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RESUMEN

La fluorosis es un trastorno del desarrollo causado por la ingesta de altas
concentraciones de fluor (F), que afecta principalmente a los érganos dentales,
ocasionando hipomineralizacion y manchas blancas-pardas. Se ha reportado
que la intoxicacion del organismo por F tiene repercusiones a nivel de sistema
nervioso, asi como afectaciones cognitivas, que desencadenan eventos
proinflamatorios en los que participan citocinas como interleucina 17 (IL-17),

implicada en el desarrollo de enfermedades inflamatorias y autoinmunes.

El objetivo de este estudio fue evaluar la expresién de IL-17 en el cerebro de

ratas Wistar, en un modelo in vivo de fluorosis.

Los animales de estudio se dividieron en grupo control y experimental; el grupo
experimental consumié agua con 10 ppm de NaF, mientras que el grupo control
ingiri6 agua embotellada, durante 6 meses. Se realizé tincion HyE e
Inmunohistoquimica para identificar la expresion IL-17 y se obtuvieron
fotomicrografias que fueron analizadas por el software Fiji (Image J). Los
resultados mostraron una expresion significativa de IL-17 en el cerebelo del
grupo experimental; asimismo, los dientes del mismo grupo, tuvieron un cambio

de tonalidad, manchas y fisuras respecto al grupo control.

Se concluyé que consumo de altas concentraciones de fluor por periodos
prolongados esta directamente relacionado a la expresion significativa de IL-17

en cerebelo de ratas y cambio de coloracion de los dientes.



ABSTRACT

Fluorosis is a developmental disorder caused by the ingestion of high
concentrations of fluoride (F), which mainly affects dental organs, causing
hypomineralization and brownish-white stains. It has been reported that F
intoxication of the organism has repercussions at the nervous system level, as
well as cognitive impairment, triggering proinflammatory events involving
cytokines such as interleukin 17 (IL-17), involved in the development of

inflammatory and autoimmune diseases.

The aim of this study was to evaluate the expression of IL-17 in the brain of Wistar

rats in an in vivo model of fluorosis.

Animals of this study were divided into control and experimental groups; the
experimental group consumed water with 10 ppm NaF, while the control group
ingested bottled water for 6 months. HyE staining and Immunohistochemistry
were performed to identify IL-17 expression and photomicrographs were obtained
and analyzed by Fiji software (Image J). The results showed a significant
expression of IL-17 in the cerebellum of the experimental group; likewise, the
teeth of the same group had a change in tonality, staining and fissures with

respect to the control group.

It was concluded that consumption of high concentrations of fluoride for
prolonged periods of time is directly related to the significant expression of IL-17

in the cerebellum of rats and a change in the coloration of the teeth.



INTRODUCCION

El flior (F) es un elemento altamente electronegativo encontrado en la naturaleza
en agua de mar y pozos, en forma de mineral y en alimentos como verduras,
carnes, jugos y bebidas alcoholicas; es considerado un oligoelemento y tiene

gran repercusion en la formacion de huesos y dientes. -2

Permite que los tejidos mineralizados formen estructuras mas resistentes debido
a la interaccién que tiene con el calcio y fosfato, lo que ayuda a mantener en
buen estado las mismas; todo esto cuando es consumido en cantidades
adecuadas que van desde 0.5ppm (partes por milléon) hasta 1.5ppm, segun lo
estipulado por la OMS (Organizacién Mundial de la Salud). Cuando se superan
estas cantidades el fluor comienza a repercutir de forma negativa en el

organismo. 4

La fluorosis dental y esqueletal son signos inequivocos de intoxicacion del
organismo con fluor, generalmente ocurre por la incorporacién por via sistémica
a través de la ingesta de agua. Son considerados trastornos del desarrollo de las
estructuras a las cuales afecta, en el caso de los dientes esta afectacidon ocurre
durante en periodo de formacion de los érganos dentarios, que resulta en la
formacion en manchas que van de los tonos blancos a pardos, de forma bilateral.
En cuanto a la afectacion de la estructura 6sea, ésta ocurre cuando el consumo
de fluor en cantidades elevadas es por periodos prolongados, durante anos y sus
consecuencias van desde aumentos de masa Osea, dolores musculares y
articulares, osteoporosis, calcificacion de ligamentos y puede llegar hasta
deformaciones invalidantes que repercuten en la calidad de vida de las personas.
Finalmente, también se ha reportado que existen afectaciones neurolégicas y

cognitivas asociadas a la ingesta de fltor.5°



ANTECEDENTES

FLUOR

El flior es un elemento quimico de grupo de los halégenos, con una masa
atémica de 18.9 UMAs, es corrosivo, presenta una electronegatividad elevada,
no se encuentra libre en la naturaleza, su simbolo es F y se halla como ion F- 0

como un compuesto binario."

Es un oligoelemento que repercute en la formacion y fortalecimiento de dientes
y huesos debido a su afinidad a calcio; se encuentra en diversos sitios como
rocas volcanicas, agua de mar (siendo su concentracion de 1.3 ppm (partes por
millén)) y en la atmodsfera (cuya concentracion oscila en 0.5n/m3). En su forma
mineral lo podemos hallar como fluorita, criolita y fluorapatita, en los alimentos
es comun que se presente en verduras, hortalizas, pescados, carnes, leche,

queso, refrescos y bebidas alcohdlicas (principalmente los vinos). 23

Este elemento quimico ingresa al organismo por dos vias:% 45

Via Sistémica: es la principal via de incorporacion del F al organismo, a través
del agua potable, de pozos o envasada, sal de mesa fluorada y productos para
el cuidado oral como gotas o tabletas fluoradas. Se absorbe en estémago e
intestino en un 95% y posteriormente entra al torrente sanguineo que lo lleva a

los tejidos por un fendmeno de difusion.

Viatopica o local: es una via exclusiva para llevar el F a las superficies dentales
cuando estos estan en proceso de erupcion o totalmente erupcionados, se
utilizan geles, pastas, colutorios y barnices. Cuando estos productos son
ingeridos puede tornarse a una via sistémica debido a las concentraciones a las

que se encuentra.

La eliminacién del fluor del organismo se da principalmente a través de la orina

y en minima cantidad por sudor, saliva y otros fluidos corporales.®



El flior es un elemento que promueve la salud ya que debido a la interaccion
que presenta con el calcio y fosfato permite que los tejidos mineralizados como
hueso, esmalte, dentina y cemento (compuestos principalmente por
hidroxiapatita) formen cristales de fluorapatita, que son mas grandes y menos
solubles, lo que contribuye a mantener en buen estado dichas estructuras. Uno
de los efectos mas notorios derivados de este proceso es la reversion de la caries
incipiente, ademas, interfiere con la actividad bacteriana, al inhibir a la enzima
enolasa, que evita que las bacterias puedan llegar a formar colonias en la
superficie del diente. Para que el proceso antes mencionado se lleve a cabo debe
ser consumido en cantidades que van desde 0.5 ppm a los 1.5 mg/L al dia, dosis
recomendada por Organizacion Mundial de la Salud (OMS), sin embargo,
cuando su ingesta es elevada o excesiva y por periodos de tiempo prolongados

puede causar efectos nocivos al organismo.* %7

TOXICIDAD A CAUSA DE LA INGESTA DE FLUOR

La toxicidad ocasionada por la ingesta fluor puede ser aguda o crénica:

Aguda: a causa del consumo de 64 mg/kg (64 ppm) de peso de la persona en
un periodo de tiempo muy corto (horas o minutos), es decir, un adulto regular
tendria que consumir de 2 a 4 gramos. Los signos y sintomas derivados del
consumo en estas cantidades son: erupciones cutaneas, vomito, diarreas,
nauseas, mareos y en dosis superiores a la antes mencionada puede causar

convulsiones, afecciones cardiacas, pérdida de consciencia e incluso la muerte.®

Crénica: es causada por la ingesta en pequefias cantidades, superiores a 1.5
ppm al dia, durante un tiempo prolongado, la literatura sefiala que el consumo
de cantidades superiores a ésta durante periodos de mas de 5 afos causa
afecciones al organismo. Tanto dientes como huesos son los principales
afectados cuando se da este tipo de exposicion, mientras que los dientes son
afectados en un tiempo especifico, de acuerdo con la edad de la persona,
durante el periodo de formacién de los 6rganos dentales; en los huesos se
extiende por el resto de la vida de la persona, en tanto esté expuesto.®



Puede ser evaluado en el organismo a través de fluidos y tejidos como: saliva,
plasma, hueso, dientes, orina, cabello y unas por medio del método de
Potenciometria mediante el Electrodo de ion Selectivo de fluor, otros métodos
para evaluar la presencia de fluor son: espectrometria de masas, cromatografia

y espectroscopia Raman.®

FLUOROSIS DENTAL

La fluorosis dental es un trastorno del desarrollo de los tejidos duros del diente y
de su mineralizacion, ocurre en el periodo de formacién del érgano dentario, en
especifico durante la fase de mineralizacion del esmalte debido a la sobre
exposicion a fluor. En la fase de mineralizacion las proteinas de la matriz del
esmalte son reabsorbidas por enzimas proteoliticas y reemplazadas por calcio y
fosfato conformandose asi los cristales de hidroxiapatita, dando lugar a un

esmalte altamente mineralizado, que sera de alta calidad y sano.®

Sin embargo, cuando el fluor se incorpora por via sistémica y llega a través de
torrente sanguineo a la pulpa dental e interfiere con el metabolismo del
ameloblasto lo que inhibe el proceso de mineralizacion, es decir, cuando las
proteinas de la matriz de esmalte no son reabsorbidas el esmalte es mas poroso,
menos resistente y es mas susceptible a fracturas y procesos cariosos. También
se pueden observar manchas en las superficies dentales que van desde tonos
blanquecinos o grisaceos hasta tonos pardos, estas tonalidades dependen de la
dosis a la que se haya estado expuesto durante el proceso de mineralizacion;
entre mayor sea la dosis mas oscura sera la mancha, asi mismo, es una

condicion que se presenta de manera bilateral.> 8

Aunque es un problema que afecta comunmente la denticion secundaria, la
denticion primaria se puede ver afectada, durante el desarrollo dentro del utero,
esto se debe a que dicho ion puede concentrarse hasta en un 75% en el cordén
umbilical de esta forma llega al organismo del producto, lo que afecta a los

organos dentarios durante su fase de desarrollo intrauterino.®



De acuerdo con su grado de afectacion, la fluorosis dental, se clasifica en: 7

Muy leve: manchas blanquecinas muy tenues y difusas que no afecta mas del
25% de la superficie de los dientes dafados.

Leve: estrias 0 manchas mas opacas que no cubren mas del 50% de la corona,
siendo mas difusa.

Moderado: manchas y lineas blancas en mas del 50% de la corona clinica,
existen zonas de hipomineralizacion.

Severo: presencia de pequenos crateres debido a la pérdida de sustancia,
hipomineralizacién extendida o generalizada, presencia de manchas pardas y

marron intenso.

Esta condicién afecta a ciertas personas que residen en una misma comunidad,
region o zona geografica, por lo que es considerada una enfermedad endémica;
entre los registros que se encuentran de muchas de las personas afectadas por
fluorosis dental se ha encontrado que tienden a presentar enfermedades del
sistema respiratorio, problemas renales, problemas mentales, sensoriales, del
sistema digestivo y alteraciones en el sistema nervioso, tanto en personas

adultas como en nifos.% °

Cuando se conoce el diagnéstico de fluorosis dental en el paciente, después de
realizar una cuidadosa exploracién clinica se da un tratamiento de acuerdo al
grado de la fluorosis que presenta; estas opciones van desde el blanqueamiento
dental, cuando su forma es la mas leve, hasta resinas, carillas y coronas cuando

las manchas son mas oscuras o existan defectos severos .0

La forma de prevenirla es mantener un estricto control de la ingesta de fluor,
tanto en alimentos solidos como en bebidas, principalmente a una edad
temprana, cuando los dientes estdn en proceso de formacién y son
completamente susceptibles y vulnerables. Es importante que se identifique de
dénde proviene el exceso en el consumo de fluor de esta forma se podra detener

su ingesta y asi se evitara el dafio a otras estructuras en el organismo.’



FLUOROSIS ESQUELETICA

La fluorosis esquelética, también llamada fluorosis dsea, ha sido considerada a
lo largo de la historia como un problema endémico al igual que la fluorosis dental,
y fue descrita por primera vez en 1930 en la India, uno de los paises mas
afectados por dicha enfermedad que ha discapacitado a una parte de su

poblacion.'°

El sistema esquelético es de los mas afectados cuando se ha estado expuesto
a fluor en cantidades por arriba de los limites permitidos y durante periodos de
tiempo prolongados (en el caso del ser humano, cuando han pasado afios). 8

El flior presenta una gran afinidad a los cristales de hidroxiapatita, calcio y
fosfato presentes en el tejido 6seo, cuando las concentraciones de este elemento
son mayores a las normales 500 a 1000 ppm en hueso, comienza a presentarse

una osteopatia (alteracion de la estructura 6sea).®

El fluor afecta el recambio éseo, influye en el metabolismo celular: aumenta la
actividad osteoblastica e interfiere con la expresion de proteinas involucradas en
los procesos iniciales de mineralizacion como osteocalcina y osteoprotegerina,

lo que provoca pérdida de su actividad.™

Para que el fluor afecte al tejido 6seo se necesita una exposicién de 5 a 10 veces

mayor que la necesaria para provocar fluorosis dental.’

Existe la posibilidad que se desarrolle fluorosis debido a la inhalacion de F-, un
ejemplo de su forma gaseosa es el diclorofluorometano, usado como refrigerante
en aviones y submarinos; también se ha descrito que existe cierta susceptibilidad
asociada a factores genéticos, principalmente a la matriz metaloproteinasa
(enzima que genera protedlisis, desnaturaliza colagena, regula vias de
sefalizacion que controlan crecimiento celular, interviene en procesos de
inflamacion y angiogénesis), prolactina (hormona polipeptidica involucrada en el
desarrollo de la glandula mamaria y en la produccion de las proteinas de la leche

en el embarazo y en el posparto), vitamina D (nutriente esencial en la absorcién



de calcio en huesos), y la mieloperoxidasa (cataliza la conversion del peréxido
de hidrégeno y cloruro a acido hipocloroso. Este es un potente agente oxidante
que contribuye al mecanismo de defensa contra los agentes infecciosos).
Cuando estos estan disminuidos, para que se desarrolle fluorosis esqueletal
principalmente en individuos de la misma comunidad aludiendo una vez mas al

factor endémico. 10 1

Puche y Rigalli en su articulo Determinacion de la concentracion de fltor en
muestras bioldgicas, mencionan que la fluorosis esquelética presenta diversas

etapas o fases: %9 12

Etapa preclinica: en la que el flior en hueso es de 3,500 a 5,500 ppm,
indetectable con apenas un ligero aumento en masa 6sea:

Etapa clinica I: con 6,000 a 7,000 ppm, se presentan dolores articulares,
osteoesclerosis, dolores musculares y lesiones en columna.

Etapa clinica Il: 7,500 a 9,000 ppm con signos y sintomas como dolor en
articulaciones debido a la calcificacion en las mismas, calcificacion de ligamentos
inflamacion en el periostio, espasmos musculares y osteoporosis.

Etapa clinica lll: es la mas avanzada presenta una concentracién de fluor
>9,000 ppm, en ella se encuentran deformaciones y alteraciones éseas, fracturas
frecuentes debido a la condensacién y dureza, dando paso a una fluorosis

invalidante.

El diagnéstico de esta condicion sera principalmente por medio de radiografias
convencionales detectando en ella cambios en la masa 6sea, alteraciones en la
estructura del hueso, asi como deformaciones en los mismos, se complementa
midiendo los niveles de concentracion de fluor en sangre, siendo de 0,5y 1 ppm
la concentracion normal, y en orina, siendo de 0.2 - 0.5 ppm en normalidad, otra
forma de diagndstico es el histopatolégico previo a una biopsia en hueso,
posteriormente se realiza un analisis histomorfométrico que evalua el
trabeculado, la formacion de hueso y las descalcificaciones, también se puede
realizar un escaneo 6seo con difosfonato de metileno marcado con tecnecio.
Ademas, es importante tomar en cuenta que existen diagnésticos diferenciales

como la espondilitis anquilosante, metastasis o mielofibrosis.!!- 4. 15

10



No existe un tratamiento bien documentado para esta afeccion, sin embargo,
como en muchas otras enfermedades, retirar el agente causal es lo primero que
se toma en cuenta para contrarrestar sus efectos. Se tiene registro de que el uso
del fertilizante de harina de huesos, el magnesio y el sistema Dowex (resinas de
intercambio catidnico y anidnico usadas en tratamiento de aguas) reducen el
contenido de fluoruro en agua. También las sales de calcio, magnesio y aluminio
permiten la absorcion y excrecidon de fluor del organismo, otro mineral utilizado
es la serpentina, que es quimicamente un metasilicato de magnesio tiene una
enorme capacidad para absorber fluoruro en un amplio rango de pH, permitiendo
la eliminacion de F por via urinaria con bastante éxito. Otro tratamiento en
ocasiones considerado es la cirugia, cuando el grado de afectacién llega a
deformar los huesos, sin embargo, los resultados son poco exitosos para este

Gltimo. 1115

Se han registrado alteraciones neurolégicas como neuropatias, acroparestesias,
espasticidad, compresiones nerviosas en vértebras y alteraciones en glandulas

como la tiroides. %9 13

11



EFECTOS DEL FLUOR SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO.

Cuando los niveles de ingesta de fluor se extienden por arriba de los limites
permitidos y durante anos en la vida de una persona, tiene una influencia
negativa en el sistema nervioso. Diversos registros epidemioldgicos enfocados
a la forma en que afecta el fluor al sistema nervioso sugieren que los individuos

expuestos tienen un rendimiento intelectual menor al del resto de la poblacion.

Otros efectos negativos ligados a este elemento y de los cuales se tiene registro
son enfocados a incremento de proteinas, entre las cuales se encuentran las que
promueven la inflamacién como las interleucinas y el TNF-a (presentes en
procesos neurodegenerativos). También se ha reportado que produce dafo a
receptores de células neuronales, influye en la interrupcion o disminucién de la
sintesis de neurotransmisores como la norepinefrina y la 5-hidroxitriptamina,
altera asi las conexiones neuronales, ademas, influye directamente en la
cantidad de células de Purkinje (neuronas de gran tamano que constituyen la
unidad funcional del cerebelo, transmiten proyecciones inhibitorias a los nucleos
del cerebelo y constituyen la unica salida para toda la coordinacion motriz en la

corteza cerebral) lo que afecta la morfologia de la corteza del cerebelo.'”

Otro efecto documentado es que el fluor puede conducir a cambios en el flujo de
iones (incluido un aumento de la salida del ion cloruro) y en el volumen de células
nerviosas que causan trastornos metabdlicos afectando el funcionamiento

celular y, sobre todo, la transmisién de los impulsos nerviosos.'®

La exposicién al fluor produce cambios en las neuronas como la disminucién de
la expresidon de tubulina y cuerpos ribosomales, también afecta procesos de
apoptosis, disminuye la captacion de glucosa pues hay menos presencia de
receptores GLUT 1 (proteina transportadora de glucosa que mantiene la
respiracion celular por consumo basal de glucosa, una patologia relacionada a
su deficiencia es epilepsia, su sobreexpresion esta relacionada a cancer).16

También es asociado a padecimientos tales como ansiedad, trastornos del
estado de animo, problemas de memoria, capacidad de comprension y

disminucién del coeficiente intelectual, este ultimo evaluado mediante los
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registros de paises como China e India en donde se hall6 que existia una
disminucién en la capacidad para desarrollarse en el ambito intelectual a nifios

de edad escolar y adolescentes.®

El fluor tiene la capacidad de atravesar la barrera placentaria, al ocurrir esto llega
con gran facilidad al cerebro del feto y puede llevar a deficiencias de

comportamiento y cognitivas durante el desarrollo del nifio."”

Otras afecciones asociadas al fluor y que involucra al sistema nervioso es la
radiculomielopatia, en la cual se ve afectada la médula espinal, asi como las
raices de los nervios espinales, lo que provoca que con el paso del tiempo se
tenga dificultad motora debido a que existe una menor presencia de mielina que

resulta en una menor conexion interneuronal o menor conduccion nerviosa. ! 1°

SITUACION DE LA FLUOROSIS DENTAL Y ESQUELETAL EN MEXICO.

En México la Norma Oficial Mexicana NOM-127 SSA1 1996 establece que el
limite de consumo de fluor por dia no debe exceder 1.5 ppm esto con la finalidad
de evitar dafnos como los anteriormente sefalados en dientes, huesos, sistema
nervioso, en organos reproductores y rifiones. Sin embargo, la fluorosis dental
es un problema de salud endémico registrado de estados como Zacatecas,
Durango, Jalisco, San Luis Potosi, Aguascalientes, Guanajuato y Baja California,
algunos de los cuales no son considerados para la distribucion de sal fluorada
por el Programa Nacional de Fluoracion de la sal, el cual dividié al pais en tres

zonas a las cuales se les proporciona sal fluorada, sal yodada o ambas. 202122

La prevalencia de fluorosis dental es mas alta en Durango, Chihuahua,
Aguascalientes, Zacatecas y Jalisco, como se ha mencionado antes, la
exposicion a este elemento de forma no controlada se ha dado en la poblacion
mexicana, especificamente en estos estados, debido al consumo de agua de
pozos que tiene una gran cantidad de fluor; diferentes estudios han reportado

que existen cantidades de fluor en pozos y agua corriente que contienen desde
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2.6 ppm, 4.6 ppm hasta 10 ppm, esto conlleva a un alto riesgo de padecer
condiciones asociadas a un alto consumo de fluor y sufrir dafios en diversas
partes del organismo. Es mayor el riesgo que se corre ya que en algunos
estudios realizados en nuestro pais se registr6 que mucha del agua que se usa

para cocinar o beber proviene directamente de la llave.?3 24

Estudios realizados en poblaciones infantiles muestran que existen casos
frecuentes de nifios que presentan fluorosis dental, a la evaluacién del agua de
consumo se reportd que no excedia mas de 1.5 ppm, lo que demuestra que no
se esta produciendo la fluorosis dental unicamente debido a la ingesta alta en
flor en agua, sino que también se debe a otros productos que contienen este
elemento y estan siendo consumidos por los nifios, por ejemplo, refresco o

jugos.?®

Aunque hay casos reportados sobre fluorosis esqueletal y a pesar de que se
conoce que se han dado en estados como Zacatecas, Durango y otros estados
al norte, en nuestro pais no existe mucha evidencia y registro sobre como ha

afectado esta condicion a nuestra poblacion.
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FACTORES PROINFLAMATORIOS ASOCIADO A LA EXPOSICION A
FLUOR.

La inflamacion en un mecanismo de respuesta ante diversos estimulos, sean de
tipo bioldgicos, quimicos o fisicos, que de acuerdo con el nivel, intensidad y
tiempo de evolucion en que esté afectado el sitio lesionado puede derivar en dos

tipos de inflamacién: aguda o crénica.?

La inflamacién comunmente se caracteriza por cinco signos cardinales: calor,
dolor, rubor, edema y pérdida de la funcion. La inflamacion aguda comienza en
minutos u horas a partir del estimulo y se caracteriza por la presencia de células
de la inmunidad innata (leucocitos, neutréfilos, mastocitos y algunas citocinas),
generalmente al retirar el estimulo la fase aguda de la inflamacién suele ser
suficiente para resolver el problema y comenzar un proceso de cicatrizacion y
dar pie a la rehabilitacion de la zona, sin embargo, si esto no es asi se da paso
a la inflamacion de tipo crénica que ocurre después de semanas, meses 0 afos
después de que el estimulo es persistente en la cual, células de la inmunidad

adaptativa intervienen (linfocitos T principalmente).?’

Durante la respuesta de inflamacion existen diversos factores que la median,
como las citocinas, involucradas en redes extensas con interacciones sinérgicas,
asi como antagonistas que pueden llevar tanto a efectos negativos como
positivos en varias células diana, otros son los eicosanoides, como los
leucotrienos y el acido araquiddnico, asi como moléculas de adhesién, también

esta involucrados los linfocitos B y T.28 29

La inflamacion es un proceso que permite la rehabilitacién de la zona afectada y
es hasta cierto punto aceptable, sin embargo, cuando es persistente y no se
retira el estimulo que la esta causando conduce al daho de tejido, pérdidas,

enfermedades autoinmunes, cancer, fibrosis y condiciones de envejecimiento.

Se ha reportado la presencia de factores que promueven la inflamacién en

diversos organos, cuando se ha estado expuesto a flior en grandes cantidades
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durante tiempos prolongados, principalmente en la fluorosis esqueletal, entre
estos factores se encuentran: citocinas, péptidos que regulan la comunicacién
célula a célula, interleucinas como IL-1B, la IL-6 y el TFN-q, todas éstas
secretadas por células como linfocitos B, macréfagos, adipocitos, células
musculares y microgliales.'® 16

Ademas, existen reportes de estudios en roedores en los que se describe que,
en estado de fluorosis, especificamente cuando el consumo de fluor es mayor al
del limite permitido 1.5 ppm y superando incluso los 10 ppm al dia, ha influido

disminuyendo la expresion de neurotransmisores como norepinefrina.3°

INTERLEUCINA 17 (IL-17)

La interleucina 17 o en su forma abreviada IL-17 es una citocina con estructura
dimérica que cuenta con un peso molecular de 35 kDa, posee 132 aminoacidos,
y su gen se ubica en el cromosoma 6p12. Es producida por células T
cooperadoras Th17 que activan a las células T CD4+, CD8+, linfocito T, natural
killer, ILC3s, regula la expresion de algunas citocinas, quimiocinas, proteinas
relacionadas con apoptosis. Existen reportes que mencionan que estan también
en neutrdéfilos y microglia. Otras células que las producen son los linfocitos yd y

células linfoides innatas, por lo que se puede hallar en epitelios. 3" 3233, 34,35

El descubrimiento de la interleucina 17 es reciente, es una familia de seis
IL-17C, IL-17D, IL-17E,

IL-17F, dichas interleucinas se asocian diversos estados de inflamacion, asi

interleucinas nombradas de la A ala F, IL-17A, IL-17B,

como a padecimiento tales como cancer.3°
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Imagen 1 (31). Complejos receptores de la familia IL-17.
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La funcion principal de ésta en el humano, es intervenir en la defensa ante un
patdogeno, principalmente contra bacterias y hongos. También promueve el
reclutamiento de células de la inmunidad como macrofagos, ademas, es esencial
para mantener la homeostasis del sistema inmune. Otra de las funciones son la
adhesion de células inmunes, unidn de células fagociticas, respuesta
inflamatoria, migracion leucocitaria, conduce a la produccion de IL-6 e IL-8 y la
molécula de adhesion intercelular en fibroblastos humanos, promueve la
respuesta de los fagocitos y esta involucrada en la inflamacién asociada a la

edad y a enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y Parkinson.2®
32

Los objetivos o blanco de la IL-17 incluyen a citocinas proinflamatorias,
hematopoyéticas, quimiocinas, péptidos antimicrobianos, células mieloides y
células mesenquimales, ademas, se ha descrito que dicha interleucina provoca

principalmente la inflamacion del tejido en el que se encuentra.3®

IL-17
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—>RNA binding proteins
Act1, HuR, Arid5a

VAVAVAVATYYY)
mRNA of IL-17 target genes

Syk
Carma2

_

Nucleus C/EBPP (AP_] )('E'F;“[f) rlL—l?targetgenes

Imaaen 2 (31). Vias de sefalizacion de IL-17.

La desregulacién de la IL-17 induce a procesos inflamatorios ya que se ha visto
involucrada en diversas enfermedades como: lupus eritematoso sistémico,
asma, psoriasis, enfermedad intestinal inflamatoria, artritis reumatoide,
promueve la actividad del osteoclastica cuando activa a las células TH17
induciendo a la expresion de RANK (receptor activador del factor nuclear kB),
provocando pérdida ésea y reabsorcién, cabe mencionar que este receptor

también es expresada por células dendriticas; otras enfermedades en las que se
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ha encontrado la expresién de dicha citocina es la esclerosis multiple, la

enfermedad periodontal, enfermedad de Crohn y Alzheimer.30- 37

Muchas de las pruebas que se han realizado sobre IL-17 cuando se produce en
cerebro indican que posee un papel patdégeno ya que promueve la inflamacién y
degeneracion neuronal y se asocia a accidente cerebrovascular en roedores.
Ademas, exacerba las enfermedades autoinmunes que atacan al cerebro, su
aumento dificulta la recuperacion cuando existe isquemia cerebral; en pacientes
pediatricos que padecian epilepsia los niveles de IL-17 fue en aumento. Otros
estudios en modelos murinos demostraron que la presencia de IL-17 exacerbo

sintomas similares a la depresion y fatiga. 3’
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fluorosis es un problema de salud publica endémica en México, hay registros
de la presencia del fluor en el agua que superan los limites permitidos por la
OMS (0.5-1.5 ppm). Se conocen alteraciones causadas por altos consumos de
F, como fluorosis esqueletal y dental. Mas aun, existe evidencia de afectaciones
al sistema nervioso central asociados a este elemento, es aqui donde surge la
pregunta, si jla exposicion a altas concentraciones de fluor, semejante a la dosis
conocida que ocasiona fluorosis dental en un modelo in vivo, puede promover

alteraciones inflamatorias en el sistema nervioso central?

JUSTIFICACION

El modelo animal de fluorosis dental no ha sido asociado a la presencia de la
inflamacion en cerebro u otra estructura del sistema nervioso central, por lo que
evaluar la expresion de molécula de interleucina 17 (IL-17) nos podria indicar las
posibles alteraciones causadas por las altas concentraciones del ion F.

Ya que la IL-17 es marcador proinflamatorio presente en diversas enfermedades
cronico-degenerativas; y considerando que el flior es un elemento asociado a
efectos negativos en el sistema nervioso, pues promueve el deterioro de diversas
células y que ademas produce cambios alterando los impulsos nerviosos. Por lo
que, la presencia de esta citocina podria indicar y explicar mecanismos
inflamatorios en tejidos no mineralizados y su posible asociacion a un futuro

proceso neurodegenerativo.
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HIPOTESIS

La exposicion de 10 ppm de NaF (fluoruro de sodio) de ratas de la cepa Wistar
desde su nacimiento hasta la adultez (6 meses), induce la expresion del
marcador proinflamatorio IL-17 en estructuras del sistema nervioso central de la

rata.

OBJETIVOS

General:
Evaluar la expresion de la interleucina IL-17 en estructuras del sistema nervioso

central de rata de la cepa Wistar, expuestas al fluoruro de sodio durante 6 meses.

Especificos:
Determinar la presencia de alteraciones en esmalte causadas por el fluor a través
de la estructura de los érganos dentales de las ratas.
Evaluar si existe alguna diferencia en tamano o cambio en estructura anatdomica
en los cerebros de las ratas controles y experimentales.
Determinar la expresién de la IL-17 a través de la técnica inmunohistoquimica en

estructuras del sistema nervioso central de rata expuestas a fluor.

TIPO DE ESTUDIO:

Experimental transversal descriptivo observacional:

VARIABLES:

Independientes

Grupo control sin exposicidon a dosis altas de fluor.

Grupo experimental expuesto a dosis altas de fluor.

Dependientes

Expresion de interleucina 17 en estructuras del sistema nervioso central de rata

expuesta a dosis elevadas de fluor.
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METODOLOGIA.

DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron veinte ratas de la cepa Wistar que fueron alojadas en el Bioterio de
la Facultad de Odontologia; se dividieron en 2 grupos, control y experimental de
10 ratas cada uno, posterior al destete. Cada grupo estuvo dividido en hembras
y machos, sin embargo, no se tomo en cuenta este criterio para el analisis de
resultados, es decir, fueron todas incluidas en sus respectivos grupos. Todas
aquellas ratas que presentaron algun signo o sintoma de enfermedad o infeccién

fueron descartadas.

Tanto el grupo control como el grupo experimental se mantuvieron por un periodo
de seis meses, desde su nacimiento hasta la eutanasia, consideradas adultas

jovenes.

Se les proporciono una dieta ad libitum tanto en agua como en comida y tuvieron
ciclos de 12 horas (dia y noche). No se llevd un registro de la cantidad de agua

y comida que consumen ya que se proporcion¢ a libre demanda.

Se realizdé una induccién semejante al modelo in vivo de fluorosis dental realizado
por Jedeon et al 38 y Btaszczyk et al 3%; es por ello que el tipo de agua que se le
proporcioné del grupo control fue agua embotellada (Skarch - etiquetado: cada
100 ml contiene: 0 kcal, proteinas 0g, grasas 0g, carbohidratos disponibles: 0g,
azucares 0Og, fibra dietética 0Og, sodio <1.7mg); mientras que al grupo
experimental se le proporciond la misma agua embotellada a la cual se le
agregara 10 mg/L de NaF (Sodium Fluoride, Powder, U.S.P., J.T.Baker™)

Ambos tipos de agua en su respectivo grupo se proporciond desde el nacimiento
por medio de hembra que los crid, cuando se realizé el destete se coloco su

propio bebedero a cada grupo. El recambio del agua fue cada 3 dias.
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Una vez concluido el periodo de 6 meses, se aplic la eutanasia de todas las

ratas mediante camara de COx.

Inmediatamente realizada la eutanasia se tomaron fotografias de los dientes con
camara del microscopio OPMI PICO ZEISS que se encuentra en el bioterio de la

Facultad de Odontologia.

Se obtuvieron las estructuras del sistema nervioso central, se tomaron
fotografias con microscopio OPMI PICO ZEISS y se pesaron, una vez concluido
esto, se preservaron en formol al 10%, para su fijaciéon y se mantuvieron durante
tres dias para su posterior procesamiento histologico.

Se obtuvieron cortes histoldgicos del sistema nervioso central de ambos grupos
a los cuales se les realizdé inmunohistoquimica con método de peroxidasa y
tincion con hematoxilina y eosina, dichas técnicas se realizaron en Laboratorio
de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados de la Division de estudios de

Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia.

--TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA CON METODO DE PEROXIDASA:

Se desparafind las laminillas colocandolas en una parrilla a 55-60°C durante 5
minutos, posteriormente pasar las laminillas por Xilol, Xilol-OH y alcohol al 96%,

80%, 70% y agua bidestilada, durante 20 minutos cada uno.

Se realizaron 2 lavados con Tris-HCI (6.1g de Tris Hydrocloride + 500 ml de H20
destilada + .337 ml de HCI 1M, aforar a 1000 ml y llevar a pH 7.6) por 5 minutos

en camara humeda a temperatura ambiente.

Posteriormente con solucién bloqueadora de peroxidasa enddégena con metanol-
peroxido al 3% (9 ml de metanol + 1 ml H202 al 30% marca Baker) se bloque6
durante 10 minutos. Lavar con Tris-HCI (pH 7.6) por 5 minutos en camara
humeda a temperatura ambiente, dos veces.

Se delimito los tejidos con plumdn hidrofébico.
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Se bloqued las proteinas inespecificas con Tris-HCI BSA al 1% vy tritén (10 ml de
buffer de tris HCI 0.5 M + 0.1g de albumina sérica bovina + 1 ul de tritén x100
(0.01%)) durante 60 minutos en camara humeda a temperatura ambiente,

posterior a esto se decanta el liquido.

Posteriormente se inicié la incubacion del anticuerpo primario IL-17 (G4) HRP
cat: SC-374218 (Santa Cruz Biotechnology, USA) 1:100 monoclonal, durante 24

horas a 4°C en camara humeda.

Una vez incubado durante un dia el anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados

con Tris-HCL por 5 minutos a temperatura ambiente en camara humeda.

Se incubo el anticuerpo secundario biotinilado diluido en Tris BSA al 1%, durante
60 minutos en camara humeda a temperatura ambiente. Se lavd 3 veces con

Tris-HCI durante 5 minutos en camara humeda a temperatura ambiente.

Se colocod HRP diluido con Tris BSA al 1%.
Se lavd 3 veces con Tris-HCI durante 5 minutos en camara humeda a

temperatura ambiente.

Posteriormente el revelado se realiz6 con diaminobencidina (DAB) (1:10),
monitorear el revelado con el microscopio durante 1 minuto y medio.

Se lavé con agua bidestilada dos veces y contratefiir con hematoxilina de Harris
por 1 minuto y 30 segundos.

Se lavé con agua corriente hasta aclarar la laminilla y se pasé sobre la laminilla

agua amoniacal por 10 segundos y luego agua bidestilada.

Por ultimo, se deshidrataron las muestras con alcohol al 70%, 80%, 96%,
alcohol-xilol y xilol, durante 5 minutos cada una y se coloco resina en la laminilla

y un cubreobjetos para proteger.
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--TECNICA DE HEMATOXILINA Y EOSINA“:

Se desparafind las muestras colocandolas en una parrilla a 55-60°C durante 5
minutos, para hidratar las muestras se pasaron las laminillas por Xilol, Xilol-OH

y alcohol al 96%, 80%, 70% y agua bidestilada, durante 5 minutos.

Se procedié a la tincion con hematoxilina: incubando en una solucién de

hemalumbre por 10 minutos.

Se lavd con agua corriente para eliminar el exceso de tincién.

Se sumergiod las laminillas en una solucién alcohol-acido por 20 segundos y se

lavd con agua corriente.

Posteriormente se realiz6 la tincion con eosina: sumergiendo en eosina durante

2 minutos y se lavo con agua corriente para retirar restos.

Se deshidrataron las muestras con alcohol al 70%, 80%, 96%, alcohol-xilol y xilol,

durante 5 minutos cada una.

Se coloco un sellador, en este caso resina y un cubreobjetos para proteger.

ANALISIS DE FOTOMICROGRAFIAS:

Se obtuvieron las fotomicrografias de los cortes de las estructuras del sistema
nervioso con ayuda del microscopio 6ptico Axioskop 2, camara AxioCam MRc 5
y el software ZEN de la marca Carl Zeiss, a un objetivo de 5X, 10X, 20X, 40X de
las laminillas tratadas con ambas técnicas, con la misma intensidad de luz, 3 en
un rango del 1 al 10, un diafragma de iris a la misma apertura (3/4), con un tiempo
de exposicion de 2.75 y con resolucion en pixeles de 2584 x 1936. Este
procedimiento se llevé a cabo en el Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos
Mineralizados de la Divisién de estudios de Posgrado e Investigacion de la

Facultad de Odontologia.
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Las fotomicrografias tratadas con ambas técnicas fueron analizadas y descritas

por un patologo certificado.

A las imagenes obtenidas a un objetivo de 20x que fueron tratadas con
inmunohistoquimica se realizé el analisis digital con el software Fiji (Imaged), se
midio la densidad 6ptica (DO) que arroja el color café de la tincion por DAB. Se

elimind el fondo sobrante de la imagen con el objetivo de acercarlo al blanco.

Posteriormente se hizo una deconvolucion de colores, es decir, se separo la
imagen en tres colores (azul, café y verde), se selecciond la imagen en tonos
cafés. Se convirtio la fotomicrografia a una imagen de 8 bits, que corresponde a
tener 264 tonos de grises en la imagen, posteriormente, se delimit6 la intensidad
de color mediante un cromado que utiliza un histograma, esto con la finalidad de
descartar la tincidon inespecifica que se pudiera encontrar en la fotomicrografia.
Por ultimo, en la imagen resultante, el programa delimito las zonas que resulten
positivas a la tincion, siendo esta delimitacién la que nos dara como resultado un
area en pixeles, un promedio, un maximo y un minimo de color. El procedimiento
fue realizado en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” en el

Laboratorio en Inmunoparasitologia.

ANALISIS ESTADISTICO:

Una vez obtenidos los resultados con software Fiji (ImageJ) se realizé la prueba
T de Student no pareada con el objetivo de encontrar diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos, siendo un valor p menor a

0.05 considerado significativo.
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RESULTADOS.

Fotografias descriptivas de los dientes, grupo control:

Figura 1. Dientes incisivos centrales de ratas controles (A, B, C, D, E, F).
Las fotografias del grupo control, fueron tomadas posterior a la eutanasia, se
observa una tonalidad amarillo uniforme a lo largo de los incisivos de las ratas
(1,2,3,4,5).

No se registraron fracturas y fisuras ni otras alteraciones anatémicas.
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Fotografias descriptivas de los dientes, grupo experimental:

Figura 2. Dientes incisivos centrales de ratas experimentales (A, B, C, D, E, F).
Los incisivos fueron registrados después de la eutanasia, se observa una
tonalidad mas baja, beige o blanquecina (1,2,3), que en los dientes de las
ratas del grupo control, de acuerdo con lo reportado en el articulo de Jedeon
et al®8, existen signos de hipomineralizacién y de fluorosis propia en ratas.

También fue registrado fisuras y fracturas (4) en los incisivos.
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Figura 3. Dientes incisivos centrales de ratas experimentales (G, H, I, J).
Los incisivos fueron registrados después de la eutanasia, se observa una
tonalidad blanquecina y mas opaca (5), ademas se pueden ver ligeras bandas
en tonos diferentes, blancos y amarillos (6, 7) signos de hipomineralizacién y

de fluorosis dental en ratas reportados en el articulo de Jedeon et al38.
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Figura 4. Modelo animal de fluorosis dental de Jedeon et al®® (A, B)
comparados con los grupos controles (C) y experimentales (D) de
nuestro experimento.
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Fotografias descriptivas de las estructuras del sistema nervioso, grupo

control:

Figura 5. Estructuras del sistema nervioso central de ratas control (A, B, C, D,
E).

Las estructuras fueron extraidas al momento de la eutanasia de las ratas, se
presentaron con una consistencia gelatinosa blanda, con uno color rosa palido a
grisaceo, con buena hidratacion; se pesaron y se midieron desde el borde frontal al
borde occipital y de los hemisferios derecho e izquierdo en sus porciones mas anchas
obteniendo los siguientes resultados: A) 2 grs. medidas: 2.2x1.6 cm. B) 2 grs medidas:
2.3x1.5 cm. C) 2 grs. medidas: 2.2x1.6 cm. : D) 2 grs. medidas: 2.3x1.5 cm. E) 2 grs.

medidas: 2.2x1.6 cm.
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Fotografias descriptivas de las estructuras del sistema nervioso, grupo

experimental:

:
Figura 6. Cerebros de ratas experimentales (A, B,C,D, E, F, G, H, I).
Una vez realizada la eutanasia se procedié a la extraccion de las estructuras, presentaron

con una consistencia gelatinosa mas firme (respecto al grupo control), con uno color rosa
brillante, con buena hidratacion; se pesaron y se midieron desde el borde frontal al borde
occipital y de los hemisferios derecho e izquierdo en sus porciones mas anchas
obteniendo los siguientes resultados: A) 3 grs. medidas: 2.2x1.6 cm. B) 3 grs medidas:
2.3x1.7 cm. C) 3 grs. medidas: 2.4x1.6 cm. D) 3 grs. medidas: 2.5x1.7 cm. E) 3 grs.
2.5x1.5 cm. F) 3 grs. medidas: 2.2x1.6 cm. G) 3 grs. medidas: 2.2x1.6 cm. H) 3 grs.
2.2x1.5 cm. N 3 ars. medidas: 2.2x1.7 cm.
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Fotomicrografias de cortes de cerebelo, tincion hematoxilina y eosina
(HyE). Grupo control:

DR |

Figura 7. Fotomicrografias de cortes de cerebelo controles tincion HyE (A, B, C, D, E, F,
G, H).
Se obtuvieron cortes de cerebelo, los cuales se tifieron con hematoxilina y eosina,

en las fotomicrografias se observa la sustancia blanca (SB) y la sustancia gris (SG)
en la cual la capa molecular (CM), la capa granulosa (CG) se encuentra bien
definidas y rodeadas por las células de Purkinje (flechas amarillas). En particular
en la capa granulosa se observan un conjunto de células basdfilas (flechas rojas)

bien delimitadas por un estroma eosindfilo (flechas verdes).



Fotomicrografias de cortes de cerebelo, inmunohistoquimica con técnica

de peroxidasa. Grupo control:
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Figura 8. Fotomicrografias de cortes de cerebelo controles con inmunohistoquimica (A, B,
C,D,E, F, G, H).

Se obtuvieron cortes de cerebelo a los cuales se le realizé inmunohistoquimica
con técnica de peroxidasa, en las fotomicrografias se observa la sustancia blanca
(SB) y la sustancia gris (SG), durante el analisis se observd que en la primera
columna la capa molecular (CM), la de Purkinje (CP), la granulosa (CG) y la

sustancia blanca son negativas (color mas azul o morado) para IL-17.



El andlisis realizado a la segunda columna muestra (A-D) a la capa granular
negativa a IL-17, a la sustancia blanca negativa, se encontraron zonas en matriz
extracelular de CP positivas (circulo), algunas células de Purkinje son
negativas a IL-17 (flecha amarilla), sin embargo, se detectaron algunas de

éstas positivas a IL-17 (flecha roja), siendo mas cafés las células.
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Fotomicrografias de cortes de cerebelo, tincion de hematoxilinay eosina.
Grupo experimental:

F,G,H,I,J,K,L).
Se obtuvieron cortes de cerebelo, los cuales se tifieron con hematoxilina y eosina, al

igual que en el grupo control, en las fotomicrografias se observa la sustancia blanca
(SB) y la sustancia gris (SG), a diferencia del grupo control presenta zonas con mayor
vascularizacion (flechas rojas), la capa granulosa (CP) se observa difusa con las
células entremezcladas con las de la de matriz extracelular de la CM (circulos) y las

células de Purkinje son de apariencia normal (flechas amarillas).



Fotomicrografias de cortes de cerebro, inmunohistoquimica con técnicade

peroxidasa. Grupo experimental:
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Figura 10. Fotomicrografias de cortes de cerebelo experimentales con inmunohistoquimica
(A,B,C,D,E,F,G,H,IJ K,L).

Se obtuvieron cortes de cerebelo a los cuales se le realizé inmunohistoquimica

con técnica de peroxidasa, en las fotomicrografias se observa la sustancia blanca

(SB) y la sustancia gris (SG), durante el analisis se observd que dentro de la

sustancia blanca se encuentran zonas con nucleos y citoplasmas positivos a IL-

17 (flechas rojas).
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Asi también, existe positividad en la matriz extracelular de la capa molecular (CM)
(flechas amarillas); la capa de células de Purkinje es positiva a llI-17(flechas
verdes); la capa granulosa (CG) es positiva de forma difusa y en algunas zonas

se presente dispuesta en parches (flechas rosas).
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Andlisis digital de fotomicrografias y anélisis estadistico.
Analisis Estadistico: T de Student no pareada.
Es una prueba estadistica por medio de la cual se pueden comparar dos grupos
de muestras aleatorias, es decir, es aplicado al analisis de la varianza de dos
grupos; también puede ser utilizado al analisis de varios grupos, pero siempre
por parejas.*’
Para calcular la proporcion de T deben ser conocidos dos factores:

¢ Diferencia de las medias de las muestras

e Error estandar (EE) de esta diferencia.

T Diferencia de la media de las muestras

- EE de la diferencia en la media de las muestras

Los datos obtenidos del analisis de fotomicrografias y tomadas aleatoriamente
del grupo control y del grupo experimental (Anexo 1), fueron analizados
mediante el programa Prism 6 (GraphPad sofware, San Diego, CA, EUA) y se

muestran a continuacion:

Tabla 1. Analisis estadistico de IL-17

Prueba de datos no pareados de

Tabla analizada IL-17
Columna B Experimentales
Vs Vs
Columna A Controles

Prueba t no pareada

Valor p < 0.0001
Sumatoria de valor p b
Diferencia significativa (P <0.5) Si
Valor p de una o dos columnas Dos columnas
t, df t=5.624 df=28
¢, Qué tan grande es la diferencia?

Promedio + SEM de la columna A 2.256e+006 + 344867 N=15
Promedio + SEM de la columna B 4.365e+006 + 147104 N=15
Diferencia entre promedios 2.109e+006 + 374931
95% intervalo de confianza 1.341e+006 a 2.877e+006

R cuadrada 0.5305
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Expresion de IL-17

El porcentaje en que se expresa la IL-17 en las estructuras del sistema nervioso
central de las ratas de grupo control fue de 45%, mientras que en las de las ratas
del grupo experimental fue de 87.2% (tabla 2); se muestra una diferencia

significativa (p < 0.0001) entre ambos grupos (tabla 1).

Tabla 2. Expresién de IL-17

Grupo Promedio del area Porcentaje
en pixeles
Grupo control 2255903 45
Desviacion estandar 1335665 26.6
Error estandar 344867 6.8
Grupo experimental 4364598 87.2
Desviacion estandar 569733 11.3
Error estandar 147104 2.9

Tabla 2. Se presentan los promedios y porcentajes de expresién de IL-17 en grupos
controles y experimentales*100 = 5 002 624 pixeles

Gréfica 1. Presenciade IL-17 en sistema nervioso central (SNC) de

rata.

IL-17 en SNC de rata

6000000
5000000
4000000 ]'

3000000

Area (pixeles)

2000000

1000000

Experimentales

Gréfica 1. Muestra la comparacion entre el area afectada de los grupos control y experimental por
IL-17. El eje y representa el area en pixeles, que resulto de procesamiento de las fotomicrografias,
de la expresion de IL-17 evaluado en los tejidos (cerebro de rata). El valor p <0.05 se considera
estadisticamente significativo (****p <0.0001) al comparar el grupo sano con el grupo inflamado, por

lo que podemos decir que existe diferencia significativa entre ambos grupos en relacién a la IL-17.
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DISCUSION

El fluor es un elemento quimico considerado un nutriente esencial en la
formacion de estructuras mineralizadas como lo son dientes y huesos gracias a
la gran afinidad que tiene hacia el calcio y fosfato, para el ser humano su
obtencién es facil ya que se encuentra en diversos alimentos, que estan al
alcance de la poblacion, como verduras, carnes, pescados, jugos refrescos y

bebidas alcohdlicas.?

Cuando las cantidades recomendadas por la OMS son sobrepasadas y de
acuerdo al periodo de vida y el tiempo al que se esté expuesto puede causar
afecciones tales como fluorosis dental y fluorosis esquelética; también se conoce
que causa alteraciones en el sistema nervioso como disminucion en sintesis de
neurotransmisores, promueve el incremento de factores proinflamatorios y
procesos degenerativos, esto ultimo ha sido poco vinculado y reportado en la

fluorosis dental.® 10. 17

En México, la fluorosis es un problema de salud endémico de estados como San
Luis Potosi, Durango, Zacatecas, entre otros, a pesar de que este elemento se
encuentra regulado por la Norma Oficial Mexicana NOM-127 SSA1 1996. En la
poblacion mexicana, principalmente en estos estados se consume agua
proveniente de pozos con cantidades por arriba del limite establecido, las cuales
incluso alcanzan 10 ppm o llegan a ser superiores. Uno de nuestros fundamentos
para colocar la cantidad de 10ppm en el agua de consumo de las ratas
experimentales fueron estas cantidades que se consumen los individuos

expuestos en nuestro pais y que son reportadas por diversos. 2! 23

En nuestro estudio observamos y analizamos las fotografias tomadas de los
organos dentales de las ratas, encontramos que nuestros resultados en el grupo
control presentaron un tono amarillo uniforme, sin alteraciones visibles como
fisuras, fracturas u opacidades o cambios de coloracion. Por otro lado, en los
resultados del grupo experimental se encontrd que presentan una tonalidad mas

blanquecina o beige, ligeras lineas blancas intercaladas y algunas ratas
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presentaron fisuras, todas estas caracteristicas son clave en la fluorosis dental
en el modelo animal de rata Wistar que demuestran una fluorosis dental que va
de ligera a moderada, se obtuvieron asi resultados similares a los que reporta el
articulo de Jedeon et al®® en donde las ratas expuestas a NaF presentan
fenotipicamente en los dientes incisivos inferiores, opacidades, bandas
combinadas de color blanco y ligeramente naranja, asi como una marcada

disminucion de color.

McPherson en su articulo '8 describié los dafios potencialmente neurotoxicos a
los que conduce el fluor, entre los cuales se encuentra el incremento de factores
proinflamatorios como citocinas, TNF-a, entre otros. Si bien la inflamacion es un
proceso biolégico que da paso a la rehabilitacion de la zona afectada, cuando es
persistente y las células y factores que la causan se encuentran durante mucho
tiempo puede conducir a procesos de degeneracion y pérdida de la funcién de la
zona. La interleucina-17 (IL-17) es un factor proinflamatorio presente en
enfermedades neurovegetativas como el Alzheimer, asi también se ha reportado
la presencia de esta citocina en la enfermedad de Parkinson*®, al estar descrita
de esta forma, buscamos en la presente investigacion su expresién como una
molécula inicial presente en el proceso de inflamacion y posible degeneracion

estructuras del sistema nervioso central causadas por la alta exposicién al fluor.

Los cortes de las estructuras del sistema nervioso central analizados después
de ser tratados con las tinciones mostraron una positividad significativa a
interleucina 17 en la porcién del cerebelo, por lo cual nos enfocamos en la
descripcion de esta zona. Las muestras de los grupos controles fueron estables
ya que mostraban las capas de la porcion cerebelosa bien definidas, si bien se
encontro expresion basal positiva para IL-17 en la matriz extracelular cuando se
realizd el analisis microscopico, no fue algo particularmente significativo; por otro
lado en las muestras experimentales se observé abundante vascularizacion, asi
como zonas difusas entre la capa granulosa y la matriz extracelular y una gran
positividad a IL-17 en nucleos y de forma difusa en citoplasmas de las células
de las distintas capas que conforma el cerebelo, Qingli Bie et al*?, mencionan
que los receptores para IL-17 incrementan cuando las ratas estan expuestas a

estimulos que provocan inflamacién, por lo que la IL-17 se liga directamente a
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enfermedades inflamatorias, con lo anterior mencionado y al comparar nuestros
resultados reforzamos nuestra hipétesis de que la presencia en esta zona de IL-
17 puede provocar un estado de inflamacién y neurodegeneracion en el cerebro,

incluida la porcion del cerebelo.*®

Al observar el comportamiento de los grupos de ratas, se observé que las ratas
expuestas a NaF tuvieron cambios de comportamiento que incluian:
movimientos involuntarios, bradicinesia y cursaban por periodos de agresividad.
Una de las principales enfermedades neurodegenerativas es la enfermedad de
Parkinson, caracterizada por afectar distintas zonas del encéfalo que provoca
movimientos en estado de reposo, postura inestable, y enlentecimiento. Aunque
los estudios sobre esta se centran en otras zonas del cerebro, en la actualidad
existe cada vez mayor sustento fisiopatolégico de que el cerebelo contribuye de
forma importante en desarrollo de la enfermedad, dado que se ha reportado que
la falla en la conexion de esta estructura, determinada en un inicio por las células
de Purkinje, con los ganglios basales del cerebro, resulta en afectaciones
motoras y cognitivas. Asi mismo, se ha reportado que la inflamacion crénica
conduce a la degeneracion progresiva de neuronas en esta enfermedad, lo
anterior sustenta lo reportado en los trabajos de investigacion de Pavon*® y
Carrillo**, que si se compara con nuestros resultados nos muestran que la
sobreexposicion de fluor induce la respuesta inflamatoria, gracias a la presencia
y expresion de IL-17 en el cerebelo. Comprobando que las células de Purkinje
fueron las que mostraron expresion mayor (IL-17) y aunado al comportamiento
antes mencionado en las ratas, nos abre un mundo de posibilidades a cerca de
la afectacion neuronal, motora y cognoscitiva que tiene la sobre exposicion de

fldor en tejidos no mineralizados.

Por otro lado, se registré una variacion fenotipica en cuanto a caracteristicas en
las estructuras encefalicas obtenidas de ambos grupos, siendo la principal
diferencia que los experimentales tenian un peso mayor. Los resultados del peso
de dichas estructuras, obtenidos durante la eutanasia, mostré un incremento del
33% de peso en el grupo experimental comparado con el grupo control, se piensa
que el estimulo nocivo causado por la alta concentracion de flior aumenté el

volumen y peso de los cerebros debido a la extravasacion y posible inflamacion,

42



comparado con las ratas estimuladas con alcohol en el estudio realizado por Zahr
Natalie et al 46 las cuales mostraron un volumen ventricular mayor cuando fueron
estimuladas en cantidades nocivas a alcohol con respecto a las que no se les
proporciono dicho estimulo. Es probable que la cantidad de fluor que se les dio
a las ratas experimentales en nuestra investigacion esté directamente ligada a la

variacion estructural entre ambos grupos.

Una vez realizado el estudio estadistico, se comprobd que existe expresion
significativa para IL-17 (87.2%) en las muestras de las ratas expuestas a dosis
elevadas de NaF en agua, en comparacion a las que se les proporcioné agua
embotellada (45%).

Estos resultados coinciden con diversos autores que han reportado cambios en
y afectaciones del sistema nervioso cuando un organismo se ha expuesto de
manera prolongada a concentraciones por arriba de los limites permitidos de
fluor, una de estas podria ser la activacion de sistema inmune, atrayendo asi
moléculas ligadas a la inflamacion como forma de regular la presencia de dicho

elemento en estas estructuras.’® 7. 19
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CONCLUSION

La sobreexposicion al flior desde el nacimiento hasta la eutanasia de las ratas
Wistar tiene gran repercusion en el organismo de éstas, pues provoca fluorosis
dental de leve a moderada lo que resulta en cambios de color y dafios

estructurales en los incisivos centrales de las ratas.

Asi mismo, las ratas expuestas a altas concentraciones de fluor tuvieron
repercusiones a nivel de sistema nervioso central, desde el aumento el peso,
hasta posibles estadios iniciales de inflamacion debido a que se encontr6é una
diferencia significativa de IL-17 entre el grupo control y experimental. Sin
embargo, aun se requieren muchas pruebas mas para poder determinar si esta
sobre exposicién podria desencadenar en algun proceso que pueda llevar a la

degeneracion de las estructuras en las que se encontré la IL-17.

Perspectivas a futuro:

La informacion que obtuvimos durante esta investigacion podria ser un
acercamiento para desarrollar mas investigaciones a futuro asi como tener un
control mas estricto de las variables con las que nos encontramos a durante el
desarrollo de la misma; algunas de estos son: la busqueda de mas proteinas
involucradas en el proceso de inflamacion, realizar tinciones especificas para
cerebro para poder identificar con mayor precision las células que lo componen,
verificar la cantidad de fluor presente en el dientes, huesos y sangre de las ratas
de los dos grupos, asi también, tener control sobre la cantidad consumida y

excretada de fluor por rata.
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ANEXOS

1. Resultados del analisis de fotomicrografias

Resultados obtenidos del analisis de fotomicrografias del grupo control.

Muestra

Muestra

1

Muestra
2

Muestra
3

Area

2541902
2855451
4343239
2351514
4347967
3771780
1923110

895230

123639

117506
2541902
2855451
2351514
1923110

895230

Promedio
222.848
222.707
220.596
223.489
221.184
221.252
222.957
224147
223.939
224.391
222.848
222.707
223.489
222.957
224147

Min de color
195
193
181
195
189
188
192
194
203
203
195
193
195
192
194

Max de color
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226

Resultados obtenidos del analisis de fotomicrografias del grupo experimental.

Muestra

Muestra

1

Muestra
2

Muestra
3

Area

3476412
4729554
4730701
3310753
3624350
3636761
4636866
4629746
4775576
4686515
4946682
4974579
4582844
4613253
4114377

Promedio
220.507
212.922
212.937
218.537
219.653
219.957
217.024
217.085
216.323
213.097
208.011
212.424
216.944
217.262
220.482

Min de color
175
171
171
181
175
175
175
173
169
169
171
180
167
176
162

Max de color
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
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