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Dano a la mucosa bucal inducido por
fluoruro de sodio en la rata:
Aumento en los parametros apoptoticos

Dr. José Gutiérrez-Salinas* Resumen

¥ Laboratorio de Bioguimica y Medici- Objetivo: Determinar los efectos de la ingesta de fluoruro de sodio (NaF) sobre la mucosa
na Experimental, Divisién de Investi-

gacion Biomédica bucal de la rata, manifestado por cambios en la expresion de las proteinas p53, bcl-2 y
| I ICa.

caspasa-3 como indicadoras de un proceso de apoptosis, asi como en la actividad de la
enzima amilasa salival como indicador de la funcién de la mucosa. Material y métodos:
ratas macho fueron expuestas a NaF (1 y 50 ppm) hasta por ocho semanas, las cuales
fueron sacrificadas semanalmente. La mucosa bucal fue aislada y se determiné la expresion
de las proteinas p53, bcl-2 y caspasa-3 por medio de técnicas de Western-blot mientras que
la actividad de la enzima amilasa fue determinada por métodos espectrofotométricos. Re-
sultados: mostraron que el tratamiento con 50 ppm de NaF produce un incremento en la
expresion de las proteinas p53 y caspasa-3 asi como una disminucién importante en la
actividad de la enzima amilasa. Estos resultados sefialan que la intoxicacion con NaF puede
ser un inductor de apoptosis en la mucosa bucal en ratas intoxicadas hasta por ocho
semanas.

Palabras clave: Amilasa salival, apoptosis, bcl-2, caspasa-3, fluoruro de sodio, mucosa
bucal, p53.

Abstract

The purpose of the present work is to determine the effects of the ingestion of sodium fluoride
(NaF) on the buccal mucosa of the rat manifested by changes in the expression of proteins
p53, bcl-2 and caspase-3 as indicative of an apoptosis process as well as in the activity of
the amylase as indicator of the function of the mucosa. Material and method: Male rats
were exposed to NaF (1 and 50 ppm) for eight weeks and were sacrificed weekly. Buccal
mucosa was isolated and the expression of the proteins p53, bcl-2 and caspasa-3 was
determined by means of Western-blot technique. On the other hand, amylase activity was
Centro Médico Nacional «20 de Noviem- determined by spectrophotometry Results: the treatment with 50 ppm of NaF produces an
bre», ISSSTE, México D.F increment in the expression of the p53 and caspasa-3 as well as an important decrease in
the activity of the amylase. These results point out that the intoxication with NaF can be an
apoptosis inductor in the buccal mucosa in rats intoxicated for eight weeks.

Recibido para publicacién: Key words: Apoptosis, bcl-2, buccal mucosa, caspase-3, p53, salivary amylase, sodium
23-Febrero-2006 fluoride.
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Introduccion

La fluorosis es causada por una ingesta aguda o créni-
ca de fluoruros y se caracteriza clinicamente en el hu-
mano por alteraciones tanto dentales como al sistema
musculoesquelético y nervioso."? Algunas manifesta-
ciones clinicas descritas en sujetos intoxicados con fluo-
ruro son la paralisis de los labios, presencia de vérti-
go, espasticidad de las extremidades y desorientacién
general.?®

A nivel celular, ha sido reconocido que la intoxica-
cién con fluoruro puede producir diversas alteraciones
metabdlicas tales como inhibicién de la glucélisis, alte-
racién de receptores membranales, alteraciones en el
balance energético total, ruptura del ADN e induccién
de apoptosis.*”

En este ultimo caso, se ha postulado que la apoptosis
inducida por un exceso en la ingesta de fluoruro es pro-
ducida en parte por un fenémeno asociado a la produc-
ci6n de radicales libres derivados del oxigeno (RLO) quie-
nes, al ser moléculas altamente reactivas, pueden inducir
alteraciones a las biomoléculas como son las proteinas,
lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos.® Ha sido des-
crito que la aplicacién de fluoruro de sodio (NaF) como
principal fuente de fluoruro a células en cultivo puede
inducir un exceso en la expresién de la proteina p53 que
es una proteina que se expresa cuando existe dano al
ADN.® Por otro lado, ha sido descrita la induccién de apop-
tosis en células epiteliales de pulmoén humano cultivadas
con cantidades crecientes de NaF, asi como alteraciones
generales en macréfagos alveolares en cultivo.'®'! Ade-
maés, ha sido descrito que la incorporacién de fluoruro en
la dieta en animales de experimentacién puede ocasionar
dano al higado, expresado como induccién en la expre-
sion de las caspasas (que son los efectores ultimos de la
apoptosis); asi como de la proteina bcl-2 (proteina acti-
vada durante la apoptosis).'?*3

Es conocido el hecho de que la boca es una de las prin-
cipales vias de entrada en los seres vivos, muchos com-
puestos téxicos tienen su primer contacto con el orga-
nismo por medio de la mucosa que reviste a la cavidad
bucal. Dicha mucosa es constantemente agredida por sus-
tancias tales como el NaF que se encuentra en concentra-
ciones variables en los productos dentales, como son pas-
tas y geles, los cuales son usados diariamente por la po-
blacién en general.

Puesto que ha sido reconocido que el flor puede ser
una sustancia téxica para el organismo cuando es ingeri-
do o se aplica a las células, el objetivo del presente traba-
jo es determinar los efectos de este compuesto sobre la
expresion de las proteinas p53, bcl-2 y caspasa-3 como
indicadores de apoptosis en la mucosa bucal de ratas que
han recibido un tratamiento con NaF.

Material y métodos

Ratas macho (250 g peso promedio) de la cepa Wistar
fueron obtenidas de los Laboratorio Harlam-México y
ubicados en contenedores individuales en ciclos de luz-
oscuridad de 12 h con libre acceso al agua y al alimento.
Todos los procedimientos fueron hechos de acuerdo con
los lineamientos contenidos en el Reglamento Sobre
Tratamiento de Animales para Cirugia e Investigacién
de nuestra institucién que esta acorde con la Ley de
Regulacién Federal para Animales de Experimentacion
(SAGAR, México). Los reactivos quimicos fueron obte-
nidos de Sigma (Sigma Chemical St. Louis, USA), de
Merck (Merck de México SA) o de Mallinckrot (Mallinc-
krot de México S.A.) de grado analitico y de la mejor
calidad posible.

Protocolo de tratamiento

Los animales fueron tratados de acuerdo a protocolos ya
establecidos en donde se exponen a los animales de expe-
rimentacién a concentraciones conocidas de fluoruro de
sodio (NaF) que es agregado al agua de bebida corrien-
te'*'® y monitoreando los cambios cada semana por el
tiempo asignado al protocolo.

Las ratas fueron divididas aleatoriamente en los si-
guientes grupos de estudio (25 animales por grupo):

a) Grupo control. Ratas sin tratamiento alguno que in-
gieren alimento (Rat Pellet Chow, Purina Inc. MO,
USA), en forma libre y agua proveniente de contene-
dores de agua para consumo humano (Agua embote-
llada Electropura, The Pepsi Bottling Group México
S de RL de CV). De acuerdo a los andlisis quimicos,
dicha agua presenta una concentracién de fluoruros
< 0.5 ppm considerandose dentro de limites nor-
males y que ha sido reportado que no interfiere en el
experimento.

b) Grupo experimental 1. Ratas a las cuales se les agre-
g6 en su agua de bebida una concentraciéon NaF equi-
valente a 1 ppm de fluoruro y con libre acceso al ali-
mento.

c) Grupo experimental 50. Ratas a las cuales se les agre-
g6 en su agua de bebida una concentraciéon de NaF equi-
valente a 50 ppm de fluoruro y con libre acceso al ali-
mento.

Una vez iniciado el tratamiento, las ratas de todos
los grupos en estudio fueron sacrificadas semanalmente
(5 por grupo) hasta por ocho semanas. Durante todo el
tiempo que durd el tratamiento, el agua era sustituida
cada 24 horas por agua fresca y los datos bromatolégi-
cos fueron registrados semanalmente.
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Obtencion y procesamiento de la mucosa
bucal

Previa anestesia (vapores de éter etilico), las ratas fueron
sacrificadas por decapitaciéon como ya ha sido descrito pre-
viamente.'® La cabeza fue colocada en un soporte de made-
ray se procedio a abrir la cavidad bucal para aislar el total
de la mucosa bucal (mucosa del paladar duro y blando,
mucosa yugal, piso de la boca y las encias del maxilar y la
mandibula) de acuerdo a métodos previamente descritos.'”
Una vez aislada, la mucosa bucal fue colocada en una solu-
ci6n amortiguadora fria de fosfatos (PBS; NaCl al 0.9% en
0.01M de buffer de fosfatos, pH 7.0) para ser dividida en
pedazos pequenos con una tijera y ser lavada con la misma
solucién para eliminar la sangre. Posteriormente, los pe-
dazos de mucosa fueron colocados con 2 voliumenes de
una solucién de PBS-EDTA (PBS agregado de 1mM de EDTA
y 0.05% de aprotininay Na,VO,) y fueron homogeneizados
en un aparato tipo Ultra-turrax (Fisher Scientific, USA).
Las muestras asi homogeneizadas fueron congeladas a —80
°C hasta su uso posterior.

Determinacion de la actividad de amilasa

La mucosa bucal de la rata posee glandulas salivales, las
cuales producen la enzima amilasa que ha sido usada como
indicador de funcionalidad de la mucosa bucal. La activi-
dad de la amilasa fue determinada de acuerdo al procedi-
miento de Nicolau y cols.'® usando el reactivo de Somo-
gyi-Nelson. Brevemente, muestras de mucosa fueron
mezcladas en un tubo de ensaye agregado de 1.5 mL de
solucién de almidén (0.2%) y 1.5 mL de buffer de Tris
(Tris-base 0.1 M, pH 7) y 0.4 mL de agua destilada. La
mezcla fue incubada 60 min a 37 °C, al término de los
cuales, una alicuota fue mezclada con una cantidad equi-
valente de reactivo de Somogyi-Nelson haciendo una lec-
tura a 520 nm en un espectrofotémetro (Jenway 6300,
Cielovista, Cal. USA) usando un estandar de maltosa. La
actividad de la amilasa fue expresada como umoles/min/
mg proteina total.

Extracto total de mucosa bucal

Muestras de homogenado total de mucosa bucal de todos
los grupos de estudio fueron diluidos con partes equiva-
lentes (v/v) de un buffer (Tris, 0.01 M; sacarosa 0.255 M;
EGTA 0.3 mM; pH 7.4) frio y homogeneizados 3 minutos
con Ultra-turrax. El resultado fue centrifugado a 5,000
rpm por 10 minutos. El sobrenadante fue recuperado y
considerado como extracto total de mucosa. La concen-
tracién de la proteina total de las muestras fue determi-
nado por el método de Lowry'® usando albimina bovina
como estandar.
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Expresiéon de las proteinas p-53, bcl-2 y
caspasa-3

Para analizar el curso temporal de la presencia de las pro-
teinas indicadoras de dano celular, se llevé a cabo por
medio de electroforesis discontinua en geles de archila-
mida por la técnica de Laemmli?° seguido de un blot en
papel de nitrocelulosa de acuerdo a métodos ya estableci-
dos.?! Brevemente, muestras de extracto total de mucosa
fueron mezcladas con un volumen equivalente de buffer
de tratamiento (2-mercaptoetanol 2 mM; SDS 10%; gli-
cerol 1%; PBS pH 8) y calentadas en bano Maria por 3
minutos. Terminada la incubacién, muestras de la reac-
cién (100 ug de proteina total) fueron colocadas en pozos
de un gel de acrilamida/bis-acrilamida (12%/0.1% p/p,
respectivamente) y sometidos a una corriente de 150 mV
por 80 min en un aparato vertical para electroforesis (Bio-
Rad Ltd, Hercules Ca. USA) con un buffer de corrida (Tris-
base/SDS/glicina). Al término de la corrida, los geles fue-
ron colocados en un aparato para electrotransferencia
usando una membrana de nitrocelulosa como receptoray
buffer de transferencia (Tris-base/glicina/metanol/SDS)
frio. La transferencia se llevé por 80 min y 100 mA, al
término de la cual, la membrana de nitrocelulosa fue te-
nida con una solucién de rojo de Ponceu para determinar
la ubicacién de las proteinas. Posteriormente, la mem-
brana se lavd tres veces con PBS y se incub6 60 minutos
a temperatura ambiente en agitacion continua en una so-
lucién de bloqueo (5% de leche descremada en polvo y
0.5% de tween-20). Al término de la incubacién, se lavd
tres veces con PBS y fue expuesta al anticuerpo primario
(Santa Cruz Cal, USA) dirigido en contra de la proteina
especifica (p-53, bcl-2 o caspasa-3) incubando en agita-
cién continua por 70 min y con solucion de bloqueo. Al
término de esta incubacidn, se lavo tres veces con PBSy
se expuso por 60 minutos al anticuerpo secundario unido
a peroxidasa. La membrana fue lavada tres veces con PBS
y se reveld la presencia de las proteinas exponiéndolas
con una solucién de peréxido de hidrégeno (0.5%) y te-
trametilbenzidina de acuerdo a las instrucciones inclui-
das en el kit comercial (Promega, USA) usado para tal fin.
Una vez localizada la proteina requerida, la membrana
fue escaneada en un equipo Alpha Imagen™ (V-3.3; 1200,
USA) con sistema de documentaciéon y anélisis para de-
terminar por medio de absorbancia (lectura a 600 nm) la
cantidad aparente de cada proteina por muestra.??

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el programa estadis-
tico GraphPad Prism versién 4.00 para Windows (Gra-
phPad Software, San Diego California, USA). Los resulta-
dos son expresados como promedios * error estandar
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para todos los grupos en estudio. La diferencia entre gru-
pos fue analizada por ANOVA de dos colas con un post-
test de Tukey segun corresponda, tomandose un valor mi-
nimo de p < 0.05 como estadisticamente significativo.

Resultados

Uno de los parametros tomados en cuenta para evaluar el
efecto general de un téxico sobre la integridad de un suje-
to en estudio, es llevar a cabo la determinacion del peso
corporal durante el tiempo que dure el tratamiento.'* En el
cuadro I se muestra la ganancia de peso corporal tanto en
el grupo control como en los que recibieron 1 6 50 ppm de
NaF a las ocho semanas de tratamiento. Como puede ob-
servarse, ninguna de las dosis administradas de NaF mos-
tré tener un efecto significativo sobre la ganancia de peso
corporal después de ocho semanas de tratamiento. Por otro
lado, tampoco se observaron diferencias significativas en
la cantidad de agua consumida diariamente por los anima-
les y inicamente se observa un incremento en la cantidad
semanal de NaF ingerida por el grupo que recibié 50 ppm,
lo cual es completamente légico, ya que dicho grupo con-
sumi6 una concentracién mayor de dicho compuesto en su
agua de bebida corriente. Durante el sacrificio de los ani-
males, éstos fueron examinados por un patélogo para de-
notar si existia algin cambio en la morfologia de los érga-
nos (en especial el higado y los rifiones) de los animales y
el resultado fue negativo.

La figura 1 muestra el curso temporal de los cambios
en la actividad especifica de la enzima amilasa en la mu-
cosa de las ratas tratadas con 1 6 50 ppm de NaF. Como
puede observarse, la dosis de 1 ppm de NaF no produce
cambios en la actividad de la enzima a lo largo del tiem-
po en comparacién al grupo control. Por el contrario, la
dosis de 50 ppm produce una disminuciéon importante
(p < 0.05) en la actividad de la amilasa desde las dos
semanas de tratamiento hasta disminuir cerca de un 20%
(p < 0.05) a las ocho semanas.

Por su parte, las figuras 2 a 4 muestran el curso tempo-
ral de la expresion de las proteinas p53, bcl-2 y caspasa-3
en la mucosa bucal de ratas tratadas con las dos dosis de
NaF y determinado por escaneo de los Western Blot tal
como fue descrito en la seccién de material y métodos.

Como puede observarse, el grupo de ratas que reci-
bio el tratamiento con 50 ppm de NaF presentd un in-
cremento estadisticamente significativo (p < 0.05) con
respecto al grupo control en la expresiéon de las protei-
nas pb3 (Figura 2) y caspasa-3 (Figura 4) desde las dos
semanas de tratamiento. Dicho incremento se mantuvo
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Figura 1. Curso temporal de la actividad especifica (umoles/min/mg
proteina) de la enzima amilasa en mucosa bucal de ratas tratadas por
ocho semanas con 1 6 50 ppm de NaF. Cada punto representa el
promedio = E.E. de cinco ratas por tiempo. Los asteriscos denotan una

diferencia estadistica p < 0.05 en relacién con el grupo control.

Cuadro 1. Peso corporal, consumo de agua y dosis de NaF en ratas tratadas hasta por ocho semanas con 1 6 50 ppm de NaF. Los

resultados estan expresados como promedios + E.E.

Tratamiento (n) PPI (g) PPF (g)
Control (25) 252.13 = 3.14 314.13 +
NaF 1 ppm (25) 252.70 = 3.32 312.23 *
NaF 50 ppm (25) 251.65 = 4.81 312.12 +

n: ndmero de ratas por grupo
PPI: promedio de peso inicial
PPF: promedio de peso final
CAR: consumo de agua por rata
D-NaF: Dosis de NaF

5.39
3.32
5.21

CAR (mL/dia) D-NaF (mg/kg/semana)
29.05 = 0.30 0

31.05 £ 0.32 0.868 = 0.01
30.48 = 0.27 42.67 = 0.38
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Figura 2. Curso temporal de la expresién de la proteina p53 en
mucosa bucal de ratas tratadas con 1 6 50 ppm de NaF por ocho
semanas. Los Western-blot fueron escaneados a 660 nm y la cantidad
relativa de proteina se expresa en unidades de absorbancia a lo largo
del tiempo. Cada punto representa los escidner por duplicado de
cinco ratas * E.E. Los asteriscos denotan una p < 0.05 con respecto
al grupo control.
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Figura 3. Curso temporal de la expresién de la proteina bcl-2 en
mucosa bucal de ratas tratadas con 1 6 50 ppm de NaF por ocho
semanas. Las leyendas son igual a la figura 2.
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Figura 4. Curso temporal de la expresién de la proteina caspasa-3 en
mucosa bucal de ratas tratadas con 1 6 50 ppm de NaF por ocho
semanas. Las leyendas son igual a la figura 2.

a lo largo de las ocho semanas que dur6 el tratamiento
con NaF y es de notar que la dosis de 1 ppm de NaF no
presenta cambios con respecto al control, en la expre-
sién de dichas proteinas.

Por su parte, la proteina bcl-2 muestra un patrén
sostenido de expresién a lo largo del tiempo en el gru-
po control, no siendo asi para los grupos tratados con
NaF, ya sea con 1 6 50 ppm (Figura 3). En ambos gru-
pos se observa un patrén de expresion para bcl-2 irre-
gular para cada tiempo en donde se llevé a cabo la de-
terminacién de dicha proteina, sin embargo, las dife-
rencias en la expresién de bcl-2 para ambos grupos
tratados con NaF no presentaron ninguna diferencia es-
tadisticamente significativa entre ellos o comparados
contra el grupo control.

Discusioén

La ingesta de NaF incorporada al agua de bebida corriente
en ratas machos tratadas con 50 ppm de NaF hasta por
ocho semanas muestra una disminucién importante en la
actividad de la enzima amilasa, asi como un incremento
en la expresion de las proteinas p53 y caspasa-3, tal como
lo muestran los resultados descritos anteriormente. Di-
chos cambios, principalmente en la expresién de las pro-
teinas p53 y caspasa-3 pueden ser indicativos de un in-
cremento de la apoptosis en las células de la mucosa bu-
cal inducido por el NaF.
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Los datos mostrados en el cuadro I al igual que los
datos clinicos observados en los grupos de estudio sena-
lan que el tratamiento con ambas dosis de NaF (1 y 50
ppm) no producen alteraciones generales visibles, las cua-
les han sido reportadas como potencialmente téxicas por
otros investigadores.**'*'® Por otro lado, a la inspeccién
general de la mucosay los dientes de todos los grupos de
estudio, tampoco se observaron signos visibles de fluo-
rosis o algun tipo de signo que denote intoxicacién, de
acuerdo a parametros ya establecidos.?*?* Lo anterior con-
trasta con lo encontrado por otros investigadores, quie-
nes reportan el inicio de un moteado amarillo en los dien-
tes con tratamientos con NaF que van de 5 a 300 ppm, y
con un tiempo de tratamiento de 6 y hasta 21 sema-
nas.?*141525 Eg probable que el tiempo de tratamiento que
hemos usado (ocho semanas) no sea suficiente para pro-
ducir tanto en la mucosa bucal como a nivel general, las
alteraciones visibles propias de una fluorosis, sin embar-
go, los cambios encontrados tanto en la actividad de la
enzima amilasa asi como en la expresién de las proteinas
pb53 y caspasa-3 nos demuestran que existen cambios
metabdlicos a nivel de la mucosa bucal producidos por
nuestro tratamiento que, si bien no se traducen en altera-
ciones clinicas visibles, si denotan un efecto sobre la
mucosa bucal producidas por el NaF, sobre todo a una
dosis de 50 ppm.

La determinacion de la actividad especifica de la enzima
amilasa ha sido considerado como un indicador del estado
normal de funcionamiento de la mucosa bucal.?*-?¢ El efec-
to de la ingesta de NaF sobre la actividad de la enzima
amilasa ha sido reportada previamente,?® sin embargo,
en dichos reportes se ha destacado que debe existir al menos
un tiempo de 10 semanas de tratamiento continuo con hasta
300 ppm de NaF para observar algin cambio en la activi-
dad de dicha enzima. Dicho tiempo minimo de observa-
cidén se ha basado en el hecho de reconocer que los anima-
les expuestos a NaF deben alcanzar un grado de intoxica-
ci6én clinica para poder observarse cambios metabdlicos
que puedan ser registrados; sin embargo, en nuestro mo-
delo de tratamiento, se presenta una disminucién impor-
tante en la actividad de la amilasa a las dos semanas de
tratamiento con 50 ppm de NaF (Figura 1). Este resultado
puede explicarse en razén de que, como fue mencionado en
lineas anteriores, los investigadores procuran que los ani-
males sometidos a tratamiento con NaF presenten signos
clinicos o patoldgicos de intoxicacién con dicho compues-
to para considerar que dicho elemento tiene efectos sobre
el organismo. Al respecto podemos afirmar que, si bien
los animales no presentaron signos clinicos o patolégicos
de intoxicacién con NaF, si presentan una alteracion en la
enzima amilasa de la mucosa bucal, lo que puede indicar
una sensibilidad metabdlica a dicho compuesto sin expre-
sién clinica de intoxicacion.

Por otro lado, el incremento en la expresion de las
proteinas p53 y caspasa-3 en el grupo de ratas que reci-
bié una dosis de 50 ppm de NaF indican un incremento
de apoptosis en las células de la mucosa bucal, ya que
dichas proteinas son consideradas como indicativas de
un proceso apoptético (caspasa-3) por dano a la célula
(proteina p53).1329-31

La proteina p53 ha sido descrita como un indicador
de dano al ADN que se expresa posterior a una exposi-
cién a radiacién o un t6xico.'®?°-%! Si bien es cierto que
un tejido que lleva a cabo un recambio continuo de célu-
las por un fen6meno normal de mitosis (como es el caso
de los epitelios y mucosas) presenta una expresion mi-
nima de proteina p53, es cierto también que dicha pro-
teina se expresa en exceso cuando existe un téxico en el
organismo que altere la expresién génica o dafie al ADN.*'
Por otro lado, la caspasa-3 es una proteasa que degrada
al citoesqueleto de la célula durante un fenémeno exclu-
sivamente apoptdtico.?® La mucosa bucal presenta un
recambio continuo de células, las cuales mueren por un
fenémeno de apoptosis.’>** Como efectores de apopto-
sis se encuentran las caspasas cuyo representante mas
importante es la caspasa-3, ya que es una de las princi-
pales proteasas que intervienen durante la muerte celu-
lar programada.®!** Ha sido descrito que la exposicién
de un tejido a un téxico puede incrementar la expresién
de caspasas, en especial a la caspasa-3, como reflejo de
un incremento en la apoptosis de dicho tejido.**3'-** Por
lo anteriormente mencionado, podemos suponer que el
incremento en la expresién de p53 y caspasa-3 en ratas
que fueron expuestas a NaF por ocho semanas a una dosis
de 50 ppm incrementa considerablemente la apoptosis
de la mucosa bucal. Dicha aseveracion es reforzada por
el hecho de que la presencia de NaF produce un patrén
asincrénico de expresion de la proteina bcl-2 tal como
lo muestra la figura 3. La proteina bcl-2 ha sido consi-
derada un indicador temprano de entrada de la célula a
la fase G1 del ciclo celular y su expresion se presenta de
manera sincrénica a lo largo del mismo.***® Ha sido des-
crito que dicha proteina puede regular el fenémeno de
apoptosis cuando es desregulada por un téxico o la ex-
posicion de las células a radiacién.?**® Tal como se mues-
tra en la figura 3, la presencia de NaF en cualquiera de
las dosis probadas produce una asincronia en la expre-
sién de bcl-2, lo cual, junto con los datos obtenidos
para p53 y caspasa-3 podemos sugerir que el NaF induce
un incremento en la apoptosis de las células de la mu-
cosa bucal en la rata.

Dicho incremento en la apoptosis por efecto de la ex-
posicién de los tejidos o células al NaF ha sido reportado
con anterioridad;'®'? sin embargo, no existen reportes
previos que describan el incremento de la apoptosis en la
mucosa bucal.
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El efecto del NaF sobre la mucosa bucal que hemos
observado en este estudio nos da la pauta para suponer
que dicho compuesto quimico puede actuar como un agente
téxico para la mucosa bucal cuando éste tiene contacto
con dicho tejido. El NaF es un compuesto quimico capaz
de atravesar las membranas celulares y puede llegar a la
mucosa bucal, ya sea por via sistémica en donde el NaF
llega a la mucosa bucal por medio de la irrigacién sangui-
nea tal como ocurre con otros érganos como el rinén,
cerebro, higado y genitales;?'*%3%37 o por contacto direc-
to del quimico con la mucosa cuando la rata bebe el agua
agregada con NaF. Este ultimo caso es muy importante,
ya que el NaF es un compuesto ampliamente utilizado
como agente anticaries agregado a las pastas y geles de
uso popular para la limpieza dental, en concentraciones
que pueden llegar a ser tan grandes como 1,500 ppm. Si
bien es cierto el hecho de que el contacto directo del NaF
con la mucosa bucal durante el cepillado de dientes para
la higiene dental es breve, ha sido comprobado que el
NaF altera la actividad de la enzima amilasa salival en
sujetos que se enjuagaron la boca por breves segundos con
una soluciéon de NaF al 0.05%, sin embargo, existen dis-
crepancias en ese punto entre varios grupos, ya que tam-
bién se ha reportado que no existen dichos cambios.?6-28

Tomando en cuenta lo anterior, podemos pensar que
nuestros resultados senalan que la mucosa bucal es sen-
sible a la presencia del NaF, ya sea que este téxico lle-
gue a dicho tejido por via sistémica o local, y una vez en
dicho tejido, éste responde modificando su patrén nor-
mal de apoptosis, sobre todo a dosis de 50 ppm. Es
claro que se requieren mas investigaciones para evaluar
con mayor precisiéon los efectos que el NaF pueda tener
sobre la mucosa bucal, sin embargo, podemos sehalar
que nuestros datos apuntan a que dicho compuesto pue-
de producir un incremento en la apoptosis de las células
de la mucosa bucal, que puede ser parcialmente respon-
sable de los dafnos que han sido descritos en personas
que usan pastas dentales agregadas con NaF a altas do-
sis, ademas de que existen reportes que senalan que la
intoxicacién ya sea aguda o crénica con fluoruro produ-
ce incrementos en la apoptosis de los tejidos expuestos
a este toxico.5710-12:36.37
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