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PROLOGO

Durante 20 afios he trabajado sobre los efectos bioldgicos del fluor, tiempo en que he tropezado
numerosas veces con grandes dificultades técnicas a la hora de medir la concentracion de fluor en
una muestra. Estas dificultades fueron sorteadas no sin esfuerzo y con la ayuda de mucha gente
del Laboratorio de Biologia Osea. Hemos desarrollado varias técnicas para medir diferentes tipos
de compuestos con flior, las que posibilitaron importantes avances en el estudio de la biologia del
flaor y sus derivados.

El trabajo constante en el tema me ha dado grandes satisfacciones y ha motivado la escritura de
este libro que contiene qué se debe hacer en cada situacion, detalles que habitualmente no se
encuentran en la bibliografia consultada.

Un objetivo menos visible es mi preocupacion por la acumulacion de flaor bajo diferentes formas
quimicas en el medio ambiente como consecuencia del uso indiscriminado de compuestos
conteniendo este haldgeno de propiedades fascinantes. Espero que este libro contribuya a que
sean muchos los laboratorios que determinen fltior en el medio ambiente y sean muchas las voces
que alerten sobre los efectos indeseables que comenzaran a ocurrir de alcanzarse valores criticos
de fluoruro en el agua, suelo y aire de nuestro planeta.

Agradezco la colaboracion de los coautores de este libro y a quien me inici6 en el tema, el Dr.
Rodolfo C. Puche, director del Laboratorio de Biologia Osea.

Dr. Alfredo Rigalli
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INTRODUCCION

El fltior es un elemento de amplia aplicacion en salud humana y la industria. En salud se lo emplea
para el tratamiento de la osteoporosis en dosis que se encuentran entre 5-100 mg de fluoruro de
sodio (NaF)/dia, debido a su poder osteoformador [']. Estudios clinicos mas recientes han
demostrado que con los esquemas terapeuticos actuales la medicacion con flaor es inefectiva [?].
Otra droga con fluor utilizada ha sido el monofluorofosfato, ya sea combinada con calcio [*], con
sodio [*] o glutamina [°].

El fluoruro es un potente estimulador de proteinas involucradas en la transduccion de sefales,
como las proteinas G y MAPK [°], e inhibidor de enzimas que controlan el ciclo celular [’]. Actaa
sobre otras vias de transduccion de sefiales aumentado los niveles de diacilglicerol e inositol
trifosfato [*]. Presenta efecto también sobre los niveles de AMPc [°].

Se utilizan compuestos con flaor en el tratamiento y la prevencion de caries: en dentifrico con
concentraciones de 1000-1500 ppm, liquido de lavado y comprimidos con 1-2 mg de fluoruro
['°]. De utilizacion mas reciente son los barnices dentales que emplean concentraciones de hasta
25000 ppm ["]. El efecto del fltor contenido en el agua de bebida como prevencion de caries es
materia de discusion ['?]. Los investigadores que sostienen el uso del fliior como preventivo en la
aparicion de caries, no desechan la posibilidad de fluorosis debido a la sobreexposicion al flaor

producida por el aporte de otras fuentes, como alimentos y contaminacion ambiental ["].



Actualmente la exposicion al flior proveniente de fuentes naturales estd aumentada. Se ha
estimado que, a partir del uso de dentifrico, los nifios pueden ingerir mas fluor que el
recomendado ['*]. La utilizacion de aguas fluoradas produce ingestas mayores a las previstas ya
que todos los alimentos preparados con dicha agua tienden a concentrar fltor ['2,'7].

La leche maternizada reconstituida con agua fluorada, aporta 100-200 veces mas fluoruro que la
leche materna o de vaca [111]. El procesamiento de cereales para consumo también concentra
fluoruro [']. Una taza de té puede tener mas fluoruro que lo recomendado para la ingesta diaria
[111].

Anestésicos como el metoxifluorano, sevofluorano, enfluorano e isofluorano, por metabolizacion
producen compuestos con flaor y fluoruro que pueden conducir a disfuncion renal, inhibicion
enzimatica y falla multiorganica ['%,"].

La utilizacion de compuestos con fllior como pesticidas, estd incrementandose. El fluoraluminato
de sodio o criolita es utilizado como pesticida de frutas, aceptandose hasta 7 ppm. El sulfuril
fluoruro (SO,F,) es también utilizado como pesticida en reemplazo del metilbromuro. Existe
ademas una larga lista de pesticidas que tienen en sus moléculas, ademas de fltior, bromo y cloro
y su accidn no es debida a la liberacion de fluoruro. Entre los pesticidas con flior organico se
encuentran trifluralin, fluometuron and benefin. El fluoruro de sodio se utiliza como veneno de
ratasy hormigas.

Si bien no son las mas comunes, se han reportado gran cantidad de intoxicaciones por ingestion
de o exposicion a compuestos con flior [*°,%']. El contacto con acido fluorhidrico es comun, ya

[#,%,%,%], por inhalacion [**] o por exposicion de la piel a la cual le produce

sea por ingestion
grandes quemaduras [*’]. También puede ocurrir intoxicacion por defecto en la deionizacion del
agua utilizada para hemodialisis [**]. Existen productos de uso doméstico, como los utilizados

para pulido de pisos, que contienen fluorosilicato [*]. En la bibliografia existe documentacion

acerca de casos de confusion de productos alimenticios con productos para el grabado de vidrios



[*°]. Algunos productos para la conservacion de maderas contienen fluoruro de potasio [*'].

Las tabletas utilizadas para tratamiento de la osteoporosis y la prevencion de caries dentales
tienen bajos niveles de flior, sin embargo se han informado casos de intoxicacion [*].

Los efectos toxicos son dosis dependiente y estan relacionados fundamentalmente a los niveles
que el fluoruro alcanza en el plasma y los tejidos.

Los compuestos con fliior se utilizan en la elaboracion de productos industriales con fines
diversos. El perfluoroctanansulfonil fluoruro es un producto utilizado en preparacion de
superficies de papeles de embalaje, alfombras y articulos textiles. Dependiendo del grado de
polimerizacion, se degrada a perfluoroctanansulfonato que es un producto estable que tiende a
bioacumularse con consecuencias aun desconocidas. Muchos productos contienen compuestos
fluorados. El Teflon (politetrafluoroetileno) utilizado para el recubrimiento de implementos de
cocina adiciona fluoruro a las comidas [**]. Los cloro fluoro carbonos (CFCs) son utilizados
como liquidos en refrigeracion y se atribuye a ellos el efecto invernadero, haciéndolos
responsables de la destruccion de la capa de ozono. El fluoruro de calcio y magnesio son
utilizados en la industria del vidrio. El espatofluor (CaF,) fue utilizado por siglos como fundente
de rocas a partir de la cual se obtienen metales. Un ejemplo clasico es la obtencion de aluminio.
Se han utilizado 168000 toneladas de espatoflior en el primer trimestre de 2005. Estas industrias
generan gran cantidad de productos con fluoruro en forma soluble que contaminan suelos y aguas
superficiales. Es importante tener en cuenta que el fluoruro de sodio es una sal altamente soluble,
pudiendo alcanzar el valor de 1 mol/L. Muchas industrias generan aerosoles que contienen
fluoruro, entre estas se encuentran fundiciones de aluminio y zinc, plantas de enriquecimiento de
uranio, fabricas de ladrillos y ceramica.

Las rocas con alto contenido de fosfato se utilizan como fertilizantes, estas pueden contener hasta
un 5% de fluoruro. Cuando se utilizan con el fin mencionado, se adiciona entre 8-20 Kg/hectarea,

aportando entre 400-1000 g de fluoruro por hectarea que se incorporard a los vegetales de



consumo humano (aumentando el aporte de fluoruro) o al ganado que consuman el pastoreo.
Por lo expuesto, es previsible observar un incremento de la exposicion al flaor por parte de la
poblacién como asi también la aparicion de fluorosis y sus complicaciones. El control de la
exposicion al fluor se lleva a cabo mediante mediciones del mismo fundamentalmente en plasma.
La medida de fltior en uias, conveniente por la facilidad en la obtencion de la muestra, es
prometedora.

La medicion de flaor es una préctica frecuente en terapéutica y casos de intoxicacion. Durante
afos se han desarrollado técnicas que pueden ser enmarcadas en dos tipos de metodologia:

1- Colorimétrica: Esta metodologia se fundamenta en la reaccion del fluoruro con compuestos
cuyo producto presenta una absorcion a una longitud de onda especifica (Ver capitulo 2).

2- Potenciométrica: Esta metodologia se fundamenta en la utilizacion de un electrodo de ion
especifico sensible al fluoruro. La diferencia de potencial desarrollada por este electrodo,
combinado con uno de referencia es proporcional a la concentracion de fluoruro en la muestra
(Ver capitulo 3).

Menos frecuente es la metodologia en la que se aplica la cromatografia gaseosa (Ver capitulo 2),
debido al elevado costo del equipamiento, el mayor tiempo insumido en una determinacion y la
necesidad de contar con personal capacitado para la aplicacion de estas técnicas.

Es importante tener presente que el fluor se encuentra en la naturaleza reducido, con nimero de
oxidacion -1 y no participa en procesos de oxido-reduccion. Sin embargo, se lo puede encontrar
formando desde enlaces con un alto porcentaje de caracter i6nico hasta enlaces con un elevado
caracter covalente.

Para interpretar las diferentes técnicas y tomar la decision sobre la metodologia a aplicar es
necesario conocer las formas mas comunes en las que el fliior puede formar parte de distintos
compuestos. Las metodologias existentes se fundamentan en la reaccion del fluoruro con algin

compuesto o la deteccion de fluoruro mediante un electrodo de i16n especifico. Por lo tanto,



cualquier especie de fllior que no se encuentre al estado de fluoruro, no sera detectada y
necesitard un procesamiento previo para su deteccion.

El fltor puede existir como:

1- Fluor i6nico: se lo conoce como fluoruro (F’). Forma parte de sales como el NaF y el CaF..
Aunque en las dos sales mencionadas el fluoruro es el anion presente, también se debe tener en
cuenta que la disociacion puede ser muy diferente.

2- Fluor acido labil: corresponde a fluor ligado a compuestos ya sea por enlace i6nico o covalente
pero que se desprende de la muestra como acido fluorhidrico, por tratamiento con acido fuerte.
Por ejemplo el MFP no contiene fluoruro pero si tiene flior unido covalentemente que se
hidroliza por 4cido y se libera como acido fluorhidrico.

3- Fluor 4cido resistente: es flior unido a compuestos por enlace covalente. En general se refiere
a compuestos donde el fllior estd unido a carbonos, como por ejemplo el flurbiprofeno. En
algunos casos este fluor puede ser liberado en el organismo por degradacion de la molécula

carbonada que lo contiene. Estos compuestos liberan el flior por calcinacion, generando NaF.



METODOS COLORIMETRICOS

Las sales de circonio con alizarin sulfonato de sodio [**], en solucién 4cida, forman una laca de
color rosa. La determinacion de fluoruro se fundamenta en la accidon decolorante que éste ejerce
sobre la laca. La coloracion rosada original se va tornando amarilla a medida que aumenta la
concentracion de fluoruro, por formacién del complejo hexafluorcirconato (IV), Zr Fe.

Como desventajas del método, podemos mencionar sustancias que interfieren. Estas pueden ser
eliminadas por destilacion [*°]. La presencia de sustancias que alcalinizan el medio, como metales
trivalentes (Fe** y AP’") disminuyen el valor de concentracion hallado. Por el contrario la presencia
de hexametafosfato de sodio ([NaPOs]s), fosfato (PO4*) , cloruro (CI) y sulfato (SOs*) producen

€ITores por €xceso.

Método SPADNS

Solucion SPADNS: 958 mg 2-(parasulfofenilazo)-1,8-dihidroxi-3,6-naftalen disulfonato de sodio,
también conocido como acido 4,5-dihidroxi-3-(parasulfofenilazo)-2,7-naftalendisulfonico.
Reactivo de circonio: 133 mg de cloruro de circonilo octahidratado (ZrOCl,.8H,0), 350 mL HCl
concentrado y agua csp 500 mL.

Los reactivos acidos de circonio y SPADNS mencionados se mezclan en partes iguales, siendo la
mezcla estable por un afo.

Solucion para ajuste a cero: 10 mL de solucion SPADNS mas 103 mL de agua y 7 mL de HCl
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concentrado.

Cincuenta mL de muestra o soluciones estandar de fluoruro de sodio se mezclan con 10 mL de la
solucion obtenida por mezcla del reactivo acido de circonio y SPADNS.

Se lee absorbancia a 570 nm y se calcula la concentracion de las muestras por interpolacion con la
curva de absorbancia en funcion de la concentracion de las soluciones estandar.

La técnica tiene un coeficiente de variacion comprendido entre 8 y 17%.

Método visual con alizarina

El método se basa en la comparacion visual de soluciones estandar con las obtenidas utilizando
muestras incognitas. El mismo puede ser adaptado facilmente a medidas espectro o
fotocolorimétricas. En esta seccion se describen segun el trabajo original.

Solucion estandar de fluoruro: NaF 10 pg/mL. Preparar las soluciones estandar a partir de esta
solucion de manera que exista al menos una solucién de mayor y otra de menor concentracion
que la muestra a medir.

Solucion A: 300 mg cloruro de circonilo octahidratado en 50 mL de solucion con agua destilada.
Solucion B: 70 mg de 3-alizarin sulfonato de sodio' en 50 mL de solucion con agua destilada.
Solucion C: Agregar lentamente la solucion B sobre la solucion A con agitacion constante. La
solucion se clarifica rapidamente al dejar en reposo unos minutos.

Solucion D: Mezclar 100 mL de HCI concentrado y 400 mL de agua destilada.

Solucion E: Mezclar 33 mL de 4cido sulftrico concentrado en 400 mL de agua destilada.
Solucién F: Luego de dejar enfriar la solucion E, mezclarla con la solucion D.

Reactivo 4cido de alizarin circonilo: Mezclar 100 mL de solucién C con los 800 mL de solucion
F. Aforar con agua destilada a 1000 mL. El reactivo debe cambiar de rojo a amarillo en el lapso

de 1 hora. Es estable 6 meses al abrigo de la luz solar directa.

! También conocido como rojo de alizarina S.
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Solucion de metarsenito de sodio: 5 g de NaAsO, en 1 L de solucion con agua destilada. Esta
solucion se utiliza para eliminar interferencias producidas por el anion cloruro.

Procedimiento: a 100 mL de las soluciones estandar o igual volumen de muestra, agregar 5 mL
de reactivo acido de alizarin circonilo. Comparar visualmente la intensidad del color de las
soluciones estandar y las muestras para estimar la concentracion. Si las muestras tienen cloruro,
agregar una gota de metarsenito de sodio.

La aplicacion de la técnica en 20 laboratorios diferentes sobre una muestra sintética conteniendo
solo fluoruro dio un coeficiente de variacion de aproximadamente 5%. El coeficiente de variacion

aumento si las muestras eran alcalinas o contenian sulfato y hexametafosfato.

Método de complexona

El método se fundamenta en la destilacion del flior de la muestra y la posterior reaccion del
destilado con el reactivo azul de lantano, que forma un croméforo azul que se lee
espectrofotométricamente a 620 nm.

Las interferencias son las mismas que para los otros métodos y se eliminan por destilacion. El
método ha sido disefiado para ser aplicada a aguas potables, de desecho y superficiales, pero bien
puede ser adaptado a medidas de otro tipo de muestras.

Solucion stock de NaF: 2.21 g de NaF anhidro en 1 L de solucion con agua destilada (1 mg
F/mL).

Preparacion de soluciones estandar de 0.1-2 mg/L a partir de esta solucion stock.

Azul de flior-alizarina stock: disolver 960 mg de alizarina en 100 mL de agua destilada, agregar
2 mL de amoniaco concentrado y mezclar hasta disolucion. Agregar 2 mL de 4cido acético
glacial, diluir a 250 mL y guardar en frasco color &mbar en heladera.

Buffer acetato/acético: disolver 60 g de acetato de sodio anhidro y 100 mL de acido acético

12



glacial en 1 L de solucion con agua destilada.

Solucién stock de nitrato de lantano: disolver 1.08 g de La(NOs); en 250 mL de solucion con
agua destilada. La solucién debe almacenarse a 4 °C.

Reactivo de color: mezclar en el siguiente orden: 300 mL de buffer acetato/acético, 150 mL de
acetona, 50 mL de butanol terciario, 36 mL de azul de flaor alizarina, 40 mL de nitrato de
lantano, 2 mL de polioxietileno y 23 mL de lauril éter. Diluir la mezclaa 1 L con agua destilada.
El reactivo es estable 2-4 dias.

Mezclar este reactivo con muestras y soluciones estandar en volimenes iguales.

Leer absorbancia de muestras y soluciones estandar a 620 nm.

DETERMINACION DE ANION FLUORURO POR CROMATOGRAFIA
GASEOSA

La aplicacion de la cromatografia gaseosa al andlisis de aniones inorgénicos se basa en la
transformacion de los aniones no voldtiles en derivados voldtiles. A pesar de las numerosas
técnicas existentes y el descubrimiento de nuevos derivados volatiles, el analisis de aniones por
cromatografia gaseosa, no es utilizado con frecuencia.

Una ventaja importante de este tipo de analisis de aniones es la excelente sensibilidad y
especificidad de los detectores disponibles ante muchos elementos que interfieren con los aniones
comunes. Para el caso de los halogenos se utilizan exitosamente el detector de captura electronica

y el detector microcolumbimétrico, cuya selectividad ofrece técnicas potencialmente superiores.

Derivados de los haluros
A pesar que muchos compuestos que contenian halégenos habian sido analizados rutinariamente
por cromatografia gaseosa durante muchos afios, recién en 1968 Fresen, Cox y Witter fueron los

primeros en formar halo-derivados con el proposito de analizar un haluro. Ellos determinaron
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fluoruro en varios materiales biologicos extrayendo el fluoruro y haciéndolo reaccionar con
trimetilclorosilano en benceno para formar trimetilfluorosilano (reaccion 1). Este método fue
aplicado satisfactoriamente para el andlisis cuantitativo de fluoruro en el esmalte dental.

El método mas general informado para el andlisis por cromatografia gaseosa de haluros involucra
su reaccion con iones tetraalquilamonio y la subsiguiente eliminacion térmica de los alquil-haluros
(reaccion 2). El fluoruro actia de manera diferente a los otros haluros, formando metilfluoruro
desde su sal de tetraetilamonio, pero descomponiéndose a fluoruro de hidrogeno cuando esta

involucrada una cadena alquilica mayor.

Reacciones de formacion de derivados

A continuacion se representan las reacciones de derivatizacion de compuestos con flior. En

negrita se representa el compuesto que sufre los procesos de separacion en las columnas.

1) (CH3):SiCl + H,0 > (CH:):SiOH + H* + CI
F +(CH3)3SIOH + H > (CH3)3SiF + CI +H20

2) F + (CH3)4NJr -> (CH3)4NF
(CH:):NF > CH;F + (CH;):N

El uso de la cromatografia gaseosa solo es recomendable si se dispone de un cromatdgrafo
gaseoso en uso continuo, de manera que el gasto insumido en columnas, jeringas de inyeccion,
gases y trampas para gases no deseados no influya en el costo de la determinacion. Sino se
dispone de cromatografo gaseoso, obviamente no se justifica bajo ningtin punto de vista la
inversion en este instrumental solo para medir flior. La técnica potenciométrica ofrece todas las

posibilidades de medicidon, a menor costo, esfuerzo y con mayor precision.
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METODOS POTENCIOMETRICOS

ELECTRODO DE ION ESPECIFICO

La concentracion de fluoruro puede ser determinada mediante potenciometria directa utilizando
un electrodo de ion especifico. Este electrodo consiste en un cristal de fluoruro de lantano (LaF;)
con 0.3% de europio. Este cristal actia como una membrana conductora idnica en la cual sélo el
fluoruro puede actuar como ion movil [*°,*"]. El cristal separa una solucién de NaF de referencia
(habitualmente 0.001 mol/L) que se encuentra en el interior del electrodo, de la solucién en la que
se desea medir la concentracion, Ilustracion 1. En la solucion de referencia se sumerge un alambre

de plata cubierto de AgCl, que hace contacto con el cable coaxil que conectara al voltimetro.

cable de
+— conexidh a
voltimetro

conexidn
metdliica entre
«_cuerpo del voltimetro y

electrodo solucidn /
solucidn de
NaF

cristal de
fluorure de
vista exterior corte longitudinal lantanc posicicn invertida

D

Ilustracion 1: Vista exterior y corte longitudinal del electrodo. Efecto del cambio de posicion del electrodo sobre la
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disposicion de la solucion interna.

Como se puede observar el electrodo con este tipo de construccion no puede actuar en posicion
invertida, ya que la solucion deja de estar en contacto con el cristal de fluoruro de lantano.
Existen otros electrodos que presentan una esponja entre el cristal y el conductor metalico que
permite que la solucion de NaF del interior haga contacto con el cristal y el conductor metalico
aun cuando el electrodo estd en posicion invertida. Basicamente todas las marcas de electrodos
presentan sus modelos con algunas de las especificaciones mencionadas. Para mas informacion
sobre caracteristicas de electrodos, consultar en este capitulo modelos de electrodos.

Al colocar este electrodo en contacto con una solucion de fluoruro se produce una asimetria en la
distribucion de iones fluoruro a ambos lados que desarrolla un potencial, el cual puede medirse
conectando el electrodo de fluoruro a un electrodo de referencia de Ag/AgCl. El potencial
medido depende de la actividad del ion fluoruro (a) en la solucién como describe la ecuacion de
Nernst. Ambos electrodos se conectan a un milivoltimetro de escala expansible o ganancia

variable.

E=E°—-Sbga

E= potencial medido
E°= potencial de referencia

S= pendiente

La actividad del ion fluoruro esta relacionada con la concentracion de fluoruro libre en la muestra

(CH

a=y.Cf
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y: coeficiente de actividad

El coeficiente de actividad esta muy influenciado por la fuerza ionica () del medio

y=f(W

u=1/2.5C.z’

Ci: concentracion del i-€simo ion.
zi: valencia del i-ésimo ion.

La concentracion total de fluoruro en la solucion (C;) es la suma de la concentracion del fluoruro

libre (Cy) y la concentracion del fluoruro unido (Cy) a compuestos o elementos, asi:

Ct= Cf+ Cb
Cf:Ct' Cb
a:y. (Ct- Cb)

La actividad sera tanto mas parecida a la concentracion total de la muestra cuanto menor sea la
fraccion de fluor unida, situacion que se logra con agregado de buffer de ajuste de pH y fuerza
i6nica conocidos con las siglas TISAB?. Han sido utilizadas diversas soluciones reguladoras de
pH y fuerza i6nica, con diferentes composiciones. Un TISAB debe cumplir basicamente tres
condiciones:

1- Ajustar la fuerza i6nica de las muestras. La forma de hacer esto es aumentando la fuerza idnica

2 TISAB: siglas de total ionic strength adjustement buffer.
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de tal manera que las diferencias se minimicen. El agregado de TISAB establece una fuerza i6nica

uniforme en todas las muestras y los patrones, creando en todos un valor constante de Y, de esta
manera la actividad es proporcional a la concentracion total.

2- Ajustar el valor de pH de manera que se eviten las interfencias producidas por el ion oxhidrilo.
3- Complejar cationes que pueden tener fltior ligado formando iones complejos estables como
ocurre con los cationes A", Fe**, Cr’" y en general cationes tri y tetravalentes.

Mas adelante en este capitulo se describen soluciones apropiadas para la medicion

potenciométrica de fluoruro en diferentes muestras donde el fluoruro se halla en solucién.

E=E°-Slogy(C, -C,)

SiCb=0

E=FE°—=Slbg y.C,

Si W es constante, entonces Y es constante, aplicando propiedad de logaritmo,

E=E°-Slbgy—SlogC,

E° =E° —S[bg y

Si reemplazamos

E=E’ —-SlbgC,
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El potencial medido (E) sigue la ecuacion anterior en el rango de concentraciones 1 mol/L
(solucion saturada de NaF) a 10° mol/L. A concentraciones del orden de 10° mol/L o menores, el
electrodo se desvia de la ecuacion de Nernst y la respuesta deja de ser lineal.

En la Tabla 1 se describen los volumenes de soluciones patrones, agua y TISAB necesarios para
realizar una curva de calibracion completa (Ilustracion 2). Es aconsejable la realizacion de la
misma al iniciar el trabajo con el electrodo. En mediciones posteriores bastara con la utilizacion
de los patrones cercanos a la concentracion de la muestra a medir.

Materiales: solucion patron 0.1 mol/L de NaF, pipetas de 1 mL y 10 mL, agua destilada, TISAB,
tubos de ensayo. Las soluciones necesarias se obtienen a partir de la solucion 0.1 mol/L y de las

diluciones que a partir de ella se preparan.

Tabla 1: Curva de calibracion electrodo de fluoruro.

[F] mol/L Concentracion y volumen de solucion patron utilizada para preparar el patrén cuya mL H.O volumen mL TISAB

concentracion se expresa en la primer columna, mol/L final, mL

1 10! 10* 10° 10 107
10" 1.0 9.0 8.5 0.85
5.102 0.5 7.5 10.0 1.00
10 1.0 9.0 8.5 0.85
5.107 0.5 9.5 10.0 1.00
10° 1.0 9.0 7.5 0.75
5. 10 0.5 9.5 10.0 1.00
10 1.0 9.0 7.5 0.75
7.5.10° 0.75 9.25 10.0 1.00
5.10° 0.5 9.5 10.0 1.00
2.5.10° 0.25 9.75 10.0 1.00
107 1.0 9.0 9.0 0.90
7.5.10° 0.75 9.25 10.0 1.00
5.10°¢ 0.5 9.5 10.0 1.00
2.5.10° 0.25 9.75 10.0 1.00
10° 1.0 9.0 10.0 1.00
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Es aconsejable la utilizacion de un milivoltimetro que permita modificar la sensibilidad. Segun la
ecuacion de Nernst, un cambio en diez veces la concentracion es acompafiada de una
modificacion del potencial en aproximadamente 59 mV. Si el voltimetro permite ampliar la
sensibilidad se puede llegar a tener medidas de potencial que difieran hasta en 600 mV cuando las

concentraciones difieren en un factor de 10.

2000 7
.ll..

1000 "

-1000

-2000

o q0f g 100 102 10!
[F71M

Tlustracion 2: Curva de calibracion obtenida con las soluciones descriptas en la Tabla 1

Ademas permite, sin cambiar la pendiente, ajustar a una concentracion determinada un valor

deseado de E, o sea desplazar la curva de calibracion hacia arriba o hacia abajo

TISAB

TISAB para medicion de la concentracion de fluor en agua

Frant et al [**] propusieron para la medicion de fluoruro en aguas de consumo, un TISAB con la
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siguiente composicion: 57 mL de acido acético glacial, 58 g de cloruro de sodio y 0.3 g de citrato
de sodio, mas agua csp 1000 mL y pH 5-5.5. Este TISAB cumple con las tres condiciones basicas
mencionadas anteriormente. Utilizando este TISAB se consiguen valores de concentracion de
flior comparables con los obtenidos con el método SPADNS en una gran cantidad de aguas de
bebida. Sugieren que este buffer también podria ser utilizado para mediciones en orina.

Utilizar el TISAB en proporcion 1:1 con la muestra de agua. Las soluciones estdndar de NaF son

tratadas de la misma manera. Utilizando patrones de NaF en agua destilada el potencial medido
sigue la ecuacion de Nernst hasta 5 pmol/L, al agregar el TISAB en la proporcion mencionada la

linealidad con los patrones decrece, siguiendo la ecuacion de Nernst hasta 26 pimol/L. Esta
aparente pérdida de sensibilidad es atribuida a la disminucion del coeficiente de actividad como
consecuencia de aumento de la fuerza idnica y dilucion de la muestra al medio. Si bien puede
considerarse una desventaja, es importante tener en cuenta que las medidas de muestras seran

mas confiables dado que la fuerza idnica de patrones y muestras sera muy similar.

TISAB para medicion de fliior en orina

En nuestro laboratorio experimentamos con un TISAB compuesto por acido citrico 2 mol/L
ajustado a pH 5-5.5 con solucion Serensen’ . Este TISAB es apropiado para la medicion de
fluoruro en soluciones acuosas como aguas de bebida y orina. Cumple con las tres condiciones de

un TISAB mencionadas anteriormente. Se utiliza en una proporcion muestra: TISAB = 10:1.

TISAB para medicion de fluor en solucion libre de cationes complejables por fluoruro

En nuestro laboratorio, para la medicion de fluoruro en muestras liquidas donde no se encuentran

cationes complejables por el fluoruro, se utiliza un TISAB que cumple s6lo con las dos primeras

* Solucion Serensen: solucion de NaOH saturada, aproximadamente 17 N.
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condiciones: ajuste de fuerza ionica y pH. Este TISAB tiene una composicion HAc 2 mol/L y
NaAc 2 mol/L con pH 5.5. Se utiliza en una proporcion muestra: TISAB = 10:1. Se obtuvieron
resultados comparables a los obtenidos con el TISAB para medicién de fliior en orina.

La ventaja de este TISAB sobre los anteriores es la facilidad de preparacion y ademas no tiene
problemas de conservacion a temperatura ambiente. Aunque su concentracion es elevada no

forma precipitados.

TISAB para electrodo ELIT 8221

Cumple las caracteristicas de un TISAB. Ajustando el valor de pH a 5.5, libera al fluoruro de
complejos formados con protones, aluminio y otros cationes. Homogeneiza la fuerza ionica de
muestras y patrones. Para su preparacion: disolver 57 mL acido acético, 45 g cloruro de sodio y
4 g de CDTA (4cido 1,2-diamino ciclohexan N,N,N,N-tetraacético) en 500 mL de agua destilada.

Ajustar el pH a 5.5 por adicion de NaOH 5 mol/L, agregar agua hasta volumen final de 1 L.

Interferencias

Como se mencion6 anteriormente el potencial desarrollado depende de la actividad del ion
fluoruro la cual depende de la concentracion del fluoruro libre, por lo tanto cualquier fenomeno
fisico o quimico que conduzca a una disminucién del fluoruro libre alterara la medida.

1) Influencia del pH: el HF es un 4cido débil de Ka: 4.57x10™.

HF + HQO ‘—I F + H3OJr

A medida que el pH disminuye, aumenta la concentracion de hidronios y por lo tanto la relacion

[FJ/[HF] disminuye. Si el pH es mayor que 5 esta relacion supera el valor de 50, en estas
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condiciones todo el fliior de la muestra se encuentra como fluoruro.

El ion oxhidrilo (OH") puede producir medidas de potenciales erroneos al utilizar el electrodo de
ion especifico. El oxhidrilo suma su efecto al del ion fluoruro. Cuando las concentraciones de
oxhidrilo sean elevadas, el potencial medido sera mayor. Esta interferencia es mas importante
cuanto menor es la concentracion de fluoruro. Para eliminar este error, el pH debe ser menor que
9.

Como se dijimos anteriormente, cuanto menor es la concentracion de fluoruro mas importante
puede ser el efecto de la concentracion de oxhidrilos. Con el fin de eliminar este problema se
deben ajustar las muestras y los patrones a pH 5-5.5 con un buffer citrato de sodio 2 mol/L, que
ademas permite ajustar la fuerza idnica del medio y actiia como complejante de metales pesados
como el AP*, Fe¥, etc. que también interfieren en la medicion de fluoruro, por producir un
aumento de la fraccion de fluoruro unido (Cy).

2) Los iones de metales pesados como AP', Cr**, Fe**, La*', Zr*, son cationes que forman
complejos muy estables con el fluoruro, disminuyendo la fraccion libre en la muestra.

Con el agregado de citrato de sodio 2 mol/L, estos cationes pasan a formar parte de complejos
mas estables con el citrato, dejando al fluoruro libre.

3) Calcio-fosfato: el calcio forma CaF, con el fluoruro, compuesto insoluble cuya interferencia
también es eliminada por el agregado de buffer citrato 2 mol/L.

El fosfato por si solo no interfiere, pero la formacion de precipitado de ortofosfato de calcio
adsorbe el fluoruro de la solucion.

4) Otros iones: el acetato, citrato, Na“, K, cloruro, ioduro y bromuro, no interfieren en la lectura,

al menos en las concentraciones habituales de las muestras procesadas.

Efecto de la temperatura
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Todas las medidas (muestras y patrones) deben ser realizadas a la misma temperatura ya que la
pendiente de la ecuacion de Nernst es una funcion directa de la temperatura. El electrodo con
cristal de fluoruro de lantano presenta cambios de 2% en la lectura por cada grado centigrado de

diferencia.

Matrices

El electrodo de fluoruro s6lo mide actividades del ion si este se encuentra en medio acuoso. Por
ello es muy importante distinguir las matrices en las que el fluoruro puede estar contenido; estas
son variadas en cuanto a su composicion y caracteristicas, pero las podemos agrupar en simples y
complejas.

a) Matrices simples: el fluoruro se encuentra libre o bien complejado con cationes, (AP", Fe*,
H;0", etc) pero en medio acuoso, lo que permite que la lectura pueda hacerse directamente con el
electrodo previo agregado de buffer citrato 2 mol/L de pH 5.5. Incluimos en este grupo: aguas,
orina y plasma.

b) Matrices complejas: el fluoruro se encuentra unido a constituyentes de la muestra, que impiden
su extraccion como fluoruro por simple dilucion en agua. Para este tipo de muestras antes de
poder realizar las mediciones, se debe aplicar un método de aislamiento. Con este fin se han
desarrollado dos métodos:

1- Destilacion: el fltior es separado por destilacion como éacido fluorsilicico [111].

2- Difusion isotérmica: el fluoruro de la muestra se destila isotérmicamente como acido
fluorhidrico [*]. Incluimos en este grupo de muestras: heces, productos alimenticios, hueso y

plasma.
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Limite de deteccion del electrodo

Como se menciond anteriormente, cuando la concentracion de fluoruro es menor a 10”° mol/L, la
respuesta del electrodo se desvia de la ecuacion de Nernst y por debajo de 10° mol/L es comiin
que el electrodo sea insensible a cambios de concentracion, dando lecturas de potencial constante.
Es conveniente que el usuario determine el limite de deteccion del electrodo en las condiciones de
trabajo de cada laboratorio. Para ello se deben realizar diluciones desde 10" mol/L hasta 10"
mol/L y graficar los valores obtenidos. Se debe trazar una linea horizontal con aquellos puntos
que tienen igual valor de potencial y con los puntos en que se cumple la ecuacion de Nernst, se
realiza una regresion lineal entre el potencial y el logaritmo de la concentracion. La interseccion

de ambas rectas indica el limite de deteccion de nuestro electrodo.

2000 -

1000 - sl

- 1000 +
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-2000 . y | T |
10 10 108 104 100
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limite de deteccién:dﬁmﬂﬂ'?hﬂ

Ilustracion 3: Grafica para obtener el limite de deteccion del electrodo

En la [lustracion 3 se muestra la grafica con la que se obtuvo el limite de deteccion de un
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electrodo. En este caso el valor obtenido fue 4.5x107 mol/L (0.45 pmol/L).

Cualquier valor inferior a esta concentracion no puede ser leido directamente, sino que requiere

un proceso de concentracion de la muestra por destilacion isotérmica.

En la Tabla 2 se detallan los volumenes de solucién estandar utilizados y de agua necesarios para

preparar una curva que permita calcular el indice de deteccion. Se parte de un patron 0.1 mol/L y

luego por diluciones sucesivas se preparan las otras soluciones.

Tabla 2: Preparacion de soluciones para calcular el limite de deteccion del electrodo de fluoruro.

[F] mol/L Concentracion y volumen de solucion patron utilizada para preparar el patrén cuya mL H,O volumen mL TISAB

concentracion se expresa en la primer columna, mol/L final, mL

10" 10° 10° 10”7 10”7
10" 10 -- 8.9 0.89
102 1.0 9.0 10.0 1.0
10° 0.1 9.9 8.9 0.89
10* 1.0 9.0 10.0 1.0
10° 0.1 9.9 8.9 0.89
10° 1.0 9.0 10.0 1.0
107 0.1 9.9 8.9 0.89
10°® 1.0 9.0 10.0 1.0
10° 0.1 9.9 9.0 0.9
101 1.0 9.0 10.0 1.0

Tiempo de lectura

Cuando un electrodo se sumerge en una solucion, existe un tiempo durante el cual el potencial
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puede considerarse oscilacion propia del instrumento, [lustracion 5.
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Tlustracion 5. Estabilizacion de lectura del potencial para una solucién 10~ mol/L en funcion del tiempo

Modelos de electrodos

ELIT 8221

Es un electrodo de estado solido de membrana cristalina y estd disefiado para la medicion de
fluoruro en agua.

Especificaciones fisico-quimicas: Longitud con y sin contacto: 140 y 130 mm. Didmetro 8§ mm,
resistencia a 25 °C menor a 2.5 MOhm. Volumen minimo de muestra para lectura 5 mL.
Especificaciones quimicas: tiempo de preacondicionamiento 5 minutos. Rango de pH 4-8. Rango
de temperatura: 5-80 °C. Temperatura 6ptima 25 °C. Recomendado para uso con TISAB en
proporcion 1:1 V/V.

Se recomienda el uso con un electrodo de referencia de simple unidn. La pendiente a 25 °C es
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54+5 mV por década de concentracion y tiene un comportamiento Nernstsiano entre 0.1 y 1900
ppm. El limite de deteccion es 0.02 ppm y su tiempo de respuesta* menor a 10 segundos. El
tiempo para alcanzar lecturas estables es de 2-3 minutos. El “drift” en una solucion 1000 ppm es
menor a 3 mV durante 8 horas.

La tnica interferencia es el anion oxhidrilo con un coeficiente de selectividad® de 0.1, interferencia
que es eliminada manteniendo el pH en un valor inferior a 8.

Orion 94-09

Electrodo constituido por un cristal de fluoruro de lantano. Se utiliza combinado con un
electrodo de referencia independiente.

Orion 96-09

Electrodo constituido por un cristal de fluoruro de lantano. Es un electrodo combinado con un

electrodo de referencia, ambos en un mismo sensor.

Construccion de un electrodo de fluoruro

El electrodo de fluoruro es un electrodo de estado so6lido, donde la region sensible es un cristal de
fluoruro de lantano (LaFs). Vogel et al [112] describieron una forma sencilla de construccion de
un microelectrodo.

A partir de un cristal de LaF; con 0.3% de europio de 1.6 mm de arista se pule una pieza esférica.
A un tip de una micropipeta se le corta una porcion de manera que el diametro del orificio sea
ligeramente menor que la esfera del cristal, [lustracion 6. Luego se calienta el cristal en una
cuchara metélica hasta una temperatura que pueda derretir el plastico del tip. Se coloca el tip

sobre la espera y se succiona por medio de una conexion realizada en el tip a una bomba de vacio.

* Tiempo de respuesta: tiempo necesario para alcanzar el 90% de la lectura final al ser colocado en una
nueva solucion.

> Coeficiente de selectividad: es una expresion de la extension de la respuesta de un electrodo de ion
selectivo a un ion interfiriente en proporcion al ion medido. Por ejemplo, un coeficiente de 0.1 implica que
el electrodo responde 10 veces mds al ion primario que al interfiriente. Es decir si la solucion contiene
ambos iones, el ion interfiriente contribuye alrededor de un 10% en el cambio de la sefial del electrodo
cuando es inmerso en una solucion testigo. El coeficiente de selectividad no es un valor constante,
dependiendo de la fuerza idnica, la concentracion de ambos iones y la temperatura.
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De esta manera la esfera se incrusta en el plastico. Finalmente se pule la superficie de la esfera
que queda hacia afuera del tip utilizando un papel de lija. El pulido se realiza hasta obtener una
superficie plana que finalmente se pule a brillo de espejo utilizado 6xido de aluminio. En el
interior del tip se coloca una solucion de KCI 0.1 mol/L y NaF 0.001 mol/L saturada en AgCl.
Debe contener un alambre de plata cubierto de AgCl que esté sumergido en la solucion y que
haga contacto con un cable coaxil. Este ultimo serd la conexion con el voltimetro. Luego se sella
con una resina epoxi de manera de aislar la solucion interior del aire. No deben quedar burbujas

en la solucion interior, para lo cual es necesario eliminarlas con el uso de una jeringa.

vacio alambre de Ag
tip
corte
. esfera fluoruro de lantano
solucicn de
KCly NaF

12 mm

Tlustracion 6: Pasos de construccion de un microelectrodo de fluoruro de estado solido.

En el caso que se desee utilizar este electrodo en forma invertida, es conveniente que la solucion
interior tenga el agregado de 0.2-0.5% de agar-agar, de esta manera aunque quede alguna
burbuja la misma no hace contacto con la zona sensible del electrodo.

Una vez construido el electrodo, dejarlo sumergido en solucion 10~ mol/L de NaF durante 1

semana y finalmente comprobar el rango de linealidad de la lectura de los milivoltios en funcion
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del logaritmo de concentracion del analito y su pendiente. Habitualmente se obtiene linealidad
hasta concentraciones de fluoruro de 10° mol/L y respuesta hasta 10° mol/L. La pendiente debe
ser cercana a 60 mV por cada diez veces de cambio en la concentracion de fluoruro de la

muestra.

MACROTECNICA POTENCIOMETRICA

Esta técnica es facilmente aplicable a aquellos liquidos donde el fluoruro esta libre o se puede
dejar libre con el agregado de un TISAB y cuando se dispone de grandes volumenes de muestra.
Se requieren volimenes de muestra suficientes para poder lavar los electrodos al menos dos veces
con la soluciéon a medir, ya que de lo contrario se producen grandes errores en el potencial
desarrollado especialmente si las diferencias de concentracion con la solucion medida

anteriormente es grande. Dos lavados son suficientes para estabilizar las lecturas.

POTENCIOMETRIA DIRECTA EN SOLUCIONES ACUOSAS

Los electrodos de fluoruro y de referencia se colocan sobre un soporte de acrilico que permite
mantenerlos en posicion vertical. Se establece entre ellos un contacto idnico a través de la
solucion a medir y se elimina ficilmente la muestra una vez realizada la medicion (Ilustracion 7).

Este tltimo proceso se realiza por aspiracion con una jeringa o bomba de vacio.

30



+———  soporte ——— 6
acrilico

I

vacio, sliminacion
muesiras

Ilustracion 7: A la izquierda, vista tridimensional del soporte de acrilico. En linea de puntos se muestran los
orificios y canales realizados en ¢l bloque. A la derecha, corte transversal del soporte con los electrodos colocados

en posicion de lectura.

Las muestras y los patrones se deben preparar con el agregado de 10% de buffer citrato 2 mol/L,
luego se colocan en un orificio, que por inundacién llena el otro (Ilustracion 8). Luego se colocan
los electrodos, teniendo la precaucion que no queden burbujas, especialmente en la parte sensible
del electrodo de fluor y en el puente que une ambos compartimientos. En caso de quedar burbujas
deben eliminarse ya que pueden ocasionar errores en las lecturas de potencial. Se espera el tiempo
necesario para obtener la lectura estable y se registra el potencial. El lavado del sistema se realiza
repitiendo los pasos seguidos para la carga y lectura de la muestra, pero utilizando agua destilada.
Si se dispone de volumenes suficientes de muestra y patrones, es aconsejable el lavado del sistema

con los mismos antes de la lectura.
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mV

Ilustracion 8: Procedimiento de medida con macrotécnica. A y B: colocacion de la muestra. C: colocacion de los

electrodos y medida del potencial. D: eliminacion de la muestra. Para el lavado del sistema se repiten los pasos A,

B, C y D con agua destilada.

La curva de calibracion se procesa de la misma manera que las muestras.

Ventajas: rapidez y sencillez. No requiere cuidados en el volumen de muestra gastado y permite
un facil lavado del equipo. Las curvas de calibracion obtenidas son comparables a otras técnicas.
Desventaja: requiere volimenes de muestra superiores a 1 mL.

Una variante para este sistema puede ser la utilizacion de dos electrodos sumergidos en un
pequetio vaso de precipitacion. La desventaja de esta disposicion es que el volumen de muestra

necesario es aun mayor.

POTENCIOMETRIA DIRECTA POST-CALCINACION

Torma et. al propusieron un método para la medicion de fltior en alimentos usando el electrodo
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de ion especifico. Esta técnica prevé la mineralizacion de la muestra por calcinacion y disolucion
de la misma en medio &cido. Previa medida con el electrodo, la muestra se ajusta a pH neutro con

una solucion buffer, que no debe contener iones interfirientes.

Procedimiento

Tomar 10 g de muestras de alimento.

Mineralizar la muestra por calcinacion en un crisol.

Agregar a las cenizas obtenidas 100 mL de 4cido perclorico al 72%.

Transferir la mezcla a un sistema de destilacion a vapor de Claissen.

Agregar perlas de vidrio.

Agregar 50 mL de agua destilada.

Calentar hasta 120 °C sin el tubo de vapor.

Conectar el tubo de vapor y destilar manteniendo la temperatura entre 135 y 150 °C.
Recolectar 400 mL de destilado.

Agregar NaOH 0.5 mol/L hasta pH ligeramente alcalino (fijado con fenolftaleina).
Ajustar a 500 mL.

Transferir 50 a 70 mL a un recipiente de 100 mL.

Neutralizar con HC1 0.1 mol/L.

Agregar 10 mL de buffer de Mac Ilvaine ® de pH 7.

Medir con el electrodo de ion especifico.

Procesar simultaneamente testigos de NaF en agua de concentraciones comparables a la de la

muestra, preparadas a partir de NaF 1000 ppm.

63.53 ml de 4cido citrico 0.1 mol/L con 16.47 ml de fosfato monoacido de sodio 0.2 mol/L de pH 7.
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Recuperacion y reproducibilidad del método

Con este método se hallan porcentajes de fluor en alimentos que no discrepan de los obtenidos
con el método colorimétrico-destilacion. La ventaja del método es ser mas preciso y mas rapido.
Para concentraciones debajo de 1 ppm el tiempo necesario para alcanzar medidas de potencial
estable es mas prolongado.

El método no muestra interferencia por presencia de iones que cominmente alteran la medicion

de fluoruro con el electrodo.

MICROTECNICA POTENCIOMETRICA

El electrodo de ion especifico tiene una zona sensible de aproximadamente 0.5 cm de diametro y
esta disefiado, segtin el manual, para ser sumergido en una solucion, junto con un electrodo de
referencia. Este procedimiento requiere de al menos 1 mL de muestra con soportes adecuados o 5
mL si se trabaja con un recipiente convencional.

Sin embargo, se han realizado intentos de maximizar la utilizacion del electrodo adaptandolo a
muestras de volumenes reducidos.

Como paradigma de este aprovechamiento del electrodo se puede citar el trabajo de Hallsworth,
desarrollado para la medicion de muestras con fluor en matrices complejas como el hueso y

diente. Este método se describe a continuacion.

POTENCIOMETRICA - CON DISOLUCION O MICRODIFUSION

Este método se fundamenta en la determinacion potenciométrica utilizando un electrodo de ion
especifico. La curva de calibracion se prepara disolviendo NaF de calidad analitica en agua. Fue

desarrollada para medir flor en matrices complejas como esmalte dental, hueso y cenizas [*]. La
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técnica permite medir volumenes de solucion tan pequefios como 1 UL y es confiable si la misma

se lleva a cabo como minimo por quintuplicado. De ser necesario, los autores describen un

ingenioso sistema de destilacion que permite concentrar el fluoruro en 10 pPL de un buffer. Es uno
de los pocos trabajos en que es reconocida la memoria del electrodo. El lector es alertado acerca
de la dificultad al medir muestras de concentraciones muy diferente por el mencionado fenémeno
de memoria. Se utiliza un electrodo de referencia de calomel disefiado que permite el acople con
el electrodo de flior de manera que la muestra queda confinada como un pequefio disco liquido

entre el electrodo de fluoruro y el de referencia (Ilustracion 9).

o

slecirodo
de flvior

< unidn liquida

orfficicde Tmmde—
didmetre

al qlectrodo de referencia via
pusnte salino de KCi

Tlustracion 9: Ensamble del electrodo de fltor con el electrodo de referencia

Procedimiento

Dado que el procedimiento es aplicable a muestras insolubles o de constitucion muy compleja, la
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medicion requiere disolucion o difusion isotérmica, respectivamente.

Muestras que no requieren destilacion:

1- Disolucion: en una policubeta de material plastico se colocan 10 UL de HCIOs 1 mol/L y 20

Mg de dentina, hueso, etc. Se agita por vibracion durante 30 segundos y luego se centrifuga.
En el sobrenadante se obtiene el fluoruro.

2- Se adicionan 4 PL de buffer acetato’, de esta manera el pH final es 5.2 a 5.3.

3- Se mide el potencial con un electrodo de ion especifico y un electrodo de referencia de calomel
conectados a través de una union especialmente disefiada de manera que el volumen de muestra
se distribuye como una fina capa liquida sobre la zona sensible del electrodo.

4- El tiempo de estabilizacion es de 1 minuto o mas. Las dos primeras mediciones se desestiman y
se realizan quintuplicados de cada muestra. Si se necesitan tiempos de medicion mas prolongados
se debe utilizar un mecanismo antievaporacion, de manera de evitar la variacion de concentracion
durante el proceso de medicion.

5- Las soluciones estdndar de NaF, se preparan disolviendo esta droga en una mezcla de 4 partes
de buffer acetato: 1 parte de HCIO..

6- Las concentraciones de las muestras se determinan por interpolacion del potencial hallado para

las muestras con la curva de calibracion hallada para los testigos.

Si las muestras requieren microdifusion se utiliza el dispositivo y procedimiento descripto en el

capitulo 4, destilacion isotérmica.

Recuperacion y reproducibilidad del método

Realizando las mediciones por quintuplicado se obtiene un error menor al 12%.

7 Buffer acetato: 20.7 g de NaOH, 300 ml de H,O, 28.7 ml de HAc glacial, 1.05 g de 4cido citrico y agua
csp 500 ml. La solucion tiene luego de preparada pH aproximadamente 7. Este buffer se utiliza para
neutralizar el HC1O4 1 mol/L en una proporcién buffer acetato: HCIO, = 4:1
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Limite de deteccion: 10 pg de fluoruro en 1 UL de solucion.
Reproducibilidad en el rango 2.6-105 pmol/L.

Recuperacion utilizando microdifusion: 89-105%, con reproducibilidad en el rango 1-100 ng de
fluor.

Coeficiente de variacion intraensayo para medidas en hueso 3.7%.

MICROPOTENCIOMETRIA DIRECTA

El electrodo de ion especifico puede conectarse con el electrodo de referencia mediante un
soporte construido en acrilico como el que se detalla en la Ilustracion 10. Este soporte presenta
un orificio donde se coloca el electrodo de referencia y una superficie plana donde se colocara la
muestra y el electrodo de fluor. El electrodo de referencia y el de fliior estan en contacto

electrolitico a través de un puente salino, que se halla dentro de un tubo de polietileno en la parte

inferior del soporte. El dispositivo permite trabajar con muestras de 50-100 p sin necesidad de

enjuagar los electrodos. Esta técnica se aplica directamente a aquellos liquidos donde el fluoruro

esta libre y en concentraciones mayores de 0.45 pumol/L, pero que el volumen de muestra

disponible no alcanza 1 mL.
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Ilustracion 10: Soporte de acrilico para los electrodos de referencia y de ion especifico.

La muestra y patrones deben tener un 10% de buffer citrato de sodio 2 mol/L y se ubican
realizando contacto entre la zona sensible del electrodo y el puente salino. Antes de colocar la
muestra se debe secar con papel de filtro la superficie sensible del electrodo de fluoruro y la
superficie de acrilico del soporte, donde desemboca el puente salino, bajo el electrodo de fluoruro

(Mustracién 11 y Iustracion 12).
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Ilustracion 11: A la izquierda: ubicacion de los electrodos de referencia y fluoruro en el soporte para microtécnica

potenciométrica. A la derecha ampliacion de la zona sensible del electrodo y puente salino.

Se coloca la solucion a medir con micropipeta (Ilustracion 12), luego se baja el electrodo de
fluoruro realizando movimientos giratorios hasta que quede una luz de 1-2 mm, de esta manera la

muestra ocupa toda la superficie del sensor.
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[ustracion 12: Medicion de fluoruro por microtécnica potenciométrica. A: colocaciéon de la muestra, B y C: ajuste
del electrodo de fluoruro a su posicion de lectura. D: limpieza de la zona donde se ubicd la muestra con un papel

absorbente.

El tiempo de espera para las lecturas es igual que para la macrotécnica potenciométrica, siendo
suficiente 60 segundos para todas las concentraciones.

El electrodo de referencia se mantiene fijo, sumergido en una solucion saturada de KClI saturado
en AgCl. Solamente es necesario desplazar verticalmente el electrodo de fluoruro para retirar la
muestra ya leida, secar las superficies y colocar la nueva muestra a leer.

La curva de calibracion es la misma que se utiliza con macrotécnica y como en toda medicion la
precision de las mediciones decrece al aumentar la dilucion.

En la Ilustraciéon 13 se muestran las curvas de calibracion con patrones de NaF y 10% de TISAB,
obtenidas con el mismo electrodo (Orion 94-09, Mass, USA) con macro y microtécnica. En el

caso de macrotécnica se utilizaron 5 mL de cada patron, mientras que con la microtécnica el
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volumen fue de 100 pl. En todos los casos el tiempo de lectura del potencial desarrollado fue de 1

minuto y las mediciones se realizaron a temperatura de 20 °C.
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Ilustracion 13: Curva de calibracion con macro y microtécnica.

Como puente salino se puede utilizar la misma solucion que llena el receptaculo del electrodo de
referencia (KCl saturado, saturado en AgCl), teniendo la precaucion que el nivel del liquido en
dicho receptéculo sea igual a la superficie plana donde se coloca la muestra. Otra posibilidad es
llenar el tubo de polietileno que soporta el puente salino con una solucion de agar-agar al 2%
disuelto en KCl saturado, saturado en AgCl. Al llenar el puente con agar-agar se debe tener la
precaucion que no queden burbujas dentro del mismo ya que estas impediran el contacto
electrolitico del sistema.

La comparacion de ambos puentes salinos indico que la precision y sensibilidad son mayores a

bajas concentraciones cuando se utiliza el puente de agar-agar, con respecto al puente de solucion
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acuosa, Ilustracion 14. A concentraciones mayores a 10 pmol/L no se notaron diferencias.
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Tlustracion 14: Comparacion del puente salino utilizado en la microtécnica potenciométrica. Se puede observar que

para concentraciones mayores a 100 umol/L coinciden ambas mediciones.

Un inconveniente en las medidas potenciométricas es que el electrodo presenta histéresis
importante especialmente cuando se pasa de soluciones concentradas a diluidas.

Para estudiar esto, se realizd una curva de calibracion de 10 a 10" mol/L. Al final de la curva se
midio el potencial para una solucion de concentracion 10° mol/L, tres veces consecutivas. Sin
lavado previo, se calcul¢ el valor de la concentracion de fluoruro utilizando la curva de
calibracion. La experiencia se realiz6 utilizando un puente salino de KCl acuoso y un puente de

KCl en agar-agar. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.

42



Tabla 3: Medida de histéresis con puente de KCl acuoso o puente de

KCl en agar-agar

puente KCl acuoso puente KCl agar-agar
[F] umol/L (analitica) 10 10 10 10

10 30 1 [e] 30

medicion medicion  medicion  medicion
[F] umol/L (medida) 700 330 70 27
error% 6900 3200 600 170

Sino se lava la superficie donde se ubica la muestra y se realizan lecturas de potenciales de
soluciones 10.000 veces mas diluidas que la anterior se pueden obtener errores de hasta 6900%
segun se observa en la Tabla 3.

Se repitio la misma experiencia pero realizando la curva en el orden 10 - 10 mol/L y al finalizar
la curva se determiné la concentracion de una solucion de concentracion analitica 102 mol/L. En
este caso el error fue inferior al 5%. Por lo tanto es aconsejable ordenar las muestras y los
patrones para la lectura del potencial, haciendo una previa estimacion de la concentracion.

Ademas es conveniente leer 2 veces cada muestra, tomando el segundo valor.

Buffer para medicion directa con macro o microtécnica

El buffer utilizado en un principio fue citrato de sodio 2 mol/L pH 5.5. Este buffer se agrega en
una proporcion buffer:muestra = 1:10. De esta manera se logra ajustar el pH y la fuerza ionica de
las muestras a un valor constante. El problema de este buffer es que una vez preparado comienza

a precipitar debido a su elevada concentracion. Este fenomeno se observa a temperatura
ambiente, pero se retarda si el buffer se conserva a -20 °C.

Se prepar6 buffer acido acético/acetato de potasio 5.51 mol/L de HAc y 5.51 mol/L KAc. Se
utilizo en proporcion buffer:muestra = 1:10. El buffer concentrado se prepard de la siguiente

manera: 15.71 mL de 4cido acético glacial densidad 1.0576 g/mL 99.5% P/P y se le adicionaron
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22.59 g de KAc. Se ajustd a 50 mL de volumen final con agua destilada.
Los resultados obtenidos comparando el buffer 4cido acético 5.51 N, acetato de potasio 5.51
mol/L con 4cido citrico 1 mol/L citrato de sodio 1 mol/L, utilizando testigos cuyas
concentraciones oscilan entre 10~ y 10° mol/L de NaF, fueron:
Buffer 4cido acético acetato de potasio

r*=0.7852

pendiente = -0.00573

n=4
Buffer 4cido citrico / citrato de sodio

r?=0.8539

pendiente = -0.00748

n=4
Conclusion: para estas concentraciones y realizando una medicion directa no existen diferencias
significativas entre ambos buffers. Se debe tener en cuenta que el buffer acido acético/acetato de
potasio ajusta la fuerza idnica y el pH, pero no tiene la propiedad de liberar el fluoruro unido a

cationes trivalentes como el Fe'".

MICROADAPTADOR PARA POTENCIOMETRIA DIRECTA

Si se dispone de un electrodo de fluoruro que permita lecturas en forma invertida se puede
construir un sistema que se adapta al electrodo, permitiendo la estabilizacion de varias muestras
simultaneamente [112].

Este dispositivo consiste en un anillo de silicona o algun material inerte que se adosa al electrodo
y en el que se han realizado orificio pasantes, [lustracion 15. El didmetro de los orificios
dependerd del capilar utilizado como puente salino. En estos orificios se colocan las muestras y

luego se introduce un capilar conectado al puente salino, que conecta con el electrodo de
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referencia.
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Ilustracion 15: Adaptador para medicion de multiples muestras. El dispositivo permite a todas las muestras el

mismo tiempo de equilibrio con el electrodo.

Las muestras se colocan en los orificios, de esta manera todas tienen el mismo tiempo de
estabilizacion con el electrodo de fluoruro y se cambia el capilar de un orificio a otro,
registrandose la medida del potencial desarrollado.

Para la limpieza de cada orificio se realiza por succion y lavado utilizando una micropipeta.
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DESTILACION DE FLUOR

DESTILACION DE FLUOR

El fluor de una muestra puede ser destilado como acido fluorhidrico (HF) o bien como acido
fluorsilicico. Este proceso se lleva a cabo en medio acido y solo es posible si el flior se encuentra
al estado de fluoruro o formando compuestos donde el enlace puede romperse por la presencia de
acido y calor. Este método requiere volumenes importantes de muestras (aproximadamente 100
mL) que dependerd en gran medida de la concentracion de fluor.

Como reactivo para crear el medio acido se utiliza 4cido sulfurico (H,SO,). Se debe recordar que
si el método de determinacion que se aplicara es colorimétrico con sales de circonio, el sulfato es
un interviniente. El problema potencial de interferencia se soluciona controlando cuidadosamente
que la temperatura de destilacién no supere los 180 °C. El cloruro también es un interfiriente
potencial que la destilacion no eliminara, ya que en presencia de acido sulfurico puede destilar
como acido clorhidrico (HCI). Para prevenir la interferencia posterior se puede agregar al liquido
sometido a destilacion, cristales de sulfato de plata (Ag,SO.). Este agregado transforma el cloruro
en cloruro de plata que permanece insoluble atin en un medio fuertemente acido.

Procedimiento: En un balon de destilacion se colocan 200 mL de acido sulfurico concentrado,
400 mL de agua destilada y cristales de sulfato de plata, dependiendo de la presencia de cloruros.

Luego se agregan 25-35 perlas de vidrio y se destila a 180 °C para eliminar contaminantes de
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fluor. Se descarta el destilado y se agregan 300 mL de la muestra. Se repite la destilacion hasta

que todo el fluoruro haya destilado

DIFUSION ISOTERMICA

La difusion o destilacion isotérmica permite ademds de concentrar el fluoruro de la muestra,
aislarlo en un medio de fuerza i6nica conocida. La destilacion isotérmica se fundamenta en que el
fluoruro en medio 4cido se transforma en 4cido fluorhidrico, compuesto volatil que puede ser
recogido sobre una solucion alcalina, por ejemplo NaOH, logrando asi aislarlo de la matriz
compleja. Utilizando un volumen de solucion alcalina menor que el volumen de la muestra se

logra concentrar el fluoruro de la muestra en un factor igual a la relacion de volumenes.

3 volumen de nuestra
Jactor de concentrac ion —

volumen de solucion alcalina

Al tratar la muestra con HCI 6 mol/L saturada de hexametildisiloxano, el fluoruro se protoniza

H,O"+F <_> HF + H,O

En este medio, el equilibrio se desplaza hacia la derecha, favoreciendo la formacion de HF, que
por su volatilidad se separa de la muestra acidificada. El HF en contacto con una solucion de

NaOH 1.63 N, se transforma nuevamente en fluoruro, donde queda atrapado.

OH' + HF <« F+HO

De esta manera logramos obtener el fluoruro aislado en una solucién alcalina.
La solucion anterior debe ser neutralizada para garantizar la lectura de la concentracion de
fluoruro. Este procedimiento puede llevarse a cabo con HCl y luego agregarle buffer citrato de

sodio 2 mol/L para ajustar el pH a 5-5.5. El inconveniente en el ajuste del pH, radica en que el
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NaOH remanente es variable segtin el HF destilado y el tiempo de destilacion, ademas el punto de
equilibrio es dificil de hallar por ser el NaOH y el HCl ambos base y 4cido fuerte.

La neutralizacion puede llevarse a cabo adicionando HAc diluido, con lo cual es mas facil hallar el
punto de equivalencia, por ser el HAc un acido débil, ademds queda en la muestra una
concentracion de acetato y acido acético (si este es agregado en exceso) que regula el pH del
medio a un valor aproximado a 4.75. Este método de neutralizacion presenta ventajas tanto en el
tiempo de trabajo como en la facilidad para alcanzar un valor de pH adecuado.

Cuando la muestra es solida (heces, huesos o dieta) se produce una destilacion de agua de la
solucion de hidroxido de sodio a la muestra, lo cual no ocurre en las soluciones estandar por ser
soluciones acuosas. Por esta causa el volumen en el tubo con hidréxido de sodio queda
ligeramente menor, y por lo tanto, los volimenes se deben ajustar en todas las soluciones antes de
leer. El dispositivo utilizado deber ser pléstico, ya que el HF ataca el vidrio, ademas debe ser
hermético y permitir mezclar los reactivos una vez cerrados.

El tiempo requerido para la recuperacion total del fluoruro de la muestra es 72 horas,
observandose una recuperacion rapida en las primeras horas y luego mas lenta. La primer fase
puede ser por disolucion de fluoruro en la superficie del NaOH y la segunda fase, debido a la
difusion a todo el volumen de solucion.

Se deben procesar las muestras y los patrones simultdneamente para obtener la curva de
calibracién. Si utilizdramos una curva preparada con NaF, sin someterla a destilacion, la fuerza
16nica de los medios seria diferente a la de las muestras y las lecturas de potencial no serian
comparables.

Como dijimos, el tiempo minimo para una recuperacion del 100% es de 72 horas, pero no debe
exceder a una semana, ya que si esto sucede, el HCl 6 mol/L utilizado para crear el medio 4cido

en la muestra, difunde a la solucion alcalina produciendo una neutralizacion parcial. Luego, al
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agregar el HAc, puede encontrarse un exceso de 4cido lo que hace que el pH sea muy inferior a
5, valor que es inadecuado para efectuar la determinacion.
Se han disefiado diferentes sistemas para lograr la destilacion en condiciones isotérmicas. A

continuacion se describen disefios de las camaras utilizadas.

MICROTECNICA DE HALLSWORTH

Hallsworth et al [112] disefiaron un dispositivo de destilaciéon empleando tubos de polipropileno

como se detalla en Ilustracion 16.
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[lustracion 16: Camara de destilacion isotérmica propuesta por Hallsworth
Basicamente, se colocan en el tubo 5 pL. de NaOH 0.1 mol/L, a continuacion se lleva a sequedad.
Por otra parte se coloca la muestra en la tapa y se calcula el volumen exacto por pesada con una

balanza de sensibilidad 0.1 mg. Se adicionan 50 pL de HCIO, al 60% y se tapa. Las cadmaras
tapadas se colocan en un container con perlas de NaOH * y se mantienen a 60 °C por 16 horas.

Procedimiento:

¥ El objetivo de conservarlos en un container con NaOH es evitar la posible contaminacién con fluoruro de
alguna fuente volatil.
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1- Se coloca en una camara 5 UL de NaOH 0.1 mol/L y se seca de manera que el NaOH quede
pegado en la tapa de la cdmara como una ldmina.

2- Se coloca la muestra cuyo volumen se calcula por pesada.

3- Se agregan 50 pL de HCIO,, diluido al 60%. Se tapa inmediatamente.

4- Se permite la destilacion durante 16 horas a 60 °C. Durante este periodo se produce la
destilacion del HF que es atrapado en la fina capa de NaOH de la tapa.

5- Se abren las camaras y al tubo con NaOH se le adicionan 10 pL de una mezcla de 4 partes de
buffer acetato y una parte HCIO, 1 mol/L.

6- Se permite la disolucion.

7- Se mide con el electrodo ubicado en el dispositivo descripto utilizando soluciones estandar de

NaF procesados de la igual manera que las muestras (disueltos en una mezcla 4:1 = buffer

acetato: HCIO,).

Recuperacion y reproducibilidad del método
Luego de quintuplicado obtienen un error menor al 12%.

Limite de deteccion: 10 pg de fluoruro en 1 pL de solucion.
Reproducibilidad en el rango 2.6-105 pmol/L.

Recuperacion utilizando microdifusion: 89-105%, con reproducibilidad en el rango 1-100 ng de
fltor.

Coeficiente de variacion intraensayo para medidas en hueso 3.7%.

MICROTECNICA pDI

En nuestro laboratorio desarrollamos un dispositivo que cumple con el objetivo perseguido [*'] en

la destilacion isotérmica. El mismo consiste en un tubo Eppendorf de 1.5 mL de capacidad y un
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microtubo de 100 pL (Tlustracion 17). Este tltimo se puede preparar cortando la parte final del

cubre aguja de una aguja descartable.

7o W NaCOH

«~—— muestra+ HCI

Ilustracion 17: Camara de destilacion isotérmica. A la izquierda sistema antes de ensamblar. En el centro se

observa la camara cerrada. A la derecha vista superior de la cdmara con las soluciones cargadas.

El microtubo se coloca en una ldmina de celuloide con un corte que permite su sujecion. En el
microtubo se coloca el NaOH y en el fondo del tubo Eppendorf la muestra y el acido clorhidrico.

Se tapa y se esperan 72 horas, manteniendo las muestras a temperatura ambiente.

Tiempo de destilacion
Con el fin de determinar el tiempo necesario para completar la destilacion isotérmica, se

prepararon soluciones 0.1 mol/L de NaF en agua destilada y se colocaron en las camaras de

destilacion 100 PL de estas soluciones con 100 UL de HC1 6 N. Las cdmaras se mantuvieron a
temperatura ambiente y tres cdmaras se destaparon a tiempos sucesivos a partir de las 3 horas,
determinandose la concentracion de fluoruro en el tubo con NaOH previa neutralizacion a pH 5-

5.5. La Ilustracion 18 muestra los datos de recuperacion de fluoruro en la trampa de NaOH a
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diferentes tiempos. A partir de los 3 dias la recuperacion es de 100% y se puede comprobar que
existen dos cinéticas de destilacion. Una destilacion rapida que involucra los proceso de
destilacion del acido fluorhidrico de la superficie de la solucion acida y su reaccion en la
superficie de la solucion de NaOH formando NaF. Luego se inicia otra fase mas lenta
probablemente limitada en velocidad por los fenémenos de difusion del HF hacia la superficie de

la solucion éacida y del fluoruro hacia el seno de la solucion de NaOH.

100.00
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-
L
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0.01 . . . . .
0 25 a0 75 100 125

minutos

Tlustracion 18: Comprobacion del tiempo necesario para realizar la microdestilacion isotérmica.
La observacion de la Ilustracion 18 revela que el porcentaje de fliior de la solucion que se puede
perder en el proceso de carga de las muestras es insignificante. A pesar de esto, se aconseja
cargar el volumen de NaOH en el microtubo, luego la muestra y finalmente agregar el HCI sobre

la muestra, tapando el tubo Eppendorf inmediatamente después del agregado del &cido.
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Neutralizacion de la trampa alcalina

El microtubo con NaOH luego de la destilacion debe ser ajustado a pH 5-5.5, de manera que el
electrodo pueda medir adecuadamente la concentracion de fluoruro y no dar medidas erroneas
por ser el medio muy alcalino o extremadamente acido.

La neutralizacion puede realizarse con HCl o HAc. El microtubo contiene inicialmente 20 pL de
NaOH 1.65 mol/L, o sea 33 microequivalentes de NaOH. Considerando las concentraciones de
flior més alta (0.1 mol/L), la cantidad de 4cido fluorhidrico que puede destilar es 10

microequivalentes, es decir que la cantidad de NaOH es suficiente pero es claro que la cantidad
final de microequivalentes de NaOH a neutralizar es incierta. Se utilizaron 20 UL de HCI 12
mol/L diluido a 1/8 (30 microequivalentes) y 20 Ul de HAc glacial diluido a 1/6. A los tubos

neutralizados con HCI luego se les adicion6 3 pL de TISAB, de manera de hacer un ajuste del pH
a 5-5.5. A los neutralizados con HAc no se les realizo dicha adicion, ya que el agregado de HAc
genera un buffer in situ de pH aproximadamente 5. En este caso no es necesario el agregado de
TISAB, ya que el pH se ajusta por el agregado de HAc y en la trampa no existen cationes
complejantes del fluoruro que pudieran interferir en la medicion. Dada la alta fuerza idnica creada
por el NaOH 1.65 mol/L y el HAc adicionado, esta es lo suficientemente homogénea en todos los
tubos de manera que se puede prever que el coeficiente de actividad de anion fluoruro sera igual
en todos los microtubos.

Para concentraciones mayores o iguales a 100 pmol/L, las curvas de calibracion realizadas no
difirieron entre ambos ajustes, Tabla 4. Sin embargo para concentraciones menores a la
mencionada la curva no present6 pendiente para los patrones ajustados con HCI, Ilustracion 19.
Aun a concentraciones en las que ambas neutralizaciones parecen no diferir, la variacion en el

potencial medido de tubos neutralizados con HCI es mayor.
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Tabla 4: Potencial medido luego de la destilacion con diferentes soluciones neutralizantes de la

trampa
Solucién neutralizante concentracion mV £+ SD
HCI 12 mol/L diluido 1/8 + TISAB 10*mol/L 469+62
102 mol/L -500+58
HAc glacial diluido 1/6 10*mol/L 404+34
102 mol/L -745+11
2000 S
—o— HZ|
—&— HAC
1000
-
=
-
-1000 I T | ]
102 107 102 10 108

[F7] pM

Mustracion 19: Curva de calibracion con patrones de NaF neutralizados luego de la microdestilacion con HCI o

HAc.

Se aconseja la neutralizacion con HAc glacial diluido (en este caso a 1/6). Con este agregado se
logra una respuesta mas homogénea en los patrones y el método es mas sencillo ya que consta de
un solo paso de neutralizacion.

La solucion de HAc a utilizar debe ser titulada contra el NaOH que se utiliza en el microtubo para

asegurar un ajuste perfecto al pH deseado (5-5.5).
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Técnica para la titulacion: Se coloca 1 mL de NaOH 1.65 mol/L en un vaso de precipitacion de
50 mL y se agregan 20 mL de agua destilada. Se diluye 1/20 la solucién de HAc glacial que se
utilizara para preparar la dilucion. Se coloca el sistema en un agitador magnético y se agrega HAc
diluido 1/20 en alicuotas de 0.2 mL. Se registra el pH de la solucion con la ayuda de un pH-
metro. Los datos de pH obtenidos en funcién de los mililitros de HAc 1/6 generan una curva
como se muestra en la [lustracion 20.

En el ejemplo de la ilustraciéon mencionada se observa que 1.5 mL de la dilucion de HAc,
neutralizan exactamente 1 mL de NaOH, es decir que 0.075 mL de acido acético glacial son
necesarios para neutralizar el NaOH del microtubo. Se debe agregar el doble de HAc, es decir
0.15 mL HAc glacial, para neutralizar el NaOH y que quede un excedente exactamente igual de
HAc de manera de constituir un buffer HAc/AcNa de capacidad reguladora méaxima.

1 mL NaOH.......... 0.15 mL HAc glacial

0.02 mL NaOH ... x =0.003 mL HAc glacial.

Se puede calcular la dilucion a realizar de manera que los 0.003 mL de HAc queden contenidos
en 20 pL de dilucion

n® dilucicn = _tmen fimad 20 _
volumen  inicial 3

En base al célculo anterior, se coloca 1 mL de HAc glacial y se agregan 5.7 mL de agua destilada,

de esta manera se obtiene una solucion diluida 6.7 veces. Adicionando 20 PL de esta solucion al

microtubo, se obtendrd un pH cercano a 5, apto para la lectura con el electrodo.
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Ilustracion 20: Curva de titulacion de NaOH 1.65 mol/L con acido acético glacial diluido a 1/6

La neutralizacion con HAc diluido a 1/7 puede realizarse agregando el acido sobre el volumen
remanente de NaOH, al abrir las camaras, o bien abrir las cadmaras y colocar el microtubo a 37 °C
durante 24 horas de manera de evaporar el liquido y luego agregar el acido. De esta manera se
logra obtener un volumen mas homogéneo y por lo tanto un concentracion mas confiable. La
Tabla 5 muestra el coeficiente de regresion de la curva testigo y el coeficiente de variacion de dos

plasmas medidos por cuadruplicado de dos muestras.

Tabla 5: Efecto del secado de las trampas alcalinas sobre la precision de la medicion

Agregado de HAc previo secado Agregado de HAc sin secado

coeficiente de correlacion -0.944 -0.905
CV% muestra 1 15% 24%
CV% muestra 2 3% 21%
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Recuperacion

Se adicionaron 50 pmol/L de NaF a plasma humano y se determind la concentracion de fluoruro
en el plasma con y sin agregado de NaF. La recuperacion de la técnica fue de 68.6%.

La medicion de orina por medicion directa o por destilacion presentd una buena correlacion lineal
(r=0.93) a=-65.7 pumol/L b= 1.75.

Para mediciones de contenidos intestinales se obtuvo una correlacion lineal entre los valores
medidos por UDI y potenciometria directa: (r = 0.84) a = -7.98 umol/L b = 2.02.

Los resultados indican que las mediciones directas sobreestiman los valores respecto a los

medidos por UDI pero a baja concentracion la medicion directa no detecta el fluoruro presente en

las muestras.

DIFUSION ISOTERMICA FACILITADA POR HEXAMETILDISILOXANO
42].

Esta técnica fue desarrollada por Taves [112] y modificada por Whitford [

En una placa de Petri de material plastico (Falcon 1007) se colocan 2 mL de agua destilada.

Sobre la misma se adiciona la muestra a medir (plasma, ufas, cenizas, orina, etc.). Cincuenta UL
de NaOH 0.05 mol/L, solucioén que actua como trampa del fluoruro, se colocan en tres gotas
sobre la parte interna de la tapa de la placa. El borde exterior de la parte inferior de la placa se
unta con vaselina permitiendo un cierre hermético. La tapa presenta un pequefio orificio por el
cual se adicionan 2 mL de H>SO4 1.5 mol/LL saturado en hexametildisiloxano. Inmediatamente se
tapa el orificio con vaselina y se mantiene la placa a temperatura ambiente por una noche con

agitacion rotacional permanente (Ilustracion 21).
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Ilustracion 21: Camara de destilacion isotérmica del método de Taves modificado por Whitford.

Al dia siguiente se destapa y sobre las gotas de NaOH que se encuentran en la tapa, se adicionan
25 UL de 4acido acético 0.2 mol/L de manera de ajustar el pH a 5. Se diluye la solucion a un
volumen final de 75 UL por agregado de agua destilada.

Simultaneamente se procesan testigos con las mismas cantidades y volimenes de manera de
obtener curvas de calibracion sin destilacion y estimar la recuperacion del proceso. Se utilizan
testigos que contienen entre 5 nmol y 200 nmol de NaF disueltos en agua destilada. El

procedimiento tiene una recuperacion mayor al 99%.
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MEDICION DE FLUOR EN MUESTRAS BIOLOGICAS

TAMANO Y COMPLEJIDAD DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

Tanto el tamafio como la complejidad de la muestra (matriz) determinan el tipo de técnica a

aplicar. La Tabla 6 resume los principales casos.

Tabla 6: Tamafo de la muestra, concentracion y técnica a aplicar para la medicion de flior.

Matriz Tamafio muestra  [Fltior] pmol/L ~ Técnica
simple mayor de ] mL  mayor de 0.45 macrotécnica potenciométrica
menor de 1 mL  mayor de 0.45 microtécnica potenciométrica
independiente menor de 0.45 microtécnica potenciométrica con UDI
compleja  independiente independiente microtécnica potenciométrico con UDI

CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Muestras acuosas

Las muestras acuosas (orina, agua de bebida, soluciones, etc.) pueden ser guardadas en heladera
0 a -20 °C si la determinacion se hard con posterioridad a su obtencién. Si bien es recomendable
el plastico como material del contenedor, si la muestra tiene un pH que no es inferior a 5 se puede
guardar en recipiente de vidrio, como lo demuestran los datos obtenidos con el experimento que

se detalla a continuacion:
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Se prepar6 una solucion 10~ mol/L de NaF y se adicioné TISAB de pH 5-5.5, la solucion se
fracciond en 6 alicuotas, tres de ellas en frascos de plastico y otras tres en frascos de vidrio. Se
conservo a -20 °C durante 3 meses, al cabo de este periodo se descongelaron y se midio la
concentracion de fluor utilizando micropotenciometria directa. Los valores obtenidos fueron:
Frascos de plastico: (1.26x10° +2.56x10”) mol/L

Frascos de vidrio : (1.23x107 £ 1.04x10™) mol/L

Las medias no difieren significativamente (p>0.05).

Se debe tener la precaucion que la muestra no sea guardada en medio &cido ya que el acido
fluorhidrico es volatil, y ademas que el recipiente sea de plastico, ya que si es de vidrio, el

fluoruro se combina con el SiO,.

4 HF + Si10, 4—. SiF, + 2 H,O

y como el SiF;, es covalente, disminuye la actividad del fluoruro en la muestra.

Orinas
Si la concentracion de fluoruro no es medida inmediatamente las muestras se deben conservar a

-20 °C. Es conveniente adicionar 10% de TISAB de pH 5-5.5, especialmente cuando se sospecha

que la orina puede tener pH mas acido.

Heces

Se conservan secas o calcinadas, en el caso que no sea necesario el estudio simultaneo de

moléculas organicas. En caso contrario se deben guardar a -20 °C.
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Plasma

Sino se determina la concentracidon inmediatamente, es conveniente congelar a -20 °C sin ningin

agregado.

Huesos

Los huesos se pueden conservar a -20 °C si ademas de la medicion de flior se desean hacer
estudios que involucren moléculas organicas complejas. En caso que solo sea necesario el estudio
del material mineral, se pueden conservar secos, colocandolos en una estufa a 60 °C hasta peso

constante o bien calcinados a 500 °C.

Unas
Las ufias se cortan con alicate, se lavan con agua destilada y se pueden conservar a temperatura

ambiente [*].

Superficie 6sea

Las muestras de superficie dsea se obtiene por el método de grabado descripto para esmalte
dental en este capitulo. Si la muestra se obtiene de esta manera se debe procesar inmediatamente,
dado el medio acido de la misma. Si se desea mantener el hueso para su posterior medicion, es

conveniente conservarlo a -20 °C.

MEDICION DE FLUOREMIAS

Las concentraciones de fluoruro en plasma oscilan entre 0.5 y 1 pmol/L para poblaciones no
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expuestas, mientras que para poblaciones expuestas se pueden encontrar valores de 2-10 UM,
dependiendo este valor del volumen de distribucion del fluoruro y de la funcion renal.

Por lo tanto, se pueden hacer mediciones aplicando la técnica de difusion y posterior lectura con
microtécnica, con lo cual se eliminan los problemas de las bajas concentraciones, ya que asi la
muestra se concentra 10 veces.

A menudo las concentraciones de fluoruro existentes en plasma permiten la lectura directamente
con micro o macrotécnica, pero como generalmente el volumen disponible es escaso, se aplica la
primera.

Se compararon curvas de calibracion diluyendo el patron con agua destilada y con plasma libre de
fluoruro y se encontr6 que las curvas no difieren en pendientes pero si en alturas.

En la dilucion con plasma encontramos lecturas mayores, a igual concentracion, indicando
posiblemente la existencia de dos fendmenos: 1- mayor fuerza ionica, que origina, como se
menciond anteriormente, la lectura de un mayor potencial. 2- o que exista en plasma una ligera
unién de algun componente, el cual no libera el fluoruro al agregarse el buffer citrato de sodio.
Por lo tanto, para leer directamente plasma se debe preparar la curva de calibracion con plasma

libre de fluoruro.

MEDICION DE FLUOR EN UNAS

La medicion de fluor en ufias se utiliza como medida de la exposicion cronica al fluor
[#4,%,%,47 98 49 50 511 La medida potenciométrica luego de destilacion isotérmica es de sencilla
realizacion [112]. Se procesan cortes de uias de peso conocido simultaneamente con testigos de
NaF. Ambos son sometidos a destilacion isotérmica (capitulo 4) y luego la solucion alcalina que

actua como trampa para el NaF es medida potenciométricamente (capitulo 3).
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MEDICION DE FLUOR EN ESMALTE DENTAL
La obtencion de muestra de esmalte dental se puede hacer por método de grabado, el que puede

llevarse a cabo por inmersion (aplicable a piezas dentarias extraidas) o bien in vivo aplicando el

método de ventana [112].

Método de ventana

Se realiza un orificio de 2 mm de didmetro en una cinta engomada con la ayuda de un
sacabocado. Se pega la cinta sobre la corona dentaria presionando los bordes del orificio de

manera que quede bien adherida al esmalte. Sobre la zona de esmalte expuesta, creada por la

ventana circular de la cinta se colocan con una micropipeta 10 UL de HCIO,4 0.5 mol/L. Se deja en

contacto 15 segundos y se retira la solucién con la misma micropipeta. Se coloca el liquido

obtenido en un microtubo de centrifuga. Se agregan 10 PL de agua destilada sobre la ventana
para lavar la zona grabada, se deja en contacto 10 segundos y se retira el liquido, juntandolo con
la solucién anterior. El procedimiento se debe llevar a cabo tantas veces como sea necesario. En
cada aplicacion se removera una capa de esmalte.

A las muestras obtenidas se adicionan 20 pL de TISAB, al que previamente se le agregdé NaOH
solido, de manera de lograr una concentracion 0.25 mol/L de esta base. El NaOH agregado
neutralizara el HCIO, y el TISAB cumplird la funcion de homogeneizar pH, fuerza idnica 'y

complejar cationes interfirientes.

Método de inmersion

Permite obtener muestra de una lamina de esmalte de la corona completa de una pieza dentaria.

Se colocan 200 UL de HCIO, 0.25 mol/L en un microtubo de centrifuga. La corona de la pieza
dentaria se sumerge en la solucion durante 15 segundos y se retira. Si se desea obtener muestras

de mas de una capa de esmalte, se puede pasar por soluciones sucesivas. Luego se agrega a cada
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tubo 200 PL de TISAB con agregado de NaOH como se describié en el método de ventana.

Ya sea que la solucion se obtuviera por método de ventana o inmersion, se realiza la
determinacion utilizando un electrodo de fluoruro y se procesa simultaneamente una curva de
calibracion con patrones de NaF.

El TISAB agregado a los patrones de NaF debe contener NaOH 0.125 mol/L y HC1O40.125

mol/L de manera de crear el mismo ambiente i6nico de las muestras.

Recuperacion y reproducibilidad del método

La cantidad de fluoruro en el esmalte dentario es habitualmente elevado por lo tanto se obtienen
concentraciones superiores a 10° mol/L, que estan dentro del rango de linealidad del electrodo.
Con estas concentraciones el coeficiente de variacion es de 3% y para muestras cuya

concentracion es cercana a 10 mol/L el coeficiente de variacion se eleva a 15%.

MEDICION DE FLUOR EN ORINA - DILUCION CON SOLUCION FISIOLOGICA

La orina es un fluido donde por lo general no existen concentraciones importantes de metales
trivalentes que complejan el fluoruro. Por lo tanto, la medicion potenciométrica de fluoruro puede
llevarse a cabo ajustando el pH de la muestra y la fuerza i6nica.

Singer et al. [**] propusieron un método en que ajustan el pH por agregado de NaOH o HCIO, y
diluyen la muestra con NaCl 9 g/L. El método utiliza un electrodo de ion especifico y testigos de

NaF diluidos en solucion fisiologica.

Procedimiento

Curva de titulacion: solucion de NaF stock 100 ppm en solucion fisiologica. A partir de esta se
preparan soluciones 0.1 - 1 ppm en NaCl 9 g/L. Antes de hacer la dilucion final se ajusta a pH 6.5

con NaOH o HCIO..
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Las muestras de orina se ajustan a pH 4.8-8.6 por agregado de NaOH o HCIO4 1 mol/L segtin
corresponda. Luego 10 mL de orina se llevan a un volumen final de 25 mL con soluciéon
fisiologica. No se halld diferencia diluyendo a 25 mL voliimenes de orina que variaron de 3 mL a
10 mL.

Se sumergen los electrodos de fluoruro y de referencia en la solucidén con agitacion permanente,
se espera el tiempo necesario para alcanzar una medida de potencial constante, habitualmente
entre 5 y 30 minutos.

La concentracion de fluoruro en orina se obtiene interpolando el voltaje obtenido con la curva de

los patrones de NaF (mV vs Log [F]). Se debe hacer la correccion por la dilucion realizada.

Recuperacion y reproducibilidad del método

El método tiene una recuperacion de 98.3+3.8% (90-105%) para el agregado de 0.2-0.4 ppm a
orinas con concentraciones iniciales de 0.22-0.88 ppm. Los valores de concentracion de fluoruro

obtenidos con este método no discreparon de los obtenidos con método colorimétrico [**], luego
de aislar el fluoruro por destilacion o microdifusion [*]. La adicion de 165 pg/mL de calcio o 50

Hg/mL de magnesio no interfirieron en la medida de fluoruro. La modificacion del pH entre 5 y

7.6 no produjo medidas diferentes de la concentracion de fluoruro en muestras de orina.
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DETERMINACION DE FLUOR ACIDO LABIL Y FLUOR ACIDO RESISTENTE

La determinacion de la concentracion de compuestos con fluor, donde el flior no es detectado
por el electrodo es un problema habitual en el laboratorio. Una muestra ademas de fluoruro (F°)

puede contener fluor acido 1abil y fluor acido resistente.

DETERMINACION DE FLUOR ACIDO LABIL

Denominamos fltior 4cido labil (FAL) al fltior que no se encuentra libre como fluoruro y por lo
tanto no puede ser detectado por el electrodo de ion especifico en forma directa, pero se
desprende como acido fluorhidrico cuando los compuestos son tratados con un acido fuerte. Este
fluor puede estar constituido por atomos ligados por enlace covalente que se hidrolizard en medio
acido, como ocurre con el MFP o bien por sales que contienen fluoruro pero son poco disociadas
como el CaF, y el Na;AlF.

El término FAL debe ser cuidadosamente analizado en cada caso. Por ejemplo, si se dispone de
una muestra con fluoruro de sodio en agua destilada, todo el fluoruro es detectable por medicion

directa. En este caso la concentracion de fluor acido labil es cero.
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Si en cambio, la solucion acuosa ademas de fluoruro de sodio posee Al**, la definicion de fltior
acido labil surgira del TISAB utilizado. Si se utiliz6 un TISAB que cumple las tres condiciones, al
medir por potenciometria directa, todo el fluoruro serda medido ya que aquel que se encuentre
ligado al AP" seré desplazado del complejo, en consecuencia la muestra no contiene flior acido
labil. En caso de utilizarse un TISAB que cumple so6lo con el ajuste de fuerza idnica y pH, al
medir por potenciometria directa se determinara la concentracion del fluoruro que no se halla
formando parte del complejo. Todo el fluor que se halla formando parte del complejo sera
desplazado cuando la muestra se trate con un acido fuerte. En este caso, la concentracion de flaor
acido labil sera la diferencia entre la medicion potenciométrica luego de tratar con acido fuerte y

la medicion directa sin tratamiento con este acido.

Para su determinacion se debe realizar destilacion de la muestra con acido sulfirico como se

detalla en el capitulo 4. Al aplicar destilacion a una muestra, tanto el FAL como el fluoruro se
desprenderan como 4cido fluorhidrico. Llamaremos pDI a la suma de FAL y F. La concentracion

de FAL se obtendra por diferencia entre la concentracion medida luego de destilacion (UDI ) y la

concentraciéon medida por potenciometria directa (F).

FAL=uDI - F

El FAL puede determinarse tanto en muestras liquidas como soélidas.

Procedimiento para muestras liquidas:
1- Se realiza destilacion isotérmica de una alicuota de la muestra (capitulo 4) y se mide

posteriormente la solucion obtenida por potenciometria directa (capitulo 3). De esta manera se

obtiene el valor de uDI.
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2- Se determina la concentracion de flaor por potenciometria directa (capitulo 3). De esta manera
se obtiene el valor de F~.

Por diferencia entre el valor hallado en 1 y 2 se obtiene el valor de FAL.

Procedimiento para muestras solidas
Si la muestra puede ser solubilizada se prepara una solucién y se procede como se indico para
muestras liquidas.

En el caso que la muestra sea insoluble, s6lo se podréa determinar pDI.

DETERMINACION DE FLUOR ACIDO RESISTENTE

Denominamos fluor acido resistente (FAR) al flior que se halla ligado a compuestos por enlace
covalente, de manera que en una muestra acuosa es indetectable por el electrodo de ion especifico
y no se desprende como acido fluorhidrico al ser tratada esta con un acido fuerte. La
determinacion de FAR requiere un proceso de mineralizacion de la muestra, por ejemplo por
calcinacion, posterior solubilizacion y medicion potenciométrica. Con este procedimiento se
obtiene el valor de fltior total de la muestra. Si en una alicuota se mide FAL y en otra fluoruro,

por diferencia entre el valor de fluor total y FAL mas fluoruro se puede obtener el valor de FAR.

Procedimiento para muestras liquidas

1- Se coloca un volumen conocido de muestra (habitualmente 10-100 pUL) sobre un comprimido
de CaSO, de aproximadamente 50 mg, de manera que el CaSO, absorba dicha muestra. Si el
volumen a colocar sobre el comprimido supera su capacidad de absorcion, la muestra puede ser
agregada por fracciones, secando el CaSO;, en estufa a 60 °C entre cada agregado, tantas veces
como sea necesario, hasta cargar el volumen total.

2- Los trozos de CaSO, con las muestras absorbidas se calcinan en una mufla a 500 °C, durante 6
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horas.

3- Se pulveriza el CaSO;, calcinado.

4- Sobre el CaSO, pulverizado se aplica la técnica de microdestilacion isotérmica para poder
determinar la concentracion de fluor total (FT).

5- Sobre una alicuota de la muestra se realiza microdestilacion isotérmica (capitulo 4),
obteniéndose la concentracion de flaor (UDI).

6- Por diferencia entre los valores obtenidos en 4 y 5 se obtiene el FAR.

FAR =FT - pDI

Simultaneamente se debe procesar una curva de calibracion con concentraciones adecuadas de

NaF, que seran sometidas a los mismos procedimientos que las muestras.
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DETERMINACION DE FLUOR IONICO

DETERMINACION POR ADSORCION SOBRE FOSFATO DE CALCIO

Este método se fundamenta en la adsorcion del flior idnico sobre un precipitado de fosfato de
calcio, quedando el fluor no i6nico en el sobrenadante. Fue desarrollado para aplicar a diferentes
tipos de muestras biologicas [*°], presentando como principal desventaja el gran volumen de
muestra necesario para su aplicacion.

Basicamente consiste en tratar una muestra con fosfato de calcio, luego de un periodo de tiempo
se centrifuga y se descarta el sobrenadante. El sedimento (fosfato de calcio con fluoruro
adsorbido) es disuelto en medio &cido, finalmente la solucidn se ajusta a pH 6 y se mide la
concentracion de fluoruro con el electrodo de ion especifico. Soluciones estandar de NaF son

procesadas de la misma manera.

Procedimiento

1- Preparacion del fosfato de calcio: Se mezclan cantidades estequiométricas de fosfato diacido
de potasio (ajustado a pH 7.5 con amoniaco) y acetato de calcio. Ambas sales deben tener baja
cantidad de impurezas de fluoruro. Por recristalizacion se obtiene fosfato de calcio de mayor

grado de pureza. Se lava el precipitado con agua bidestilada y finalmente se seca a 100 °C y se
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pulveriza.

2- Adsorcion del fluoruro: Se mezclan 5 mL de plasma con 10 mg de fosfato de calcio en tubos
plasticos. Los tubos se tapan y se colocan en un agitador durante 1 hora a 35-40 °C. Al finalizar
este periodo se centrifugan. El precipitado se trata con 0.5 mL de 4cido perclorico 0.5 mol/L y 2
mL de citrato de sodio 0.5 mol/L. Luego de agitacion vigorosa hasta disolucion del precipitado,
se centrifuga para eliminar posibles precipitados de proteinas adsorbidas por el fosfato de calcio.
El sobrenadante limpido tiene un pH préximo a 6.

3- Se mide el milivoltage desarrollado por la solucién utilizando un electrodo de ion especifico
para ion fluoruro.

4- Las soluciones de NaF de concentraciones conocidas se procesan siguiendo los pasos 2y 3y
los voltajes desarrollados por estas soluciones se utilizan para calcular la concentracion de
fluoruro de las muestras de plasma. Con los milivoltios y los logaritmos de las concentraciones de
las soluciones estandar se realiza una regresion lineal.

5- La concentracion de las muestras de plasma se calcula utilizando los voltajes medidos, por

interpolacion con la curva de calibracion obtenida con las soluciones estandar.

Recuperacion y reproducibilidad del método

El método tiene una recuperacion de 93-103% para el agregado de aproximadamente 5 pmol/L
de fluoruro. Los valores obtenidos correlacionan perfectamente con otros métodos de medicion
de flGor iénico. El1 98% del "*F agregado a muestras fue recuperado en el precipitado de fosfato
de calcio. Este ultimo dato indica que todo el fluoruro idnico seria medido por esta técnica, sin

embargo los autores no aseguran cuanto del fluor no i6nico es adsorbido sobre el precipitado.

DETERMINACION POR ADSORCION Y DIFUSION

Este método se fundamenta en la adsorcion del fliior i6nico sobre un precipitado de fosfato de
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calcio y su posterior determinacion colorimétrica. Es la combinacion del método anterior y el
colorimétrico de Baumler-Glinz. Fue desarrollado para aplicar a diferente tipos de muestras
biologicas [112]. Su desventaja es el gran volumen de muestra necesario para su aplicacion y el
tiempo de difusion. La ventaja es que no requiere un electrodo de ion especifico.

Basicamente consiste en tratar una muestra con fosfato de calcio, luego de un periodo de tiempo
se centrifuga y se descarta el sobrenadante. El sedimento (fosfato de calcio con fluoruro
adsorbido) es disuelto en medio acido en un recipiente cerrado. El fluoruro difunde de la solucion
como HF que reacciona con NaOH generando NaF sobre un papel de filtro. El papel se trata con
agua destilada, obteniendose una solucion alcalina de NaF que es neutralizada y sobre la que
finalmente se lleva a cabo la reaccion con el agente complejante cerio-alizarina. La medicion se

hace espectrofotométricamente.

Procedimiento

1- Preparacion del fosfato de calcio: Se mezclan cantidades estequiométricas de fosfato diacido
de potasio (ajustado a pH 7.5 con amoniaco) con acetato de calcio. Ambas sales deben tener baja
cantidad de impurezas de fluoruro. Por recristalizacion, se obtiene fosfato de calcio de mayor
grado de pureza. Se lava el precipitado con agua bidestilada, se seca a 100 °C y luego se
pulveriza.

2- Adsorcion del fluoruro: Se mezclan 5 mL de plasma con 10 mg de fosfato de calcio en tubos
plasticos. Los tubos se tapan y se colocan en un agitador durante 1 hora a 35-40 °C. Al finalizar
este periodo se centrifugan y se guarda el precipitado para tratamiento posterior.

3- Se coloca el precipitado en recipientes plasticos con tapa hermética con 4 mL de 4cido

perclorico al 50% P/P durante 24 horas para permitir la difusion del HF de la solucion. E1 HF se

recupera sobre circulos de papel de filtro embebidos en 50 UL de NaOH 1.6 mol/L. En los filtros

el HF se transforma en NaF. Pasadas las 24 horas de difusion los filtros son colocados en tubos
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de polietileno previamente pesados, se adicionan 2 mL de agua y se neutraliza con HCl hasta
punto final con fenolftaleina. Finalmente el volumen se ajusta a 3 mL.

4- Se adicionan 2 mL de reactivo complejante cerio-alizarina y se mide la absorbancia a 610 nm.
5- Se procesan soluciones de NaF de concentraciones conocidas siguiendo los pasos 2, 3 y 4.
Con las absorbancias de estas soluciones y sus correspondientes concentraciones se realiza una
curva de calibracion.

6- La concentracion de las muestras de plasma se calcula por interpolacion con la curva de
calibracion obtenida con las soluciones estandar, utilizando las absorbancias medidas en las

soluciones desconocidas.

Recuperacion y reproducibilidad del método

Los valores de fltior idnico obtenidos con este método no discrepan de los valores obtenidos con

el método de determinacion de flior id6nico por adsorcion sobre fosfato de calcio.

DETERMINACION ADSORCION-REPOSICION

Este método se fundamenta en la adsorcion del fliior i6nico sobre un precipitado de fosfato de
calcio y el posterior agregado de una solucion estandar de fluoruro de sodio hasta restablecer la
concentracion inicial. Fue desarrollado para aplicar a diferente tipos de muestras biologicas [112].
Sus desventajas son el gran volumen de muestra necesario para su aplicacion y el tiempo
demandado para alcanzar voltajes estables.

Basicamente consiste en medir en la muestra el voltaje desarrollado por electrodo de ion
especifico. Luego de obtener este valor de voltaje, se adiciona a la muestra fosfato de calcio. Con
este tratamiento se elimina de la muestra el fllior i6nico. Se separa el sobrenadante por
centrifugacion y al mismo se le agrega una solucion de NaF. Con el electrodo de ion especifico se

monitorea el voltaje, y se detiene el agregado de NaF cuando se iguala la primer lectura.
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Procedimiento

1- Se mezclan 3 mL de muestra con 3 mL de agua bidestilada y se ajusta el pH al valor de 5.8 con
acido perclérico 0.5 mol/L.

2- A esta solucion se le mide el voltaje desarrollado por el electrodo de ion especifico. El
procedimiento puede requerir hasta 2 horas para lograr voltajes estables.

3- Una alicuota de plasma similar, con el mismo agregado de agua, es tratada con 10 mg de
fosfato de calcio, para adsorber el flior i6nico. El procedimiento se lleva a cabo durante 1 hora a
35-40 °C con agitacion permanente.

4- Se filtra el sobrenadante a través de un filtro Millipore de 0.45 pm para eliminar cualquier
vestigio de fosfato de calcio.

5- Al filtrado se adiciona NaF 1 ppm con una microbureta en alicuotas de 20 pL. El voltaje
desarrollado por el electrodo es registrado y se continua con el procedimiento hasta que el voltaje
iguala al valor obtenido en el punto 2.

6- Con el volumen de solucion de NaF 1 ppm se calculan la cantidad de pmoles de fluoruro

contenidos en 3 mL de plasma y la concentracion de la muestra.

DETERMINACION POTENCIOMETRICA CON PATRONES DISUELTOS EN SUERO

Este método se fundamenta en la determinacion potenciométrica utilizando un electrodo de ion
especifico y un electrodo de referencia de calomel. La curva de calibracion se prepara disolviendo
NaF en suero o plasma de perro con bajo contenido de fltior. Fue desarrollado para utilizacion en
clinica [**] por su mayor sencillez. Sus desventajas son el gran volumen de muestra necesario para
su aplicacion y la dificultad de contar con grandes volimenes de plasma o suero de animales no
expuestos al fluoruro.

Basicamente consiste en medir en la muestra el voltaje desarrollado por electrodo de ion
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especifico, procesando de la misma manera soluciones estandar preparadas con suero como

diluyente.

Procedimiento

1- Se mezcla 1 mL de suero o solucion estandar con 0.06 mL de buffer acetato (preparado por
mezcla de partes iguales de acido acético 10 mol/L e hidréxido de sodio 5 mol/L).

2- Se mide el potencial con un electrodo de ion especifico y un electrodo de referencia de
calomel. Las lecturas se realizan cada minuto hasta obtener un valor constante (entre 2 'y 5
minutos).

3- Se calcula la concentracion de las muestras de plasma por interpolacion con la curva obtenida
entre el potencial y el logaritmo de la concentracion de las soluciones estandar.

Preparacion de soluciones estandar: a partir de NaF 1 mol/L se diluye con suero de perro, el cual
ha sido mantenido con agua destilada como bebida y alimentado con leche suplementada con
vitamina D y minerales. Como otra opcion los autores proponen la utilizacion de suero de
humanos jovenes que no ingieran agua fluorada durante las 24 horas previas a la extraccion de

sangre.

Recuperacion y reproducibilidad del método

Los valores de fliior idnico obtenidos por este método no discrepan de aquellos obtenidos con el
método de adsorcidn y difusion, el método de difusion directa y con las graficas de Gran. La

correlacion de este método con el método de difusion directa tiene una pendiente que no discrepa
de 1 y una ordenada al origen de 1.18 pmol/L.

El buffer utilizado en la muestra produce una disminucion del flaor &cido 1abil de 0.3% en una
hora y media, con el consecuente incremento en el valor de flior i6nico. Si las muestras se

almacenan sin buffer a 4 °C, muestran un incremento del fltior i6nico de 1.3-1.7%.
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METODO AUTOMATIZADO

Este método se fundamenta en la determinacioén potenciométrica utilizando tecnologia de
automatizacion. La curva de calibracion se prepara disolviendo NaF en suero con bajo contenido
de fltor. Fue desarrollado con el fin de mejorar la relacion nimero de muestras: tiempo empleado
[*7]. Su principal desventaja es el sistema automatico requerido. El método descripto no hace
mencion al volumen de plasma o suero necesario para la determinacion.

Basicamente consiste en medir en la muestra el voltaje desarrollado por electrodo de ion
especifico, procesando de la misma manera soluciones estandar preparadas con suero como

diluyente.

Procedimiento

1- Muestras y soluciones estandar se mezclan con un buffer de fuerza idnica (TISAB).
2- Soluciones estandar de NaF de 0.75-13.85 pmol/L se hacen fluir por el instrumento para

realizar la calibracion, obteniéndose una gréfica de voltaje en funcion del tiempo.

mv

stanclards muesira

tiempo

[ustracion 22: Grafica para medicion de fluoruro por método automatizado.
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Cada concentracion produce una sefial. Se mide la altura de esta sefial (Ilustracion 22) desde el
valle hasta el pico (“x”) y se obtiene una correlacion entre “x” y concentracion de fluoruro. La
lectura se realiza durante 30 segundos y el lavado entre cada solucion durante 210 segundos.

3- A continuacion se pasan las muestras, midiéndose “x” para cada caso, valor que se utiliza para

calcular la concentracion de la muestra por interpolacion con la curva de calibracion obtenida con

las soluciones estandar.

Recuperacion y reproducibilidad del método

Los valores de fluor iénico obtenidos correlacionan bien con el método realizado manualmente
para 54 muestras (r = 0.9675).

La recuperacion de una cantidad fija de fluoruro adicionada a las muestras fue de 94.7-100%.

El coeficiente de variacion intraensayo para concentraciones de fluoruro de 0.78 y 13.85 pumol/L
fue de 6.1% y 1.1% respectivamente.

El coeficiente de variacion interensayo realizado sobre una muestra durante 3 meses fue del 5.5%.

DETERMINACION POTENCIOMETRICA DIRECTA CON PATRONES ACUOSOS

Este método se fundamenta en la determinacion potenciométrica utilizando un electrodo de ion
especifico. La curva de calibracion se prepara disolviendo NaF en agua. Fue desarrollada para
medir fltor en plasma [**]. Segun sus autores es de extrema sencillez y alta reproducibilidad.
Basicamente consiste en medir en la muestra el voltaje desarrollado por electrodo de ion
especifico, procesando de la misma manera soluciones estandar preparadas con agua destilada.
Muestras y soluciones estandar son mezclados en partes iguales con un TISAB de composicion

no descripta en el trabajo (provisto por ORION).
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Procedimiento

1- Se mezcla 1 volumen de plasma o solucion estdndar con igual volumen de TISAB.

2- Se deja estabilizar el milivoltimetro 15-30 minutos antes de comenzar las mediciones.

3- Se mide el potencial con un electrodo de ion especifico y un electrodo de referencia.

4- Se calcula la concentracion de las muestras de plasma por interpolacion con la curva obtenida
en el potencial y el logaritmo de la concentracion de las soluciones estandar.

Preparacion de soluciones estandar: a partir de NaF provisto por ORION por diluciéon con agua

destilada.

Recuperacion y reproducibilidad del método

Coeficiente de variacion intraensayo (n = 13) 5-7%.

Recuperacion 95-105% aproximadamente.

DETERMINACION POTENCIOMETRICA CON ADICION - DILUCION

Este método se fundamenta en la determinacion potenciométrica utilizando un electrodo de ion
especifico. No requiere curva de calibracion y los parametros del electrodo se obtienen por
adicion de una cantidad conocida de fluoruro a la muestra y posterior dilucion de la solucion. Fue
desarrollada con el fin de proveer al laboratorio clinico de una técnica confiable y sencilla para
medir fltior i6nico en plasma [*]. Segun sus autores es de extrema sencillez, confiable y
relativamente rapida si se dispone de 6 electrodos de fluoruro adosados a un tnico voltimetro.
Basicamente consiste en medir en la muestra el voltaje desarrollado por electrodo de ion
especifico. Sobre la misma muestra se agrega una cantidad conocida de una solucién estandar de
fluoruro, registrandose el nuevo potencial. Finalmente se mide el potencial de la muestra diluida a
la mitad. Con los tres potenciales medidos se aplica un calculo que permite obtener la

concentracion de fluoruro en el plasma.
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Deduccion de la ecuacion de calculo

El potencial medido por el voltimetro (E) se ajusta por la ecuacion de Nernst
E=E°+Sogy¥ [T

donde

E°: potencial stantard.

S: pendiente de la Ecuacion de Nernst o factor de Nernst.

y: coeficiente de actividad.

f: fraccion del ion del elemento medido.

C: concentracion del elemento medido.

Cuando se sumerge el electrodo en la muestra de concentracion Cx, el potencial medido E,,
queda expresado por la expresion:

E =E° +Sogy, f, [T,

donde

Yi: coeficiente de actividad en la muestra de plasma.

fi: fraccion de fluoruro en la muestra medida.

Luego de la adicién de un volumen conocido (V«4) de una solucion de concentracion conocida
(Csu), €l potencial medido: E,, queda expresado por la férmula:

CX [E/ lasma + C\‘td Eﬂ/vvz‘d
E, = E° +58 og y, [f, =~ sl
+ I/std

%

plasma

donde

Y:: coeficiente de actividad en la muestra de plasma luego del agregado de una solucion estandar.

f,: fraccion de fluoruro en la muestra luego del agregado de solucion estandar.
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Restando miembro a miembro E; y E,, se obtiene:

_ Cx I]/plasma + Cstd |:ﬂlstd
AE =5 Oog y, [ B2 — 5 og y; [, T,
plasma std

que reordenando

|J‘Z(CVX |jufplasma + Cstd |:-u/std )
Vplmma + I/std) D/I gi mx

AE =S I:HogEyz(

Suponiendo Y-y fi=16,

AE = S D]Ogl:‘cx |:D/plarsma + Cstd [E/std )
V tnas +Va | T,
despejando Cx
C,=—x Cos W
10? Vplasma V)~ DZp/asma

Por otro lado la pendiente S se calcula utilizando el valor E, y el potencial medido (E;) luego de
diluir a la mitad la solucion obtenida luego de la adicion.

o Cx [D/plasma
E, =E° +SOogy, [, 3 7

plasma

+ Cstd [D/std
+ thd )2

Restando miembro a miembro E, y E; se obtiene:

Cxwlasma
AE = E° + S ogy, [f, 3 (p

Vplasma + I/std )

+ Csld |:E/std ) Cx |]/vplasma
—E°=Slogy, Lf; B (V

plasma

+ Cstd [E/std
+ thd )2

reordenando y suponiendo Y>-y;y L= 1,
AE =S [Tbg 2
A partir de la cual se calcula S.

NE
log 2
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Procedimiento

1- Se mezcla 1 mL de plasma con un 5% V/V de TISAB’.

2- Se sumerge el electrodo y se mide el potencial: E1.

3- Se retiran 100 pL de muestra.

4- Se adicionan 100 pL de solucion de NaF aproximadamente 100 veces mas concentrada que la
muestra. Se mide el nuevo potencial: E2.

5- Se retiran 500 YL de la solucion y se agregan 500 UL de agua destilada. Se mide el potencial
de la dilucion obtenida: E3.

6- Se aplica la ecuacion para calcular la concentracion incognita (Cx)

7- Se multiplica el valor de concentracion hallada por 1.05 (factor dependiente de la dilucion de la
muestra causada por el agregado de TISAB).

Preparacion de soluciones estandar: a partir de NaF 100 ppm en agua destilada.

Recuperacion y reproducibilidad del método
Coeficiente de variacion intraensayo 6.7% y 1.8% para concentraciones de fluoruro 0.5 pmol/L y
2.6 umol/L respectivamente. Coeficiente de variacion interensayo: 7.6% para una concentracion

de fluoruro de 0.7 pumol/L.

Recuperacion 99.7%.

Mediciones de fluoruro idnico en plasma de personas sanas: 0.55 umol/L con un rango de 0.31-1
Mmol/L. En pacientes dializados, el valor medio hallado fue 2.46 pmol/L, con un rango de 0.4-4.3
pMmol/L.

El limite de deteccion del electrodo con esta técnica es 0.13 umol/L.

’ TISAB: 354 mg/L de acetato de amonio, 213.5 mL/L de 4cido clorhidrico 11.6 M, 19.8 g/L CDTA
(acido 1,2-ciclohexilendinitrilotetracético), 0.07 g/L rojo cresol, pH: 5-5.2
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DETERMINACION POTENCIOMETRICA CON ADICION

Este método se fundamenta en la determinacion potenciométrica utilizando un electrodo de ion
especifico y adicion de una cantidad de fluoruro conocido. No requiere curva de calibracion y los
parametros del electrodo se calculan previamente, considerandose un dato invariante e
independiente de las condiciones de la muestra. Fue desarrollada con el fin de proporcionar un
método rapido y confiable para determinar el contenido de fluoruro en alimentos [*]. Es un
método mas sencillo que el propuesto por Fuchs [112]. Requiere instrumental de laboratorio
sencillo ademas del voltimetro y el electrodo de fluoruro. Basicamente consiste en disolver la
muestra seca en HCI, diluir con un buffer adecuado y medir el potencial desarrollado por el
electrodo de ion especifico. Sobre la misma muestra se agrega una cantidad conocida de una
solucion estandar de fluoruro, registrandose el nuevo potencial. Con los dos potenciales medidos

se aplica un calculo que permite obtener el porcentaje en peso de fluoruro en la muestra.

Deduccion de la ecuacion de calculo

El potencial medido por el voltimetro (E) se ajusta por la ecuacion de Nernst

E=E° +SogC

donde

E°: potencial stantard.

S: pendiente de la Ecuacion de Nernst o factor de Nernst.

C: concentracion de fluoruro.

Cuando se sumerge el electrodo en la muestra diluida con buffer citrato, la concentraciéon de
fluoruro es Cy, el volumen es V, y el potencial medido E;, queda expresado por la expresion
E, =E° +SoglC,

Ci se puede expresar como ug de F/V,
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HgF

E, =E° +S dog

Luego de la adicion de un volumen conocido (V«4) de una solucion de concentracion conocida

(Csu), la cantidad de fluoruro de la solucion serd Ug F + g Fesindar Y €1 volumen V; + Vg, el

potencial medido: E,, queda expresado por la formula:

F+usF
E2 - EO + S DOg /’lg l’lg standard
Vl + Vstd

donde

Restando miembro a miembro E, y E,, se obtiene:
F+usF F
/’lg /jg standard __ S 1o g Hg

AE =S og
Vl + Vstd Vl

que reordenando

,ng F+ /.lg F, standard
I/1 + Vstd
ug F
Vl

AE
— =logd
S g

reordenando

Hg F+ Hg F, standard
loDS QZ I/] +Vstd
Hg F
"

Vl Vl + Vstd

Si consideramos Vi, +V =V

4 Vs
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Vl VZ V2

agrupando los términos con ug F

loé\lasﬁgl'lg.F _/’gF Zﬁngtandard
Vl VZ VZ

tomando factor comun a la izquierda

ENEC TR
e L F ot
F—— kg F =
1 Vl Vzl:l Vz
= =

/’ngtandard
1 F = e

O BREH C

H()DSD 1|:

O — = C

O " aC

] E

Tomando denominador comun en el denominador

M2 Fyandara
v,
O FAEQ C
Hots Oy, —p, E
5,
] Vv, C
B E

e F=

Sacando factor comtn V2 en el denominador

£E Fyandaa
e F= &

C
E%Q_ﬁ C
v, H?C
C
0 v, C
O C
O C
0 C

reacomodando V, y simplificando V, , se obtiene
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HE F, standard %E

2
Nt
v, E

Los pg de F de la solucién estandar se puede reemplazar por el producto entre la concentracion

Hg F=

de la solucion estandar expresada en ppm (ppMmesindar) Multiplicada por el volumen adicionado

expresado en mililitros (MLesndar), resultando

DPDPM ndard .ml standard % E
2
NS
v, E

La pendiente S se asume igual a 59.2 a 25 °C, adicionandole 0.2 por cada grado de aumento de

e F =

temperatura por encima de 25 °C o restandole el mismo valor por cada grado por debajo de 25
OC 10'
Para calcular el porcentaje en peso de fluoruro en la muestra se utiliza la ecuacion:

(l’lg F- lugblanco)'loo

% F =
’ 10°

g muestra*

donde gmuesa, €5 1a masa de muestra seca colocada en el vaso de precipitacion para ser disuelta

con HCl y Ugpianco, €5 €l valor de pg de fluor obtenido para un blanco realizado simultdneamente.

Procedimiento
1- Se mezcla en un vaso de precipitacion la muestra (0.4-5 g), que debe estar seca y molida de
manera de pasar por un tamiz de 10 mesh.

2- Se agregan 20 mL de HCI concentrado.

3- Se agita durante 1 hora.

1% Por ejemplo, a 37°C, S = 61.6.
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4- Se adicionan 500 mL de buffer citrato '

5- Se coloca el voltimetro en 0 mV, y se sumerge el electrodo en agua destilada durante 1minuto.
6- Se sumerge el electrodo en la muestra resultante del punto 4. Luego de 3 minutos, se lee el
potencial desarrollado por los electrodos.

7- Se adiciona 1 mL de solucion estandar de NaF 10.0 mg/mL (10000 ppm). Se mide el nuevo

potencial luego de 3 minutos de estabilizacion.

8- Se aplica la ecuacion deducida (Ug F) para calcular la cantidad de pg de la muestra.

9- Preparacion del blanco de reactivos: repetir pasos 2-8.

Recuperacion y reproducibilidad del método

Como la técnica propone trabajar con un volumen de 520 mL (muestra diluida en HCI + buffer
citrato) y luego adicionar 1 mL de solucion estandar, se considera que la fuerza idnica varia poco
como para que tenga efecto sobre la pendiente, razon por la cual se utiliza un valor constante.

La técnica propuesta tiene una recuperacion de 90-108 %.

MEDICION DE FLUORURO CON CORRECCION DE FLUOR BASAL

Es habitual suponer que los reactivos utilizados en la determinacion de fluoruro estan libres de
fluoruro. Este método [*'] propone una manera de descontar el fluoruro presente en el blanco. La
técnica utiliza un electrodo de ion especifico. La ventaja de esta técnica es que descuenta el

fluoruro presente en los reactivos, extendiendo la linealidad de la curva de calibracion hasta 0.26

Mmol/L, Ilustracidon 23. La desventaja es que requiere un gran volumen de muestras y patrones.

! Buffer citrato: 740 g de 4cido citrico + 680 mL de amoniaco concentrado. Ajustar a pH = 7 con acido
citrico. Agua csp 3 litros.
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Procedimiento

Se coloca un volumen V; de solucion blanco (agua, TISAB, etc) en un recipiente y se mide el
potencial E1. Se agrega un volumen V, de una solucion estandar con una masa m, de fluoruro y
se mide el nuevo potencial, E,. Se agrega nuevamente un volumen V, de solucién blanco y se
mide el voltaje desarrollado por los electrodos. Aplicando el modelo matematico que se desarrolla
mas abajo se calcula la masa m; y la concentracion C; de fluor en las soluciones blanco. Este valor
sera luego sumado a la concentracion de las soluciones estandar al realizar la curva de

calibracion. Al calcular la concentracion de los desconocidos este mismo valor debe ser restado.

De esta manera se logra tener linealidad en la curva de calibracion hasta concentraciones de

fluoruro de 0.26 pumol/L.

107 1 O sin correccion de blanco
A con correccion de blanco

500 750 1000 1250 1500
my

Tlustracion 23: Curva de calibracion tipica para el electrodo de ion especifico sin descontar el contenido de fltior de

los reactivos () y con la correccion propuesta por esta técnica ( %
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Las medidas se realizan convencionalmente con los electrodos, preparando los patrones y
muestras con agregado de un 10% de TISAB.

Los autores proponen la medicioén en una solucion de pH 1 lograda con HCIO,, con la que
obtienen linealidad hasta concentraciones inferiores a 1 pimol/L. La medicion en medio acido

perclorico tiene la ventaja que este acido tiene muy baja concentracion de fluoruro.

Tratamiento matematico
El potencial medido (E,) al colocar el electrodo en una mezcla de partes iguales de agua destilada
y TISAB (blanco) es:

a

"
donde E° es el potencial debido a la naturaleza de los electrodos, S la pendiente o factor de

Nernst, V; el coeficiente de actividad, A, la fraccion molar de fluor al estado de fluoruro libre, m;
la masa de fluoruro y V; el volumen inicial.

Cuando la solucion anterior se agrega un pequefio volumen V, con una masa m, no hay cambios

apreciables en Y, y 01, por lo que podemos suponer que sus valores son constantes. Luego del

agregado el potencial medido (E,) estara dado por la expresion:

H +
E,=E° —S[]og[]/l.a'IEM
O V1+V2

Luego se adiciona un volumen de solucion inicial igual al volumen V. En este caso el potencial

medido (E;) sera:

0 +
E, =E°-S0ogry, a, e B
[ 2V, +V,

restando E;- E; y E; - E; se obtiene
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0 + a
AE,, = E, —E, :EO—SEﬂog[yl.alw E° +8 Oog 1™
0 Vi +7, 4

reordenando

O + a
AE,, =S Togly, a, E'w § Oog /191
Il Vl +V2 Vl

aplicando propiedad de logaritmo

tm,
y,.a,
vy +7,
AE,, =-SUog
y,a,m,
Vi

simplificando el coeficiente de actividad y el grado de disociacion, reordenando resulta:

+ v,
AE, =-Sog "2 1
m i+,

de la misma manera para E; - E,

0 + a
AE, =E,-E, =E°-S0ogry,a, T B B +SEIlog—y1 1
0 2V +V, 4

0 (P, + a
AE,, =-SUogry, o,H L SEI]og—y1 1
O 2V +V, 4

Rm,+m,
2V, +V,
Y- aym,
4

y,a,

LI
[T

AEy, = =S log

eliminando el coeficiente de actividad y el porcentaje de disociacion y reordenando los términos
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AE, =—Sog 2t N
3 ST v+,

dividiendo As; por A, resulta

2mtmy V)

-S0o
my VitV

simplificando, tomando logaritmo natural y distribuyendo resulta:

ln2m1+m2+h1 v
A:AE31 _ n, 2V +0,
AEs, In m, i, +1In Vi
m, v+,
reordenando
V.
InE2+—25+1n !
InH + My In 4
m, Vi +r,
V.
i Nl=ln—1— y N2=In ! 16 i .
si llamamos WA, y oAy, la expresion anterior resulta:
N1+ 11%2 + M2 E
A= o
my

N2+ln§+ E
my

. ) .,
denominando X =— la expresion resulta:
my

_ Nl+In(2+x)
A=\ 7
N2+In(1+x)

recordando que el desarrollo en serie del logaritmo
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O C
h1(a+x)=lna+2|] ol +EB al 9 +o C
§a+x 3[Ra+x[] E

desarrollando en serie los logaritmos de la expresion anterior, y tomando solo el primer término

del corchete del desarrollo en serie resulta:

N1+1n2+2§4%E

+x[C

N2+1n1+2@z%E

+x[

A

operando y luego agrupando los términos con x?, X y los términos independientes, resulta
[AN2 +2A—N1—1n 2 —2]x? +[6AN2 +8A—6N1—61n 2 —4]x +[8AN2 —8N1—81n 2] =0

si llamamos a los coeficientes de las x

[AN2 +2A-N1-In2-2] =a

[6AN2 +8A—6N1—61n2—4] =b

[8aN2 —8N1—81n 2] =¢

la expresion resulta

ax? +bx+c¢ =0

que es una ecuacion cuadratica de sencilla resolucion con la ecuacion

—b++/b? —4dac

2a

X =

que permite obtener x y asi m; y como se conoce Vi, se puede calcular C;, que es la
concentracion de fluoruro en el blanco, valor que se debe restar a las muestras y patrones de

fluoruro de sodio.

Reproducibilidad y recuperacion
La técnica fue utilizada para medir fluoremia en personas no expuestas a dosis excesivas de

fluoruro, obteniéndose valores que varian de 1-7 pmol/L. También se utiliz6 en la medicion del

contenido de fluor en agua destilada, leche en polvo y hueso, muestras en las que se determino la
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recuperacion. En todos los casos se obtuvieron recuperaciones entre 97-101% y los coeficientes
de variacion oscilaron entre 2-4% dependiendo de la concentracion de la muestra investigada.

La tnica aproximacion en el calculo que presenta la técnica es la utilizacion del primer término
del desarrollo en serie del logaritmo. Cuando se utilizaron sucesivos términos de dicho desarrollo
los resultados no difirieron mas de 2-3%, valores que estan dentro del coeficiente de variacion de
la técnica.

Para obtener valores precisos de la concentracion de fluor en el blanco se aconseja un agregado
V,, de manera que el A, sea cercano a 20-25 mV.

El contenido de fltor en diferentes sustancias utilizadas en la determinacion de flaor, que se
asumen libres de fluoruro, fue similar al hallado colorimétricamente luego de destilacion o por el

método de adicion simple de Fuchs [112].
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DETERMINACION DE MONOFLUOROFOSFATO

El monofluorofosfato de sodio (MFP, Na,PFO;) es una sal ampliamente utilizada en forma de
comprimidos en el tratamiento de la osteoporosis y como aditivo en pastas dentifricas, para la
prevencion de caries dentales [111]. El fltior se halla ligado al fosfato por un enlace covalente.
Este enlace, a diferencia de los enlaces F-C es inestable y puede ser degradado por hidrolisis. El
proceso se lleva a cabo por accion enzimatica [**], por la accion de acidos [112] o
espontaneamente [*,%].

Luego de una dosis de MFP, en el plasma existen dos fracciones de flior: fluoruro y fluor ligado
a proteinas por enlace acido 1abil [,°]. En el hueso de ratas tratadas con MFP se encuentra
fluoruro, fltor 4cido 14bil y fluor acido resistente [7,°*]. El estudio de la farmacocinética del
monofluorofosfato ha planteado un desafio en lo que respecta a las técnicas de medicion. La

medicion de MFP en soluciones se puede realizar potenciométricamente luego de la destilacion

del fluor, luego de la hidrdlisis 4cida del compuesto, o bien luego de la hidrdlisis enzimatica.

MEDICION DE MONOFLUOROFOSFATO POR HIDROLISIS ENZIMATICA
Esta técnica fue desarrollada para el estudio de la estabilidad y farmacocinética del MFP [*].
La técnica es aplicable a soluciones acuosas o a muestras solidas previa disolucion en agua

destilada. Una alicuota de la muestra acuosa se somete a la hidrolisis por la accion de la enzima
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fosfatasa alcalina intestinal de rata. Se realiza la medicion potenciométrica de fluoruro en las
muestras con y sin tratamiento enzimatico. La diferencia entre la concentracion de fluoruro de la
muestra tratada con fosfatasa alcalina intestinal y la alicuota sin tratar permite hallar la

concentracion de MFP en la muestra.

Procedimiento

Solucion 1: Se mezclan 0.2 mL de muestra acuosa con 0.02 mL de fosfatasa alcalina purificada
del intestino de la rata'> y 0.02 mL de buffer carbonato/bicarbonato 0.5 mol/L pH 10. Se incuba
10 minutos a temperatura ambiente.

Solucién 2: Se mezclan 0.2 mL de muestra acuosa con 0.02 mL de agua destilada y 0.02 mL de
buffer carbonato/bicarbonato.

Se agrega a las soluciones 1 y 2, 0.02 mL de buffer acido acético/acetato de sodio 2 mol/L / 2
mol/L para ajustar el pH a 4-5 . Simultaneamente se procesan testigos de NaF mezclando 0.2
mL de solucidon de NaF de concentracion acorde a las muestras, se adiciona 0.02 mL de agua y
0.02 mL de buffer carbonato-bicarbonato. Finalmente, se adicionan 0.02 mL de buffer acido
acético/acetato de sodio 2 mol/L / 2 mol/L y se determina potenciométricamente el voltaje de las
soluciones estandar con los que se construird una curva de calibracion. El voltaje de las
soluciones 1 y 2 se mide de la misma manera. Se calculan las concentraciones de fluoruro en las
soluciones 1 y 2 utilizando la curva de calibracion y por diferencias entre ellas, se obtiene la

concentracion de MFP en la muestra.

12 La fosfatasa alcalina utilizada presentaba una actividad especifica 0.2-0.3 pmol MFP/min.mg proteina.
La misma puede ser ajustada a otro valor teniendo la precaucion de dejar pasar el tiempo necesario para
producir la hidrolisis total del MFP de la muestra.

' La concentracién de los buffers puede ser modificada en caso de dificultades de medicién por fuerza
idnica
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Precauciones

En la Ilustracion 24 se representa la variacion de la concentracion de fluoruro de una solucion de
MEFP 9.2 mmol/L, al ser tratada con fosfatasa alcalina intestinal. Como se puede observar en 20
minutos alcanza un valor estable que no discrepa de la concentracion inicial de MFP. La gréfica
también indica que si no se aguarda el tiempo necesario para la hidrodlisis, adicionando el buffer

acido acético/acetato de sodio, el proceso de hidrolisis se detiene y la concentracion de MFP sera

subestimada.
15
=
o AcH
S
— - . -
o
| .
=
| -
g & & F
=,
O 10 20 a0 A0 Al Gl
minutos

Tustracion 24: Concentracion de fluoruro en una solucion de MFP 9.2 mmol/L tratada con fosfatasa alcalina
intestinal (M) a pH 10. Los A, representan la variacion de la concentracion de fluoruro de una solucion de MFP de
la misma concentracion en presencia de fosfatasa alcalina a la que se acidifico por agregado de buffer acido
acético/acetato de sodio.

Es aconsejable comprobar el tiempo necesario para obtener la hidrdlisis completa de una solucion
de MFP de concentracion adecuada a las muestras a medir cada vez que se prepare la fosfatasa

alcalina para la hidrolisis. Para ello, se prepara una soluciéon de MFP de concentracion conocida y
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se adiciona fosfatasa alcalina intestinal manteniendo las proporciones de muestra, enzima y
buffers. Se obtienen alicuotas de la solucion a tiempos sucesivos y se determina fluoruro por
potenciometria directa. El tiempo requerido de incubacion es aquel en el que la concentracion de

fluoruro medida alcanza el valor de la soluciéon de MFP preparada.

Preparacion de fosfatasa alcalina

Sino se dispone de fosfatasa alcalina purificada, la misma se puede obtener del intestino de la
rata. Para medidas de concentraciones de MFP mayores a 0.1 mmol/L, no es necesario una
purificacion de la enzima. Se procede como se detalla a continuacion:

1- Se toma un nimero adecuado de ratas adultas (para obtener suficiente fosfatasa alcalina para
realizar aproximadamente 500 mediciones, son necesarias 2 ratas adultas de 200-300 g). Previo
ayuno de 24 horas y con agua destilada como agua de bebida.

2- Se realiza la eutanasia del animal.

3- Se practica una laparotomia mediana.

4- Se corta con tijera el intestino a la altura del piloro, con una pinza se toma el extremo libre del
intestino y se realiza tension verticalmente hacia arriba. El intestino se ira despegando hasta llegar
al ciego. Se corta en este sector y se eliminan sectores que puedan tener restos de alimento.

5- Con la ayuda de una jeringa, se pasa a través del intestino seccionado 10 mL de agua destilada,
de manera de eliminar restos de alimento y secreciones digestivas.

6- Se corta el intestino longitudinalmente con tijera iris de manera de exponer la mucosa
intestinal.

7- Se apoya la mucosa sobre el borde de un portaobjeto y se desliza el intestino de manera que la
mucosa sea extraida por el filo del vidrio.

8- Se pasa la mucosa obtenida por raspado a un tubo de plastico, se diluye 1:10 con buffer
TrisHCI 20 mmol/L MgCl, 1 mmol/L pH 8.2.

9- Se homogeneiza la muestra.
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10- Se fracciona y se congela a -20 °C. La solucion preparada y guardada en estas condiciones es

estable por al menos 5 afos.
11- En el momento de utilizar la solucion de enzima, se descongela y se agregar el volumen

necesario. Si la solucion de fosfatasa alcalina no es utilizada totalmente puede congelarse

nuevamente, no perdiendo actividad.
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RESENA SOBRE EL FLUOR

El fluor es el elemento més electronegativo, por lo que existe reducido en la naturaleza al estado
de fluoruro, con numero de oxidacion (-1). Esto implica la imposibilidad de participar en
reacciones de oxidorreduccion.

Se lo encuentra en la naturaleza formando parte de rocas y sales, constituyendo el 0.03% P/P de
la corteza terrestre. Se lo halla principalmente como espatofluor: CaF,, criolita: Na;AlFs y NaF,
siendo los dos primeros insolubles. El NaF es el compuesto de flior con mayor comercializacion
[70]'

El fluoruro ingresa al organismo de manera crdnica, ya sea en forma espontanea o como recurso
terapéutico. La forma mas comun de ingestion de fluoruro es con el agua de bebida, que puede
contener desde trazas (10 mol/L) hasta 2800 mg/L (0.15 mol/L), la mayor concentracion
conocida, o bien agua con agregado de fluoruro en cuyo caso las concentraciones oscilan entre
0.6 y 1.7 mg/L [112].

La proporcién de fluoruro en el aire es insignificante (1 pg/m?), aunque existen poblaciones de
riesgo que se encuentran expuestas a ambientes con alta concentracion de fluoruro como los
trabajadores de industrias metalargicas, del aluminio, del vidrio o farmacéuticas. Algunos

alimentos poseen elevado contenido de fluor: ciertos peces pueden contener hasta 100 mg/Kg, el
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té puede llegar a contener hasta 200 mg/Kg (una taza contiene 0.7 a 1.4 mg de NaF) ["']. Los
vegetales de zonas de suelos ricos en fluoruro o bien procesados con aguas fluoradas son una
fuente importante de flaor [7].

Como recurso terapéutico se utilizan dosis que oscilan entre 10 y 100 mg de NaF por dia,
principalmente en el tratamiento de osteoporosis e infrecuentemente en la enfermedad de Paget
[™], y en el tratamiento de lesiones dseas por mieloma multiple [",”]. La dosis letal de NaF es de

4 g por via oral [112], siendo el principal efecto toxico la hemorragia géstrica ["].

METABOLISMO DEL FLUORURO

Absorcion del fluoruro

El ion fluoruro se transforma en acido fluorhidrico (HF) en el estdémago (pKa = 3.23-3.45) que al
ser un acido débil, adquiere facilmente la forma protonada no idnica. El fluoruro es un millon de
veces menos difusible que el HF [”7] debido a su mayor radio de hidratacion y carga. La absorcion
del fluoruro comienza en el estbmago como HF, especialmente si el pH es menor de 4.4 [*]. El
HF es liposoluble y atraviesa facilmente las membranas [”,*,!

Al pasar al intestino se transforma nuevamente en fluoruro y es absorbido rapidamente por
difusion simple. Este proceso de absorcion en el estdbmago e intestino se lleva a cabo en un
periodo que oscila entre 0.5 y 3 horas en el hombre [*2,%] y entre 15 y 30 minutos en la rata [*].
La absorcion intestinal es mayor si se lo administra como NaF que si se lo hace como CaF,[*].
Segun Stookey [*] y Singer [*'] la absorcion seria modulada por la concentracion plasmatica de
fluoruro, pero experimentos posteriores contradicen estos resultados [113] indicando que dicha
absorcion es independiente de los niveles plasmaticos.

Una pequefia fraccion del fluoruro ingerido (menos del 20%) se pierde por materia fecal [113].

Si la dieta es rica en calcio, calcio y fosforo o cationes pesados como Al (I1I), Fe (III) y Cr (I1I)
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se forman productos insolubles como el CaF, o complejos como FeFs*, AlFs>y CrFs* y la
absorcion es menor [*,%%°].

Si bien el fosforo disminuye la absorcion de fluoruro cuando se suministra en dietas ricas en
calcio, con dietas de bajo contenido célcico, aumenta la absorcion del fluoruro y su eficacia en

prevencion de la osteoporosis [*,%].

Fluoruro plasmatico

Estudios con fluoruro radioactivo (**F, emisor beta positivo, t;» = 109.7 minutos) muestran que el
fluoruro sufre una rapida distribucion en los tejidos blandos, donde aparentemente no se fija a las
proteinas [*].

Carlson [113] informo que el fluoruro se distribuye un 72% en plasma y un 28% en globulos
rojos; mientras que Husdan [**] postuld que la distribucion del fluoruro es similar en globulos
rojos y plasma.

Cuando se ingiere una dosis de fluoruro, el 96 al 97% del mismo se encuentra en forma difusible
en el plasma y los tejidos blandos [113]. En una persona en ayunas solo entre el 10 y 20% del
flaor plasmatico se encuentra en forma difusible [112,112].

En ayunas la concentracion de fluoruro plasmatico tiene valores constantes [113], que oscilan

entre 0.1 y 2 pmol/L. Con concentraciones de fluoruro como las detalladas y al pH sanguineo la
concentracion de HF es muy baja, del orden de 0.1 nmol/L [42,%].

La fluoremia va aumentando con la edad en ambos sexos [113,%,,%], aunque presenta la
peculiaridad de que en los hombres es constante hasta los 45 afios y luego comienza a
incrementarse, mientras que en las mujeres se incrementa a lo largo de toda la vida.

La ingestion de fluoruro en forma terapéutica (10-100 mg de NaF/dia) presenta una rapida

absorcion con un maximo en la concentracion plasmatica entre 0.5 y 3 horas para los seres

humanos, alcanzando valores de hasta 40 pmol/L y regresando a los niveles basales al cabo de
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aproximadamente 3 a 4 horas [113].

La fluoremia esté influenciada principalmente por el contenido de fliior 6seo: existe una estrecha
correlacion positiva entre éste y la fluoremia [113], ademas:

a- La disminucion de la velocidad de filtracion glomerular reduce la excrecion renal de fluoruro y
consecuentemente aumenta la fluoremia. Esta podria ser la causa de la fluoremia que se presenta
con la edad, por deterioro de la funcion renal.

b- El grado de actividad paratiroideo esta correlacionado positivamente con la fluoremia. La
inyeccion de paratohormona endovenosa determina aumento de la fluoremia. Posiblemente este
efecto se deba a la estimulacion de la resorcion dsea determinada por la hormona paratiroidea,
que movilizaria parte del fluoruro incluido en el cristal de fluorapatita [113].

c- Las intoxicaciones con vitamina D y las lesiones osteoliticas, también aumentan la fluoremia,
posiblemente por las mismas razones expuestas en b-.

d- La administracion de calcitonina endovenosa disminuye la fluoremia por disminucion de la

resorcion osea [113].

Excrecion renal

La principal via de excrecion del fluoruro es renal [*°,'], aunque también se excreta en menor
proporcion por saliva [113].

Al no estar asociado a proteinas plasmaticas la filtracion glomerular del fluoruro es libre ['"']. La
excrecion urinaria depende de la ingesta, de la actividad del tejido 6seo, de la concentracion
plasmatica y la funcion renal.

Si el pH urinario oscila entre 5 y 5.6 el fluoruro se reabsorbe aproximadamente en un 95%, ya
que a este pH el 10% del fltor se halla como HF, el cual es liposoluble ['*%,'®,'*] y difusible hacia
el espacio intersticial donde vuelve a ionizarse a fluoruro quedando asi atrapado en dicho espacio,
en forma inversa a lo que ocurre con la secrecion de amoniaco ['*].

Si el pH urinario es alrededor de 7.8 a 8.0, la reabsorcion no supera el 35%. Por lo tanto, la
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excrecion urinaria disminuye en casos de acidosis. Cuando se ingieren sales de aluminio la
excrecion aumenta dado que filtra complejado con fluoruro, impidiéndose su reabsorcion.
Si el pH urinario es inferior a 5, el fluoruro se reabsorbe también en vejiga ['*].

El aumento del volumen minuto de orina aumenta la excrecion de fluoruro dado que hay una
menor interaccion con los elementos del fluido tubular y la orina es mas alcalina en estas
condiciones [112,113]. En algunas experiencias, sin embargo, no se observo este fenémeno, y

ademas, se encontrd que el clearence de fluoruro se halla disociado de la excrecion de cloruro,

sodio y potasio [113].

Fluor 6seo

a- Efecto sobre el mineral: probablemente el destino mas importante del fluoruro absorbido es el
mineral 6seo, donde reemplaza al hidroxilo en el cristal de hidroxiapatita: Caio(PO4)(OH), ['"],
transformandolo en fluorapatita ['*®], ya que el fluoruro por su carga y tamafio es similar al
hidroxilo. La deposicion de fluoruro en el mineral 6seo depende de la edad, cantidad de fltor de
la dieta y periodo durante el cual se realiz6 la ingesta [113].

El fluor 6seo se halla estrechamente correlacionado con la fluoremia siendo mayor en adultos que
en jovenes [113], debido a que el hueso se va enriqueciendo con el transcurso del tiempo. La vida
media del fluoruro en el hueso es de 8-9 afios ['*]. En ratas jovenes en crecimiento el 50-70% del
fluoruro Oseo reabsorbido se redeposita en el hueso ['].

b- La deposicion de fluoruro en hueso lleva a una disminucion en el contenido de citrato y
carbonato y aumento en el magnesio, pero no produce cambios en el contenido de calcio y
fosforo [''].

c- Efecto sobre la arquitectura dsea: el hueso formado en presencia de fluoruro esta poco
mineralizado y posee una mala organizacion histoldgica, con alto contenido de osteoide ['*%]. Esta

acumulacion de osteoide se debe aparentemente a un aumento en la aposicion y no a un retardo
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en la maduracion ['**]. El hueso formado es menos deformable y mas fragil ['**].

Los cristales de fluorapatita son de menor tamafio y solubilidad ['",'",''"].

Se sintetiza un colageno que no es normal [''*], se presenta aumento del nimero de osteoblastos
[114,"°], aumento de la actividad osteoclastica [114] y el hueso es de menor porosidad [114],
siendo estos efectos por accion directa del fluoruro y dosis dependientes.

Estos cambios son observados en un tiempo que es inversamente proporcional a la dosis de
fluoruro administrada.

Se ha observado que mujeres de poblaciones que se hallaron expuestas a aguas de bebida con
concentraciones relativamente altas de fluoruro, presentan menor frecuencia de fracturas
vertebrales que mujeres de poblaciones donde el contenido de fluoruro en agua es bajo ['*°]. En
poblaciones donde el agua de bebida contiene una parte por milléon de fluoruro, la frecuencia de
fracturas femorales fue significativamente menor que en poblaciones con aguas sin fluoruro ['*'].
No se ha encontrado diferencia en la maduracion del esqueleto en mujeres jovenes residentes en
zonas con y sin fluoruro en las aguas de bebida ['*].

No existe acuerdo respecto del efecto de la ingesta de fluoruro sobre el balance de calcio. Segin
algunos autores ['*,'*,'%°,1%], el fluoruro produce balances positivos de calcio, aunque otros
['%7,'%] encontraron que el mismo no es afectado por el fluoruro.

Todo lo expuesto indica la existencia de una accion del fluoruro sobre el tejido oseo,
destacandose su actividad neoformadora, aunque con la formacién de un hueso de caracteristicas
no habituales.

Al suministrar fluoruro con calcio y vitamina D, se observa aumento de la masa de hueso cortical
y trabecular, aumento de celularidad y actividad osteocléstica. Durante ingestas cronicas de
fluoruro se ha observado ademés, aumento de la excrecidn urinaria de hidroxiprolina y la
fosfatasemia alcalina ['*°], ambos parametros indicadores de la formacion dsea.

Muchos trabajos y por diferentes métodos relatan el aumento de tejido 6seo, disminucion de la

10



reabsorcion, aumento de la densidad, disminucion de dolores 6seos y de la frecuencia de fracturas
en tratamientos cronicos con fluoruro [113,113,114,7°,%']. En todos estos trabajos se observa
que la presentacion de las mejorias requieren al menos de un afio de tratamiento. Si bien los

efectos son generales sobre el esqueleto, estos varian segun la porcion considerada del mismo

[132]'

USO DEL FLUORURO EN LA PREVENCION DE CARIES DENTALES

Esta demostrado que el fluoruro utilizado en forma tdpica sobre el esmalte dental tiene efecto
beneficioso en la prevencion de caries dentales ['**]. Los métodos eficaces incluyen el uso de
dentifricos, colutorios y barnices. Estos producen una concentracion local de fluoruro elevada
que favorece el intercambio del oxhidrilo por el fluoruro en el cristal de hidroxiapatita. Un efecto
adicional y no menos importante es el efecto bactericida que se logra con las concentraciones
halladas en estos materiales.

La fluoracion de aguas de consumo ha sido durante afios una préctica habitual que se esta
dejando de lado. Al parecer no tendria el efecto beneficioso sostenido por sus defensores. El
conocimiento actual permite afirmar que seria una practica inapropiada que ademads expondria a la

poblacion a una dosis de flior en muchos casos inadecuada [111].

EFECTOS TOXICOS DEL FLUORURO

Varios autores han descripto un cuadro de hiperparatiroidismo en seres humanos residentes en
zonas de fluorosis (con gran contenido de fluor en agua de bebida) ['*,'*,*¢]. El mismo efecto se
ha observado en ratas sometidas a tratamiento cronico con fluoruro ['7].

Sin embargo, otros autores no encontraron estas alteraciones en la funcion paratiroidea ni en el

hombre ['**,'* '] ni en la rata [114].
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De todas maneras, la ingestion prolongada de grandes cantidades de fluoruro lleva a un cuadro
denominado fluorosis, caracterizado por osteoesclerosis, endo y exostosis ['*']. Estudios

efectuados en 227 nifios en Tanzania, en zonas caracterizadas por la gran concentracion de

fluoruro en el agua de bebida (21 ppm 6 1100 pmol/L), muestran gran cantidad de deformaciones
Oseas especialmente en los miembros inferiores: piernas curvadas, rodillas juntas y presencia de
nodulos 6seos. Ademds un gran porcentaje presenta dolores en rodillas, tobillos, columna, cadera,
hombros, codo y mufieca ['*]. Se ha demostrado ecocardigraficamente que la elasticidad de la
aorta ascendente tiene pérdida de propiedades elasticas en habitantes de zonas de fluorosis,
comparados con sujetos normales de la misma edad e indice de masa corporal ['*]

Se han descripto una serie de efectos secundarios que se presentan después de la administracion
de fluoruro. Estos efectos no siempre se presentan si la dosis es baja. La dispepsia es el mas

comun de ellos, ademas de gastritis y tlcera gastrica ['*,'%,4]

. Estos problemas han sido en parte
solucionados usando comprimidos con recubrimiento entérico, evitando de esta manera la
disolucion en el estomago y la formacion de HF [113].

Se han comunicado casos de alteraciones hepaticas, con aumento de bilirrubina sérica,
disminucién de factores de coagulacion y edema de retina ['*'], dermatitis y urticaria ['*,'*, 1°%],
diarrea [115], alteraciones de glandulas salivales, estomatitis y tlceras resistentes a antibidticos
[115,115]. Todas estas alteraciones remitieron al suspender la terapia con fluoruro.

El fluoruro es un conocido inhibidor del metabolismo intermedio, especialmente de la glucolisis,
por inhibicién de la enzima enolasa ['*','*].

Rall en 1958 ['**] demostro el efecto modulador del fluoruro sobre las proteinas G y la enzima
adenil ciclasa. En algunos trabajos se ha informado inhibicion de la adenil ciclasa en cultivos
celulares [**], mientras que otros comunicaron aumento de la actividad de la adenil ciclasa en

homogenado de células beta de pancreas de rata ['**]. En ambos trabajos estos efectos fueron

obtenidos con concentraciones de fluoruro del orden de 5 a 25 mmol/L, concentraciones 1000
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veces mayores que las que se pueden encontrar en pacientes sujetos a tratamiento cronico.

En trabajos realizados in vitro, se encontr6 activacion de la adenil ciclasa en células intactas
[115,%¢57] 0 en sistemas libres de células ['**]. Esta activacion se hallo también in vivo en ratas,
pero con administracion cronica de fluoruro en concentraciones comparables a las halladas en
aguas de bebida ['%,'®]. Sin embargo, Wallin ['*'] demostré en 1977 la disminucién de los niveles
de AMPc urinario refractario a la administracion de vasopresina.

El fluoruro también produce alteraciones renales que han sido muy estudiadas como consecuencia
del empleo de un anestésico, el metoxifluorano, que se metaboliza dando fluoruro, identificado

como responsable final de las alteraciones en la funcion renal. En perros, cuya fluoremia llego6 a

400 pmol/L, se ha observado aumento del flujo urinario con disminucion de la osmolaridad

urinaria y la concentracion de sodio en médula renal ['*?]. En ratas con fluoremias de 200-300
Hmol/L se ha observado poliurea resistente a vasopresina exogena ['®,'*,1%°]. La filtracion

glomerular s6lo es afectada con fluoremias superiores a 500 pmol/L, también se ha encontrado
por administracion de fluoruro, hipoemia en corteza e hiperemia en médula, lo que determina un
aumento de la perfusion medular con desaparicion del gradiente osmotico renal ['%°]. Sin embargo
estos efectos renales no son observables a las dosis habituales de tratamiento.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que el fluoruro en concentraciones compatibles con las
halladas en personas que residen en areas con agua de consumo con alto contenido de fluor o
reciben sales con flaor por el tratamiento de osteoporosis, produce disminucion de la secrecion de
insulina ['¢7,'% 199 170] Este efecto fue corroborado por estudios en zonas de fluorosis por

investigaciones de nuestro laboratorio ['7'] y de otros centros de investigacion ['7%].
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