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RESUMEN.

Objetivos: Evaluar el efecto del consumo sostenido de fluoruro, sobre la estructura y funciéon del
higado, de ratas albinas raza Holtzman. Materiales y Métodos: Estudio experimental, prospectivo
y comparativo, conformado por 40 ratas hembras, de 02 meses de edad con un peso aproximado
de 200 gramos, que fueron divididas al azar en 4 grupos iguales; un control y tres experimenta-
les (I, II, III). Las ratas de los grupos experimentales recibieron diariamente fluoruro, diluido
en agua para beber, con una concentracion de 22,5; 45 y 135 mg/L respectivamente, durante 12
semanas. Resultados: A nivel macroscopico existiéo incremento del peso y volimen hepatico en
los tres grupos experimentales. A nivel bioquimico se hallo reduccion de la albumina sérica y
prolongacion del tiempo de protrombina en los tres grupos experimentales, siendo en todos sig-
nificativo (p<0,05), donde la severidad fue mayor a medida que la dosis fue mas alta. El examen
microscopico revel6 grumos intracitoplasmaticos, edema intracelular, escasa definiciéon de mem-
brana celular, degeneracion balonizante, necrosis de hepatocitos, congestion vascular a predomi-
nio periportal, dilatacion de la vena centrolobulillar y de los sinusoides. Los efectos fueron mas
notables a medida que aumentaba la concentracion de fluoruro. Estos cambios no se observaron
en el grupo control. Conclusiones: El consumo sostenido de fluoruro, produce a nivel del higado,
lesion hepatocelular, desde edema hasta necrosis celular, alterando la funcion sintética, eviden-
ciandose con hipoalbuminemia y prolongacion del tiempo de protrombina.
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Hepatotoxicity resulting from fluoride consumption in albino holtzman rats.

ABSTRACT

Objectives: To evaluate the effect of sustained fluoride consumption on the structure and function of the
liver, albino Holtzman rats. Materials and methods: Experimental, prospective, comparative, consisting
of 40 female rats two months of age with an average weight of 200 grams, were randomly divided into 4
equal groups: one control and here experimental groups (I, 11, III). The rats of the experimental groups
received daily fluoride diluted in drinking water at a concentrations of 22,5; 45 and 135 mg/L respectively,
for 12 weeks. Results: At the macroscopic level, there was an increase of weight and liver volume in the
three experimental groups. At the biochemical level was found, the reduction of serum albumin, and
prothrombin time prolonged in the threeexperimental groups, being in all significant (p<0,05), where the
severity was increased as the dose was higher. Microscopic examination revealed intracytoplasmic clumps,
intracellular edema, poor definition of the cell membrane, ballooning degeneration, hepatocyte necrosis,
periportal vascular congestion, dilated lobular central vein and sinusoids. The effects were more evident
with increasing fluoride concentration. These changes were not observed in the control group. Conclu-
sions: Sustainable fluoride consumption causes heptocellular injury from edema to cell necrosis, altering
the synthetic function, evidence with hypoalbuminemia and prolonged prothrombin time.
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Introduccion

El descubrimiento de las propie-
dades anticariogénicas del fluoruro,
constituyd uno de los pasos mas
importantes en el desarrollo de la
odontologia, una vez que posibili-
to el desenvolvimiento de medidas
eficaces para prevenir y controlar
la caries dental. Actualmente el
fluoruro, es administrado terapéu-
ticamente, mediante dos maneras;
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por via sistémica, absorbida via
tracto gastrointestinal y la via lo-
cal o topica, a nivel de la cavidad
bucal. Dentro de la via sistémica
tenemos: la fluorizacion del agua,
la leche y la sal. Dentro de la via
tdpica se encuentran las pastas den-
tifricas, colutorios, geles y barnices
fluorados (1).

Las ventajas del uso del fluoruro
han sido extensamente estudiadas,

pero también, son motivo de preo-
cupacion los efectos toxicos cuando
se consumen dosis por encima de
las seguras y de manera prolonga-
da. Asi pues, de los productos topi-
cos, los dentifricos y los colutorios
fluorados, han despertado interés
en cuanto a la posibilidad de intoxi-
cacion y sus consecuencias (2,3).
Estudios demuestran que cuando
un nifio utiliza pastas y/o coluto-
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rios fluorados, podria ingerir inad-
vertidamente dosis por encima de
las consideradas seguras y experi-
mentar un aumento no deseable de
fluoruro en sangre, donde el aporte
a la sangre sera aun mayor y mas
riesgoso, si esta expuesto a otras
fuentes de fluor (4-7). Asi mismo,
son los nifios quienes tienen mayor
riesgo de padecer fluorosis, si te-
nemos en consideracion el peso, la
capacidad metabolica y el estado de
maduracion de sus huesos, siendo
estos factores que acelerarian el de-
posito del ion fluor en el tejido 6seo
(8,9). Labase biologica, reside en el
conocimiento del metabolismo del
fluoruro, ya que una vez ingerido,
es absorbido en un 75% a 90% en la
mucosa gastrica e intestinal, por un
proceso pasivo, en forma de acido
fluorhidrico (10,11). De la canti-
dad absorbida aproximadamente el
40 a 50% se excreta por filtracion
glomerular en las 24 horas siguien-
tes, un minimo porcentaje se elimi-
na por medio de las heces, sudor,
lagrimas y saliva, el 50% restante
se deposita en los tejidos calcifica-
dos (95% tejido 6seo). La cantidad
acumulada dependera del volumen
ingerido, la duracion de la exposi-
cion y grado de mineralizacion de
los huesos (12,13).

La incorporacién del fluoruro en
el tejido 6seo, se realiza a manera
de cristales de fluorapatita, median-
te tres mecanismos: intercambio
del ion flior por iones hidroxilos
y bicarbonato de las apatitas bio-
logicas, inclusion de fluoruro en la
matriz coldgena durante la forma-
cion de cristales de hidroxiapatita y
por ultimo en la remodelacion 6sea.
Esta tltima, que no se detiene nun-
ca, explica el equilibrio dinamico
que se establece entre la concentra-
cion de fluoruro en los liquidos cor-
porales (sangre) y el que se deposi-

ta en el tejido 6seo, este equilibrio
consiste, que en cada ciclo de re-
modelacion, se liberan constituyen-
tes 0seos a manera de iones, uno de
ellos el ion fliior hacia la sangre, y
desde ésta, hacia el hueso en la eta-
pa de deposito, permitiendo no solo
que el fluoruro se deposite cada vez
mas, a medida que es ingerido a tra-
vés del tiempo, sino también, que
circule constantemente en la san-
gre. Esto se comprueba porque en
adultos expuestos durante toda su
vida al fluoruro, su fluoremia basal
es mayor que en los que no consu-
men flaor (14,15).

La lista de efectos adversos no
estd de ninguna manera concluida,
ciertamente la fluorosis dental y
esquelética, representan el efecto
toxico en las células del diente y te-
jido 6seo, pero no son las Unicas cé-
lulas susceptibles a dafio, pudiendo
verse afectadas también: las células
del rifién, de la mucosa géstrica, del
cerebro y de manera particular del
higado, que es especialmente sus-
ceptible a sufrir dafios por ser sitio
activo de metabolismo y desintoxi-
cacion de sustancias enddgenas y
exogenas.

El objetivo del presente fue eva-
luar el efecto del consumo sosteni-
do de fluoruro sobre la estructura y
funcion del higado en ratas albinas
Holtzman, simulando la elevacion
de fluoruro en sangre, que se produ-
ce en la ingesta constante de flior
en los humanos, ya sea por indica-
cion terapéutica y/o inadvertida.

Material y Métodos

Se realiz6 un estudio experimen-
tal, prospectivo y comparativo. Se
utilizaron 40 ratas albinas hembras
de la raza Holtzman de 02 meses de
edad y un peso promedio de 200 gr,
adquiridas del Instituto Nacional de
Salud del Pera (INS), que fueron
ubicadas por separado en una jaula

de metal galvanizada de 15x15x40
cm, equipada con un bebedero de
policarbonato y un comedero de
loza para alimento, a temperatura
ambiente de 24 £1 °C, con 60% de
humedad, con 12 horas de luz y os-
curidad.

Dos semanas antes del experi-
mento propiamente dicho, las ratas
solo recibieron una dieta normo-
calorica-proteica, Ratina® a razén
de 120 gr/Kg de peso y agua des-
tilada a voluntad. Posteriormente
fueron divididas por aleatorizacion
simple en 4 grupos de 10 animales;
un grupo control y 3 grupos expe-
rimentales. Se continud alimentan-
do a todas las ratas con la misma
dieta normocaldrica-proteica, el
tratamiento administrado, solo se
diferencid, en la concentracion de
fluoruro (F-), presente en los 4 ml
de agua que consumieron diaria-
mente los integrantes de cada gru-
po, durante 12 semanas. Las ratas
del grupo control recibieron agua
destilada sin flior suplementario y
las de los grupos experimentales I,
IT y I recibieron fluoruro diluido
en agua destilada a concentraciones
de 22,5; 45 y 135 mg/L respectiva-
mente.

Se utilizd6 Fluoruro de Sodio
(NaF) al 2% (Fluofar® neutro), que
tiene una concentracion de F- de
9046 miligramos por litro de solu-
cion, a partir de la cual, se realiz6 el
calculo de diluciones (flior/agua),
las cuales fueron 1/401 para una
concentracion final de 22,5 mg/L;
1/200 para una concentracion fi-
nal de 45 mg/L y de 1/66 para una
concentracion final de 135 mg/L.
A continuacién se realizo la certi-
ficacion de concentraciones, en el
departamento de Quimica del Cen-
tro Nacional de Alimentacion del
Instituto Nacional de Salud (CE-
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NAN-INS), utilizando un titulador
analizador de iones automatico 751
GPD Titrino, marca Metrohn, con
electrodo selectivo de fltior y elec-
trodo de referencia de Ag/Cl, eje-
cutandose el método potenciometro
por ion selectivo (16).

Al término del periodo experi-
mental, previo ayuno de 14 horas,
los animales fueron anestesiados
por inhalaciéon de cloroformo, ex-
trayéndosele sangre por puncion
cardiaca, la cual fue trasladada en
tubos de ensayo, rotulados con el
codigo correspondiente a la rata
de origen, al Servicio Académico
Asistencial de Analisis Clinicos de
la Facultad de Farmacia y bioqui-
mica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, donde se
determiné la concentracion cuanti-
tativa de albumina sérica y el tiem-
po de protrombina mediante los
métodos verde de bromocresol y
coagulémetro RAL Clot SP respec-
tivamente, a continuacién las ratas
fueron sacrificadas y disecadas, ex-
trayéndoseles el higado, para luego
determinarse el peso mediante una
balanza digital. El volumen hepa-
tico se registro mediante el método
de volumen desplazado de cloruro
de sodio al 0,9%, al sumergir el
higado en una probeta de vidrio.
Finalmente se realizo la fijacion de
las muestras en formol al 10% du-
rante 4 dias para su posterior corte
y evaluacion histopatologica, para
la identificacion de signos de dafio
celular, por un médico patdlogo ce-
gado. Con relacion a las considera-
ciones éticas y en cumplimiento a
los protocolos de experimentacion
con animales, se aplico la eutana-
sia, haciendo uso de pentobarbital,
en dosis de 100 mg/Kg, con el fin
de evitarles dolor y angustia (17).

Los datos fueron procesados uti-
lizando el paquete estadistico SPSS
version 20. Se consideré significa-
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tiva una p<0,05 y un intervalo de
confianza del 95%. Se aplico el
método de comparacion multiple
de Tukey a los valores obtenidos al
administrar diferentes concentra-
ciones.

Resultados

El peso y volumen hepatico au-
mento en todos los grupos que con-
sumieron fluoruro segiin aumenta-
ba la dosis. El consumo de fluoruro
tuvo un efecto significativamente
diferente entre el peso hepatico pro-
medio del grupo que consumi6 135
mg/L y el grupo control (p<0,05)
(Tabla 1). En los grupos que con-
sumieron 45 y 135 mg/L, el volu-
men hepatico fue significativamen-

te mayor que en el grupo control, a
medida que aumentaba la dosis de
fluoruro (p<0,05) (Tabla 2).

A medida que la dosis de fluoru-
ro aumentd, la concentracion de
albumina sérica de los grupos I, II
y III fue significativamente menor
que en el grupo control (p<0,05)
(Tabla 3).

El tiempo de protrombina de los
grupos experimentales fue signi-
ficativamente mayor que el grupo
control, segiin aumentaba la dosis
de fluoruro (p<0,05) (Tabla 4).

Los higados del grupo control
mostraron una estructura histolo-
gica regular con el patrén carac-

Tabla 1. Efecto sobre el peso del higado, después de los tratamientos en ratas con fluoruro durante

12 semanas.

Fluoruro consumido (mg/L) Peso hepatico (gr) Test de Tukey
(n=10 por grupo) Media (X)

0 (control) 9,07+ 0,02* e
22,5 9,15+ 0,03* 0,643

45 9,20+ 0,03* 0,219
135 9,28+ 0,27* 0,014¢

*Desviacion estandar. 4Significativa (p<0,05) en comparacion al grupo control.

Tabla 2. Efecto sobre el volumen del higado, después de los tratamientos en ratas con fluoruro

durante 12 semanas.

Fluoruro consumido (mg/L) Volumen hepatico (ml) Test de Tukey
(n=10 por grupo) Media (X)

0 (control) 112+0,63* e
22,5 11,7+ 0,67* 0,397

45 12,2+ 0,42* 0,015¢
135 12,5+ 0,97* 0,001

*Desviacion estandar. 4Significativa (p<0,05) en comparacion al grupo control.
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Tabla 3. Efecto sobre la concentracion de albiimina sérica, después de los tratamientos en ratas
con fluoruro durante 12 semanas.

Fluoruro consumido (mg/L) Albumina sérica(gr/dl) Test de Tukey
(n=10 por grupo) Media (X)

0 (control) 5,5£0,67% e
22,5 5,37+ 0,12* 0,012¢

45 5,07+ 0,12* 0,000
135 4,7+ 0,00* 0,000

*Desviacion estandar. #Significativa (p<0,05) en comparacion al grupo control.

Tabla 4. Efecto sobre el tiempo de protrombina, después de los tratamientos con fluoruro du-
rante 12 semanas.

Fluoruro consumido (mg/L) Tiempo de protrombina(s) Test de Tukey
(n=10 por grupo) Media (X)

0 (control) 16,46+ 0,18 e
22,5 17,84+ 0,05* 0,000¢
45 19,564 0,05* 0,0004

135 20,70+ 0,11* 0,000

*Desviacion estandar. 4#Significativa (p<0,05) en comparacion al grupo control.

teristico de lobulos hexagonales
(Fig. 1). En el grupo I, en algunos
campos de vision hubo edema in-
tracelular de los hepatocitos, escasa
definicion de membrana celular y
grumos intracitoplasmaticos (Fig.
2). El grupo Il mostré degeneracion
balonizante, vacuolizacion, plega-
miento de membranas celulares,
necrosis de hepatocitos, dilatacion
de sinusoides. En el grupo III, los
efectos fueron mas pronunciados,
la estructura lobular se mostr6 al-
terada con necrosis de hepatocitos,
infiltrado inflamatorio, degene-
racion balonizante, dilatacion de
la vena centro lobulillar y de los
sinusoides, congestion vascular a
predominio periportal (Fig. 3). To-
das estas lesiones no se observaron
en el grupo control.
Discusion

La presente investigacion, ha

evaluado el efecto de la exposicion
al fluoruro, sobre la estructura y

Fig. 1 Microfotografia mostrando el drea
portal. Grupo control. H&E. 400X.

Fig. 2 Microfotografia que muestra dila-
tacion sinusoidal, hepatocitos balonados.
Grupo experimental Il. H&E. 400X.

Fig. 3 Microfotografia que muestra el drea
periportal, se observan cambios necrobio-
ticos, reduccion del nimero de hepatocitos,
grumos intracelulares y degeneracion ba-
lonizante. Grupo experimental III. H&E.
400X.

funcion del higado de ratas albinas
hembras, simulando la elevacion
de fluoruro en sangre, que se pro-
duce en el consumo sostenido de
fluoruro en los humanos, ya sea por
indicacion terapéutica y/o inadver-
tida, los efectos son el resultado del
equilibrio dindmico y proporcional
que se establece entre el ion fltor
depositado en el hueso y el liberado
desde este hacia la sangre (14), para
tal fin, se utilizaron concentraciones
de fluoruro en el agua de bebida de
22,5; 45 y 135 mg/L. Los estudios
de Whitford y col. demuestran que
los efectos no deseables del fluoru-
ro son mas evidentes en animales
que ingirieren concentraciones a
partir de 25 mg/L, sugieren tam-
bién, que el contenido de fluoru-
ro consumido en agua, debe ser
hasta cinco veces mayor en ratas,
para conseguir un nivel de fluoru-
ro en plasma, compatible a la que
se observaria en humanos (18,19).
Por tanto, las concentraciones de
fluoruro aqui utilizadas, equivalen
a las que consumiria un ser huma-
no, en una medida de 4,5; 9 y 27
mg/L por dia, siendo valores facti-
bles de producirse en la vida diaria.

Concluidas las 12 semanas de
exposicion al fluor, se encontrd
incremento progresivo del peso
hepatico promedio de los grupos
experimentales; sin embargo, solo
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fue significativo en comparacion
al grupo control, el grupo que con-
sumi6 135 mg/L con un p=0,014;
dato que contrasta al encontrado
por Chattopadhyay y col. que no
encontraron cambios significativos
en el peso organico (20). Con res-
pecto al volumen hepatico prome-
dio, evidenci6 su acrecentamiento,
no obstante, solo fue significativo
en comparacion al grupo control,
en los grupos que consumieron
45 mg/L (p=0,015) y 135 mg/L
(p=0,001), resultados que coinci-
den a los encontrados por Chatto-
padhyay y col. (20) y Dabrowska y
col. (21), aunque, difieren a los ob-
servados por Camargo y col. que no
encontraron cambios en el volumen
hepatico (22).

La medicién de la concentracion
de la albumina sérica y tiempo de
protrombina tuvo la finalidad de
evaluar el efecto del fluoruro so-
bre la funcion de sintesis en el hi-
gado, observandose un descenso
significativo de la concentracion de
albumina sérica promedio, en com-
paracion al grupo control, en los
grupos que consumieron 22,5 mg/L
(p=0,012), 45 mg/L (p=0,000) y
135 mg/L (p=0,000), lo cual fue
concordante a lo encontrado por
Bouaziz y col. que evidencio la dis-
minucion del nivel sérico de protei-
nas totales, posterior a la ingesta de
fluor (23). Asi mismo, con respec-
to al tiempo de protrombina entre
grupos, se encontré una clara ten-
dencia a la prolongacion del tiem-
po, siendo significativa en todos los
grupos experimentales en compara-
cion al grupo control. Debido a que
no se encontraron antecedentes que
midan esta variable, no pudo com-
pararse con otros estudios.

Al examen anatomopatologico
se advirti6 la formacion incipiente
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de grumos intracitoplasmaticos con
escasa definicion de membrana ce-
lular en el grupo que consumid 22,5
mg/L, convirtiéndose en lesiones
mas graves a medida que aumenta-
ba la dosis consumida, como en los
grupos con dosis de 45y 135 mg/L,
en los que se observéd degeneracion
balonizante, vacuolizacion, plega-
miento de membranas celulares,
dilatacion de la vena centro lobuli-
llar y de los sinusoides hepaticos,
congestion vascular a predominio
periportal y necrosis hepatocelular,
lesiones también descritas por Cha-
ttopadhyay y col. (20) y Dabrows-
kay col. (21).

El mecanismo patolégico que
explicaria el dafio a nivel celular
debido al fluoruro, es la formacion
de especies reactivas de oxigeno, y
con ello, la alteracién de la activi-
dad de enzimas celulares como la
ATPasa y la fosforilasa, enzimas
que participan en la produccion de
energia metabolica, por lo que su
inactividad ocasionaria la muer-
te celular (24,25). No obstante
para que dicho mecanismo se lle-
ve a cabo, necesita de un nivel de
fluoruro sérico elevado y de la dis-
minucién de la capacidad protecto-
ra, dado por sistemas enzimaticos
anti radical libre.

En conclusion, en condiciones
experimentales se ha demostrado
que el consumo sostenido de fluoru-
ro, a nivel del higado, produce le-
sion hepatocelular, desde edema
hasta necrosis celular, alterandose
la funcion sintética, evidenciando-
se con hipoalbuminemia y prolon-
gacion del tiempo de protrombina.
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