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Resumen

El fluoruro (F) es un componente habitual del agua de bebida, alimentos y dentifricos. Se ha
descripto descenso del coeficiente intelectual en nifios que consumen agua con elevado
contenido de F y también se conoce que interfiere en la captacién de glucosa en tejidos como
el nervioso (SN). Se plantea como hip6tesis que la modificacion de la homeostasis de la
glucosa del SN por el F es una de las causas de los disturbios en el aprendizaje y memoria.
El objetivo del trabajo fue evaluar simultaneamente el efecto del F sobre el consumo de
glucosa por el SN y el proceso de aprendizaje y memoria en ratas. Para esto se administrd
una dosis oral de F a 12 ratas hembras Sprague-Dawley de 50 dias, divididas en dos grupos:
tratadas con F y controles (C). Mediante el test de nado se evalué la capacidad aprendizaje
espacial a través el tiempo de latencia, y la memoria por el tiempo de permanencia. La
captacion de glucosa por SN se midié por dos métodos in vivo: 1- un modelo matematico que
utiliza valores de glucemia e insulinemia y 2- perfusion de cerebro in situ. No se hallé diferencia
en el aprendizaje (mediante, [rango]): F: 17 s, [2-90] s, C: [4-90] s, Mann Whitney, p>0,05. La
memoria fue significativamente menor en el grupo F: 18 s, [10-38] s, C: 25 s, [14-32] s, p<0,05.
La captacién de glucosa de grupo F, por ambos métodos fue menor que el grupo C. Podemos
concluir que las ratas tratadas con F muestran una disminucion de la memoria que podria

deberse a un menor metabolismo de glucosa por el SN.
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Introduccién

El fluoruro (F) es un ion que se

encuentra naturalmente en el medio
ambiente y el ser humano se expone
cotidianamente a él ya que se encuentraen
el agua de bebida, alimentos y productos
de higiene bucal (Maurer & Day, 1957). Su
concentracion en agua depende
principalmente de su presencia en los
suelos y se lo considera un problema a

nivel mundial.

Estudios realizados tanto en animales
(Basha & Sujitha, 2012) como en nifios
(Duan, Jiao, Chen, & Wang, 2018; Liu et al.,
2000; Wang, Yang, Jia, & Wang, 2008) que
consumen agua de bebida con diferentes
concentraciones de F demuestran efectos
coeficiente

sobre el intelectual y la

capacidad de aprendizaje, asi
de

depresion (Kivrak Kars, 2012). También se

como

también trastornos ansiedad vy
ha observado que el F puede inducir
cambios en la fisiologia y bioquimica del
cerebro que afectan el desarrollo cerebral
de

cognitivos,

los nifios durante los procesos

como el aprendizaje y la
memoria especificamente en los primeros
8 afios de vida (Mullenix, Denbesten,
Schunior, & Kernan, 1995; Seraj et al.,
2012). Se ve reflejada dicha alteracion en
intelectual

evaluaciones del coeficiente

(1Q), demostrandose que en los nifios que
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viven en areas con alto contenido de fluor
el IQ es mas bajo que el de los nifos que
viven en areas con bajo contenido de fluor
(Duan et al., 2018; Khan et al., 2015).

La principal fuente de energia de las
células del sistema nervioso es la glucosa.
Este tejido carece la regulacion habitual por
la hormona insulina como sucede con otros
tejidos que utilizan glucosa para generar
energia, como musculo y tejido adiposo.
Debido a esta cualidad del sistema
nervioso, nos referiremos al consumo de
glucosa por este tejido como consumo

independiente de insulina.

Diversos efectos que produce el F sobre

sistemas bioldégicos han evidenciado
mejoras cuando se realiza ejercicio fisico
de forma conjunta a la exposicién del ion
(Basha & Sujitha, 2012) posiblemente por
mayor captacién de fluoruro por el
esqueleto y disminucién del mismo en

plasma.

Los datos de trabajos anteriores sobre
la relacidbn entre el aprendizaje y la
memoria fue estudiado en animales y
observaciones realizadas en nifios con
ingesta crénica en agua, sin embargo no
existen estudios que demuestren que
ocurre luego de cada ingesta. La hipotesis
que planteamos es que luego de la ingesta
de fluoruro se producira una disminucién

de la captacion de glucosa y la produccion
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de energia por células del sistema
nervioso, que conducira a una disfuncion
del mismo repercutiendo en el proceso de

aprendizaje y memoria.
Objetivo

Planteamos como objetivos de este

trabajo:

Evaluar el aprendizaje y memoria en

ratas luego de una dosis oral de NaF.

Evaluar el consumo de glucosa por el
sistema nervioso central luego de una

dosis oral de glucosa.
Materiales y Métodos

Todos los experimentos que
involucraron animales se llevaron a cabo
bajo las normas internacionales de cuidado
y uso de animales de laboratorio (Animals
& Laboratory, 2011). Se utilizaron 12 ratas
Sprague Dawley de 50 dias de edad. Se las
separaron en dos grupos de 6 ratas cada
uno: controles (C) y tratados con fluoruro
(F). A las ratas del grupo C se les
administr6 agua destilada por sonda
orogastrica, y el grupo F se le administro
una dosis de 8 mg F/kg de peso corporal
diaria a través de sonda orogastrica. A
continuacion se describen los
experimentos realizados y al final de la

seccion se describen las técnicas utilizadas
Evaluacién de aprendizaje y memoria:

Se utilizo el test de nado para evaluar el
efecto del tratamiento con F sobre el
y

aprendizaje en referencia espacial
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memoria en ambos grupos de animales
(Morris, 1984; Yin et al., 2015; Zhu et al.,
2017). El sistema consiste en un tanque de
152 cm de diametro, 35 cm de profundidad
con cargado con agua a una temperatura
constante de 26+£1°C. El tanque se divide
en cuatro cuadrantes iguales (N, S, E, O) y
se lo ubica en una habitacion siempre de la
misma manera. Consta también con una
plataforma de escape de 10 cm de
diametro, que es colocada en un cuadrante
constante del tanque, 2 cm por debajo de
la superficie del agua. Los ensayos fueron
controlados y registrados por una camara
digital que graba un video para su posterior
Se de

aprendizaje cada 120 minutos 3 veces por

analisis. realizaron ensayos
dia durante 5 dias consecutivos. En estos
ensayos a las ratas se les administré la
dosis de F 15 minutos antes de comenzar
el ensayo. Se las colocé siempre en el
mismo sitio de un cuadrante que no
contiene la plataforma y se les permite
nadar 90 segundos para que la rata
encuentre la plataforma. En caso de no
hallarla, se conduce a la rata sobre la
plataforma y se deja 20 segundos en ella
para su orientacion. Al retirarlas las ratas
son secadas con toalla y secador de
cabellos de bajo ruido. En cada ensayo se
mide el tiempo empleado para encontrar la
plataforma, al que llamamos tiempo de
latencia. Este tiempo, generalmente, se
los

reduce a medida que se repiten

ensayos por el proceso de aprendizaje
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espacial. Al sexto dia se retira la plataforma
del tanque y se repiten los ensayos 15
minutos después de la administracion oral
de la dosis de F. En este caso se mide el
tiempo que la rata permanece en el
cuadrante en el que se hallaba Ia
plataforma al que llamamos tiempo de
permanencia y es una medida de memoria
espacial. Cuanto mas tiempo permanece la
rata en el cuadrante se considera mayor

memoria espacial.

Evaluacioén del consumo de glucosa por
el tejido nervioso utilizado un modelo

matematico:

Se evalué la captacion de glucosa por
los tejidos independientes de insulina
utilizando un modelo matematico que
permite realizar dicha medicion de manera
mini-invasiva, sin necesidad de anestesia
que habitualmente modifican el
metabolismo glucidico. (Lombarte, Lupo,
Campetelli, Basualdo, & Rigalli, 2013).
Para ello se realizaron mediciones de
glucosa e insulina plasmatica luego de una
dosis oral de F. Quince minutos después de
la dosis de F se administré glucosa por via
oral (0.06 g/100 g/peso corporal) y se
recolectaron muestras de sangre en las
que se midi6é glucosa e insulina a 0, 5, 10,
15, 30, 45, 60, 120, 180, 240 min. Con los
valores de insulinemia y glucemia se
estimaron los parametros del modelo
matematico y luego se realizd la
optimizacion de los mismos utilizando el

software Scilab 5.4.4. Las ecuaciones de
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estimacion 'y los mecanismos de
optimizacion que se utilizaron han sido

descriptos por Lombarte et al.

Medicién de consumo de glucosa por

cerebro in situ

Se realizé perfusion de cerebro para
evaluar in situ la captacion de glucosa por
sistema  nervioso. Se midié la
concentracién de glucosa en el buffer de
perfusién al ingreso de carétida y a la salida
de yugular y por diferencia entre la
concentracién de ingreso y salida se evalué
la cantidad de glucosa consumida. Se
utilizdé una  solucibn  amortiguadora
conteniendo glucosa a una concentracion
de 1 g/l. Esta se dividi6 en dos fracciones
donde a una se le agregé NaF de manera
de fijar la concentracion en 40 ymol/l. Para
realizar la perfusion de cerebro se
cateterizé la arteria carétida izquierda y
vena yugular derecha, obturando otros
vasos para circunscribir el territorio
perfundido. Se recolectd6 en tubos
Eppendorf el perfusato proveniente de la
vena yugular. La solucién amortiguadora
de perfusion fue impulsada por medio de
una bomba peristaltica con control de
presion entre valores de 80 a 110 mmHg y
un flujo de 0,4 ml/min. Sobre el perfusato
se realiz6 la medicion de glucosa. Durante
un periodo de 15 minutos se perfundio
cada animal con buffer sin fluoruro (-F) e
inmediatamente se cambié a buffer con

fluoruro (+F). Los resultados se analizaron
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comparando la media de las glucemias en

el periodo +F con -F.

A continuacion se describen las técnicas

utilizadas a lo largo del trabajo.
Sonda orogastrica:

Para la administracion de sustancias por
via oral y en dosis unica se utilizd6 una
sonda de polietileno K35 para animales de
menos de 200 g o K31 para animales de
mas de 200 g. La sonda se conecta a una
jeringa y se carga la solucién, se seca con
papel absorbente y se sellan los orificios
con vaselina soélida, de manera la solucion
a administrar que no entre en contacto con
vias aéreas y digestivas superiores, por las
caracteristicas irritantes de la solucion
utilizada (Lupo, Di Loreto, & Rigalli, 2009)

Extraccion de sangre:

La sangre se extrajo en capilares
heparinizados de la vena lateral de la cola
(Lupo, Di Loreto, Pera; Laura, & Rigalli,
2009) se centrifugd a 5000 g y luego son
cortados a la altura de la separacion
plasma-glébulos para la utilizacion del
plasma en las determinaciones de glucosa

e insulina.
Medicion de insulina:

La medida de la concentracion de
insulina plasmatica se realiz6 con un
contador de centelleo sélido Alfanuclear
modelo Cmos utilizando un kit de
radioinmunoensayo especifico para

insulina de rata (Rat insulin Millipore, USA).
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El ensayo se fundamenta en Ia
competencia entre la insulina de la muestra
con insulina marcada con '?°| por
anticuerpos especificos contra insulina de
rata. El manejo del material radiactivo se
realiz6 de acuerdo a las normas
establecidas por la Autoridad Regulatoria
Nuclear Argentina (norma ARN 10.1.1 de
seguridad radiolégica). La determinacion
estd sujeta a controles de calidad
descriptos en la seccion de técnicas

estadisticas y control de calidad.
Medicién de glucosa:

La determinacion de glucosa se realizd
con un kit comercial (Glicemia enzimatica
Wiener Laboratorios, Rosario, Argentina).
El método utiliza glucosa oxidasa y el color
desarrollado es proporcional a la
concentracién de glucosa que se encuentra
en la muestra. La absorbancia se midié a
505 nm con un lector de microplacas Rayto
RT- 6000 y se procesan simultaneamente
testigos de glucosa de 0,5, 1,2y 3 g/l. La
determinacion esta sujeta a controles de
calidad descriptos en la seccion de

técnicas estadisticas y control de calidad.
Anestesia.

Se realiz6 preanestesia por inyeccion
subcutanea de 0,05 ml de azepromacina/
100g de peso corporal. Luego de
alcanzado un grado adecuado sedacion se
coloca la rata en una camara con buen
cierre para proceder con la anestesia

inhalatoria con isofluorano hasta alcanzar
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un nivel de narcosis que elimina el reflejo
podal. Por ultimo se inyecta uretano a nivel
intraperitoneal en una concentracion 1ml/
100g de peso corporal. Durante Ia
anestesia,
mantuvo a 32-34°C (De Candia, Rigalli, &

Di Loreto, 2009).

la temperatura corporal se

Cateterismo arterio-venoso.

Se utiliz6 esta técnica como recurso
para la obtencién de muestras de sangre
en el caso que los animales se encuentren
bajo efectos anestésicos y esta misma
técnica fue utilizada para le insercién de los
catéteres para la perfusion de cerebro (Di
Loreto & Rigalli, 2009)

Eutanasia.

La eutanasia se realizé por puncion
cardiaca luego de la realizacion de la
perfusién hasta la desaparicion de signos

vitales (Charbonneau et al., 2010).
Analisis estadistico

Los analisis estadisticos y las graficas
se realizaron con R 3.0.2 utilizando las
bibliotecas utils, stats y graphics. Dado que
los datos no cumplieron con los supuesto
de normalidad (Test de Shapiro Wilk) y
homogeneidad de variancias (test de
Bartlett) se realizaron las comparaciones
entre grupos utilizando el test de Mann
Whitney y las diferencias se consideraron
significativas si p<0,05. Para las curvas de
la biblioteca

supervivencia se utilizd

survival del mismo software. Cuando se
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muestran resultados se indica mediana,
[rango de valores], en las graficas se
utilizan boxplot donde se indica mediana,

percentilos 25 y 75% y rango.

Resultados y Discusion

El aprendizaje no mostroé diferencias
significativas entre los animales analizado
por el tiempo de latencia (se muestra
mediana, [rango]). Las ratas tratadas del
grupo F mostraron valores de 17 s, [2-90] s
y los controles (C) arrojaron 17 s, [4-90] s
(Test de Mann Whitney, p>0,05), (Figura 1).
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Tratamiento

Figura 1: Tiempo de latencia (Se representa
mediana, percentilo 25y 75% y rango) para animales
tratados con agua (C) y flior (F). Test de Mann
Whitney, p>0,05.
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El andlisis de supervivencia mostré que
la cantidad de animales que permanecen
nadando a un dado tiempo (% Animales en

nado) no fue diferente entre los animales
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del grupo F respecto al grupo control C
(Figura 2) (logrank.test, p>0,05).
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Figura 2: Andlisis de supervivencia, indicando el %
de animales que no alcanzaron la plataforma a un
dado tiempo.

En el estudio de memoria de las ratas,
se obtuvo en el grupo F valores de 18 s,
[10-38] s en comparacion al grupo C que
dieron valores de 25 s, [14-32] s (Figura 3),
gue al analizarlos por el test de Mann
Whitney evidencié diferencias significativas

entre los tratamientos (p<0,05).

40

30

20

Tiempo de permanencia, s

Tratamiento

Figura 3: Tiempo permanencia (Se representa
mediana, percentilo 25y 75% y rango) para animales
tratados con agua (C) y fldor (F). Test de Mann
Whitney, p>0,05.
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Al evaluar el consumo de glucosa
utilizando el modelo matematico en tejidos
independiente de insulina (que representa
principalmente el consumo de glucosa por
el sistema nervioso), la constante de
velocidad del proceso de captacion de
glucosa por  este sistema  fue
significativamente menor en los animales
tratados con F: 0,97 mg/(dl*min), [0,06-1,9]
mg/(dI*min); en comparacibn a los

controles, C: 1,37 mg/(dl*min), [0,02-11,1]
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mg/(d*min) (Test de Mann Whitney,

respecto del valor en el periodo -F, para

p<0,05),(Figura 4). cada rata.
c
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Figura 4: Constante de velocidad de captacién de ) )
glucosa por tejidos insulino independietes. (Mediana, Figura 5: Valores medlps de . glucosa
percentilos 25 y 75% y rango) de controles C y expresados como porcentajes previo (-F) y
tratados con fluoruro (F). Test de Mann Whitney, posterior al agregado de F (+F).

p<0,05.

Al realizar la perfusion de cerebro, la
concentracion de glucosa en el perfusato
durante el periodo de perfusibn con
fluoruro (+F) fue significativamente mayor
gue en el periodo sin fluoruro (-F) (Figura
5). Para una mejor visualizacién de los
resultados los valores de glucosa en el

periodo +F se expresaron como porcentaje
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A modo de ejemplo se muestra el
comportamiento de la glucemia a lo largo
del tiempo de recoleccion del perfusato de

una rata.
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Glucemia, g/l
w
|

0 10 20 30 40

Tiempo de recoleccion de perfusato, min

Figura 6: Glucemia en funcién del tiempo de
recoleccion de perfusato. La flecha azul indica el
tiempo en el que el cerebro comienza a recibir el F

con el buffer de perfusion.

Los datos del modelo matematico nos
dicen que la velocidad de captacion de
glucosa por los tejidos independientes de
insulina, es menor en los animales tratados
con F. Los resultados de perfusion
expresan un aumento de glucosa en el
perfusato. Estas dos observaciones nos
permiten inferir que estos tejidos estarian
captando menor cantidad de glucosa en

presencia de F.

A su vez, en relacién al aprendizaje y
memoria podemos decir que el aprendizaje
no se vio afectado por la exposicion al F
pero en cuanto a la memoria a corto plazo
hay un cambio en el comportamiento de las
ratas tratadas con F en comparacion a las

controles.
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Conclusiones

El andlisis realizado en el tiempo de
latencia en ratas luego de una dosis Unica
de fluoruro indica que no hay cambios
significativos en el aprendizaje al comparar
los grupos Fy C. En cambio al analizar el
tiempo de permanencia del test de nado,
las ratas pertenecientes al grupo C
recorrieron por mas tiempo el cuadrante
donde se encontraba la plataforma en
comparacion al grupo tratado F. Esto daria
un indicio de que no se modifica el
aprendizaje luego de una dosis Unica de F
pero afecta la memoria a corto plazo. Con
respecto a la captacion de glucosa por
sistemas independientes de insulina,
representada en su gran mayoria por el
tejido del sistema nervioso central, mostré
una disminucion en este parametro en las
ratas tratadas con F. Este resultado
obtenido in vivo en base a un modelo
matematico con correlato  bioldgico
comprobado, fue ratificado por los
experimentos de perfusién de cerebro, en
los que se observé un menor consumo de
glucosa por parte del tejido perfundido.
Esto nos indica que podria existir un
funcionamiento anormal de las células
nerviosas favoreciendo la disminucién en la
memoria de las ratas tratadas. Estos
resultados muestran por primera vez que el
efecto del F no necesita un proceso
acumulativo o a largo plazo, sino que se
instala inmediatamente que el F entra en

contacto con el tejido. Se podria especular
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gue el menor consumo de glucosa por el
sistema nervioso podria deberse a una
menor captacion o bien a una disminucion
del metabolismo de la misma que
determine aumento de la concentracion
intracelular y como consecuencia menor
difusion de glucosa hacia el espacio
intracelular a través de los transportadores
GLUT3, de expresion en el sistema
nervioso. EI menor metabolismo de la
glucosa podria deberse a inhibicion de la
enzima enolasa debido a un efecto
competitivo o no competitivo dependiendo
de los niveles de fosfato (Qin, Chai,
Brewer, Lovelace, & Lebioda, 2006). Una
opcién que puede explicar la disminucion
en el metabolismo podria ser el freno al
funcionamiento de la cadena respiratoria
(Fina, Lombarte, Rigalli, & Rigalli, 2014)
gue produciria aumento del NADH y por
ende disminucion del NAD* necesario para
el funcionamiento de la glucdlisis.
Resultados adicionales en curso con 2-
desoxiglucosa-**C, permitiran identificar
cual de los dos mecanismos es

predominante o realmente ocurre.
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