
seriam ocasionadas devido ao desbalanco oxidativo induzido pela exposicédo ao fluor. A
dosagem de H,0,, a EROS mais estavel em cultivo celular, mostrou que a exposicao a
10 dias ao fluor ndo ocasiona alteracdo nos niveis de EROS nem peroxidacdo de
lipideos de membrana. No entanto, quando avaliamos os niveis de GSH/GSSG foi
possivel observar uma significativa diminuicdo ap0s a exposicdo a 0,22ug/mL. A
literatura sugere que o flGor é um potente inibidor enzimatico (Adamek e col., 2005),
atuando principalmente nas enzimas do sistema glutationa (Campos-pereira, 2017;
Podder e col., 2010). Essas alteracBes no sistema glutationa ja foram demonstrada em
estudos em humanos e em diferentes modelos in vivo (Shivarajashankara e col., 2001;
Chouhan e col., 2008; Flora e col., 2009; Miranda e col., 2018). In vitro, ja foi

demonstrado em células pancreaticas (3TC-6), neurénios hipocampais primarios de rato
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e hepatécitos (rato e HepG2) (Morgan e col., 2002; Zhang e col., 2007; Garcia-
Montalvo e col., 2009). Sendo assim, nossos resultados corroboram com o encontrado
na literatura e demonstram que os niveis de GSH/GSSG também sdo alterados apos

exposicao de células da glia ao fluor.

A glutationa representa uma importante enzima antioxidante no combate aos
radicais livres, no entanto, sabendo-se que a exposicao ao fluor nas células U87 nao foi
capaz de aumentar os niveis de EROS, uma possivel explicacdo para a diminui¢do da
razdo GSH/GSSG pode estar na diminui¢do dos niveis de ATP produzidos nas células
apos a exposicao. A sintese de glutationa acontece através de duas reacdes enzimaticas
de maneira dependente de ATP, entdo em situacbes onde ocorre a diminuicdo na
producdo de ATP é possivel que ocorra alteracbes no sistema glutationa sem
necessariamente estar relacionado com o aumento de EROS na célula (Shelly, 2013).

Sabendo-se que a disfuncdo mitocondrial é responsavel pela liberacdo de
proteinas que interferem diretamente na integridade do material genético da célula (Bajt
e col., 2007), nos entdo procuramos avaliar a integridade do DNA das células apds a
exposicdo. Nossos resultados apontaram para um discreto aumento na fragmentacao do
DNA (porcentagem de DNA presente na cauda do cometa) quando as células foram
expostas a 0,22ug/mL. Essa fragmentacdo aparece de maneira independente a morte
celular mediada por apoptose, sendo assim, é importante ressaltar que essa
fragmentacdo de DNA pode funcionar como um indicador de necrose que ocorreu apds
dias de exposicdo a um composto citotdxico, corroborando com os resultados
demonstrados anteriormente. Estudos recentes tem sugerido que a fronteira entre as
diferentes caracteristicas de morte mediada por apoptose ou necrose tem sido cada vez
mais dificeis de serem observadas (Brauchle e col., 2013; Yuan e col., 2016; Tang e
col.,, 2019). Em um estudo realizado em células Jukart foi demonstrado que nos
primeiros estagios da necrose é possivel observar fragmentacdo de DNA de maneira
especifica, atraves de cortes somente nas extremidades 5°. Acredita-se que a ruptura na
membrana celular induzida pela morte por necrose seja capaz de liberar nucleases que
danificam o proprio material genético da célula, no entanto, 0s mecanismos desse tipo
de fragmentacdo ainda ndo sdo completamente compreendidos (Fairbairn e O’Neill,
1995, Didenko e col., 2003). Uma maneira de tentar distinguir a fragmentagdo do DNA
na morte por apoptose e necrose é através da quantificagdo do momento da cauda do
cometa realizado através do ensaio cometa. O momento da cauda pode ser calculado

atraves do produto do comprimento da cauda com o percentual de DNA presente na
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cauda. Sendo assim, células apoptoticas apresentam um momento homogéneo enguanto
células necréticas apresentam momento heterogénea, com uma diminui¢cdo nas
diferencas quantificaveis entre 0 DNA danificado e 0 DNA néo danificado (Fairbairn e
O’Neill, 1995, Olive e col., 1999). Sendo assim, nossos resultados sugerem que a
exposicao de longa duracdo ao fldor pode levar as células da linhagem U87 a morrer por

necrose.

Apobs demonstrar as principais alterac@es fisiologicas e bioquimicas encontradas
nas células U87, nos realizamos um mapeamento do perfil global de expressdo génica
para elucidar os mecanismos moleculares da toxicidade do fluor. Nossos resultados
demonstraram uma significativa alteracdo no perfil de expressdo genica mesmo na
menor concentracdo utilizada. Esse resultado indica que mesmo as concentracOes de
flior que ndo apresentam toxicidade evidente ao organismo devem ser observadas com
cautela. Sabendo-se que todo e qualquer composto pode ser capaz de ocasionar
alteracBes prejudiciais ao organismo, dependendo do tempo de exposicdo e
concentragdo/dose, nossos dados sugerem que mesmo a exposicdo a baixas
concentracdes de fldor podem ser potencialmente prejudiciais, pois sdo capazes de
alterar o perfil de expressdo genica das células. Quando avaliamos oa genes
diferencialmente expressos nas duas condicBes experimentais, nossos resultados
indicaram uma grande similaridade entre genes down e up regulados apds a exposi¢do
0.095 e 0.22ug/mL. No entanto, 131 genes apareceram exclusivamente regulados apés

exposicdo a 0.095 e 144 genes exclusivamente na exposi¢do a 0.22ug/mL.

Diversos trabalhos ja demonstram que a exposicdo ao fluor pode ocasionar
alteracbes na expressdo de genes em diferentes modelos in vitro, como cultura de
células de osteosarcoma, células epiteliais, odontoblastos, linfocitos e células neuronais
da linhagem SHSY-5Y (Wurtz e col., 2008; Liu e col., 2011; Tabuchi e col., 2014; He e
col., 2015; Ghandi e col., 2016). Sendo assim, o presente estudo é o primeiro a
demonstrar alteracdes do perfil de expressdao génica de células da glia humana da
linhagem U87, sendo que nossos resultados podem trazer novas ideias para elucidar os

mecanismos de toxicidade do flior no SNC.

Nas ceélulas do trato oral, as alteracbes génicas encontradas sdo geralmente
relacionadas a alteragdes no balango oxidativo, metabolismo mitocondrial, condensacéo
de cromatina e morte celular (Wurtz e col., 2008; Tabuchi e col., 2014; Ghandi e col.,
2016). Nossos resultados corroboram com o encontrado na literatura, sugerindo que a

toxicidade do fldor possui intima relagdo com danos de mitocondria, estresse oxidativo
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e danos ao material genético em diferentes tecidos do organismo. Sabendo-se que o
fldor ja foi apontado como uma toxina de mitocéndria, é possivel que os principais
efeitos toxicologicos observados sejam ocasionados por dano primario nessa organela.
Nossos resultados demonstram que uma série de genes relacionados com o normal
funcionamento da mitocondria foram diferencialmente expressa nos grupos tratados
com fldor. Dentre esses genes podemos citar, GPD2, TFAM, PARP14, MGARP,
PARP9, SLC25A16, ATPAF1, GPAM, CYB5R4, CYP1B1, CYB5RL que sdo up-
regulados e CTSE, MRPL2, PARP10, PARP12, TOMM40, POLRMT, HGNC, TIMM50,
MRRF, ND4, FTMT, MRPS2,SLC25A6, ERAL1, AIF1L, SARS2,ATP5D, ND3,
SLC25A25,MPV17L2, TUFM, TOMM34, MTG1, SLC25A28, MRM1, MAVS, MPRS12,
BID, MRPS36, ND2, BCS1L, CYP2R1, CYP4F11, UQCRC1, CYP4F8, UQCR10, SCO2
que sdo down-regulados tanto apds exposi¢do a 0.095 quanto a 0.22pg/mL. Ja os genes
PMPCA aparece down-regulado exclusivamente apds exposicdo a 0,095 enquanto que
0os genes MRPS21, MIEF2, MRPS12 e CYCL1 aparecem exclusivamente no grupo
exposto a 0,22ug/mL. A alteracdo nesse grupo de genes € responsavel por direcionar
alteracfes nos processos bioldgicos relacionados a organizacdo mitocondrial, que de
acordo com o Gene Ontology resulta em problemas na sintese dos componentes

mitocondriais bem como na replicacdo do genoma.

Nossos resultados também demonstraram uma significativa alteracdo em genes
responsaveis pela sintese de glutationa, como a supressdo dos genes GSTO1, HAGHL,
CHACL. Esses genes sdo responsaveis pelo controle oxidativo e metabolismo mediado
pela glutationa. No SNC, os niveis de glutationa sdo maiores nas células da glia do que
em neurbnios e € bem estabelecido na literatura a importancia da manutencdo da
glutationa neuronal pelas células gliais (Dringen e col., 1999; Sagara e col., 1993;
Barreto e col., 2011). Estudos também sugerem que a glutationa possui um papel
importante na comunicacdo celular, atuando como um gliotransmissor (Oja e col.,
2000). Esse tripeptideo, por ser formado por residuos de glutamato, seria capaz de
mimetizar o efeito excitatdrio do glutamato, possuindo entdo significativa importancia
no processo de comunicacgdo neuronal. Sendo assim, além da influencia na da glutationa
no balango oxidativo, é importante ressaltar que a diminuigdo nos niveis de glutationa
no SNC pode estar intimamente relacionado com o aparecimento de diversas doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e doenca de Parkison (Jonhson e col., 2012;

Smeyne e Smeyne, 2013; Aoyama e Nakaki 2013).
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Diversos estudos ja demonstraram que o flGor pode ocasionar alteracoes
cognitivas em seres humanos, como a diminuicdo no coeficiente de inteligéncia e o
aumento de casos diagnosticados de déficit de atencdo e hiperatividade em criangas que
vivem em &reas de exposi¢do endémica ao fltor (Lu e col., 2000, Malin e Till, 2015).
No entanto, é importante ressaltar que essas alteragdes cognitivas geralmente sdo
observadas em criancas que possuem altos niveis de fluor (4.99 + 2.57 mg/L)
identificado na urina (Lu e col., 2000). Esse fato levanta duvidas sobre os efeitos a
longo prazo da exposi¢do ao fluor, levando diversos autores a se questionar se a
exposicao por um longo periodo da vida poderia estar relacionada com o aparecimento
de doencas neurodegenerativas em adultos e idosos. Estudos recentes em modelos
animais ja demonstraram que ratos que receberam agua floretada por um longo periodo
apresentam diminuicdo na capacidade de armazenar informacoes, interferindo na
memoria espacial mas ndo na memoria de trabalho (Jiang e col., 2014; Han e col., 2014;
Zhu e col.,, 2017; Sun e col.,, 2018). Além disso, Jetti e colaboradores (2016)
demonstraram que as alteracGes na memdria ocasionas pelo flior podem ser evitadas
através do uso de antioxidantes como vitamina C e Ginkgo biloba, confirmando que as
alteracbes observadas apds exposicdo ao fluor acontecem principalmente devido ao

desbanco oxidativo que pode ser mediado pela mitocondria.

Em relacdo as vias moleculares moduladas pela exposicdo ao fldor, a literatura
sugere a participacdo de vias que possuem papel reconhecido no controle da
sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e morte celular como as vias NF-kB, WNT,
insulina, TGF-beta, hedgehog, VEGF e MAPK (Zhang e col., 2008; Wang e col., 2011).
O papel da via MAPK foi demostrada em modelos de exposicdo em odontoblastos,
sugerindo que a morte celular por apoptose nesse tipo de célula depende mais da
participacdo da via JNK do que da via ERK (Karube e col., 2009). Nossos resultados
apontaram para uma significativa participacdo da via TNF-alfa via NFKB. O fator alfa
de necrose tumoral (TNF) tem sido demonstrado por atuar em diversas vias de
sinalizacdo celular, como inducdo de morte celular e ativacdo da transcrigdo génica na
inducdo de proliferacdo e sobrevivéncia celular (Leong e Karsan, 2000). Apesar de ser
descrito como via de sinalizacdo de morte mediada por apoptose (Baxter e col., 1999;
Chau e col., 2004) diversos trabalhos ja apontaram o papel do TNF-alfa em outras vias
de morte celular independentes da ativacédo de caspase. Por exemplo, ja foi demonstrado
que TNF-alfa é capaz de induzir morte celular tipo necrose de maneira dependente a

inibidores de caspase e de alteragbes na cadeia respiratéria mitocondrial. 1sso
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aconteceria devido & acdo de proteases de caspase que sdo encontradas nas mitocondrias
e sdo liberadas quando ocorre a disfuncdo mitocondrial, sendo este um importante
mecanismos na morte celular tipo necrose (Grooten e col., 1993; Vercammen e col.,
1998; Li e Beg, 2000).

Sendo assim, em resumo, nossos resultados podem indicar que a disfuncédo
mitocondrial induzida pelo fltor nas células U87 é capaz de ocasionar morte do tipo

necrose mediada pelas vias TNF-alfa/NF-kB.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho nds demonstramos pela primeira vez as alteracdes fisiologicas,
bioquimicas e génicas induzidas pela exposicdo ao fluor nas células gliais da linhagem
U87. Essas células apresentaram-se mais sensiveis quando comparadas com células
neuronais da linhagem IMR-32, onde ndo foram encontrados sinais precoces de
toxicidade apds a exposicdo. A analise de expressdo génica nas células U87 indicou a
mitocéndria como um importante alvo da toxicidade do flGor, ocasionando alteracfes de
genes que dirigem a sintese de ATP e glutationa, além de ativar as vias de sinalizagéo
TNF-alfa/NF-kB levando a morte celular do tipo necrose.
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Apendice 1. Genes diferencialmente expressos exclusivamente apos exposic¢do a 0,095 pg/mL de fluoreto

GeneSymbol Description GeneName
0,095ug/mL Down-regulated
Homo sapiens AMMECR1-like (AMMECRLL), .
AMMECRIL transcript variant 1, mMRNA [NM_031445] AMMECRI-like
ANKRD18DP Homo sapiens ankyrin repeat domain 18D, pseudogene ankyrin repeat domain
(ANKRD18DP), non-coding RNA [NR_003291] 18D, pseudogene
PTDSS1 Homo sapiens phosphatidylserine synthase 1 (PTDSS1), phosphatidylserine
transcript variant 1, mRNA [NM_014754] synthase 1
Homo sapiens actin binding LIM protein family, actin binding LIM
ABLIM3 member 3 (ABLIM3), transcript variant 2, mMRNA protein family,
[NM_014945] member 3
Homo sapiens polymerase (RNA) | polypeptide B, polymerase (RNA) |
POLR1B 128kDa (POLR1B), transcript variant 1, mRNA polypeptide B,
[NM_019014] 128kDa
Homo sapiens long intergenic non-protein coding RNA long intergenic non-
LINC01019 1019 (LINC01019), long non-coding RNA protein coding RNA
[NR_033898] 1019
HIPIR Homo sapiens huntingtin interacting protein 1 related huntingtin interacting
(HIP1R), transcript variant 1, mRNA [NM_003959] protein 1 related
YIPF3 Yipl domain family, member 3 [Source:HGNC Yipl domain family,
Symbol;Acc:HGNC:21023] [ENST00000372417] member 3
DCHS1 Homo sapiens dachsous cadherin-related 1 (DCHS1), dachsous cadherin-
mRNA [NM_003737] related 1
LNCipedia lincRNA (Inc-FBX025-4), lincRNA [Inc- .
Inc-FBX025-4 FBX025-4:1] Inc-FBX025-4:1
ABHD17A Homo sapiens abhydrolase domain containing 17A abhydrolase domain
(ABHD17A), transcript variant 1, mMRNA [NM_031213] containing 172
FSTL3 Homo sapiens follistatin-like 3 (secreted glycoprotein) folll(ssteaé:gt-éhke 8
(FSTL3), mMRNA [NM_005860] .
glycoprotein)
DUSP22 Homo sapiens dual specificity phosphatase 22 dual specificity
(DUSP22), transcript variant 2, mMRNA [NM_020185] phosphatase 22
Homo sapiens WAS/WASL interacting protein family, WAS/WASL
WIPF1 member 1 (WIPF1), transcript variant 2, mMRNA interacting protein
[NM_001077269] family, member 1
C90rf114 Homo sapiens chromosome 9 open reading frame 114 chromosome 9 open
(C90rf114), mRNA [NM_016390] reading frame 114
. . fumarylacetoacetate
Homo sapiens fumarylacetoacetate hydrolase domain .
FAHD2A containing 2A (FAHD2A), mRNA [NM_016044] hydrolase domain
containing 2A
Homo sapiens adaptor-related protein complex 2, alpha adaptor-related
AP2A2 2 subunit (AP2A2), transcript variant 2, mRNA protein complex 2,
[NM_012305] alpha 2 subunit
Homo sapiens growth arrest and DNA-damage- growth arrest and
GADD45A inducible, alpha (GADD45A), transcript variant 1, DNA-damage-

MRNA [NM_001924]

inducible, alpha



ARRDC1

HPD

NPIPB5

POLL

SURF6

CSPG4P8

CHCHDA4P4

MTMR3

MFAP3L

NPIPB15

Inc-ST3GAL1-
1

DUX4

CDK5RAP1

SLC25A6

SLFNL1

SLC7A11

FXYD5

ADAM19

CTNNBL1

Inc-SLC12A8-
1

Homo sapiens arrestin domain containing 1 (ARRDC1),
mRNA [NM_152285]

Homo sapiens 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
(HPD), transcript variant 1, mMRNA [NM_002150]

Homo sapiens nuclear pore complex interacting protein
family, member B5 (NPIPB5), mRNA
[NM_001135865]

Homo sapiens polymerase (DNA directed), lambda
(POLL), transcript variant 1, mMRNA [NM_001174084]

Homo sapiens surfeit 6 (SURF6), transcript variant 1,
mRNA [NM_006753]

chondroitin sulfate proteoglycan 4 pseudogene 8
[Source:HGNC Symbol; Acc:HGNC:48359]
[ENST00000612093]

coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 4
pseudogene 4 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:44492] [ENST00000437690]

Homo sapiens myotubularin related protein 3
(MTMR3), transcript variant 3, mMRNA [NM_021090]

microfibrillar-associated protein 3 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:7034] [ENST00000520327]

nuclear pore complex interacting protein family,
member B15 [Source:HGNC
Symbol; Acc:HGNC:34409] [ENST00000429990]

LNCipedia lincRNA (Inc-ST3GAL1-1), lincRNA [Inc-
ST3GAL1-1:1]

Homo sapiens double homeobox 4 (DUX4), mMRNA
[NM_001293798]

Homo sapiens CDKS5 regulatory subunit associated
protein 1 (CDK5RAPL), transcript variant 2, mMRNA
[NM_016082]

Homo sapiens solute carrier family 25 (mitochondrial
carrier; adenine nucleotide translocator), member 6
(SLC25A6), mRNA [NM_001636]

Homo sapiens schlafen-like 1 (SLFNLZ1), transcript
variant 1, mMRNA [NM_144990]

Homo sapiens solute carrier family 7 (anionic amino
acid transporter light chain, xc- system), member 11
(SLC7A11), mRNA [NM_014331]

FXYD domain containing ion transport regulator 5
[Source:HGNC Symbol; Acc:HGNC:4029]
[ENST00000392218]

Homo sapiens ADAM metallopeptidase domain 19
(ADAM19), mRNA [NM_033274]

Homo sapiens catenin, beta like 1 (CTNNBL1),
transcript variant 1, mMRNA [NM_030877]

Q4RES2_TETNG (Q4RES2) Chromosome 13
SCAF15122, whole genome shotgun sequence, partial
(10%) [THC2639066]

arrestin domain
containing 1

4-
hydroxyphenylpyruva
te dioxygenase

nuclear pore complex
interacting protein
family, member B5

polymerase (DNA
directed), lambda

surfeit 6

myotubularin related
protein 3

nuclear pore complex
interacting protein
family, member B15

Inc-ST3GAL1-1:1

double homeobox 4

CDKS5 regulatory
subunit associated
protein 1

solute carrier family
25 (mitochondrial
carrier; adenine
nucleotide
translocator), member

schlafen-like 1

solute carrier family 7
(anionic amino acid
transporter light
chain, xc- system),
member 11

FXYD domain
containing ion
transport regulator 5

ADAM
metallopeptidase
domain 19

catenin, beta like 1

Inc-SLC12A8-1:1
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CORO7

NUP214

NOL6

SARS

GGT1

GAR1

Inc-MTR-1

Inc-RSPH1-4

URGCP

SUMF2

LOC10192707
0

IGF2R

CAB39

ADAMS5

Inc-GNG11-2

LOC10192849
9

RNF150

Inc-SLC12A7-
1

LOC10193063
4

CFAP46

DAB1

RAP2C

Inc-NDFIP2-3

Homo sapiens coronin 7 (CORQY7), transcript variant 1,
mRNA [NM_024535]

Homo sapiens nucleoporin 214kDa (NUP214), mMRNA
[NM_005085]

Homo sapiens nucleolar protein 6 (RNA-associated)
(NOLS), transcript variant alpha, mMRNA [NM_022917]

Homo sapiens seryl-tRNA synthetase (SARS),
transcript variant 1, mMRNA [NM_006513]

Homo sapiens gamma-glutamyltransferase 1 (GGT1),
transcript variant 6, mMRNA [NM_001288833]

Homo sapiens GAR1 ribonucleoprotein (GAR1),
transcript variant 1, mRNA [NM_018983]

LNCipedia lincRNA (Inc-MTR-1), lincRNA [Inc-MTR-
1:1]

LNCipedia lincRNA (Inc-RSPH1-4), lincRNA [Inc-
RSPH1-4:1]

Homo sapiens upregulator of cell proliferation
(URGCP), transcript variant 2, mMRNA
[NM_001077664]

0,095 Up-regulated

Homo sapiens sulfatase modifying factor 2 (SUMF2),
transcript variant 2, mMRNA [NM_015411]

Homo sapiens uncharacterized LOC101927070
(LOC101927070), long non-coding RNA [NR_126337]

Homo sapiens insulin-like growth factor 2 receptor
(IGF2R), mRNA [NM_000876]

Homo sapiens calcium binding protein 39 (CAB39),
transcript variant 1, mMRNA [NM_016289]

Homo sapiens ADAM metallopeptidase domain 5
(pseudogene) (ADAMS5), non-coding RNA
[NR_001448]

LNCipedia lincRNA (Inc-GNG11-2), lincRNA [Inc-
GNG11-2:2]

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized
LOC101928499 (LOC101928499), ncRNA
[XR_248132]

Homo sapiens ring finger protein 150 (RNF150),
mRNA [NM_020724]

LNCipedia lincRNA (Inc-SLC12A7-1), lincRNA [Inc-
SLC12A7-1:1]

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized
LOC101930634 (LOC101930634), ncRNA
[XR_248595]

Homo sapiens cilia and flagella associated protein 46
(CFAP46), mMRNA [NM_001200049]

Dab, reelin signal transducer, homolog 1 (Drosophila)
[Source:HGNC Symbol; Acc:HGNC:2661]
[ENST00000371230]

Homo sapiens RAP2C, member of RAS oncogene
family (RAP2C), transcript variant 2, mMRNA
[NM_021183]

LNCipedia lincRNA (Inc-NDFIP2-3), lincRNA [Inc-
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coronin 7

nucleoporin 214kDa

nucleolar protein 6
(RNA-associated)

seryl-tRNA
synthetase

gamma-
glutamyltransferase 1

GAR1
ribonucleoprotein

Inc-MTR-1:1

Inc-RSPH1-4:1

upregulator of cell
proliferation

sulfatase modifying
factor 2

uncharacterized
LOC101927070

insulin-like growth
factor 2 receptor

calcium binding
protein 39

ADAM
metallopeptidase

domain 5
(pseudogene)

Inc-GNG11-2:2

uncharacterized
LOC101928499

ring finger protein
150

Inc-SLC12A7-1:1

uncharacterized
LOC101930634

cilia and flagella
associated protein 46

Dab, reelin signal

transducer, homolog 1
(Drosophila)

RAP2C, member of
RAS oncogene family

Inc-NDFIP2-3:1



PPIB

Inc-
AL591845.1-2

SMAP2

C60orf89

MIR670HG

Inc-TRIM29-1

PAHAL

NSUNG6

XLOC_I2_011
001

WRB

CCDC63

SUMO2

RIMKLB

OXTR

Desconhecido

NPEPPS

ITFG1

DHFRL1

FAM169A

Inc-ERP44-3

HIST1H4F

TNFAIP3

LNCipedia lincRNA (Inc-AL591845.1-2), lincRNA
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NDFIP2-3:1]
. . . - peptidylprolyl
Homo sapiens peptidylprolyl isomerase B (cyclophilin isomerase B
(cyclophilin B)

B) (PPIB), mRNA [NM_000942]
Inc-AL591845.1-2:2

[Inc-AL591845.1-2:2]
Homo sapiens small ArfGAP2 (SMAP2), transcript small ArfGAP2

variant 1, mRNA [NM_022733]

Homo sapiens chromosome 6 open reading frame 89 chromosome 6 open
reading frame 89

(C60rf89), transcript variant 1, mMRNA [NM_152734]
PREDICTED: Homo sapiens MIR670 host gene (non-

protein coding) (MIR670HG), transcript variant X1, (r']\g:]Ffﬁrz)Ote?r?scto%eize)

ncRNA [XR_109044] P 9

LNCipedia lincRNA (Inc-TRIM29-1), lincRNA [Inc- .

TRIM29-1:2] Inc-TRIM29-1:2

Homo sapiens prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide | prolyl 4-hydroxylase,

(P4HAL), transcript variant 3, mMRNA [NM_001142595] alpha polypeptide |

Homo sapiens NOP2/Sun domain family, member 6 NOP2/Sun domain

(NSUNG6), mRNA [NM_182543] family, member 6

BROAD Institute lincRNA (XLOC_I2_011001),
lincRNA [TCONS_I2_00020967]
Homo sapiens tryptophan rich basic protein (WRB), tryptophan rich basic
transcript variant 1, mRNA [NM_004627] protein
Homo sapiens coiled-coil domain containing 63 coiled-coil domain
(CCDCB63), transcript variant 1, mMRNA [NM_152591] containing 63

SUMO?2 pseudogene 8 [Source:HGNC
Symbol; Acc:HGNC:39018] [ENST00000434672]

Homo sapiens ribosomal modification protein rimK-like _r_lbos_omal .
: . h modification protein
family member B (RIMKLB), transcript variant 1, . . .
rimK-like family
member B

MRNA [NM_020734]

Homo sapiens oxytocin receptor (OXTR), mRNA oxytocin receptor

[NM_000916]

BX117672 Soares_testis NHT Homo sapiens cDNA
clone IMAGpP998N024171, mRNA sequence
[BX117672]

Homo sapiens aminopeptidase puromycin sensitive aminopeptidase
(NPEPPS), mRNA [NM_006310] puromycin sensitive
integrin alpha FG-
GAP repeat

Homo sapiens integrin alpha FG-GAP repeat containing
containing 1

1 (ITFG1), mRNA [NM_030790]

Homo sapiens dihydrofolate reductase-like 1 dihydrofolate
(DHFRL1Y), transcript variant 2, mMRNA [NM_176815] reductase-like 1
Homo sapiens family with sequence similarity 169, family with sequence
member A (FAM169A), transcript variant 1, mMRNA similarity 169,

[NM_015566] member A

LNCipedia lincRNA (Inc-ERP44-3), lincRNA [Inc- INC-ERP44-3'5

ERP44-3:5]

DB526434 RIKEN full-length enriched human cDNA
library, testis Homo sapiens cDNA clone H013092G21
3', mRNA sequence [DB526434]

Homo sapiens histone cluster 1, H4f (HIST1H4F), .
MRNA [NM_003540] histone cluster 1, H4f

XM_853289 tumor necrosis factor alpha isoform 3
{Canis familiaris} (exp=-1; wgp=0; cg=0), partial (5%)



LOC10272478
5

ZPBP

PLGLB1

Desconhecido

CTCFL

SNTG1

ANGPT4

LOC10192901
9

Inc-
FAM120A0S-
2

LOC10192958
4

MLNR

LAMTOR2

DLGAP1

PLEK

LOC10192957
2

FLJ36000

LOC10050613
6

Inc-MTHFSD-
3

SEC22B

CMAHP

[THC2701640]

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized
LOC102724785 (LOC102724785), transcript variant
X1, ncRNA [XR_425793]

zona pellucida binding protein [Source:HGNC
Symbol; Acc:HGNC:15662] [ENST00000465922]

Homo sapiens plasminogen-like B1 (PLGLB1), mRNA
[NM_001032392]

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized
LOC100507486 (LOC100507486), misc_RNA
[XR_109525]

Homo sapiens CCCTC-binding factor (zinc finger
protein)-like (CTCFL), transcript variant 2, mMRNA
[NM_080618]

Homo sapiens syntrophin, gamma 1 (SNTG1),
transcript variant 1, mMRNA [NM_018967]

Homo sapiens angiopoietin 4 (ANGPT4), mMRNA
[NM_015985]

Desconhecido

LNCipedia lincRNA (Inc-FAM120A0S-2), lincRNA
[Inc-FAM120A0S-2:1]

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized
LOC101929584 (RP11-319E16.1), transcript variant
X4, ncRNA [XR_424301]

Homo sapiens motilin receptor (MLNR), mMRNA
[NM_001507]

Homo sapiens late endosomal/lysosomal adaptor,
MAPK and MTOR activator 2 (LAMTOR?2), transcript
variant 1, mRNA [NM_014017]

discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 1
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2905]
[ENST00000581550]

Homo sapiens pleckstrin (PLEK), mMRNA
[NM_002664]

Homo sapiens uncharacterized LOC101929572
(LOC101929572), long non-coding RNA [NR_110504]

Homo sapiens uncharacterized FLJ36000 (FLJ36000),
long non-coding RNA [NR_027084]

Homo sapiens uncharacterized LOC100506136
(LOC100506136), long non-coding RNA [NR_038948]

LNCipedia lincRNA (Inc-MTHFSD-3), lincRNA [Inc-
MTHFSD-3:1]

Homo sapiens SEC22 vesicle trafficking protein
homolog B (S. cerevisiae) (gene/pseudogene)
(SEC22B), mRNA [NM_004892]

Homo sapiens cytidine monophospho-N-
acetylneuraminic acid hydroxylase, pseudogene
(CMAHP), transcript variant 1, non-coding RNA

[NR_002174]
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uncharacterized
LOC102724785

zona pellucida
binding protein

plasminogen-like B1

CCCTC-binding
factor (zinc finger
protein)-like

syntrophin, gamma 1

angiopoietin 4

uncharacterized
LOC101929019

Inc-FAM120A0S-2:1

uncharacterized
LOC101929584

motilin receptor

late
endosomal/lysosomal
adaptor, MAPK and
MTOR activator 2

discs, large
(Drosophila)
homolog-associated
protein 1

Pleckstrin

uncharacterized
LOC101929572

uncharacterized
FLJ36000

uncharacterized
LOC100506136

Inc-MTHFSD-3:1

SEC22 vesicle
trafficking protein
homolog B (S.
cerevisiae)
(gene/pseudogene)

cytidine
monophospho-N-
acetylneuraminic acid
hydroxylase,
pseudogene



Inc-SPTLC3-2

SNRNP40

ZNF891

CDC42pP2

FLJ32154

LOC10050944
5

ZNF878

COQ10B

HHATL

PLS3

ZNF429

AQP?

Inc-PRDM15-
1

LOC10050578
4

LOC10272347
3

Inc-OGFRL1-
3

PKIG

HAPLN3

NR2F1-AS1

ICE2

CNOT7

Desconhecido

LNCipedia lincRNA (Inc-SPTLC3-2), lincRNA [Inc-
SPTLC3-2:1]

Homo sapiens small nuclear ribonucleoprotein 40kDa
(U5) (SNRNP40), mRNA [NM_004814]

Homo sapiens zinc finger protein 891 (ZNF891),
mRNA [NM_001277291]

cell division cycle 42 pseudogene 2 [Source:HGNC
Symbol; Acc:HGNC:33952] [ENST00000448566]

Homo sapiens cDNA FLJ32154 fis, clone
PLACE6000070. [AK056716]

Homo sapiens mMRNA; cDNA DKFZp686C0338 (from
clone DKFZp686C0338). [CR749395]

Homo sapiens zinc finger protein 878 (ZNF878),
mRNA [NM_001080404]

Homo sapiens coenzyme Q10 homolog B (S. cerevisiae)
(COQ10B), mRNA [NM_025147]

Homo sapiens hedgehog acyltransferase-like (HHATL),
transcript variant 1, mRNA [NM_020707]

Homo sapiens plastin 3 (PLS3), transcript variant 1,
mRNA [NM_005032]

Homo sapiens zinc finger protein 429 (ZNF429),
mRNA [NM_001001415]

Homo sapiens aquaporin 7 (AQP7), mRNA
[NM_001170]

LNCipedia lincRNA (Inc-PRDM15-1), lincRNA [Inc-
PRDM15-1:1]

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized
LOC100505784 (LOC100505784), ncRNA
[XR_109853]

Homo sapiens cDNA FLJ33910 fis, clone
CTONG2008562. [AK091229]

LNCipedia lincRNA (Inc-OGFRL1-3), lincRNA [Inc-
OGFRL1-3:1]

Homo sapiens protein kinase (cCAMP-dependent,
catalytic) inhibitor gamma (PKIG), transcript variant 1,
mMRNA [NM_181805]

Homo sapiens hyaluronan and proteoglycan link protein
3 (HAPLN3), mRNA [NM_178232]

Homo sapiens NR2F1 antisense RNA 1 (NR2F1-AS1),
transcript variant 4, long non-coding RNA
[NR_109818]

Homo sapiens interactor of little elongation complex
ELL subunit 2 (ICE2), transcript variant 1, mMRNA
[NM_024611]

Homo sapiens CCR4-NOT transcription complex,
subunit 7 (CNOT?7), transcript variant 2, mMRNA
[NM_054026]

AGENCOURT_10197749 NIH_MGC_126 Homo
sapiens cDNA clone IMAGE:6559929 5', mRNA
sequence [BU533525]

Inc-SPTLC3-2:1

small nuclear
ribonucleoprotein
40kDa (U5)

zinc finger protein
891

uncharacterized
protein FLJ32154

uncharacterized
LOC100509445

zinc finger protein
878

coenzyme Q10
homolog B (S.
cerevisiae)

hedgehog
acyltransferase-like

plastin 3

zinc finger protein
429

aquaporin 7

Inc-PRDM15-1:1

uncharacterized
LOC100505784

uncharacterized
LOC102723473

Inc-OGFRL1-3:1

protein kinase
(cAMP-dependent,
catalytic) inhibitor
gamma

hyaluronan and
proteoglycan link
protein 3

NR2F1 antisense
RNA 1

interactor of little
elongation complex
ELL subunit 2

CCR4-NOT
transcription complex,
subunit 7

89



90

Apendice 2. Genes diferencialemente expressos exclusivamente apds a exposicao a 0.22 pug/mL de
fluoreto

GeneSymbol Description GeneName
0,22pu/mL Down-regulated
PSMB7 Homo sapiens proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 7 proteasome (prosome, macropain)
(PSMB7), mRNA [NM_002799] subunit, beta type, 7
RPL5P18 ribosomal protein L5 pseudogene 18 [Source:HGNC

Symbol; Acc:HGNC:36640] [ENST00000406671]
Desconhecido

Unknown -
Desconhecido Unknown -
OGEOD1 Homo sapiens 2-oxoglutarate and iron-dependent oxygenase domain 2-oxoglutarate and iron-dependent
containing 1 (OGFOD1), mRNA [NM_018233] oxygenase domain containing 1
Homo sapiens NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
NDUFB11

subcomplex, 11, 17.3kDa (NDUFB11), transcript variant 1, mRNA

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1
[NM_019056]

beta subcomplex, 11, 17.3kDa

DGKQ Homo sapiens diacylglycerol kinase, theta 110kDa (DGKQ), mRNA

[NM_001347] diacylglycerol kinase, theta 110kDa

. ribosomal protein L15 pseudogene 20 [Source:HGNC
Desconhecido Symbol; Acc:HGNC:36130] [ENST00000482912]

Homo sapiens transforming growth factor, beta 1 (TGFB1), mRNA .
TGFB1 [NM_000660] transforming growth factor, beta 1
Cliorfsa Homo sapiens chromosome 11 open reading frame 84 (C11orf84),

MRNA [NM_138471] chromosome 11 open reading frame 84
Desconhecido Unknown

LOC645553 PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized LOC645553

(AC006262.5), misc_RNA [XR_244001] uncharacterized LOC645553

Homo sapiens small integral membrane protein 13 (SMIM13), . .
SMIM13 mRNA [NM_001135575] small integral membrane protein 13
Homo sapiens MOB kinase activator 2 (MOB?2), transcript variant 2, . .
MOB2 MRNA [NM_053005] MOB kinase activator 2
UBIAD1 Homo sapiens UbiA prenyltransferase domain containing 1 UbiA prenyltransferase domain
(UBIAD1), mRNA [NM_013319] containing 1
. . . . . solute carrier family 9, subfamily A
Homo sapiens solute carrier family 9, subfamily A (NHE4, cation - e
SLCoA4 proton antiporter 4), member 4 (SLC9A4), mMRNA [NM_001011552] (NHE4, catlor?]epnr;i)t:rnﬂfantlporter 4,
DDX23 Homo sapiens DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 23 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
(DDX23), mRNA [NM_004818] polypeptide 23
EIF3M Homo sapiens eukaryotic translation initiation factor 3, subunit M eukaryotic translation initiation factor 3,
(EIF3M), mRNA [NM_006360] subunit M
Homo sapiens enolase 3 (beta, muscle) (ENO3), transcript variant 1,
ENO3 MRNA [NM_001976] enolase 3 (beta, muscle)
LINCO1572 long intergenic non-protein coding RNA
1572
C50rf60 chromosome 5 open reading frame 60 [Source:HGNC )
Symbol; Acc:HGNC:27753] [ENST00000511063]
LOC10050597 | Homo sapiens uncharacterized LOC100505978 (LOC100505978),
8

long non-coding RNA [NR_038912] uncharacterized LOC100505978
SLC35A2 Homo sapiens solute carrier family 35 (UDP-galactose transporter), solute carrier family 35 (UDP-galactose
member A2 (SLC35A2), transcript variant 1, mMRNA [NM_005660] transporter), member A2



Homo sapiens HGF activator (HGFAC), transcript variant 1, mRNA HGE activator

HGFAC [NM_001297439]
Homo sapiens sperm antigen with calponin homology and coiled-coil sperm antigen with caloonin homolo
SPECCI1L domains 1-like (SPECCLL), transcript variant 1, mRNA P and cogijled-coil dorF:]ains 1-like 9y
[NM_015330]
Homo sapiens torsin A interacting protein 1 (TOR1AIP1), transcript . . . .
TOR1AIP1 variant 2, mMRNA [NM_015602] torsin A interacting protein 1
CEBPZ Homo sapiens CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), zeta CCAAT/enhancer binding protein
(CEBPZ), mMRNA [NM_005760] (C/EBP), zeta
PIEZOL Homo sapiens piezo-type mechanosensitive ion channel component 1 | piezo-type mechanosensitive ion channel
(PIEZO1), mRNA [NM_001142864] component 1
ribosomal protein L23a pseudogene 46 [Source:HGNC
RPL23AP46 Symbol; Acc:HGNC:35894] [ENST00000438548]
ASB13 Homo sapiens ankyrin repeat and SOCS box containing 13 (ASB13), | ankyrin repeat and SOCS box containing
transcript variant 1, mMRNA [NM_024701] 13
Inc-LPA-1 LNCipedia lincRNA (Inc-LPA-1), lincRNA [Inc-LPA-1:1] Inc-LPA-1:1
Homo sapiens phosphomannomutase 2 (PMM2), mRNA
PMM2 [NM_000303] phosphomannomutase 2
Homo sapiens ribosomal protein L23a (RPL23A), mMRNA . .
RPL23A [NM_000984] ribosomal protein L23a
ACD Homo sapiens adrenocortical dysplasia homolog (mouse) (ACD), adrenocortical dysplasia homolog
transcript variant 1, mRNA [NM_001082486] (mouse)
RPL7APG0 ribosomal protein L7a pseudogene 60 [Source:HGNC
Symbol; Acc:HGNC:35859] [ENST00000469026]
EEFIG Homo sapiens eukaryotic translation elongation factor 1 gamma eukaryotic translation elongation factor 1
(EEF1G), mRNA [NM_001404] gamma
Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase 4D (KDM4D), mRNA . enapifi
KDM4D [NM_018039] lysine (K)-specific demethylase 4D
Homo sapiens hypermethylated in cancer 2 (HIC2), mMRNA .
HIC2 [NM_015094] hypermethylated in cancer 2
GAS6 Q6IMN1_HUMAN (Q6IMNZ1) Growth arrest-specific 6, partial (6%)
[THC2779442]
Homo sapiens ribosomal protein S29 (RPS29), transcript variant 1, . .
RPS29 mRNA [NM_001032] ribosomal protein S29
PPDPF Homo sapiens pancreatic progenitor cell differentiation and pancreatic progenitor cell differentiation
proliferation factor (PPDPF), mMRNA [NM_024299] and proliferation factor
Homo sapiens pleckstrin homology domain containing, family G pleckstrin homology domain containing,

PLEKHG5 (with RhoGef domain) member 5 (PLEKHGS), transcript variant 2, | family G (with RhoGef domain) member
mRNA [NM_198681] 5

Homo sapiens BCL2-associated agonist of cell death (BAD), ) . .
BAD transcript variant 1, mRNA [NM_004322] BCL2-associated agonist of cell death
VPS51 Homo sapiens vacuolar protein sorting 51 homolog (S. cerevisiae) vacuolar protein sorting 51 homolog (S.
(VPS51), transcript variant 1, mRNA [NM_013265] cerevisiae)
FAM189B Homo sapiens family with sequence similarity 189, member B family with sequence similarity 189,
(FAM189B), transcript variant 1, mRNA [NM_006589] member B
POLR3C polymerase (RNA) 111 (DNA directed) polypeptide C (62kD)
[Source:HGNC Symbol; Acc:HGNC:30076] [ENST00000334163]
XLOC_I2_009 BROAD Institute lincRNA (XLOC_I2_009539), lincRNA
539 [TCONS_I2_00018033]
Homo sapiens NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 3, NADH dehydrogenase (ubiquinone)

NDUFV3 10kDa (NDUFV3), transcript variant 1, mRNA [NM_021075] flavoprotein 3, 10kDa



KLHL18

RNF126

CSE1L

Desconhecido

PABPC3

MUC4

GOLGAGLT7P

ZNF79

RAB7A

LOC10050594
2

ITK

RHBDD2

RPL23A

APBB1IP

DHX8

DNLZ

MRPS21

DEFB4A

MAPKAP1

CCDC12

MTMR14

ZNF525

RPSAP58

MRPS21

HIGD2A

Homo sapiens kelch-like family member 18 (KLHL18), mRNA
[NM_025010]

Homo sapiens ring finger protein 126 (RNF126), mRNA
[NM_194460]

Homo sapiens CSE1 chromosome segregation 1-like (yeast)
(CSELL), transcript variant 1, mRNA [NM_001316]

Unknown

Homo sapiens poly(A) binding protein, cytoplasmic 3 (PABPC3),
MRNA [NM_030979]

Homo sapiens mucin 4, cell surface associated (MUC4), transcript
variant 1, mRNA [NM_018406]

golgin A6 family-like 7, pseudogene [Source:HGNC
Symbol; Acc:HGNC:37442] [ENST00000567390]

Homo sapiens zinc finger protein 79 (ZNF79), transcript variant 1,
mRNA [NM_007135]

Homo sapiens RAB7A, member RAS oncogene family (RAB7A),
mRNA [NM_004637]

Homo sapiens uncharacterized LOC100505942 (LOC100505942),
long non-coding RNA [NR_104656]

Homo sapiens IL2-inducible T-cell kinase (ITK), mMRNA
[NM_005546]

Homo sapiens rhomboid domain containing 2 (RHBDD?2), transcript
variant 2, mMRNA [NM_001040457]

Homo sapiens ribosomal protein L23a (RPL23A), mMRNA
[NM_000984]

Homo sapiens amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B,
member 1 interacting protein (APBB1IP), mMRNA [NM_019043]

Homo sapiens DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 8 (DHXS8),
transcript variant 1, mRNA [NM_004941]

Homo sapiens DNL-type zinc finger (DNLZ), transcript variant 1,
mRNA [NM_001080849]

mitochondrial ribosomal protein S21 pseudogene 6 [Source:HGNC
Symbol; Acc:HGNC:29753] [ENST00000415184]

Homo sapiens defensin, beta 4A (DEFB4A), mMRNA [NM_004942]

Homo sapiens mitogen-activated protein kinase associated protein 1
(MAPKAP1), transcript variant 6, MRNA [NM_001006618]

Homo sapiens coiled-coil domain containing 12 (CCDC12),
transcript variant 1, mRNA [NM_144716]

Homo sapiens myotubularin related protein 14 (MTMR14), transcript
variant 1, mRNA [NM_001077526]

Homo sapiens zinc finger protein 525 (ZNF525), non-coding RNA
[NR_003699]

Homo sapiens ribosomal protein SA pseudogene 58 (RPSAP58),
non-coding RNA [NR_003662]

Homo sapiens mitochondrial ribosomal protein S21 (MRPS21),
transcript variant 1, mRNA [NM_031901]

Homo sapiens HIG1 hypoxia inducible domain family, member 2A
(HIGD2A), mRNA [NM_138820]

kelch-like family member 18

ring finger protein 126

CSE1 chromosome segregation 1-like

(yeast)

poly(A) binding protein, cytoplasmic 3

mucin 4, cell surface associated

golgin A6 family-like 7, pseudogene

zinc finger protein 79

RAB7A, member RAS oncogene family

uncharacterized LOC100505942

IL2-inducible T-cell kinase

rhomboid domain containing 2

ribosomal protein L23a

amyloid beta (A4) precursor protein-
binding, family B, member 1 interacting
protein

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box
polypeptide 8

DNL-type zinc finger

defensin, beta 4A

mitogen-activated protein kinase
associated protein 1

coiled-coil domain containing 12

myotubularin related protein 14

zinc finger protein 525

ribosomal protein SA pseudogene 58

mitochondrial ribosomal protein S21

HIG1 hypoxia inducible domain family,
member 2A
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LOC10013045
6

Inc-BNIP3-2

XLOC_I2_013
863

Desconhecido

Inc-MAD2L2-
1

MGRN1

IGLV1-50

Desconhecido

EPR-1

XLOC_I2_007
147

URM1

LOC643733

RPS4XP17

DUX4

FEZF1-AS1

TLDC1

Desconhecido

RPL39

C9orf106

LOC10193015
9

RPL17

CHTOP

Inc-
TP53INP1-1

LINCO01128

RPL39P5

UGDH

Homo sapiens cDNA FLJ37693 fis, clone BRHIP2014954.

[AK095012]

LNCipedia lincRNA (Inc-BNIP3-2), lincRNA [Inc-BNIP3-2:1]

BROAD Institute lincRNA (XLOC_I2_013863), lincRNA

[TCONS_I2_00027379]

Unknown

LNCipedia lincRNA (Inc-MAD2L2-1), lincRNA [Inc-MAD2L2-1:1]

Homo sapiens mahogunin ring finger 1, E3 ubiquitin protein ligase
(MGRNZ1), transcript variant 1, mMRNA [NM_015246]

immunoglobulin lambda variable 1-50 (non-functional)
[Source:HGNC Symbol; Acc:HGNC:5881] [ENST00000390291]

Q5JX79_HUMAN (Q5JX79) OTTHUMP00000030115 (Fragment),

partial (27%) [THC2659533]

Human effector cell protease receptor-1 (EPR-1) mRNA, partial cds.

[L26245]

BROAD Institute lincRNA (XLOC_I2_007147), lincRNA

[TCONS_I2_00013262]

Homo sapiens ubiquitin related modifier 1 (URM1), transcript variant

3, MRNA [NM_001265582]

ribosomal protein S4X pseudogene 17 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:36789] [ENST00000479057]

Homo sapiens double homeobox 4 (DUX4), mMRNA

[NM_001293798]

Homo sapiens FEZF1 antisense RNA 1 (FEZF1-AS1), long non-

coding RNA [NR_036484]

Homo sapiens TBC/LysM-associated domain containing 1 (TLDC1),

MRNA [NM_020947]

Unknown

Homo sapiens ribosomal protein L39 (RPL39), mRNA [NM_001000]

Homo sapiens chromosome 9 open reading frame 106 (C90rf106),

mRNA [NM_001012715]

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized LOC101930159

(LOC101930159), ncRNA [XR_251533]

Homo sapiens ribosomal protein L17 (RPL17), transcript variant 1,

mMRNA [NM_000985]

Homo sapiens chromatin target of PRMT1 (CHTOP), transcript

variant 1, mRNA [NM_015607]

Homo sapiens hypothetical protein LOC286149, mRNA (cDNA

clone IMAGE:40114544). [BC128221]

Homo sapiens long intergenic non-protein coding RNA 1128
(LINCO01128), transcript variant 1, long non-coding RNA

[NR_047519]

ribosomal protein L39 pseudogene 5 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:26015] [ENST00000512505]

Homo sapiens UDP-glucose 6-dehydrogenase (UGDH), transcript

variant 1, mRNA [NM_003359]

uncharacterized LOC100130456

Inc-BNIP3-2:1

Inc-MAD2L2-1:1

mahogunin ring finger 1, E3 ubiquitin
protein ligase

ubiquitin related modifier 1

caspase 4, apoptosis-related cysteine
peptidase pseudogene

double homeobox 4

FEZF1 antisense RNA 1

TBC/LysM-associated domain containing

1

ribosomal protein L39

chromosome 9 open reading frame 106

uncharacterized LOC101930159

ribosomal protein L17

chromatin target of PRMT1

Inc-TP53INP1-1:1

long intergenic non-protein coding RNA
1128

UDP-glucose 6-dehydrogenase
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Homo sapiens coiled-coil domain containing 94 (CCDC94), mRNA coiled-coil domain containing 94

cCheo4 [NM_018074]
DNLZ Homo sapiens DN Lr;yé)ﬁerEcN&rflgorl(%lglgfg] transcript variant 1, DNL-type zinc finger
espRa | Homo sapiensesfogen-related recepor aoha (ESRRA) USSCrPt | trogen elted receptor alpha
FBRS Homo sapiens fibrosin (FBRS), mMRNA [NM_001105079] fibrosin
ACOQI;%-SZ. a1 LNCipedia IincRNAA %%3:5%2?43??12{31'1-1)’ lincRNA [Inc- e AC099552.4. 112
GHDC Homo sapiens GH3 dor:]\qali?r;\l(z)rit’ilii'\r/\li_r\gaggg(:), transcript variant 1, GH3 domain containing
LGI3 Homo sapiens Ieucin%r'ichh)&eFﬁeli\;I__glgfzagiIy, member 3 (LGI3), leucine-rich repeat LGI family, member 3

Homo sapiens methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ methvlenetetrahvdrofolate dehvdrogenase
MTHFD1L dependent) 1-like (MTHFDLL), transcript variant 1, mMRNA y Y yarog
[NM_001242767] (NADP+ dependent) 1-like

Homo sapiens clone DNA170192 AALS9165 (UNQ9165) mRNA,
complete cds. [AY358211]

XLOC_12_012 BROAD Institute lincRNA (XLOC_I2_012371), lincRNA
371 [TCONS_I2_00023999]
PPPIR15B Homo sapiens protein phosphatase 1, regulatory subunit 15B protein phosphatase 1, regulatory subunit
(PPP1R15B), MRNA [NM_032833] 15B
ZNF664- Homo sapiens filamin-interacting protein FAM101A (ZNF664- S . .
FAM101A FAM101A), mRNA [NM_001204299] filamin-interacting protein FAM101A
LINCO0964 Homo sapiens long intergenic non-protein coding RNA 964 long intergenic non-protein coding RNA
(LINC00964), long non-coding RNA [NR_027321] 964
CNOT3 Homo sapiens CCR4-NOT transcription complex, subunit 3 CCR4-NOT transcription complex,
(CNOT3), mRNA [NM_014516] subunit 3
Homo sapiens widely interspaced zinc finger motifs (WI1Z), mRNA . . A .
wiz [NM_021241] widely interspaced zinc finger motifs
NUP88 Homo sapiens nucleoporin 88kDa (NUP88), mMRNA [NM_002532] nucleoporin 88kDa
Homo sapiens notch 2 N-terminal like (NOTCH2NL), mRNA ’ . .
NOTCH2NL [NM_203458] notch 2 N-terminal like
Homo sapiens mitochondrial elongation factor 2 (MIEF2), transcript . - .
MIEF2 variant 1, MRNA [NM_139162] mitochondrial elongation factor 2
CDK5R2 Homo sapiens cyclin-dependent kinase 5, regulatory subunit 2 (p39) cyclin-dependent kinase 5, regulatory
(CDK5R2), mRNA [NM_003936] subunit 2 (p39)
XLOC_I2_010 BROAD Institute lincRNA (XLOC_I2_010854), lincRNA
854 [TCONS_I2_00020780]
EIF1P3 eukaryotic translation initiation factor 1 pseudogene 3
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:49616] [ENST00000423841]
CYC1 Homo sapiens cytochrome c-1 (CYC1), mMRNA [NM_001916] cytochrome c-1
ribosomal protein L23a pseudogene 12 [Source:HGNC
RPL23AP12 Symbol:Acc:HGNC:23840] [ENST00000467573]
Homo sapiens methyltransferase like 3 (METTL3), mRNA .
METTL3 [NM_019852] methyltransferase like 3
Homo sapiens protein arginine methyltransferase 1 (PRMT1), . -
PRMT1 transcript variant 1, mRNA [NM_001536] protein arginine methyltransferase 1
Homo sapiens ATPase family, AAA domain containing 3B ATPase family, AAA domain containing

ATAD3B (ATAD3B), mRNA [NM_031921] 3B
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Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 83A (SNORDS83A),

SNORDBS3A small nucleolar RNA [NR_000027] small nucleolar RNA, C/D box 83A
TCF7 Homo sapiens transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box) transcription factor 7 (T-cell specific,
(TCF7), transcript variant 1, mMRNA [NM_003202] HMG-box)
Homo sapiens zinc finger protein 646 (ZNF646), mRNA A .
ZNF646 [NM_014699] zinc finger protein 646
XLOC_I2_006 BROAD Institute lincRNA (XLOC_|2_006789), lincRNA
789 [TCONS_I2_00012635]
PRDX6 Homo sapiens peroxiredoxin 6 (PRDX6), mMRNA [NM_004905] peroxiredoxin 6
Homo sapiens WD repeat domain 90 (WDR90), mMRNA .
WDR90 [NM_145294] WD repeat domain 90
Homo sapiens calpain 10 (CAPN10), transcript variant 1, mRNA .
CAPN10 [NM_023083] calpain 10
ZBTB39 Homo sapiens zinc finger and BTB domain containing 39 (ZBTB39), | zinc finger and BTB domain containing
mRNA [NM_014830] 39
PNPLA2 Homo sapiens patatin-like phospholipase domain containing 2 patatin-like phospholipase domain
(PNPLA2), mRNA [NM_020376] containing 2
LOC10106049 | Homo sapiens uncharacterized LOC101060498 (LOC101060498), .
8 transcript variant 1, long non-coding RNA [NR_121640] uncharacterized LOC101060498
Inc-NOM1-6 LNCipedia lincRNA (Inc-NOM1-6), lincRNA [Inc-NOM1-6:1] Inc-NOM1-6:1

exosome component 10 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9138]

EXOSC10 exosome component 10

[ENST00000490565]
Homo sapiens ribonuclease P/MRP 25kDa subunit (RPP25), mRNA . .
RPP25 [NM_017793] ribonuclease P/MRP 25kDa subunit
ORAIL Homo sapiens ORAI calcium release-activated calcium modulator 1 | ORAI calcium release-activated calcium
(ORAIL), mRNA [NM_032790] modulator 1
Homo sapiens ECSIT signalling integrator (ECSIT), transcript variant . -
ECSIT 1, MRNA [NM_016581] ECSIT signalling integrator
C160rf52 chromosome 16 open reading frame 52 [Source:HGNC
Symbol; Acc:HGNC:27087] [ENST00000569656]
RPL36AAPS1 ribosomal protein L36a pseudogene 51 [Source:HGNC

Symbol; Acc:HGNC:36632] [ENST00000487216]

methylenetetrahydrofolate dehydrogenase
(NADP+ dependent) 1,
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase,
formyltetrahydrofolate synthetase

Homo sapiens methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+
MTHFD1 dependent) 1, methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase,
formyltetrahydrofolate synthetase (MTHFD1), mRNA [NM_005956]

Homo sapiens PRA1 domain family, member 2 (PRAF2), mMRNA

PRAF2 [NM_007213] PRA1 domain family, member 2
LINC00994 Homo sapiens long intergenic non-protein coding RNA 994 long intergenic non-protein coding RNA
(LINCO00994), long non-coding RNA [NR_033978] 994

Homo sapiens methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+
MTHFD1L dependent) 1-like (MTHFD1L), transcript variant 2, mMRNA
[NM_015440]

methylenetetrahydrofolate dehydrogenase
(NADP+ dependent) 1-like

Homo sapiens TAPT1 antisense RNA 1 (head to head) (TAPT1-

TAPTI-ASL AS1), transcript variant 1, long non-coding RNA [NR_027696] TAPTL antisense RNA 1 (head to head)
Homo sapiens abhydrolase domain containing 13 (ABHD13), mRNA . -
ABHD13 [NM_032859] abhydrolase domain containing 13
SSSCAL Homo sapiens Sjogren syndrome/scleroderma autoantigen 1 Sjogren syndrome/scleroderma
(SSSCAL), transcript variant 1, mMRNA [NM_006396] autoantigen 1
AAR? Homo sapiens AAR2 splicing factor homolog (S. cerevisiae) AAR?2 splicing factor homolog (S.
(AAR?2), transcript variant 1, mMRNA [NM_015511] cerevisiae)

Inc-LCP1-1 LNCipedia lincRNA (Inc-LCP1-1), lincRNA [Inc-LCP1-1:1] Inc-LCP1-1:1



INVS

LINC01104

GAPDH32

SNORD72

LOC400043

FAM219A

FAR1

CECR2

Inc-CCDC37-3

TOR3A

RBM6

PTPN11

UBE2V2

MINPP1

CRYZ

DHX40

TMEM56-
RWDD3

CHPT1

Inc-C9orf102-
3

GANAB

BRWD1

NCAM1

Inc-CBLB-7

STAU2

LINC00636

Homo sapiens inversin (INVS), transcript variant 1, mRNA
[NM_014425]

long intergenic non-protein coding RNA 1104 [Source:HGNC
Symbol; Acc:HGNC:49226] [ENST00000441036]

glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase pseudogene 32
[Source:HGNC Symbol; Acc:HGNC:37784] [ENST00000433816]

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 72 (SNORD72), small
nucleolar RNA [NR_002583]

Homo sapiens uncharacterized LOC400043 (LOC400043), long non-
coding RNA [NR_026656]

Homo sapiens family with sequence similarity 219, member A
(FAM219A), transcript variant 4, mMRNA [NM_147202]

0,22pg/mL Up-regulated

Homo sapiens fatty acyl CoA reductase 1 (FAR1), mRNA
[NM_032228]

Homo sapiens cat eye syndrome chromosome region, candidate 2
(CECR?2), transcript variant 1, mMRNA [NM_001290047]

LNCipedia lincRNA (Inc-CCDC37-3), lincRNA [Inc-CCDC37-3:1]

Homo sapiens torsin family 3, member A (TOR3A), mMRNA
[NM_022371]

Homo sapiens RNA binding motif protein 6 (RBM®6), transcript
variant 1, mRNA [NM_005777]

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
(PTPN11), transcript variant 1, mMRNA [NM_002834]

Homo sapiens ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2 (UBE2V2),
mRNA [NM_003350]

Homo sapiens multiple inositol-polyphosphate phosphatase 1
(MINPP1), transcript variant 1, mMRNA [NM_004897]

Homo sapiens crystallin, zeta (quinone reductase) (CRYZ), transcript
variant 1, mRNA [NM_001130042]

Homo sapiens DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 40
(DHX40), transcript variant 1, mRNA [NM_024612]

Homo sapiens TMEM56-RWDD3 readthrough (TMEM56-RWDD3),
mRNA [NM_001199691]

Homo sapiens choline phosphotransferase 1 (CHPT1), mRNA
[NM_020244]

LNCipedia lincRNA (Inc-C90rf102-3), lincRNA [Inc-C90rf102-3:1]

Homo sapiens glucosidase, alpha; neutral AB (GANAB), transcript
variant 3, mMRNA [NM_198335]

Homo sapiens bromodomain and WD repeat domain containing 1
(BRWND1), transcript variant 1, mRNA [NM_018963]

Homo sapiens neural cell adhesion molecule 1 (NCAML), transcript
variant 4, mMRNA [NM_001242608]

LNCipedia lincRNA (Inc-CBLB-7), lincRNA [Inc-CBLB-7:18]

Homo sapiens staufen double-stranded RNA binding protein 2
(STAU2), transcript variant 1, mRNA [NM_001164380]

Homo sapiens long intergenic non-protein coding RNA 636
(LINCO00636), long non-coding RNA [NR_015394]

Inversin

long intergenic non-protein coding RNA
1104

small nucleolar RNA, C/D box 72

uncharacterized LOC400043

family with sequence similarity 219,
member A

fatty acyl CoA reductase 1

cat eye syndrome chromosome region,
candidate 2

Inc-CCDC37-3:1

torsin family 3, member A

RNA binding motif protein 6

protein tyrosine phosphatase, non-
receptor type 11

ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant
2

multiple inositol-polyphosphate
phosphatase 1

crystallin, zeta (quinone reductase)

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box
polypeptide 40

TMEM56-RWDD3 readthrough

choline phosphotransferase 1

Inc-C90rf102-3:1

glucosidase, alpha; neutral AB

bromodomain and WD repeat domain
containing 1

neural cell adhesion molecule 1

Inc-CBLB-7:18

staufen double-stranded RNA binding
protein 2

long intergenic non-protein coding RNA
636
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RWDD3 Homo sapiens %ggﬂolfﬂgaogt?&”&‘fﬁéiggf’ D3), transcript RWD domain containing 3
MAT2A Homo sapiens methior&r:;ie{]ﬁzljg%r;sgirlz}se II, alpha (MAT2A), methionine adenosyltransferase Il, alpha
LOC729970 Homo sapiens hCGZOZgiISAZ-[I,i\IkS_(IO_%g;g]Q97O), long non-coding hCG2028352-like
POCS Homo sapiens POC5 ca;lg;\?kr[ﬁlr&tfilr;éigéﬁ), transcript variant 2, POCS centriolar protein
SC5D Homo sapiens Steror:;gsN—,ie[slz\iltltj/ﬁS% ggf;)é]transcript variant 2, sterol-C5-desaturase
BMP2K Homo sapiens BMP2 inr(‘jnlgli\?,lf [klxljrll\;s_%ggﬂgz]z‘() transcript variant 2, BMP2 inducible kinase
LOC10272872 | PREDICTED: Homo splens uncharacterized | 0102123721 Uncharacterized LOC102723721
C5orf42 Homo sapiens Chrom&?ﬁ;?ﬁﬁﬁf&gg%ﬁ’ frame 42 (C5orf42), chromosome 5 open reading frame 42
SLC44A1 Homo sapiens solute carrier family 44 (choline transporter), member solute carrier family 44 (choline

1 (SLC44A1), transcript variant 1, mMRNA [NM_080546] transporter), member 1

Inc-STAT6-1 LNCipedia lincRNA (Inc-STAT6-1), lincRNA [Inc-STAT6-1:1]

Inc-STAT6-1:1
Homo sapiens insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R), AT
IGF1R transcript variant 1, mRNA [NM_000875] insulin-like growth factor 1 receptor
TCEAL7 Homo sapiens transcription elongation factor A (SlI)-like 7 transcription elongation factor A (Sll)-
(TCEAL7Y), mRNA [NM_152278] like 7
XLOC_I2_002 BROAD Institute lincRNA (XLOC_I2_002894), lincRNA
894 [TCONS_I2_00005523]
APLP1 Homo sapiens amyloid beta (A4) precursor-like protein 1 (APLP1), amyloid beta (A4) precursor-like protein
transcript variant 2, mMRNA [NM_005166] 1
Inc-ASB4-3 LNCipedia lincRNA (Inc-ASB4-3), lincRNA [Inc-ASB4-3:3] Inc-ASB4-3:3
Homo sapiens chromosome 5 open reading frame 24 (C5orf24), .
Chorf24 transcript variant 1, mRNA [NM_001135586] chromosome 5 open reading frame 24
Inc-KLF6-6 LNCipedia lincRNA (Inc-KLF6-6), lincRNA [Inc-KLF6-6:1] Inc-KLF6-6:1
Homo sapiens chromosome 18 open reading frame 25 (C180rf25), .
C18orf25 transcript variant 1, mRNA [NM_145055] chromosome 18 open reading frame 25
Homo sapiens Werner helicase interacting protein 1 (WRNIP1), . . . .
WRNIP1 transcript variant 2, mRNA [NM_130395] Werner helicase interacting protein 1
Homo sapiens DAZ interacting zinc finger protein 3 (DZIP3), mMRNA . S .
DZI1P3 [NM_014648] DAZ interacting zinc finger protein 3
Homo sapiens DENN/MADD domain containing 1B (DENND1B), . .
DENND1B transcript variant 3, mRNA [NM_001195215] DENN/MADD domain containing 1B

APBB2 Homo sapiens amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B,

amyloid beta (A4) precursor protein-
member 2 (APBB2), transcript variant 1, mMRNA [NM_004307]

binding, family B, member 2
LOC401320 Homo sapiens uncharacterized LOC401320 (LOC401320), long non-

coding RNA [NR_038889] uncharacterized LOC401320
RPSEKAG Homo sapiens ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 6 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa,
(RPS6KA6), mMRNA [NM_014496] polypeptide 6
LOC645166 Homo sapiens lymphocyte-specific protein 1 pseudogene lymphocyte-specific protein 1
(LOC645166), transcript variant 1, non-coding RNA [NR_027354] pseudogene
Homo sapiens Yipl domain family, member 6 (Y IPF6), transcript . . .
YIPF6 variant A, mRNA [NM_173834] Yipl domain family, member 6
ERI2 Homo sapiens ERI1 exoribonuclease family member 2 (ERI2),

transcript variant 1, mMRNA [NM_001142725] ERI1 exoribonuclease family member 2



TSPAN13

ZNF404

PRTFDC1

BLZF1

XLOC_I2_005
874

LCOR

BNIP3L

Homo sapiens tetraspanin 13 (TSPAN13), mMRNA [NM_014399]

Homo sapiens zinc finger protein 404 (ZNF404), mRNA
[NM_001033719]

Homo sapiens phosphoribosy! transferase domain containing 1
(PRTFDC1), transcript variant 1, mMRNA [NM_020200]

basic leucine zipper nuclear factor 1 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:1065] [ENST00000367808]

BROAD Institute lincRNA (XLOC_I2_005874), lincRNA
[TCONS_I2_00010943]

Homo sapiens ligand dependent nuclear receptor corepressor
(LCOR), transcript variant 1, mMRNA [NM_032440]

Homo sapiens ovarian epithelial carcinoma-related protein mRNA,
complete cds. [AF370457]

tetraspanin 13
zinc finger protein 404

phosphoribosyl transferase domain
containing 1

basic leucine zipper nuclear factor 1

ligand dependent nuclear receptor
corepressor

BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting
protein 3-like
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