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RESUMEN

Los fluoruros han sido ampliamente utilizados para la prevencién de la caries
dental. Sin embargo, su ingesta cronica y excesiva puede inducir efectos adversos en
tejidos mineralizados como diente y hueso, provocando fluorosis dental y esquelética,
respectivamente. Investigaciones en paises endémicos de fluorosis dental como la India
y China se ha demostrado una relacién con la fluorosis esquelética, combinada con la
baja estatura y talla. Estudios in vivo en animales han demostrado que diferentes
concentraciones de fluoruro de sodio (NaF) son capaces de alterar el metabolismo
0seo. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del NaF sobre el crecimiento
de huesos largos en ratones de la cepa Balb/c. Para esto de utilizaron ocho hembras
Balb/c de 4 semanas de edad asignadas aleatoriamente a 4 grupos: Oppm (grupo
control) 25, 50, y 70ppm ad libitum. A la 10® semana de vida fueron apareadas
considerando el tapdén vaginal como dia 0.5 de gestacion. Se seleccionaron
aleatoriamente 10 crias machos las cuales consumieron la misma concentracion que
sus madres. A la 242 semanas de edad las crias fueron sacrificadas y los huesos largos
de ambas extremidades fueron disecados. Las extremidades derechas fueron medidas
longitudinal y diametralmente asi como determinada su resistencia flexural. Las
extremidades izquierdas fueron segmentadas para su estudio histolégico y de
microscopia electronica. Los resultados de las mediciones longitudinales mostraron
reduccion al comparar los grupos experimentales con el control. El hueso mas afectado
fue la ulna. Los diametros obtenidos presentaron una particularidad, donde el fémur no
presentd la disminucion pensada, ademas de que la tibia en el grupo de 70ppm mostro
aumento en relacion al grupo control. Los resultados de resistencia flexural indicaron

que el humero y la ulna disminuian en base a la administracién de fluoruro, no asi fémur
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y tibia que mostraban un patrén inverso. El analisis del espesor cortical por medio de
microscopia electrénica de barrido mostré una reduccion significativa en el humero en
base a la concentracién administrada. La determinaciéon de nddulos de calcio y fosfato
por medio de las tinciones de Alizarina Roja y Von Kossa no mostré6 cambios

importantes entre los grupos control y experimentales.

En base a los resultados obtenidos del analisis longitudinal, diametral, flexural,
cortical y la determinacién de nédulos de calcio y fosfato podemos decir que el fluoruro

de sodio puede afectar el crecimiento y conformacion ésea.

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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1. INTRODUCCION

El fluor (F°) es un elemento de la naturaleza catalogado en la tabla periédica como
un halégeno y es el mas electronegativo de todos, lo que le permite reaccionar o
combinarse con la mayoria de los elementos, en particular con los metales formando
compuestos denominados fluoruros. El papel del fluoruro en la prevencion de la caries
dental comenz6é desde 1945 con la fluoracion del agua. Desde entonces, muchas
ciudades del mundo cuentan con agua fluorada y con otras fuentes de fluoruro en la sal,
leche, suplementos, pastas dentales, colutorios, geles y barnices. No obstante que
numerosos reportes avalan la efectividad de estas medidas. Diversas investigaciones q
han demostrado los efectos toxicos del fluoruro en érganos como el corazén, higado,
pulmones, huesos y dientes. El tema de mayor investigacién sobre la toxicidad del fluor
es la fluorosis dental, caracterizada por manchas en el esmalte debido a la hipoplasia e
hipomineralizacion. Se ha demostrado que en zonas endémicas de fluorosis dental la
talla corporal es menor comparada con zonas no endémicas. Los mecanismos de dafio
propuestos incluyen entre otros citotoxicidad y muerte celular. Los limites de seguridad
en la utilizacion de fluoruros ha sido un tema de amplia discusion entre investigadores.
En el presente estudio se evaluan los efectos 6seos por la administracion crénica de
fluoruro de sodio en ratones. Y las repercusiones en el crecimiento longitudinal,
diametral, resistencia felxural, espesor cortical y disposicion de los depdsitos de calcio y

fosfato.

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL FLUOR

El fluor (F') es un gas amarillo sumamente téxico, clasificado dentro del grupo
VIIB de la tabla periddica, numero atémico 9 y peso atémico 18.9989. Compone
alrededor de 0.065% del peso de la corteza terrestre. Este halégeno es el elemento
mas electronegativo por lo que es capaz de reaccionar con metales y no metales para

producir fluoruros. Uno de los fluoruros mas conocido es el fluoruro de sodio (NaF). *2

2.2 FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA DEL FLUOR.

2.2.1 ABSORCION

La absorcion del F se realiza en el estobmago y en la parte proximal del intestino
delgado (duodeno). La ionizacidn de acido clorhidrico (HCI), favorece la formacién de
acido fluorhidrico (HF), que puede difundirse con mayor facilidad a través de las
membranas celulares digestivas. La presencia de cationes como el Ca y/o Al evitan la
absorcion del F™ al formar compuesto de baja solubilidad. La absorcion NaF se realiza
aproximadamente en 30 minutos, aunque ésto puede cambiar dependientemente de la
edad, dieta alimenticia y altura geografica. * Otra variable que es considerada dentro de

la absorcién del F es la forma quimica del compuesto (NaF o Na;POsF) debido a las

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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diferencias en la capacidad de ionizar en base a la naturaleza de unién idnica o

covalente de este *.

2.2.2 DISTRIBUCION

La estancia del F en sangre depende de la frecuencia y cantidad de ingesta. Se
ha reportado que el fluoruro no se une a ninguna proteina plasmatica, por lo que se
considera que las concentraciones entre plasma y liquido intersticial son similares

(figura 1) >

El F tiene una alta afinidad por la apatita de huesos y dientes debido a su
tamario i6nico y electronegatividad ®. Cuando el fltior se incorpora al trabeculado dseo
de los cristales, los iones de fluor remplazan a los iones hidroxilo (OH), esto resulta en
la formacién de una estructura mas estable que la hidroxiapatita (HA) llamada
fluorapatita (FA). La unién del F~ a los iones de Ca adyacentes otorga mas fuerza y una
estructura cristalina mas compacta, confiriéndole a la FA una menor solubilidad (a un

pH por debajo de 4.5) que a la HA ( por debajo de 5.5) ’.

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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Figura 1. Metabolismo del fluor

2.2.3 EXCRECION

La disminucién de la concentracion de F~ en plasma se debe a su excrecion renal
y a la absorcion en los tejidos duros (hueso y diente). El F~ puede filtrar libremente por
los capilares glomerulares, experimentando reabsorcion variable dependiendo del pH
renal, la cantidad de HF y la impermeabilidad de los epitelios a la forma i6nica del F". La
edad, la dieta y altura geografica son factores que modifican la reabsorcion del

elemento® (Figura 2).
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Figura 2. Excrecion del fluor

2.3 FUENTES DE FLUOR

El F no se encuentra en forma libre en la naturaleza, sino formando fluoruros,
ampliamente distribuidos en el aire, agua y suelo, asi como en las plantas y los

animales. !

« Aire: en forma de gases o particulas.
e Agua: principalmente como iones fluoruro o combinados con Al.

e Suelo: principalmente combinados con Ca o Al.

2.3.1 NATURALES

En el medio ambiente, los fluoruros estan presentes de forma natural debido a la

erosion de rocas o a emisiones volcanicas. Considerando las cantidades emitidas y las

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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concentraciones presentes tanto de forma natural como por los efectos de los
organismos vivos, los fluoruros mas comunes son el acido fluorhidrico (HF), el fluoruro
de calcio (CaFy), el fluoruro de sodio (NaF), el hexafluoruro de azufre (SFg) y los

fluorosilicatos. *?

En las aguas de la litosfera, tales como rios, las concentraciones del fluoruro
dependen de la proximidad de las fuentes naturales o artificiales de la emision, variando
su concentracion de 0.01 a 0.3 mg/L. El fluoruro en el agua de mar presenta
concentraciones de 1.2 a 1.5 mg/L. En areas rocosas o donde hay actividad geotérmica
0 volcanica, el fluoruro se presenta en niveles altos (hasta 50 mg/L) tambien se puede

encontrar en el agua subterranea. *®

En el aire, el fluoruro emitido naturalmente (volcanes) o por actividades humanas
en forma gaseosa, se deposita generalmente proximo a la fuente de emision (niveles
de fluoruro de 2-3 pg/m3). En areas sin fuentes proximas emisoras, las concentraciones

del fluoruro en aire son generalmente menores a 0.1 pg/m3 **,

2.3.2 ARTIFICIALES

2.3.2.1 FLUORACION DEL AGUA, SAL Y LECHE

Los fluoruros son importantes quimicos utilizados en la industria. Los mas

comunes son para la produccién de aluminio, la fabricacion de quimicos especiales

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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para la refrigeracion y el aire acondicionado por fluorocarbonos, la fluoracién de agua

potable y la fabricacion de productos dentales fluorados. *°

En 1944 la comision de la ciudad de Grand Rapids, Michigan después de
numerosas investigaciones, votaron por agregar NaF al agua potable. En 1945, Grand

Rapids se convirtio en la primera ciudad en el mundo con agua fluorada.®

Desde esa fecha otras ciudades adoptaron la fluoracion del agua potable como
medio preventivo de caries. Numerosos estudios son consistentes al demostrar la

reduccion de caries de 40% a 49% en denticién primaria y de 50% a 59% para dientes

permanentes "8,

La concentracion considerada optima de fluoruro en el agua potable es de 0.7-

1.2 ppm *°.

Por otra parte la fluoracion de la sal de cocina, fue sugerida por H.J. Wespi 2%

en 1955, como medida sustitutiva a la fluoracion del agua potable. El programa se inicio

en areas de Suiza con una dosis de 90mg F/Kg de sal. Al no encontrar resultados

22
I

estadisticamente significativos en la disminuciéon de la caries dental*, se ensayaron

concentraciones superiores, hasta llegar alcanzar concentraciones de 250 mg de F/ Kg

23

24

Algunos estudios posteriores en Hungria evidenciaron la dificultad de

dosificacion del fluor agregado a la sal de cocina, por lo que los mismos autores

reconocieron la superioridad de la medida de fluoracién del agua.?**

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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Asi en 1991 en México se llevd a cabo el Seminario Internacional de
Fluoracion de la Sal, proyecto iniciado por el gobierno del Estado de México donde se
establece la cantidad de 250+ 50 mg/kg de idn F en la sal de mesa % como medida

preventiva de salud publica contra la caries dental.

En 1994 se analiz6 la posibilidad de la fluoracién de la leche, esta medida adn
existe en el Reino Unido puesto que se cuenta con una sistema de distribucion de leche
bien desarrollado y los procedimientos técnicos para producir leche fluorada son

seguros. %’

2.3.2.2 PASTAS DENTALES, ENJUAGUES, GELES

Los dentifricos para adultos presentes en el mercado nacional suelen contener
fluoruros en concentraciones de 1000 a 1500 pg/g. algunos productos infantiles

contienen niveles de 250 a 500 ug/g.

Los fluoruros utilizados en la elaboracion de pastas dentales son el NaF y/o el
fluoruro de estafio (SnF2) (por su facil y rapida disolucion) ?2. Otro compuesto utilizado
es el monofluorofosfato de sodio (MFP) y algunas aminas organicas que poseen el F

enlazado mediante un enlace organico 2°%.

Los enjuagues bucales comercializados para uso doméstico suelen contener
entre 230 y 500 mg/lI de F" mientras que los enjuagues destinados a un uso periddico

(semanal o quincenal) suelen contener 900-1000 mg.

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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Los compuestos fluorados en forma de enjuagues, geles, barnices o dentifricos
dispensan al medio bucal una concentracién mayor de 100ppm de F generando una
reaccion quimica en la superficie del esmalte. El cristal de apatita se descompone vy el
fluoruro se combina con los iones de Ca, dando como resultado la formacién de fluoruro

de calcio. >3

Cal10(PO4)s(OH)2 + 20F ----mvmnnv 10FCa2 + 6PO + 2(OH)

Este fluoruro de calcio no se disuelve en la saliva con tanta rapidez como en el
agua y se mantiene por un periodo de dos semanas o mas, después de una sola

aplicacion topica de NaF al 2 % .

Los geles de fluoruro mas comunes contienen 0.2% a 1% F". El tratamiento con
gel a veces se recomienda para pacientes con alto riesgo de caries, en combinacién

con clorhexidina. El fluoruro gelificado al 1% no debe usarse en nifios .

2.3.2.3 FLUORUROS OCULTOS

Practicamente todos los productos alimenticios de origen natural o industrial
contiene cantidades variables de fluoruros. Se pueden encontrar concentraciones

elevadas de estas en alimentos como carne de pescado y hojas de té 3.

La concentracion de F° en los productos alimenticios aumenta de manera
significativa por el uso de fertilizantes superfosfatados, que contienen concentraciones
importantes de fluoruros en forma de impurezas (1%-3%). El nivel de fluoruros en los

alimentos también depende de su contenido en el agua utilizada en la preparacién. Las

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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bebidas y los productos alimenticios secos como la leche en polvo, productos lacteos,

jugos y refrescos representan una parte importante del fluoruro total ingerido 3%’

2.4 TOXICOLOGIA DEL FLUORURO

2.4.1 EFECTOS DEL FLUOR SOBRE TEJIDOS BLANDOS

Diversos estudios en animales y humanos han demostrado la afeccion del F* a
nivel sistémico (Cuadro 1). Estudios recientes indican que el F* puede causar estrés
oxidativo, apoptosis y alteracion en algunos mensajeros y en la expresion de los niveles

de glicoproteina en neuronas del hipotalamo *°.

Analisis histopatolégicos en modelos animales han mostrado que el F induce
congestion de los alveolos pulmonares, hiperplasia y necrosis de las células alveolares,
asi mismo, vénulas prominentes, descamacion epitelial y presencia de macréfagos en
los espacios alveolares, con infiltracion inflamatoria peribronquial, perivascular,

intraparenquimal y en el lumen del tracto respiratorio *°.

En algunas zonas endémicas de fluorosis como la India esta patologia ha sido

relacionada con 1Q bajo, sordera y genu valgum “°.

Se ha demostrado que el fluoruro interfiere con las funciones de la glandula
tiroides, cambios degenerativos en el sistema nervioso central, asi como dafo en las
funciones cerebrales y desarrollo anormal del nifio **. A nivel de tubo digestivo, la

administracién cronica de fluor puede asociarse a la presencia de sintomas dispépticos

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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42 Waldbott et al, reportaron también vémitos, dolor abdominal, diarrea y constipacion

intermitente *°.

EFECTOS TOXICOS DE FLUOR EN TEJIDOS BLANDOS

Electrolitos y metabolitos plasmaticos Appleton et al. 1995
(PO4- 11, Ca2+}, Glucemiall, Urea 1T)

Hipocalcemia (arritmia cardiaca y colapso Heard et al. 2001
cardiovascular)

Neuronas de lébulo temporal (Citotoxico, Perdida Varner et al. 1998
de la memoria a corto plazo)

Hepatocito (Alteraciones en la membrana Wang et al. 2000
plasmatica)

Macréfagos alveolares (Muerte celular) Chen et al. 2001
Células epiteliales pulmonares (Alteraciones en la Refsnes et al. 1999
sintesis de proteinas)

Citotoxicidad Renal Citanova et al. 1996
Espermatozoides (Aberraciones morfologicas, de Kumar et al. 1995

maduracién y numéricas)

CUADRO 1. Efectos Toéxicos del Fluor a nivel Sistémico.

2.4.2 EFECTOS SOBRE TEJIDOS MINERALIZADOS

El F* es un elemento que tiene una gran afinidad por la hidroxiapatita, lo que
favorece su incorporacion a la estructura mineralizada de dientes y huesos causando
fluorosis dental y/o esquelética respectivamente, ante un consumo elevado del mismo
4 Los efectos perjudiciales de las altas concentraciones de F en tejidos duros fueron
establecidos previamente por Lantz y Smith (1931)*. Esto es debido a la ingesta
excesiva de fluoruro durante los primeros 10 anos de vida. Los huesos en el cuerpo
humano constantemente se remodelan durante el curso de la vida. Numerosas

investigaciones han demostrado que la incidencia de la fluorosis dental y esquelética

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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ha aumentado durante las tres ultimas décadas debido a la amplia gama de fuentes de
exposicién disponibles “°*°. Los nifios que constantemente se encuentran expuestos a
fluoruros muy a menudo presentan problemas de maduracién ésea y dental como
resultado de la exposicion al F~ en las etapas de desarrollo sensibles ( periodo prenatal,
postnatal y pubertad) *°. Las altas concentraciones fluoruro aumentan los indices de
disposicion y resorcion O6sea afectando la homeostasis del metabolismo de los
minerales, principalmente la del calcio °'. La calcificacion de tejidos blandos puede
presentares en ligamentos. La exposicidon continua y repetitiva a los fluoruros causa la
acumulacion del F~ en el cuerpo, trayendo como consecuencia fluorosis esquelética®®.
Este padecimiento afecta comunmente a las personas de edad avanzada después de
un periodo largo de la exposicidon, aunque en algunas zonas endémicas se puede

presentar en nifios 2.

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Son muchos los estudios que se tienen acerca de los efectos benéficos del F
sobre tejidos mineralizados (dientes y Huesos) todos ellos en su mayoria enfocado
en la prevencion de la caries dental y tratamiento de osteoporosis. Sin embargo
pocos son los estudios que se tienen sobre los efectos toxicos en tejido

mineralizados, principalmente etapas de crecimiento y desarrollo.
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4. JUSTIFICACION
La exposicion a fluoruros no solo altera las interacciones fisicas, quimicas y
bioldégicas de los tejidos mineralizados (huesos y dientes) en desarrollo, ademas

repercute en el aspecto estético y funcional de los dientes y huesos.

La fluorosis dental endémica es una afeccion observada especialmente en zonas
donde la cantidad de fluor en agua de consumo humano sobrepasa las 2 ppm. Se ha
asociado frecuentemente a problemas relacionados con cambios dentales pero no con
efectos a nivel sistémico lo cual ha valido su permanencia en los sistemas de salud
publica de los paises que utilizan la fluoracién de agua, o sal de mesa, pues se
considera que los cambios metabdlicos a nivel de los tejidos dentarios son el estado

terminal de los efectos toxicos del fltior 3.

Actualmente, México no cuenta con sistemas de regulacién adecuados para la
aplicacién masiva de fluoruros. Pocos dentistas y médicos conocen los efectos toxicos
de fluor en altas concentraciones, tanto en su aspecto clinico como en el
histopatolégico, creando la necesidad de educar al profesional de la salud y a la
poblacién en general respecto del uso adecuado del mismo. En general, poca atencion
ha sido puesta a las alteraciones morfolégicas de huesos largos debida a dosis
excesivas de fluoruros. Considerando que durante el proceso de crecimiento vy
desarrollo 6seo el fluor cuenta con participacion, es importante determinar cual es el
efecto de este elemento en parametros tales como el crecimiento longitudinal,
diametral, resistencia flexural, asi como sus manifestaciones histolégicas. Siendo éste
un aspecto de considerable importancia en cuanto a la bioseguridad de los fluoruros

como agentes preventivos.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del F* a diferentes concentraciones en los huesos largos de
ratones de la cepa BALB/c respecto al patron estructural, éseo y sus efectos sobre el

crecimiento.

5.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar el efecto en el crecimiento 6seo longitudinal y diametral inducido
por NaF en ratones de la cepa BALB/c de 24 semanas de edad.

o Determinar las alteraciones de espesor cortical diametral inducida por NaF en
huesos de ratones de la cepa BALB/c de 24 semanas de edad.

e Evaluar la resistencia felxural en huesos largos de ratones de la cepa BALB/c
de 24 semanas de edad.

e Determinar los depdsitos de calcio y fosfato en huesos de ratones de la cepa

BALB/c de 24 semanas de edad.

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.

17



Tesis de Licenciatura Garcia Ornelas Abraham

6. HIPOTESIS

La administracién de F* en forma sistémica altera el crecimiento longitudinal y

diametral asi como de la estructura mineralizada de huesos largos de ratones BALB/c.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 TIPO DE ESTUDIO.

Experimental y longitudinal.

7.2 UNIVERSO

Ocho hembras Balb/c de 4 semanas de edad fueron asignadas aleatoriamente a
diversos grupos donde consumieron diferentes concentraciones de NaF: Oppm (grupo
control) 25, 50, y 70ppm ad libitum. Las ratonas fueron apareadas alrededor de la 102
semana de vida consumiendo la concentracién de NaF asignada. Se seleccionaron
aleatoriamente 10 crias machos de primera generacién que fueron asignados al mismo
grupo de tratamiento al que pertenecieron sus madres. A las 24 semanas de edad, las

crias fueron sacrificadas y los huesos largos disecados para su analisis.
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7.3 VARIABLES

7.3.1 VARIABLE DEPENDIENTE

Alteraciones en el crecimiento, desarrollo y disposicion de minerales en huesos largos

de murinos Balb/c.

7.3.2 VARIABLE INDEPENDIENTE

Concentraciones de NaF de 25, 50, 70 ppm.
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7.4 METODOLOGIA

Para el presente estudio se utilizaron 8 ratones hembras jovenes (de 4 semanas
de edad) de cepa Balb/c tomados del Bioterio de la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la F.O. de la U.N.A.M. Las hembras fueron asignadas aleatoriamente
en grupos donde consumieron diferentes concentraciones de NaF: Oppm (grupo control)
25, 50, y 70ppm “ad libitum” en su agua de consumo (Cuadro 2). Desde la 42 semana
todas las hembras experimentales consumieron agua con NaF llevando una dieta de
alimento para ratones de laboratorio comercial “ad libitum”; al grupo control se le
administré agua desionizada. El peso del animal y la ingesta de liquidos se registraron
cada tercer dia. Alrededor de la 10? semana de edad las ratonas fueron sometidas a
apareamiento. La aparicion del tapén vaginal fue considerada como dia 0.5 de
gestacion. Durante la gestacion todas las hembras consumieron concentracion de NaF
correspondiente al grupo asignado. Se seleccionaron aleatoriamente 10 crias macho de
cada grupo experimental y control los cuales siguieron consumiendo las
concentraciones de fluoruro de sodio del grupo al que pertenecieron sus madres. A las
24 semanas de edad, las crias fueron sacrificadas y los huesos largos de extremidades
anteriores y posteriores derechos e izquierdos (humero, ulna, fémur y tibia) se

disecaron, etiquetaron y fijaron en parafolmaldehido al 4 %.
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CUADRO 2. Metodologia.
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7.4.1 ESTUDIOS MORFOMETRICOS

Los huesos largos derechos fueron medidos en sentido longitudinal (de epifisis
proximal a epifisis distal) y diametral (diametro medio de los huesos largos). Las
medidas lineales de huesos largos y diametrales se realizaron con un vernier (Eletronic

digital Caliper, Fowler & NSK; modelo MAX-CAL) (Figura 3).

A

Figura 3. Medicién de las distancias de epifisis proximal a epifisis distal en sentido longitudinal de huesos largos.
L. longitud A. Epifisis Proximal. B. Epifisis Distal. D) Diametro.

Se realizaron medidas de tendencia central y dispersion al igual que ANOVA

(Analisis de DUNN).
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7.4.2 PRUEBAS DE RESISTENCIA FLEXURAL

Las pruebas de resistencia flexural se realizaron con una maquina Universal de
Pruebas Mecanicas Instron mod. 5567, (soportes a una distancia de 11 mm) aplicando
una fuerza constante a una velocidad de 1 mm/min hasta alcanzar la fractura del hueso
(figura 4). Se realizaron medidas de tendencia central, dispersion y ANOVA (analisis de

Dunn).

Figura 4. Colocacion de hueso largo en maquina Instron para las pruebas de resistencia

7.4.3 ESTUDIOS MICROSCOPICO

De los Grupo control y experimental (70Oppm) se tomaron los huesos largos de
lado izquierdo realizando dos cortes transversales de la parte media de tres milimetros
de grosor se analiz6 la circunferencia cortical por medio del microscopio
estereoscopico. Una de las muestras fue descalcificada con acido nitrico al 5% vy
procesada convencionalmente para ser incluida en parafina y se realizaron cortes

seriados de 3 um (figura 5)
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Figura 5. Cortes transversales de 3 mm de longitud para las pruebas de Microscopia

Electronica de Barrido y Analisis Histolégico

La otra muestra que se utilizé para el estudio de Microscopia Electronica de

Barrido (SEM).

En los cortes incluidos en parafina se realizaron tinciones de Von Kossa (para
determinar presencia de ndédulos de fosfatos. Y Alizarina Roja (para determinar

presencia de nédulos de calcio).

Procedimiento de la alizarina roja S para sales de calcio.
1. Desparafinado e hidratado de las muestras hasta agua destilada.
2. Colocar la solucion en alizarina roja S, durante 5 minutos.
3. Exanimacion microscopica. Cuando aparezca un color rojo-anaranjado sacudir el
exceso de colorante.
4. Deshidratar y aclarar rapidamente a través de la solucién de acetona, acetona-
xileno y xileno por dos minutos cada una.

5. Montar con un medio resinoso.

Efectos del Fluoruro de Sodio a Diferentes Concentraciones Sobre el Crecimiento de Huesos Largos en Murinos.

25



Tesis de Licenciatura Garcia Ornelas Abraham

Método de Von Kossa para sales minerales

1. Desparafinado e hidratado de las muestras hasta agua destilada.

2. Colocacion de las laminas en la solucion de nitrato de plata al 5% durante 1 hora.

3. Enjuagar con agua destilada 4 veces por 5 minutos cada uno.

4. Colocacion en solucion fotografica reveladora durante 2 minutos.

5. Enjuague con agua destilada, 2 veces por 5 minutos cada uno.

6. Colocacion en la solucion de trisulfato de sodio durante 5 minutos.

7. Lavado con agua corriente durante 2 minutos.

8. Contrastar con la solucién de rojo nuclear resistente durante 5 minutos.

9. Lavado con agua corriente durante 2 minutos.

10.Deshidratacién y aclaramiento en alcohol etilico al 95%, alcohol absoluto y
xileno, 2 veces cada uno, 2 minutos cada uno.

11.Montado con medio resinoso.

Se realiz6 el analisis microscopico a través de un microscopio Olimpus BX-40. La
cantidad de nodulos fosfato y calcio fue determinado semicuantitativamente en base al

grupo control (-, negativo; +, positivo; ++, moderado y +++, elevado)

7.4.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las muestras de fémur y humero de lado izquierdo se deshidrataron en alcohol al
25%, 50%, 75% y 100% durante 5 minutos entre cada enjuague para ser observadas,
tanto grupo control como experimental se analizaron utilizando el microscopio

electronico de barrido marca Cambridege-Leica Microscope Stereoscan 440. El analisis
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consistié en obtener micrografias a una ampliacion desde un rango de 150X a 200X
para garantizar que el diametro de las muestras de fémur y humero abarcara el area a
fotodocumentar. Los barridos de las muestras se realizaron a 20 KevV por un tiempo de
300 segundos para evitar que las muestras se polarizaran con la corriente de electrones
y se obtuvieran imagenes contrastadas. Cada analisis se realizé por triplicado y se
sacaron medidas promedio de grosor mineral para cada muestra control y experimental

de fémur y humero.
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8. ORGANIZACION.

8.1 RECURSOS HUMANOS.
Técnico laboratorista.

Especialista en maquina universal de pruebas.

Especialista en microscopia electronica de barrido.

Auxiliar en pruebas estadisticas

8.2 RECURSOS MATERIALES.

Microscopio estereoscopico. (Nikon, PFX, Japon)
Tijeras para diseccion.

Fluoruro de sodio (T.J Backer Cat. 3688)

Tubos eppendorf

Tincién de hematoxilina y eosina

Microscopio Olimpus BX 40 (Japén)

8.3 PRESUPUESTO.

Esta investigacion fue patrocinada por PAPIIT IN228407 y el proyecto DGAPA
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9. RESULTADOS
Al final del estudio no se registraron muertes a causa de la ingesta de fluoruros el

peso de los ratones se registré en promedio en al siguiente tabla.

Control 23.69 gr
Grupo 25ppm 24.32 gr
Grupo 50ppm 24.06 gr
Grupo 70ppm 21.28 gr

Cuadro 3. Promedio de peso corporal de grupos control y experimental en gramos

9.1 ANALISIS MORFOMETRICOS

Al realizar la comparaciéon longitudinal de los grupos experimentales contra el
control en los 4 huesos analizados se observaron cambios en los huesos de la
extremidad anterior. Se observé una reduccion longitudinal del 7.25% al 24.25% en
humero y de 13.6% a 17.3% en ulna. En las extremidades posteriores conformadas por
fémur y tibia, se encontré6 una reduccién de 12.1% a 13.4% vy, de 8.3% a 11.3%,
respectivamente. Considerando lo anterior, el hueso que presentd los porcentajes

mayores de reduccion fue humero seguido por ulna, fémur y tibia (Cuadro 4).

Control Exp25ppm Exp50ppm Exp70ppm

(X+DE) (X£DE) (X+DE) (X£DE)
TIBIA 19.29+1.04* | 17.67+0.79* | 17.11+0.97* | 17.15£0.71*
FEMUR 16.14+£0.57* | 14.19+0.46* | 14.06+1.01* | 13.9810.75*
ULNA 13.29+1.24* | 11.47+0.25* | 10.78+ 0.50 | 10.99+0.35
HUMERO 15.65+0.50* | 14.52+0.55* | 13.17+1.04* | 11.85+£0.61*

CUADRO 4. Resultados de medidas longitudinales de huesos largos de ratones de la cepa Balb/c. en

promedio

*Estadisticamente significativos. DE= Desviacion Estandar

El ANOVA de los resultados de la medicion longitudinal mostro diferencias

estadisticamente significativas entre grupos control y experimentales (p<0.001) Al

considerar los porcentajes de reduccion, el humero fue el hueso mas afectado (Cuadro

5).
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CUADRO 5. Resultados en porcentaje de la reduccion longitudinal de huesos largos en los grupos

experimentales de ratones de la cepa Balb/c.

Respecto a los diametros de los huesos largos analizados la tibia y fémur

mostraron disminucién en los grupos experimentales 25 ppm y 50ppm, no asi en 70

ppm. Este ultimo grupo presentd cambios diametrales significativos en el fémur,

ademas de mostrar un ligero aumento en Tibia. Sin embargo estos cambios no

mostraron ninguna diferencia estadisticamente significativa. Por otra parte la ulna y el

himero mostraron disminucion diametral en relacion proporcional a la cantidad de NaF

ingerido. La ulna mostré significancia estadistica en el grupo 25ppm y 70ppm vy el

humero Uunicamente en 70 ppm (cuadro 6).

Control Exp25ppm Exp50ppm Exp70ppm

(X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE)
TIBIA 112+0.11 | 098+0.17 | 1.07+0.15 | 1.19%0.24
FEMUR 1.76 £ 0.24 1.47 £0.14 1.59 + 0.22 1.71 £ 0.31
ULNA 124+024 | 1.01+£0.11* | 1.04+0.14 | 1.01 +0.09*
HUMERO 076 +0.75 | 0.68+0.68 | 0.69+0.69 | 0.65+ 0.65*

CUADRO 6. Resultados medidas Diametrales de huesos largos de ratones de la cepa Balb/c.

*Estadisticamente significativos. DE= Desviacion Estandar
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Analizando los porcentajes de reduccién el hueso mas afectado fue ulna, seguido

por humero, fémur y tibia (Cuadro 7).

CUADRO 7. Resultados en porcentaje de la reduccion diametral de huesos largos en los grupos
experimentales de ratones de la cepa Balb/c.
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9.2 PRUEBAS DE RESISTENCIA FLEXURAL

En el humero se observo disminucion de la resistencia en relacion a la
concentracion administrada, presentado significancia entre los grupos experimentales
25ppm y 70ppm contra el control. La ulna present6 un fendbmeno unico, mostrando
reduccion unicamente en el grupo experimental 25ppm. En el fémur y la tibia
presentaron un patrén inverso a humero, al incrementar su resistencia en relacion a la

administracion de fluoruro (Cuadro 8).

Humero Ulna Fémur Tibia
Control 239.42 mPa7/seg 51.03 mPa7/seg 59.62 mPa7/seg 35.84 mPa7/seg
25 ppm 252.81 mPa7/seg 61.03 mPa7/seg 51.58 mPa7/seg 39.14 mPa7/seg
50 ppm 128.74* mPa7/seg 16.73" mPa7/seg 57.46 mPa7/seg 67.88" mPa7/seg
70 ppm 135.25" mPa7/seg 48.96 mPa7/seg 120.33*mPa7/seg 102.91* mPa7/seg

CUADRO 8. Resultado estadistico de la resistencia flexural en huesos largos de ratones de la cepa Balb/c.
* Estadisticamente significativas p<0.001*. mPa/seg = Miili Pascales sobre segundo
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9.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

A través de la técnica de microscopia electrénica de barrido se obtuvieron las

medidas de grosor cortical 6seo de los huesos humero y fémur.

El humero presenté reduccién de 39.57%, 28.62% y 42.56% entre lo grupos de

25ppm 50ppm y 70ppm, respectivamente (Cuadro 9).

HUMERO Control 25 ppm 50 ppm 70 ppm
(X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE)

Promedio 264,5um+ 92.6 | 159,8 ym+10.2 | 188,8 um+56.6 | 151,9 um *3.6

Reduccion 0% >39,57% >28,62% >42,56%

CUADRO 9. Resultado del analisis de las mediciones corticales del hiumero a través de Micrososcopia
Electronica de Barrido.

Figura 6..Grupo Contro de Humero, B. Grupo experimental de Himero a 70ppm

El fémur mostré una reduccion de 30,16% y 36,22% en los grupos de 25ppm y
50ppm respectivamente sin embargo en el grupo de 70ppm se encontré un aumento de

6,99%.
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FEMUR Control 25 ppm 50 ppm 70 ppm
(X£DE) (X£DE) (X+DE) (X£DE)

Promedio 292,2um £66.0 | 203,9um £36.3 | 63,78um £13.6 | 3124um £ 70.8
Porcentaje 100% >30,16% >36,22% <6,99%

CUADRO 11. Resultado del analisis de las mediciones corticales del fémur a través de la técnica de
Micrososcopia Electronica de Barrido.

Figura 7 A.Grupo Contro de Fémur, B. Grupo experimental de Fémur a 70ppm
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9.4 ANALISIS DE DEPOSITOS DE CALCIO Y FOSFATO

Al realizar analisis histologico de las muestras tefiidas con Hematoxilina y Eosina
se observé disminucion del contenido medular de los huesos experimentales respecto a
los controles. El analisis de nddulos de calcio y fosfato por medio de las tinciones de
Alizarina roja y Von Kossa respectivamente; no mostraron cambios considerables entre

el grupo control y el experimental respecto al contenido de estos minerales.

Fémur

Grupo Control Grupo Experimental 70ppm

Tincién de Alizarina Roja

Tincion de Von Kossa
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Humero

Grupo Control Grupo Experimental 70ppm

Tincién de Alizarina Roja

Tincion de Von Kossa
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10.DISCUSION

El crecimiento es un proceso biolégico complejo que consiste en el incremento
progresivo de talla y peso del individuo, es decir, aumento del tamafio de los 6rganos y
tejidos. El crecimiento longitudinal 6seo da como resultado un aumento de la estatura,
que acompana la maduraciéon del esqueleto relacionado con la edad. El crecimiento en
los huesos largos se realiza principalmente en las placas epifisiarias o centros de
crecimiento y termina con la osificacion de los mismos. Diversos factores pueden
modificar este crecimiento, tales como; el medio ambiente y la genética del individuo.
Los modelos animales han sido utilizados con la finalidad de aprender mas acerca de

las variables que afectan este proceso >,

El crecimiento y desarrollo de huesos largos en ratén fue estudiada por Patton y
Kuffman observando que el humero y el ulna presentaban un soélo centro de
crecimiento primario, en cambio el fémur y la tibia cuentan ademas, con un centro de
crecimiento secundario. El desarrollo y osificacion de estos huesos comienza en
tiempos diferentes a partir de sus centros de crecimiento. EI primero en iniciar es el

humero, seguido por la tibia, el fémur y la ulna °°.

En el presente estudio el fémur y la tibia mostraron un porcentaje menor de
reducciéon de su longitud, posiblemente debido a la presencia de centros secundarios de
crecimiento y al inicio del desarrollo y osificacion mas tardio del los mismos °°.
Coincidentemente la ulna y el humero que sdlo cuentan con un centro de crecimiento

mostraron una mayor reduccion porcentual de su longitud. Ademas la unla es un hueso

cuyo crecimiento toma mas tiempo, comparado con los otros huesos largos.
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Los cambios 6seos provocados por el F* también se observaron en el diametro.
El andlisis indicd resultados contrastantes debido a que en la ulna y humero
presentaron disminuciones diametrales en todos los grupos experimentales, no asi la
tibia y el fémur, que presentaron un incremento en el grupo experimental de 70 ppm 57,
Liu y Baylink (1977)® en un estudio con ratas de la cepa Sprague-Dawley administraron
90ppm de NaF en agua de beber. El indice de formacion de hueso en periostio
aumentd un 8% mas que el grupo control, ademas de que, en la cavidad medular, la
formacién de hueso se disminuyd un 43%. El incremento significativo del area, provoco
un ensanchamiento de cavidad medular. En base a lo anterior podemos suponer que el
diametro 6seo de nuestro estudio pudo incrementarse. El analisis por microscopia
electronica de barrido mostré un diametro 6seo mayor y una cavidad medular mas

amplia.

Se ha demostrado que el F tiende a aumentar el ancho del cristal mineral de
hidroxiapatita, al convertirlo en fluorapatita. Ademas, puede alterar la unidn
electrostatica entre la base inorganica (minerales) y organica (colageno) alternado las

propiedades fisicas y quimicas de los huesos %

Diversos estudios en animales de laboratorio que hablan sobre los efectos del
fluoruro en la resistencia 6sea, han encontrado que el fluoruro tiene un efecto negativo

en la resistencia flexural en la mayoria de los casos.

El fluor aumenta la densidad 6sea en el hueso trabecular principalmente en
huesos del esqueleto axial, sin embargo, disminuye la densidad Osea en el
hueso cortical del esqueleto apendicular °°. En humanos de igual forma ha sido

documentada esta misma propiedad y en comunidades endémicas de fluorosis dental y
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esquelética con 3.8 a 4 ppm de flior en el agua °, la reduccion de la densidad dsea
cortical es un importante factor de riesgo de fractura principalmente en cadera (cuello
de fémur) y mufieca, huesos que estdn conformados en un 95% por hueso cortical
102193 Otro dato peculiar es que la reduccion de la resistencia 6sea esta presente antes
que la fluorosis esqueletal ®2° sjtuacion presente en nuestros resultado al cual mostré
una reduccion en la resistencia flexural. Esto puede estar relacionado en gran medida a
la vinculaciéon entre su componente organico (colageno) y su contenido inorganico
(mineral). Cuando éste vinculo se altera la resistencia del hueso puede variar. Se ha
encontrado que el F* puede danar esta vinculacién (sin inducir fluorosis esquelética
necesariamente) ®* ®°. Junto con la posibilidad de alterar o dafiar la interfaz inorganico-

organica.

El dafo que el fluoruro pueda hacer a la colagena tipo | puede ser resultado del
efecto citotoxico sobre las células propias y anexas a hueso. Este componente juega
un muy importante el mantenimiento de la resistencia alatraccion (frente a la
compresion) de hueso, por lo que cualquier alteracion de los huesos puede hacerlos

mas propensos a la fractura ©’.

Diversos estudios han demostrado que el fluor puede modificar la cantidad de
calcio y fosfatos a nivel sérico. En base a esto, en nuestro estudio se determind la
presencia de estos minerales por medio de las tinciones de Alizarina Roja y Von Kossa
que nos indican la presencia de nédulos de Calcio y Fosfato respectivamente 8. Los
resultados de este estudio mostraron que no existieron diferencias entre el grupo control
y el experimental. En un estudio realizado por Montherrat-Carret et al, se mostré que la

cantidad de fluoruro no afecta la concentracion de calcio y fosfatos en los huesos de
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fetos, al igual que con los de Whitford (1991)%°, donde se mostré que el flior en
animales adultos no afecta la cantidad de calcio y fosfato. Los efectos que puede tener
el fluor sobre las células 6seas son amplios y diversos. Aalgunos autores establecen
efectos estimulantes y sobrevida, sin embargo, otros muestran los efectos que puede
tener al inducir estrés oxidativo, "° generando la aparicion de radicales libres debido a la
alteracion de la mitocondria a consecuente induccién de apoptosis. Asi mismo, otros
estudios demuestran que los fluoruros provocan disminucion en la proliferacién celular
inhibiendo la mitosis, afeccion en la sintesis de proteinas, alteraciones en la colagena
tipo | e incremento en la actividad osteoclastica ®”. Todos estos resultados previamente
reportados por otros investigadores podrian explicar la reducciéon en el crecimiento
longitudinal y diametral, asi como la disminucion de su resistencia flexural y cambios
estructurales y varian en relacién al estadio de desarrollo, tipo celular, tiempo de

exposicion y etapa del ciclo celular.
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11.CONCLUSIONES
Todos los grupos experimentales mostraron diferencias debido a la administracion
de fluoruros (grupo control vs. experimentales) en la crecimiento longitudinal y

diametral.

Nuestros resultados indican que la exposicion a NaF afecta el crecimiento
longitudinal y diametral y la resistencia flexural de huesos largos de raton, dependiente
de la dosis administrada. Asi mismo, las extremidades anteriores (humero y ulna)
presentaron un menor crecimiento comparado con las extremidades posteriores (tibia y
fémur). Los cambios mencionados anteriormente, asi como las alteraciones en el grosor
cortical, forma y diametro de la cavidad medular, podrian traducirse en un mayor riesgo
de fractura y estar asociados a alteraciones en el patron de formacion, depdésito,

resorcion y bioquimica del hueso.
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