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RESUMEN.

Se sabe que el fluoruro de sodio (NaF) es utilizado como medida
preventiva ante la caries dental por lo cual es un componente importante de
una gran variedad de productos para la higiene bucal, sin embargo, posee una
alta reactividad quimica por lo que es posible que actue como un inductor de
dafio sobre la mucosa bucal de la rata incrementando la produccién de
radicales libres derivados del oxigeno. Objetivo: Determinar el efecto de la
ingesta de NaF sobre la produccion de radicales libres en la mucosa bucal de
la rata mediante la determinaciéon de la concentracion de malondialdehido
(MDA) y la determinacion de la actividad especifica de la enzima catalasa.
Métodos: Se utilizaron ratas hembras y machos de la cepa Wistar (300 g peso
promedio) las cuales fueron tratadas con 1 6 50 ppm de NaF administrado en el
agua de bebida ad libitum por un periodo de cuatro semanas. Las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion directa cada semana hasta el término del
tratamiento. Una vez sacrificadas, se obtuvo por diseccién dirigida la mucosa
bucal la cual fue homogenizada en una solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) para posteriormente ser centrifugado y obtener una fraccién soluble total
para la determinacion de la concentracion de malondialdehido (MDA como un
marcador de radicales libres), asi como la determinacion de la actividad
especifica de la enzima catalasa. Resultados: Los machos fueron mas
sensibles a la toma de NaF en comparacion con las ratas hembras en las dos
dosis probadas, denotandose por la disminucién en la concentracion de MDA a
lo largo del tiempo. Por otro lado, la catalasa aumentd su actividad especifica
en ambos sexos en el transcurso del tratamiento. Conclusiones: Los
resultados demuestran que el tratamiento con NaF en el modelo experimental
que hemos evaluado, si produce cambios importantes en la mucosa bucal
denotados por los cambios en la concentracion del MDA asi como en la
actividad especifica de la catalasa; siendo estos cambios disimiles entre ambos
sexos y entre ambas dosis. Por otro lado, los cambios en la concentracién de
MDA y en la actividad de la catalasa no son correlacionados por lo que se
deben hacer mas investigaciones al respecto para determinar si dichos

cambios tienen relacion directa con la producciéon de radicales libres.



INTRODUCCION.

ASPECTOS QUIMICOS DEL FLUORURO.

El fluor (en latin fluo, que quiere decir flujo), de simbolo quimico F, es un
elemento gaseoso, quimicamente reactivo y venenoso. Se encuentra en el
grupo 17 (VIIA) de la tabla periédica, y es un halégeno. Este elemento fue
descubierto en 1771 por el quimico sueco Carl Wilhelm Scheele, y fue aislado
por el quimico francés Heri Moissan en 1886".

El flior es un gas amarillo verdosos palido, ligeramente mas pesado que
el aire, venenosos, Corrosivo y que posee un olor penetrante y desagradable.
Su masa atémica es de 18.998. Tiene un punto de fusion de - 219.61 °C, un
punto de ebullicion de -188.13 °C y una densidad relativa de 1.51 en estado
liquido. Es el elemento no metalico mas activo quimicamente. Se combina
directamente con la mayoria de los elementos e indirectamente con nitrégeno,
cloro y oxigeno; se mezcla con la mayoria de los compuestos formando
fluoruros que paradodjicamente se encuentran entre los compuestos quimicos
mas estables .

ANTECEDENTES HISTORICOS DEL FLUORURO.

Hasta finales del siglo XIX la presencia de fluoruro y su posible papel en
la fisiologia tisular no era evidente para algunos investigadores y su uso para
propositos dentales empez6 en el siglo XIX.

La importancia del flior fue subrayada por Sir James Crichton Browne
en un discurso a la rama de condados orientales de la Asociacion Dental
Britanica en 1892 quién dijo: “una causa especifica del aumento de la caries
dental es el cambio en la alimentacion, dado que los elementos gruesos
(cortezas exteriores de los granos, salvado, cascaras de trigo etc.) han sido
eliminados y sustituidos por pan blanco y harina fina y ya no se consumen en la
misma cantidad, como lo hacian nuestros ancestros y en cierta medida nos
privamos de un elemento quimico que ellos recibian en abundancia; el fltor”.

Probablemente el primer informe de la concentracion de fluoruro en el
agua potable fue citada en partes por millon (ppm) por Hillborand (1893), quién
reportd un valor de 5.2 ppm (mg/L) de F (10.7% como fluoruro de calcio) en el
agua de un manantial termal en Nuevo México.



Entre los afios de 1895 y 1920 algunos paises reportaron poblaciones
con diferentes grados de fluorosis, entre los que se encontraron ltalia, Japén,
Argentina, Gran Bretaia, Espafia y China.

McKay reporta en 1925, en la ciudad de Oakley Idhao, (EUA) que los dientes
manchados de los nifios era afectado por el consumo de agua, |0 que sugiere
también que el agua inhibia la caries

En 1931, en Bauxita, (EUA) Churchil publicé los resultados de la elevada
concentracion de fluoruro en el agua; al mismo tiempo Smith y Lanz, de la
universidad de Arizona, que estudiaban el mismo problema, informaron que: “el
fluior era responsable del esmalte moteado” y lo denominaron fluorosis
endémica.

En el afo de 1932 se realizé una investigaciéon en algunas ciudades de
Estados Unidos, México, Holanda, India y algunas regiones de Africa
observandose que un contenido de 1.37 ppm en el agua provocaba manchas
en el esmalte y que un contenido de fluoruro entre 0.6-1.2 ppm en el agua de
consumo no producia fluorosis y a la vez disminuia la caries dental. En 1935,
en el servicio de salud publica de los Estados Unidos realizaron investigaciones
para conocer cual era el nivel maximo aceptable de fluoruros en agua y
observaron que la fluorosis no sélo dependia de la concentracion de fluoruro en
agua, sino también de la cantidad de agua bebida.

Justo antes de la segunda guerra mundial, se descubrieron los efectos
reductores del fluor sobre la formacion de caries dental. En la posguerra, el
trabajo de investigacion dental, junto con el de todos los campos de la ciencia,
crecié y desarrollo a una velocidad metedrica. Se desarroll6 el uso de flior en
el agua potable, aparecieron los consultorios dentales, programas escolares y
los dentifricos, al final de los afios setenta, se descubrié la disminucién en la
formacion de caries dental.

El fluoruro de sodio neutro fue el primer agente aplicado tdépicamente
estudiado independiente por Kntuson y Armstrong (1943) y Bibby (1944). La
primera publicacion que describié el uso de enjuague bucal con fluoruro fue
Bibby y colaboradores quienes probaron una solucion acida de fluoruro de
sodio (NaF), buscando un método de administracion local de fluoruros que no
requiriera de un profesional en donde utilizo una solucién de NaF diluida 1/1000
con un pH de 4 en estudiantes voluntarios de Massachussets (EUA).



El 2 de mayo de 1945 en el estudio Newburgh-Kingstong, se utilizo
1ppm de NAF en el agua de consumo diario de la ciudad, y se confirmo que el
fluoruro participa en la prevencion de la caries dental de la poblacién infantil, y
que aun a los 44 afos de edad se obtenia un 20% de prevencion en las zonas
ricas con dicho elemento.

En el afo de 1947 Rusell y Elvove establecieron que la presencia de
fluoruros en agua de bebida durante el periodo de formacion dental producia
una marcada disminucién en la prevalencia de caries dental, estando el grado
de afectividad directamente relacionado con la concentracion de fluoruros,
hasta valores de 1.5 ppm. En México, la Secretaria de Salud informa
actividades preventivas a partir de 1959, educacion para la salud y aplicaciones
topicas de fluoruro.

El primer pais en legislar la fluoraciéon del agua de bebida fue Irlanda en
1960, y a ésta se sumaron otros paises como Australia, Canad4, etc. el efecto
era mayor si los niflos y adultos consumian agua fluorada durante toda su vida.

La OMS recomendo6 en la 31 asamblea en 1978, asi como en diferentes
publicaciones e informes técnicos, la administracion de suplementos fluorados
para la prevencion de la caries dental: “instando a los estados miembros a que
estudiaran la fluoracion del agua de abastecimiento publico como parte de sus
planes nacionales de prevencion y lucha contra la caries dental y recomendo
que cuando la fluoracién del agua no fuera viable se estudiara otros métodos
que permitieran conseguir una aplicacion o ingestion diaria Optima de
fluoruros”.

En la década de los 90s, se establecid la incorporacion de fldor a la
tradicional sal de mesa yodada ® como medida de prevencion, implementado
por las autoridades sanitarias correspondientes, por lo que se considera
innecesario en la actualidad la ingestiéon de algun suplemento que contenga
flior como medida preventiva para evitar la conocida fluorosis dental o
aparicién de manchas cafés en los 6érganos dentales 4 (Tabla 1 datos histéricos
del fluor).



Tabla 1 datos histéricos del fluoruro

ANO DESCUBRIMIENTO
1771 |  Descubrimiento de fluoruro por el quimico Carl Wilhelm
Scheele.
SIGLO XIX La presencia del fluoruro y su fisiologia era descocida.
Empieza a usarse el fluoruro para propésitos dentales
1892 Sir James Crichton Browne subraya |la importancia de fluoruro
y la alimentacién
1893 HILBRAND Da por primera vez la concentracion de fluoruro en
partes por millén (ppm) para el agua potable.
1895-1920 Algunos paises reportan diferentes grados de fluorosis
1925 MC KAY Sugiri6 que el agua producia el esmalte manchado e
inhibia la caries.
1931 CHURCHIL. Public6 los resultados de la elevada
concentracién de fluoruro en el agua
1931 SMITH Y LANZ Denomina al esmalte moteado fluorosis
endémica.
1932 Investigacion acerca de la concentracion de fluoruro en el
agua. Observando que 0.6 -1.2 ppm en el agua no provocaba
fluorosis y disminuia la caries
1935 Investigacién para determinar el nivel 6ptimo de fluoruro
aceptable en el agua
Justo antes de la 2da guerra mundial se descubren los efectos
del fluoruro para disminuir la caries.
1943 KNTUSON Y ARMSTRONG Hicieron estudios acerca del
fluoruro de sodio neutro aplicado topicamente.
1944 BIBBY primera publicacién sobre el uso del enjuague bucal con
fluoruro
1945 NEW BURGH- KINGSTONG Utilizo 1ppm de NaF en el agua
de uso diaria y se confirma que sirve para prevenir la caries.
ANO DESCUBRIMIENTOS




RUSELL Y ELVOVE Establecen que el F en el agua a 1.5 ppm

1947 en la etapa de formacién dental para disminuir la caries.
1960 Ifanda es primer pais en legislar la fluoracion de agua
1978 OMS Hace un llamado para que se estudie la fluoracion del

agua.




FUENTES DEL FLUORURO DE SODIO.

El flior existe en la naturaleza combinado en forma de criolita, apatito, y
fluorita, de la que se derivan la mayoria de los compuestos fluorados en los que
cabe destacar al NaF se encuentra en el agua de mar, en los rios, en los
manantiales minerales, en los tallos de algunas hierbas, en las partes
calcareas, huesos, conchas marinas, y por supuesto en los dientes de los
animales y seres humanos °.

Los fluoruros son usados en la industria para fabricar acero, sustancias
quimicas, ceramicas, lubricantes, tintas, plasticos y pesticidas (contra hormigas
y cucarachas). El uso mas importante para fines de nuestra investigaciéon
encontramos que el fluoruro de sodio (NaF), es el mas comun y frecuente
componente de una variedad de productos dentales (pastas, enjuagues, geles,
bamices, complementos alimenticios, etc.) debido a su afinidad por el agua, el
bajo costo y de ser un elemento esencial para prevenir la caries °.

TOXICOLOGIA DEL NAF.

El flior es considerado como un elemento traza potencialmente téxico
con algunas funciones bioquimicas indispensables, ya que se requiere para la
formacion de tejido éseo y para mantener su integridad. Existen reportes
controversiales sobre el beneficio de los fluoruros ya que pequefias cantidades
ayudan a la prevencion de la caries dental. Sin embargo cantidades excesivas
pueden perjudicar la salud dental y sistémica .

La ingesta de fluoruros en dosis mayores a las indicadas como
terapéuticas o preventivas para cada caso en particular, puede provocar
intoxicaciones en un rango de agudas a cronicas, dependiendo de la magnitud
de la ingesta, del peso corporal del individuo, del tiempo de absorcién del
fluoruro, de la sal o vehiculo ingerido, de la edad o periodo de desarrollo del
paciente y otros factores que eventualmente puedan influir en las
manifestaciones de su toxicidad °.

Toxicidad aguda: Corresponde a una ingesta de 5 miligramos de
fluoruro por kilogramo de peso corporal °. Los signos y sintomas de una
intoxicacion aguda por fluoruros dependeran en primera instancia de la
magnitud de la ingesta, en relacioén a la edad del paciente (peso corporal), los



efectos se manifestaran, en orden ascendente, de acuerdo a la dosis ingerida
como nauseas, hipersalivacion, vomitos, dolor abdominal y diarrea. Si la dosis
es alta, y bajo las mismas condiciones clinicas, los efectos se manifestaran con
convulsiones, arritmia cardiaca, estado comatoso, pardlisis respiratoria y
deceso.

Las medidas de urgencia a seguir en una intoxicacion aguda por
fluoruros sera provocar el vomito inmediato, administrar leche o antiacidos,
traslado del enfermo al Servicio de Urgencia Hospitalaria, donde evaluada la
situacion se le efectuara un lavado estomacal con hidroxido de Calcio y/o
administracion de Gluconato de Calcio intravenoso '°.

Toxicidad cronica: La ingesta por largo tiempo de cantidades diarias de
fluoruros que conduzcan a dosis mayores de 0.1 mg por kilo de peso, puede
ocasionar una intoxicacion crénica, la que podria traducirse en manifestaciones
clinicas en el esmalte de la pieza dentaria.

Una exposicion por largo tiempo a altos niveles de NaF en la ingesta se
manifiesta por una entidad patolégica llamada fluorosis dental y/o fluorosis
esquelética .

Fluorosis Dental: Se caracteriza por afectar principalmente a los nifios
se observa una hipomineralizacion del esmalte, cuya severidad y distribuciéon
dependera de la concentracion plasmatica de fluoruros, la etapa de actividad
amelogénica y la susceptibilidad del huésped '2.

Clinicamente estara caracterizada por opacidades color blanco-tiza de
variada extension, que afectaran a dientes homologos; las que se confundiran
con el esmalte sano adyacente, donde tinciones exégenas posteruptivas
podran agregarse en los casos de mayor severidad (mayor numero y tamafio
de las porosidades).

Si la ingesta prolongada en el tiempo se produce por sobre los 6 afios de
edad, el eventual dafio dependera principalmente de la magnitud de la ingesta
y del estado de salud general del individuo, afectandose solamente los dientes
posteriores *.



Fluorosis esquelética: Se presenta en los adultos debido a la
exposicion prolongada y excesiva de NaF ' ocasionando la formacion de
depésitos irregulares en los huesos, aumento de la densidad, fragilidad y
posibilidad de fractura dolor de las articulaciones, movimientos limitados y una
eventual invalidez. En los animales la exposicién a altas dosis de NaF puede
disminuir la fertilidad y producir dafio en los espermatozoides y los testiculos .

Concentracion 6ptima de fluoruro: Se define como la concentracion
ideal de fluoruro recomendada para sistemas de agua fluorurada. Estos valores
estan basados principalmente en la concentracién natural del lon fluoruro en el
agua y de los resultados de los estudios epidemiolégicos basales que se
realizan segun el Programa Nacional de Vigilancia Epidemiolégica del uso de
fluoruros en la prevencion odontolégica .

VIAS DE ADMINISTRACION DE FLUORUROS.
Fluoruros sistémicos: Los efectos de fluoruro de ese tipo se dan a
través de la absorcién del torrente sanguineo con su posterior incorporacién en
los dientes que se encuentran en formacién '’. Los métodos en los que se

utilizan el fluoruro sistematicamente son:

Fluoracion de las aguas
La sal de mesa yodada y fluorada.
Complementos de fluoruro en la dieta.

= Bk

Gran variedad de tabletas, gotas, soluciones liquidas las cuales
pueden encontrarse en combinacion con suplementos vitaminicos.

Fluoruros tépicos: Es |la forma mas general de aplicacion de fluoruro y

esta representado principalmente por los siguientes compuestos:

Dentrificos
Enjuagues bucales
Geles

AN =

Soluciones de uso profesional
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ABSORCION Y EXCRESION DEL FLUORURO DE SODIO.

Los compuestos con fluoruro pueden acumularse en el cuerpo por la
ingesta directa de sélidos o liquidos, por absorcion a traves de la piel, o bien
por inhalacién de compuestos gaseosos o particulas de polvo *2. El fiior como
ibn aislado no se encuentra en la naturaleza, y en el cuerpo humano se
transporta a través de las membranas de los diferentes tejidos corporales como
fluoruro de hidréogeno (HF). El fluoruro de hidrégeno es un acido débil, por lo
gue muchas de sus funciones metabdlicas se encuentran relacionadas con el
pH de los fluidos que se encuentran en los diferentes compartimientos
corporales.

De una ingesta dada de NaF el 80% de la absorcion se lleva a cabo a
través del tracto gastrointestinal en el estémago e intestino delgado '
principalmente y el resto es eliminado a través de las deposiciones. El fluoruro
absorbido pasa al plasma sanguineo, luego es distribuido a los diferentes
tejidos, donde se mantiene en proporciones establecidas respecto a la
concentracion plasmatica. Este equilibrio dinamico es posible ya que el fluoruro
no se encuentra unido a proteinas en el plasma 20 y su difusion a través de las
membranas se relacionada con diferentes factores como son: la cantidad de
fldor ingerido, volumen de distribucion y el tipo de absorcién, la captacién de
fluoruro por los tejidos calcificados, depuracion renal y 6sea.

El fldor por lo tanto es excretado por la orina y las concentraciones de su
absorcion son variables debido a los siguientes factores:

1. Metabdlicos.

2. Tiempo.

3. Dietéticos.

4. pH.

Lo anterior no determina concentraciones de saturacion en los diferentes
compartimentos organicos, como se considerd inicialmente, puesto que el
organismo humano no cuenta con mecanismos de regulacion homeostatica de
flaor 2'.
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ESTRUCTURA DEL ESMALTE DENTAL Y EL MECANISMO DE
INCORPORACION DEL FLUORURO DE SODIO EN ESTE.

Es importante destacar que el NaF es un compuesto que no pertenece
de manera natural al esmalte de los dientes. Sin embargo, como también ya
fue sefialado en los parrafos previos, la incorporacion del NaF al esmalte dental
propicia una mejor resistencia a la caries.

El esmalte dental esta formado principalmente por una estructura de
forma prismatica caracterizada por tener un alto contenido de hidroxiapatita (su
unidad estructural) su formula se expresa de la siguiente manera:

Caio (POs) 6 (OH)2

Es importante entender que el esmalte tiene una estructura porosa que
permite a los iones difundirse a través de su estructura prismatica; de hecho la
composiciéon de la matriz de hidroxiapatita no es uniforme en su totalidad.
Permitiendo asi el intercambiar iones de tamafo y cargas especificas con el
medio externo.

El esmalte no esta formado por hidroxiapatita % pura, ya que también
tiene una fase de no apatita fosfato o carbonato de calcio dismérfico). Dentro
de los prismas el calcio puede ser substituido por radio, estroncio o plomo; el
fosfato puede ser intercambiado por carbonatos y el hidroxilo por fluoruro, el
sodio, magnesio y los grupos carbonatados pueden ser intercambiados o
absorbidos en la superficie del prisma desde el exterior.

De esta manera se llevan acabo los procesos de remineralizacion o
desmineralizacién del esmalite.

El NaF puede ser incorporado al tejido dentario por tres mecanismos:

1.) Las concentraciones tisulares de NaF: Son incorporados por los
cristales de apatita durante su formacion en el diente, al reducir su solubilidad
formando los cristales de apatita convirtiendo la hidroxiapatita en fluoroapatita,
haciendo mas resistente al esmalte frente al ataque acido. Este proceso
quimico queda ilustrado en la siguiente reaccion quimica .
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Caio (PO4) B(OH)2 +2F <> Cayo (PO4) 6 2F +20H"
Hidroxiapatita +Fluor Fluoroapatita +ion hidroxilo

La superficie de los cristales de hidroxiapatita establece aparentemente
un campo eléctrico que atrae a las moléculas de agua y a los iones de NaF. La
difusion de iones fluoruro en la cubierta ibnica permite el intercambio de éstos
con iones hidroxilo de la superficie de los cristales de hidroxiapatita. Dichos
iones pueden migrar al cuerpo del cristal e incorporarse a la estructura interior;
la migracion ionica a través del esmalte durante la fase de mineralizacion es
limitada y la concentracion de fltor, por tanto, resulta mas elevada en las zonas
de la superficie que en partes profundas.

2.) Efecto remineralizante: Se lleva acabo una vez que el diente este
calcificado mediante la incorporacion de fluoruros a elevadas concentraciones y
pueden minimizar la pérdida de minerales de la superficie del cristal de
hidroxiapatita y favorecer la remineralizacion por inclusion de sales de calcio y
fosfatos. Depositando una gran cantidad de fluoruro calcico, que puede
liberarse lentamente y formar hidroxiapatita. La presencia de fluoruro iénico en
el sitio de la desmineralizacion aumenta la remineralizacion, este proceso es
continuo durante toda la vida. Por otro lado, el bajo pH de algunos agentes
24

topicos de fluoruro pueden aumentar la formacion de fluoruro de calcio
(Dibujo1).

Caio (PO4) 6(OH)2 + 20 F- _'"_’l 10 CaF,+6PQ,4 + 20H-

Hidroxiapatita + alta concentracién de flaor Fluoruro de calcio +ion fosfato + hidroxilo

Cuando la remineralizacion se efectia en presencia de fluoruros el cristal
reconstituido es mas acido-resistente que el esmalte original.

3.) Efecto antimicrobiano: Los fluoruros actuan sobre la flora
microbiana de la placa dentaria, al inhibir las enzimas glucoliticas por los

siguientes mecanismos:
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A.) Por inhibiciébn sobre el ciclo glucolitico de las bacterias bucales,
reduciendo la produccion de acidos desmineralizantes e interfiriendo con la
regulacion enzimatica del metabolismo de los carbohidratos reduciendo el
acido geénesis y evitando asi descensos del pH. El flior puede inhibir las
enzimas intracelulares (sobre todo la enolasa de la. bacteria), produciendo una
disminucion de los productos metabdlicos finales de la glucélisis como el acido
lactico %°.

B.) El fluoruro ionizable tiene un enlace débil y puede ser liberado al
disminuir el pH durante la formacion de los azucares ya que se encuentra
presente en la placa denté bacteriana quedando disponible para su
incorporacion a la hidroxiapatita del esmalte. Este efecto reduce la acumulacion
de polisacaridos intra y extracelulares importantes en los procesos de
adherencia microbiana a la superficie dental, y acumulaciéon de placa
microbiana. Pero las dosis necesarias para producir estos efectos son bastante
elevadas (Dibujo 2).

Por otro lado, estudios comparativos sobre la composicion de la
microbiota oral después de la administracion de fluoruros 26, a dosis normales
no se han observado diferencias significativas en la reduccion del numero de
microorganismos lo cual puede ser debido a una adaptacion de estos al medio
fluorado, pero si al emplear dosis muy elevadas (para las bacterias el fluoruro
es téxico en concentraciones elevadas). Disminucién en la capacidad de la
adherencia bacteriana a la superficie dental, pues disminuyen la formacién de
polisacaridos extracelulares, por lo que se cree que desempefian un importante
papel en la adhesién microbiana. Alteracion de la capsula bacteriana al inhibir
las enzimas intracelulares, evitando la formacion de acidos y con ello, reduce la
destruccion del esmalte. Disminucion del paso de nutrientes. El flior presente
en saliva ¥ se encuentra como flior i6nico o ionizable y facilmente difusible
dentro de la placa dentobacteriana, la cual realiza una captacién constante de
éste.
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EFECTOS ADVERSOS PRODUCIDOS POR EL FLUORURO DE SODIO EN
LA CAVIDAD BUCAL.

In vitro: Se ha reportado que, en células en cultivo provenientes de la
cavidad bucal (células de los carrillos), la aplicacion de este compuesto
produce un aumento en la produccién de interleucinas (1,6, y 8) ademas de
una alteracion a las membranas celulares, activacion de leucocitos vy
macréfagos y un aumento en la produccion de oxido nitrico (NO) 7 ¥ %2,
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Al usar una pasta dental con fltor.
F se recargan con iones de fluor

Dibujo 2. Representacién del intercambio iénico del fluoruro en el esmalte dental.
A - el medio de integracién de fluoruro en el esmaite
B — intercambio iénico del fluoruro
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RADICALES LIBRES.

En 1954, una investigadora argentina, la doctora Rebeca Gerschman,
sugirid por primera vez que los radicales libres eran agentes toxicos y
generadores de enfermedades. De igual modo, describi6 a los radicales libres
como “moléculas que en su estructura atbmica presentan un electron impar en
la orbita externa y wuna configuracibn espacial que genera una alta
inestabilidad.” .

Definicion de radical libre (RL): Es un atomo o molécula con uno o
mas electrones no apareados y por esto es susceptible de reaccionar con otras
sustancias buscando su estabilidad. Esta podria lograrse bien con la pérdida
del electrén (oxidacién), con la ganancia de un segundo electrén (reduccién) o
mediante la union a otra molécula no radical libre” *.

Los RL son moléculas extremadamente inestables y altamente reactivas
al entrar en contacto con sustancias quimicas inorganicas u organicas
(proteinas, lipidos, carbohidratos), en especial con moléculas clave de las
membranas y con los acidos nucleicos *'

Los RL remueven el electron que les hace falta, de las moléculas que
estan a su alrededor para obtener su estabilidad. La molécula atacada (que
ahora no tiene un electrén) se convierte entonces en un RL y de esta manera
se inicia una reaccion en cadena que dafiara muchas células y puede ser
indefinida si los antioxidantes no intervienen.

FORMACION DE RL.
Los RL provienen de dos procesos llamados exégenos y endoégenos:

A.) Factores endégenos: Los RL son generados in vivo en el ser
humano a través de los procesos bioquimicos y fisiologicos normales del
organismo como entes quimicos resultantes del metabolismo de los alimentos,
la respiracion y el ejercicio. Todos estos RL provienen en su mayoria de la
reduccion univalente o parcial del oxigeno y de otras reacciones redox. Entre
un 2% y 5% del O,, genera RL y estos a su vez pueden oxidar diferentes
componentes celulares afectando asi la estructura y/o funciéon celular. Los
principales RL que produce el organismo son: anién superéxido (O,’), peroxido
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de hidrogeno (H2 O) y radical hidroxilo (OH"). Asi, una vez formados los RL
pueden atacar a cualquier molécula de nuestro organismo entre que los
encontramos a los lipidos, proteinas, hidratos de carbono, acidos nucleicos,
entre otros y estos se encuentran tanto dentro como fuera de las células
susceptibles a un continuo dafo ocasionado por una alta elevacién en la
produccion de radicales libres *.

B.) Factores exdgenos: Diversos factores ambientales incrementan la
produccion de RL en diferentes sistemas biologicos tales como la
contaminacién industrial, el humo del tabaco, la absorcién de energia radiante
(por ejemplo luz ultravioleta y rayos x), el ozono, metales pesados,
medicamentos, asbestos, los compuestos organoclorados, el metabolismo
enzimatico de sustancias quimicas exégenas o farmacos que se introdujeron al
organismo (como por ejemplo la produccion de tricloruro de carbono a partir del
tetracloruro de carbono que es metabolizado por el citocromo-P450), en los
alimentos procesados y pesticidas solo por nombrar los mas comunes de los
contaminantes ambientales que causan intoxicaciones en seres humanos y
cuyos mecanismos de accion sobre los sistemas biolégicos involucran a los RL
32.

Dentro de los RL mas dafiinos y mas importante generados tanto por
factores endégenos como exégenos, tenemos al superdxido, al peroxido de
hidrégeno y al radical hidroxilo.

El radical superéxido es generado dentro de la célula directamente
durante la autooxidacién en las mitocondrias pero también se forma en las
reacciones enzimaticas que se encuentran en el citosol como es el caso de la
enzima xantina oxidasa y en el reticulo endoplasmico liso por accion del
citocromo P- 450 y otras oxidasas que se encuentran en los peroxisomas .

El proceso general de produccion del radical superoxido por estos
sistemas se ilustra como sigue:

07 > Oz

Una vez producido, el O, puede inactivarse de forma espontanea o, con
mayor rapidez, por la enzima superoxido dismutasa (SOD) formando H; O



SOD.
Oz++ Oz *+2H > H, Oz + O2

'y

El peréxido de hidrégeno es producido por la dismutacion del O, como
se acaba de ilustrar en la reaccion anterior, sin embargo, también puede
producirse directamente por las oxidasas presentes en los lisosomas (en
muchas células hay organelos que contienen catalasa por ejemplo los
peroxisomas).

Por su parte, los radicales hidroxilos se pueden generar por las
siguientes reacciones:

1.) La hidrolisis del agua causada por la radiacién ionizante.

H,O > He+OHe

4
-

2.) La interaccién con metales de transicion (p.ej; hierro y cobre) en una

reaccion llamada de tipo Fenton.

Fese+ H; O > Feeee+OH++OH

3.) A través de una reaccion llamada del tipo Haber-Weiss.

HoOp+ O ¢ > OHe+OH™+ O,

DANO CELULAR INDUCIDA POR RADICALES LIBRES.

Una vez formados los RL, éstos pueden atacar a cualquier molécula de
nuestro organismo tomando el electrén que le hace falta, especialmente de los
lipidos, proteinas, hidratos de carbono y acidos nucleicos. Los elementos
anteriores son muy susceptibles al ataque por los RL ya que contienen dentro
de su estructura molecular, dobles enlaces carbono-carbono que son altamente
atrayentes para los RL *(Dibujo 3).
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DANO CELULAR
[OXIDACION-REDUCCION ] OXIDACION i
’ DISMUTASA ’
QO - (10) =)+
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edlh}

HABER - WEISS Y
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DANO CELULAR

OH
' OXIDACION
5

INFLAMACION

Dibujo 3. Muestra el dafio ocasionado por un radical libre que origina una reaccién en cadena
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El dafio producido por los RL a las moléculas biolégicas se describe a
continuacion:

A-) Lipidos: Son componentes fundamentales de las membranas intra y
extracelulares. Este tipo de moléculas son las mas sensibles al dafio por
exceso de RL, sobre todo los acidos grasos de cadena insaturada que son los
principales componentes de las membranas celulares. El dafo a los acidos
grasos insaturados producidos por los RL se conoce como lipoperoxidacion .
Las interacciones lipido-radical dan lugar a perdxidos, iniciando la subsiguiente
reduccién de otro acido graso generando una reaccion autocatalitica en cadena
(denominada propagacién) responsables de los efectos citotoxicos de los RL *.

Los factores que influyen en la magnitud de la peroxidacion lipidica son:

A- La cantidad disponible de &acidos grasos poliinsaturados de la
membrana celular

B- La tension de oxigeno

C- La presencia de hierro.

D- La activacion y el contenido celular de antioxidantes que pueden
terminar la reaccion en cadena.

El producto final del proceso de la lipoperoxidacion es una molécula
llamada malondialdehido (MDA). EI MDA es una molécula que se polimeriza
consigo mismo y con otros productos de degradacion formando un pigmento
insoluble llamado lipofuscina que se acumula en algunos tejidos envejecidos. El
medir la concentracion del MDA ha sido considerado desde hace varias
décadas como un marcador de la presencia de lipoperoxidacion en los tejidos.
Debido a que los RL atacan a las moléculas de su alrededor produciendo en
ellos una peroxidacion, el MDA es un producto de la degradacién de la
peroxidacion en los tejidos.

El MDA puede ser detectado mediante su conjuncién con dos moléculas
de acido tiobarbiturico (TBA) el cual da una coloracion rosada al medio de
reaccion. El binomio MDA-TBA es soluble en solventes organicos y puede
detectarse mediante un espectrofotometro a 532nm. Para controlar los efectos
potencialmente devastadores de la peroxidacion lipidica, tanto en los seres

humanos como en la naturaleza, usan los antioxidantes (Dibujo 4).
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Dibujo 4. Efecto de la degradacién de los acidos grasos y los subproductos de la
lipoperoxidacion se encuentra el MDA
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2.) Proteinas: Cuando un radical libre ataca a una proteina, hay oxidacion de
un grupo de aminoacidos como son la fenilalanina, tirosina, histidina y
metionina; generando la formaciébn de entrecruzamientos de cadenas
peptidicas y formacién de grupos carbonilos.

3.) Acido desoxirribonucleico (DNA): Los RL también ejercen su
accion sobre los acidos nucleicos mediante la ruptura y alteracion quimica de
sus bases o por fenomenos de entrecruzamiento (Cross- Linking). Su acciéon
sobre el ADN nuclear se ha relacionado con fendmenos de mutacion,
carcinogénesis, procesos auto inmunes mientras que su accién sobre el ADN
mitocondrial se relaciona con enfermedades degenerativas ¥

Los RL también pueden contribuir al crecimiento anormal de las células,
al perder éstas la capacidad de “reconocer’ las células vecinas. Esa
proliferacion sin control se produce en los tumores benignos o malignos
(cancer) %

Muchas enfermedades crénicas se han ligado directamente con los
radicales libres, como la enfermedad cardiovascular, Alzheimer accidente
vascular cerebral, hepatitis, hipertension, artritis reumatoide, lupus, diabetes
mellitus, enfermedad periodontal, colitis ulcerativa, aterosclerosis, falla renal
crénico y muchas otras *.

Los RL toman electrones de los lipidos y proteinas de la membrana
celular que al ser dafada, no podra cumplir sus funciones tales como el
intercambio de nutrientes y la limpieza de materiales de deshecho haciendo
imposible el proceso de regeneracion y reproduccioén celular.

4.) Estrés Oxidativo: En los organismos aerobicos la produccién de RL
derivados del oxigeno esta regulado por las defensa antioxidantes que este
posee. Esta relacibn no siempre es perfecta ya que algunos RL producen dafio
a grandes moléculas que tienen que ser reparadas o reemplazadas. Cuando
existe un desbalance entre la produccion de RL y las defensas de la célula o
del organismo, se dice que existe un estrés oxidativo que se caracteriza por un
aumento importante en la produccion de RL y una disminucion de los
mecanismos antioxidantes .

El estrés oxidativo puede ser inducido en la célula o en el organismo por

causas internas o externas. Dentro de las causas intemas podemos mencionar
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los mecanismos de envejecimiento y las alteraciones en el metabolismo
intermedio. Dentro de las causas externas que producen estrés oxidativo
podemos mencionar a los agentes fisicos, quimicos y biolégicos, que afectan al
organismo o la célula en general *. Una vez que la célula se encuentra en
estrés oxidativo, se producen dentro de ésta alteraciones en el metabolismo
intermedio energético asi como dafio a las macro moléculas que componen a
la célula, lo que puede desencadenar en un daffio mucho mas severo que
produzca la muerte de ella *'.

Como ejemplo de un estrés oxidativo controlado, tenemos el caso de los
macrofagos del sistema inmune, los cuales crean RL para matar bacterias y
virus, pero si no hay un control (ejercido por los antioxidantes) se produce un
desbalance entre la produccién de los RL y la capacidad de la célula de
neutralizarios mediante las enzimas antioxidantes por lo que se pueden dafiar a
las células vecinas, generando un aumento en la concentracion en el estado
estacionario de RL lo cual define una situacion de estrés oxidativo.

EFECTOS POSITIVOS DE LOS RADICALES LIBRES EN EL SER HUMANO.
Los RL han sido implicados en un sin nimero de procesos normales y
naturales en los seres vivos “2. Particularmente en el humano, se ha visto que
estan involucrados en los siguientes procesos:
1. Accion sobre los lipidos activando la sintesis del ciclo de formacion
de prostaglandinas y leucotrienos
2. Participan en las reacciones de la respiracion mitocondrial
3. Reacciones de destoxificacion microsomal (ingesta de barbituricos).
4. Participacion en el fenomeno de la fagocitosis.

MECANISMOS ANTIOXIDANTES.

Los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de inhibir la
oxidacion causada por los RL ya que son capaces de atrapar al electréon
desapareado que este tipo de especies tiene. Unos actuan a nivel intracelular y
otros en la membrana de las células, siempre en conjunto para proteger a los
diferentes érganos y sistemas del ataque de los RL y potenciando ciertos
sistemas de enzimas y antioxidantes naturales obtenidos en la dieta o bien
administrados como farmacos *.
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Los sistemas antioxidantes estan divididos en varios grupos, segun su
origen en exoégenos, endégenos y no enzimaticos y se ilustran en la (Tabla 2).
En esta clasificacion se incluyen sustancias con grupos sulfidrilos o tioles de
tipo de la N-acetil-cisteina (NAC), los cuales tienen un efecto barredor directo y
son potenciadores de la sintesis de otros sistemas antioxidantes. Por otro lado,
en la (Tabla 3) se ilustra la clasificacion de los antioxidantes de acuerdo al sitio
en donde ejercen su accion antioxidante.

Por otro lado, *' clasifican a los antioxidantes de la siguiente forma:

1. Enzimas antioxidantes: Su mecanismo de accion consiste en
reaccionar cataliticamente con el RL y transformarlo en una especie menos
reactiva o neutral. Como ejemplos mas importantes tenemos a las enzimas
superoxido dismutasa y a la catalasa. Esta ultima ejerce una dual funcién como
mediador para eliminar a los RL. La descomposicién de peroxido de hidrégeno
(H2 O) utilizando, como mediador a la enzima catalasa, el cual se rompe y nos
da como resultado agua (H, O) y oxigeno (O2) *.

La predisposicion para activar la reaccion de la enzima catalasa
depende de la concentracién de hidrogenos donadores, o bien del constante
estado de la concentracion o de la velocidad de produccién de H, O; en el
sistema. En ambos casos la actividad de la catalasa-H20O.. Complejo | se forma
primero por la descomposicion de dos moléculas peréxido de hidrogeno (H:
0.,), en el cual la segunda molécula de H, O, sirve como hidrogeno donador del
complejo **. La descomposicién de peroxido de hidrogeno (H. O,), en el cual la
segunda molécula de H, O, sirve como hidrogeno donador del complejo |, es un
proceso extremadamente rapido (a una velocidad constante k 10 7 L- mol -1
sec-1) la reaccion peroxidativa procede relativamente despacio (k- 10 2 - 10 3).
La cinética de la catalasa no obedece el normal patrén, sin embargo no es
posible saturar la enzima con sustrato, por lo tanto la velocidad de la
concentracion es factible (up de 5u - H, Oy), y sobre la otra reaccién hay una
rapida inactivacion de catalasa de la concentracién por arriba de 0.1 M, cuando
se activa la enzima H2 O, del complejo |, se convierte e inactiva por el complejo
oIl
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Tabla 2. Clasificacion de los antioxidantes, segun origen

Origen
Accibén
1. Exégenos
Vitamina E - Neutraliza al oxigeno singulete
- Captura radicales libres hidroxilo
- Captura O2
- Neutraliza peréxidos
Vitamina C - Neutraliza al oxigeno singulete
- Captura radicales libres de hidroxilo
- Captura 02
- Regenera la forma oxidada de la vitamina E
Betacarotenos Neutraliza al oxigeno singulete
Flavonoides,
Licopenos
2. Endégenos
Enzimaticos Cofactor
Superéxido Cobre, sodio, manganeso
dismutasa (SOD)
Catalasa (CAT) Hierro
Glutatiéon peroxidasa Selenio
(GPx)
3. No enzimaticos
Glutatiéon Barreras fisiolégicas que enfrenta el oxigeno a su paso
] desde el aire hasta las células
Acido Tioctico Transportadores de metales (transferrina y

ceruloplasmina)
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Tabla 3. Clasificacion de los antioxidantes segun el sitio donde
ejercen su accion

Intracelular Membrana Extracelular
Superéxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas
DT-deafarasa Albuminas
GSH Haptoglobinas
Proteinas que ligan Vitamina C
metales
Sistemas proteoliticos _ Acido drico
Vitamina C Vitamina E
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2. Proteinas que contienen a un metal de transicion: Su mecanismo
de accion consiste en disminuir la cantidad del metal transiciéon y atrapario
(accién quelante) para que no reaccione con los RL y como ejemplo tenemos a:
las proteinas de tipo hemo (citocromos y hemoglobina), Haptoglubilinas,
metalotioneinas y ceruloplasmina.

3. Proteinas que protegen a las biomoléculas: Su mecanismo de
accion consiste en unirse a proteinas y a los acidos nucleicos para evitar que
pierdan su actividad o su configuracién terciaria y como ejemplo tenemos a las
proteinas de tipo Heat Shock.

4. Agentes antioxidantes de bajo peso molecular. Su mecanismo de
accion es variado, hablando quimicamente es que con mayor frecuencia se
combina con los RL neutralizandolo o convirtiéndose ellos mismos en un
radical mas estable. Como ejemplo de dichas sustancias tenemos a las
vitaminas (A, C y E), el glutatién, la bilirubina y al acido rico 3'.

EL NaF Y LA PRODUCCION DE RADICALES LIBRES EN LA MUCOSA
BUCAL

Tal como se ha mencionado en parrafos anteriores, el NaF es uno de los
principales componentes de los productos dentales usados a nivel comercial y
por los odontélogos. Como también ya se ha mencionado, esta molécula ejerce
efectos importantes sobre el tejido dentarios, principalmente como un
componente del esmalte dental lo que lo hace mas resistente a la accion
bacteriana y por tanto, a la caries “°. Sin embargo, no se conocen efectos
adversos que pudiese tener esta molécula sobre las células que componen a la
mucosa bucal “. Debido a que la concentracion de fluoruro en los diferentes
tejidos luego de su absorcion, depende de la ingesta y depuracién plasmatica.
Este equilibrio es posible ya que el fluoruro no se encuentra unido a proteinas
en el plasma y su difusiébn a través de las diferentes membranas es
dependiente de gradientes de pH. Lo anterior no determina concentraciones de
saturaciéon en los diferentes compartimientos celulares, puesto que el
organismo humano no cuenta con mecanismos de regulacion hemostatica de
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fluoruro. Esta molécula no ionizada al ser ingerida posiblemente este alterando
y modificando las funciones celulares de la mucosa bucal que se induzca a la
produccion de RL. Destacando como indicadores de referencia de la presencia
de los RL al MDA y a la enzima catalasa *.

La produccion de RL ocurre como un subproducto del metabolismo
oxidativo celular normal *, y la mucosa bucal, como todos los demas tejidos del
organismo que realiza la respiracion metabolica, induciendo asi la activacién de
los RL sobre los lipidos de la célula. Esta generacion es conocida como
lipoperoxidacion y de esta manera ha sido sefialada como un monitor de la
presencia de RL sobre la célula. Sin embargo, de igual forma, la ingesta de
NaF posiblemente estaria alterando la producciéon del peroxido de hidrégeno en
el peroxisoma de la célula; a su vez, el peréxido de hidrégeno puede reaccionar
en la presencia del hierro (en un sistema tipo Fenton o Haber- Weiss), y
contribuir a la generacion de RL altamente tdxicos para la célula. Esta
alteracion seria mediada por la via de la catalasa *.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Es reconocido que la declinacion de las caries a nivel mundial se ha
producido gracias a la introduccion de los fluoruros, especialmente fluoruro de
sodio (NaF) como elemento preventivo el cual es considerado como una de las
medidas de salud publica mas impactantes del siglo. Sin embargo, en la
actualidad ninguna teoria explica en forma adecuada por si misma, todos los
fendbmenos bioldgicos y/o fisiologicos que el NaF pudiese ocasionar en el ser
humano

Por otro lado, se desconocen los efectos que puede provocar el NaF
sobre los tejidos blandos (especialmente, la mucosa bucal), ya que los estudios
realizados en la actualidad sobre este compuesto, no han contemplado los
probables efectos colaterales que ésta molécula pudiera tener sobre la mucosa
bucal ya que hablando quimicamente, el NaF es un producto quimico
altamente reactivo el cual constituye el principal elemento contenido en las
pastas dentales y enjuagues bucales que han sido utilizadas en la prevencion
de la caries dental.

Por lo escrito anteriormente, este estudio pretende registrar los
probables efectos colaterales que el NaF pudiese tener sobre la mucosa bucal
en ratas tratadas con este compuesto, determinando dicho dafio mediante la
determinacién de la concentracion de malondialdehido como un indicador de la
presencia de radicales libres derivados del oxigeno (RL) y la determinacion de
la actividad especifica de la enzima catalasa.
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JUSTIFICACION.

Los problemas en la actualidad a los que se han enfrentado México y
otros paises latinoamericanos en cuanto a salud dental, es la distribucion
hegemonica de la caries. El problema de la caries dental requiere de amplios
programas preventivos que incluyen, entre otras cosas, el uso adecuado de
productos que tienen como base activa al NaF. Esta molécula es el compuesto
fluorado mas frecuentemente agregado a los productos de uso dental (pastas,
geles, enjuagues) ya que presenta una gran facilidad de manejo, se incorpora
rapidamente al tejido dentario y tiene un bajo costo.

Durante el proceso de la limpieza dental hecha con productos que
contienen como agente principal al NaF, resultan evidentes que pueden existir
cambios metabdlicos del tejido dentario, en especial, de la mucosa bucal y que
no han sido estudiados con precision, dado el efecto excepcionaimente
benéfico del NaF sobre el esmaite. Es evidente que la absorcion de NaF a nivel
sistémico requiere un gran gasto de energia, ajustes en el metabolismo y en el
pH que proporcionen las condiciones adecuadas para la absorcion del NaF por
el diente y asi, prevenir a la caries.

A su vez el NaF, como molécula, presenta una alta reactividad que
pudiese danar a los tejidos, sin embargo se ha dejado a un lado el posible
efecto que este compuesto pueda provocar en la mucosa bucal por lo que los
probables mecanismos de dafo por la ingesta de NaF sobre estos tejidos no se
conocen. Estudios encaminados a dilucidar estos mecanismos de dafio
ayudarian a entender los mecanismos fisio-patolégicos que pudiese presentar
el tejido dental y en especial, la mucos bucal en los sujetos que usan productos
quimicos que tienen como base al NaF, tales como son las pastas, geles y
enjuagues bucales.
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HIPOTESIS.

La ingesta del fluoruro de sodio inducira la generacion de radicales libres
derivados del oxigeno, provocando un dafo que se refleje en la mucosa bucal
de la rata; utilizando como indicadores de dicho dafio la determinacion de la
concentracion de malondialdehido (MDA) y la actividad especifica de la enzima
catalasa.

La determinacion de dichos parametros pudiesen ser un reflejo del dafo
a la mucosa bucal provocado por los radicales libres derivados del oxigeno
inducido por la presencia del fluoruro de sodio.

HIPOTESIS NULA
Que el fluoruro de sodio no este involucrado con la generacion de
radicales libres ocasionando dafo sobre la mucosa bucal y por lo tanto, no se
observen cambios en la concentracién del malondialdehido ni en la actividad de

la enzima catalasa en la mucosa bucal de la rata.
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OBJETIVO GENERAL.

Evaluar mediante l|a determinacién de las variaciones en la
concentracion de malondialdehido y de la actividad especifica de la enzima
catalasa, el dafio producido por radicales libres derivados del oxigeno, a la
mucosa bucal en ratas hembras y machos sometidos a una ingesta de dos
distintas dosis de fluoruro de sodio por cuatro semanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la concentraciéon de malondialdehido en la mucosa bucal de
ratas hembras y machos tratados con dos dosis de NaF por cuatro
semanas.

~ 2. Determinar la actividad especifica de la enzima catalasa en la mucosa
bucal de ratas hembras y machos tratados con dos dosis de NaF por
cuatro semanas.

3. Evaluar si la concentracion de maolondialdehido presenta variaciones a
lo largo del tiempo en el grupo de la ratas hembras tratadas con dos
dosis distintas de fluoruro de sodio

4. Evaluar si la concentracion de malondialdehido presenta variaciones a lo
largo del tiempo en el grupo de la ratas machos tratadas con dos dosis
distintas de fluoruro de sodio

5. Evaluar si existen variaciones en la actividad especifica de la enzima
catalasa en la mucosa bucal de ratas hembras tratadas con dos dosis
distintas de fluoruro de sodio.

6. Evaluar si existen variaciones en la actividad especifica de la enzima
catalasa en la mucosa bucal de ratas machos tratadas con dos dosis
distintas de fluoruro de sodio.

7. Comparar las concentraciones de malondialdehido obtenidas tanto de
las ratas hembras como de las ratas machos a las dos dosis de
tratamiento con fluoruro de sodio para evaluar sus probables similitudes
o diferencias entre sexos.

8. Comparar las actividades especificas de la enzima catalasa obtenidas
tanto de las ratas hembras como de las ratas machos a las dos dosis de
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tratamiento con fluoruro de sodio para evaluar sus probables similitudes
o diferencias entre sexos.

9. Correlacionar los resultados obtenidos tanto con el MDA vy la catalasa
para evaluar si los efectos observados con estos dos parametros se
traducen como dafio a la mucosa oral provocado por el fluoruro de
sodio.

10. Evaluar si dichos dafios son dependientes del sexo de la rata.
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DISENO Y DURACION.

El protocolo de estudio se realiz6 en un periodo de 10 meses, repartido
en bimestres, siendo el cronograma de actividades el siguiente:

Durante el primero bimestre se realizo una revision bibliografica
meticulosa sobre el tema relacionado con el NaF y sus efectos en la cavidad
bucal para establecer las bases de nuestro conocimiento en el tema de estudio
a través de articulos publicados en revistas de investigacion. Por otra parte,
durante este tiempo se estandarizaron cada una de las técnicas bioquimicas
empleadas en este estudio.

Durante el segundo bimestre se obtuvieron las ratas (hembras y
machos) y se procedié a distribuirlas en dos grupos generales que fueron el
control y el experimental. El grupo experimental recibié un tratamiento con NaF
por disolucién en agua de 1 6 50 ppm. También durante este periodo, se
obtuvieron las muestras semanales de mucosa bucal de estos grupos en
estudio

Durante el tercer bimestre se analizaron las muestras de mucosa bucal
del modelo experimental asi como del grupo control. El andlisis incluy6 la
determinacién de la cantidad de proteina total asi como la determinacion de la
concentracion de malondialdehido (MDA) de acuerdo a la técnica descrita en el
inciso correspondiente en material y métodos para cada una de las muestras
obtenidas.

Durante el cuarto bimestre se determino la actividad de la enzima
catalasa en las muestras obtenidas de la mucosa del grupo experimental y del
grupo control.

Durante el quinto bimestre se procedi6 a redactar y analizar los
resultados obtenidos, asi como también, se discutieron los mismos para la
elaboracién de la tesis correspondiente.
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MATERIAL Y METODOS.

Para este estudio, se utilizaron reactivos quimicos de las siguientes
marcas comerciales: Amersham Biosciences, Sigma, J T Baker, Mallinckrodt,
Fluka. Todos ellos fueron de la mejor calidad disponible y fueron usados en las
cantidades y proporciones sefaladas en las técnicas. Por otro lado, en la
siguiente tabla se enumeran tanto los reactivos como los materiales y equipos

de laboratorio usados.

Reactivos Material Equipo
Cloruro de sodio Equipo de diseccién Sistema potter con
Probetas graduadas cabezal de porcelana y

taladro

Solucién amortiguadora Vasos de precipitado Agitador orbital y de

de fosfatos (PBS). Matraces Erlenmeyer cabezal tipo Vortex-
Genie.

Acido acético Tubos de ensaye Sonicador Fisher-
Scientific Mod. 3200

Cloruro de potasio Tubos eppendorf Medidor de pH marca
Fisher-Scientific, Mod.
3M

Butanol gradillas Bario maria

piridina (Thermomix)

OPD (o- fenilendiamina Pipetas Pasteur de tallo Centrifuga clinica

dihidroclororidica) corto y largo

Peréxido de hidrogeno Pipetas serologicas Espectrofotdmetro

graduadas (Helios Unicam)

acido tiobarbiturico Cubetas de cuarzo Micropipetas
automaticas de diversas
capacidades

Reactivo de Folin-
Ciocalteus

Albumina bovina
Carbonato de sodio
Bicarbonato de Sodio
Hidréxido de Sodio
Fluoruro de sodio
Hidréxido de Potasio
Agua bidestilada
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PROCEDIMIENTO GENERAL.: Se realizo un estudio longitudinal, prospectivo,
experimental y comparativo empleando 108 ratas de la cepa Wistar (300 g de
peso promedio corporal), divididas en dos grupos acorde al sexo
correspondiendo al 50% (54) para ratas hembras y 50% (54) de ratas machos.
Los animales fueron proporcionados por el bioterio de la FES-Iztacala (UNAM)
y fueron alimentados corrientemente con croquetas (Purina de México S A) y
agua ad limitum *°

Las ratas fueron divididas en los siguientes grupos de estudio:

1.-) Grupo control: Consta de 36 animales divididos por sexo (18 hembras y
18 machos) a los cuales unicamente se les conservé en las condiciones
estandar de alimentacion y toma de agua ad libitum.

2.-) Grupo experimental. Este grupo fue dividido a su vez en dos subgrupos a
los cuales se les trato con dos distintas concentraciones de NaF teniendo 36
animales en cada grupo divididos por sexo en 18 hembras y 18 machos. Los
grupos tuvieron un tratamiento con 1ppm 6 50ppm de NaF disuelto en el agua
de bebida corriente ademas de su alimento normal.

Todos los grupos anteriormente descritos fueron tratados por espacio de
cuatro semanas. Una vez iniciado el esquema de tratamiento, fueron
sacrificadas por grupos homogéneos (controles y experimentales) cada siete
dias hasta completar el tiempo descrito.

Criterios de inclusion:
1. Ratas de la cepa Wistar con un tamario y peso promedio de 300g
2. lgual numero de especies de acuerdo al sexo (machos y hembras).
3. Ratas que al momento de iniciar el esquema de tratamiento
experimental estén aparentemente sanas.

Criterios de exclusion:
1. Ratas que no sean de |la cepa requerida
2. Ratas que no tengan el tamafio y peso promedio requerido
3. Ratas que presenten algun tipo de enfermedad antes de iniciar el
esquema de tratamiento.
4. Ratas que presenten algun defecto fisico visible.
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Criterios de eliminacion
1. Ratas que se lleguen a morir durante el tiempo que dure el tratamiento
2. Ratas que presenten algun tipo de enfermedad sistémica o local no
atribuible al tratamiento

Aspectos de ética y bioseguridad

El manejo de las ratas y de las muestras biolégicas se llevo a cabo de
acuerdo con los criterios, normas y reglas establecidas dentro de la FES-
Iztacala para el uso, manejo y disposicion de animales de laboratorio que estan
acorde con las normas internacionales para el uso de animales de

experimentacion.

OBTENCION DEL TEJIDO BUCAL

Una vez que las ratas cumplian con el esquema de tratamiento, fueron
sacrificadas semanalmente para obtener mediante diseccion dirigida, la
mucosa bucal. Brevemente, las ratas (machos y hembras; controles y
experimentales) fueron sacrificadas por decapitacion, obteniendo la cabeza de
donde se obtuvo la mucosa bucal. La mucosa bucal (consistente en paladar
duro, paladar blando, mucosa yugal, piso de la boca y las encias) fue obtenida
y colocada en una solucion de cloruro de sodio (NaCl) isotdnico frio para ser
lavada dos veces. Una vez limpia, la mucosa fue homogenizada (usando un
sistema de potter con cabezal de porcelana hendido) en una solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) fria. Posteriormente, el homogenizado fue
sometido a tres periodos de sonicacion (de 10 segundos cada uno a 150 mHz)
para disociar aun mas al tejido. El resultado fue centrifugado a 3500 rpm a 4°C
por 15 minutos al término de los cuales, se tomo el sobrenadante el cual fue
alicuotado y se utilizo para la determinacion de la concentracion total de
proteina >'; la determinacién de la concentracién de MDA * y la actividad de la
enzima catalasa *2

DETERMINACION DE LA CONCENTRACCION DE MALONDIALDEHIDO

La determinacién de la concentracién del malondialdehido (MDA) como
reflejo de la peroxidacion de lipidos se llevd a cabo mediante la técnica de
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Gutterige *

como se describe a continuacion: Las muestras (100 mg) de
extracto total de mucosa bucal se le agrego 1.5 ml de acido acético (3%), 1.5
ml de acido tiobarbiturico (0.8%) y se agito en vortex. Se le coloco un tapén a
cada una de las muestras y se incubo durante 30 minutos a temperatura de
ebullicion (94°C) en un bafio maria (Thermomix 1420). Una vez transcurrido el
tiempo de incubacién, las muestras fueron sacadas y enfriadas en hielo picado
y/o al chorro del agua durante 5 min para, posteriormente agregaries 1 ml de
KCL (2%) y 3 ml de butanol/piridina (10/1 v/v) y se agito en vortex. A
continuacién se centrifugo en una centrifuga clinica durante 15 minutos a 3000
rem, y el sobrenadante fue retirado con la ayuda de una pipeta Pasteur y se
colocé en una cubeta de cuarzo para leer su absorbancia a 532 nm en un
espectrofotometro (Helios UNICAM). La concentraciéon de sustancias reactivas
al acido tiobarbiturico (MDA) fue expresada como nano moles por miligramo de

proteina (nmoles/mg de prot).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA
. CATALASA.

El mejor método para determinar la actividad de la enzima catalasa es
por medio de la técnica descrita por Aeby *2. Brevemente, esta técnica consistio
en lo siguiente: A una muestra (100 mg) de mucosa bucal ya sea control o
experimental, se le agregé 2 ml de una solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS, pH 7.4) y OPD (o-fenilendiamina dihidrocloridica; 0.005 M), se agito en
vortex y se dejo incubar durante 3 minutos, después del tiempo transcurrido se
leyé a 492 nm (tiempo cero), posteriormente se procedid a dispar la reacciéon
con 0.1 ml de peroxido de hidrogeno (300 mM), se agito en vortex y se dejo
incubar durante 15 minutos al termino de los cuales, se procedi6 a realizar
nueva lectura a en cada una de las muestras. Los resultados son expresados
como mili mol de peroxido de hidrégeno eliminado sobre minuto sobre
miligramo de proteina.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos fueron analizados por el programa Excel para Microsoft
(version 5.0), se calculé la media y la desviacion estandar en cada uno de los
grupo de acuerdo al sexo de las ratas. La comparacion entre los grupos control
y el grupo experimental fueron llevados acabo usando la prueba de t de student
para las muestras pareadas. Todos los valores son expresados como promedio
méas menos error estandar, tomando en cuenta una (p< 0.05).
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RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran en general que la
concentracién de MDA y la actividad de la enzima catalasa en la mucosa bucal
de las ratas hembras y machos, tratados con dos diferentes dosis de NaF (1 y
50 ppm), varian a lo largo de cuatro semanas de tratamiento.

Concentracion de malondialdehido.

El malondialdehido es un indicador de la presencia de radicales libres en
los tejidos ya que es un derivado directo de la lipoperoxidacion de los acidos
grasos que componen a las membranas celulares. De esta forma, en nuestro
estudio determinamos las concentraciones de ese metabolito como un
indicador del dafio producido a los tejidos por la presencia de los radicales
libres derivados del oxigeno.

En la Gréfica 1 se observa que la concentracion de MDA determinada en
el grupo de ratas hembras con un tratamiento de NaF de 1 ppm por un periodo
de cuatro semanas, presentan los siguientes cambios: En la primera semana
de tratamiento, no se presentd ningun cambio significativo con respecto al
grupo control en la concentracion del MDA. Por el contrario, a partir de la
segunda semana, disminuyé la concentraciéon de MDA en un rango que va de
75 a 200 nmoles por miligramo de proteina, que se observa hasta el término
del tratamiento. En la Gréafica 2 se muestra el curso temporal de la
concentracion de MDA determinada en el grupo de ratas hembras con un
tratamiento de NaF de 50 ppm presentdndose de la primera a la tercera
semana de tratamiento una disminucién estadisticamente significativa en la
concentracion de MDA que oscila entre 150 a 290 nmoles por miligramo de
proteina en comparaciéon con el grupo control. Por otro lado, cabe destacar que
en la cuarta semana de tratamiento se presentdé un incremento
estadisticamente significativo en la concentracién del MDA (de 75 nmoles por
miligramo de proteina con respecto al grupo control) tal como se puede a
preciar en la gréafica. La Grafica 3 muestra la comparacion de la concentracion
de MDA en los dos grupos de ratas hembras, aquellas que recibieron 1 y 50
ppm de NaF, respectivamente (de acuerdo a las graficas 1 y 2). Como puede
observarse, existen diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos a lo largo del tiempo; pero sin un patron definido.



MDA HEMBRAS (1ppm)

g

prot
8
o
tet— |

g
S &
o o

i

;
o
HH @
H ¢

nmoles/m
2
o

[+4]
o

o
|
|
|

CONTROL 1 2 3 4
TIEMPO DE TRATAMIENTO (SEMANAS)

GRAFICA 1: Concentracion de MDA en mucosa bucal en ratas hembra
tratadas con NaF a una concentracion de 1 ppm. Las barras representan la
concentracién de MDA (nmoles/mg prot +/- error estandar) tanto del grupo
control (barra azul) como del grupo experimental (barras color hueso). El
asterisco representa una diferencia estadisticamente significativa contra el
grupo control (p< 0.0 5).

MDA EN HEMBRAS (60 ppm)

——0

= ¢

HH ¢

g 88888

nmoles/mg prot
Ho

2

3

- i, Ry i

CONTROL 1 2 3 4

TIEMPO DE TRATAMIENTO (SEMANAS)

GRAFICA 2: Concentracion de MDA en mucosa bucal en ratas hembra
tratadas con NaF a una concentracion de 50 ppm. Las barras representan
la concentracién de MDA (nmoles/mg prot +/-. error estandar) tanto del
grupo control (barra azul) como del grupo experimental (barras color
hueso). El asterisco representa una diferencia estadisticamente

significativa contra el grupo control (p< 0.05).
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COMPARACION DE LACONCENTRACION DE MDA EN
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GRAFICA 3: Comparacion entre las concentraciones de MDA en mucosa bucal
en el grupo de ratas hembras que fueron tratadas ya sea con 1 6 50 ppm de
NaF. Las barras representan la concentracién de MDA (nmoles/mg prot +/-
error estandar) tanto de una dosis de 1 (barras rosas) como de 50 (barras color
mamey) ppm del grupo de ratas hembras. El asterisco representa una
diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) entre el grupo que recibio 50
ppm de NaF, en contra del grupo que recibidé 1 ppm de NaF.
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Al respecto, las diferencias mas importantes fueron en la primera y
cuarta semana de tratamiento en donde existe una disminucion importante en
la primera semana en el grupo con 50 ppm; en contraparte, a la cuarta semana
existe el incremento en el grupo con 50 ppm y un descenso en el grupo que
recibié 1 ppm.

Nuestro segundo grupo de estudio fue el de las ratas machos donde se
evalud la concentracion de MDA que fueron tratadas con 1 y 50 ppm de NaF
esto se ejemplifica en las graficas 4 a la 6.

Durante el tratamiento con NaF de 1 ppm se determino la concentracion
de MDA la cual se observa en la Grafica 4, originandose en la primera semana
un aumento estadisticamente significativo en la concentracién de MDA con
respecto al grupo control. Cabe destacar la segunda semana de tratamiento ya
que existi6 una disminucion estadisticamente significativa de 90 nmoles por
miligramo de proteina en comparacion con el grupo control. A partir de esta
misma semana se mostro un incremento gradual en la concentracion de este
metabolito hasta finalizar el tratamiento. Los resultados del grupo tratado con
NaF de 50 ppm; se representan en la Grafica 5, en la primera semana de
tratamiento no existié ningun cambio significativo con respecto al grupo control;
sin embargo, a partir de la sequnda semana se presenté una disminucién en la
concentracion de MDA, para, progresivamente, incrementarse hasta la cuarta
semana. Se muestra en la Grafica 6 la comparacioén entre los dos grupos de
estudio descritos en las graficas 4 y 5 respectivamente. Como puede
observarse, la concentracion de MDA disminuye a partir de la segunda semana
de tratamiento en ambos grupos (grupo con 1 y 50 ppm de tratamiento con
NaF, respectivamente), para, gradualmente incrementarse. Por otro lado, en la
primera semana de tratamiento, es en donde se observan las diferencias mas
importantes entre ambos grupos, siendo el que fue tratado con 1 ppm de NaF
el que presenta un incremento importante en la concentraciéon del MDA.

Actividad especifica de la enzima catalasa.

La catalasa es una enzima presente en todos los tejidos y se ha
comprobado que su actividad especifica se modifica por la presencia de
peréxido de hidrégeno el cual es producido por los radicales libres derivados
del oxigeno.
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GRAFICA 4: Concentracién de MDA en mucosa bucal en ratas macho
tratadas con NaF a una concentracion de 1 ppm. Las barras representan la
concentracion de MDA (nmoles/mg prot +/-error estandar) tanto del grupo
control (barra rosa) como del grupo esperimental (barras azules). El asterisco

representa una diferencia estadisticamente significativa en contra del grupo
control (p< 0.05).
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GRAFICA 5: Concentracion de MDA en mucosa bucal en ratas macho
tratadas con NaF a una concentracion de 50 ppm. Las barras representan
la concentracion de MDA (nmoles/mg prot +/-error estandar) tanto del
grupo control (barra rosa) como del grupo experimental (barras azules). El
asterisco representa una diferencia estadisticamente significativa contra el
grupo control (p< 0.05).
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COMPARACION DE LA CONCENTRACCION DE MDA EN

MACHOS (1 ppm y 50 ppm de NaF)
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GRAFICA 6: Comparacién entre las concentraciones de MDA en
mucosa bucal del grupo de ratas machos que fueron tratadas ya sea
con 1 6 50 ppm de NaF. Las barras representan la concentracion de
MDA (nmoles/mg prot +/- error estandar) tanto de la dosis de 1 (barras
cafes) como de 50 (barras verdes) ppm. El asterisco representa una
diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) entre el grupo que
recibié 50 ppm de NaF, en contra del grupo que recibié 1 ppm de NaF.
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De esta forma, la determinacion de la actividad especifica de la catalasa es un
buen indicador de la presencia de radicales libres derivados del oxigeno, es por
ello que, junto con el malondialdehido, nosotros determinamos su actividad en
la mucosa de lar ratas tratadas con NaF.

Como primer grupo de estudio fueron las ratas hembras tratadas con 1y
50 ppm de NaF donde se determino la actividad especifica de la enzima
catalasa por un periodo de cuatro semanas obteniendo los siguientes
resultados: En la Grafica 7 se muestra la actividad de la enzima catalasa
determinada en el grupo de ratas hembras con un tratamiento de NaF de 1
ppm por cuatro semanas,; a partir de la primera semana de tratamiento mostré
una disminucion estadisticamente significativa con respecto al grupo control;
esta tendencia se repite tanto para la tercera como para la cuarta semana de
tratamiento. Por el contrario, en la segunda semana no hubo ningun cambio
estadisticamente significativo en la actividad de la enzima catalasa con
respecto al grupo control. La actividad de la enzima catalasa en el grupo de
ratas hembras con un tratamiento de NaF de 50 ppm a través del tiempo se
observa en la Grafica 8. Durante la primera, asi como en la cuarta semana no
hubo cambios estadisticamente significativos con respecto al grupo control. Por
el contrario, como se puede observar, en la segunda semana hubo un
incremento en la actividad de esta enzima estadisticamente significativa en
comparacioén con el grupo control. En contraste, en la tercera semana hubo un
descenso en la actividad de esta enzima estadisticamente significativa en
relacion al grupo control. Los resultados muestran en la Gréfica 9 la
comparacién de la actividad de la enzima catalasa en el grupo de ratas
hembras que recibieron 1 y 50 ppm de NaF; determinando que existe un
incremento importante en la actividad de la enzima en el grupo que recibi6 el
tratamiento con 50 ppm de NaF a lo largo del tiempo en relacién con el grupo
que recibié 1 ppm. Cabe resaltar que en la segunda semana de tratamiento es
en donde se presenta la diferencia mas significativa entre ambos grupos,
presentandose un incremento de cerca de 12 unidades para el grupo que
recibié 50 ppm (que representan aproximadamente un 200% mas de actividad
de la catalasa).
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GRAFICA 7: Actividad de la enzima catalasa en mucosa bucal en ratas hembra
tratadas con NaF a una concentraciéon 1 ppm. Las barras representan la actividad
de la catalasa (nmoles/min/mg prot +/- error estandar) tanto del grupo control
(barra café) como del grupo experimental (barras verdes). El asterisco representa
una diferencia estadisticamente significativa del grupo experimental contra el
grupo control (p< 0.05).
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GRAFICA 8: Actividad de la enzima catalasa en mucosa bucal en ratas
hembra tratadas con NaF a una concentracion de 50 ppm. Las barras
representan la actividad de la catalasa (nmol/min/mg prot +/- error estandar)
tanto del grupo control (barra café) como en el grupo tratado (barras
verdes). EI| asterisco representa una diferencia estadisticamente
significativa del grupo tratado contra el grupo control (p< 0.05).
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COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE CATALASA EN
HEMBRAS (1 ppm y 50 ppm de NaF)
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GRAFICA 9: Comparacion entre |la actividad de la enzima catalasa en
mucosa bucal en el grupo de ratas hembras que fueron tratadas ya sea
con 1 o 50 ppm de NaF. Las barras representan la actividad de catalasa
(nmol/min/mg prot +/- error estandar) tanto de |la dosis de 1 (barras cafés)
como de 50 ppm (barras azules). El asterisco representa una diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05) entre el grupo que recibid 50 ppm
de NaF, en contra del grupo que recibié 1 ppm de NaF.
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Nuestro segundo grupo de estudios fue el de ratas machos tratadas por
un periodo de cuatro semanas con las dos distintas dosis de NaF para la
determinacion de la actividad especifica de la enzima catalasa. En la Gréfica 10
se observa la actividad de la enzima catalasa determinada en la mucosa del
grupo de ratas macho con un tratamiento de NaF de 1 ppm por cuatro
semanas. Durante la primera semana no se presentdé ningun cambio
estadisticamente significativo en relacion al grupo control. A partir de la
segunda semana, se observa una disminucion estadisticamente significativa (3
nmoles por minuto por miligramo de proteina en comparacién con el grupo
control) en la actividad de esta enzima, la cual permanece menor en relacion al
grupo control hasta las cuatro semanas de tratamiento. Sin embargo, a partir
de esta semana se presentdé un incremento gradual en la actividad de la
enzima hasta el término del tratamiento, sin embargo, este incremento no
alcanza los niveles del control. La actividad de la catalasa determinada en el
grupo de ratas macho con un tratamiento de NaF de 50 ppm se ejemplifica en
la Grafica 11 donde se observa que en general, no existen cambios
significativos en dicha actividad en la primera, tercera y cuarta semana de
tratamiento. Por su parte, como se puede observar, existe un incremento
estadisticamente significativo en la actividad de esta enzima con respecto al
grupo control (de hasta 4 unidades) en la segunda semana de tratamiento. En
la Gréfica 12 se muestra la comparacion entre los dos grupos descritos en las
graficas 10 y 11. Se observa que en |la primera semana de tratamiento no hubo
ningun cambio significativo entre ambos grupos. A partir de la segunda semana
de tratamiento, se puede observar un incremento estadisticamente significativo
en el grupo que recibi6 50 ppm de NaF en comparacién con el grupo que
recibi6é solo 1 ppm. Cabe destacar que en la segunda semana es en donde se
presenta el mayor incremento en la actividad de esta enzima para el grupo con
tratamiento de 50 ppm.

Los siguientes resultados son los cotejos entre hembras y machos de
acuerdo con la misma dosis de NaF, asi como, el periodo de tratamiento de
cuatro semanas para determinar la concentracion de MDA. Se puede observar
en la Grafica 13 la comparacion de la concentracion de MDA en el grupo de
ratas hembras y machos con un tratamiento de NaF de 1 ppm, originandose en
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GRAFICA 10: Actividad de la enzima catalasa en mucosa bucal en ratas
machos tratados con NaF a una concentracion de 1 ppm. Las barras
representan la actividad de la catalasa (nmoles/min/mg prot +/- error
estandar) tanto del grupo control (barra rosa) como del grupo experimental
(barras moradas). El asterisco representa una diferencia estadisticamente
significativa del grupo tratado en contra el grupo control (p< 0.05).
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GRAFICA 11: Actividad de la enzima catalasa en mucosa bucal en ratas machos
tratadas con NaF a una concentracion de 50 ppm. Las barras representan la
actividad de la catalasa (nmoles/min/mg prot +/- error estandar) tanto del grupo
control (barra rosa) como del grupo experimental (barras moradas). El asterisco
representa una diferencia estadisticamente significativa del grupo experimental
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COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE CATALASA EN
MACHOS (1 ppm y 50 ppm de NaF)
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GRAFICA 12: Comparacion de la actividad de la enzima catalasa en la
mucosa bucal entre el grupo de ratas machos que fueron tratadas ya sea
con 1 o 50 ppm de NaF. Las barras representan la actividad de catalasa
(nmol/min/mg prot +/- error estandar) tanto de |la dosis de 1 (barras grises)
como de 50 ppm (barras cafés) del grupo de ratas macho. El asterisco
representa una diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) entre el
grupo que recibié 50 ppm de NaF, en contra del grupo que recibié 1 ppm de
NaF.
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la primera, asi como en la tercera y cuarta semana en el grupo de ratas macho
un incremento estadisticamente significativo en comparacion con el grupo de
ratas hembra. En contrataste el grupo de ratas hembra a esta misma dosis se
observa que en el transcurso del tiempo disminuye la concentracion de este
metabolito gradualmente hasta el término del tratamiento. La comparacion de la
concentracion de MDA en el grupo de ratas hembras y machos con un
tratamiento de NaF de 50 ppm por un periodo de cuatro semanas; se muestra
en la Grafica 14 asi; tanto en la primera como en la tercera semana de
tratamiento, las ratas macho presentaron un incremento estadisticamente
significativo en la concentracion de MDA con respecto al grupo de hembras.
Por su parte, las ratas hembras de |la primera y tercera semana de tratamiento,
presentan una disminucién muy importante en relacion con los machos e
incluso, con su control (ya sefialado en la grafica 2).

Los resultados que a continuacion se describen son las combinaciones
entre los grupos experimentales de ratas hembras y machos con la misma
dosis y el tiempo de tratamiento de cuatro semanas determinando la actividad
especifica de la enzima catalasa. Se observa en la Grafica 15 la comparacion
de la actividad de la enzima catalasa determinada en el grupo de ratas
hembras y machos con un tratamiento de NaF de 1 ppm por cuatro semanas.
Como puede observarse, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre ambos grupos a lo largo del tiempo. Al comparar el grupo de machos en
relaciéon con las hembras, se puede apreciar que los machos presentan una
actividad de catalasa mayor que las hembras a lo largo del tiempo. Lo anterior
no es valido para la segunda semana en donde las hembras presentaron una
mayor actividad de enzima en relacion con los machos. Se muestra la
comparaciéon de la actividad de la catalasa en hembras y machos con un
tratamiento de NaF de 50 ppm en la Grafica 16, solo cabe destacar la segunda
semana de tratamiento en ambos grupos de ratas. En esta semana se puede
observar que en el grupo de ratas hembra se presenté un aumento
estadisticamente significativo en la actividad de la enzima en comparacion con
el grupo de ratas macho. Por su parte, puede observarse que, tanto para la
primera, tercera y cuarta semana de tratamiento, la actividad de la catalasa en
ambos grupos fue la misma.



COMPRACION DE LA CONCENTRACION DE MDA EN
HEMBRAS Y MACHOS (1 ppm de NAF).
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GRAFICA 13: Comparacion de la concentracion de MDA en mucosa bucal entre el
grupo de ratas hembra y el grupo de ratas macho tratadas con NaF a una
concentracién de 1 ppm. Las barras representan la concentracion de MDA
(nmoles/mg prot +/- error estandar) tanto del grupo de ratas hembras (barras
rosas) como del grupo ratas macho (barras cafés). El asterisco representa una
diferencia estadisticamente significativa del grupo de machos en contra del grupo
de hembras (o< 0.05)

COMPARACION DE LA CONCENTRACION DE MDA EN HEMBRAS Y
MACHOS (50 ppm de NaF).
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GRAFICA 14: Comparacion de la concentracién de MDA en mucosa bucal entre el
grupo de ratas hembra y el grupo de ratas macho tratadas con NaF a una
concentracion de 50 ppm. Las barras representan la concentracion de MDA
(nmoles/mg prot +/- error estandar) tanto del grupo de ratas hembras (barras color
mamey) como del grupo ratas macho (barras verdes). El asterisco representa una
diferencia estadisticamente significativa del grupo de machos en contra del grupo
de hembras (p< 0.05).



COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
CATALASA EN HEMBRAS Y MACHOS (1ppm de NaF).
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GRAFICA 15: Comparacién de la actividad de la enzima catalasa en mucosa
bucal entre el grupo de ratas hembra y el grupo de ratas macho tratadas con
NaF a una concentracion de 1 ppm. Las barras representan la concentracion de
MDA (nmoles/mg prot +/- error estandar) tanto del grupo ratas hembras (barras
cafés) como del grupo de ratas macho (barras grises). El asterisco representa
una diferencia estadisticamente significativa del grupo de machos en contra del
grupo de hembras (p< 0.05).
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GRAFICA 16: Comparacién de la actividad de la enzima catalasa en mucosa
bucal entre el grupo de ratas hembras y el grupo de ratas macho tratados con
NaF a una concentracion de 50 ppm. Las barras representan la concentracién de
MDA (nmoles/mg prot +/- error estandar) tanto del grupo de ratas hembras
(barras azules) como del grupo de ratas macho (barras cafés). El asterisco
representa una diferencia estadisticamente significativa del grupo de machos en
contra del grupo de hembras (p< 0.05).
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DISCUSION.

Ha sido descrito para diferentes usos de prevencion bucal, al NaF ya
que ayuda a reducir o eliminar los microorganismos que se generan en la placa
dentobacteriana. Pese a los efectos toxicos que este compuesto pueda tener
sobre el organismo (el cual se relaciona con la cantidad ingerida, la frecuencia,
el tiempo, la edad y el sexo) no han sido estudiados los efectos deletéreos que
pueda tener este compuesto sobre la mucosa bucal >°. Por ello, el objetivo
principal de este estudio consistidé en determinar el efecto de la ingesta de NaF
sobre la produccién de malondialdehido (como un indicador de dafio por
radicales libres) y la actividad especifica de la enzima catalasa, en la mucosa
bucal de ratas hembras y machos tratados por cuatro semanas con dos
distintas dosis de NaF. Todo lo anterior, en un intento de saber si el NaF es
capaz de generar dafio por medio de la produccién de radicales libres.

La presencia de RL se puede cuantificar mediante la determinacién de la
concentracion de MDA como un producto de la degradacion lipidica, siendo
éste un indicador bioquimico de referencia. Por lo anterior, fueron evaluadas
las concentraciones de este metabolito en el grupo de ratas hembras y machos
con las dos distintas dosis de NaF en un intento de revelar la presencia de RL
en la mucosa bucal *.

Analizando la concentracion de este metabolito en el grupo de ratas
hembras con las dos diferentes dosis de NaF, se observé que hubo un patrén
definido de disminucién a lo largo del tratamiento entre ambas dosis. Solo cabe
resaltar que en el grupo tratado con 1 ppm de NaF se inicio la disminuciéon de la
concentracién de MDA a partir de la segunda semana tratamiento hasta el
término del mismo. En contraste el otro grupo que fue tratado con 50 ppm de
NaF inici6 su descenso en la concentracion de este metabolito a partir de la
primera semana de tratamiento.

El andlisis de la concentracion de MDA en el grupo de ratas macho con
las dos diferentes dosis de NaF a lo largo del tratamiento sefiala que existe un
comportamiento disimil entre ambas dosis ya que, para el grupo que recibi
1ppm de NaF, presenta mayores variaciones en la concentracién de MDA,
caracterizado por un aumento brusco en la concentracion del metabolito en la
primera semana de tratamiento para descender también subitamente a partir
de la segunda semana de tratamiento para incrementarse para el resto de las
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semanas. Por su parte, las ratas tratadas con 50 ppm presentaron un
comportamiento mas estable en la concentracion del MDA a lo largo del
tratamiento.

Los datos anteriores contrastan con los obtenidos en el grupo de ratas
hembras ya que como fue sefialado, en ellas se presenta una disminucion
generalizada en la concentracién de MDA.

Como ha sido descrito con anterioridad, el MDA es un producto de la
degradacion de los acidos grasos que han sido relacionados con la presencia
de RL en sistemas biolégicos que se encuentran sometidos a algun tipo de
estrés metabodlico. En el caso que nos ocupa, el NaF agregado al agua de
bebida en las ratas hembras, produjo cambios importantes en la concentracion
del MDA de la cavidad bucal, el cual presenta un perfil general tendiente a la
disminucion durante el tiempo de tratamiento.

Si consideramos que los incrementos en la concentracion de MDA son
interpretados como dafio a las membranas, en el caso del grupo de las ratas
hembras, podemos suponer que el NaF tiene un efecto protector sobre la
mucosa bucal reflejandose ésta situacion por la disminucién encontrada en la
cantidad de MDA. Por su parte, el grupo de ratas machos mostré una
sensibilidad variable la cantidad de NaF administrado ya que el grupo que
recibi6 1 ppm presenta una comportamiento dispar entre cada semana de
tratamiento, mientras que el grupo que recibié 50 ppm no muestra cambios a lo
largo del tiempo que durd el tratamiento. Todo lo anterior nos indica que las
ratas machos presentan una respuesta variable dependiendo de Ila
concentracion de NaF a la cual hayan sido sometidas. Asi, resulta paradéjico
que las ratas machos que fueron tratadas con 50 ppm no presenten mayores
cambios en la concentracién del MDA, mientras que a menor concentracion de
NaF, hay una respuesta disimil en la concentracion del MDA de la mucosa
bucal.

Al momento no se tiene una respuesta para explicar esta disimilitud en la
respuesta a las dos dosis de NaF en el grupo de ratas machos y la
concentracion de MDA encontrada en la mucosa bucal, por lo que deben
hacerse mas estudios al respecto para determinar las causas de este
fenémeno.
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Durante el metabolismo oxidativo natural de la célula, se generan RL los
cuales son neutralizados por mecanismos de defensa de la célula,
principalmente a través de enzimas antioxidantes tales como la catalasa. La
catalasa es una enzima dependiente de la disponibilidad de perdxido de
hidrégeno por lo que un aumento o disminucién éste metabolito puede activar o
inhibir la reaccion de esta enzima. Esta enzima depende a su vez de la accién
de otra enzima que es la superoxido dismutasa la cual convierte al radical
superéxido en peroxido de hidrégeno el cual es tomado por la catalasa y
convertido en agua.

En este estudio se utilizo otro marcador bioquimico de referencia para
determinar la presencia de RL como la catalasa. Los resultados obtenidos en
este trabajo demuestran que el NaF es capaz de modificar la actividad
especifica de la enzima catalasa en la mucosa bucal de las ratas en ambos
sexos y con las dos diferentes dosis de tratamiento con NaF.

El analisis del comportamiento de la actividad especifica de la catalasa
tanto en el grupo de ratas hembra como machos a las dos dosis administradas
muestra que la catalasa en el grupo de ratas hembras tratadas con 1 ppm de
NaF presentan un patron de disminucion en la actividad de esta enzima
mientras que el tratamiento con 50 ppm los cambios en la activad de la
catalasa no muestran un patron definido, destacando sobre todo, un aumento
muy importante en la actividad a las dos semanas de tratamiento en este grupo
de estudio.

Por su parte, en las ratas machos encontramos que la actividad de la
catalasa en el grupo tratado con 1 ppm presenta un patron de disminucién en
tres de cuatro semanas de tratamiento; lo cual es muy semejante al grupo de
ratas hembras tratadas con la misma dosis. En contraste, cuando las ratas son
tratadas con 50 ppm de NaF, no se encuentran cambios importantes en la
actividad de esta enzima con excepcion de la segunda semana de tratamiento
que destaca por tener una alta actividad en esta enzima.

Por lo anteriormente descrito, las ratas hembra como machos tratados
con 1 ppm presentaron una disminucién en la actividad especifica de la
catalasa, lo que nos indica una probable disminucion en la generacion de
radicales libres en la mucosa bucal. Sin embargo, es de notar que, viendo las
concentraciones de MDA descritas en lineas anteriores, unicamente existe una
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correlaciéon entre la disminucién en la concentracion del MDA y una disminucién
en la actividad de la catalasa en el grupo de las ratas hembras tratadas con 1
ppm de NaF. Lo anterior puede interpretarse como un efecto protector del NaF
hacia la mucosa bucal en las ratas hembras.

En el grupo de ratas macho con las distintas dosis hubo un de
comportamiento similar entre ambas dosis a lo largo del tratamiento. Sin
embargo, en la segunda semana en el tratamiento con 50 ppm de NaF hubo un
aumento y por el contrario de 1 ppm tuvo un descenso.

Los varios tipos de células en la mucosa bucal se diferencian entre si en
su resistencia contra los RL derivados del oxigeno. Dicha diferencia se pueden
explicar en parte por diferencias en los mecanismos de defensa antioxidantes
y/o el equilibrio de antioxidante/oxidante que cada tipo celular posee *.

El analisis estadistico de nuestros resultados muestran la presencia de
RL, que posiblemente se generaron a partir del intercambio i6nico provocado
por el NaF alterando los niveles de MDA y catalasa. Entre lo que cabe destacar
al pH acido favorece el desplazamiento de iones hidroxilo por iones de fluoruro
de tal forma que esta caracteristica fomenta un tiempo de intercambio i6nico
suficiente para permitir asi formar compuestos estables o inestables. No
obstante, este podria ser el momento idoneo para la generacién de RL ya que
pueden este momento captar o atraer los electrones que les hace falta para asi
iniciar una reaccion en cadena ¥

Aungue no se obtuvieron los resultados esperados, se puede aportar
con el presente estudio que la ingesta del NaF durante el transcurso del
tratamiento de cuatro semanas, si se alteraron los niveles de RL en la mucosa
bucal. Tomando esto posiblemente se requiera de prolongar el tiempo de
estudio y relacionarlo con el sexo de las ratas especialmente en las hembras
debido a que las hormonas si tienen influencia sobre la produccion de RL.
También se debe tomar como punto importante la edad de la rata debido a que
casi todos los estudios del NaF se realizando en ratas jévenes y en este
estudio se utilizaron ratas mas viejas.
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CONCLUSIONES.

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir lo
siguiente:

Que el tratamiento con NaF en nuestros modelos experimentales que
han sido analizados, se observo que las ratas fueron sensibles a las dos
diferentes dosis de NaF; esta sensibilidad esta relaciona con el sexo del animal
y el tiempo del tratamiento.

Se determino que si se generaron cambios importantes en la mucosa
bucal denotados por los cambios en la concentracion del MDA asi como en la
actividad especifica de la catalasa; siendo estos cambios disimiles entre ambos
sexos y entre ambas dosis

Se ha visto hubo una correlacion entre la produccion de MDA y la
actividad de catalasa. Sin embargo, las modificaciones obtenidas en la
concentracion de MDA y la actividad especifica de la enzima catalasa
posiblemente sean un indicador de dafio sobre la mucosa bucal de las ratas.

Buscando puntos de union entre los posibles mecanismos accién de los
RL y sus efectos que pudieran estar alterando la mucosa bucal de las ratas por
la ingesta del NaF se lograria armar cuadro global del funcionamiento de los
procesos complejos del NaF.

Esta relacion plantea el desafio de futuras investigaciones que permitan
establecer las consecuencias que se genera por la ingesta de NaF a nivel de la
mucosa bucal.

Esto favoreceria a prevenir y/o mejorar la ingesta de NaF para
considerar los efectos este compuesto genere sobre la mucosa bucal.

Por lo que se considera que se deben hacer mas investigaciones al
respecto para determinar si dichos cambios tienen relacién directa con la
produccién de radicales libres que afecten a la mucosa bucal.

La importancia clinica que tiene este estudio, sobre el NaF el cual
pudiera estar induciendo la produccion de RL, sin embargo, esta es una mera
hipétesis ya que es necesario realizar mas estudios encaminados para
establecer si se produce dafo a la mucosa bucal por la ingesta de NaF.
Ademas se estaria aportando conocimientos para una mejorar la ingesta de
NaF mediante una dosificacion adecuada en conjuncién con un menor dafio a
la mucosa bucal. Asi brindar conocimientos para futuras investigaciones.
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ABREVIATURAS.

mg — Miligramos.

MDA - Malondialdehido.

NaF — Fluoruro de Sodio.
nmoles — Nanomoles.

ppm — Partes por millén.

prot — Proteina.

RL — Radicales libres.

rem — Revoluciones por minuto
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