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Introducéo

El agua de bebida representa la principal fuente de
consumo humano de fluoruro (F)'. El pasaje del F°
al feto en desarrollo durante el periodo de gestacion
es controvertido. Se conoce que el F produce
diferentes efectos fisico-quimicos y bioldgicos sobre
las células del tejido 6seo?. Sin embargo, es poca la
informacion relacionada a los efectos producidos
por la exposicion cronica a F~ durante el periodo
fetal y postnatal temprano sobre las propiedades del
hueso mandibular y la erupcion dental.

Analizar el efecto de la exposicion materna a
fluoruro de sodio (NaF) sobre la modelacién
temprana de la mandibula de crias y su relacién
con el grado de erupcién dentaria.

Material e Métodos

Se emplearon crias de 3, 10 y 15 dias de edad
provenientes de dos grupos de madres: 1) Controles
(0,3 mg/L NaF) y 2) Tratadas (50 mg/L NaF). El
tratamiento se realizé durante 30 dias previos al
apareamiento, el periodo de gestacion y lactancia.
Se determiné la cantidad de fluoruro (F) en el
contenido gastrico y en las mandibulas de las crias
empleando un electrodo de ion selectivo. Secciones
de las mandibulas fueron procesadas
histolégicamente para obtener cortes en sentido
buco-lingual a la altura del primer molar los que se

colorearon con H&E. Sobre microfotografias
digitalizadas se analizaron los  siguientes
parametros histomorfométricos con el software

Image Pro Plus: a los 3 y 10 dias de edad se
evalué el volumen éseo [BV/TV (%)] del hueso
supracoronal de la canastilla y el numero de
osteoclastos [N.Oc/mm?]. En los cortes de 10 y 15
dias se determind [BV/TV (%)] trabecular, nimero
de trabéculas [Th.N (1/mm)] y grado de erupcién
dentaria [TE (um)]. Los resultados fueron analizaron
con el test t de Student considerando diferencias
significativas a p<0,05.

Resultados e Discusséao

El F en el contenido gastrico fue mayor en las crias
de 15 dias provenientes de madres tratadas
respecto a las del grupo control; lo mismo se
observéd en el contenido de F* de las mandibulas. El
[BVITV (%)] de la canastilla fue mayor en las crias
de madres tratadas a los 3 y 10 dias de edad (51.59
+ 2.13 vs 35.98 + 1.04, 3 dias; 48.11 + 2.88 vs.
39.09 + 1.12, 10 dias; p<0,05), eso se correlacion6
con un menor [N.Oc/mm2] (0.1476 + 0.02 vs 0.2424
+ 0.02. p<0.005). Por otro lado el [BVITV (%)]
trabecular mostr6 un aumento en el grupo tratado
respecto a su control a las dos edades estudiadas
(37.69 £ 1.40 vs 31.78 £ 1.26, 10 dias; 34.91 + 0.71
vs 28.81 + 1.26, 15 dias; p<0.002); no se
observaron cambios en el [Tb.N (1/mm)]. EI TE
(um), fue menor en las crias del grupo tratado en
comparacion a las del grupo control (p<0.05)(Fig. 1).
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Fig. 1- Grado de erupcién del primer molar mandibular en crias de 15
dias de edad nacidas de madres expuestas a NaF en el agua de
bebida durante la gestacién y lactancia.

Conclusodes

La ingesta crénica de agua con elevados niveles de
F° durante el periodo de gestacion y lactancia
produce un efecto disrruptivo en los procesos de
formacion/resorcién Osea que ocurren durante el
desarrollo temprano del hueso mandibular
provocando un retraso en la erupcién dental.
Ademas éste estudio confirma el pasaje materno-
fetal de F* através de la leche materna.
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Introducéo

El fluoruro (F) tiene propiedades de gran
interés por su accién remineralizante vy
antibacteriana relacionadas, en el campo de la
odontologia, con la prevencion de la caries dental.
Si bien la principal fuente de consumo humano de F
es el agua de bebida, también puede ser
incorporado a través de alimentos y suplementos
fluorados (Nielsen y col., 2009, Chattopadhyay A,
2011). Cuando su concentracion en agua de bebida
supera 1lppm (1mg/l) aparece un cuadro clinico
denominado fluorosis caracterizada por la
alteracion en la formacion de los tejidos dentales y
0seos (Nielsen F., 2009); sin embargo, el/los
mecanismos subyacentes al efecto desencadenado
por el F en estos tejidos no estan completamente
dilucidados. El pasaje del F al feto en desarrollo
durante el periodo de gestacion es controvertido.
Algunos estudios postularon que el F~ es incapaz de
atravesar la barrera placentaria (Messer y col.,
1974), mientras que otros demostraron aumento de
la fluoremia en los neonatos de un grupo de
embarazadas jovenes ingiriendo agua con
diferentes dosis de fluoruro de sodio (NaF)
(Brambilla y col., 1994). El embarazo y la lactancia
son periodos de alta vulnerabilidad para el
metabolismo 6seo materno y del feto en desarrollo.
Es poca la informacién relacionada a los efectos
producidos por la exposicién crénica a F~ durante el
periodo fetal y postnatal temprano sobre las
propiedades del hueso mandibular y la erupcién
dental. En trabajos previos de nuestro laboratorio,
demostramos que la ingesta de NaF durante la
lactancia afecta pardametros de crecimiento
mandibular de crias de 21 dias de edad postnatal,
como el area, la cual aumenta en comparacion con
el grupo control (Interlandi y col., 2014). Por otro
lado, otros estudios demostraron que estimulos
prenatales adversos tales como el estrés materno
durante la gestacidon son capaces de afectar la
erupcion dentaria del primer molar mandibular
(Fontanetti y col., 2013). La erupcién dentaria es un
proceso finamente regulado y programado espacial
y temporalmente que comienza durante la gestacion

y que continla posteriormente durante la vida
postnatal. Una etapa celular critica en la erupcién
dentaria es la formacion de los osteoclastos
necesarios para resorber el hueso supracoronal de
la canastilla 6sea y formar un canal de erupcion.
Diversos estudios demostraron que en diferentes
estados en los cuales hay una falla en la formacion
o la funcion de los osteoclastos estd disminuida, la
erupcion dentaria esta retardada o en algunos
casos, completamente inhibida (Wise y col., 2002).
No hay datos concluyentes acerca del efecto del F
sobre los osteoclastos y la osteoclastogénesis ni
tampoco se ha descripto el posible efecto del
exceso de F sobre el proceso eruptivo.

El objetivo del presente trabajo fue analizar
el efecto de la exposicibn materna a elevadas
concentraciones de fluoruro de sodio (NaF) en el
agua de bebida sobre la modelacién temprana de la
mandibula de crias que acompafian el proceso de
erupcion dentaria.

Material e Métodos

Animales de experimentacién y tratamiento con
fluoruro en el agua de bebida: Se utilizaron ratas
hembra Wistar mantenidas bajo un ciclo de luz-
oscuridad (12: 12h), a 22 + 2 °C y con disponibilidad
permanente de agua y comida (dieta comercial). Las
ratas hembras adultas (n=8) fueron divididas al azar
en dos grupos experimentales que bebieron agua
con diferentes concentraciones de NaF: a)
Controles (0,3 mg/l) y b) Tratadas con F (50 mg/l).
El tratamiento se realizd durante 1 mes y cumplido
ese tiempo, las hembras fueron ubicadas con un
macho para ser apareadas. Las hembras prefiadas
continuaron  recibiendo el agua fluorada
correspondiente a cada tratamiento hasta el
momento del destete. Las crias de ambos grupos de
madres se pesaron y sacrificaron por dislocacién
cervical a los 3, 10 y 15 dias de vida postnatal. Las
madres fueron anestesiadas con isofluorano y
posteriormente  sacrificadas por  disclocacion
cervical. Se tomaron muestras de sangre por
puncion cardiaca, de orina por puncion vesical, y se
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extrajeron las mandibulas completas de cada
animal. El protocolo experimental fue aprobado por
el Comité Institucional para el cuidado y uso de
animales de laboratorio de la Secretaria de Ciencia
y Técnica (Facultad de Ciencias Médicas y
Odontologia, UNC) Res CICUAL 3/12/2015.
ODeterminacion de la Concentracién de la
fluoruria: la concentracion de fluoruro (F° mg/l) se
determind mediante un electrodo de i6n selectivo
(Oakton). En orina se realiz6 en forma directa y en
plasma indirectamente, luego de realizar una
destilacién isotérmica segun Rigalli y col. La
concentracién de F en los tejidos mineralizados se
realizd post-calcinacién de las muestras a 600 °C
durante 8 h posterior disoluciéon de las cenizas en
acido fosférico concentrado y destilacién isotérmica
durante 24 h.

Procesamiento histolégico y coloracion con
Hematoxilina/Eosina (H/E) para anadlisis de
histomorfometria estatica: post eutanasia se
extrajeron las mandibulas completas de cada animal
para su procesamiento histolégico. El tejido fue
sumergido en formol-PBS al 10% durante 48h y
posteriormente descalcificado en solucién de EDTA
10% durante 35 dias. Después de la deshidratacion,
los tejidos se incluyeron en parafina y se obtuvieron
cortes seriados en sentido bucolingual de 6um de
espesor que se colorearon con H&E. Se tomaron
tomaron fotografias a diferentes aumentos de los
preparados utilizando un microscopio (Leica M205A)
con camara fotografica adaptada. Sobre las
microfotografias digitalizadas se analizaron los
siguientes parametros histomorfométricos mediante
el software Image Pro Plus 6.1: volumen 6&seo
[BVITV (%)], numero de trabéculas [Th.N (1/mm)],
espesor trabecular [Tb. Th (um)] y separacion
trabecular [Th. Sp (um)]. En cortes de crias de 3 y
10 dias de edad, en la zona supracoronal de la
canastilla ésea del primer molar mandibular, se
evalué (Fig. 1A): volumen éseo [BVITV(%)] y
ntimero de osteoclastos por area (N.Oc/mm?). En
cortes de crias de 15 dias de edad se midio (Fig.
1B): grado de erupcidon dentaria [TE (um)] del
primer molar mandibular. Para cada una de las
variables estudiadas se calculé el valor medio y el
error estandar.

Andlisis estadistico: Los resultados se expresaron
como media + EE. Los parametros de BV/TV(%),
Tb.N (/mm), Tb. Th (um) y Tb. Sp (um) se
analizaron mediante ANOVA vy test de Bonferroni.
Las diferencias se consideraron significativas a
p<0,05. Para el andlisis estadistico de N.Oc/mm?y
TE (um) se utilizé el test “t” de Student. La
diferencias se consideraron significativas a p<0.05.
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Resultados e Discussao

Figura. 1: Imagenes de
incisivos  inferiores  de
ratas madres controles
(A) vy tratadas (B) con 50
mg/L de NaF en el agua
de bebida durante la
etapa de pre-gestacion,
gestacion y lactancia. Las
iméagenes obtenidas con
escéner de alta resolucion
son representativas de 8
animales por grupo
experimental.

En estas imagenes (Fig. 1), obtenidas con un
escaner de alta resolucién, se muestra el patron
fluorético clasico en el incisivo superior de madres
tratadas con 50 mg/L NaF (B) respecto a sus
controles (A). Las hembras del grupo control
presentaron un esmalte normal con la coloracion
tipica de estos elementos dentales, mientras que las
del grupo expuesto crénicamente a elevadas
concentraciones de NaF en el agua de bebida
mostraron el patrén caracteristico de esmalte
fluorético con una sucesion de bandas pigmentadas
y no pigmentadas que reflejan la alteracién en la
mineralizacion del esmalte.

El contenido gastrico de F en crias lactantes de 15
dias de edad provenientes de madres expuestas a
NaF en el agua de bebida, fue mayor respecto al
observado en las crias del grupo control (p<0,05)
(Fig. 2), este resultado nos permite inferir que el i6n
ingresa al organismo a través de la leche materna
durante el periodo de lactancia. Por otro lado, la
determinacion de la cantidad de F depositado en
las mandibulas de crias de 10 y 15 dias de edad
provenientes del grupo tratado, mostré6 un aumento
gue no fue significativo estadisticamente respecto a
su control, sugiriendo que la dosis de F yl/o el
tiempo de exposicion no produjeron un depdésito
mayor en el grupo proveniente de madres tratadas.

15 dias

10 T contenido gastrico
. de crias controles
(0,3mg NaF/L) y
6 tratadas (50 mg
. NaF/L) de 15 dias
¢ de edad. Los
) valores
representan la
0

i +
CONTROL TRATADA media * ES.

Figura 2: F en

El porcentaje de volumen éseo de la canastilla a las
dos edades estudiadas (3 y 10 dias) fue mayor en
las crias de madres expuestas a elevadas
concentraciones de NaF durante la gestacién y
lactancia en comparaciébn con el grupo control
(51.59 £ 2.13 vs. 35.98 + 1.04; 3 dias; 48.11 + 2.88
vs. 39.09 + 1.12, 10 dias p<0.05) (Fig. 3A). En
concordancia con este resultado, el nimero de
osteoclastos por mm? en el hueso supracoronal de
la canastilla fue menor en las crias del grupo tratado
con F en comparaciébn con sus respectivos
controles (0.047 + 0.02 vs. 0.242 + 0.02; p<0.01)
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(Fig. 3B y 3D). Estos resultados se correlacionan
con la disminucién en el grado de erupcion del
primer molar mandibular de crias de madres
tratadas, determinado a los 15 dias de edad, tanto
por lingual (-1061.84 + 17.01 vs. -899.06 = 21.43;
p<0.01) como por vestibular (-1219,75 + 14,93 vs. -
1131,87 + 23,03; p<0.05) (Fig. 3C).

Volumen Oseo (BV/TV%)
0
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*
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Figura 3: A: Volumen oseo (% de BV/TV) supracoronal del
primer molar mandibular de ratas controles y tratadas con 50
mg/L de NaF de 3 y 10 dias de edad. B y D: Numero de
osteoclastos de la misma regién mandibular (N.Oc/mm2) de ratas
controles y tratadas con 50 mg/L de NaF de 10 dias de edad. C:
Grado de erupcion dentaria en mm medido en mandibulas de
ratas controles y tratadas de 15 dias de edad. *p<0.05 Test “t” de
Student.
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El porcentaje de volumen éseo trabecular de crias
expuestas a NaF a través de sus madres, fue mayor
gue el observado en los controles (Fig. 4) en ambas
edades estudiadas [38.96 + 1.39 vs 31.78 £ 1.26, 10
dias (p<0.01); 34.67 + 0.70 vs 28.00 + 1.26, 15dias
(p<0.01)]. No se observaron cambios en el numero
de trabéculas por el tratamiento.

wr>or-4r>»x-

Figura 4 : Volumen éseo [BV/TV (%)] de hueso trabecular de
mandibula de crias de 10 y 15 dias de edad.

conclusodes

En este trabajo se evalud la exposicién materna a F’
sobre parametros de modelado 6seo asociados al
proceso eruptivo de crias. Los resultados obtenidos
nos permiten confirmar el pasaje de F desde las
madres hacia las crias, lo que ocurriria
principalmente durante el periodo de lactancia
evidenciado por el contenido de F- en el contenido
gastrico de las crias 15 dias provenientes de
madres tratadas con NaF respecto a las del grupo
control. La disminucibn en el ndamero de
osteoclastos por area en la zona supracoronal de la
canastilla 6sea de crias de 10 dias de edad nacidas
de madres tratadas, se correlaciond con el aumento
de volumen 6seo medido en la misma zona alos 3y
10 dias de edad. Estos datos permiten inferir que la
actividad resortiva en la zona de formacion del canal
eruptivo se encuentra disminuida por el tratamiento
con F. Ademas, las crias de 10 dias provenientes
de madres expuestas a NaF mostraron aumento
del volumen del hueso trabecular (por debajo de los
esbozos radiculares) sin observarse cambios en el
namero de trabéculas. Consecuentemente, la
disminucién del grado de erupcion dentaria medida
a los 15 dias de edad, podria interpretarse como el
resultado de un retardo en la formacion del canal
eruptivo lo cual retrasaria la aparicion del elemento
dentario en la cavidad bucal. Estos hallazgos estan
en concordancia con los de otros autores que
demostraron retardo o inhibicion de la erupcién
dentaria en diferentes estados patol6gicos
(Fontanetti y col., 2013), eventos asociados también
a disminucion de la formacion y/o cantidad de
osteoclastos en la zona supracoronal y aumento en
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la formacion de hueso trabecular de la mandibula.
En conclusién, el aumento de volumen éseo y el
menor nimero de osteoclastos observado en crias
de madres tratadas se interpreta como un efecto
disruptivo producido por la exposicion materna a
NaF sobre el proceso de modelacion ésea en las
crias, que se traduce en una disminucién del grado
de erupcion.
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