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RESUMEN

Introduccion: La fluorosis es una toxicidad cuyo mecanismo de dafio generalmente
es atribuido al estrés oxidativo. El fluoruro tiene la capacidad de provocar
alteraciones en la funcién del sistema nervioso central. Debido a las propiedades
antioxidantes que poseen el acido docosahexaenoico (DHA) vy 4&acido
eicosapentaenoico (EPA), se sospecha un posible efecto protector.

Metodologia: Se formaron 4 grupos con ratones macho BALB/c (n=10): Control,
grupo NaF (con una exposicion a fluoruro de sodio de 12 mg/kg/30 dias), grupo NaF
+ DHA/EPA (NaF: 12 mg/kg/30 dias + DHA/EPA: 50 mg/kg/45 dias) y grupo
DHA/EPA (administracion de 50 mg/kg/ 45 dias de DHA/EPA). Posterior al periodo
experimental se aplicaron pruebas de conducta para evaluar la presencia de
conductas similares a la ansiedad y depresion. Al finalizar se extrajo el hipocampo,
para la evaluacion de los niveles de 5-HT y BDNF mediante pruebas de ELISA.

Resultados: En las pruebas de conducta se observo que los ratones del grupo
DHA/EPA permanecieron un mayor tiempo en el brazo cerrado (p= 0.0488) y un
menor numero de avistamientos del laberinto elevado en cruz respecto a los ratones
del grupo NaF (p= 0.0114). Mientras que, en la prueba de nado forzado, el grupo
DHA/EPA tuvo un menor porcentaje de tiempo con movilidad alta, en comparacion
con el grupo NaF (p=0.0012) y el grupo NaF + DHA/EPA (p= 0.0337). Por otro lado,
los grupos NaF y NaF + DHA/EPA presentaron niveles mas bajos de BDNF en
hipocampo que los ratones pertenecientes a los grupos Control y DHA/EPA
(p<0.0001).

Conclusiones: Los ratones a los cuales se les indujo la fluorosis mostraron cambios
conductuales, asi como niveles disminuidos de BDNF. El tratamiento con DHA/EPA
no logro restaurar los niveles de BDNF; mientras que en algunos comportamientos
tuvo un efecto contrario al NaF; lo que sugiere un efecto protector.

Palabras clave: Fluorosis, DHA/EPA, depresion, ansiedad, serotonina, BDNF.



ABSTRACT

Introduction: Fluorosis is a toxicity whose mechanism of damage is generally
attributed to oxidative stress. Fluoride has the ability to cause alterations in the
function of the central nervous system. Due to the antioxidant properties of
docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), a possible
protective effect is suspected.

Methodology: Four groups were formed with male BALB/c mice (n=10): Control,
NaF group (exposed to sodium fluoride at 12 mg/kg/30 days), NaF + DHA/EPA group
(NaF: 12 mg/kg/30 days + DHA/EPA: 50 mg/kg/45 days), and DHA/EPA group
(administration of 50 mg/kg/45 days of DHA/EPA). After the experimental period,
behavioral tests were applied to evaluate the presence of anxiety and depression-
like behaviors. At the end, the hippocampus was extracted for the evaluation of 5-
HT and BDNF levels using ELISA tests.

Results: In the behavioral tests, it was observed that mice in the DHA/EPA group
spent more time in the closed arm (p=0.0488) and had a lower number of sightings
of the elevated plus maze compared to mice in the NaF group (p=0.0114).
Meanwhile, in the forced swimming test, the DHA/EPA group had a lower percentage
of time with high mobility compared to the NaF group (p=0.0012) and the NaF +
DHA/EPA group (p=0.0337). On the other hand, the NaF and NaF + DHA/EPA
groups showed lower levels of BDNF in the hippocampus than mice belonging to the
Control and DHA/EPA groups (p<0.0001).

Conclusions: Mice induced with fluorosis showed behavioral changes, as well as
decreased levels of BDNF. Treatment with DHA/EPA failed to restore BDNF levels;
while in some behaviors, it had an opposite effect to NaF; suggesting a protective
effect.

Keywords: Fluorosis, DHA/EPA, depression, anxiety, serotonin, BDNF.



1. INTRODUCCION

El fluor es un elemento con funciones fisiologicas, se encuentra a manera de
fluoruros formando enlaces con otros elementos de manera natural en alimentos,
agua subterranea y adicionado a algunos productos; sin embargo, un consumo
excesivo de fluoruros causa una toxicidad llamada fluorosis. La fluorosis se ha
convertido en un problema de salud publica a nivel mundial en zonas en las que
reportan un alto contenido de fluoruros en aguas subterraneas, superando 1.5 mg/L
de fluoruros, que son los niveles que la Organizacién Mundial de la Salud y en el
caso de México la Norma Oficial Mexicana (NOM- 127-SSA1-1994) sefalan como
la cantidad maxima permitida (1-4).

El dafno ocasionado es determinado por las concentraciones, la via de
administracion y el entorno que rodea a la célula; las alteraciones y manifestaciones
que se presenten dependeran del tejido danado y con base en eso se clasificara la
fluorosis en dental, esquelética y no esquelética. Cuando la toxicidad se presenta
en tejidos blandos, esta se clasifica como fluorosis no esquelética. Las alteraciones
causadas por la fluorosis en conjunto o de manera independiente resultan en estrés
oxidativo, el cual se refleja dependiendo el sistema que este siendo dafiado (4-6).

El sistema nervioso central se ve afectado por la fluorosis causando estrés
oxidativo y una disminucion en la actividad antioxidante; que, a su vez conducen a
alteraciones en estructuras cerebrales relacionadas con procesos cognitivos, asi
como cambios conductuales como ansiedad y depresion. El uso de distintos
marcadores puede ayudar a determinar el funcionamiento neurolégico como lo es
la serotonina, la cual interviene en varios procesos como la regulacién de las
conductas, memoria y ciclos de suefio; por otro lado, el factor neurotrofico derivado
del cerebro (BDNF), es una proteina que regula procesos celulares involucrados en
la funcidén cerebral normal promoviendo la neurogénesis en hipocampo. A causa de
esto la alteracion en los niveles de ambos se relacionan con dafio neurolégico y
trastornos conductuales (7-11).

Actualmente no existe un tratamiento contra la fluorosis, por lo que se usan
alternativas para tratar las manifestaciones; con la informacion actual acerca de los
mecanismos por los que se da la toxicidad mediante el incremento de estrés
oxidativo y disminucion de la actividad enzimatica, permiten suponer un posible
efecto terapéutico del acido docosahexaenoico (DHA) y el acido eicosapentaenoico
(EPA), los cuales son acidos grasos poliinsaturados que tienen efectos
antioxidantes y un rol terapéutico contra la neurodegeneracién; por lo cual, su
deficiencia se ha relacionado con anomalias neuroldgicas entre las cuales se
encuentra la depresion y la ansiedad (12-14).



2. MARCO TEORICO

2.1 Fluoruro

El flior es un elemento con alta reactividad y electronegatividad, este se
encuentra de manera natural y abundante en el medio ambiente en forma de
fluoruros al formar enlaces iénicos con otros elementos, siendo el decimotercer
elemento mas abundante en la corteza terrestre. Es esencial para funciones
fisiologicas, entre ellas la salud 6sea y dental, asi como procesos metabdlicos, la
recomendacion de ingesta diaria de fluoruro depende principalmente de la edad y
el sexo (Tabla 1) (4,15,16).

A pesar de que el fluoruro se encuentra de manera natural en el medio
ambiente, las cantidades contenidas en los alimentos y el agua en algunos casos
no son suficientes, por lo que a algunos de estos se les adiciona. El termino
fluoracion se refiere a la adicion de fluoruros a ciertos productos; esta medida se ha
tomado en distintos paises ingesta de fluor se da por agua embotellada, sal fluorada,
alimentos, bebidas embotelladas, suplementos dietéticos y algunos productos
dentales a incluyendo México, para la prevencion de caries y el fortalecimiento de
los huesos. La principal ingesta de fluor se da por agua embotellada, sal fluorada,
alimentos, bebidas embotelladas, suplementos dietéticos y algunos productos
dentales los cuales se les adiciona (17,18).

2.2 Generalidades de la fluorosis

La fluorosis es una toxicidad causada por la exposicidon cronica a una dosis
elevada de fluoruros (6). Una vez ingerido el fluoruro recorre el tracto gastrointestinal
y entre el 75% y el 95% de este es absorbido para distribuirse en el cuerpo a través
del torrente sanguineo, posteriormente se acumula en tejidos como huesos, dientes,
las partes calcificadas de la glandula pineal, el bazo y los rifiones (4,5,19).

Edad Recomendacién Limites (mg)
(mg)
0 a 6 meses 0.01 0.7
7 a 12 meses 0.5 0.9
1 a3 afnos 0.7 1.3
4 a 8 afos 1.0 2.2
9 a 13 afos 2.0 10.0
14 a 18 anos 3.0 10.0
Hombres mayores de 19 afios 4.0 10.0
Mujeres mayores de 19 afos 3.0 10.0
Embarazo y lactancia 3.0 10.0

Informacioén obtenida de: “Datos sobre el fluoruro” NIH (2020) (10). Mg: miligramos.

Tabla 1: Recomendaciones y limites maximos de ingesta diaria de fluoruro.

Los mecanismos por los cuales se da la toxicidad aun no se conocen con
exactitud; sin embargo, se sabe que, dependiendo las concentraciones, su via de



administracion y el entorno que rodea cada célula, determinan el tipo de dafio que
causa (5).

La toxicidad aguda es poco frecuente y se da a concentraciones muy altas
de fluoruro por ingestiones de 5 a 8 mg/kg de peso corporal. Sus principales
manifestaciones son nauseas, diarrea, dolores de cabeza y dolor gastrico: mientras
que el consumo frecuente de mas de 1.5 ppm de fluoruro en humanos causa una
toxicidad crénica (5).

2.3 Epidemiologia de la fluorosis

Como se ha mencionado, el fluoruro es parte del medio ambiente, por lo cual
se encuentra en el agua subterranea, Segun la Organizacion Mundial de la Salud y
la Norma Oficial Mexicana (NOM- 127-SSA1-1994) la cantidad de fluoruros
permitida en el agua potable es de 1.5 mg/L (1,20).

Debido a que una de las principales fuentes de fluoruro es el agua, en el
mundo existe una prevalencia de fluorosis por el alto contenido de fluoruro en aguas
subterraneas en regiones de la India, Turquia, China, Japén, Iran, Irak, Afganistan,
México y Latinoamérica (21).

En México los estados de San Luis Potosi, Durango, Zacatecas,
Aguascalientes y Jalisco tienen incidencia de fluorosis endémica. En el estado de
Aguascalientes se ha reportado que aproximadamente el 43.7% de las fuentes de
abastecimiento de agua superan el limite establecido de concentraciones, llegando
a tener concentraciones de 10.0 mg/L. Un estudio dirigido a fluorosis dental reporté
prevalencias superiores al 50% en nifos de entre 9y 11 anos (22).

2.4 Fisiopatologia de la fluorosis

El dafio que genera la fluorosis generalmente es atribuido a distintos
mecanismos, los cuales en conjunto o de manera independiente desencadenan el
estrés oxidativo, la detencion del ciclo celular y activacién de la apoptosis (5).

El fluoruro de sodio tiene la capacidad de inhibir proteinas como: la lipasa,
fosfatasas, quinasas, hidrolasas y otras metaloproteinas. El fluoruro tiene la
capacidad de unirse a los metales de los sitios activos de las proteinas formando un
complejo altamente estable, generando asi una inhibicién de estas, de esta manera
se podria afectar vias como la glucdlisis, el transporte de nutrientes y la respiracion
celular (5).

Una exposicion prolongada a fluoruro puede causar a nivel extracelular
pérdida de calcio y magnesio del plasma y un exceso de potasio, mientras que de
manera intracelular hay una mayor entrada de calcio y magnesio y concentraciones
bajas de potasio, provocando un desequilibrio electrolitico que se relaciona con
implicaciones en la homeostasis celular y la interrupcion de la sefalizacion (5).

El fluoruro tiene la capacidad de volver mas acido el citoplasma de las células
a las que ingresa liberando protones, ademas se ha observado en células que
posterior a la exposicion a fluoruro muestran respiracion reducida y signos de dano



permanente en la mitocondria, conduciendo a la reduccién de ATP y de manera
consecuente una acidificacién intracelular. Durante este proceso existe liberaciéon
de radicales libres y citocromo c por el dafio generado a la mitocondria, que lleva a
un estado de estrés oxidativo que tiene la capacidad de interrumpir el metabolismo
y activar la sefalizacion de estrés (5).

Entre las propiedades que tiene el fluoruro se encuentra la inhibiciéon de
proteinas transmembrana, una de estas es la bomba sodio potasio, por
consecuencia se da un cambio en el pH por la acumulacion de protones en el
citoplasma (5).

Las mitocondrias no son el unico organulo dafiado por el fluoruro, también se
han visto alteraciones en la superficie celular, el reticulo endoplasmico, el aparato
de Golgi y el nucleo. Con una mayor absorciéon de fluoruro a la célula, existe un
reordenamiento del citoesqueleto dado por la unién del fluoruro con la actina lo que
provoca un cambio en su polimerizacion, esto dafia la membrana en conjunto con
la peroxidacion de lipidos y el estrés oxidativo (5).

El estrés oxidativo dado por el exceso de fluoruros en la célula resulta en
dano al ADN de una o dos cadenas, lo que conduce a la detencién del ciclo celular
en la fase S. Ademas, el estrés oxidativo es responsable de la inhibicién de la
sintesis de proteinas, que se relaciona con la sefializacion apoptética (5).

El mecanismo de dafo puede presentarse en varios tejidos, causando
diferentes alteraciones y manifestaciones; por lo que la fluorosis se clasifica segun
el tejido al que este dafiando (Figura 1) (4).

2.5Fluorosis dental

La fluorosis dental es la primera manifestacion clinica de la fluorosis, se
caracteriza por desgaste en el esmalte de los dientes, coloracion amarillenta,
manchas y tinciones en color café. La afectacion del fluoruro en la sintesis de
proteinas alterando la secrecion de proteinas de los ameloblastos, o que ocasiona
la hidrolisis de la amelogenina, retraso en la eliminacién y cambios en la
susceptibilidad al fluoruro. Existe dafio a la funcion del reticulo endoplasmico de los
ameloblastos por el fluoruro, causando trastornos en la sintesis de proteinas de los
ameloblastos. El estrés oxidativo inducido por la fluorosis a nivel dental activa la via
de estés del reticulo endoplasmico provocando apoptosis y aumentando la
capacidad fagocitica de los ameloblastos maduros. Todos estos procesos en
conjunto conllevan a la aparicién de fluorosis dental (6).

2.6 Fluorosis esquelética

Una alta absorcién de fluoruro en el hueso altera la red 6sea general y reduce
la resistencia, lo que provoca una mayor fragilidad asociada con dismorfia
esquelética y mayor riesgo de fracturas. Al igual que en la fluorosis dental, el fluoruro
causa estrés oxidativo a partir del dafio ocasionado al reticulo endoplasmico, pero
en este caso de los osteoblastos alterando su diferenciacion. El fluoruro estimula
los osteoblastos o que aumenta la densidad ésea y el recambio 6seo acelerado,
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este proceso esta relacionado con la afeccion a nivel hormonal, dada por un
aumento en la secrecion de la hormona paratiroidea. También existe apoptosis dada
por estrés oxidativo a través de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)

(6).

Las manifestaciones de la fluorosis esquelética son osteoporosis,
osteomalacia, osteoesclerosis, osificacién del tejido blando periéseo y cambios en
el cartilago y articulaciones (6). El desarrollo de estas se debe a la funcion activa y
la absorcién de los osteoclastos. Con la estimulacion a los osteoblastos se secreta
el ligando de receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL), el cual es
necesario para la formacién de los osteoclastos. El fluoruro puede inhibir la
expresion del factor nuclear de células T activas (NFAT) c1 en los osteoclastos lo
que reduce la actividad de estos e inducir la destruccion osteoblastica y aceleran el
proceso de recambio éseo (6).

El fluoruro también interfiere con el metabolismo 6seo por la afeccion a la
matriz extracelular del tejido 6seo. Durante la fluorosis los osteoblastos estan
activos; sin embargo, por estado patoldgico el tejido 6seo formado es inmaduro por
las anomalias causadas en el metabolismo del colageno tipo | en huesos y
cartilagos causando cambios en su estructura (6).

2.7 Fluorosis no esquelética

La fluorosis no esquelética dana distintos tejidos blancos, 6rganos y sistemas
del cuerpo como el renal, hepatico, gonadal, endotelial, enddcrino y neurolégico,
causando diversas alteraciones y manifestaciones (4).

El mecanismo responsable de la patogénesis de la fluorosis no esquelética
se le atribuye a la alta afinidad de los fluoruros para unirse al calcio y proteinas, e
interrumpir su metabolismo, lo que afecta vias mencionadas anteriormente y
provoca la oxidacion celular causada por altos niveles de ROS, finalizando con la
muerte celular en los distintos tejidos (4,23).
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Figura 1: Clasificacién de la fluorosis segun el tejido afectado (4).

2.8Alteraciones neuroldgicas en la fluorosis

El fluoruro tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y
permanecer en el liquido cefalorraquideo, por lo que se ha observado que una
ingesta excesiva puede provocar alteraciones en la funcion del sistema nervioso
central (SNC) (19,24). La proteccién que brinda la barrera hematoencefalica en el
adulto es diferente a la que se tiene en una edad mas temprana, caso del feto y el
nifo, que cuentan con una barrera incompleta, por lo que son mas propensos a
presentar alteraciones neuroldgicas por fluorosis. Al tener la facilidad de atravesar
esta barrera los niveles de fluoruro en el liquido cefalorraquideo se aproximan a los
del suero (19).

El fluoruro tiene una alta capacidad prooxidativa la cual ocasiona danos al
sistema nervioso de distintas maneras. En la membrana el exceso de fluor produce
peroxidacion lipidica, ya que a concentraciones altas produce la liberacién y
oxidacion de los lipidos de membrana. El estrés oxidativo en sistema nervioso
también se debe a dicha capacidad, ya que por un lado se tiene una produccion
excesiva de ROS como: peréxido de hidrogeno (H202), hidroxido (OH-) y oxigeno
(O2), que se da por alteraciones en el metabolismo del oxigeno, esto es posible ya
que el cerebro contiene una alta cantidad de acidos grasos poliinsaturados y
metales como el cobre y el hierro, los cuales tienen actividad redox. Aunado al alto
consumo de oxigeno y una capacidad regenerativa baja y por otro lado existe una
disminucion de la funcién de enzimas antioxidantes como: la superéxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR) (7,8).
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El fluoruro también tiene un efecto proinflamatorio en sistema nervioso pues
estimula la sintesis de citocinas proinflamatorias, aumentando los niveles de la
interleucina 6 (IL6), el factor de necrosis tumoral (TNF- a) y el interferén y (e IFN-y),
que dan como resultado inflamacion, neurodegeneracion, trastornos en la
diferenciacién, maduracion y division celular, lo que conduce a cambios en el
funcionamiento celular como el metabolismo y la transmision de impulsos nerviosos,
apoptosis y dafo tisular (7).

El estrés oxidativo y la actividad proinflamatoria estimulada por el exceso de
fluoruros esta relacionado con alteraciones en estructuras cerebrales relacionadas
con los procesos cognitivos como la memoria y el aprendizaje; asi como desordenes
psiquiatricos como ansiedad, depresion y enfermedades neurodegenerativas de
gran importancia como enfermedad de Alzheimer y esclerosis multiple (Figura 2)
(7-9).

2.9 Hipocampo

El hipocampo es una estructura especializada mas grande del giro
intralimbico, esta ubicado en la asta temporal del ventriculo lateral, tiene una forma
arqueada, mide entre 4 y 5 centimetros de largo y alrededor de 1 centimetro de
ancho en los adultos. Se divide en tres segmentos, en la parte anterior y mas
dilatada se encuentra la cabeza, el cuerpo y el segmento mas angosto la cola. Esta
conformado por laminas de alocorteza, que al estar en la parte central reciben
informacion de casi todas las areas de asociacion neocortical a través de las
cortezas perirrinal, parahipocampal y entorrinal (25,26).

Entre las funciones del hipocampo se encuentra la memoria a largo plazo, el
aprendizaje, la navegacion espacial, la regulaciéon de emociones como el sueio, la
ansiedad y el estrés, esto debido a la neuroplasticidad con la que cuenta, lo que le
da la capacidad de adaptar y reorganizar la estructura dependiente de los estimulos
internos o externos: por lo que puede modificar los arboles dendriticos y axones, el
numero de sinapsis y la formacion de nuevas neuronas. Esta misma plasticidad es
la que lo vuelve vulnerable ante factores como: isquemia, neuroinflamacion, estrés
cronico, neurodegeneracion y al envejecimiento (26).

2.10 Marcadores de funcion neuroldgica

Existen diferentes marcadores que pueden ayudar en el conocimiento de la
funcién neuroldgica, uno de estos es la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), la
cual es una monoamina biogénica que se forma a partir del triptéfano hidroxilado
por la enzima triptéfano hidroxilasa y posteriormente la descarboxilacién por medio
de triptéfano descarboxilasa. En SNC esta se sintetiza y se almacena en neuronas
presinapticas como las neuronas serotoninérgicas, glandula pineal y neuronas
catecolaminérgicas; mientras que fuera del SNC se encuentra la mayor parte de la
serotonina siendo entre el 90 al 95%, su sintesis se da en las células
enterocromafines y plaquetas, las cuales tienen un nivel bajo de sintesis, pero gran
capacidad de almacenamiento (10,27).
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La serotonina tiene funciones como neurotransmisor, hormona y mitégeno, y
sus efectos se dan tanto en el SNC como en el SNP e interfiere en varios de los
procesos, pues todas las regiones del cerebro expresan multiples receptores de
serotonina, por lo que es capaz de modular emociones, conductas e incluso
procesos relacionados con la memoria, apetito, regulacion de los ciclos de suefio y
comportamiento sexual. Trastornos del comportamiento como la ansiedad y la
depresion estan asociados con niveles bajos de serotonina en el SNC (10,27).

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés)
es una proteina del SNC que regula procesos celulares involucrados en la funcion
cerebral normal, se expresa por neuronas glutamatérgicas, células gliales vy
microglia. Entre sus funciones se encuentran el promover la neurogénesis en
hipocampo, regula la transmision sinaptica y la potenciacion a largo plazo en
distintas regiones del cerebro. Un déficit en su sefalizacion esta relacionado con
enfermedades como: enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington,
esquizofrenia, trastorno bipolar, depresion y ansiedad (11).

Actualmente no existe una cura para la fluorosis; sin embargo, se usan
alternativas para tratar las manifestaciones que se presentan como la
suplementacion con calcio, vitamina D, vitamina C y antioxidantes (23).

Figura 2: Neurotoxicidad causada por la fluorosis y los marcadores de la funcion
neuroldgica (6,10,21,28).
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2.11 Omega 3

Los acidos grasos se clasifican segun el numero de enlaces dobles en sus
cadenas de carbono, en monoinsaturados (MUFAs) cuando solo tienen un doble
enlace y en poliinsaturados (PUFAs) cuando tienen dos o mas enlaces. Los PUFAs,
a su vez se clasifican segun la ubicacién del primer doble enlace en acido alfa-
linolénico (omega 3) y acido linoleico (omega 6), los cuales no son sintetizados por
los mamiferos por lo que se denominan acidos grasos esenciales y deben obtenerse
a través de la dieta. Las propiedades de cada uno son muy distintas, ya que el
omega 6 se caracteriza por estar involucrado en diferentes etapas de la inflamacion,
en la constriccion de vasos sanguineos y agregacion plaquetaria como mediador
lipidico, estas funciones participan en la respuesta inflamatoria aguda en
infecciones y heridas; mientras que el omega 3 tiene propiedades antiinflamatorias
(29).

El omega 3 se metaboliza en el reticulo endoplasmico de las células
hepaticas generando acido estearidonico (SDA) a partir de la desaturacion del acido
alfa-linolénico, posterior a esto, mediante la elongacién de dos carbonos a la cadena
se produce acido eicosatetraenoico (ETA), a continuacion se agrega un doble
enlace en el quinto carbono lo que provoca una desaturacion para la sintesis del
acido eicosapentaenoico (EPA); el cual pasa por dos ciclos de elongacion, el
primero deriva en el acido docosapentaenoico (DPA) y después en acido
tetracosanolpentaenoico, que tras una desaturacién genera tetracosapentaenoico
(THA) y finalmente la cadena se acorta dos carbonos en el peroxisoma por medio
de una B-oxidacién por la accion de la acetil coenzima A oxidasa, que resulta en
acido docosahexaenoico (DHA) (29,30).

Una vez sintetizados el EPA y DHA se almacenan en fosfolipidos o glicéridos
de forma estratificada, estos acidos grasos estan involucrados en la formacion de
eicosanoides, los cuales son lipidos mediadores de senalizacion bioactivos. Con la
accién de los sistemas enzimaticos de la ciclooxygenasa (COX) y la lipooxigenasa
(LOX), el EPA se metaboliza a resolvinas de la serie E (RVE), prostaglandinas y
leucotrienos; mientras que el DHA en resolvinas de la serie D (RvD), protectinas y
maresinas las cuales en conjunto se les conoce como mediadores pro-resolucién
especializados (SPM, por sus siglas en ingles) y participan en la resolucién de la
inflamacion y tienen un rol terapéutico contra la neurodegeneracion (Figura 3) (29—
31).

El cerebro tiene una sintesis endégena baja de EPA y DHA, lo que sugiere
gue mantiene sus niveles a través del plasma atravesando por difusion simple la
barrera hematoencefalica; sin embargo, las concentraciones de DHA en el cerebro
son mayores que las de EPA, por lo que se cree que hay un mayor requerimiento
de DHA en membrana neuronal, ya que tiene efectos en la modulacion de las
funciones de esta. El DHA tiene un mayor potencial para afectar la senalizacion
celular modificando la composicion de las balsas lipidicas, al unirse en estos
dominios en la membrana y participa en la neurogénesis. Mientras que el EPA
previene la reduccidén de la neurogénesis y la apoptosis, actuando contra las vias
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relacionadas con la respuesta inmune innata, por lo que en conjunto tienen
propiedades neuroprotectoras (12,13).

La deficiencia de omega 3 se ha relacionado con anomalias neurolégicas
entre las cuales se encuentran la depresién y la ansiedad, ya que se ven afectados
los sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos principalmente por el cambio en la
estructura de la membrana lipidica de la célula y las funciones de los receptores en
esta, resultando en una reduccion de la neurotransmision (14).

Figura 3: Metabolismo y funciones del DHA/EPA (13,29,30).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fluorosis endémica es un problema de salud publica que se presenta en todo
el mundo, incluyendo México. La presencia y gravedad de la fluorosis esta
determinada por factores como la dosis y el tiempo de exposicion a fluoruros, que
son los responsables de la toxicidad (21,22).

El estado de Aguascalientes es una zona con alta prevalencia de fluorosis,
presentando cifras de fluorosis dental superior al 50% en nifios de entre 9y 11 afios
de edad y con concentraciones de fluoruros en el agua potable superiores a las
establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud y la Norma Oficial Mexicana
(NOM-127-SSA1-1994) (1,20,22).
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Las principales manifestaciones de la fluorosis se dan a nivel dental y
esquelético. En dientes, a manera de manchas en el esmalte causadas por la
porosidad debido a la hipomineralizacion del esmalte. Los huesos son el principal
sitio de acumulacion de fluoruros ya que estos normalmente aumentan su fortaleza,
al aumentar la absorcién de calcio; sin embargo, si la deposicién de fluoruros en
huesos aumenta por una mayor ingesta de estos, los huesos se vuelven
quebradizos por la formacion de cristales de apatita. Esto puede causar
osteoesclerosis, osteoporosis, osteomalacia, formacién de exostosis y fracturas
patologicas (21,23).

Existe un tercer grupo de manifestaciones en la fluorosis que estan menos
estudiadas que las dentales y esqueléticas, que son las que se dan en tejidos
blandos conocidas como no esqueléticas. El mecanismo por el cual se dan no se
conoce con claridad, sin embargo, existe la probabilidad de que se deba a la
apoptosis celular causada por el estrés oxidativo. Debido a la unién de fluoruros con
el calcio se genera una interrupcion del metabolismo de calcio, proteinas,
fosforilacién oxidativa, glucdlisis, coagulacién y neurotransmisién. Esto en conjunto
provoca la oxidacion celular mediada por especies reactivas de oxigeno junto con
la destruccion de antioxidantes. Las manifestaciones dadas por este proceso son
principalmente en sistema nervioso (21,23).

El flior puede penetrar en el cerebro y acumularse en sus tejidos, ya que es
un componente normal en el liquido cefalorraquideo; por lo que las altas
concentraciones de este causan dafnos directos en este érgano y es posible que su
ingesta excesiva cause efectos neurotdxicos con manifestaciones en la conducta
(21).

El diagnostico de la fluorosis no es muy comun, debido a que no se reconoce
de manera correcta y oportuna sus manifestaciones. Actualmente no existe una cura
para la fluorosis, en su lugar se implementan tratamientos para reducir sus
manifestaciones y/o complicaciones, como lo son la suplementacion de calcio,
vitamina C y vitamina D (23).

El mecanismo propuesto por el cual se dan las alteraciones neurolégicas
permite conocer los posibles efectos terapéuticos del acido docosahexaenoico
(DHA) y el acido eicosapentaenoico (EPA); ya que estos influyen en la actividad de
los neurotransmisores y la transduccion de sefales de estos, asi como sus
propiedades antioxidantes que ayudan a disminuir el estrés oxidativo (29).

3.1 Pregunta de investigacion
¢, Cual es el efecto del acido DHA y el EPA sobre niveles de serotonina (5-HT) y
el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF); asi como la presencia de
conductas similares a la ansiedad en un modelo de fluorosis aguda en ratones
BALB/c?
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4. JUSTIFICACION

La fluorosis es un problema de salud publica poco atendido y con alta
incidencia en zonas endémicas de México, el cual causa problemas a distintos
sistemas del cuerpo y que algunos de ellos a su vez desarrollan problemas a la
salud irreversibles que afectan la calidad de vida de la poblacion y a su vez generan
un alto costo al sector salud, solamente para el tratamiento de sus manifestaciones,
ya que actualmente no existe una cura establecida para la fluorosis. Se ha
observado que la fluorosis tiene relacién con problemas de salud mental de gran
importancia. Esto aumenta la necesidad evidente de un tratamiento que logre
atenuar las manifestaciones causadas por esta toxicidad.

La fisiopatologia y los mecanismos por los cuales causa los dafios
anteriormente mencionados sugieren un posible tratamiento protector para la
fluorosis por medio de la administracion de DHA y EPA, los cuales, por sus
propiedades ampliamente descritas, se sospecha de un posible efecto terapéutico
que pueda atenuar los efectos deletéreos causados por el exceso de fluoruros.

El presente estudio se enfocdé en evaluar los efectos que tiene la
suplementacion de DHA y EPA en las alteraciones neurolégicas de un modelo
murino expuesto a flior de manera aguda.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
e Evaluar el efecto del DHA y el EPA sobre los valores de 5-HT, BDNF y
conductas similares a ansiedad y depresiéon en un modelo de fluorosis en
ratones BALB/c.

5.2 Objetivos especificos

e Analizar los efectos de la fluorosis aguda en pruebas de comportamiento de
presencia de conductas de ansiedad y depresidn en ratones BALB/c.

¢ Analizar los efectos de la exposicion aguda al fluor sobre los niveles de 5-HT
y BDNF en un modelo murino.

e Describir el efecto del DHA y EPA en un modelo murino con fluorosis aguda
en pruebas de comportamiento de presencia de conductas de ansiedad y
depresion en ratones BALB/c.

e Describir el efecto del DHA y EPA en un modelo murino con fluorosis aguda
sobre los niveles de 5-HT y BDNF en un modelo murino.

6. HIPOTESIS

6.1 Hipotesis de investigacion
o EI|I DHA 'y el EPA mejoran los niveles de 5-HT y BDNF sobre en un modelo
murino de fluorosis aguda.
e EIDHAy el EPA disminuyen la presencia de conductas similares a ansiedad
y depresion en un modelo murino de fluorosis aguda.
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6.2 Hipodtesis nula
e EIDHAY el EPA no mejoran los niveles de 5-HT y BDNF sobre en un modelo
murino de fluorosis aguda.
e EI DHA y el EPA no disminuyen la presencia de conductas similares a
ansiedad y depresion en un modelo murino de fluorosis aguda.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Disefio del estudio
Disefo experimental exploratorio comparativo.

7.2 Poblacion y lugar de estudio
Se utilizaron 40 ratones macho de la cepa BALB/c de 10 semanas de edad,
adquiridos del bioterio de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes.

7.3 Célculo de tamafio de la muestra
Muestreo no probabilistico por conveniencia.

7.4 Intervencidn propuesta

7.4.1 Generalidades

Previo al inicio del estudio, los ratones llevaron un periodo de dos semanas
de acondicionamiento al contacto humano, con el objetivo de limitar el estrés que
puede generar dicha manipulacion. Una vez concluido este periodo, el estudio se
llevé a cabo en un periodo de 30 a 45 dias consecutivos, se conformaron 4 grupos
de 10 ratones los cuales fueron separados por grupo (Tabla 2). Todos los ratones
tuvieron acceso libre a agua potable y una dieta estandar LabDiet 5001* (24.1% de
proteina y 15 ppm de fluoruros) a lo largo del experimento.

Tabla 2: Protocolo experimental

Grupo Intervencion Periodo
Control Sin intervencion 30 dias
DHA/EPA Administracion oral de DHA/EPA 45 dias
NaF Administraciéon oral de fluoruro de sodio 30 dias

(NaF

NaF + DHA/EPA Administracion oral de NaF + DHA/EPA 30 y 45 dias
DHA: Acido docosahexaenoico; EPA: Acido eicosapentaenoico; NaF: Fluoruro de sodio.

El peso de los ratones de los 4 grupos se evalu6 con una balanza analitica y
se registré cada semana desde el inicio hasta el final del experimento.

7.4.2 Estandarizacion de la dosis

La dosis administrada se estandariz6 mediante la aplicacién de una curva
dosis-respuesta de acuerdo con los antecedentes de estudios previos en los cuales
describen la metodologia, con el fin de obtener resultados deletéreos en los érganos
de interés, sin que este llegue a afectar los objetivos del proyecto.
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7.4.3 Administracién de fluoruro de sodio (NaF)

La administracion de fluor fue a manera de fluoruro de sodio por medio de
una canula intragastrica con una dosis de 12 mg por kilogramo de peso corporal
disuelto en el agua destilada diariamente a lo largo del experimento y el volumen
introducido fue de 1 ml/100 g de peso corporal mediante sonda, de acuerdo a la
metodologia sefialada por Wei et al (12).

7.4.4 Administracion de DHA y EPA

Los grupos que recibieron el tratamiento con DHA/EPA por medio de una
canula intragastrica una dosis estipulada de 50 mg/kg, tomando en cuenta una dosis
efectiva en el humano de 1.8-2.1 g/d de DHA y EPA (aceite de higado de bacalao;
Lysi); el volumen de ingesta diario fue de 50 microlitros, iniciando dos semanas
previas a la ingesta de fluor y hasta el término de este (45 dias).

7.4.5 Evaluacion de conductas similares de ansiedad

Posteriormente a los 30 dias, a cada grupo se les aplicaron pruebas para
evaluar la presencia de comportamiento similar a ansiedad y depresion. Las
pruebas de comportamiento se llevaron a cabo en una habitacién tranquila y con
iluminacion. Los ratones se habituaron al entorno experimental durante dos horas
antes de la evaluacion.

7.4.5.1 Prueba de campo abierto

La Prueba de Campo Abierto (PCA) se utilizé para evaluar rasgos similares
a la ansiedad en animales; usando The Panlab Infrared Actimeter, que esta
compuesto por una arena de 45 cm x 45 cm automatizada con dos marcos
cuadrados con haces infrarrojos para la deteccion de la actividad, movimientos y
levantamientos en dos patas del raton. EI material con el que el equipo esta
elaborado es aluminio y polipropileno. Durante la prueba los ratones se colocaron
en el centro de la caja y se evalud durante 5 minutos; en este tiempo se registraron
las siguientes variables para analizarlas: los movimientos estereotipicos, la
locomocion, distancia total, distancia recorrida en periferia, distancia recorrida en el
centro y el numero de veces que el raton se erguia en dos patas. Entre cada
experimento se limpid el equipo con etanol, antes del proximo ratén. Para la
evaluacion de la prueba se usé The Panlab software Actitrack (32).

7.4.5.2 Laberinto elevado en cruz

El Laberinto Elevado en Cruz (LEC) se utilizé6 para evaluar conductas
similares a la ansiedad. Consta de un laberinto que se coloca a 61 cm sobre el suelo
y se conforma de una plataforma central de 5 x 5 cm y cuatro brazos de 35 x 5 cm;
dos de estos abiertos y dos cerrados por tres de los lados con paredes de 20 cm de
alto. Los ratones se colocaron en el LEC y se evaluaron durante 5 minutos para
registrar los siguientes comportamientos: tiempo que pasa en cada brazo,
frecuencia de entrada a los brazos, niumero de erguimientos en dos patas y niumero
de avistamientos hacia abajo. Entre cada experimento se limpid el equipo con
etanol, antes del préximo raton (33). Para la evaluacion de esta prueba se uso el
software Lince (34).
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7.4.5.3 Prueba de Nado Forzado

La Prueba de Nado Forzado (PNF) se usa en roedores para evaluar
conductas similares a la depresion. Se realizé en un tanque cilindrico de vidrio
transparente, con dimensiones de 35 cm de alto, circunferencia de 49.4 cm y
diametro de 17.2 cm que no permitan que el raton pueda salir durante la prueba. El
volumen de agua se establecié de 20.5 cm como medida estandar en todas las
pruebas considerando una altura en la que el ratén no toque el fondo del tanque con
sus patas ni cola. El agua se mantuvo en un rango de temperatura de 23-25°C y se
cambio entre cada ratdn por agua limpia. La duracion de la prueba fue de 7 minutos
y se grabo con ayuda de una camara apoyada en una estructura de metal inmovil.

Una vez obtenido el video se analizaron los ultimos 5 minutos de grabacion,
ya que durante los primeros dos, los ratones suelen estar muy activos y se podria
considerar un sesgo en los resultados. La evaluacion se realiza mediante los
tiempos de inmovilidad, los de movilidad baja (considerado como los movimientos
minimos necesarios para mantenerse a flote con la cabeza afuera del agua) y los
de movilidad alta (35). Para la evaluacion de esta prueba se usé The Panlab
software Smart 3.0 (36).

7.4.6 Evaluacién de serotonina (5-HT) y factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF)

Al finalizar las 6 semanas se sacrificaron a los ratones de los 4 grupos por
medio de eutanasia por sobredosis anestésica, haciendo uso de pentobarbital
sodico en una dosis de 100-150 mg/kg de peso, via intravenosa o intraperitoneal.
Para medir los niveles de 5-HT y BDNF, se extrajo cuidadosamente el hipocampo
de los cerebros de los ratones de cada grupo; posteriormente se almacenaron a -
80° C, se homogenizaron en un buffer de lisis utilizando un homogeneizador de
tejidos y luego se incubaron a 4°C durante 1 minuto mientras se agitaban. Se
centrifugaron los homogeneizados y se recolectaron los sobrenadantes. Las
concentraciones totales de 5-HT y BDNF se midieron mediante un kit ELISA
(Serotonin Research ELISA (ab133053, ABCAM), BDNF Research ELISA (LS-
F2404, Biocompare) respectivamente, de acuerdo con el protocolo del fabricante.

7.5 Operacionalizacion de variables
Las variables que se usaron para el analisis estadistico del protocolo
experimental se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Operacionalizacién de variables

VARIABLE TIPO ESCALA INDICADOR
Prueba de Campo Abierto
Movimientos estereotipicos Cuantitativa Razén cm?/s
Locomocidn Cuantitativa Razén cm?/s
Distancia total recorrida Cuantitativa Razén cm
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Distancia recorrida en periferia Cuantitativa Razon %

Distancia recorrida en centro Cuantitativa Razén %
Numero de erguimientos Cuantitativa  Intervalo Frecuencia
Laberinto Elevado en Cruz
Numero de entradas brazo abierto Cuantitativa Intervalo Frecuencia
Numero de entradas brazo cerrado Cuantitativa Intervalo Frecuencia
Tiempo en brazo abierto Cuantitativa Razoén S
Tiempo en brazo abierto Cuantitativa Razon S
Tiempo en centro Cuantitativa Razon S
Numero de erguimientos Cuantitativa  Intervalo Frecuencia
Numero de abistamientos Cuantitativa Intervalo Frecuencia
Prueba de Nado Forzado
Actividad total Cuantitativa Razoén cmd/s
Tiempo inmovil Cuantitativa Razon %.
Tiempo de movilidad baja Cuantitativa Razén %.
Tiempo de movilidad alta Cuantitativa Razén %.
Hipocampo
Serotonina (5-HT) Cuantitativa Razon ng/ml
Factor neurotrofico derivado del cerebro . :
(BDNF) Cuantitativa Razoén pg/ml

m: metros; cm/s: centimetros por segundo; s: segundos; ng/ml: nanogramos por mililitro;
pg/ml: picogramos por mililitro.

7.6 Plan de analisis de resultados

Se realiz6é un analisis estadistico comparativo para determinar si DHA/EPA
tienen un efecto terapéutico en un modelo de fluorosis en ratones BALB/c. La
normalidad de los datos se evalué con la prueba de Shapiro-Wilk; mientras que la
homocedasticidad se evaluo con la prueba de Levene. Dependiendo la normalidad
y homocedasticidad de los datos se evaluaron mediante analisis de varianza de una
via (ANOVA) o Kruskal Wallis, con sus respectivas pruebas post hoc de Tukey y
Dunn, utilizando los programas estadisticos R version 4.1.2 “Bird Hippie” y Prisma
version 8.0 tomando en cuenta un nivel de significancia de p <0.05.

8. CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto de investigacién se realizé con la aprobacion del comité de
ética para el uso de animales en la docencia y la investigacién de la Universidad
Autonoma de Aguascalientes. Los ratones se mantuvieron en un ambiente libre de
patdgenos, bajo condiciones estandar de temperatura, humedad y con libre acceso
a comida y agua. (Ad Libitum). Cumpliendo con los lineamientos que establece la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999: “Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.”(37).
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9. RECURSOS PARA EL ESTUDIO

e Recursos Humanos. Técnicos del laboratorio de investigacion en nutricion

e Recursos materiales. Cajas de acrilico y tapas de acero inoxidable para
ratén, bebederos, alimento LabDiet 5001, fluoruro de sodio, aceite de higado
de bacalao, canula de acero inoxidable, jeringas, guantes de latex, bascula,
campo abierto automatizado, laberinto elevado en cruz de acrilico, cilindro de
vidrio, tubos eppendorf, tubos falcdn, ultracongelador, centrifuga,
ultrasonicador, kits de ELISAS, lector de microplacas de ELISA.

e Recursos Financieros. Financiamiento proporcionado por la Universidad
Auténoma de Aguascalientes. No existe conflicto de interés

10. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad

ene-22
feb-22
mar-22
abr-22
mav-22
jun-22
iul-22
ago-22
sep-22
oct-22
nov-22
dic-22
ene-23
feb-23
mar-23
abr-23
mav-23
jun-23
iul-23
ago-23
sep-23

oct-23

nov-23

dic-23

Revision bibliografica

Establecimiento de
objetivos
Primer borrador de
protocolo

Someter el protocolo al
comité de ética

Estandarizacion de la

técnica

Estandarizacion de la
dosis

Inicio de protocolo
Primer informe de
avances

Pruebas de conducta
Sacrificios
Procesamiento de
muestras

Analisis de pruebas de
conducta

Segundo informe de
avances

Estructurar bases de
datos

Analisis estadistico

Descripcion de los
resultados

Informe final
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11. RESULTADOS

11.1 Registro semanal del peso de los ratones

Se registré por semana el peso individual de los ratones de cada grupo, para
la administracion de las dosis de NaF y DHA/EPA (Figura 4). El primer pesaje se les
realiza a los ratones con 8 semanas de edad para finalizar con 14 semanas de edad
conforme el periodo experimental transcurre; el peso de los grupos en el primer
pesaje se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre los
grupos DHA/EPA y NaF contra el grupo NaF + DHA/EPA. Los pesajes 1y 2
corresponden a las semanas de adaptacion para el grupo Control y el grupo NaF;
mientras que para los grupos que se les administré con DHA y EPA, el primer pesaje
coincide con el inicio de dicha administracion. El tercer pesaje coincide con el inicio
de la administracién de NaF para los grupos NaF y NaF+ DHA/EPA en el que los
grupos no tuvieron diferencias estadisticas significativas. En el séptimo y ultimo
pesaje de los grupos no se tuvieron diferencias estadisticamente significativas entre
ellos.

Figura 4: Registro semanal del peso de los ratones por grupo. (Control, DHA/EPA, NaF y
NaF + DHA/EPA). Se observa diferencia estadisticamente significativa en la semana 1 entre
los grupos DHA/EPA y NaF + DHA/EPA; asi como entre los grupos NaF y NaF + DHA/EPA;
en la semana 2 existe diferencia significativa entre los grupos DHA/EPA y NaF + DHA/EPA,
al igual que en los grupos NaF y NaF + DHA/EPA. Anélisis estadistico con prueba ANOVA.
Un valor de p < 0.05 fue considerado significativo. *p<0.05.
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11.2 Conductas similares a la ansiedad en Prueba de Campo Abierto

Al finalizar el periodo experimental la primera prueba de conducta que se
aplicé a los grupos fue la PCA en la que se midieron las variables de distancia total
recorrida (cm), porcentaje de distancia recorrida en la periferia del campo (%),
porcentaje de distancia recorrida en el centro del campo (%), la locomocién de los
ratones en el campo (cm?/s), los movimientos estereotipados que realizaban los
ratones durante la prueba (cm?/s) y el nimero de veces que los ratones se erguian
en dos patas (Figura 5). Ninguno de los resultados de esta prueba mostro diferencia
entre los grupos.

Figura 5: Resultados de la prueba de campo abierto por grupo. (Control, DHA/EPA, NaF y
NaF + DHA/EPA); a: Distancia total, b: Distancia en centro, c: Distancia en periferia, d:
Locomocion, e: Movimientos estereotipados y f: Levantamientos. No hay diferencia
significativa estadistica entre los grupos para ninguna de las variables. Analisis estadistico
con prueba ANOVA con datos presentados de media y desviacion estéandar (b, c, e y f) y
Kruskal Wallis con datos presentados como mediana y rango intercuartilico (a y d). Un valor
de p < 0.05 fue considerado significativo.

Para variables como distancia en periferia, los datos obtenidos son bastante
similares entre los grupos; sin embargo, se pueden observar ciertas tendencias en
otras variables como en la distancia total recorrida en las que el grupo DHA/EPA
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obtuvo valores menores al resto de los grupos, asi como en la distancia en centro,
en donde al igual que el grupo NaF + DHA/EPA tuvieron un menor porcentaje de
recorrido en esta zona, este comportamiento también se puede observar en el
mapeo de los recorridos en el campo (Figura 6). Por otro lado, los movimientos
estereotipados fueron mayores en el grupo NaF que en el resto de los grupos,
mientras que el mismo grupo realizé un menor numero de erguimientos.

Figura 6: Recorridos en la prueba de campo abierto por grupo. a: Control, b: DHA/EPA, c:
NaF y d: NaF + DHA/EPA. Imagenes generadas por The Panlab software Actitrack.

11.3 Conductas similares a la ansiedad en Prueba de Laberinto Elevado en
Cruz

Pasadas 24 horas, se realiz6 el LEC de la cual se obtuvieron variables como:
tiempo en centro (%), tiempo en brazo cerrado (%), tiempo en brazo abierto (%),
numero de entradas a brazo cerrado, nUmero de entradas a brazo abierto, numero
de erguimientos en dos patas (f) y el numero de avistamientos hacia abajo que
realizo el raton (f) (Figura 7 y 8).

Figura 7: Resultados de posicion en laberinto elevado en cruz por grupo. (Control,
DHA/EPA, NaF y NaF + DHA/EPA); a: Tiempo en centro, b: Tiempo en brazo cerrado, c:
Tiempo en brazo abierto. No hay diferencia estadisticamente significativa en las variables
de tiempo en centro (a) y tiempo en brazo abierto (c). Existe diferencia estadisticamente
significativa en el tiempo en brazo cerrado (b) entre los grupos DHA/EPA y NaF (p<0.05).
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Andlisis estadistico con prueba ANOVA con datos presentados de media y desviacion
estandar y prueba de comparacion multiple de Tukey. Un valor de p < 0.05 fue considerado
significativo.

No hubo diferencia entre los grupos en el tiempo que pasaron en el centro o
el brazo abierto del laberinto, a diferencia del brazo cerrado en el grupo DHA/EPA
permanecio 81.42% del tiempo de la prueba en dicho brazo, en comparacion con
los ratones del grupo NaF los cuales pasaron un 57.12 % (p 0.0488). En los eventos
medidos como conductas similares a la ansiedad, no se obtuvo diferencia en las
variables de entradas a los distintos brazos o levantamientos en los grupos; por otro
lado, la media del numero de avistamientos hacia abajo fue menor en el grupo de
DHA/EPA con 6.50, en comparacién con 20.50 del grupo Control (p 0.0114), 19.44
del grupo NaF (p 0.0214) y 20.70 del NaF + DHA/EPA (p 0.0081).

Figura 8: Resultados de evento en laberinto elevado en cruz por grupo. (Control, DHA/EPA,
NaF y NaF + DHA/EPA); a: Entrada a brazo cerrado, b: Entrada a brazo abierto, c:
Levantamientos, d: Asomarse abajo. No hay diferencia estadisticamente significativa en las
variables de entrada a brazo cerrado (a), Entrada a brazo abierto (b) o levantamientos (c).
Existe diferencia estadisticamente significativa en el numero de veces que el raton se
asomoé hacia abajo (d) entre los grupos DHA/EPA en comparacion con el grupo Control,
NaF (p<0.05) y NaF+ DHA/EPA (p<0.01). Andlisis estadistico con prueba ANOVA con datos
presentados de media y desviacion estandar y prueba de comparacion multiple de Tukey.
Un valor de p < 0.05 fue considerado significativo.

11.4 Conductas similares a depresion en Prueba de Nado Forzado

En la prueba de FST se midio la actividad total (cm?/s), el tiempo de
inmovilidad (%), el tiempo de movilidad baja (%) y el tiempo de movilidad alta (%)
(Figura 9). En las variables de actividad total, tiempo de inmovilidad y tiempo de
movilidad baja no se observaron diferencias entre los grupos; caso contrario en la
media de porcentaje de tiempo de movilidad alta durante la prueba, en este el grupo
DHA/EPA tuvo 1.48 % el cual fue menor en comparacion con el grupo NaF que tuvo
10.94 % (p 0.0012) y el grupo de NaF + DHA/EPA con 7.12 % (p 0.0337).
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Figura 9: Resultados de la prueba de nado forzado por grupo. (Control, DHA/EPA, NaF y
NaF + DHA/EPA); a: Actividad Total, b: Inmovilidad, c: Movilidad baja, d: Movilidad alta. No
hay diferencia significativa estadistica entre los grupos para las variables de actividad total,
inmovilidad y movilidad baja. Existe diferencia estadisticamente significativa en la variable
de movilidad alta entre los grupos DHA/EPA y NaF (p<0.01) y los grupos DHA/EPA y NaF
+ DHA/EPA (p<0.05). Andlisis estadistico con prueba ANOVA con datos presentados de
media y desviacion estandar (b y c¢), Kruskal Wallis con datos presentados como mediana
y rango intercuartilico (a y d) y prueba de comparacion multiple de Dunn. Un valor de p <
0.05 fue considerado significativo.

11.5 Evaluacion de los niveles de 5-HT en hipocampo

Se evaluaron los niveles de 5-HT (ug/ml), en los cuales no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos, a pesar de que el grupo NaF
presenta 115.0 pg/ml, lo que es menor que el resto de los grupos (Control 123.7
pg/ml, DHA/EPA 132.6 pg/ml, NaF + DHA/EPA 130.1 ug/ml) (Figura 10).

Figura 10: Resultados de los niveles de 5-HT por grupo. (Control, DHA/EPA, NaF y NaF
+ DHA/EPA). No hay diferencia significativa estadistica entre los grupos. Analisis
estadistico con prueba ANOVA con datos presentados de media y error estandar, n=5. Un
valor de p < 0.05 fue considerado significativo.
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11.6 Evaluacion de los niveles de BDNF en hipocampo

Se evaluaron los niveles de BDNF (pg/ml) en hipocampo y se encontraron
niveles de 10. 65 pg/ml en el grupo NaF y 18.01 en el grupo NaF + DHA/EPA; ambos
fueron menores a los del grupo Control de 49.97 pg/ml (p < 0.0001) y el grupo
DHA/EPA de 18.01 pg/ml (p < 0.0001) como se muestra en la Figura 11.

Figura 11: Resultados de los niveles de BDNF por grupo. (Control, DHA/EPA, NaF y NaF
+ DHA/EPA). Existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos Control, NaF
y NaF + DHA/EPA (p<0.0001) y los grupos DHA/EPA, NaF y NaF + DHA/EPA (p<0.0001).
Analisis estadistico con prueba ANOVA con datos presentados de media y desviacion
estandar. Un valor de p < 0.05 fue considerado significativo.

12. DISCUSIONES

En la presente investigacion se evalud el efecto de la administracion de NaF
en ratones macho adultos de la cepa BALB/c; asi como el posible efecto protector
del DHA y EPA sobre conductas similares a la ansiedad y depresion aplicando
pruebas de conducta.

La PCA es una de las mas usadas para analizarlos comportamientos en los
roedores; los cambios que se presentan en movimientos estereotipados y la
locomocién pueden indicar alteraciones en los procesos neuroldgicos, ya que los
animales con conductas similares a ansiedad tienden a moverse menos en el campo
y aumentar los movimientos estereotipados (38). El tiempo que pasan en la periferia
o en el centro del campo también es medido en esta prueba debido a que los ratones
que cuentan con una tendencia natural conocida como tigmotaxis, la cual se
caracteriza por la preferencia a permanecer cerca de las paredes en un campo
abierto, ya que usando su sentido del tacto y el olfato construyen una representaciéon
espacial del ambiente, esta se ve afectada en estados ansiosos (39) los ratones con
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comportamientos similares a la ansiedad prefieren permanecer en la periferia y
evitar el centro; sin embargo, existen discrepancias respecto a lo que esto
representa, ya que se piensa que los roedores tienen una aversion a los espacios
abiertos para evitar a depredadores (38,40,41).

Una revisidn realizada para evaluar la capacidad de la prueba para medir
comportamientos similares a la ansiedad mediante el uso de la PCA concluyé que
es un buen modelo cuando se pretende medir la ansiedad ante una situacién
estresante, mas no resulta de la misma manera cuando se pretende medir un
comportamiento ansioso patologico (42). Los resultados de la PCA no tuvieron
diferencias significativas en las distintas variables medidas entre los grupos, por lo
que la informacion no nos da informacion suficiente respecto al efecto de la
administracién de NaF y DHA/EPA en conductas similares a ansiedad.

La prueba de LEC también es usada para medir comportamientos similares
a la ansiedad en roedores, de la misma manera se basa en la aversion a los
espacios abiertos y elevados, que a la vez se compara con la curiosidad innata de
explorar espacios novedosos del animal, que se refleja en el tiempo que pasa el
ratdn en los brazos tanto abiertos, como cerrados del laberinto, en teoria los ratones
menos ansiosos pasan mas tiempo explorando los brazos abiertos y los ratones con
conductas similares a la ansiedad pasan mas tiempo en los brazos cerrados (33).

Los resultados de esta prueba mostraron que el grupo DHA/EPA permanecié
mas tiempo en los brazos cerrados respecto al grupo al que se le administré NaF;
asi como el numero de avistamientos hacia abajo fue menor en el grupo
suplementado con DHA/EPA, en comparacion con los demas grupos; esto podria
representar mayores niveles se ansiedad en el grupo suplementado con DHA/EPA,;
sin embargo, existen estudios que relacionan este comportamiento con la
naturaleza nocturna de los roedores y su preferencia a permanecer en espacios
oscuros, el realizar la prueba en un lugar con luz brillante puede alterar los niveles
basales de ansiedad de los ratones (43). Otros estudios en los que ratones con
dietas deficientes en omega 3 tienden a pasar mas tiempo en los brazos abiertos
en comparaciéon con los ratones con una dieta adecuada; asi como otros estudios
reportan lo contrario. Un estudio realizado por Shoji y Tsuyoshi (44) comparé el
tiempo que ratones los pasaban en los brazos abiertos entre un grupo el cual hacia
la prueba por primera vez y un grupo que al que se le reaplicaba la prueba, en los
cuales observaron que el segundo grupo presentaba un menor porcentaje de tiempo
en brazo abierto; al realizar pruebas de los niveles de cortisol en sangre, se descartd
que este comportamiento se debiese al estrés y se relacion6 con una conducta de
aprendizaje espacial cual y deteccién de peligro en los brazos abiertos. Las
variaciones de los resultados pueden deberse a las condiciones en las que se
realiza la prueba (43).

Asi mismo, se complementaron estas pruebas con la aplicacion de la prueba
de nado forzado en la cual se evalua la estrategia que usa el roedor ante una
situacion de presencia de estrés en la que no hay escape y si actuan de una manera
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activa o pasiva. El uso de esta prueba para detectar comportamientos similares a la
depresion, se basa la medicion de la actividad del raton durante la prueba, el intentar
trepar en las paredes del cilindro o nadar se considera actividad elevada o de
escape; mientras que el minimo movimiento para mantener la cabeza fuera del agua
o el flotar es una actividad pasiva. Tomando en cuenta esto multiples estudios han
hecho uso de este modelo evaluando la efectividad de farmacos antidepresivos, en
los que se observo que los animales en este tipo de tratamiento mostraban un mayor
tiempo de actividad elevada (45).

En los resultados de esta investigacion se encontré diferencia en el
porcentaje del tiempo de movilidad alta en donde el grupo DHA/EPA tuvo un menor
tiempo respecto a los grupos NaF + DHA/EPA y el grupo NaF que fue el grupo con
mayor actividad. La validez de la prueba para medir conductas similares a la
depresion se ha entrado en controversia en afnos recientes, una revision realizada
por Commons et al. (46) en el 2017 sugirié que la prueba pude presentar sesgos al
medir de mejor manera la estrategia para afrontar el estrés de los roedores ante una
situacion sin escape, lo que implicaria una gama mas amplia de trastornos
neuroconductuales. Modelos implementados en trastorno del especto autista en
roedores, han reportado un comportamiento alterado en respuesta al estrés agudo
causado por la prueba de nado forzado, aumentando el tiempo de actividad elevada
en la prueba (46). Este tipo de reportes permiten ampliar la aplicacion de la prueba
implementando nuevos términos que resulten mas precisos en el tema de trastornos
neuroconductuales, es importante mencionar que, en los resultados de esta prueba
en el tiempo de movilidad alta, el grupo que fue expuesto al dafio mas el tratamiento
fue el mas cercano al grupo control, revirtiendo los cambios mostrados en el grupo
al que se le provocd la toxicidad.

Respecto a los resultados obtenidos en las pruebas de conducta realizadas,
en los que el grupo de ratones suplementado con DHA/EPA presenta menos
actividad o incluso aparenta tener un menor interés por explorar, existen multiples
estudios en lo que se reporta un aumento en la locomocion en animales con dietas
deficientes de acidos grasos omega 3, lo que sugiere que los roedores
suplementados con omega 3 tienen una mayor capacidad de habituacion a los
nuevos espacios, por lo que tienden a deambular menor en la prueba de campo
abierto, en comparaciéon a grupos control o con dietas deficientes de dichos acidos
grasos (43).

La administracion de NaF en los ratones causé cambios en el
comportamiento, en esta investigacion se hizo uso de tres pruebas de conducta
para determinar la existencia de un dafio conductual causado por la neurotoxicidad,
los resultados obtenidos, no permiten tener una conclusion clara respecto al dafo
causado por el exceso de fluor; asi como el posible efecto protector con la
administracion profilactica y concomitante de DHA/EPA. Existen distintos factores
que pudieron intervenir en los resultados, algunos ya se han expuesto; sin embargo,
falta hacer mencién del tiempo de duracién del protocolo, en esta investigacion se
planted una toxicidad aguda con un tiempo de administracién del agente de 30 dias,
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lo que podria ser poco tiempo para presentar cambios conductuales importantes en
los animales; ya que en el estudio realizado por Li et al. (47) evaluaron de la
conducta en ratones expuestos a 68 mg de ion de fluor durante 90, 120 y 150 dias
y reportaron la existencia de alteraciones conductuales relacionadas con ansiedad
y depresion importantes tras un periodo de 120 dias. En este mismo estudio se
implementaron multiples pruebas de conducta para determinar el efecto del fluor en
conductas similares a la ansiedad (prueba de reconocimiento de objetos novedosos,
prueba de exploracion luz/oscuridad, prueba de emergencia y prueba de laberinto
en cero elevado) y conductas similares a la depresién (prueba de nado forzado y la
prueba de suspension de la cola), con las cuales puede enriquecerse el protocolo
en futuras investigaciones (47).

En el estudio realizado por Chalon (48), se observé que una dieta deficiente
de omega 3 durante 60 dias en ratas, afectd principalmente la corteza frontal del
cerebro la cual esta implicada en la cognicién, la motivacion, la recompensa y la
emocion, asi como un desequilibrio en la funcién dopaminérgica y serotoninérgica,
mismo que se relaciona con efectos conductuales implicados en la motivacién, la
respuesta a la recompensa y la capacidad de aprendizaje. Por su parte Umezawa
et al (49). compararon una dieta rica en omega 3 contra una deficiente de manera
cronica, en donde observaron que los ratones con deficiencia presentaron un mayor
grado de hiperactividad y mayor actividad exploratoria. En general la deficiencia de
omega 3 se ha visto relacionada con cambios en la fluidez de la membrana, la
densidad de las vesiculas en el hipocampo, asi como modificaciones en la expresiéon
y transcripcion de genes.

Por otro lado, Adkins y Brunst (3) realizaron una revision en la que evaluaron
la neurotoxicidad de fluor, en la que encontraron que al igual que la deficiencia de
omega 3, la exposicion a NaF causa hiperactividad en los roedores; ademas de que
existe una disminucion en la memoria espacial, lo que podria explicar el aumento
en la actividad exploratoria en las pruebas de conducta. Otra alteracién que se ha
reportado con la fluorosis ha sido la alteracion en la fision y fusién mitocondrial, que
a su vez se relaciona con disminucién en la autofagia y aumento de la de apoptosis;
ademas la funcién mitocondrial participa en la salud mental, ya que juega un rol en
la neurogénesis y la neuroplasticidad. Otra revision realizada por Ren et al. (50)
revelé que la mayor acumulacién de fluoruros en el cerebro se da en hipocampo, la
corteza cerebral y el cerebelo, esta acumulacion es dependiente del tiempo y la
dosis; estas zonas estan relacionadas con funciones de aprendizaje, memoria,
emociones y comportamiento. La falta de diferencias en los comportamientos en
esta investigacion podria deberse a el periodo de tiempo de la administracion, ya
que la mayoria de los estudios que reportan cambios implementaron una
administracién crénica y no aguda.

Debido a las multiples controversias que existen en la aplicacion de pruebas
de conducta para determinar si existe un dano neurolégico derivado de la
administraciéon de un agente; asi como los distintos factores que pueden interferir
en los resultados; es indispensable completar estos modelos con pruebas mas
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concretas que ayuden a complementar la informacion y tener una mejor
interpretacion de los datos.

Por otro lado, se evaluaron los niveles de serotonina y factor neurotréfico
derivado del cerebro, marcadores relacionados con el funcionamiento neuroldgico,
la serotonina esta implicada en la modulacion del proceso neuropsicoldgico y
regulando gran parte del comportamiento y la emociones (27); mientras que el
BDNF regula el desarrollo y mantenimiento de la funcion normal del cerebro
promoviendo la neurogénesis en el hipocampo, lo que mejora la actividad sinaptica
del SNC, que a su vez interfiere en procesos de memoria y comportamiento (11).
Los resultados obtenidos en los niveles de 5-HT en hipocampo no mostraron
diferencias entre los grupos, aunque puede observarse una tendencia en la que el
grupo al que se le administr6 NaF tiene niveles mas bajos, en comparacion a los
grupos Control, DHA/EPA y NaF + DHA/EPA, siendo estos dos ultimos incluso mas
altos que el Control. Niveles bajos de serotonina en pacientes con diagndstico de
depresion han sido descritos en multiples estudios, por lo que su medicidén es de
utilidad para evaluar el funcionamiento neuroldgico relacionado con este trastorno
(51). En el estudio realizado por Cao et al. en 2021, evaluaron el efecto de la
administracion de 24 mg/kg de NaF durante 8 semanas en ratones, se midieron los
niveles de serotonina en la corteza del cerebro de los ratones y se encontré una
notable disminucion de las concentraciones de serotonina en el grupo con fluorosis
respecto al grupo control; cabe mencionar que en este estudio la dosis aplicada de
NaF, asi como la duracion del protocolo fue mayor que en esta investigacion (52).
A pesar de las tendencias mostradas en los niveles de serotonina en el hipocampo,
no se pueden realizar inferencias debido a la falta de diferencias significativas en
los grupos. En otros estudios se ha visto que la deficiencia de omega 3 reduce el
proceso de neurotransmisién del sistema serotoninérgico afectando la fluidez de la
membrana y las funciones receptoras relacionadas, resultando en una afectacion
en la estructura y funcion del cerebro (14).

Otro marcador que se midié en el hipocampo para evaluar el funcionamiento
neurolégico en el modelo fue el BDNF, en esta prueba los niveles encontrados en
los grupos presentaron diferencias significativas importantes. El grupo Control y el
grupo DHA/EPA tuvieron niveles de BDNF mayores en comparacion a los grupos
NaF y NaF + DHA/EPA, lo que es consistente con el estudio realizado por Niu et al.
en el que midieron el efecto de distintas concentraciones de NaF en el agua bebible
de ratones durante 60 dias y reportaron una menor expresion de la proteina de
BDNF en hipocampo a medida que la dosis de NaF aumentaba (53). Li et al.
evaluaron la expresion de mRNA de BDNF y el receptor de serotonina 1A (5-HT1A)
en ratones con fluorosis y reportaron una disminucién en la expresion de mRNA de
BDNF en el hipocampo y un aumento en la expresion de los receptores 5-HT1A tras
120 dias de exposicion a NaF. Los niveles de BDNF estan relacionados con la
presencia de ansiedad y depresidon en algunos pacientes, por lo que la disminucion
de los niveles en el hipocampo de los ratones en esta investigacion, sugieren que
el dafio causado por la fluorosis a nivel neurolégico podria tener implicaciones en
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los cambios conductuales presentados (47). La administracion de NaF junto con
DHA/EPA aumenté ligeramente los niveles de BDNF, mas no lo suficiente para ser
significativo.

El hipocampo juega un rol importante en el correcto funcionamiento
neuroldgico en patologias como ansiedad y depresidon, ya que interviene en
funciones relacionadas con la plasticidad neuronal y la transmisién sinaptica, por lo
que las alteraciones en este representan un dano neurolégico importante. En esta
investigacion se mostré una alteracion en los niveles de BDNF causado por la
administracién de NaF; sin embargo, el tratamiento planteado con DHA/EPA, no
logré restaurar los niveles a la normalidad.

13. CONCLUSIONES

La fluorosis es un problema de salud publica a nivel mundial para el cual no
se han buscado soluciones preventivas, por lo que es necesario encontrar maneras
de proteger a la poblacion de los dafios neuroldgicos con los que se le relaciona.
En el modelo de fluorosis aguda implementado en esta investigacion ocasiono
algunos cambios conductuales en los que los ratones mostraron hiperactividad que
podrian relacionarse con conductas similares a la ansiedad, existe informacion que
relaciona la neurotoxicidad causada por el flior con dichas alteraciones. Por otro
lado, existio una disminucion en los niveles de BDNF tras la exposicion a NaF, lo
cual confirma un dano en la funcién del hipocampo causada por el fluor reportado
en la bibliografia. El tratamiento con DHA/EPA no logro restaurar los niveles de
BDNF; mientras que en algunos comportamientos tuvo un efecto contrario al NaF;
lo que sugiere un efecto protector.

La exposicion aguda de NaF no parece ser suficiente para mostrar cambios
conductuales en los ratones, por lo que se sugiere que en futuros estudios se
implemente una administracion cronica del agente; asi como complementar con
mas pruebas de conductuales mas sensibles a cambios en comportamientos
similares a ansiedad y depresidén con modelos de toxicidad agudos. La capacidad
de aprendizaje y la memoria son otras funciones que se reportan alteradas en
estudios previos de fluorosis, seria interesante evaluarlas; ya que la administracion
con DHA/EPA tiene efectos benéficos en las mismas funciones.
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