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Resumen

Antecedentes: El exceso en la ingesta de fluoruro produce
una condicion de intoxicacion llamada fluorosis, la cual puede
manifestarse en el ser humano como problemas en el sistema
hematoldgico. El objetivo del presente trabajo fue describir
el efecto in vitro del fluoruro de sodio (NaF) sobre la activi-
dad especifica de las principales enzimas antioxidantes del
eritrocito como indicadores de estrés oxidativo. Métodos:
Eritrocitos humanos fueron incubados con NaF (10, 25, 50 o
100 ppm) y se determind la actividad especifica de las enzimas
superoxido dismutasa, catasa y glutation peroxidasa. Resul-
tados: Los eritrocitos incubados con cantidades crecientes
de NaF presentan disminucion en la actividad de las enzimas
antioxidantes. Conclusiones: Nuestros resultados indican
que, in vitro, el NaF induce estrés oxidativo en el eritrocito
que puede ser un mecanismo de dafio a este tipo de célula.

Abstract

Bakground: The excess in the consumption of fluoride can
induced a condition called fluorosis that can show in human be-
ings as problems in hematologycal systems. The objetive of the
present is described the in vitro effect of sodium fluoride (NaF)
on the specific activity of the principals antioxidant enzymes in
the erythrocyte as an indicator of oxidative stress. Methods:
Human erythrocytes were incubated with NaF (10,25,50 or
100 ppm). The activity of enzymes superoxide dismutase, cata-
lase and gluthation peroxidase were determined. Results: The
results shows that the erythrocytes incubated with growing
quantity of NaF, present a decrease in the antioxidant enzymes.
Conclusions: Our results show that the NaF induced in vitro
conditions, an oxidative stress to human erythrocytes. This it
indicates a damage to these cell type.
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Introduccion

[ fldor (F) es un elemento quimico muy abun-
dante en la Tierra que puede ser encontrado

en los organismos vertebrados, principalmente en
huesos y dientes.®* Un exceso de ese elemento
en el organismo puede ocasionar fluorosis aguda
0 croénica.’® La fluorosis es un serio problema
de salud publica en algunas partes del mundo en
donde existen altas concentraciones de fluoruro
de sodio (NaF) (principal fuente de fluoruro) en
el agua para consumo humano o en los alimentos,
los cuales pueden aportar mas de una parte por
millén (ppm) de F que es la dosis recomendada
por la Organizacién Mundial de la Salud. Se han
reportado problemas de fluorosis en regiones en
donde se excede esa concentracion en los mantos
acuiferos destinados para su consumo.*3

Tanto la fluorosis aguda como la crénica se
caracterizan por provocar alteraciones en los
sistemas musculoesquelético y nervioso; también
se han reportado trastornos en diversos 6rganos
como son rifién e higado, asi como en los sistemas
digestivo y hematopoyético.*®

Entre las alteraciones hematol6gicas encontra-
das con mayor frecuencia en sujetos con fluorosis
aguda o cronica estan: a) anemia hipocromica; b)
variaciones en el tamafio y forma de los eritrocitos
(anisocitosis); ¢) presencia de cuerpos de Heinz
en los eritrocitos; d) alteraciones en la cuenta
leucocitaria (leucocitosis, eosinofilia y linfopenia)
e) aumento en la cantidad de metahemoglobina y
f) alteraciones en el hematdécrito.®'* Ademas, ex-
perimentos hechos in vitro con cultivos de médula
Osea de diversas especies, incluyendo al humano,
han demostrado que las células hematopoyéticas
presentan un fendmeno de apoptosis cuando son
expuestas a cantidades de NaF superiores a 1.5
ppm.9-14

Dentro de los mecanismos fisiopatoldgicos
involucrados en el dafio producido en una intoxi-
cacién aguda o cronica con NaF se ha descrito la
produccion excesiva de radicales libres derivados
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del oxigeno (RLO; también llamadas especies
reactivas derivadas del oxigeno).’>*° Por su alta
reactividad quimica, los RLO producen alteraciones
en las principales macromoléculas (proteinas, car-
bohidratos, lipidos, acidos nucléicos, etcétera) de la
célula, lo que puede provocar trastornos generales
en el metabolismo intermedio, tal como ha sido
descrito en otros procesos patolégicos en los que
se ha comprobado que existe alta produccion de
RLO como sucede en diabetes mellitus, ateroes-
clerosis, artritis reumatoide o en intoxicacion con
diversos compuestos quimicos, metales pesados
y/o farmacos.?%2?

Para evitar el dafio provocado por los RLO, la
célula cuenta con varias enzimas conocidas como
antioxidantes que se encargan de neutralizarlos.
Las principales enzimas antioxidantes en todas
las células son la superdxido dismutasa (SOD), la
catalasay la glutation peroxidasa, las cuales acttan
sinérgicamente para neutralizar y eliminar a los
RLOIZO-ZZ

Cuando existe un exceso en la produccion de
RLO o las defensas antioxidantes se agotan en el
organismo, se produce una condicién conocida
como estrés oxidativo en donde los RLO reac-
cionan con todos los componentes de la célula y
pueden dafiarla al grado de provocarle la activacién
de los mecanismos de apoptosis (muerte celular
programada). Dentro de las manifestaciones de la
existencia de un estrés oxidativo se encuentra la
alteracion en la actividad de las enzimas antioxi-
dantes (SOD, catalasa y glutation peroxidasa), por
lo que la determinacién de su actividad especifica
es considerada un buen sensor del estatus antioxi-
dante de la célula y en el eritrocito estas enzimas
se encuentran acopladas entre si para la eliminacion
de los RLO.%0-22

Como ya se ha mencionado, los sujetos afecta-
dos de fluorosis aguda o crénica presentan diversas
alteraciones hematolGgicas que pueden afectar a
su organismo.®* Experimentos hechos in vivo e
in vitro demuestran que los eritrocitos humanos y
de otras especies expuestos a concentraciones de
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NaF que van de 1.5 hasta 1,500 ppm presentan
diversas alteraciones, tales como disminucion en la
incorporacion de glucosa del medio, modificaciones
en los niveles de nucle6tidos y 2-3-difosfoglicerato,
asi como cambios membranales caracterizados por
desregulacién en el manejo de los electrolitos.?®2

El mecanismo fisiopatoldgico por medio del cual
el NaF produce dichas alteraciones en el eritrocito
no se conoce con precision; sin embargo, se ha
sugerido la participacion de los RLO en este tipo de
dafos, ya que la ingesta de vitaminas antioxidantes
(como la vitamina E) disminuyen dichos dafios.?%%

Con base en los sefalado, el objetivo del presen-
te trabajo fue describir los efectos sobre la actividad
especifica de las principales enzimas antioxidantes
del eritrocito humano incubados in vitro con diver-
sas cantidades de NaF

Material y métodos

Obtencidon de muestras. Las muestras de sangre
fueron obtenidas previo consentimiento de sujetos
aparentemente sanos que acuden regularmente
al Banco de Sangre de nuestra institucién como
donadores voluntarios. Las muestras de sangre
(10 mL) fueron obtenidas por venopuncion en
tubos con anticoagulante (citrato o heparina). Las
muestras fueron centrifugadas para separar el plas-
ma y los leucocitos. Los eritrocitos asi obtenidos
fueron lavados tres veces con tres volimenes de
una solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS;
NaCl al 0.9% en 0.01 M de buffer de fosfatos pH
7.0) fria y fue resuspendido en PBS para obtener
un hematocrito de 50% de acuerdo con la técnica
descrita.?”?® Todos los procedimientos fueron rea-
lizados con base en las Normas y Procedimientos
Generales aprobados por nuestra institucion para
el uso de muestras humanas.

Incubacion de eritrocitos. Los eritrocitos
fueron incubados de acuerdo a protocolos ya es-
tablecidos.??® A grandes rasgos, se prosiguié como
sigue: En un tubo de ensayo se colocaron 0.5 mL de
paquete eritrocitario, se agregaron tres volimenes

de PBSy se incubaron por diez minutos a 37 °C en
agitacion constante, considerandose este tiempo
como condiciones basales. Al término de la incu-
bacion, se les agregaron cantidades variables (10 a
100 ppm) de NaF. Los eritrocitos fueron incubados
a 37 °C por 30 minutos; después fueron lavados
tres veces con PBS frio, como se describio en lineas
anteriores. El paquete eritrocitario resultante fue
usado para la obtencion de la fraccion citosélica que
es en donde estan las enzimas antioxidantes. Como
control se incubaron eritrocitos en las mismas con-
diciones experimentales descritas anteriormente,
pero sin la presencia del NaF.

Obtencion de fraccion citosolica. Al término
de la incubacién, los eritrocitos fueron lisados de
acuerdo con la técnica reportada,??° usando un
amortiguador hipotonico de fosfatos (5P8; 5 mM
de buffer de fosfatos pH 8). Brevemente: a un vo-
lumen de paquete de eritrocitos se le agregan cinco
volimenes de solucion 5P8 y se agit6 gentilmente,
dejandose reposar por 15 minutos a 4 °C. El pro-
ducto de la incubacion fue centrifugado a 10,000
revoluciones por minuto (rpm) por 15 minutos.
El sobrenadante fue recuperado y considerado
como la fraccién citosdlica. La concentracion de
proteina total fue determinada de acuerdo con la
técnica de Lowry,® usando albumina sérica bovina
como estandar.

Determinacion de la actividad de las enzi-
mas antioxidantes. Parallevar a cabo la determi-
nacién de la actividad de las enzimas antioxidantes
en la fraccion citosolica de los eritrocitos se
procedid a eliminar el exceso de hemoglobina de
acuerdo con el método reportado por Bannister y
Bannister.* Grosso modo se procedié como sigue:
una muestra de fraccion citosolica de eritrocitos
fue mezclada con un volumen de una solucién de
etanol/cloroformo (5/3 v/v) con agitacién continua
por 10 minutos. Posteriormente se agregd 1/5
de volumen de NaCl isoténico en agitacion con-
tinua. El resultado fue centrifugado a 3,000 rpm
durante 60 minutos, descartando el precipitado y
empleando el sobrenadante; el cual se considera
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como fraccion libre de hemoglobina (FLH) y fue
ocupado para determinar la actividad de las enzi-
mas antioxidantes. La concentracién de proteina
total en la FLH fue determinada de acuerdo con la
técnica de Lowry.*®

La actividad de la enzima catalasa fue determina-
daen FLH con base en el procedimiento reportado
por Aebi*? de la siguiente manera: una muestra de
FLH fue incubada cinco minutos con un volumen de
PBSa37°C. Lareaccion fue activada, agregando 10
mM de H,O,, siguiéndola por 45 segundos a 240 nm
en un espectrofotémetro (Jenway 6300 Cielovista
Cal. USA). La actividad resultante se expresa como
nmol/minuto/mg de proteina.

La actividad de la enzima superoxido dismutasa
(SOD) fue determinada usando el kit comercial
(Superoxide Dismutase Assay Kit Il; Calbiochem,
USA) y siguiendo las instrucciones proporcionadas
por el fabricante; la actividad se expresé como U/g
proteina total.

La actividad de la enzima glutation peroxidasa
fue determinada uando un kit comercial de reacti-
vos (Glutathione peroxidase cellular activity assay
kit Sigma-Aldrich St. Louis MO USA) siguiendo las
instrucciones incluidas por el fabricante; la actividad
fue notificada en umoles/minuto/mg proteina total.

Anélisis estadistico. Los resultados fueron
analizados con el programa estadistico GraphPad
Prism V 4.00 (GraphPad Software, San Diego, Cali-
fornia, USA) y expresados como valores promedio
=+ error estandar de 8-10 experimentos indepen-
dientes por grupo, haciendo las determinaciones
por duplicado. La diferencia de medias entre grupos
fue establecida mediante x?; el valor considerado
como estadisticamente significativo fue p < 0.05.

Resultados

Las figuras 1 a 3 muestran la actividad especifica de
las enzimas antioxidantes: SOD (figura 1), catalasa
(figura 2) y glutation peroxidasa (figura 3) determi-
nadas en los eritrocitos incubados con cantidades
crecientes de Nak Como puede observarse, en
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comparacion con el control, la presencia del NaF
produce disminucién estadisticamente significativa
en la actividad de las tres enzimas mencionadas.
Dicha inhibicion se presenta desde la minima
cantidad de NaF usada (10 ppm); y la actividad
decrece paulatinamente conforme se incrementan
las cantidades de NaF presentes en el medio de
incubacion. Esta inhibicién llega a ser maxima para
las tres enzimas cuando se usan 100 ppm de NaF
en el medio. Asi, comparativamente con el grupo
control, la SOD presenta 75% de inhibicién en su
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Figura 1. Efecto del NaF sobre la actividad de la enzima
SOD en la fraccion citosolica de los eritrocitos incubados con
cantidades crecientes de NaF La actividad de la enzima se
expresa como U/g de proteina total y cada barra representa
el valor promedio = el error estandar de los datos de 8-10
experimentos independientes.

a = p < 0.05 respecto del grupo control
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Figura 2. Efecto del NaF sobre la actividad de la enzima
catalasa en la fraccion citosdlica de los eritrocitos incubados
con cantidades crecientes de NaF. La actividad de la enzima
se expresa como nmoles/minuto/mg de proteina total y cada
barra representa el valor promedio =+ el error estandar de los
datos de 8-10 experimentos independientes.

a = p < 0.05 respecto del grupo control
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Figura 3. Efecto del NaF sobre la actividad de la enzima
glutation peroxidasa en la fraccién citosélica de los eritrocitos
incubados con cantidades crecientes de NaF. La actividad espe-
cifica de la ezima se expresa como pmoles/minuto/mg proteina
total y cada barra representa el valor promedio =+ el error
estandar de los datos de 8-10 experimentos independientes.
a=p < 0.05 respecto del grupo control

actividad (figura 1); la catalasa muestra 85.5% de
inhibicion (figura 2) y la glutation peroxidasa sola-
mente 33% (figura 3).

Discusioén

Se ha descrito que el NaF produce alteraciones en
enzimas relacionadas con el metabolismo interme-
dio del eritrocito por lo que su funcién se ve afecta-
da de maneraimportante.®142%2¢ E| mecanismo por
medio del cual el NaF produce estas alteraciones
en las enzimas no se conoce con precision; sin
embargo, se ha planteado que existe inhibicion por
sitio halostérico, ya que el NaF presenta semejanza
estructural con algunos de los activadores halosté-
ricos conocidos para algunas enzimas, sobre todo
oxidoreductasas y cotransportadores de iones de
la membrana.?2

Nuestros datos sefialan que el NaF produce
inhibicion “dosis dependiente” en la actividad de
las enzimas SOD, catalasa y glutatién peroxidasa de
los eritrocitos expuestos a ese toxico; esto es, que
la inhibicion es mayor conforme se incrementa la
cantidad de NaF agregado al medio de incubacion.

Ha sido reportado que la exposicion a NaF en
cantidades superiores a 1.5 ppm produce, tanto in
vivo como in vitro, diversas alteraciones metabolicas
en las células hematopoyéticas; mientras que en los

vertebrados se desarrollan diversas alteraciones
hematoldgicas.>814226 También se ha encontra-
do que, en zonas con prevalencia de fluorosis, la
concentracion sanguinea de NaF en organismos
superiores, incluyendo al humano, son superiores
a 10 ppm, lo que representa un gran riesgo para la
salud que puede verse reflejado como alteraciones
hematolQgicas a corto y largo plazo.>38

El mecanismo por medio del cual el NaF produce
alteraciones hematoldgicas en los seres expues-
tos a este tdxico no se conoce con precision; sin
embargo, la induccién de estrés oxidativo en las
células y tejidos hematopoyéticos puede ser parte
del mecanismo fisiopatoldgico del dafio ocasionado
por este toxico. Nuestros datos sugieren que un
mecanismo de toxicidad del NaF puede ser la in-
hibicion de enzimas antioxidantes en el eritrocito.
Esta inhibicion de enzimas antioxidantes puede
producir un exceso en la generacion de especies
reactivas derivadas del oxigeno, lo que generaria un
proceso de estrés oxidativo que dafa al eritrocito
expuesto a este toxico.***¢ Se debe de investigar
este posible mecanismo de lesion, ya que podria
indicarnos cémo puede ser evitado el dafio que este
toxico produce sobre los sistemas enzimaticos del
eritrocito y la célula en general.
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