LA MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
PARADETERMINACION SEMICUANTITATIVADE FLUOROSIS
POR INGESTION DE NaF EN HUESOS DE CORDEROS

SEMIQUANTITATIVE EVALUATION OF FLUOROSIS INLAMB BONES BY
FLUORESCENCE MICROSCOPY

Chaso, M.A.%, D. Patén? y R. Pascual*

*Unidad de Nutricién Animal. Departamento de Zootecnia. Facultad de Veterinaria. Avda. de la Universidad

s/n. 10071 Céceres. Espafia.

2Unidad de Producciéon Animal. Departamento de Zootecnia. Facultad de Veterinaria. Avda. de la

Universidad s/n. 10071 Caceres. Espafia.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES

Fldor. NaF. Huesos. Cordero. Eosina Y.

RESUMEN

Se propone el uso generalizado de la técnica
de tincion de la hematoxilina-eosina bajo fluores-
cencia para determinar el dafio relativo por fluo-
rosis dietaria en tejido 6seo. Los resultados
muestran una intensa vacuolizacién del tejido
6seo y una elevada fluorescencia verde-amarilla
en el tratamiento con NaF. La fluorescencia es
mas intensa en los tejidos esponjosos (vértebra)
que en los largos (fémur) y aumenta a lo largo del
periodo de tratamiento de 8 meses. Este efecto
es concordante con la teoria de que el flaor
disminuye la polaridad del tejido 6seo. La metodo-
logia propuesta es un método rapidoy sencillo de
analizar el efecto in situ de la fluorosis. Este
factor podra ser usado en nuevas investigacio-
nes en las que se teste un mayor intervalo de
tratamientos para un mayor nimero de tejidos.

SUMMARY

The stain procedure of haematoxylin-eosin in
fluorescence microscopy is proposed for the

ADDITIONAL KEYWORDS

Fluoride. NaF. Bones. Lamb. Eosine Y.

determination of relative tissue damage by dietary
fluorosis. Results show a high yellow-green
fluorescence in the NaF treatment associated to
a high vacuolization of tissue. This fluorescence
is greater in the vertebra than in femur and
increase along the 8 months of treatment. These
results are concordant with the theory of reduction
of tissue polarity produced by fluoride. The
proposed methodology permit to analyze the in
situ effect of fluorosis in new researches that
use a wider interval of fluoride concentration for
a higher number of tissues.

INTRODUCCION

El fldor es el decimotercer elemen-
to mineral esencial y el segundo ele-
mento traza mas abundante después
del hierro (Underwood, 1983). Los fluo-
ruros (forma ionica del fldor) son los
halégenos méas negativos de la tabla
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periodica, formando con el hidrogeno fluorosis produce dos alteraciones en-
acidos débiles. EI HF es el tercer con- zimaticas principales: una es incre-
taminante aéreo mas importante des-mentar la actividad de la fosfatasa
pués de los 6xidos de nitrdgeno y azu- alcalina y la otra inhibir la glucosa 6P
fre, absorbiéndose por los pulmones, deshidrogenasa con lo que se altera el
estdmago e intestino. metabolismo de los hidratos de carbo-

El fldor actia como componente no. El exceso de fldor causa un reem-
estructural de huesos y dientes plazamiento del carbonato del hueso
(Underwood, 1983) y forma cristales aumentando la concentracion relativa
de fluorapatita que son menos solubles de magnesio. Este efecto es mayor en
en medio acido que los de hidro- los huesos esponjosos, los cuales se
xiapatita. De este modo, se reduce la blanquean, se vacuolizan, se vuelven
aparicion de caries dental y malo- quebradizos, aumentan su periostio y
clusiones. Asimismo, el fliorinhibe las disminuyen su endostio. La fluorosis
enzimas bacterianas productoras decausauna alteracién de los cristales de
los acidos que atacan el esmalte hidroxiapatita que pasan de 528.921 A
(Brudevold, 1966; Cartéatal, 1985).  en corderos control a 524.084 A en

Las intoxicaciones por flior (fluo- animales que ingieren 100 mg/kg de
rosis) pueden producirse por el eleva- flior (Jokl y Skinner, 1973). Se cree
do contenido en flGor de ciertos tipos que el flior produce una sustitucion del
de agua (hasta 5 mg/l) y suelos, los ionhidroxilo, lo que explicariala dismi-
fosfatos de roca usados en alimenta- nucion del tamafio de los cristales de
cién (1-4 p.100) y la contaminacion hidroxiapatita, no alterandose sin em-
industrial. Ciertas plantas como las del bargo la relacion Ca/P (Neumam vy
génerdDichapetalunson téxicas para Neumam, 1958; Weidmanet al.,
el ganado por sus altos contenidos en1959; Zipkinet al., 1960). Diferentes
fldor. Los peces marinos presentan un estudios muestran que la forma no
contenido elevado de flor con valores iénica del flaor (HF) es la que se
entre 6 a 27 mg/kg. La amplia variabi- moviliza en el transporte de membra-
lidad poblacional en la susceptibilidad nas desplazandose siempre hacia las
a la fluorosis se debe a diferentes zonas de mayor basicidad (Whitford,
respuestas metabolicas, con base ge-1989).
nética, del equilibrio 4cido-base y del Por su dificultad de absorcion, los
pH de la orina (Whitford, 1989). Los vegetales presentan bajos contenidos
animales mas sensibles a la fluorosis en fldor. No obstante, puede incre-
son los ovinos y caprinos, mientras que mentarse por contaminacién industrial
son escasas las intoxicaciones en aveshasta niveles de 240 mg/kg (Boeste

El exceso de fluor se elimina por la al., 1995). Los pastizales presentan
orina y se acumula en huesos hasta5,3 mg/kg (Allcroftet al, 1965), 3,6
porcentajes de saturacion entre 15.000mg/kg los henos de alfalfa (Suttie, 1969)
a 20.000 mg/kg. Pasado el punto dey entre 1-3 mg/kg los subproductos de
saturacion, el flior pasa a los tejidos cereales (McClure, 1949). Los piensos
blandos alterando el metabolismo y comerciales pueden llegara 200 mg/kg
causando la muerte por anorexia. La (Suttie, 1969), si bien los fosfatos de
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roca desfluorinados presentes en ellosconcentracién. Asi para una excita-
no causan fluorosis (Suttie, 1978). Los cion azul-violeta (436 nm) y a baja
huesos son los tejidos que acumulan concentraciéon su fluorescencia es verde
mas flior (hasta el 99 p.100 del exis- (Espadaet al, 1993). A mas alta
tente en el cuerpo) en corderos (Chaso,concentracion su fluorescencia es ver-
1990). de-brillante, amarilla o inclusoroja. La
Laabsorciéon de fluor varia segun la observacion de la eosina Y presenta
fuente de la que procede. Es total en elcomo ventajas el permitir una rapida
NaF y mas lenta en compuestos menoscaracterizaciéon de la estructura del
solubles como la harina de carne, CaF tejido, determinar areas acidofilas y

criolita (Na,AIF ) y sepiolita (Chaso,
1991).
La microscopia de fluorescencia se

observar las preparaciones durante
mucho tiempo debido al bajo nivel de
fadeo que presenta. La tincién de

ha venido empleando en tejido éseo hematoxilina-eosina garantiza la elimi-

con el objetivo de determinar su desa-

rrollo (Pilipili etal., 1995). LaeosinaY
(C.1. 45380; indice de color del colo-

nacion de la autofluorescencia del te-

jido (Burns y Whitehead, 1966). Aun-

que el flior puede absorber fotones

rante; ver Rowe, 1963) es un colorante fluorescentes (Boeset al, 1995), a
anibnico perteneciente al grupo de los concentraciones altas de eosina este

hidroxi-xantenos caracterizado por su
fuerte fluorescencia (Gurr, 1971; Lillie,

1977; Armas-Portelay Stockert, 1979;
Espadeet al, 1993). La eosina Y es

usada principalmente como contra-
tincion en la técnica de hematoxilina-
eosina y mucho menos como fluoro-
cromo (Horobin, 1982). No obstante,
como fluorocromo ha sido utilizada en
la microfluorometria de las histonas
(Fu y Bloch, 1975), como marcador

efecto es imperceptible. En el presen-
te trabajo abordamos, mediante técni-
cas histoquimicas de fluorescencia, el
dafo relativo que se produce en hue-
sos de cordero por fluorosis debida ala
adicion de NaF a la dieta. Nuestro

principal objetivo es proponer una me-

todologia de tincién rapida que permita
evaluar el grado relativo de fluorosis.

La técnica es especialmente util en
huesos, ya que son los tejidos en los

covalente en estudios de fluorescenciaque mas se acumula el fltor. Adicio-

(Eshaghpouet al, 1979; Waggoner,
1986), para visualizar mitocondrias
(Rashid y Horobin, 1991) o para loca-
lizar tubulinas en células en division
(Espadaet al, 1993). La eosina Y

nalmente, resulta importante poder
determinar si la técnica semicuan-
titativa propuesta permite diferenciar
entre niveles relativos de fluorosis no
solo entre huesos, sino también a lo

muestra afinidad por sustratos basicos largo del tiempo de tratamiento.

con los que se une electrostaticamente

(Bradbeeret al., 1994) y secundaria-
mente tiene una afinidad hidrofébica
(Horobin, 1982), incrementando su fluo-

MATERIALY METODOS

rescencia en solventes organicos ANIMALESDEEXPERIMENTACION Y ALIMEN-

(Seligery McElroy, 1965). La fluores-

cencia de la eosina fluctia segln su

TACION
Se utilizaron 36 corderos machos
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destetados de raza Merina, Separadps]_abla I. Composicion y valor nutritivo del

ﬁfoagor;?(gn:g;i iiréi?/%su;?;?;nt[\gmoge- pienso comercial utilizado en la alimenta-
yalojad p L . cién de los corderogComposition and nutritive
Como racioén diaria recibieron un . . .

. . . value of commercial fodder used in feeding of
concentrado comercial, asi como paja

- . lambs).
de cereal, amboad libitum. Los in-
gredientes y composicion quimica del Ingredientes p.100 Composicién p.100
concentrado se indicada entédla |.

. . , maiz 5,0 materia seca 88,00
Los anJmaIes permane_c:!eron 10 dias cebada caballar 75,2 proteina 13,30
en perlodo de adaptamon a la NUeva gavado de trigo 6,3 grasa bruta 4,10
dieta y medio. girasol 37 6,0 fibra bruta 7,10
soja 5,1 azlcares totales 2,22
LOTESEXPERIMENTALES NaCl 0,5 cenizas 5,35
- Lote 1 (control): formado por 18 cCa* 1,4 cav 0,70
animales con un peso medio de 15,39 + CaP.0, 03 P 0,56
0,32 kg y alimentados con el concen- Corrector* 02 UF 0,93
trado base cuyo contenido de flGor fue F (mg/kg) 87,40
de 37,4 +1,1 mg/kg *dohyfral ovino

- Lote 2 (NaF): formado por 18
corderos con un peso medio inicial de
15,53 + 0,3 kg y alimentados con la se una recta de calibraciéon con patro-
misma dieta que el grupo control a nes de 100, 10, 1 y 0,1 mg/kg de F
excepcion del contenido en flor, que mediante un electrodo de referencia
fue de 215,0 £ 3,1 mg/kg debido a la de doble puente salino (Orion 96-09) y
adiciébn de un 0,044 p.100 de NaF en el uno selectivo de fltor (Orion 94-09)

concentrado. conectados a un potenciémetro digital
(Crison 2002) con compensador auto-
DETERMINACION DEL FLUOR DE HUESOS matico de temperatura. Para el calculo

Alos 2, 4y 8 meses de tratamiento de la concentracion de flior se aplicé
se sacrificaron 6 animales de cada laformulasiguiente:
lote. Se obtuvieron muestras de hueso
esponjoso (22 vertebra cervical) y de  Cm = Cp*e/(1+e)*1@&-1
hueso compacto (seccidn de la diafisis
femoral). Las muestras fueron calci- cms= concentracion de la disolucion (mg/kg de
nadas a 500°C durante 8 horas. A 200 fiuor).
mg de cenizas se afiadieron 10 ml de Cp=concentracion del patrén afiadido (mg/kg).
CIH 1 N en agitacion durante 30 min AE= incremento de potencial.
neutralizando a continuacién con NaOH s= pendiente de la recta de calibracion.
0,5Nyenrasando a 100 ml. Posterior- e= volumen patrén afadido/volumen de mues-
mente se tomaron 25 ml a los que setra.
agregaron 2,5 ml de TISAB lllI.

Para la determinacion del flior se ANALISISESTADISTICO
utiliz6 la técnica de adicion de patrén Los contenidos de fldor tanto en
(Singery Amstrong, 1968) realizando- vértebra como en fémur fueron so-
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metidos a analisis de la varianza de unaheim/Albuch, Germany). Las prepara-

via (ANOVA). ciones fueron montadas en Merckglas
(Merck) y observadas bajo campo cla-
PREPARACIONES HISTOLOGICAS roy epifluorescencia en un fotomicros-

Seis muestras de vértebras y fémur copio Zeiss Axioskop MC-80 (Zeiss,
de cada grupo (control y NaF) y edad Oberkochen, Germany) equipado con
(2, 4 y 8 meses) fueron obtenidas y unfiltro de excitacion de luz ultravioleta
fijadas en un proceso SHANDON- (365 nm). La fluorescencia se evalué
Duplex durante 24 horas. Cada pieza semicuantitativamente segun la si-
de tejido fue lavada en agua corriente, guiente escala:
deshidratada en etanol de 70, 96 y + Predomina el campo oscuro con
absoluto, limpiada en xilenoy embebi- pequefias zonas fluorescentes.
da en parafina (Panreac, Barcelona, ++ Predominan las zonas fluores-
Spain). Fueron obtenidas secciones decentes en verde con grandes areas
5 mm usando un microtomo MEDIM, oscuras.

DDM System. Las preparaciones fue- +++ Todo el hueso emite fluores-
ron tefiidas en hematoxilina de Mayer cencia verde-amarilla o incluso roja.
durante 5 minutos, lavadas en agua

corriente y contratefiidas en una solu-

cién acuosa al 0,5 p.100 de eosina Y RESULTADOS

(Aldrich, lot 6045379, Aldrich, Stein-
Los niveles de flior en hueso es-

ponjoso (vértebra) y hueso compacto
Tabla Il. Valores medios * desviacion es- (fémur) mostraron un marcado incre-
tandar de flior (ppm) en vértebray fémurde MenNto, tanto a lo largo del tiempo de
corderos en funcién de su concentracion en ratamiento como por efecto del con-
la dietay de los meses de tratamiento (n=6). {e€nido en fltor de la dietgabla II) .

(Average * standard deviation of fluoride (ppm) Las diferencias entre el grupo control
in vertebra and femur of lambs as function of diet y el_ grupo que ingiere NaF fueron
level and month of treatment (n=6)). significativas, siendo en este lote mu-
cho mas elevados los depésitos de
Meses Control NaF b flior en ambos tipos de hueéabla
DHE
Vértebra Bajo excitacion con luz ultravioleta

2 167,47 + 7,71 1783,92 +128,88  *=* (365 nm) las secciones de fémures y
24536 + 9,92 3568,03 £142,31  ** vértebras de animales tratados con
8 251,34 18,53 4138,84 +179,45  *~ NaF mostraron una intensa fluores-
cenciaverde-amarilla debida a la eosi-
Fémur na Y (figura 1A y 1C). Esta fluores-
2 14234 x 747 143891 213864 ™ cencia no es autofluorescencia, ya que
e  eot .  latincion de hematoxilina-eosinatiene
’ ’ ’ ’ la propiedad de eliminarla. La fluores-
cencia aumenté con respecto a la edad
de los animales tanto en el grupo con-

N

I

***p-valor (p) del ANOVA < 0,001
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Tabla Ill. Evaluacién semicuantitativa de DISCUSION

la fluorescencia de la eosina Y bajo excita-
cién azul-violeta en huesos de corderos en
funcion de la concentracion de En la
dieta y de los meses de tratamiento (n=6).
(Semiquantitative evaluation of eosin Y
fluorescence under violet-blue light excitation in

the two bones observed for control and NaF
groups. Are shown the changes in three different
times of treatment: 2, 4 and 8 months (n=6)).

La elevada concentracion de fluor
plasmatico(tabla 1V), como conse-
cuenciade la alta biodisponibilidad del
ion (Chascet al.,, 1991) en los anima-
les que ingerian NaF, provoc6é una
importante deposicion en tejidos calci-
ficados mostrando, ademas, cierta pre-
ferencia por el hueso esponjoso frente
al compacto, de acuerdo con diferen-
tes autores (Whitforet al,, 1979, 1980;
Armstrongy Singer, 1980). La técnica
. + semicuantitativa propuesta es no obs-
. t tante, lo suficientemente precisa como
para poder determinar diferencias por
el tipo de hueso.

Como posibilidad para posteriores
trabajos enlamismalinea, podria cons-
truirse una ecuacion de regresion que
permitiera determinar el grado de flGor
endiferentes tejidos en base al nivel de
trolcomo en el grupo de NaF, sibienla fluorescencia del tejido, esta vez eva-
fluorescencia en el grupo control fue |uada cuantitativamente por espec-
menor para todos los casos. trofluorimetria. Los resultados semi-

La metacromasia tanto en amarillo cuantitativos parecen indicar una lige-
como incluso enrojo, fue observadaen
las muestras de 8 meses. Las prepara-
ciones de fémur de los corderos sacri-
ficados a los 8 meses de tratamiento Tapla IV. Valores medios + desviacion es-

con NaF(figura 1A) mostraron una tandar de fiGior en plasma (ng/ml) en fun-

matriz muy vacuolizada en la que des- cjsn de su concentracion en la dieta y de los
tacan por su intensa fluorescencia las meses de tratamiento (n=@jverage + stan-

cavidades donde se alojan los _O’SteOCitOSdard deviation of plasma fluoride levels (mg/ml)
y los canales de comunicacién entre as function of diet level and month of treatment

Meses Control NaF

Vértebra

+++

Fémur

© AN O AN
+

ellos. (n=6)).

El grupo control no mostro fluores-
cencia en ningun cagtabla lll) . Las Meses Control NaF D
vértebras fueron las estructuras que
mostraron mas fluorescenciaeneltra- 2 0,39+0,03  0,80+£0,04  *=
tamiento con Nakfigura 1C y tabla 4 041£001  093+0,04  **
[I) yescasafluorescenciaenelgrupo 8 0,42+0,03  1,02£004 ™
control de 4 y 8 mesgdigura 1B y
tabla “|) ) ***p-valor (p) del ANOVA < 0,001
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ra subida de la fluorescencia a lo largo
de los meses de tratamiento que quiza
pueda deberse a un simple efecto
acumulativo del dafio por fluorosis.
Incluso en el grupo control se aprecia
unaligerafluorescencia que podria ser
provocada por un nivel basal de fluor
dificil de eliminar. No obstante, sélo
evaluaciones mas precisas por fluo-
rimetria permitirian contrastar estadis-
ticamente este efecto por la edad de
tratamiento.

Aparte de las consideraciones so-
bre el dafio al tejido, resulta interesante
discutir lametodologia histolégica em-
pleada. Es evidente, que la técnica de
la hematoxilina-eosina no cuantifica el
contenido en fluor del hueso, pero si
sirve para evaluar por fluorescencia el
deterioro causado por éste. Sabemos
que el fldor tiene la propiedad de sus-
tituir radicales OH de la hidroxiapatita
por lo que es evidente que reduce la
polaridad del tejido. Como la eosina 'Y
muestra dos tipos de uniones, unaelec-
trostatica a sustratos basicos y otra
hidrofébica, podemos concluir que el
incremento en la apolaridad del tejido
(por disminucion de radicales OH) tie-
ne como efecto un incremento de los
niveles de eosina Y que son fijados en
hueso.

Por ello, consideramos que la técni-
ca empleada es un método indirecto y
semicuantitativo de determinar los cam-
bios enlapolaridad del tejido, que junto

Figura 1. Fluorescencia por laeosinaY en a consideraciones de otro tipo, como
preparaciones de 8 meses de fémur de unnivel de vacuolizaciones, puede ser
animal tratado con NaF (A), una vértebra usada en la cuantificacion rapida y
del grupo control (B) y una vértebra de un barata de los dafios por fluorosis. No

animal tratado con NaF (C)(Eosin Y
fluorescence in histological samples of animals
of 8 months for fémur with NaF (A), vertebra of
control group (B) and vertebra of NaF treatment).

obstante, no descartamos que la mayor
apolaridad del tejido no pueda ser tam-
bién provocada por otras sustancias,
por lo que la técnica propuesta al ser

Archivos de zootecnia vol. 47, nim. 180, p. 635.
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indirecta no puede sustituir, aunque si del dafio por fluorosis como por ejem-
complementar, a determinaciones es- plo el nivel de vacuolizaciones y no
pecificas del nivel de fltor realizadas sélo referirse al nivel que alcanza el
por otros medios. fldor en el tejido.

3.- La vacuolizacion y fluorescen-
cia es mayor en el tejido 6seo esponjo-
so, lo cual concuerda con la mayor
acumulacion de fldor en este.

1.- Lametodologia descrita, rapida  4.- Las propiedades histologicas de
y sencilla, de tincion con hematoxilina- |a eosina Y, especialmente su afinidad
eosina puede ser usada para evaluar ehidrofébica, son concordantes con los
dafo relativo por fluorosis en tejido resultados obtenidos y estos con la
0seo. teoria de que el flior disminuye la

2.- Esto permite la introduccion de polaridad del tejido por reduccién del

CONCLUSIONES

elementos histologicos de evaluacion nimero de radicales -OH.
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