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Resumen

Antecedentes: Los sujetos intoxicados con fluoruro de so-
dio (NaF) presentan cuadros repetitivos de infecciones tanto
pulmonares como digestivas, lo que ha llevado a pensar que
este téxico puede tener algin efecto sobre el sistema inmu-
noldgico. El objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto del NaF en los leucocitos de ratas tratadas con NaF
usando la determinacién de la proteina p53 como indicador
de dano. Métodos: Ratas macho fueron tratadas con dos
concentraciones de NaF (I y 50 ppm) por ocho semanas. Se
usaron como control animales sin ningln tipo de tratamiento.
Los animales fueron sacrificados y la sangre fue recolectada
para aislar leucocitos, los cuales fueron analizados para de-
terminar su viabilidad y la presencia de la proteina p53 por
medio de la técnica de Western-Blot. Resultados: A lo largo
del tiempo de tratamiento, las ratas que fueron intoxicadas
con 50 ppm de NaF presentan una menor viabilidad y un
aumento progresivo en la presencia de la proteina p53, en
comparacién con las ratas control o las que recibieron | ppm

Abstract

Introduction. The subjects intoxicated with sodium fluo-
ride (NaF) they present consecutive infections in lung and
digestive system. It is hypothetized that this latter substance
can have some effect upon the immunologic system. The
objective is to determined the effect of the NaF in the leu-
kocytes from rats intoxicated with NaF using p53 protein
determination used like sign of damage. Methods: Male rats
was dealt with two concentrations of NaF (| and 50 ppm) for
eight weeks. As control, rats without NaF was used. Animals
was sacrificed and blood obtained for leukocyte isolation.
Leukocyte was analyzed for viability and detection of p53
protein by Western-Blot method. Results: Along the time
of treatment, the leukocytes from rats intoxicated with 50
ppm of NaF present a lower viability and an increase in p53
presence has compared with both the control group and rats
intoxicated with | ppm of NaF Conclusions: Our results
shows that the intoxication with NaF has can induced an
increase in p53 protein. These latter protein is an important
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de NaF. Conclusiones: Nuestros resultados muestran que la
intoxicacion con NaF puede inducir la presencia de la proteina
p53, la cual es reconocida como un indicador muy importante
de daiio al ADN, lo que puede interpretarse como un efecto
genotoxico de este compuesto hacia los leucocitos.

Introduccion

L afluorosis (intoxicacion por fluoruro) es causada
por una ingesta aguda o crénica de fluoruros,
principalmente en forma de sales de sodio o pota-
sio. La fluorosis en el humano produce alteraciones
dentales y de los sistemas musculoesquelético y
nervioso.'?

Experimentos hechos in vitro con células o teji-
dos han demostrado que la aplicacién de fluoruro
puede producir diversas alteraciones metabdlicas
tales como inhibicién de la glucdlisis, alteracion
de receptores membranales, alteraciones en
el balance energético total, ruptura del ADN e
induccién de apoptosis.®®

Por otro lado, se sabe que mamiferos (inclu-
yendo al ser humano) que son expuestos a una
intoxicacién aguda o crénica con metales pesa-
dos, insecticidas, o alglin otro compuesto téxico,
pueden presentar alteraciones en los leucocitos
circulantes, denotadas por alteraciones en su me-
tabolismo intermedio e incluso dafio del ADN. En
este Ultimo caso, el dafo al ADN es antecedido
por la activacién de varias proteinas consideradas
como «supresoras de estrés» de las que destaca la
proteina p53, la cual responde al dafo genotéxico
inducido por el téxico.*'°

La proteina p53 originalmente acta en co-
ordinacién con otras proteinas del ciclo celular
como un supresor del crecimiento tumoral. Sin
embargo, ha sido observado que el dafo geno-
toxico (ruptura en la cadena de ADN inducido
por un téxico) y el estrés metabélico inducen su
expresién o la aumentan, lo que trae como con-
secuencia que se active la muerte celular, llamada
también apoptosis, cuando existe un mayor dano
ala célula.*"?

indicator of DNA damage. These can be interpreted like a
genotoxic damage to the leukocytes.

Ha sido descrito que la aplicacién de fluoruro
de sodio (NaF) como principal fuente de fluoruro
a células en cultivo puede inducir un exceso en la
expresion de la proteina p53 que es una proteina
que se expresa cuando existe dafio al ADN.>7!3-15
Por otro lado, ha sido descrita la induccién de
apoptosis en células epiteliales de pulmén humano
cultivadas con cantidades crecientes de NaF; y que
la inclusién de fluoruro en la dieta en animales de
experimentaciéon puede ocasionar dafo al higado
expresado como apoptosis.>7'3!5

Tal como se comenté en anteriores parrafos, un
dano genotdxico aumenta la expresiéon de la pro-
teina p53, por lo que su determinacién en tejidos
y/o células puede ser un indicador de dano celular
y probablemente de la instalacién de un fenémeno
de apoptosis. Con base en esto, el objetivo del
presente trabajo fue determinar si la exposicién a
NaF en animales de laboratorio tiene efecto sobre
la presencia de la proteinas p53 como indicadora
de un dano genotdxico.

Material y métodos

Ratas macho de la cepa Wistar (Laboratorio Har-
lam-México; 250 + 5 g peso) fueron colocadas en
contenedores individuales y adaptadas a ciclos de
luz-oscuridad de 12 horas con libre acceso al agua
y al alimento. Los procedimientos fueron hechos
de acuerdo con el Reglamento Sobre Tratamiento
de Animales para Cirugia e Investigacién de nuestra
institucion que esta acorde con la Ley de Regula-
cién Federal para Animales de Experimentacién
(SAGAR, México).

Tratamiento. Los animales fueron tratados de
acuerdo a protocolos ya establecidos en donde se
expone a los mismos a concentraciones conocidas
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de fluoruro de sodio (NaF) que es agregado al
agua de bebida corriente'®'® y monitoreando los
cambios semanalmente.

Las ratas fueron divididas en forma aleatoria en
los siguientes grupos de estudio (25 animales por
grupo): a) Grupo control. Ratas sin tratamiento
alguno que ingieren alimento (Rat Pellet Chow,
Purina Inc. MO, USA) y agua en forma libre. El
agua se obtuvo de un distribuidor comercial local
en garrafones de 20 litros (Embotelladora Electro-
pura, SA de CV, México). De acuerdo a los analisis
quimicos, dicha agua presenta una concentracién
de fluoruros < 0.5 ppm, considerandose dentro
de limites normales y sobre la que se ha repor-
tado que no interfiere en el experimento.'*'® b)
Grupo experimental NaF-1. Al agua de bebida de
este grupo se le agregd una concentracion de NaF
equivalente a | ppm de fluoruro. Tuvieron libre
acceso al alimento. c) Grupo experimental NaF-2.
Se agregé una concentraciéon de NaF equivalente a
50 ppm de fluoruro en el agua que beberian estos
animales. Tuvieron libre acceso al alimento.

Durante todo el tiempo que duré el tratamiento,
el agua era sustituida cada 24 horas por agua fresca
y los datos bromatolégicos fueron registrados se-
manalmente. Una vez iniciado el tratamiento, las
ratas fueron sacrificadas semanalmente (cinco ratas
por grupo) hasta por ocho semanas.

Obtencion de leucocitos. Las ratas fueron
sacrificadas por decapitacién como ya ha sido des-
crito previamente'’ y la sangre fue recuperada en
un recipiente con anticoagulante (EDTA) y colocada
en un tubo de ensayo junto con una cantidad equi-
valente de Histopaque (Sigma Chemical, 1077-1,
St. Louis, USA). Las muestras fueron centrifuga-
das |5 minutos a 1,500 revoluciones por minuto
(rpm) y los leucocitos recuperados y lavados tres
veces (centrifugacién de 10 minutos a 1,200 rpm)
con solucién salina isoténica fria (PBS, pH 7). Los
leucocitos fueron contados en un hemocitémetro,
ajustando la concentracién a 2 x 10° células/mL.

Determinacion de la actividad metabdli-
ca de los leucocitos. Para evaluar la actividad
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metabdlica de los leucocitos como un indice de
viabilidad, se usé un kit comercial (Leucognost,
Hematologie, Merck Germany), siguiendo el ins-
tructivo incluido. El procedimiento se basa en lo
reportado por Lokaj y colaboradores,”® usando
como marcador metabdlico la produccién de for-
mazan. En breve, se procedié como sigue: A 3 mL
de la solucién de leucocitos se le agregaron tres
volimenes de solucién de Dulbelco con glucosa
(5 mM) y se dividieron en dos muestras. Una de
ellas fue incubada junto con 1% de almidén de
papa, |% de dimetil sulféxido y 0.1% de cloruro
de 3-4,indofenil-2,4,nitrofenil-5,fenil tetrazolium
(INT). La otra muestra fue colocada bajo las mis-
mas condiciones que la anterior, pero sin almidén.
Ambas muestras fueron incubadas por 45 minutos
a 37 °C en agitacién constante. Al término de
la incubacién, se agregaron dos volimenes de
metanol absoluto y se agité fuertemente por tres
minutos. El sobrenadante fue leido 2 485 nm en un
espectrofotémetro (Jenway 6300, Cielovista, Cal,
USA). La actividad metabdlica de los leucocitos
fue expresada en nmoles formazan/106 células
de acuerdo con el procedimiento descrito en el
instructivo del kit.

Deteccion de la proteina p53. Una muestra
de leucocitos fue diluido con partes equivalentes
(v/v) de un buffer de lisis (Tris, 0.01 M; sacarosa
0.25 M; EGTA 0.3 mM; pH 7.4, agregado de inhi-
bidores de proteasas) frio y homogeneizado con
un sonicador (Ultra-Turrax, 205; Thompson Inc,
USA) con tres golpes de 30 segundos cada uno. El
homogenado fue centrifugado a 10,000 rpm por
20 minutos y el sobrenadante fue recuperado y
considerado como extracto total de leucocitos en
donde se determiné la concentracién de la proteina
total por el método de Lowry,?' usando albdmina
bovina como estandar.

El Western-Blot para detectar la presencia de
la proteina p-53 fue hecho, usando geles de acrila-
mida (acrilamida/bis-acrilamida a 12%/0.1% p/p,
respectivamente) siguiendo la técnica de Laemmli,?
seguido de un blot en papel de nitrocelulosa de
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acuerdo a métodos ya establecidos.? La transfe-
rencia se llevé a cabo por 80 minutos 'y 100 mA, al
término de la cual la membrana de nitrocelulosa
fue tenida con una solucién de rojo de Ponceau-S
(Sigma-Aldrich, USA), para determinar la ubicacién
de las proteinas. Posteriormente, la membrana se
lavé tres veces con PBS y se incubé 60 minutos a
temperatura ambiente en agitaciéon continua en
una solucién de bloqueo (5% de leche descre-
mada en polvo y 0.5% de tween-20). Al término
de la incubacién, se lavé tres veces con PBS y
fue expuesta al anticuerpo primario (Santa Cruz
Cal, USA) dirigido en contra de la proteina p53 e
incubando en agitacién continua por 70 minutos y
con solucién de bloqueo. Para revelar la presencia
de p-53, se utilizé un kit comercial de anticuerpo
secundario y tetrametilbenzidina (Promega, USA)
y siguiendo las instrucciones proporcionadas por
el fabricante. La membrana fue escaneada en un
equipo Alpha Imagen TM (V-3.3; 1200, USA) con
sistema de documentacién y analisis para determi-
nar por medio de absorbancia (lectura a 640 nm)
la cantidad aparente de proteina tal como ha sido
reportado previamente.?*

Analisis estadistico. Los datos fueron anali-
zados usando el programa estadistico GraphPad
Prism (V-4; GraphPad Software, San Diego, Cali-
fornia, USA), usando una hoja de Excel (Microsoft
Co.). Los resultados se expresan como promedios
*+ error estandar para todos los grupos en estu-
dio. El valor de la intensidad de las manchas en los
Western-Blot fue evaluado usando una prueba t

de Student no pareada con correccién de Welch,
considerando un valor de p < 0.05 como estadis-
ticamente significativo.

Resultados

Un indicador que es considerado para evaluar el
efecto general del NaF en modelos experimentales
de laboratorio es la determinacién de la ganancia
de peso corporal durante el tiempo que dure el
tratamiento, ya que refleja cambios en los habitos
alimenticios de dichos animales, los cuales son
proporcionales a su intoxicacién." En el cuadro
| se muestra la ganancia de peso corporal en los
grupos de estudio a las ocho semanas de trata-
miento. Como se puede observar, ninguna de las
dosis de NaF (I 6 50 ppm) mostré tener efecto
significativo sobre la ganancia de peso corporal,
comparadas con el grupo control. Tampoco se
observaron diferencias significativas en la cantidad
de agua consumida diariamente por los animales
y Unicamente se observa un incremento en la
cantidad semanal de NaF ingerida por el grupo
que recibi6 la dosis de 50 ppm, lo cual es com-
pletamente légico, ya que dicho grupo consumié
una concentracién mayor de dicho compuesto en
su agua de bebida corriente. Durante el sacrificio
de los animales, éstos fueron examinados por un
patélogo para denotar si existia algin cambio en la
morfologia de los érganos (en especial en el higa-
do y los rifiones), no encontrando ningin cambio
anatomopatolégico aparente.

Cuadro l. Peso corporal, consumo de agua y dosis de fluoruro de sodio en los grupos de ratas en estudio. Los resultados estan
expresados como promedios =+ error estandar.

Grupo PPI PPF CAR D-NaF
experimental (8) (g) (mL/dia) (mg/kg/semana)
Control (n = 25) 252.13 £3.14 314.13 £ 5.39 29.05 = 0.30 0

NaF Ippm (n = 25) 252.70 £ 3.32 312.23 £3.32 31.05 £ 0.32 0.868 + 0.01
NaF 50 ppm (n = 25) 251.65 = 4.81 312,12 £ 5.21 30.48 = 0.27 42.67 = 0.38

N= Ndmero de ratas por grupo PPl = Promedio de peso inicial. PPF = Promedio de peso final. CAR = Consumo de agua por rata.

D-NaF = Dosis de NaF
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Figura |. Curso temporal de la actividad metabdlica en los
leucocitos obtenidos de los diferentes grupos en estudio.
Cada punto representa el promedio = DE de cinco ratas por
tiempo. Los asteriscos denotan diferencia estadistica (p <
0.05) en relacién con el grupo control.
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Figura 2. Curso temporal de la expresion de la proteina p53
en los leucocitos de ratas tratadas con | 6 50 ppm de fluoruro
de sodio hasta por ocho semanas. Los Western-Blot fueron
escaneados a 640 nm y la cantidad relativa de proteina se ex-
presa en unidades de absorbancia a lo largo del tiempo. Cada
punto representa los escaneos por duplicado de cinco ratas
expresado como porcentaje del control *+ desviacién estandar
(DE). Los asteriscos denotan una p < 0.05 con respecto al
grupo control.

La figura | muestra el curso temporal de los
cambios en la actividad metabdlica de los leucocitos
en las ratas de todos los grupos en estudio. Como
puede observarse, en comparacién con el grupo
control, las ratas que recibieron la dosis de | ppm
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de NaF no presentaron cambios importantes en
su actividad metabdlica. Por el contrario, la dosis
de 50 ppm de NaF produce una disminucién im-
portante (p < 0.05) en dicho parametro desde las
dos semanas de tratamiento hasta disminuir cerca
de 20% (p < 0.05) a las ocho semanas.

Por su parte, la figura 2 muestra el resultado del
escaneo a 640 nm de las membranas de Western-
Blot para observar el curso temporal de la presen-
cia de la proteina p53 en los grupos de estudio. El
resultado se muestra en porcentaje de incremento
en la absorbancia de las proteinas de los grupos
tratados con NaF con respecto al grupo control.
Como se muestra en la grafica, el grupo de ratas
que recibié el tratamiento con 50 ppm de NaF
presentd un incremento estadisticamente significa-
tivo (p < 0.05) con respecto al grupo control en la
expresion de las proteinas p53. Dicho incremento
es de 12.3% con respecto del grupo control, a
las dos semanas de tratamiento y se incrementa
progresivamente hasta las ocho semanas en donde
el valor es de 29.8% superior al del grupo control.
Por su parte, el tratamiento de | ppm de NaF no
produce cambios significativos con respecto al
grupo control, en la expresién de dicha proteina.

Discusion

Nuestros resultados muestran que los leucocitos
obtenidos de ratas que ingirieron NaF a una dosis
de 50 ppm hasta por ocho semanas presentan una
disminucién importante en su actividad metabdlica
general, asi como un incremento en la expresion
de la proteina p53, lo que puede ser un indicio de
la presencia de un fenémeno de genotoxicidad en
este tipo de células.

Los datos del cuadro |, asi como los datos clinicos
recabados durante el tiempo que duré el estudio,
muestran que el tratamiento con ambas dosis
de NaF (I y 50 ppm) no producen alteraciones
generales visibles, las cuales han sido reportadas
como potencialmente téxicas por otros investiga-
dores.'”'82527 | a inspeccién general de la mucosay
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los dientes de las ratas tratadas con ambas dosis de
NaF sefalan que no existen signos visibles de fluo-
rosis o alglin tipo de signo que denote intoxicacién,
de acuerdo a parametros ya establecidos.*? Es
probable que el tiempo de tratamiento que hemos
usado (ocho semanas) no sea suficiente para produ-
cir, tanto en la mucosa bucal como a nivel general,
las alteraciones visibles propias de una fluorosis; sin
embargo, los cambios encontrados en la actividad
metabdlica y en la proteina p53 pueden sugerir
que existen cambios metabdlicos en el organismo
producidos por nuestro tratamiento que, si bien
no se traducen en alteraciones clinicas visibles, si
denotan un efecto ocasionado por el NaF, sobre
todo a una dosis de 50 ppm.

La determinacién de la actividad metabélica
general ha sido considerada como un indicador
de viabilidad de los leucocitos.?®? Se ha descrito
en modelos experimentales con células aisladas
in vitro y con animales de experimentacién, que
la aplicacién de NaF modifica el metabolismo ge-
neral de los leucocitos con tratamientos minimos
de 300 ppm de NaF para observar algin tipo de
cambio en este parametro.*'**?” Tanto las dosis
de NaF como el tiempo de tratamiento con este
toxico han sido elegidos por otros investigadores,
ya que dichas dosis y tiempos son los minimos
necesarios para encontrar en sus modelos alguna
manifestacion visible o clinica de intoxicacién con
NaF. En nuestro modelo de estudio, la disminucién
en la actividad metabdlica de los leucocitos se
presenta en las ratas tratadas con 50 ppm de NaF
a las dos semanas (figura I) sin que encontremos
datos visibles o clinicos de intoxicacién, lo cual
seria indicativo de que existe una sensibilidad
metabdlica de los leucocitos a dicho compuesto
sin la expresién clinica de una intoxicacién por
este compuesto.

Por otro lado, el incremento en la expresién de
la proteina p53 en los leucocitos de las ratas que
recibieron 50 ppm de NaF indican la presencia de
un proceso de genotoxicidad, ya que la expresién
de dicha proteina es considerada como un indica-

dor de este tipo de procesos en donde existe un
dafio al ADN.'"!230

Un agente genotéxico es aquel compuesto
quimico que puede producir alteraciones en el
material genético cuando se encuentra dentro del
organismo.3® Como respuesta a dicha agresién
quimica, la célula responde mediante la expresién
de proteinas que tienen la finalidad de preservar la
integridad del ADN y de modular la transcripcién
del mismo. La proteina p53 acttia uniéndose al
ADN vy puede actuar como un regulador positivo
o negativo de la transcripcién en el ciclo celular,
por lo que se considera como una proteina clave
dentro de este proceso, ya que puede detener el
proceso de la divisién celular o inducir un fenémeno
de apoptosis.”!!12:30

Por lo anteriormente mencionado, podemos
suponer que el incremento en la expresién de p53
en los leucocitos de las ratas que fueron expues-
tas con 50 ppm de NaF presentan un fenémeno
de genotoxicidad a partir de las dos semanas de
tratamiento.

El efecto del NaF sobre los leucocitos de la circula-
cién sanguinea que hemos observado en este estudio
nos da la pauta para suponer que dicho compuesto
quimico puede actuar como un agente téxico para
dichas células, al grado de inducirles un proceso de
genotoxicidad que pudiera desencadenar a un pro-
ceso de apoptosis. Lo anterior es de fundamental
importancia, ya que, tal como ha sido reportado
previamente, en las zonas geograficas en donde existe
un alto contenido de este téxico en el agua, existe
un incremento en enfermedades infecciosas tanto
en animales como en humanos, lo que hace pensar
que existe un dafio importante al sistema inmune
provocado por este compuesto. 3#!3-1531:32

Tomando en cuenta nuestros resultados, po-
demos senalar que los leucocitos de la circulacién
sanguinea son sensibles a la presencia del NaF, el
cual modifica el patrén normal de apoptosis, sobre
todo a dosis de 50 ppm. Es claro que se requieren
mas investigaciones para evaluar con mayor preci-
sién los efectos que el NaF pueda tener sobre este
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tipo de células; sin embargo, podemos sefalar que
nuestro modelo de estudio puede ser Util para in-
vestigar con mayor detalle el efecto que este téxico
tiene sobre los leucocitos y sobre otros tipos de
células y tejidos.
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