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RESUMEN GENERAL




La escasez del agua ha propiciado el desarrollo de grandes obras subterraneas para la
explotacién de los mantos acuiferos, los cuales en base a las caracteristicas litoldgicas y
estructurales de las rocas constituyen una fuente natural de fldor. Al ser este tipo de agua la
principal fuente de abastecimiento de agua potable en varias regiones, la contaminacién por
fldor en agua destinada al consumo humano se ha convertido en un problema relevante a
nivel mundial. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la prevalencia de polimorfismos
genéticos y su influencia sobre las enfermedades dseas y fluorosis dental en poblacion infantil
expuesta a fllor a través del agua de consumo en las comunidades de Ojo Caliente, Santa
Maria del Rio y La Reforma, Salinas de Hidalgo en el estado de San Luis Potosi. Para ello se
disefid un estudio transversal en el que se evaluaron 241 ninos, 121 de Ojo Caliente y 120 de
La Reforma. Se solicitaron muestras del agua de consumo y orina para la cuantificaciéon de
fldor a través del método potenciométrico con electrodo ion selectivo. Se evaluaron los
polimorfismos rs412777 en el gen COL1A2, rs2234693 en el gen ESR1 y rs1256049 en el gen
ESR2 a través de la técnica de PCR tiempo real. Se evalué el valor de la densidad mineral dsea
(DMO) de la region lumbar (L1-L4) y cadera izquierda, mediante un dispositivo de
densitometria de rayos X de doble energia (DEXA) marca: “Hologic Model Discovery Wi” (S/N
85714) con software para infantes y pediatricos, cuyos resultados fueron interpretados en
valores Z ajustados por edad, sexo, peso, talla y etnia. Se evalud la fluorosis dental utilizando
el indice de Thylstrup—Fejerskov (TF) y se incluyé la evaluacion del estado nutricional basado
en la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) vy la ingesta de micronutrientes obtenida a
través de un cuestionario de frecuencia de consumo validado para poblacion mexicana. Asi

mismo, se implementd un programa de comunicacion de riesgos en las poblaciones de



estudio. La concentracion de flior en el agua del grifo fue de 2.36 + 0.02 mg/L en la comunidad
de Ojo Caliente y de 4.56 + 0.07 mg/L en la comunidad de La Reforma. En tanto que la
concentracion de fldor en el agua embotellada fue de 0.14 + 0.04 mg/Ly 0.47 + 0.05 mg/L
respectivamente. El factor de riesgo calculado para fluorosis dental fue de 2.0 para Ojo
Caliente y 4.2 para La Reforma ya que la principal fuente de consumo de agua fue del grifo. El
nivel de exposicidn a fltor fue de 2.05 + 0.62 mg/L en Ojo Caliente y 2.99 + 0.99 mg/L en La
Reforma. Se presentaron 218 casos de DMO normal y 23 de DMO baja y el 100% de la
poblacion evaluada registrd fluorosis dental. El 67% de la poblacién presenté un estado
nutricio normal, el 27% bajo peso, el 2% desnutricion moderada y el 4% desnutricion severa.
Un consumo <50% de la IDR para calcio se presentd en el 38% del grupo de nifios de 7-8 ainos
y de 9-13 afios y en el 60% de los de 14-15 afios. El 10% de la poblacién evaluada presentd un
consumo <50% de la IDR para magnesio en el grupo de 7-8 anos, el 18% en el de 9-13 afios y
el 30% en el de 14-15 afos. El 17% de la poblaciéon presenté un consumo >150% de la IDR
para magnesio en los nifios de 7-8 afios, el 28% en los de 9-13 afios y el 10% en los de 14-15
anos. En tanto que para fésforo el 5% de los nifios de 9-13 afos y el 10% de los de 14-15 afios
presentaron un consumo <50% de la IDR, asi como el 31% de los nifios de 7-8 afios, el 46% de
los de 9-13 afios y el 10% de los de 14-15 anos presentaron un consumo >150% de IDR. La
presencia del polimorfismo evaluado en el gen COL1A2 generd un OR=7.10 (IC: 3.96-12.70)
para los nifios que llevaron el polimorfismo independientemente de que este fuera
homocigoto o heterocigoto de presentar fluorosis dental mas severa (TF6,7,8,9), con respecto
a los nifios que no lo llevaron. De los 22 casos de DMO baja que contaron con el analisis para

la identificacidn del polimorfismo, 10 presentaron el polimorfismo (7 casos con A/Cy 3 casos



con C/C) y 12 no lo presentaron, por lo que no se encontrd asociacion. Los niveles de
exposicidn a flior fueron menores en los nifios que presentaron DMO baja con respecto a los
que presentaron DMO normal (2.12 + 0.78 v/s 2.56 + 0.96, p<0.05). Los nifios con los grados
de fluorosis dental TF4 y TF5 presentaron menores concentraciones de fldor en orina (2.66
mg/L) con respecto a los nifios que presentaron los grados de severidad mas altos: TF8 y TF9
(3.75 mg/L) existiendo diferencias estadisticamente significativas. El estado nutricional se
encontrd asociado a la DMO: el valor Z promedio de los nifos con desnutricion severa fue
estadisticamente el mds bajo y el Unico que representé DMO baja (-2.30 £ 0.61). El consumo
de micronutrientes estuvo asociado al nivel de exposicion a fllor: los nifios que presentaron
un consumo <50% de la IDR de calcio tuvieron una concentracion mayor de fldor en orina con
respecto a los que tuvieron un consumo mayor (2.20 + 0.70 v/s 1.96 = 0.55 mg/L, p<0.05)
misma situacion en el caso del magnesio (2.58 + 0.69 v/s 1.96 + 0.50 y 1.90 + 0.67 mg/L,
p<0.05) y los nifios que presentaron un consumo >150% de la IDR de fésforo tuvieron una
concentracion mayor de fldor en orina con respecto a los que tuvieron un consumo menor
(2.43 +0.59v/s 1.82 +0.54y 1.82 + 0.13 mg/L, p<0.05). El uso del agua del grifo asi como el
nivel de exposicidn a fluor disminuyeron después del programa de comunicacion de riesgos.
En el presente trabajo se identificaron problemas de contaminacion por fldor del agua de
consumo, presencia del polimorfismo rs 412777 en el gen COLA2 y problemas nutricionales
gue estuvieron asociados a la fluorosis dental y DMO baja registrada en la poblacién de

estudio.

Palabras clave: Hidrofluorosis, Polimorfismos, Densidad mineral ésea, Fluorosis Dental,

Estado nutricional, Micronutrientes



General Abstract

Lack of water has originated the exploitation of aquifers, which, based on the lithological and
structural characteristics of the rocks, constitute a natural source of fluoride. Since this type
of water is the main source of drinking water supply in several regions, fluoride contamination
in water intended for human consumption has become a relevant problem worldwide. The
aim of this study was to evaluate the prevalence of genetic polymorphisms and their influence
on bone diseases and dental fluorosis in children exposed to fluoride through drinking water
in communities of Ojo Caliente, Santa Maria del Rio y La Reforma, Salinas de Hidalgo in the
state of San Luis Potosi. To this end, a cross-sectional study was designed in which 241
children were evaluated, 121 from Ojo Caliente and 120 from La Reforma. Samples of drinking
water and urine were requested for the quantification of fluoride through the potentiometric
method with selective ion electrode. The polymorphisms rs412777 in the COL1A2 gene,
rs2234693 in the ESR1 gene and rs1256049 in the ESR2 gene were evaluated through the real-
time PCR technique. The value of the bone mineral density (BMD) of the lumbar region (L1-
L4) and left hip was evaluated using a double-energy X-ray densitometry (DEXA) device:
"Hologic Model Discovery Wi" (S / N 85714) with software for infants and pediatrics, whose
results were interpreted in Z values adjusted for age, sex, weight, height and ethnicity. Dental
fluorosis was evaluated using the Thylstrup-Fejerskov index (TF) and included the evaluation
of the nutritional status based on the World Health Organization (WHQO) and the intake of
micronutrients obtained through a validated consumption frequency questionnaire, for

Mexican population. Likewise, a risk communication program was implemented in the study



populations. The concentration of fluoride in the tap water was 2.36 + 0.02 mg / L in the
community of Ojo Caliente and 4.56 + 0.07 mg / L in the community of La Reforma. While the
concentration of fluoride in bottled water was 0.14 + 0.04 mg / L and 0.47 + 0.05 mg / L
respectively. The calculated risk factor for dental fluorosis was 2.0 for Ojo Caliente and 4.2 for
La Reforma since the main source of water consumption was from the tap. The level of
fluoride exposure was 2.05 + 0.62 mg / L in Ojo Caliente and 2.99 + 0.99 mg/ L in La Reforma.
There were 218 cases of normal BMD and 23 of low BMD, and 100% of the evaluated
population registered dental fluorosis. 67% of the population had a normal nutritional status,
27% underweight, 2% moderate malnutrition and 4% severe malnutrition. A consumption
<50% of the (Recommended daily intake) RDI for calcium occurred in 38% of the group of
children aged 7-8 years and of 9-13 years and in 60% of those aged 14-15 years. 10% of the
evaluated population had a consumption <50% of the RDI for magnesium in the group of 7-8
years, 18% in the group of 9-13 years and 30% in the group of 14-15 years. 17% of the
population had a consumption> 150% of the RDI for magnesium in children of 7-8 years, 28%
in those of 9-13 years and 10% in those of 14-15 years. While for phosphorus 5% of children
aged 9-13 years and 10% of those aged 14-15 years had a consumption <50% of the RDI, as
well as 31% of children aged 7-8 years, 46% of those aged 9-13 years and 10% of those aged
14-15 had a consumption> 150% of RDI. The presence of the polymorphism evaluated in the
COL1A2 gene generated an OR = 7.10 (Cl: 3.96-12.70) for the children who carried the
polymorphism regardless of whether it was homozygous or heterozygous with more severe
dental fluorosis (TF6,7,8,9 ), with respect to children who did not take it. Of the 22 cases of

low BMD that had the analysis for the identification of the polymorphism, 10 presented the



polymorphism (7 cases with A / C and 3 cases with C / C) and 12 did not present it, so no
association was found. The levels of exposure to fluoride were lower in children who
presented low BMD with respect to those who presented normal BMD (2.12 +0.78 v /s 2.56
+ 0.96, p <0.05). The children with the degrees of dental fluorosis TF4 and TF5 presented
lower concentrations of fluoride in urine (2.66 mg / L) with respect to the children who
presented the highest degrees of severity: TF8 and TF9 (3.75 mg / L) there being statistically
differences significant. Nutritional status was found associated with BMD: the average Z value
of children with severe malnutrition was statistically the lowest and the only one that
represented low BMD (-2.30 £ 0.61). The consumption of micronutrients was associated with
the level of fluoride exposure: children who had a consumption <50% of the RDI of calcium
had a higher concentration of fluoride in urine compared to those who had a higher
consumption (2.20 + 0.70 v / s 1.96 + 0.55 mg / L, p <0.05) same situation in the case of
magnesium (2.58 + 0.69 v /s 1.96 + 0.50 and 1.90 + 0.67 mg / L, p <0.05) and children who
had a consumption> 150 % of the phosphorus IDR had a higher concentration of fluorine in
urine compared to those with lower consumption (2.43 + 0.59 v /s 1.82 + 0.54 and 1.82 +
0.13mg/ L, p <0.05). The use of tap water as well as the level of fluoride exposure decreased
after the risk communication program. In the present work, problems of fluoride
contamination of drinking water, presence of the rs 412777 polymorphism in the COLA2 gene
and nutritional problems that were associated with dental fluorosis and low BMD recorded

in the study population were identified.



Keywords: Hydrofluorosis, Polymorphisms, Bone mineral density, Dental Fluorosis,

Nutritional status, Micronutrients.



INTRODUCCION GENERAL




Generalidades del fltor

El Fldor es un elemento quimico, electronegativo, no metalico y gaseoso que pertenece al
grupo de los halégenos, cuyo simbolo es F. En estado puro, es un gas de color amarillo claro,
bastante toxico y de olor irritante. Su nimero atémico es 9 y su peso atémico 19. Su
caracteristica mas importante es su alta reactividad, razén por la cual es dificil encontrarlo

libre en la naturaleza. Se puede encontrar en la atmdsfera, suelos, agua y alimentos.

En el caso del agua, la incorporacion de fluor se realiza cuando ésta atraviesa los subsuelos y
por percolacién disuelve diversos compuestos. Dando como resultado concentraciones de
fldor en los acuiferos, las cuales incrementan en presencia de cesio, litio, cloro y bromo asi

como en las aguas termales y subterraneas (Ortega-Guerrero, 2009).

De esta manera, la principal fuente exdgena de fldor en el organismo es el agua de bebida,
sobre todo cuando la fuente de abastecimiento de agua proviene del subsuelo, sin olvidar
que algunos alimentos también contribuyen al aporte de este mineral como el té y los
alimentos de origen marino y en menor proporcion carnes, huevos, cereales, verduras y frutas

(Pérez-Llamas et al., 2010)

La principal via de absorcidn del flior en el organismo es la digestiva y se lleva a cabo por
difusién simple, ocurre fundamentalmente en el intestino delgado (75-80%) y en menor
proporcion en el estémago (Pérez-Llamas et al., 2010). La absorcién es rapida y depende del
pH del entorno (Puche et al., 2007a). El fldor proveniente del agua de bebida, se absorbe casi

en su totalidad (95-97%) y en una menor proporcion el proveniente de la dieta (60-70%)



(Pérez-Llamas et al., 2010). Una vez absorbido, el fltor pasa a la sangre y de ahi se distribuye
por todos los tejidos, fijandose especificamente en los mineralizados como los huesos y los
dientes por los que tiene gran afinidad. Finalmente, la eliminacion del flior absorbido se

realiza por via renal (Puche et al., 2007a; Pérez-Llamas et al., 2010; OMS, 2011).

De acuerdo a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y a la Norma Oficial Mexicana NOM
201-SSA1-2002 complementada con la NOM-127-SSA1-1994, el limite permitido de fldor en
el agua de consumo es de 1.5 mg/L (NOM, 1994; NOM, 2002; OMS, 2011). Cuando el fldor es
ingerido por arriba de este nivel, puede provocar diversos padecimientos en los tejidos en los
que se acumula como fluorosis esquelética y dental, fracturas 0dseas, trastornos
gastrointestinales, alteraciones renales e inmunitarias (Herndndez-Castro et al., 2010;
Ahmed et al., 2013; Espinosa et al., 2014); asi como afeccién en el desarrollo del cerebro y

reduccion del coeficiente intelectual (Serraj et al., 2012; Xingchen et al., 2018).

Accion del fltor sobre el componente 6seo

El hueso es un tejido mineralizado de composicion heterogénea y estructura compleja,
dindmico y vascularizado. Esta formado por una matriz ésea que tiene un componente
organico e inorgdnico y por un conjunto celular (Murugan et al.,, 2005; Fernandez-
Tresguerres, 2006). La matriz organica estd constituida por colageno tipo 1 y en menor
proporcidn por sustancia fundamental y proteinas no coldgenas; la matriz inorganica estd
formada por sales de calcio y fosfato organizadas en forma de cristales de hidroxiapatita [Ca
10(POa)s(OH)2] y el componente celular, que representa el 2% de la materia organica del

hueso, esta formado por los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos que son las células



responsables de la formacidn, mineralizacién, modelaciéon y remodelacién ésea (Fernandez-

Tresguerres, 2006; Ferrer et al., 2009).

Los osteoblastos son las células responsables de la formacidn y organizacion de la matriz
extracelular del hueso y de su posterior mineralizacidén, ya que segregan colageno y otros
materiales utilizados para la construccion del hueso. Un cierto numero de osteoblastos
guedan atrapados en las lagunas de la matriz pasando a ser osteocitos, los cuales constituyen
la mayor parte del tejido dseo cuya funcidén es mantener las actividades celulares del hueso
como el intercambio de nutrientes y productos de desecho y finalmente los osteclastos son

las células responsables de la resorcion 6sea (Ferrer et al., 2009; Puche et al., 2007b).

Debido a su alta afinidad, dentro de la matriz inorgdnica del hueso, se pueden encontrar en
bajas proporciones otros iones, como magnesio, sodio, potasio, manganeso, fluoruro,
carbonato, citrato y cloruro, adsorbidos a la superficie de los cristales de hidroxiapatita.
Cuando el individuo consume alguno de estos elementos en cantidades excesivas, al ser
adsorbidos a la superficie de los cristales de hidroxiapatita se pierde el equilibrio de formacion

y/o mineralizacion del hueso (Pérez-Llamas et al., 2010).

En el caso del fluor, aproximadamente el 50% del fltor absorbido cada dia por un adulto sano
de mediana edad, se asocia a tejido calcificado en las primeras 24 horas, mientras que el resto
es excretado virtualmente por la orina. Esta distribucion 50:50 cambia en gran medida a favor
de una mayor retencidén en los nifios y mayor excrecion en el adulto mayor. La amplia

retencidn por el esqueleto en desarrollo puede ser causada por un alto aporte sanguineo,



mas un area extensa de cristales de hidroxiapatita a diferencia del hueso maduro. (Puche et

al., 2007b)

El componente celular éseo vive en un medio ambiente de equilibrio entre el colageno tipo |
y el material inorganico. Un desequilibrio entre ellos se traduciria en mayor rigidez y pérdida
de flexibilidad si aumenta la hidroxiapatita, o viceversa, si el desequilibrio favorece al
colageno (Ferrer et al., 2009). El 60% de este equilibrio depende del proceso de
mineralizacion. Clinicamente, si el hueso es muy rigido se quiebra y si es muy elastico, se
deforma. Las fibras colagenas tienen las propiedades de deformacién, mientras que la apatita
confiere resistencia y robustez. Por lo tanto, las fracturas 6seas se deben principalmente a
alteraciones en la orientacion de las fibras colagenas y al desequilibrio en el proceso de
mineralizacion (Ferrer et al., 2009; Viguet-Carrin et al., 2006). De ahi la importancia de
mantener un limite en el consumo de fldor ya que el exceso en su consumo, altera el proceso
de mineralizacion, lo que se traduce en un incremento de fracturas y/o deformacion del

hueso (Yunpeng-Ding, 2011).

Otra patologia 6sea relacionada al consumo de fllor es la osteoporosis (OP), cuya asociacién
se la ha dado tanto a su origen (Arana Ochoa, 2007; Puche et al., 2007b; Buelvas Acevedo et
al., 2010) como a su tratamiento dependiendo de la dosis consumida (De Luis Roman et al.,

2004).

La OP es un trastorno esquelético caracterizado por una disminucion de la resistencia dsea
que predispone a un mayor riesgo de fracturas, debido al aumento de la resorcién éseay la

pérdida de formacién de densidad mineral ésea (DMO) (Ferrer, 2009; Neyro Bilbao et al.,



2011), lo cual esta aparentemente regulado por numerosos genes y otros factores externos,
como la dieta, la actividad fisica, el peso, el tabaco, el alcohol, los farmacos, etc.
Generalmente no tiene sintomas iniciales y se detecta cuando se produce la primer fractura,
siendo mas frecuente en el antebrazo, cadera y vértebras (Ferrer et al., 2009). También se le
llama “Enfermedad de los huesos porosos” ya que pese a que la composicion del hueso es la

misma, durante la osteoporosis se presenta menor cantidad dsea (Mataix Verdu et al., 2009).

La etiologia de la osteoporosis comprende dos aspectos, la deficiencia de calcio por un ladoy
la falta de estrégenos por el otro. En el caso del calcio, cuando éste se elimina a una velocidad
mayor de la que se absorbe aparece una osteoporosis, de la misma manera que aparecera si
disminuye el proceso de absorcion de calcio en el intestino y el depdsito en los huesos. Esto
se debe a que cuando no existe calcio suficiente en la sangre, el organismo debe obtener el
calcio a partir del hueso, que es el principal almacén de este nutriente, ya que el cuerpo no
permitird que la cantidad de calcio en sangre descienda por debajo de su nivel normal. La
continua disminucién de las reservas de calcio durante mucho tiempo, da como resultado un

progresivo desgaste dseo. (Mataix Verdu et al., 2009).

El consumo de fldor por arriba de los limites permisibles provoca la disminucion de la
absorcién de calcio en los huesos, posiblemente como resultado de la competencia de estos
cationes durante las reacciones quimicas en el proceso de formacidon dsea (Riobd-Servan,
2013). La deficiencia de calcio en los huesos también es vista, cuando el ion fluoruro forma
cristales de hidroxifluorapatita por sustitucion del grupo hidroxilo de la hidroxiapatita del

hueso y origina zonas con aumento de la densidad ésea y con formacion de hueso altamente



mineralizado, lo cual demanda la presencia de mayores cantidades de calcio (Zanchetta et al.,

2001).

Sin embargo, es importante mencionar que también la presencia de vitamina D en el
organismo facilita la absorcidn de calcio y que cuando esta se ingiere en cantidades por arriba
de los limites normales (nifios: 4.4-6.0 mg/dL, adultos: 4.4-5.3 mg/dL) y por tiempo
prolongado, también destruye la matriz proteica del hueso por liberacién excesiva de calcio
en orina, dando como resultado una descalcificacion 6sea, caracteristica principal de la
osteoporosis (Pérez-Llamas et al., 2010: Yeste et al., 2011). El consumo excesivo de sal (la
OMS recomienda 5g diarios) es otro factor que interviene en la disminucién de calcio en los
huesos ya que por cada 2.3g de incremento de sodio excretado en orina, se excretan
conjuntamente de 24-40 mg de calcio, debido a que ambos comparten el mismo sistema de
transporte en el tubulo proximal (Mataix et al.,, 2009; Heaney, 2006). De manera que la
situacion se complica al considerar un consumo excesivo de flior sumado a estas ultimas dos

agravantes.

La fluorosis esquelética es otra enfermedad asociada al consumo excesivo y prolongado de
fldor, en donde éste estimula el reclutamiento y proliferacion de los osteoblastos o impide la
resorcion osea al formar un mineral tisular menos soluble (Hidalgo-Gato et al., 2007). El hueso
gue se forma por absorcion de fldor presenta areas de alta densidad y mineralizacion, unidas
a areas con matriz pobremente mineralizada las cuales corresponden al hueso que ya estaba
mineralizado, esto se debe a que el fldor no difunde en grandes cantidades en los cristales de

hidroxiapatita preformados en el hueso ya mineralizado, sino que se incorpora en los cristales



de hidroxiapatita del hueso en mineralizacion reciente. De ahi la presencia de un hueso de
aspecto moteado con zonas de baja densidad mineral (pero con matriz bien organizada) y
halos hipomineralizados alrededor de las lagunas moteadas, lo cual finalmente se traduce en
fractura, al formar un hueso fragil. La causa de la existencia de estas zonas de
hipomineralizacion es poco clara, pero en parte podrian deberse a una deficiencia de calcio
secundaria a la gran demanda producida por el nuevo hueso formado por la accién del fldor

(Zanchetta et al., 2001).

Las dosis de 2-5 mgF por dia pueden causar etapas pre-clinicas y clinicas. La etapa preclinica
por lo regular es asintomatica con aumento apenas detectable de la DMO. La etapa clinica |
se caracteriza por dolores esporadicos, endurecimiento de las articulaciones y osteoesclerosis
de la pelvis y la columna. La etapa clinica Il presenta dolores articulares crénicos, sintomas
artriticos, calcificacion de ligamentos y osteoesclerosis agravada con o sin osteoporosis de
huesos largos. La etapa avanzada involucra limitacién del movimiento articular, calcificacién
de ligamentos de cuello y columna vertebral, osteoporosis, deformidades invalidantes de la
columna y articulaciones, compresion de la medula espinal y dafos neurolégicos (Puche et

al., 2007b).

Deteccion de enfermedades 6seas

Los medios diagndsticos de deteccion de las enfermedades dseas comprenden, rayos X
simples en los cuales se pueden apreciar fracturas, aumento de la DMO, encorvamientos y
calcificacion de las articulaciones, caracteristicas propias de la fluorosis esquelética. Sin

embargo, debe existir una pérdida de 30-40% de la masa mineral dsea para que se detecte



radiograficamente una osteopenia (disminucion de la DMO, que no es considerada como

osteoporosis), por lo que no es un método muy util (Berrocal Kasay, 2001).

Las radiografias panoramicas u ortopantografias se pueden utilizar como herramientas
complementarias o auxiliares para determinar la presencia de algunas enfermedades dseas
como la osteoporosis a través de signos y sintomas presentes en el sistema estomatognatico
(numero de dientes, indice panoramico mandibular, amplitud mandibular cortical en la regién
mentoniana, grado de reabsorcion de la cresta alveolar y clasificacion morfoldgica de la
corteza mandibular inferior). Este tipo de radiografias hace visible la pérdida de DMO en el
hueso maxilar principalmente a nivel alveolar, la cual se ha relacionado con la pérdida ésea
de la osteoporosis (Espinoza et al., 2012).

El ultrasonido mide la atenuacién ultrasénica de la banda ancha y la velocidad del sonido a
través del hueso. Es un método seguro, no causa radiacion y es rapido; los instrumentos son
portatiles lo cual permite su uso para campanas de despistaje de osteoporosis. Los equipos
existentes miden la DMO a nivel del calcaneo (hueso del talén). El ultrasonido es un método
util para determinar qué partes tienen DMO baja, las cuales deben ser evaluadas
posteriormente con una densitometria dsea completa como el sistema DEXA (absorciometria

de rayos X de energia dual) para obtener el resultado definitivo (Berrocal Kasay, 2001).

La tomografia axial computarizada (TAC) mide selectivamente la DMO del hueso trabecular
(separando el hueso cortical del analisis) y excluye otros depdsitos calcicos extradseos como
osteofitos y calcificacion de la aorta y a diferencia del sistema DEXA mide la DMO de manera

volumétrica (y no como superficie de area como hace DEXA). Sin embargo sus limitaciones



son que no se puede evaluar fémur proximal y la dosis de radiacion con respecto al sistema
DEXA es mayor, ademas existe una mejor correlacion entre la DMO y el riesgo de fracturas

medido por DEXA que la medicién hecha por TAC (Berrocal Kasay, 2001).

La OMS decidi6 utilizar en el afio 1994, las determinaciones de la DMO con DEXA (método de
referencia por su alta precisién-exactitud [85 a 95%)] y reproducibilidad [-1 a 3%]), para definir
el hueso normal, la osteopenia y la osteoporosis, estableciendo criterios diagndsticos de
osteoporosis a partir de valores densitométricos concretos como punta de referencia para el
diagndstico, prondstico e inicio de tratamiento. Segun la definicion de la OMS, el 95% de las
mujeres jovenes tienen unos valores de DMO situados entre —2 y 2 desviaciones estandar

(DE) (OMS, 1994).

Los resultados DEXA de acuerdo a la OMS se expresan en términos de DMO (g/cm2) utilizando
valores T que reflejan las DE que alejan el valor de un paciente adulto (mayor de 30 afios) con
respecto a la media de la poblacién de referencia (mismo género con masa ésea maxima)

(Berrocal Kasay, 2001).

La Sociedad Internacional de Densitometria Clinica (ISCD) es otra institucidon que avala el uso
del equipo DEXA como referencia para el diagndstico de osteoporosis y prediccién de
fracturas (Lorente et al., 2012; Lewiecki et al., 2004). Esta propone un diagndstico con el
puntaje Z en poblaciones menores a 20 afios, debido a la comparacion con una poblacion de
la misma edad, talla, peso, sexo y etnia a diferencia del puntaje T. Considerando, un valor Z >

-1.0 como DMO normal y < -2.0 como DMO baja para la edad cronoldgica u osteoporosis en



caso de estar acompafiada de historia clinica de fractura (Baim et al., 2008; Gordon et al.,

2008).

Existen dos equipos DEXA, uno central que mide la DMO de la region lumbar y cadera y uno
periférico (p-DEXA) que mide la DMO en la mufieca, los dedos de la mano, la pierna o el talén.

Asi mismo, el examen de DEXA también puede evaluar el riesgo de desarrollar fracturas.

La presencia de los sintomas clinicos de las enfermedades &éseas deben ser sujetas a
valoracion, ya que no siempre determinan la presencia de la enfermedad, deben
acompanfarse de estudios complementarios (presencia de contaminantes en el organismo,
deficiencias nutricionales, etc.), cuestionarios y radiografias entre otras cosas. Algunos de los
sintomas clinicos que se pueden presentar son: dolor y/o afecciones musculares en el caso
de las fracturas; inmovilidad, pérdida de masa muscular, deformaciones éseas y problemas
neuroldgicos en el caso de la fluorosis esquelética y perdida de la estatura, malestar general,
dolor e inmovilidad provocado por las fracturas, en el caso de |la osteoporosis (Ferrer, 2009;

Neyro-Bilbao et al., 2011; Puche et al., 2007b).

Fluorosis dental

La fluorosis dental es una afeccién endémica caracteristica de zonas donde el suelo y las aguas
de consumo tienen excesiva cantidad de flior (2 mg o mds por litro), que se caracteriza por
un defecto en la formacidon del esmalte, debido a la ingesta excesiva de flior durante el
periodo de desarrollo de los dientes (Hidalgo et al., 2007; Azpeitia et al., 2008). Los niveles

altos de fldor pueden perturbar el buen funcionamiento de las células que forman el esmalte



(odontoblastos) y por lo tanto impiden que el esmalte madure normalmente (Medina et al.,

2010).

Durante la formacion del diente, la incorporacion de fldor se realiza fundamentalmente a
través de la pulpa, la cual contiene vasos sanguineos. El fldor ingerido pasa de la sangre a la
pulpa, en donde la célula formadora del esmalte, el ameloblasto; se encuentra formando una
matriz proteica que posteriormente se calcificara. Si por alguna razon, durante esta etapa del
desarrollo se ingieren cantidades excesivas de fllor, éste interferird con el metabolismo del
ameloblasto (McDonagh et al., 2000); facilitando la formacion de cristales de fluorapatita e
hidroxifluorapatita, por sustitucion de uno o dos iones de la molécula de hidroxiapatita; la

cual conforma el 96% de la superficie del esmalte (Lopez et al., 2006; Vieira et al., 2003).

La sustitucion de los cristales de hidroxiapatita genera un desorden de mineralizacién, en
donde las secciones del diente, pueden volverse hipermineralizadas o hipomineralizadas;
aumentando la porosidad del esmalte, lo que se conoce como fluorosis dental e incluso
afectando la erupcioén dentaria, ya que se ha reportado que entre mas fldor se ingiera, mas

se demora el diente en hacer erupcién (Hidalgo-Gato et al., 2007; Vieira et al., 2003).

Las caracteristicas clinicas de la fluorosis dental relacionadas con la exposicion varian con la
dosis y el tiempo: a bajas concentraciones durante el periodo formativo del esmalte,
producen en él cierto grado de porosidad. Cuando la exposicién es moderada, la porosidad
se encuentra solamente en la capa mas externa del esmalte, aunque podria estar involucrada
la superficie completa. A medida que aumenta la exposicidn, el grado de porosidad y la

superficie del esmalte involucrado aumentan. En casos severos, la fluorosis afecta la funcion



dental, al producirse fosas que se unen entre si formando zonas susceptibles a fracturas

(Medina et al., 2010).

La fluorosis dental puede confundirse con algunas opacidades e hipoplasias del esmalte. Estas
son defectos del desarrollo de los tejidos duros del diente, que se presentan antes de la
erupcion del mismo como resultado de un trastorno en la formacion de la superficie del
esmalte. Por lo general, se asocian con una disminucién localizada del espesor del esmalte
pudiéndose presentar en forma de hoyos, surcos o ausencia total o parcial de esmalte en una
superficie considerable de la dentina, observando un esmalte translicido y opaco. Aunque
existen otras caracteristicas particulares, por lo regular las opacidades e hipoplasias del
esmalte, se diferencian de la fluorosis dental en que estas se presentan en forma unilateral,
mientras que la fluorosis se presenta en forma bilateral en los dientes andlogos (Medina et

al., 2010).

Deteccion de la fluorosis dental

Para el diagndstico de la fluorosis dental se han disefiado dos indices el de Dean y el de

Thylstrup- Fejerskov (TF):

Los criterios y claves del indice de Dean son: 0-Normal. La superficie del esmalte se encuentra
en buen estado lisa, brillante y de color blanco a crema palido. 1-Dudosa. El esmalte muestra
translucidez, puntos blancos y manchas dispersas. 2-Muy ligera. Se presentan zonas blancas
y opacas que afectan a menos del 25% de la superficie del esmalte. 3-Ligera. Las zonas blancas

y opacas son mayores las de la clave 2, pero abarca menos del 50% de la superficie dental. 4-



Moderada. El esmalte presenta desgaste y un color pardo. 5-Severa. El desgaste ocupa una
mayor superficie dental que en la clave anterior, afectando la forma general del diente con
zonas excavadas y aspecto corroido. (OMS, 2003; Centro Nacional de Vigilancia

Epidemioldgica y Control de Enfermedades, 2003).

El indice TF es mas sensible en la deteccién de la fluorosis dental, con clasificaciones
individuales de los drganos dentarios dentro de diez categorias. En este indice, el grado 0 nos
indica un esmalte sano; los grados 1 a 4, manchas sobre la superficie del esmalte, las cuales
aumentan conforme aumenta el nivel. En los grados 5 al 9 se observa destruccion del esmalte,
en donde el grado 5 representa un esmalte moteado con orificios de menos de 2mm de
diametro, los cuales se fusionan en el grado 6 formando bandas de menos de 2mm de
profundidad. En los grados 7, 8 y 9 existe una destruccion de la superficie del esmalte de un

25%, 50% y 100% (Thylstrup et al., 1978).

Susceptibilidad genética a enfermedades dseas y fluorosis dental

A pesar de que existe una fuerte asociacion entre la exposicién al fluoruro y los efectos
fluoréticos, existen varios estudios que han reportado una correlacion baja entre ellos (Vieira
et al., 2005; Dawson et al., 2009; Everett et al., 2002; Raghavan et al., 2014). Sugiriendo la

presencia de alteraciones genéticas asociadas, como los polimorfismos.

Una alteracion genética es una condicion patoldgica en el genoma, el cual esta constituido
por un conjunto de genes. Un gen es un segmento de ADN que contiene la informacién

necesaria para la sintesis de una proteina o de un ARN (Alberts et al., 2002; Gonzalez-Lamufio



et al., 2008). Cuando existen variaciones en la secuencia genética de los individuos, estamos
en presencia de las mutaciones, estas pueden ser originadas por errores en los mecanismos
de replicacidon y reparacion del ADN, asi como por factores ambientales (Checa, 2007).
Pueden tener efectos deletéreos y causar enfermedades o dar lugar a lo que se conoce como

polimorfismos (Checa, 2007).

El término polimorfismo, se asocia a una variacién comun en una poblacion mas o menos
estable y no es causa directa de una patologia; las diferentes formas de los polimorfismos son
mas frecuentes que las mutaciones; ya que tienen una frecuencia de uno de sus alelos
superior al 1% en la poblacion, (Checa, 2007; Torrades, 2002). Basicamente existen dos tipos
de polimorfismos, los que derivan de la sustitucidon de un nucledtido por otro y los que derivan
de la insercidén, delecién o cambios en el nimero de secuencias repetidas de ADN. Los mas
frecuentes son los primeros, que son conocidos como SNP (polimorfismo de un solo

nucledtido, por sus siglas en inglés) (Checa, 2007).

Los SNP se localizan en cualquier parte de la estructura de los genes y el genoma. Algunos
SNP desempenan un papel bioldgico importante en el desarrollo de enfermedades comunes,
debido a que constituyen SNP funcionales, los cuales pueden afectar al gen, al ARN mensajero
de genes que sintetizan proteinas y a las mismas proteinas (Ramirez-Bello et al., 2013). La
gran mayoria de los SNP tienen dos alelos, los cuales estan representados por una sustitucion
de una base por otra. En las poblaciones, este tipo de alelos se clasifican en alelo principal o

silvestre y alelo raro o mutante. Debido a que los humanos son diploides, un individuo puede



tener uno de tres genotipos: homocigoto (alelos idénticos) para el alelo mas frecuente,

heterocigoto (alelos diferentes), u homocigoto para el alelo menos frecuente (Checa, 2007).

En la actualidad, los polimorfismos son utilizados como marcadores de algunas
enfermedades; ya que la presencia de éstos, puede ser la causa de riesgo para el desarrollo o

progresion de alguna enfermedad (Checa, 2007).

Como es sabido, la DMO a cualquier edad es el resultado de dos variables: la cantidad de
hueso acumulado durante el crecimiento y el ritmo de pérdida de hueso a lo largo de los afios,
los cuales tienen lugar durante la infancia y son controlados entre otras cosas por factores

genéticos (Justin et al., 2002).

Los factores hereditarios desempefian un papel importante en el riesgo de osteoporosis.
Estudios en gemelos, han reportado que el 70-80% de las diferencias encontradas en la DMO,
medidas en la columna lumbar y cuello femoral, es atribuible a factores genéticos. Varios
estudios han encontrado relacidn significativa entre el componente hereditario y el riesgo de
fractura en mujeres blancas (Nelson et al,, 2000). Ademas los genes que codifican para el
colageno tipo 1 (COLIA1 y COLIA2) y sus polimorfismos también parecen intervenir en la
regulacidn genética de la DMO. Se han comunicado diferencias significativas entre diferentes
etnias en la prevalencia del polimorfismo Sp1-COLIA1, lo que podria explicar la susceptibilidad

racial de la osteoporosis de la raza caucasica frente a la africana y la asiatica (Lei et al., 2003).

Los ES desempefian un papel importante en el funcionamiento y mantenimiento del

esqueleto, al actuar sobre la induccidn de las células osteoblasticas del estroma y regular la



produccién de varias citocinas como la interleucinas 1y 6 (IL-1, IL-6), el receptor activador del
factor nuclear kappa-b (RANK) y la osteoprotegerina (OPG) (Cheung et al., 2003). De manera
qgue cuando las concentraciones de ES disminuyen hasta cierto valor, aumentan las citocinas
estimuladoras de los osteoclastos, se produce menor cantidad de OPG y mas RANKL (ligando
RANK) proosteoclastogénico. La mayor generacion de osteoclastos induce una mayor
apoptosis de los osteocitos, lo que equivale en la practica a una mayor actividad de las BMU
(unidad multicelular basica por sus siglas en inglés), que excavan grandes agujeros en el hueso
deteriorando su microestructura y resistencia ésea. Por lo que la presencia de polimorfismos
en los genes que codifican para los receptores de estrogeno sugieren la causa de ciertas

condiciones dseas relacionadas con el metabolismo (Ba et al, 2011).

En el caso de la fluorosis dental se sugiere la presencia de polimorfismos en genes
relacionados con la formacién y metabolismo éseo, debido a la similitud en la constitucidon y
formacion del hueso con el diente (Willing et al., 2003; Dawson et al., 2009). Tal es el caso de
los polimorfismos en los genes receptores de estrégeno ESR1 y ESR2 ya que como se
menciond anteriormente, el estrégeno y sus receptores son esenciales para el desarrollo
sexual y funciones reproductivas, pero también juegan un rol en otros tejidos como los
huesos, sugiriendo que la asociacion entre los polimorfismos en estos genes y el desarrollo
de la fluorosis dental es debido a que estos receptores también juegan un papel importante

en la diferenciaciéon de las células que forman los dientes (Ba et al, 2011; Ferrer et al., 2005).

Otro gen candidato en la fluorosis dental es el COL1A2, ya que este gen es expresado por los

odontoblastos durante la etapa de formacion de la corona de los érganos dentarios, motivo



por el cual la dentinogénesis imperfecta tipo |, se encuentra asociada a la presencia de
defectos en este gen (Huang et al., 2008; Lépez Jordi et al., 2010). Ademas, debido al proceso
de induccidn reciproca, se sabe que la formacidn del esmalte, no continda hasta que se inicia
la mineralizacion de la dentina (Bordoni, 2010). Por lo tanto, cualquier alteracién en la
formacion de dentina, provocada por la presencia de un polimorfismo a nivel del gen COL1A2,
generara una alteracion en la formacion del esmalte; ya que existe una clara y dependiente

relacion en el proceso de formacion de ambos tejidos.



ANTECEDENTES




Dentro del estado de San Luis Potosi existen varias comunidades que poseen concentraciones
de fluor en el agua de consumo por encima del limite permitido por la norma oficial mexicana
(NOM-127) de 1.5 mg/L, entre ellas estan la comunidad de Ojo Caliente, Santa Maria del Rio

y La Reforma, Salinas de Hidalgo (COEPRIS, 2012).

La comunidad de Ojo Caliente se localiza en la parte sur del estado de San Luis Potosi a una
altura de 1750 metros sobre el nivel del mar (msnm). Su poblacién esta conformada por 1389
habitantes. En la localidad hay 660 hombres y 729 mujeres. La relacidn mujeres/hombres es
de 1.105. La tasa de fecundidad de la poblacién femenina es de 2.88 hijos por mujer. El
porcentaje de analfabetismo entre los adultos es del 4.68% (3.94% en los hombres y 5.35%
en las mujeres) y el grado de escolaridad es de 6.51 (6.54 en hombres y 6.49 en mujeres). En
Ojo Caliente el 0.5% de los adultos habla alguna lengua indigena. En la localidad se encuentran
336 viviendas, de las cuales el 1.22% disponen de una computadora (CONAPO, 2010; INEGI,
2010). El abasto de agua en la comunidad de Ojo Caliente se realiza por medio de pozos
profundos los cuales, para el afio 2012 registraron una concentracién de flior en el agua de

2.56 mg/Ly 2.12 mg/L (COEPRIS, 2012).

La localidad de La Reforma estd situada al noroeste del estado de San Luis Potosi, en la regiéon
denominada Altiplano Potosino, a una altura 2040 msnm, la poblacion total de la comunidad
es de 855 personas. La relacion mujeres/hombres es de 1.179. La tasa de fecundidad de la
poblacién femenina es de 3.32 hijos por mujer. Hay 44 analfabetos de 15 y mas afios, 12 de
los jovenes entre 6 y 14 afios no asisten a la escuela, de la poblacién a partir de los 15 afos

19 no tienen ninguna escolaridad y 325 tienen una escolaridad incompleta. Un total de 9 de



la generacién de jovenes entre 15 y 24 aios de edad han asistido a la escuela y la mediana
escolaridad entre la poblacién es de 6 afios. (INEGI, 2013; CONAPO, 2010). El abasto de agua
en la comunidad de La Reforma se realiza por medio de un pozo profundo y una purificadora,
los cuales registraron una concentracion de fldor de 4.54 mg/Ly 1.5 mg/L respectivamente.
El 84% de la poblacidon utiliza el agua de tuberia para beber y el 100 % para cocinar. Dentro
del estudio realizado en la comunidad se registré una media de exposicion a flior de 3.14 +
1.09 mg/L, siendo los nifios de mayor edad (11 y 12 afios) los que registraron los niveles mas

altos de exposicion (Jarquin-Yafiez, 2014).

En relacidn a la prevalencia de enfermedades dseas, no se localizé ningun estudio de DMO en
nifios dentro del estado de San Luis Potosi. En 2002 se reportd un estudio transversal, con
muestreo no probabilistico de derechohabientes mujeres mayores de 40 afios del Instituto
Mexicano del Seguro Social, en donde los resultados de densitometria periférica de acuerdo
con la OMS fueron: normal 279 casos (43 %), osteopenia 270 casos (41 %) y osteoporosis 105
casos (16 %). Por grupo etareo, 62 % de la muestra fue menor de 50 afios y en este subgrupo
la prevalencia de osteoporosis fue de 4 % y de osteopenia de 34 % (Mendoza-Romo et al.,
2002). En 1995 se realizd un estudio piloto de fluorosis esquelética en la ciudad de San Luis
Potosi en poblacion adulta, registrando medias de flior en orina de 5.04 y 3.76 mg/L y una

prevalencia del 8.3% de fluorosis esquelética en la poblacién evaluada (Calderon et al., 1995).

En lo que respecta a la fluorosis dental, dentro de un estudio realizado en 2013 acerca de su
prevalencia en localidades mexicanas ubicadas en 27 estados y el Distrito Federal se reporto

una prevalencia del 27.9%, observando una diferencia estadisticamente significativa entre los



estados. La prevalencia mas baja se detectd en Morelos (3.2%) y la mas alta en Durango
(88.8%). Los indices comunitarios de fluorosis dental (ICF) mas bajos se encontraron en
Colima, Yucatan y Morelos y los mas altos se observaron en Durango, Zacatecas,
Aguascalientes y San Luis Potosi, lo que indica que en estos estados la fluorosis es un
problema de salud publica (Betancourt-Lineares et al., 2013). En un estudio realizado en la
comunidad de La Reforma, Salinas de Hidalgo, la presencia de fluorosis dental se registré en
el 100% de los nifios evaluados, de los cuales el 4.5% presentaron el nivel moderado, mientras
que el resto (95%) presentd el nivel severo en base al indice de Dean. De acuerdo al indice TF
los nifios que presentaron el menor dafo al esmalte TF4 y TF5, constituyeron el 30% de la
poblacién evaluada y los niflos que presentaron una severidad mayor constituyeron el 70%,
de los cuales el grupo con TF6 y TF7 representaron el 45% y el grupo TF8 y TF9 el 25%,
presentandose los grados de mayor severidad en los nifios de mayor edad (11 y 12 afios), los

cuales presentaron los niveles mas altos de exposicién (Jarquin-Yanez, 2014).

En cuanto a la susceptibilidad genética en la comunidad de La Reforma, Salinas de Hidalgo, se
registré la presencia del polimorfismo rs412777 en el gen COL1A2 en el 47.5% de la poblacién
evaluada. Sin embargo no se encontrd correlacion entre la presencia del polimorfismo y la
fluorosis dental. Esto ultimo probablemente por el tamafio de la n (80 nifios de 6 a 12 anos)
y por los altos niveles de exposicidén a fllor registrados en la poblacion evaluada (3.1 + 1.0

mg/L) (Jarquin-Yanez, 2014).



OBJETIVOS



El objetivo general del presente trabajo es evaluar la prevalencia de polimorfismos genéticos
y su influencia sobre las enfermedades dseas y la fluorosis dental en poblacién infantil
expuesta a fllor a través del agua de consumo en las comunidades de Ojo Caliente, Santa

Maria del Rio y La Reforma, Salinas de Hidalgo en el estado de San Luis Potosi.

Los objetivos especificos son:

Determinar la concentracién de fldor en el agua de consumo y las muestras de orina de la
poblacidén infantil de Ojo Caliente y La Reforma.

Examinar la presencia de los polimorfismos rs412777 en el gen COL1A2, rs2234693 en el gen
ESR1 y rs1256049 en el gen ESR2 en la poblacién infantil seleccionada.

Evaluar la densidad mineral dsea en la poblacién infantil de Ojo Caliente y La Reforma.
Determinar la prevalencia de fluorosis dental en la poblacién infantil de Ojo Caliente y La
Reforma.

Establecer el nivel de asociacidn entre las variables.



METODOLOGIA GENERAL




Se disefidé un estudio transversal analitico en el que se evaluaron 241 nifios, 121 de Ojo
Caliente y 120 de La Reforma, residentes desde el nacimiento en su comunidad. Se realizaron
las gestiones necesarias con las autoridades competentes y los participantes con el fin de
explicar los objetivos del estudio, metas y metodologia a seguir. Se les explicd que el estudio
era gratuito, andnimo y voluntario y que cumplié con los requisitos del comité de Bioética de
la Facultad de Medicina. Asi mismo, se les solicitd la firma del consentimiento informado.
Posteriormente se solicitaron muestras del agua de consumo y orina para la cuantificacion de
fldor a través del método potenciométrico con electrodo ion selectivo. Se realizd la extraccidon
de sangre periférica bajo estrictas normas de higiene y seguridad para la evaluacién de los
polimorfismos rs412777 en el gen COL1A2, rs2234693 en el gen ESR1 y rs1256049 en el gen
ESR2 a través de la técnica de PCR (Reaccidon en Cadena Polimerasa) tiempo real. Los
participantes fueron trasladados a la ciudad de San Luis Potosi a la Unidad de Investigaciones
Reumatoldgicas A.C., Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” para la evaluacion de la
DMO (densidad mineral ésea), la cual se evalud de la region lumbar (L1-L4) y cadera izquierda,
mediante un dispositivo DEXA (densitometria de rayos X de doble energia) marca: “Hologic
Model Discovery Wi” (S/N 85714) con software para infantes y pediatricos, cuyos resultados
fueron interpretados en valores Z ajustados por edad, sexo, peso, talla y etnia, cuyo
diagnéstico se realizé tomando en cuenta la clasificacion de la ISCD (Sociedad Internacional
de Densitometria Clinica). La fluorosis dental se evalué utilizando el indice de TF (Thylstrup—
Fejerskov) bajo las normas de higiene y seguridad adecuadas. Dentro de la presente tesis se
incluyé la evaluacion del estado nutricional basado en los requerimientos de la OMS

(Organizacién Mundial de la Salud) a través de la obtencion del peso y la talla con la menor



cantidad de ropa posible. La evaluacidn de la ingesta de micronutrientes también fue incluida
en el andlisis estadistico de los datos y fue obtenida a través de un cuestionario de frecuencia
de consumo validado para poblacion mexicana propuesto por el INSP (Instituto Nacional de
Salud Publica). Asi mismo, se implementd un programa de comunicacién de riesgos en las
poblaciones de estudio de acuerdo a la metodologia de Backer (Backer, 1990). El analisis

estadistico de los datos se llevd a cabo utilizando el sofware RStudio-0.99.902.023.
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Objective. The aim of this study is to investigate urine fluoride concentration as a toxicity factor in a rural community in the
state of San Luis Potosi, Mexico. Materials and Methods. A sample of 111 children exposed to high concentrations of fluoride in
drinking water (4.13 mg/L) was evaluated. Fluoride exposure was determined by measuring urine fluoride concentration using the
potentiometric method with an ion selective electrode. The diagnosis of dental fluorosis was performed by clinical examination, and
the severity of damage was determined using Dean’s index and the Thylstrup-Fejerskov (TF) index. Results. The range of exposure in
the study population, evaluated through the fluoride content in urine, was 1.1 to 5.9 mg/L, with a mean of 3.14 +1.09 mg/L. Dental
fluorosis was present in all subjects, of which 95% had severe cases. Higher urine fluoride levels and greater degrees of severity
occurred in older children. Conclusions. The results show that dental fluorosis was determined by the presence of fluoride exposure
finding a high positive correlation between the severity of fluorosis and urine fluoride concentration and the years of exposure

suggested a cumulative effect.

1. Introduction

There are contaminants in the environment in constant inter-
action with us that can affect our health through exposure to
them. Drinking water can transmit numerous diseases caused
by different pollutants; two of the most common chemicals in
water that are capable of causing health problems are fluoride
and arsenic. Fluoride (F") is a toxic agent that causes adverse
health effects, such as dental and skeletal fluorosis, reproduc-
tive and neurological effects, and endocrine disorders [1, 2].
In 1936, it was shown that the increase of fluoride content
in water causes dental fluorosis, which is an alteration of tooth

enamel that can be observed as spots ranging from whitish to
dark brown color and that, in severe cases, leads to the loss
of tooth enamel [3]. Research suggests that fluoride affects
enamel formation by making it porous. Skeletal fluorosis is
a condition associated with the accumulation of fluoride in
bone, resulting in brittle bones that are susceptible to tensile
forces [4].

Furthermore, studies conducted in recent years suggest
that fluoride is a neurotoxic agent, as research conducted in
populations exposed to F~ (with water concentrations higher
than 3 mg/L) supports the hypothesis that F~ decreases the
intelligence quotient (IQ) of children [5, 6].


http://dx.doi.org/10.1155/2015/647184

Groundwater fluoride contamination is present in 17
states in central and southwestern Mexico; in San Luis Potosi,
fluoride is found naturally in high concentrations in water
extracted from deep underground wells that are used for
human consumption [7-9]. In a study over a decade ago
there were already reports in the literature of the existence
of high concentrations of fluoride in water in municipal wells
in the state of San Luis Potosi with fluoride levels detected of
4.0 mg/L [10].

Dental fluorosis is a public health problem that affects the
child population during the period of hard tissue formation.
Its prevalence in San Luis Potosi is higher than normal; a rate
of 69% was found in populations with water fluoride levels
lower than 0.7 mg/L and a rate of 98% in populations with
fluoride levels of 2 mg/L [10]. However, water cannot be con-
sidered the only source of fluoride exposure. Fluoride-iodized
salt, certain beverages such as soda and fruit juices, and
toothpaste are other factors that contribute to exposure [11].

As the main source of fluoride is drinking water, the
community of La Reforma, Salinas de Hidalgo, San Luis
Potosi, is at high risk of developing diseases because it exceeds
the permissible limit of fluoride in drinking water of 1.5 mg/L
established by the NOM-127-SSA1-1994 [12]. Having waters
with high fluoride concentration of 4.13 mg/L, as reported
by COEPRIS [13] (State Commission for Protection against
Health Risks), this community has one of the highest fluoride
concentrations in the state. In addition, the high degree of
marginalization in the community results in poor access to
high-quality bottled water [14]. Moreover, the dry climate in
the region [15] requires heightened water consumption.

High concentrations of fluoride in the community water
prompted this study, the aim of which is to evaluate urine
fluoride concentration as a toxicity factor of dental fluorosis
in a rural community in the state of San Luis Potosi, Mexico.

2. Materials and Methods

2.1. Study Population. The study was conducted in the com-
munity of La Reforma, Salinas de Hidalgo, in the state of
San Luis Potosi, Mexico; this is an area with people of low-
socioeconomic status. The community was selected due to
having fluoride levels in its drinking water of 4.13 mg/L
(COEPRIS, 2012) [13], which is higher than both the Mexican
standard (1.5mg/L) [12] and the level recommended by the
World Health Organization (1 mg/L) [2]. The total population
from 6 to 12 years were selected (one hundred and eighty
school children).

The study was free, anonymous, and voluntary, and it
complied with all requirements of the Bioethics Committee
of the School of Medicine of the Autonomous University of
San Luis Potosi.

A questionnaire was applied to the children’s mothers
to collect information regarding exposure to fluorides and
collect information about the origin of the drinking water and
if this water was used for food preparation.

The inclusion criteria were as follows: having obtained
the informed consent of parents or guardians, being born
and raised in the study area, having permanent dentition,
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and providing a sufficient amount of urine to be analyzed.
The exclusion criterion was the presence of kidney diseases.
Because not all children met the requirements of the study,
only 111 children who met the criteria were ultimately incor-
porated into the study.

The subjects were male 52.3% and female 47.7%, mean age
9.14 + 1.98 years. The children were divided into three age
groups: 6 and 7 years old (35), male 51.4 and female 48.6%;
8-10 years old (37), male 45.9 and female 54.1; and 11-12 years
old (39), male 59 and female 41%.

To confirm fluoride levels in the drinking water in the
community, drinking water samples provided by the partici-
pants were analyzed; in these samples, a mean fluoride level
of 4.54 + 0.46 mg/L was recorded.

2.2. Urine Samples. The collection of urine samples from
each of the participants was performed in plastic containers
previously washed with 10% HNOj, collecting the first morn-
ing urine. To quantify the fluoride ions, the potentiometric
method with an ion selective electrode according to method
3808 of the US National Institute for Occupational Safety
and Health [16] (NIOSH) was used. A calibration curve
was constructed from 0.1 to 10.0 mg/L. Samples were mixed
with total ion strength adjustment buffer (TISAB) in a 1:1
ratio for quantification. Finally, the fluoride concentration of
the sample was determined by interpolation of the potential
in the calibration curve. As a quality control, SRM 2671°
“Fluoride in Freeze-Dried Urine” (NIST) reference material
was used with a recovery of 97 + 6%. The correction for urine
dilution was performed based on specific gravity [17].

2.3. Clinical Evaluation. Clinical dental examination was
performed according to the requirements outlined by WHO
for national oral health surveys, 1997 [18], taking 10 minutes
as reference time duration for the basic examination of a
child. The test area was prepared with the required hygiene
and safety measures, using previously sterilized instruments
and having easy access to sterilization procedures and using
a plane mirror and a periodontal probe.

The diagnosis of the degree of dental fluorosis was
performed by applying Dean’s index (DI) [18, 19] and the
Thylstrup-Fejerskov index (TF) [20], which is more sensitive
for individual classifications of dental organs in ten cate-
gories. A score of zero indicates healthy enamel; scores of one
to four indicate spots on the enamel surface, which increase as
the score increases. Enamel destruction is observed in scores
five to nine, where score five represents mottled enamel with
holes smaller than 2 mm in diameter, which are fused in score
six to form bands less than 2 mm deep. Scores of seven, eight,
and nine represent the destruction of 25%, 50%, and 100% of
the enamel surface.

Interexaminer and intraexaminer calibration were per-
formed by two examiners (>0.89 Kappa). The community
index of dental fluorosis was obtained by multiplying the
number of children in each Dean’s score by their weightings,
adding the results and dividing by the number of children
examined.
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TABLE 1: Sample in number and percentage for groups of age and
mean of dental fluorosis using TF index.

Male Female

Ages 6-7

Number 18 17

Percentage 514 48.6

TF (95% CI) 5.5 (4.95-6.0) 5.94 (5.33-6.56)
Ages 8-10

Number 17 20

Percentage 45.95 54.1

TF (95% CI) 6.59 (5.9-7.3) 7.0 (6.5-7.5)
Ages 11-12

Number 23 16

Percentage 58.97 41.03

TF (95% CI) 7.04 (6.48-7.6) 7.0 (6.2-7.8)

TF: Thylstrup-Fejerskov index.
CI: confidence interval.

2.4. Statistical Analysis. Data collected from oral clinical
assessment and urine fluoride levels were transferred into
a Microsoft EXCEL database, which was then analyzed in
SPSS version 21. Variables were assessed using univariate
analysis to obtain percentages and distributions. Means,
standard deviations, and confidence intervals were analyzed.
Frequency distribution by age group and analysis of variance
between the TF dental fluorosis index and the age groups
were performed. To establish the correlation between urine
fluoride concentration and severity of dental fluorosis, the
Spearman correlation coefficient was used.

3. Results

The minimum level of fluoride in urine was 1.1 mg/L, which
was present in only two children in the group with ages of
6 and 7 years. The maximum exposure level was 5.9 mg/L,
which was also present in two children but with ages of 9
and 11 years. The mean urine fluoride concentration of the
population was 3.14 + 1.09 mg/L.

Table 1 shows the severity of dental fluorosis in the tree
age groups with confidence intervals.

The urine fluoride concentration was classified into four
levels: 1to 2 mg/L,2.01to 3 mg/L,3.01to 4 mg/L, and >4 mg/L.

Figure 1shows the distribution of the urine fluoride levels
of the children, noting that at the ages of 6 to 7 years, fluoride
excretion ranged between 2.01 and 3 mg/L (48.6%), with a
low prevalence of high fluoride concentrations (5.7%). In
the age group of 8-12 years, the prevalence of high fluoride
concentrations increased, and the prevalence of low fluoride
concentrations (1 and 2 mg/L) decreased.

The information collected through questionnaire re-
ported that 100% of population used tap water for cooking
and 83.8% for drinking.

All children examined showed dental fluorosis; only 5% of
the children had a moderate score, while the rest (95%) had a
severe score based on Dean’s index. According to the TE, the

(%)
&

8-10 10-11
Years
Urine fluoride (mg/L)

012
H 2.01-3

m 3.01-4
More than 4

FIGURE 1: Urine fluoride concentration in children in the study area
by age group as percentage.

score TF4 occurred in 4.5% of the population, TF5 in 25.2%,
TF6 in 16.2%, TF7 in 28.8%, TF8 in 16.2%, and TF9 in 9%.

Children with TF4 and TF5 constituted 30% of the study
population, TF6 and TF7 45%, and TF8 and TF9 25%.

At the ages of 6 and 7 years, TF4 and TF5 predominated
at 57.14%, with a predominance of TF5 in 48.6%; TF6 and TF7
predominated in 76% of children aged 8 to 12 years, while the
levels of greater severity, such as TF8 and TF9, were observed
in 50% of the children at the ages of 11 and 12 years. This result
is somewhat related to the exposure level, as children with
higher urine fluoride levels were 8 and 12 years old. There
were significant differences between age groups and the cor-
responding severity of dental fluorosis P < 0.000 (Figure 2).

In relation to the presence of fluoride in urine and the
severity of dental fluorosis, Figure 3 shows urine fluoride
levels with mean values of 2.66 + 0.89 (95% CI 2.35-2.98) in
the 33 children with TF4 and TF5, 3.11 + 1.06 (95% CI 2.81-
3.41) in the 50 children with TF6 and TF7, and 3.75 +1.10 (95%
CI 3.32-4.18) in the 28 children with TF8 and TF9, with a high
positive correlation between the severity of fluorosis and the
urine fluoride concentration r = 0.99 and **P < 0.01.

4. Discussion

The concentration of fluoride in drinking water in this
community was found to be higher than both the Mexican
standard (1.5mg/L) and the level suggested by the WHO
(1mg/L), with a mean level of 4.54 mg/L + 0.46, which is even
higher than the level reported in the same area in 2012 by
COEPRIS [13], most likely due to the depletion of the aquifer.

Urine fluoride concentration ranged from 1.1 to 5.9 mg/L,
with the lowest levels of exposure in children aged six to
seven years, a period in which children are growing and with
increased retention of fluoride in hard tissues, such as teeth
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FIGURE 2: Distribution of dental fluorosis according to the TF index
by age group as percentage.
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FIGURE 3: Urine fluoride levels and their relation to dental fluorosis
scores.

and bones. Most fluoride exposure occurred in the older
group.

The study conducted by Grimaldo et al. [8] in the city
of San Luis Potosi determined risk factors associated with
human fluoride exposure through drinking water; preparing
food with tap water was one of them. This risk factor was also
present in this study; as the location was a rural area of high
marginalization, 83.8% of the study population used tap water
for drinking, and 100% used it for cooking.

The children with higher urine fluoride levels (more than
4 mg/L) were aged 8 and 12 years. This result is possibly due to
the longer exposure time and the cumulative effect of fluoride
stored in bones and teeth, particularly in growing organisms
due to the greater fluoride retention in children’s bones, which
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is caused by high blood flow and a large area of hydroxyapatite
crystals unlike mature bone.

Due to the fluoride water concentration in the area,
dental fluorosis in this study was severe in 95% of the
study population, in agreement with the results of the study
conducted by Grimaldo et al. [9] in 1997 in the city of San
Luis Potosi. These authors reported a prevalence of dental
fluorosis in 96% of children aged 11to 13 years in an area witha
mean fluoride concentration of 3.29 mg/L. In contrast, in the
current study, the prevalence was 100% at a higher fluoride
concentration in drinking water and in younger children. Our
study determined not only the prevalence of dental fluorosis
but also the exposure level and the assessment of the degree
of severity of dental fluorosis according to the TF index.

The degrees of greater severity of dental fluorosis TF8 and
TF9 occurred in a higher percentage in children aged 11 and
12 years, most likely due to longer exposure to fluoride and
the presence of a greater number of permanent teeth.

Fluorosis is irreversible, as the teeth remain fragile and
susceptible to rupture, and prosthetic dental treatments that
stop tooth destruction are expensive; thus, patients and their
families often cannot afford them, leading to the loss of teeth
and consequent effects on the individual’s quality of life.

The present work showed the limitations of a cross-
sectional study. For accuracy, the urine collection should be
done over a period of 24 hours.

Our results show the close relationship between fluoride
exposure caused by high intake of fluoride through drinking
water and the severity of dental fluorosis, which affects the
quality of life of the population studied. There is a need for
further studies in this community to identify other factors
that are exacerbating exposure.
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Abstract — Objectives: The aim of this study was to evaluate the putative
association between the presence of the COL1A2 gene A/C polymorphism and
the severity of dental fluorosis in a sample exposed to high concentrations of
fluoride. Methods: A cross-sectional study was carried out that included 80
children residing in a community with high concentrations of fluoride in the
drinking water. To determine whether the presence of this polymorphism and
dental fluorosis are associated, the presence of the dental fluorosis was
considered to be a response variable, while fluoride concentration in water and
urine was designated as independent variables. In addition, the children’s
parents completed questionnaires with general information about drinking and
cooking with tap water, consumption of milk and soft drinks, and other
putative risk factors. Results: Individuals with the polymorphism had
nonsignificant odds (OR = 2.24; 95% CI = 0.55-9.02) of having dental fluorosis
at higher exposures to fluoride. This finding was similar in individuals without
the polymorphism (OR = 1.65; 95% CI = 0.44-6.17). Conclusions: The presence
of polymorphism in the COL1A2 gene was not associated with the severity of
dental fluorosis.
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Environmental fluoride only exists in combination
with other elements due to its marked electronega-
tivity. In humans, one of the forms of exposure is
via tap water with a high concentration of fluoride
(1), and it is absorbed mainly in the gastrointestinal
tract (2). The concentration of fluoride in aquifers
depends on several factors, as follows: (i) the con-
centration of fluoride in existing minerals, (ii) the
rates of decomposition, dissociation, and dissolu-
tion of the mineral, (iii) the length of time the
groundwater is in the aquifer and (iv) the kinetics
of reaction among the metals in the aquifer, with
the previous characteristics being different for each
aquifer (3).

Consuming water with concentrations of fluo-
ride above those recommended by the World
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Health Organization (WHO) (1.5 mg/l) (4) can
cause, in childhood, the accumulation of fluoride
in calcium-rich tissues, which may affect hard tis-
sues (bones and teeth) (5).

Dental fluorosis is a public health problem in
some countries (6), especially in those dependent
on groundwater for their drinking water supply,
such as India, Argentina, and Mexico (3, 7), among
others. Dental fluorosis is an irreversible disorder
that affects people whose main intake of high fluo-
ride occurs during tooth formation, enamel secre-
tion and subsequent pre-eruptive maturation, and
consuming high fluoride concentrations at this
stage aids the formation of fluorapatite crystals
and hydroxy-fluorapatite, disrupting enamel min-
eralization (8, 9). It has also been shown that exces-
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sive and high levels of fluoride intake affects min-
eralization and for long periods, can also reduce
bone density, negatively affecting bone health,
causing weakening and deformities (10), resulting
in a greater risk of fracture and other problems due
to skeletal fluorosis. Although previous studies
have shown that the degree of dental fluorosis is
directly associated with the concentration of fluo-
ride in the drinking water, the mechanisms
involved are not entirely clear. Currently, it is esti-
mated that approximately 43 million people (3.3%)
in the Chinese population have dental fluorosis
(11). Dental fluorosis is not a problem exclusive to
China; the U.S. Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, Atlanta, GA, USA) reported that
approximately 32% of children in the U.S. have
some form of dental fluorosis, including moderate
and severe forms (12). The identification of suscep-
tible populations could be a way to reduce this
problem.

Collagen is a protein that strengthens and sup-
ports the formation of bone and many other tis-
sues, including cartilage, tendons, and skin. Two
genes, COL1AT and COL1A2 (collagen type I alpha
1 and collagen type 1 alpha 2), are responsible for
forming collagen. Specifically, the COLIA1 gene
produces a component of collagen type I called the
pro-alpha-1 chain, while the COL1IA2 gene pro-
duces the pro-alpha-2 chain (13, 14). The chains
combine to make one molecule of type I procolla-
gen, and collagenase is a fibril-forming collagen
found in the majority of connective tissues and is
abundant in the bones, cornea, dermis, and ten-
dons. Bone collagen fibers are mineralized by cal-
cium hydroxyapatite.

Some of the mutations in the collagenase gene
are associated with different types of osteogenesis
imperfecta, recessive classical type Ehlers—Danlos
syndrome, idiopathic osteoporosis, and atypical
Marfan syndrome (15). The important role of colla-
gen and collagenase in the formation and architec-
ture of hard tissues means that COLIAI and
COL1A2 polymorphisms can influence the onset
and severity of dental fluorosis. The COL1A gene is
located in the q21.3-q22.1 portion of chromosome
7, and mutations in the COL1A2 gene have been
associated with a wide spectrum of diseases of
bone, cartilage, and blood vessels, and variations
in COL1A2 genotypes are associated with the
development of dental fluorosis (15). Studies have
established differential susceptibility to the devel-
opment of dental fluorosis; likewise, epidemiologi-
cal studies have found differences in the

COL1A2 gene A/C and severity of dental fluorosis

prevalence of fluorosis among racial/ethnic
groups; (16) these differences do not appear to be
explained only by fluoride intake levels. Others
studies have found a significant association
between polymorphism in the COLIA2 gene and
bone development as well as bone content and
bone mineral density (17).

The etiology of dental fluorosis is not well
understood, although the main risk factor is gener-
ally a high intake of fluoride during tooth forma-
tion. However, there have been several indications
of a possible influence of genetic factors in suscep-
tibility to the development of dental fluorosis (18).
These factors led to the hypothesis that genetic
polymorphisms play a role in the formation of
hard tissues or pathogenesis and that COLIA2
genes can be considered to be useful factors in the
elucidation of the etiology, development, and
severity of dental fluorosis; (19-21) little is known
about the role of the genes involved in determining
susceptibility to the condition (22). Few studies
have investigated a genetic predisposition for den-
tal fluorosis, and little is known about the role of
genes involved in the process.

The aim of this study was to investigate the asso-
ciation between the presence of the COL1IA2 A/C
polymorphism and the severity of dental fluorosis
in children exposed to high fluoride concentrations
in drinking water.

Materials and methods

A cross-sectional study was carried out that
included 80 children (70% rate response) who vol-
untarily agreed to participate, and each child pre-
sented a letter of informed consent signed by a
parent or guardian; the confidentiality of the par-
ticipants was preserved during the study. A conve-
nience nonprobabilistic sample method was used
based on the response of each parent/child,
recruited in the public school of the community.
The study was conducted in La Reforma, a com-
munity localized in the North Central state of San
Luis Potosi, Mexico. This region is characterized by
high concentrations of fluoride in the drinking
water (4.5 mg/L). The Institutional Bioethics Com-
mittee approved this study. Each individual who
participated in the study responded to a question-
naire collecting general data, including lifestyle
and risk factors for the development of fluorosis.
At the time of the study, all participants were
required to meet the following criteria: (i) living in
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the area since birth, (ii) drinking the water and
cooking with the water from the local network, (iii)
good health and (iv) the absence of chronic dis-
eases or recent medication (1 month).

The samples of ingested water and urine (first
morning urine) were collected in the houses of the
participants. Samples were collected in polypropy-
lene containers previously washed with 10% nitric
acid and finally rinsed with distilled water, trans-
ported in ice and stored at 4°C until analysis.
Quantification of fluoride was performed by a
potentiometric method with an ion-selective elec-
trode (21). Briefly, the calibration curve was pre-
pared in a range of 0.1-10.0 mg/L. Samples for
quantitation were mixed with high total ionic
strength adjustment buffer (TISAB) at a 1:1 ratio.
Finally, the sample’s fluoride concentration was
determined by interpolation in the calibration
curve. For quality-control reference material, the
standard reference material (SRM) 2671 Fluoride in
Freeze-Dried Urine [National Institute of Stan-
dards and Technology (US) (NIST)] was used, with
a 97 £ 6% recovery. The effect of urine dilution
was corrected by specific gravity (23, 24). Samples
were analyzed in triplicate, and the mean was
reported.

The clinical dental evaluation was carried out
according to the recommendations set by the WHO
for national oral health surveys, with reference to a
10-min time period for basic dental examination of
a child. Dental fluorosis was assessed on each child
using a sterile dental mirror and a dental explorer
under natural light in the classroom by one exam-
iner. Diagnosis of dental fluorosis was performed
in all present teeth by applying the Thylstrup and
Fejerskov Index (TF) (25), where 0 indicates unaf-
fected enamel and grades 1-4 denote white opacity
on the enamel surface; the grade increases as the
level of dental fluorosis increases. In grades 5-9,
destruction of enamel is observed, in which grade
5 represents dark stains and pits (<2 mm in diame-
ter) of the enamel. Grade 6 shows pits <2 mm
deep. Grades 7, 8, and 9 represent the loss of tooth
structure on 25%, 50%, and 100% of the enamel

surface, respectively. The mean TF score was
obtained by adding the scores and dividing by the
number of teeth examined. Previous studies in 20
children’s with different degrees of dental fluoro-
sis, and two examiners were completed to assess
the reproducibility of interexaminer and intra-
examiner recording of the TF index (>0.80 Kappa).

Epithelial cells were obtained by scraping the
oral mucosa with a cytology brush, with one prior
cleaning with a 0.07% cetylpyridinium chloride
solution for five-seconds. Once the samples were
taken, the sample brushes were placed in 15-mL
conical tubes containing 5 mL of phosphate-buf-
fered solution (PBS). The samples were stored at
4°C until they reached the laboratory, where they
were centrifuged; subsequently, the cells were
washed with PBS and stored at 70°C until process-
ing. The DNA was isolated and purified with the
aid of a Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit (250)
(Qiagen Sample & Assay Technologies, Hilden,
Germany), and it was finally quantified by optical
density (OD) at 260/280 nm with a NanoDrop™
2000/2000c Thermo Scientific Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, West Palm Beach, FL,
USA). DNA samples were required to have a 260/
280 ratio of 1.8 to be included in the PCR amplifica-
tion experiments. Dilutions of DNA samples were
performed with ultrapure water.

Amplification by PCR was performed for
COL1A2 with specific primers designed using the
AmplifX 1.5.4 program (CNRS, Aix-Marseille Uni-
versité - http://crn2m.univ-mrs.fr/pub/amplifx-
dist) under the amplification conditions summa-
rized in Table 1. The reaction mixture (50 pL) con-
tained 25 ng DNA, 25 pL of GoTaq® Green Master
Mix (Promega Corporation, Madison, WI, USA),
and a sufficient amount of nuclease-free water to
complete a 50 pl reaction. The amplified product
was tested on agarose gel at 1%.

To detect polymorphisms A/C and ATG, the
amplified product (50 pL) was purified with a
Wizard® SV purification kit gel and the Promega
PCR Clean-up System (Promega Corporation,
Madison, WI, USA) and sent to the National Labo-

Table 1. Oligonucleotides and conditions employed for the detection of the COL1A2 polymorphism

Polymorphism

A/Crs 412777

ATG rs 414408

Primer forward
Primer reverse

AGGTCCTGTCGTAAGTATTGCTC
AGGAAAACTGCAGGCCACTT

Size of PCR product 706 pb
Cycle number 40
Annealing T° 56.8

PCR, polymerase chain reaction.
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ratory of Agricultural Biotechnology, Medical and
Environmental =~ LANBEMA-IPICYT to  be
sequenced in both directions (5’-3" and 3’-5"). The
sequences were analyzed with the BioEdit
Sequence Alignment Editor (Carlsbad, CA, USA).

All variables were assessed using univariate
analysis to obtain frequencies, percentages,
distributions, means, and standard deviations. To
estimate whether the presence of the polymor-
phism and the dental fluorosis mean score (TF
index) were associated, the unadjusted odds ratio
(OR, 95% CI) and Spearman correlation coefficient
were used. The SigmaPlot ver. 11.0 statistical soft-
ware package was used (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

Results

Eighty children were recruited of whom 41.3%
(n = 33) were female. The mean age of all partici-
pants was 9.1 years (SD 1.9, range 6-12). Table 2
presents summary data on the general characteris-
tics of the study sample, which indicates that >92%
of the population drank tap water, 46% of the pop-
ulation did not consume milk; 38% consumed soft
drinks; and >90% did not know the risks of con-
suming local tap water or the risks of dental fluoro-
sis.

According to clinical examination, 100% of the
population had dental fluorosis with different
levels severity, with a mean TF score of 6.5, con-
sidering all present teeth. The distribution of the
sample according to the TF was as follows: 0%
of the samples was classified as score 0.0-3.9;

Table 2. Summary of the characteristics of the study group

COL1A2 gene A/C and severity of dental fluorosis

6.2% as a score of 4.0-4.9; 25% as a score of 5.0—
5.9; 12.5% as a score of 6.0-6.9; 30% as a score of
7.0-7.9; 18.7% as a score of 8.0-8.9, and 7.5% as
a score of 9.0 (Table 3). At the age of 6-7 years,
a score of 5 predominated at 48.6%, while the
levels of greater severity (scores 8.0 and 9.0)
were observed in 50% of the children aged 11—
12 years.

The tap water taken from the participants’
houses (which was reportedly used by the study
sample families for drinking and cooking) had an
average concentration  of  fluoride  of
4.5 + 0.46 mg/L; all samples were >1.5 mg/L. The
average fluoride concentration in urine for the
study sample was 3.1 &+ 1.0 mg/L, with a minimal
value of 1.1 and a maximal value of 5.9 mg/L.

The presence of polymorphism was desig-
nated as follows: the wild-type genotype was
given the letters A/A, the heterozygous geno-
type was assigned the letters A/C, and the
homozygous genotype was assigned the letters
C/C, while the A/T/C polymorphism was not
assigned a classification because such an indi-
vidual was not found in the study samples. A
general analysis of the presence of the polymor-
phisms studied demonstrated that 47.5% of the
population had some kind of polymorphic geno-
type (A/C, C/C) (Table 4). Those with the poly-
morphism had a nonsignificant OR = 2.24; 95%
confidence interval (95% CI) = 0.55-9.02 for den-
tal fluorosis at higher exposures to fluoride (flu-
oride concentration in urine). This finding was
similar to that in individuals without the poly-
morphism (OR =1.65; 95% CI=0.44-6.17)
(Table 5). Furthermore, a correlation between the

Variable Mean + SD Range %
Age (years) 91+ 19 6-12 -
Fluoride in tap water (mg/L) 4.5 + 0.46 3.9-53 -
Urine fluoride (mg/L) 31+£1.0 1.1-5.9 -
TF 65+ 1.3 49 -
Gender - - Feminine 41.3
Masculine 58.7
% of population who drink tap water - - 84.0
% of population who know the risk of - - 8.2
fluoride exposition (based on the questionnaire)
% of population who use tap water for cooking - - 100
% of population who drink milk - - 54.5
(at least three times per week)
% of population who consume soft drinks - - 38.1

(at least three times per week)

TF, Thylstrup-Fejerskov Index; SD, Standard deviation.
mg/L: ppm.
*Average of all present teeth.
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Table 3. Fluoride concentrations in water/urine by TF index

Frequency Fluoride
TF index® (%) Sample type concentrations” Range
4.0-4.9 5(6.2) Water 44 +£03 4.0-4.9
Urine 2.7 £09 2.0-4.0
5.0-5.9 20 (25) Water 45+ 05 3.9-5.3
Urine 2.7 £09 1.1-4.7
6.0-6.9 10 (12.5) Water 43 +03 3.9-4.7
Urine 25+ 05 1.7-3.6
7.0-7.9 24 (30) Water 47 £ 04 4.0-5.3
Urine 34 +£1.1 2.2-5.6
8.0-8.9 15 (18.8) Water 45+ 05 3.9-5.3
Urine 33+ 1.0 2.0-5.1
9.0 6 (7.5) Water 4.6 £ 0.5 3.9-5.3
Urine 43 +£0.7 3.7-5.4

n = 80 individuals.

TF: Dental Fluorosis Index by Thylstrup and Fejerskov.
None individual had TF score of 0-3.9

*Average of all teeth.

PFluoride concentrations are expressed as mean =+ standard deviation (SD) in mg/mL.

Table 4. Polymorphisms and allelic frequencies of
COL1A2

Frequencies 1 (%)

Allelic variant
dbSNP rs# A/A A/C C/C  frequency

rs 412777 42(52.5) 36 (45.0) 2(2.5) 047

dbSNP = Single nucleotide polymorphism database.
A/A wild type, A/C heterozygous, C/C homozygous.

severity of fluorosis and water/urine fluoride
concentrations in all three groups (nonpolymor-
phic A/A, polymorphic A/C, C/C) was signifi-
cant only in nonpolymorphic individuals (A/A)
r =0.42, P = 0.005) (Table 6).

Discussion

The level of fluoride found in the drinking water of
the study sample is above the limit allowed by the
Official Mexican Norm (NOM-127-S5A1-1994) (26)

and the value recommended by the WHO
(1.5 mg/L) (4), with a mean of 4.54 + 0.46 mg/L
The most severe degrees of dental fluorosis in the
sample studied were scores 8 and 9, and these
were recorded at a higher rate in children aged 11
and 12 years, which may be linked to the fact that
in this same population, higher concentrations
were found in the urine because these children
were exposed to fluoride for longer periods of
time. Although dental fluorosis is considered a cos-
metic problem, it is important to emphasize that it
represents an irreversible problem in which in
advanced stages involves pitting and loss of tooth
structure and the teeth are fragile and susceptible
to caries and fractures, leading to restorative dental
treatments, which are frequently lengthy and
expensive.

In addition, the consumption of water with high
fluoride concentrations may cause damage to the
nervous system (27), the renal system (28, 29), and
to bone tissue formation (30). It is possible that the

Table 5. Association of dental fluorosis (TF) and exposure level versus polymorphism

Polymorphism (A/C, C/C) Nonpolymorphism (A/A)

TF
6,7,89 45 N

TF*

OR (95% CI) 6,7,89 45 N OR(95%CI)

Concentration of fluoride >3 mg/L” 16 5 21
Concentration of fluoride <3 mg/L® 10 7 17

2.24(0.559.02) 17 6 23 1.65(0.44-6.17)
12 7 19

OR = Odds Ratio (95% CI).

TF: Thylstrup—Fejerskov Index.
*Average of all present teeth.
PConcentration of fluoride in urine.
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Table 6. Correlation test using Spearman’s rho

2

r r
Variables AA A/C,C/C AA A/C,C/C
UrineF TR 0.42°  0.40 0.17 0.16
Water F TF* 0.28 0.001 0.08 0.000001
Water F UrineF 032 0.04 0.10 0.002

TF: Dental Fluorosis Index by Thylstrup and Fejerskov.
A/A: wild type, A/C heterozygous, C/C homozygous.
?Average of all teeth.

°P = 0.005.

polymorphisms in the COL1A2 gene are related to
dental fluorosis and may influence the formation
of teeth in children exposed to high concentrations
of fluoride (31).

Some genes associated with severe dental fluoro-
sis are also associated with bone mineral content
and density due to the similarities in the structure
and formation of bones and teeth; (32) others are
involved in the formation of the protein matrix dur-
ing tooth development. Some of these candidate
genes include those for type 1 collagen, osteocalcin,
osteonectin, and osteopontin. New studies should
consider these genes to evaluate their influence.
There have been studies in which an association
was found between the mutation of the COL1A2
gene in children, bone density, and dental fluorosis
(33, 34). Interestingly, few studies have been con-
ducted with humans to assess the genetic suscepti-
bility associated with dental fluorosis, and studies
have not been conducted in Mexican children.

This study represents a preliminary report that
considers genetic factors in the evaluation of
interindividual susceptibility in terms of the devel-
opment of dental fluorosis. This susceptibility can
be evaluated not only as a marker of severity of flu-
orosis development but could potentially also be a
starting point for the evaluation of markers of other
diseases in which the role of collagenase is known.
The presence of the polymorphism evaluated in
the sample is associated with bone diseases, such
as osteogenesis imperfecta, Marfan syndrome,
Alport syndrome, cerebral aneurysm, osteoporosis,
and fractures, among others (35).

In Mexico, approximately 6 million people, of
whom 35% are children, live in areas with fluoride-
contaminated aquifers; therefore, the evaluation of
the presence of a polymorphism in the COLIA2
gene in the population is certainly an important
finding (36). In the study sample, the correlation
between severity of dental fluorosis and fluoride
exposure level (urine/water fluoride concentra-

COL1A2 gene A/C and severity of dental fluorosis

tions) was statistically significant only in A/A. A
possible limitation of the study was that the con-
centration of fluoride in water was so high that it
possibly influenced the detection of the real effect
that COL1A2 polymorphism has on the develop-
ment and severity of dental fluorosis. Although the
effect of COL1A2 polymorphism in the severity of
dental fluorosis has been analyzed in previous
studies, the underlying mechanisms are still
unclear. Moreover, it is necessary to design new
studies that include a larger number of unrelated
individuals and different exposures to fluoride to
consolidate the available evidence and understand
the possible effect of COLIA2 polymorphism on
the severity of dental fluorosis.

Our findings do not match those of other studies
possibly due to the sample size of the study popu-
lation, with few inhabitants and a high degree of
consanguinity, the concentration of fluoride in the
water is high with an average of 4.5 mg/L, which
can cause dental fluorosis even in individuals with-
out the polymorphism.

In conclusion, in the sample studied here, the
presence of polymorphism in the COLIA2 gene
was not associated with the severity of dental
fluorosis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Objective: To determine the allelic and genotypic frequencies of rs 412777 polymorphism in the Collagen type I
alpha 2 chain (COL1A2) gene and the association with the severity of dental fluorosis in children between 6 and
12 years old in the State of San Luis Potosi, Mexico.

Design: A cross-sectional study was designed; participants were 230 children from two rural communities of San

Keywords:
Polymorphism
Risk factor
Dental fluorosis

21;;):22 Luis Potosi. Fluoride in drinking water and urine samples was quantified using a potentiometric method with a
Geneg selective ion electrode. Dental fluorosis was diagnosed using the Thylstrup-Fejerskov index while the identifi-

cation of the polymorphism was made by allelic discrimination, using allele-specific probes by real-time
Polymerase chain reaction (PCR). Statistical analysis was carried out with Student’s t-test and Chi-square and
Odds Ratio (OR). A confidence interval of 95% and a value of p < 0.05 were considered.

Results: The concentration of fluoride in drinking water was 2.36 = 0.02mg/L in Ojo Caliente and
4.56 = 0.07mg/L in La Reforma, the concentration of fluoride in urine was 2.05 * 0.62mg/L and
2.99 = 0.99mg/L respectively. The prevalence of dental fluorosis was 100% and the frequency of alleles was
67% wild-type and 33% mutant allelic, alleles were found in Hardy-Weinberg equilibrium (X* = 0.33,p = 0.89).
The association between the degree of dental fluorosis and the evaluated polymorphism was statistically sig-
nificant (OR = 7.10, 95% CI = 3.96-12.70, p < 0.05).

Conclusions: An association of rs 412777 polymorphism in the COL1A2 gene with dental fluorosis was found.
Therefore, genetic variants represent a relevant risk factor to develop dental fluorosis, as it was proven in this
study conducted in Mexican children.

1. Introduction

Fluoride is a chemical element found naturally in the drinking water
of some localities. The official Mexican standard (Modification to the
Official Mexican Standard, NOM-127-SSA1, 1996) in accordance with
the World Health Organization (WHO) established a limit of fluoride in
drinking water of 1.5 mg/L to avoid health damages such as dental and
skeletal fluorosis, neurological damages, reproductive and renal pro-
blems (World Health Organization, WHO, 2011; Modification to the
Official Mexican Standard, NOM-127-SSA1, 1996; Agency for Toxic
Substances & Disease Registry U.S., ATSDR, 2003; National Research
Council, NRC, 2006; Connet, 2004). Although there are no geological
data that provide adequate information to estimate fluoride

* Corresponding author.

concentrations in drinking water worldwide (Fewtrell, Stuart, Dave, &
Jamie, 2006), in Mexico, some regions with endemic hydrofluorosis
problems have been identified, including some localities in the State of
San Luis Potosi (Aguilar-Diaz, Morales-Coron, Cintra-Viveiro, & De la
Fuente-Herndndez, 2017; Soto-Rojas, Urena-Cirett, & Martinez-Mier,
2004).

Because information about the concentration of fluoride in drinking
water is scarce, the number of people exposed to fluoride and the
sensitive and validated dose-response, it is difficult to estimate the
global burden of disease due to fluoride in drinking water, becoming
even more complicated by other confounding factors, such as: differ-
ences in nutritional status, dosage and other sources of fluoride
(Fewtrell et al., 2006). Furthermore, not all individuals exposed to
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fluoride develop any disease or related symptom, due to the individual’s
genetic variability which can modify the response to fluoride exposure,
as has been reported in some studies where the severity of dental
fluorosis is influenced by the genetics (Daiwile et al., 2015; Everett
et al., 2009; Huang et al., 2008).

Several authors have suggested that there is an association between
dental fluorosis and genetic variants, affecting genesis and miner-
alization of enamel as Distal-less homologs (DLX1 and DLX2), Tissue
inhibitors of Metalloproteinases (TIMP1), Ameloblastin (AMBN),
Tuftelin interacting protein 11 (TFIP11) and Tuftelin (TUFT1) genetic
polymorphisms (Castiblanco, Martignon, Castellanos, & Mejia, 2017;
Kiichler et al., 2017, 2018) or coding for proteins associated with the
metabolism of bone structure (Huang et al., 2008; Lau et al., 2004;
Willing et al., 2003). One of these genes involved is Collagen type I
alpha 2 chain (COL1A2), which encodes for collagen type 1 protein. In
fact, some polymorphisms in the COL1A2 gene have been associated
with osteogenesis imperfecta, osteoporosis and recently, with the risk of
developing dental fluorosis (Dalgleish, 1997; Huang et al., 2008).

Therefore, the objective of this study was to evaluate the allelic and
genotypic frequencies of rs 412777 polymorphism in the COL1A2 gene
and its association with the severity of dental fluorosis in children be-
tween 6 and 12 years old in the State of San Luis Potosi, Mexico.

2. Materials and methods
2.1. Study population

A cross sectional study was conducted in Ojo Caliente, Santa Marfa
del Rio and La Reforma, Salinas de Hidalgo in the State of San Luis
Potosi, with an average concentration of fluoride in drinking water of
2.12mgF/L and 4.54 mgF/L, respectively (State Commission for the
Protection against Health Risks (COEPRIS, 2014; Jarquin-Yanez et al.,
2015). A total of 230 children aged between 6 and 12 years old, were
included in this study, 111 from the community of Ojo Caliente (60
boys and 51 girls) and 119 from the community of La Reforma (64 boys
and 55 girls).

The study was anonymous and voluntary and fulfilled the require-
ments of the bioethics committee of the Faculty of Medicine of the
Autonomous University of San Luis Potosi (registration number: 2015-
009) an informed consent was obtained from all the tutors of the par-
ticipants. The inclusion criteria were: i) informed consent from the
participants; ii) residence from birth in the selected communities; iii)
ages from 6 to 12 years old and, iiii) permanent dentition. The exclu-
sion criteria were: i) presence of kidney diseases; ii) well-identified
malabsorption problems and, iii) lack of biological samples.

Sources of fluoride exposure were explored by questionnaires,
which were answered by the parents or tutors of the participants.

2.2. Biological monitoring

A 24-hour urine sample was collected from each participant using
new polypropylene plastic containers. The fluoride quantification in the
urine sample was carried out using the potentiometric method with a
selective ion electrode, according to the National Institute for
Occupational Safety and Health (National Institute for Occupational
Safety & Health NIOSH, 1984). The range of calibration curve was from
0.1 to 10.0 mg F/L, all samples were quantified using a buffer (TISAB)
in a 1:1 ratio. The reference standard SRM 2671a “Fluoride in Freeze-
Dried Urine” (NIST) with a recovery of 97% =+ 6 was used for quality
control. The correction of urine dilution factor was carried out by
density (Barber & Wallis, 1986).

2.3. Dental evaluation

The diagnosis of dental fluorosis was performed by trained per-
sonnel in the area according to WHO requirements, with appropriate
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hygiene and safety measures and using previously sterilized material
(World Health Organization, WHO, 1987), with an inter and intra-ex-
aminer calibration (> 0.89 Kappa). The degree of severity of dental
fluorosis in ten levels was established using the Thylstrup-Fejerskov
index (TF) with a scale from O to 9; TFO indicated absence of fluorosis,
TF1-TF4 spots on the surface of the enamel, which increased in ac-
cordance to the level, TF5 a slightly undercut enamel which was wor-
sened in the TF6 grade, and TF7, TF8 and TF9 indicated 25%, 50% and
100% enamel destruction, respectively (Thylstrup & Fejerskov, 1978).

2.4. Identification of polymorphism

Peripheral blood samples were obtained by venous puncture. For
DNA extraction 2 ml of blood samples of each participant was washed
with a 1ml of lysis buffer which contained sucrose 0.3 M, TRIS-HCI
10 mM pH 7.5, MgCl, 5 mM and 1% triton. Blood samples were washed
continuously with 150 pul of TRIS-HCl 10 mM pH 8, 150 pl of detergent
20 mg/ml and 100 pl of NaCl 5mM, the supernatant was placed in a
microtube with 1 ml of 96% ethanol and stored for 1h to precipitate
DNA. Subsequently, four washes were made with 500 pul of 70% ethanol
and the DNA was re-suspended in 200 pl of nuclease-free water. DNA
quantification was performed by spectrophotometry using a
NanoDropTM  2000/2000c  ThermoScientific ~ Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, West Palm Beach, FL, USA), 260/280 nm
ratio was calculated, and DNA integrity was measured by agarose gel
electrophoresis and ultraviolet light.

The identification of the rs 412777 polymorphism in the COL1A2
gene was carried out by allelic discrimination using allele-specific
probes with the following nucleotide sequence: 5-ACGGCAGGCCTGG
CCCAATTGGCCC[A/C]IGCTGGAGCAAGAGGAGAGCCTGGCA-"3, with
the fluorochromes/quencher VIC/MGB-NFQ and FAM/MGB-NFQ for
the wild and mutant variants, respectively.

The reaction mixture for each sample was: 7.5ul 2x Tagman GT
Master Mix, 3l DNA (7 ng/ul), 1pul 20x Tagman SNP assays MTO
human SM SNP ID: rs 412777. The final volume was 15 pl. Polymerase
chain reaction (PCR) was performed in real time thermal cycler 7500
Real Time PCR System Applied Biosystems. The amplification condi-
tions were 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 1 min at 60 °C and
2 min at 50 °C. Each sample was run in duplicate in order to ensure that
the genotype was correct.

2.5. Statistical analysis

Average age, urinary fluoride, degree of dental fluorosis, sex, dis-
tribution frequencies, drinking water uses, presence of polymorphism
and group of dental fluorosis were calculated. The study group was
classified in subgroups according to the severity of dental fluorosis:
TF2,3,4,5 and TF6,7,8,9 and by genotype: Non-polymorphic (wild-
homozygotes) and polymorphic (heterozygotes, mutant-homozygotes).

Student’s t-test and Chi-square were used to compare the char-
acteristics of the study population by area of residence. The association
between dental fluorosis and age was obtained using a Chi-square test,
and analysis of association of allelic and genotype with age, urinary
fluoride and degree of dental fluorosis, was carried out using the
ANOVA. Finally, OR were calculated to estimate the risk of presenting
greater severity of dental fluorosis. A confidence interval (CI) of 95%
and a value of p < 0.05 were considered to estimate the statistical
significance of the results. The information was processed in the sta-
tistical package RStudio-0.99.902.023 (R Core Team, 2013).

3. Results

The distribution of boys and girls, and age, were similar between
both communities. Only 20% of the participants reported using bottled
water for drinking and cooking (3.5% in Ojo Caliente and 16.5% in La
Reforma). In contrast, 55.2% reported using tap water for drinking and
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Table 1
Characteristics of the study population by area of residence.
Variables Communities
Ojo Caliente La Reforma
Sex n (%). male 60 64
(54.1) (53.8)
female 51 55
(45.9) (46.2)
Age (years) mean + S.D. 9.18 = 2.02 9.23 = 1.96
Drink and cook with tap water n (%) *87 *40
(37.8) 17.4)
Cook with tap water and drink bottled water n *16 *41
(%) (7.0) (17.8)
Drink and cook with bottled water n (%) *8 *38
(3.5) (16.5)
Fluoride in drinking water Tap water *2.36 * 0.02 *4.56 = 0.07
(mgF/L) mean *+ SD (2.00 — 2.50) (4.00 — 6.00)
(min-max) Bottled water *0.14 = 0.04 *0.47 = 0.05
(0.10 — 0.50)  (0.40 — 0.50)
Urinary fluoride (mgF/L) mean *= S.D. (min — *2.05 £ 0.62 *2.99 + 0.99
max) (1.20 — 4.00) (1.20 — 5.50)
“DF (TF) mean * SD (min — max) *5.32 + 1.66 *5.88 = 1.60
2-23 2-9

SD = standard deviation; min-max = minimum and maximum; DF = dental
fluorosis; TF = dental fluorosis index of Thylstrup-Fejerskov.
X2 (for the proportions): p < 0.05.
“Student’s t-test independent sample (for the averages): p < 0.05.
2 mean of all present teeth.

cooking (37.8% in Ojo Caliente and 17.4% in La Reforma), while 24.8%
reported using bottled water for drinking and tap water for cooking (7%
in Ojo Caliente and 17.8% in La Reforma) (Table 1).

Regarding the fluoride concentration, a mean in tap water of
2.36 £ 0.02mg/L in Ojo Caliente and 4.56 * 0.07mg/L in La
Reforma, was quantified. The mean concentration of the fluoride in
bottled water was 0.14 *+ 0.04 mg/L and 0.47 * 0.05mg/L respec-
tively. As for the urinary fluoride, a mean of 2.05 * 0.62mg/L and
2.99 * 0.99mg/L was determined in Ojo Caliente and La Reforma
respectively (Table 1).

Dental fluorosis was diagnosed in 100% of children. The mean of
the TF index was lower in Ojo Caliente (TF 5.32 * 1.66) than in La
Reforma (TF 5.88 *+ 1.60) (Table 1). The degrees of dental fluorosis
presented by the children that participated in the study, were from TF2
to TF9. The prevalence of dental fluorosis according to age was pre-
sented as follows: in the group of children from 6 to 7 years old, 83%
presented TF2,3,4,5 and 17% TF6,7,8, 9; the prevalence in children
from 8 to 9 years old was 40% and 60%; in those from 10 to 11 years
old was of 45% and 55% and in those of 12 years old, of 30% and 70%
respectively.

Allelic and genotypic frequencies are shown in Table 2, presenting a
prevalence of 67% for wild allele (A) and 33% mutant allele (C).
Genotypes had a distribution of 46.5% wild-homozygotes, 41.7%

Table 2
Genotypic and allelic frequencies of COL1A2 gene polymorphism in the
study population.

rs 412777 COL1A2 polymorphism Frequency (%)

Alleles
A 310 (67)
C 150 (33)
Genotypes
A/A 107 (46.5)
A/C 96 (41.7)
c/C 27 (11.7)
A =wild allele; C = mutant allele: A/A = wild-homozygote; A/

C = heterozygotes; C/C = mutant-homozygote.
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Table 3
Analysis by genotype of the characteristics of the participants.
Mean *+ SD A/A A/C c/C p-value
(n =107) (n = 96) (n=27)
Age (years) 9.20 £ 229 9.50 = 1.95 89 * 214 0.26
Urinary fluoride (mgF/L) 2.51 * 0.96 2.7 = 0.97 2.3 = 0.83 0.18
Dental Fluorosis *48 + 1.54 6.4 * 1.34 59 = 1.73 < 0.001
(Thylstrup-
Fejerskov)
A =wild allele; C=mutant allele: A/A = wild-homozygotes; A/
C = heterozygotes; C/C = mutant-homozygotes.
* ANOVA; p < 0.05.
Table 4
Association of COLIAZ2 gene polymorphism with the dental fluorosis.
COL1A2 TF 6,7,8,9 TF 2,345 n OR (95% CI) p-value
(rs 412777) n (%) n (%)
By allele A 100 (53.2) 103 (74.6) 203 1 -
C 88 (46.8) 35 (25.4) 123  2.59 < 0.001
(1.60-4.20)
By genotype Co-dominant
A/A 28 (24.1) 79 (69.3) 107 1 -
A/C 72 (62.1) 24 (21.1) 96 8.46 < 0.001
(4.50-15.90)
C/C 16 (13.8) 11 (9.6) 27 4.10 0.001
(1.70-9.80)
Recessive
A/ 100 (86.2) 103 (90.4) 203 1 -
A-
A/C
C/C 16 (13.8) 11 (9.6) 27 1.5 0.30
(0.60-3.30)
Dominant
A/A 28 (24.1) 79 (69.3) 107 1
A/ 88 (75.9) 35 (30.7) 123 7.10 < 0.001
C- (3.96-12.70)
c/C

TF = dental fluorosis index of Thylstrup-Fejerskov; OR = Odds Ratio (95% IC).

heterozygotes and 11.7% mutant-homozygotes showing Hardy-Wein-
berg equilibrium (X? = 0.33, p = 0.89).

When age, urinary fluoride and dental fluorosis were compared by
genotypes, only a significant difference for TF index was found
(Table 3). According to Table 4, the Odds Ratio analysis showed that
the C allele had a greater risk of presenting a highest degree of dental
fluorosis, indicating an OR = 2.59, (95% CI:1.60-4.20, p < 0.05).
Likewise, the dominant model (A/C-C/C vs A/A genotypes) showed an
association between C allele carriers that were either homo or hetero-
zygous with the severity of dental fluorosis showing an OR = 7.10
(95% CI = 3.96-12.70, p < 0.05)

4. Discussion

In this study 80% of the evaluated population uses tap water for
consumption (55.2% for drinking and cooking and 24.8% only for
cooking), being higher in Ojo Caliente than in La Reforma (44.8% v/s
35.2%). This represents a public health problem, due to the high
fluoride concentration in the tap water of the evaluated communities
(2.36 = 0.02mgF/L in Ojo Caliente and 4.56 * 0.07 mgF/L in La
Reforma), since 100% of the samples were above the limit allowed by
the NOM-127 and the WHO (World Health Organization, WHO, 2011;
Modification to the Official Mexican Standard, NOM-127-SSA1, 1996).
Urinary fluoride confirmed the highest tap water consumption in these
communities with 2.05 + 0.62mgF/L in Ojo Caliente and
2.99 * 0.99mgF/L in La Reforma; since the bottled water concentra-
tion was within the limit allowed by the NOM-201 of 0.7 mgF/L
(Official Mexican Standard & NOM-201-SSA1, 2002) with
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0.14 + 0.04 mgF/L in Ojo Caliente and 0.47 + 0.05mgF/L in La Re-
forma.

The high fluoride concentration in drinking water of the commu-
nities that were evaluated, represents a potential risk for developing
kidney diseases. In India the highest prevalence of kidney stones was
reported in the population exposed to fluoride concentrations in
drinking water between 3.5 and 4.9 mg F/L (Singh et al., 2001). In fact,
residents of La Reforma have a high risk of developing this disease,
since the fluoride concentration in drinking water was similar
(4.56 mgF/L % 0.07).

The prevalence of dental fluorosis in children was 100% exhibiting
degrees of severity from TF2 to TF9, with a high prevalence of the most
severe grades in older children, probably because of the longer time of
exposure. The prevalence of severe dental fluorosis shown in our study
(70% in the population of 12 years old) was higher than the national
reported level of 27% in San Luis Potosi with a prevalence of 4.28% of
severe dental fluorosis in 12 years old and 2.09% in 15 years old sub-
jects (Betancourt-Lineares, Irigoyen-Camacho, Mejia-Gonzalez, Zepeda-
Zepeda, & Sanchez-Pérez, 2013).

The most severe degrees of dental fluorosis (TF 6, 7, 8, 9) cause the
functionality of the tooth to be seriously affected due to the loss of
important portions of its structure, producing fractures and deterior-
ating its physical appearance (Fejerskov, Thylstrup, & Larsen, 1977;
Moller, 1982), which will result in masticatory, nutritional and self-
esteem problems. Likewise, the severity of dental fluorosis has been
related to a decrease in the intellectual coefficient (IQ) (Das & Mondal,
2016), even at lower exposure levels than those found in this study
(2.2mgF/L, 2.3mgF/Land 1.5mgF/L) (Mondal, Dutta, & Gupt, 2016;
Sebastian & Sunitha, 2015; Trivedi, Sangai, Patel, Payak, & Vyas,
2012).

Previous studies of dental fluorosis in Mexico reported discrepancies
regarding its association with fluoride concentration in water, fluori-
nated salt intake and altitude (Aguilar-Diaz et al., 2017; Soto-Rojas
et al., 2004). In our study, altitude and other sources of exposure were
not considered. However, an association was found between the pre-
valence of dental fluorosis with the concentration of fluoride in
drinking water and urine. Children with the lowest degrees of dental
fluorosis were the ones that presented the lowest levels of urinary
fluoride and residing in the community with the lowest levels of
fluoride in drinking water (Ojo Caliente with dental fluorosis of
5.32 + 1.66, urinary fluoride of 2.05 + 0.62mgF/L and fluoride in
drinking water of 2.36 + 0.02 mg/L v/s La Reforma with 5.88 + 1.60,
2.99 = 0.99mgF/L and 4.56 + 0.07 mgF/L respectively) (Table 1).

In the present, it has been suggested that there are factors that ex-
acerbate the effects of fluoride, such as malnutrition, low calcium in-
take and/or genetic susceptibility (Correia Sampaio, Ramm von der
Fehr, Arneberg, Petrucci Gigante, & Hatloy, 1999; Daiwile et al., 2015;
De la Fuente-Hernandez, Aguilar-Diaz, & Cintra-Viveiro, 2016; Everett
et al.,, 2009; Huang et al., 2008; Khandare, Gourineni, & Validandi,
2017; Massler & Schour, 1952). Regarding genetic predisposition, on
several studies conducted on animal models as well as in human po-
pulations, have been identified genetic polymorphisms that increase the
risk of presenting harmful effects on enamel due to exposure to this
element (Den Besten, 1986; Everett, 2011). In our study, the genetic
susceptibility was considered a risk factor, through the identification of
polymorphism rs 412777 in the COLIA2 gene, which had already been
previously identified in La Reforma by our research group (Escobar-
Garcia, Mejia-Saavedra, Jarquin-Yéanez, Molina-Frechero, & Pozos-
Guillén, 2016), whose prevalence (47.5%) was replicated in the present
study (47%). In fact, of 123 children that showed the genotype A/C and
C/C in the present study, 56 of them residing in La Reforma, which
represent the 47% of the population evaluated in this community (119
children).

When analyzing the carriers of the risk allele (C) and the degree of
severity of dental fluorosis, an OR of 2.59 (95% CI = 1.60-4.20,
p < 0.05) was presented. Being the co-dominant and dominant
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genotype model associated with the degree of severity of dental
fluorosis. As previously stated, this means that in our study children
who presented A/C and C/C genotype increased the risk of having the
highest severity levels of dental fluorosis (TF 6, 7, 8, 9). Likewise, it was
found that the mean of dental fluorosis index was higher in A/C and C/
C carriers than A/A carriers (6.4 and 5.9 respectively vs 4.8). This result
was different to those previously reported by our research group in La
Reforma and by Mufoz-Hernandez et al. in Mexican children, where
there was no significant association between COLIA2 gene poly-
morphism and dental fluorosis (Escobar-Garcia et al., 2016; Mufnoz-
Herndndez, Burciaga-Nava, Cuevas-Gonzalez, & Zambrano-Galvan,
2017).

In the case of the previous study that our research group conducted
in La Reforma, the statistical analysis was different since we included
urinary fluoride within the Odds Ratio analysis, when comparing the
groups with higher and lower urinary fluoride (cut off point 3.00 mg F/
L) with those with higher and lower severity of dental fluorosis by
genotype (Escobar-Garcia et al., 2016). In the present study, urinary
fluoride was ignored in the Odds Ratio analysis since prior to this, it
was observed that there weren’t significant differences between the
group of polymorphic and non-polymorphic children. Likewise, the
present study is more robust than the previous study in La Reforma
(n = 230 v/s n = 80) (Escobar-Garcia et al., 2016). In the case of the
study of Munoz-Hernandez et al., they did not evaluate the level of
exposure to fluoride, so it is unknown if the populations were exposed
to high concentrations of fluoride as in the present study, furthermore,
they did not classify the severity of the dental fluorosis by correlating it
with polymorphisms (Mufoz-Hernandez et al., 2017).

In previous studies conducted in Indian and Chinese children, it has
been also observed the influence of COL1A2 gene polymorphism on the
prevalence of dental fluorosis in children exposed to fluoride through
drinking water. The Indian study was performed in a population of 150
children aged 6-12 years old with dental and skeletal fluorosis and a
fluoride concentration in drinking water > 1.5mg/L, finding a sig-
nificant difference in the distribution of the risk allele among children
with and without dental fluorosis (Meena, Toteja, Bala, & Mohanty,
2016). In the study conducted in China, carriers of the mutant-homo-
zygotes increased the risk of presenting dental fluorosis at exposures
higher than 2mgF / L in drinking water (OR = 4.85, 95%
CI = 1.22-19.32) (Huang et al., 2008). In contrast to our study, where
100% of children had dental fluorosis and the risk of presenting the
highest severity levels was statistically associated with mutant-homo-
zygotes and heterozygotes.

Additionally, type 1 collagen represents 90% of the bone protein
matrix, essential for mineralization and elasticity (Prockop & Kivirikko,
1995). Thus, the presence of a polymorphism in the COL1A2 gene has
been associated with bone diseases such as osteogenesis imperfecta,
osteoporosis, Ehlers-Danlos and atypical Marfan syndrome character-
ized by low bone mineral density, moderate to severe bone fragility and
an increased tendency to bruises and bleeding (Dalgleish, 1997; Mann
& Ralston, 2003; Nguyen et al., 2005). Therefore, it is necessary to
monitor the bone health of the study population.

In the present study, it was observed that the presence of risk allele
(C) in the COLIA2 gene and exposure to fluoride influences the de-
velopment of dental fluorosis, with the level of exposure to fluorine
being a determining factor. The genetic vulnerability predisposes that
carriers of this risk allele, exposed to the same fluoride concentrations,
present a higher severity of dental fluorosis than the rest of the popu-
lation. It is convenient to evaluate other health effects associated with
fluoride, whose clinical manifestations could be exacerbated by the
presence of the polymorphism registered in the population of study.
Likewise, it is important to evaluate the prevalence of this poly-
morphism in populations with endemic hydrofluorosis, but above all to
avoid exposure to this pollutant.
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5. Conclusions

Our results showed a significant association between the severity of
dental fluorosis and the rs 412777 polymorphism evaluated in the
COL1A2 gene in populations exposed to fluoride.
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Aim: This study aimed to evaluate association between bone mineral density and
nutritional status in apparently healthy children from two rural communities in the State
of San Luis Potosi, México. Participants and methods: A cross-sectional study was
carried out that included 241 children residing in rural communities of La Reforma,
Salinas de Hidalgo and Ojo Caliente, Santa Maria del Rio. Bone mineral density was
evaluated in the lumbar region and left hip using a central DXA equipment, the results
were interpreted as Z-score adjusted for age, sex, weight, height and ethnicity.
Nutritional status was obtained from the WHO classification based on height and body
mass index for age. Results: Children's mean bone mineral density were 0.56 + 0.11
g/cm2 in the lumbar region and 0.71 £ 0.10 g/cm2 in hip. A total of 218 children had
normal bone mineral density and 23 low regardless of the evaluated anatomical region.
Case with low bone mineral density were more frequent in girls than in boys (17 v/s 6),
with the highest prevalence in the oldest age groups. Nutritional status was normal in
67% of children, 27% presented low body weight, 2% moderate malnutrition and 4%
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Bone mineral density and nutritional status in child population of San Luis
Potosi, México.

Lizet Jarquin-Yafiez!, José de JesUs Mejia-Saavedral, Jaqueline Calderén
Hernandez?!, Jorge Alejandro Alegria-Torres?, Jorge Morales-Torres®, Carlos Abud-
Mendoza*
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Abstract

Aim: This study aimed to evaluate association between bone mineral density and
nutritional status in apparently healthy children from two rural communities in the
State of San Luis Potosi, México. Participants and methods: A cross-sectional
study was carried out that included 241 children residing in rural communities of La
Reforma, Salinas de Hidalgo and Ojo Caliente, Santa Maria del Rio. Bone mineral
density was evaluated in the lumbar region and left hip using a central DXA
equipment, the results were interpreted as Z-score adjusted for age, sex, weight,
height and ethnicity. Nutritional status was obtained from the WHO classification
based on height and body mass index for age. Results: Children's mean bone
mineral density were 0.56 + 0.11 g/cm?in the lumbar region and 0.71 + 0.10 g/cm?
in hip. A total of 218 children had normal bone mineral density and 23 low
regardless of the evaluated anatomical region. Case with low bone mineral density
were more frequent in girls than in boys (17 v/s 6), with the highest prevalence in
the oldest age groups. Nutritional status was normal in 67% of children, 27%
presented low body weight, 2% moderate malnutrition and 4% severe. Differences
were observed between the means of bone mineral density Z-score of each
nutritional group (healthy=-0.67 = 0.87, low weight=-0.94 + 0.72, moderate=-1.14
+ 0.70, severe= -2.30 £ 0.61) (p<0.05). Conclusions: Low bone mineral density in
this population was found only in those children with severe malnutrition.

Keywords: Low Bone Mineral Density, Children Population, Health Risk,
malnutrition, México.
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Introduction

Osteoporosis is considered a global public health problem. The prevalence of
osteoporosis in Mexico is 16% in women older than 45 years!2. This condition is
associated with a deterioration in the quality of life and a high medical care cost, as
it is associated with fractures and physical disability 3.

Studies of the bone mineral density (BMD) have become increasingly important,
due to the relationship these hold with osteoporosis in the adult population. BMD in
children is only evaluated in those with a significant fracture history or associated
pathological conditions, such as sickle cell disease, cystic fibrosis and other
metabolic disorders 6°. However other factors have to be considered in the BMD
evaluation in children such as the genetic component, nutritional status, deficient
physical activity, as well as the natural process of bone demineralization due to the
acquisition of the velocity peak of the growth in height and the accumulation of
bone mineral that are presented in non-coordinated way 112,

It is necessary to maintain an adequate BMD during childhood since the bone
mass at the end of growth will determine the adult BMD and this could prevent
bone diseases. The dual energy x-ray absorptiometry (DXA) is the most widely
used technique for measuring bone mineral content (BMC) and BMD .in children
and this is the method recommended by the World Health Organization (WHO) and
the by International Society of Clinical Densitometry (ISCD)*3:14,

It is known that the BMD decreases if nutritional status is altered, and this could
increase the risk of osteoporotic fractures in adult'>8, Therefore the objective of
this study was to evaluate the BMD and its association with nutritional status in
apparently healthy children from two rural communities in the State of San Luis
Potosi, México.

Participants and methods

Study population

Participants were recruited from two rural communities in the State of San Luis
Potosi, Mexico. La Reforma, belonging to the municipality of Salinas de Hidalgo
located in the western part of the State in the region known as Altiplano Potosino,
and Ojo Caliente belonging to the municipality of Santa Maria del Rio, located in
the central and southern part of the State and both of them considered as desert
zones.

The final sample included 241 children, 120 from La Reforma and 121 from Ojo
Caliente between 5 and 15 years of age, who were randomly selected from
schools in the area and living in their community since birth. Inclusion criteria were:
apparently healthy and availability of being transported (accompanied by their
parents or tutor) to the city of San Luis Potosi to attend the appointment for the
bone densitometry. The exclusion criteria were: consumption of drugs or any other
product that could interfere with the results of the study. Informed consent was
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obtained from each patrticipant’s parent or tutor, and assent was obtained from the
participants. The study was free of charge, anonymous and voluntary; and fulfilled
the requirements of the bioethics committee of the Faculty of Medicine of the
Autonomous University of San Luis Potosi (registration number: 2015-009).

Evaluation of the bone mineral density and nutritional status

Participants were transported to the Unidad de Investigaciones Reumatologicas
A.C at the Central Hospital “Dr. Ignacio Morones Prieto” in the city of San Luis
Potosi, to perform the bone densitometry study; a qualified and certified technical
professional who was blinded about the children health status did the evaluation.
The bone mineral content (BMC) was evaluated in the lumbar region (L1- L4) and
the left hip. Participants were placed in supine position with an elevation of the
lower extremities, to obtaining the correct separation among the lumbar vertebrae.
In order to study the hip, participant continued in supine position with the legs in
slight abduction maintaining the right femoral shaft and in an internal rotation (15°-
30°)1%, The study was done using a DXA central equipment “Hologic Model
Discovery Wi” (S/N 85714) with software for infants and pediatrics. The duration of
the study ranged between 8-10 minutes and the dose of skin radiation was below
1lmrem. The BMC was adjusted by the vertebral surface area and expressed in
BMD values (g/cm? of hydroxyapatite) to be further interpreted in Z-score after
having been adjusted by age, sex, weight, height and ethnicity42%-2%, this was done
by the equipment software. Height and weight of each of the participants was
measured in centimeters (cm) and kilograms (kg) respectively and was performed
by qualified technical professionals who were certified in the area using a
“Harpender Holtein” wall stadiometer and a “Tanita” scale.

The WHO and the ISCD, the most recognized institutions for bone diagnosis,
recommend different criteria for BMD analysis#??. For the purpose of this study,
we considered the proposed by the ISCD, because it is targeted for population
under 20 years of age. A normal BMD include Z-score above -2.0 standard
deviations (S.D.) and a low BMD include Z-score below -2.0 S.D., and
osteoporosis for a Z-score below -2.0 S.D. and clinical history of fractures; defined
as a vertebral compression fracture in the absence of local disease, two long bone
fractures before age 10 or three long bone fractures before age 19 21 2324,

The chronic status nutritional was obtained according to the WHO classification
taking into account the height and body mass index for the age?®.

Statistical Analysis

We obtained prevalence of sex and nutritional status, and mean + S.D of age and
BMD. The frequencies of normal and low BMD were stratified by sex and age.
BMD Z-score of each nutritional status were compared with ANOVA-test. An
RStudio-0.99.902.0 package was used for the statistical analysis?®.

Results



O©CO~NOOOTA~AWNPE

The study population was composed by 241 children with mean age of 9.25 + 2.13,
112 girls and 129 boys. Children's mean BMD were 0.56 + 0.11 g/cm?in the lumbar
region and 0.71 + 0.10 g/cm? in the hip region. Nutritional status was normal in
67% of children, 27% presented low body weight, 2% moderate malnutrition and
4% severe malnutrition (table 1).

As shown in figure 1, BMD increased with age and this was different between
anatomical regions evaluated and between girls and boys especially in lumbar
region. Additionally in this region, girls' BMD was greater than that of boys from 11
years old.

Normal BMD Z-score (>-2.0) ranged from -1.9 to 1.8 in both anatomical regions
evaluated and this one was presented in 219 children in the lumbar region and 239
in hip. Low BMD Z-score (=-2.0) ranged from -2.0 to -3.9 in lumbar region and from
-2.0 to -2.1 in hip and this one was presented in 22 and two children respectively. A
total of 218 children had normal BMD and 23 low BMD regardless of the evaluated
anatomical region. Likewise, the case with low BMD were more frequent in girls
than in boys (17 v/s 6), with the highest prevalence in the oldest age groups (table
2).

Regarding the relationship between the BMD and the nutritional status, in heathy
children BMD Z-score in the lumbar region was -0.67 = 0.87, in low body weight -
0.94 £ 0.72, in moderate malnutrition -1.14 £ 0.70 and in malnutrition severe -2.30
+ 0.61 and hip region was -0.04 £0.75, -0.22 + 0.60, -0.26 + 0.66 and -1.39 + 0.48
respectively. Children with malnutrition severe had BMD  Z-score different
statistically from the other nutritional groups in both anatomical regions (table 3).

Discussion

When we analyze the absolute measurements of the BMD, differential values was
observed according to age, sex and anatomical region evaluated. These results
were similar to other studies, where BMD increased with age and it was greater in
hip region than lumbar?’-3, Likewise, in our study lumbar BMD of girls was greater
than boys after 11 years old, similar to the study in Mexican and Korean children
where female BMD was greatest between 10 and 13 years old?”283%, In our study
BMD was 0.56 g/cm?in lumbar region and 0.71 g/cm? in hip. These values were
lower than lumbar BMD in children from New Zealand with fracture associated to
high adiposity which was of 0.80 g/cm? 6, approximately 1.4 times above of our
data (0.56 g/cm?). However, we did not obtain adiposity data and we did not find a
clinical history of fractures during the study. In such a way the clinical impact of our
data is unknown.

We obtained the cases with low BMD from criteria of ISCD?'?* however BMD
values are different between populations, as reported by Chinese compared with
American children®2. Tamayo et al. have conducted studies in Mexican population
to establish BMD Z-score, they found that the reference databases used to
evaluate BMD significantly underestimated the cases of abnormal BMD in the
Mexican mestizo population?’. So that our results could be underestimated.
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We found 23 cases with low BMD regardless of the evaluated anatomical region
which were more frequent in girls than in boys (17 v/s 6), with the greatest
prevalence in the oldest groups. It is well known that due to anatomy and bone
structure, women show a greater risk of osteoporotic fractures during adult age
than men and this is associated with hormonal changes and the presence of
menarche'®3334 However, in the present study these factors were not evaluated.

The presence of low BMD in our study, requires greater attention to the promotion
of bone health in children, since more than 90% of adult bone mass is acquired
during the first two decades of life, so it is necessary to ensure optimal BMD at the
end of the child's life in order to prevent osteoporotic problems in adulthood?®.

Risk factors have been associated to BMD such as nutritional status, genetic
susceptibility and exposure to environmental contaminants36-38 | We considered the
nutritional status and found that BMD Z-score decreased in both evaluated
anatomical region when the children presented severe chronic malnutrition with a
statistically significant difference (in heathy children BMD Z-score in the lumbar
region was -0.67, in low body weight -0.94, in moderate malnutrition -1.14 and in
malnutrition severe -2.30 and hip region was -0.04, -0.22, -0.26 and -1.39
respectively). This result is different from that obtained by Rendon-Tavera et al
since they found a trend of low BMD in children with obesity3® and from that
authors who have suggested that fat body mass is an inversely proportional
predictor of BMD?'83%40, However, we did not found cases of high BMI that are
usually accompanied by a high percentage of fat body mass*

As is known, malnutrition is caused by several factors, including poor nutrition. In
our study, children with malnutrition probably have a deficiency of nutrients actively
involved in bone formation, such as calcium, phosphorus, vitamin D or protein®?.
There are studies that show the association of these nutrients with BMD. Abrams
et al. showed that the deficiency of Vitamin D, calcium, and phosphorous can lead
to rickets*3. Geiger et al. demonstrated that calcium intake correlates positively with
low BMD and it has been shown that low protein intake (less than 45-55 g/day in
men or 45 g/day in women) is detrimental to acquiring peak bone mass in
adolescence and to preserve it in adulthood*+#°>. However, we do not evaluate the
intake of these nutrients and it would be interesting to do so since in our study only
BMD Z-score of lumbar region, from the children with severe malnutrition
corresponded to low BMD (-2.30).

It is important to promote therapeutic interventions, focused on the consumption of
healthy food, physical exercise, controlled sun exposure, etc. Taking into
consideration that childhood is the stage with greater nutritional imbalance
because children are more vulnerable to the consumption of foods without a
nutritional contribution, and can find themselves in the stage of life where mayor
nutritional requirements exist due to growth and development. Furthermore, eating
habits that will have an influence in the development of diseases including
osteoporosis are forged during this stage, thus, dairy, green leaves, fish and salt
consumption among others has an influence in its presence?-8, Likewise, in rural
Mexican communities, the consumption of carbonated drinks is frequent. There are

5
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studies suggesting that the ratio between a high phosphorus, low calcium
consumption leads to a lower bone density and osteoporosis*®

The present investigation provides epidemiological information on the values of
child BMD in Mexican rural population associated with nutritional status. Studies
are needed to evaluate the clinical impact of low BMD in children as well as the
promotion of bone health in populations at risk.

Conclusions

We found a relationship between nutritional status and bone mineral density. Low
BMD in our population was found only in those children with severe malnutrition.
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Figure 1. Distribution of BMD (bone mineral density) by anatomical region and age from

girls and boys.
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Table 1. Characteristics of study population

age (years)? 9.25+2.13
lumbar region 0.56+0.11
BMD 2)a
(giem?) hip region 0.71+0.10
female 46.0 (112)
sex % (n
X% (n) male 54.0 (129)
healthy 67.0 (162)
. low body weight 27.0 (65)
tat trit | %
status nutritional % (n) moderate malnutrition 2.0 (5)
severe malnutrition 4.0 (9)
BMD= Bone mineral density
dmean * standard deviation
11
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Table 2. Frequency of normal and low BMD (bone mineral density) regardless of the

evaluated anatomical region by age group and sex

BMD

age Normal (%) Low (%)

5-7 (n=30) 27 (12.0) 3 (13.0)

girls (n=112) 8-10 (n=42) 36 (16.5) 6 (26.0)
> 11 (n=40) 32 (15.0) 8 (35.0)

5-7 (n=27) 26 (12.0) 1 (4.0

boys (n=129) 8-10 (n=64) 61 (28.0) 3 (13.0)
> 11 (n=38) 36 (16.5) 2 (9.0)

all (241) 218 23
12
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Table 3. BMD (bone mineral density) Z-score according to nutritional status in each

evaluated anatomical region

nutritional status

anatomic healthy low body weight mrztljr?uet:iitsn mzjﬁxfrzgon
region (n=162) (n=65) (n=5) (n=9)

lumbar -0.67 £ 0.87 -0.94 + 0.72 -1.14 £ 0.70 *.2.30+0.61

hip -0.04 £ 0.75 -0.22 £ 0.60 -0.26 + 0.66 *.1.39+0.48

It present mean + standard deviation
*ANOVA; p< 0.05

13
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Table

Table 1. Frequency of BMD (bone mineral density) Z-scores classified according to the ISCD (International
Society of Clinical Densitometry) by age group and sex of participants.

Z-score BMD
age normal low
>-2.0 <-2.0
5-7 (n=30) 27 3
girls (n=112) 8-10 (n=42) 36 6
> 11 (n=40) 32 8
5-7 (n=27) 26 1
boys (n=129) 8-10 (n=64) 61 3
> 11 (n=38) 36 2
all (241) 218 23
Table 2. BMD Z-score according to nutritional status and by age group
chronic malnutrition
Age (years) healthy low weight moderate severe
5 - -0.45 (n=2) - -
6 -0.66 (n=19) -0.72 (n=5) -0.80 (n=1) -
7 -0.53 (n=16) -0.99 (n=14) - -
8 -0.67 (n=30) -1.28 (n=11) - -2.50 (n=1)
9 -0.60 (n=23) -0.98 (n=7) -1.06 (n=3) -2.40 (n=1)
10 -0.92 (n=20) -1.08 (n=8) -1.70 (n=1) -3.00 (n=1)
11 -0.79 (n=30) -0.86 (n=6) - -2.80 (n=1)
12 -0.50 (n=14) -0.91 (n=10) - -2.55 (n=2)
13 -0.38 (n=10) -1.00 (n=1) - -1.80 (n=1)
14 - -0.10 (n=1) - -1.50 (n=1)
15 - - - -1.50 (n=1)
all -0.67 +0.87° -0.94+ 0.722 *-1.14 + 0.70° *-2.30 + 0.61°
(n=162) (n=65) (n=5) (n=9)

4mean * standard deviation
*ANOVA; p< 0.05

Table 3. BMD (bone mineral density) Z-score according to nutritional status in each evaluated anatomical

region
nutritional status
anatomic healthy low body weight mg?neurfr tiiion Severe malnutrition
region (n=162) (n=65) (n=5) (n=9)
lumbar -0.67 £ 0.87 -0.94 + 0.72 -1.14 £ 0.70 *.2.30+£0.61
hip -0.04 £0.75 -0.22 £ 0.60 -0.26 £ 0.66 *-1.39 £ 0.48

It present mean + standard deviation

*ANOVA,; p< 0.05
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Abstract: Introduccidén: Una mala nutricidén durante la infancia es origen
de numerosas enfermedades y contribuye negativamente en la salud de
poblaciones expuestas a tdéxicos. Objetivo: Evaluar la relacidn existente
entre el nivel de exposicidén a fllor y el consumo de micronutrientes en
escolares de una zona rural del estado de San Luis Potosi. Metodologia:
Se evaluaron 121 escolares entre 7 y 15 afios residentes de Ojo Caliente,
Santa Maria del Rio. Las concentraciones de flUor en agua y orina se
obtuvieron a través del método potenciométrico con electrodo ion
selectivo y la ingesta de micronutrientes a través de un cuestionario de
frecuencia de consumo validado. Resultados: El promedio de fltor en agua
de grifo y embotellada fue de 2.36 * 0.02 mg/L y 0.14 + 0.04 mg/L
respectivamente y en orina de 2.05 + 0.62 mg/L. Los nifios que presentaron
un consumo <50% de la Ingesta diaria recomendada de calcio tuvieron una
concentracidén mayor de fllor en orina con respecto a los que tuvieron un
consumo mayor (2.20 = 0.70 v/s 1.96 + 0.55 mg/L) misma situacidén en el
caso del magnesio (2.58 + 0.69 v/s 1.96 + 0.50 y 1.90 £ 0.67 mg/L). Los
nifios que presentaron un consumo >150% de la ingesta diaria recomendada
de fésforo tuvieron una concentracidén mayor de fllor en orina con
respecto a los que tuvieron un consumo menor (2.43 + 0.59 v/s 1.82 + 0.54
y 1.82 + 0.13 mg/L). Conclusiones: En el presente estudio se encontrd
relacidén entre la concentracidén de fllor en orina y el consumo de calcio,
magnesio y fésforo.

Introduction: Poor nutrition during childhood is the origin of many
diseases and contributes negatively to the health of populations exposed
to toxic substances. Objective: To evaluate the relationship between the
level of exposure to fluoride and the consumption of micronutrients in
schoolchildren in a rural area of the state of San Luis Potosi.
Methodology: We evaluated 121 schoolchildren between 7 and 15 years old,



they were residents of Ojo Caliente, Santa Maria del Rio. Fluoride
concentrations in water and urine were obtained through the
potentiometric method with selective ion electrode and the intake of
micronutrients was obtained through a validated consumption frequency
questionnaire. Results: The average of fluoride concentrations in tap and
bottled water were 2.36 * 0.02 mg/L and 0.14 * 0.04 mg/L respectively and
in urine was of 2.05 + 0.62 mg/L. Children who had a consumption <50% of
the recommended daily intake of calcium had a higher concentration of
fluoride in urine compared to those who had a higher consumption (2.20 *
0.70 v/s 1.96 + 0.55 mg/L), the same happened in the case of magnesium
consumption (2.58 + 0.69 v/s 1.96 + 0.50 and 1.90 + 0.67 mg/L). Children
who had a consumption >150% of the recommended daily intake of phosphorus
had a higher concentration of fluoride in urine compared to those who had
a lower consumption (2.43 + 0.59 v/s 1.82 + 0.54 and 1.82 + 0.13 mg/L ).
Conclusions: In the present study, a relationship was found between the
concentration of fluoride in urine and the consumption of calcium,
magnesium and phosphorus.
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Resumen

Introduccién: Una mala nutricibn durante la infancia es origen de numerosas
enfermedades y contribuye negativamente en la salud de poblaciones expuestas a
toxicos. Objetivo: Evaluar la relacion existente entre el nivel de exposicion a fluor y el
consumo de micronutrientes en escolares de una zona rural del estado de San Luis
Potosi. Metodologia: Se evaluaron 121 escolares entre 7 y 15 afios residentes de Ojo
Caliente, Santa Maria del Rio. Las concentraciones de flGor en agua y orina se obtuvieron
a través del método potenciométrico con electrodo ion selectivo y la ingesta de
micronutrientes a través de un cuestionario de frecuencia de consumo validado.
Resultados: El promedio de flior en agua de grifo y embotellada fue de 2.36 + 0.02 mg/L
y 0.14 + 0.04 mg/L respectivamente y en orina de 2.05 = 0.62 mg/L. Los niflos que
presentaron un consumo <50% de la Ingesta diaria recomendada de calcio tuvieron una
concentracion mayor de flior en orina con respecto a los que tuvieron un consumo mayor
(2.20 £ 0.70 v/s 1.96 + 0.55 mg/L) misma situacion en el caso del magnesio (2.58 + 0.69
v/s 1.96 £ 0.50 y 1.90 + 0.67 mg/L). Los nifios que presentaron un consumo >150% de la
ingesta diaria recomendada de fésforo tuvieron una concentracion mayor de fldor en orina
con respecto a los que tuvieron un consumo menor (2.43 £ 0.59 v/s 1.82 £+ 0.54y 1.82 +
0.13 mg/L). Conclusiones: En el presente estudio se encontré relacion entre la

concentracion de flior en orina y el consumo de calcio, magnesio y fosforo.

Palabras Clave: Salud, fltor, exposicion, micronutrientes, ingesta diaria recomendada



Abstract

Introduction: Poor nutrition during childhood is the origin of many diseases and
contributes negatively to the health of populations exposed to toxic substances.
Objective: To evaluate the relationship between the level of exposure to fluoride and the
consumption of micronutrients in schoolchildren in a rural area of the state of San Luis
Potosi. Methodology: We evaluated 121 schoolchildren between 7 and 15 years old, they
were residents of Ojo Caliente, Santa Maria del Rio. Fluoride concentrations in water and
urine were obtained through the potentiometric method with selective ion electrode and the
intake of micronutrients was obtained through a validated consumption frequency
guestionnaire. Results: The average of fluoride concentrations in tap and bottled water
were 2.36 £ 0.02 mg/L and 0.14 + 0.04 mg/L respectively and in urine was of 2.05 + 0.62
mg/L. Children who had a consumption <50% of the recommended daily intake of calcium
had a higher concentration of fluoride in urine compared to those who had a higher
consumption (2.20 £ 0.70 v/s 1.96 £ 0.55 mg/L), the same happened in the case of
magnesium consumption (2.58 + 0.69 v/s 1.96 + 0.50 and 1.90 £ 0.67 mg/L). Children who
had a consumption >150% of the recommended daily intake of phosphorus had a higher
concentration of fluoride in urine compared to those who had a lower consumption (2.43 +
0.59 v/s 1.82 £ 0.54 and 1.82 + 0.13 mg/L ). Conclusions: In the present study, a
relationship was found between the concentration of fluoride in urine and the consumption

of calcium, magnesium and phosphorus.

Keywords: Health, fluoride, exposure, micronutrients, recommended daily intake



1.- INTRODUCCION

La nutricién durante la infancia y la adolescencia es un tema de gran importancia debido a
los cambios fisicos y bioldégicos que se presentan. Factores como los estilos de vida
adquiridos, habitos alimenticios inadecuados, la genética y factores ambientales provocan
mayores requerimientos nutricionales en esta poblacién®. De tal manera que la cantidad
de nutrientes consumidos en este periodo deben ser capaces de reducir el riesgo de

enfermedades crénicas en el futuro.

Es importante considerar que las secuelas de una mala alimentacion durante la infancia y
la adolescencia abarcan diversos tipos de problemas como los neurolégicos, musculares,
0seos, infecciosos y de desarrollo, asi como invalidez fisica y muerte, lo cual representa
una disminucion de la calidad de vida de las personas y del rendimiento econémico de un

pais.

Actualmente se ha demostrado la relacién existente entre la dieta y algunos
contaminantes ambientales, con mayor vulnerabilidad en nifios y adolescentes. En el caso
particular del flior, se ha descrito una absorcién rapida y casi completa cuando la dieta es
rica en fosforo®®. Caso contrario a lo gue ocurre cuando la dieta es rica en calcio,
magnesio o aluminio en donde su absorcion se reduce ligeramente, debido a los
complejos insolubles que se forman®®. Bajo este contexto, el objetivo del presente estudio
fue evaluar la relacion existente entre el nivel de exposicion a flior y el consumo de

micronutrientes en escolares de una zona rural en el estado de San Luis Potosi.



2.- METODOLOGIA

Se llevé a cabo un estudio transversal analitico en una muestra de 121 escolares de entre
7 y 15 afos de edad residentes de la comunidad de Ojo Caliente, Santa Maria del Rio
ubicada en la parte centro-sur del estado de San Luis Potosi.

2.1 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio fue seleccionada al azar. Los criterios de inclusién fueron:
residencia desde el nacimiento en la comunidad seleccionada y ausencia de enfermedad
aparente reportada por los padres o tutores. Se excluyeron aquellos nifios que estuvieran
consumiendo algun suplemento alimenticio. Previo al estudio se informé a la poblacion
acerca de los objetivos de la investigacion, riesgos y metas. El estudio fue anénimo y
voluntario y cumplié con los requisitos del comité de bioética de la Facultad de Medicina
de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi. El consentimiento informado fue firmado

tanto por los participantes como por los padres o tutores.

2.2 Evaluacion dietética

Se obtuvo el consumo de calcio, magnesio y fosforo basado sobre su contenido en
diferentes grupos de alimentos y sobre su frecuencia de ingesta a partir del cuestionario
de frecuencia de consumo del Sistema de Evaluacién de Habitos Nutricionales y
Consumo de Nutrimentos (SNUT) desarrollado por el Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP) el cual ha sido validado para poblaciéon mexicana®. Para ello se solicité el apoyo de

los padres o tutores.

2.3 Monitoreo bioldgico

Se recolect6 una muestra de orina de 24 horas de cada participante utilizando recipientes
de plastico de polipropileno nuevos. La cuantificacién de fldor en las muestras de orina y
agua se llevé a cabo utilizando el método potenciométrico con un electrodo ion selectivo,
de acuerdo al Instituto Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH por sus siglas
en inglés)°. El rango de la curva de calibracion fue de 0.1 a 10.0 mgF/L, todas las
muestras fueron cuantificadas usando un buffer (TISAB) en una proporcion de 1:1. Como
control de calidad se utilizé el estdndar de referencia SRM 2671a "Fluoruro en orina
liofilizada" (NIST) con una recuperacion del 97% + 6. La correccion del factor de dilucién

de la orina se llevo a cabo por densidad®.



2.4 Andlisis estadistico
Se calcularon frecuencias, proporciones, medias y desviacion estandar para describir a la
poblacién de estudio. Se compararon medias entre los grupos tanto con t-student como
con ANOVA con un valor de significancia de p<0.05, utilizando el paquete estadistico
RStudio-0.99.902.023".

La poblacién evaluada fue estratificada de acuerdo al origen del agua de consumo en: a)
bebe y cocina con agua de grifo, b) cocina con agua de grifo y bebe agua embotellada y
c) bebe y cocina con agua embotellada. Posteriormente se estratificé de acuerdo a la
edad mediante los criterios del Instituto de Medicina (IOM por sus siglas en inglés) con el
fin de establecer la ingesta diaria recomendada (IDR)®° en: a) 7 a 8 afios, b) 9 a 13 afios y
c) 14 a 15 afos. Finalmente se estratific6 en base a la IDR por el IOM y validada para
poblacion mexicana®® en: a) <50% de la IDR, b) entre 50% y 100% de la IDR y c) >150%
delaIDR.



3.- RESULTADOS

La poblacion de estudio quedd conformada por 121 nifios con una edad promedio de
10.31 + 2.14 afios, el 54% fueron masculinos y 46% femeninos. El 72% de la poblacion
evaluada report6 utilizar el agua del grifo para beber y cocinar, el 21% solo para cocinar y
el resto report6 utilizar el agua embotellada tanto para beber como para cocinar (tabla 1).
El promedio de la concentracion de flior en el agua de grifo fue de 2.36 £ 0.02 mg/L y de
0.14 + 0.04 mg/L en el agua embotellada. En tanto que la concentracion promedio de
fldor en la orina fue de 2.05 + 0.62 mg/L (tabla 1).

En relacion a la ingesta de los micronutrientes evaluados de acuerdo al grupo de edad, el
consumo promedio de calcio fue de 731.68 + 327.38 mg/dia en los nifios de 7-8 afos, de
936.34 = 316.69 mg/dia en los nifios de 9-13 afios y de 860.70 + 328.81 mg/dia en los
nifios de 14-15 afios. El 25% de los nifios de 7-8 afos presentaron una ingesta de calcio
por debajo de 390 mg/dia y el 50% un consumo por arriba de los 900 mg/dia. El 75% de
los nifios de 9-13 afios y de 14-15 afios presentaron una ingesta de calcio menor a
1188.82 mg/dia y 1166.98 mg/dia respectivamente (tabla 2). Un consumo <50% de la IDR
para calcio se presentd en el 38% del grupo de nifios de 7-8 afios y de 9-13 afios y en el
60% de los de 14-15 afios (figura 1).

En el caso del magnesio, el consumo promedio fue de 171.44 + 53.94 mg/dia en los nifios
de 7-8 afios, 305.74 + 102.59 mg/dia en los de 9-13 afios y 361.00 + 163.12 mg/dia en los
de 14-15 afos. El 75% del grupo de nifios de 7-8 afios y 9-13 afios presentaron una
ingesta de magnesio mayor a 150.92 mg/dia y 282.35 mg/dia respectivamente y el 50%
de los nifios de 14-15 afios presentaron una ingesta mayor a 370.24 mg/dia (tabla 2). Sin
embargo, el 10% de la poblacion evaluada presenté un consumo <50% de la IDR para
magnesio en el grupo de 7-8 afios, el 18% en el de 9-13 afios y el 30% en el de 14-15
afos (figura 1). Asi mismo, el 17% de la poblacién presenté un consumo >150% de la IDR
para magnesio en los nifios de 7-8 afos, el 28% en los de 9-13 afios y el 10% en los de
14-15 aiios (figura 1).

El consumo promedio de fésforo fue de 643.06 + 168.44 mg/dia en los nifios de 7-8 afios,
1404.76 + 476.72 mg/dia en los de 9-13 afios y 1005.41 + 366.96 mg/dia en los de 14-15
afos (tabla 2). El 25% de los nifios de 7-8 afos presentaron un consumo de fosforo

menor a 500 mg/dia, el 50% de los nifios de 9-13 afios menor a 1222.24 mg/dia y el 75%



de los de 14-15 afios menor a 1073.56 mg/dia (tabla 2). Con respecto a la IDR el 5% de
los niflos de 9-13 afios y el 10% de los de 14-15 afios presentaron un consumo <50% de
la IDR para fosforo. El 31% de los nifios de 7-8 afios, el 46% de los de 9-13 afios y el 10%
de los de 14-15 afios presentaron un consumo >150% de IDR para fésforo (figura 1).

En cuanto a la relacién entre la concentracion de flior en orina y el origen del agua de
consumo en la tabla 3 se puede observar un nivel de exposicion a flior de 2.26 + 0.53
mg/L en los nifios que reportaron beber y cocinar con agua de grifo, de 1.63 + 0.53 mg/L
en aquellos que reportaron cocinar con agua de grifo y beber agua embotelladay de 1.13
+ 0.10 mg/L en aquellos que reportaron beber y cocinar con agua embotellada,

existiendo diferencias estadisticamente significativas entre dichos promedios.

En lo que se refiere a la concentracion de fldor en orina y la ingesta de los micronutrientes
evaluados, la tabla 3 muestra una mayor concentracion de fldor en la orina de los nifios
que presentaron un consumo <50% de la IDR de calcio con respecto a los que tuvieron un
consumo mayor. Misma situacion que ocurrié en el caso del magnesio, en donde los nifios
que reportaron un consumo <50% de la IDR presentaron la mayor concentracion de fldor
en la orina. Caso contrario a lo ocurrido con el fosforo, en donde los nifios que
presentaron la mayor concentracion de flGor en la orina fueron aquellos que tuvieron un
consumo >150% de la IDR (tabla 3).



4.- DISCUSION

En el presente estudio se evaluaron 121 nifios de una comunidad rural afectada por fldor
en el agua de consumo, en donde mas del 90% de la poblacion reporto utilizar el agua del
grifo para beber y/o cocinar, con una concentracion de flior 1.5 veces por arriba del limite
permitido por la NOM-127 para este tipo de agua (2.36 v/s 1.5 mgF/L)'°. El porcentaje de
consumo del agua de grifo es similar a otros estudios que sefialan que entre el 60% y el
90% de la poblacion residente de zonas con altas concentraciones de fltor, utilizan este
tipo de agua para beber y preparar alimentos™.

El consumo de fltor implica riesgos a la salud como fluorosis dental y esquelética,

problemas neurolégicos, reproductivos, renales y endécrinos entre otros*?**

, por lo que la
salud de la poblacién se encuentra en riesgo. En este caso, nosotros encontramos una
mayor concentracion de flior en la orina de los nifios que utilizaban el agua del grifo tanto
para beber como para cocinar y una disminucién de esta conforme dejaban de utilizarla
para el consumo (beben y cocinan 2.26 mgF/L, solo cocinan 1.63 mgF/L y no la utilizan
1.13 mgF/L), por lo que se sugiere sustituirla por el agua embotellada; la cual mostré una
concentracion dentro del limite permitido por la NOM-041 (0.14 v/s 0.7 mgF/L)*® y un
menor nivel de exposicion a flior en los nifios que reportaron usar agua embotellada para

beber y cocinar (1.13 mgF/L).

Al considerar a los contaminantes ambientales como los causantes de efectos negativos
en salud, es necesario tomar en cuenta factores como la susceptibilidad genética y el
estado nutricional del individuo expuesto, ya que pueden exacerbar sus efectos'®™.
Nosotros evaluamos el consumo de calcio, magnesio y fésforo considerando que son los

mayormente asociados con el metabolismo del flior®.

En México existen problemas de bajo consumo de micronutrientes asociados al alto
consumo de energia®’. Siendo el problema principal la deficiencia de calcio, debido a la
relacion que guarda con la presencia de enfermedades cronico degenerativas®®. En el
caso de nuestro estudio, nosotros encontramos deficiencia tanto de calcio como de
magnesio y fosforo. Existen reportes que indican una deficiencia importante de calcio
sobre todo en paises en vias de desarrollo como México, principalmente en la parte norte

del pais®?*, lugar en donde se localiza nuestra zona de estudio (San Luis Potosi).



El consumo promedio de calcio en nuestra poblacién fue de 731 mg/dia en los nifios de 7-
8 afos, de 936 mg/dia en los de 9-13 afios y de 860 mg/dia en los de 14-15 afios, valores
similares a los obtenidos en otros estudios donde reportan ingestas entre 589 y 986
mg/dia en nifios de 8 a 10 afios y entre 675 y 1273 mg/dia en nifios de 10 a 18 afios®.
Contrario a los valores registrados solo para México, en donde en uno de ellos se reporto
una media de consumo de calcio menor a la obtenida en el presente estudio con 466
mg/dia en nifias y 527 mg/dia en nifios y en otro una mediana de 763 mg/dia, menor a la
registrada en los nifilos de 7-8 afios y de 9-13 afios (900 y 998 mg/dia) y mayor a la

26,27

registrada en los de 14-15 afos (649 mg/dia)

En el presente estudio, el 75% de los nifios de 9-13 afios y de 14-15 afios presentaron
una ingesta de calcio menor a la IDR (1188.82 y 1166.98 v/s 1300 mg/dia). Asi mismo, el
38% de los nifios de 7-8 afios y 9-13 afios y el 60% de los de 14-15 afios presentaron un
consumo <50% de la IDR para calcio, proporcion de nifios mayor a la encontrada en
Reynosa, Tamaulipas, en donde reportaron que el 32% de los nifios consume menos del
50% de la IDR para calcio®®. El consumo de calcio es indispensable para el crecimiento y
mineralizacién de los tejidos duros del organismo®. Un aporte inadecuado de este
micronutriente puede conducir a deformidades éseas y otras enfermedades de caracter
irreversible tales como la osteoporosis, la cual puede tener su origen durante la infancia

3032 Recordemos

aumentando el riesgo de morbilidad y mortalidad en la edad adulta
ademas que el consumo de flior también se encuentra asociado a enfermedades éseas.
De manera que la poblacion de estudio se encuentra en riesgo de presentar este tipo de

enfermedades.

Existen ademas estudios que sefialan que la deficiencia de magnesio puede afectar el
crecimiento 6seo al alterar el metabolismo del calcio a través del efecto en las hormonas
calcitropicas®. En nuestro estudio el consumo de magnesio fue mayor que el consumo de
calcio ya que arriba del 75% de la poblacién evaluada alcanzé la IDR en los grupos de 7-
8 afios y 9-13 afos (p25= 150 y 282 mg/dia respectivamente) y arriba del 50% en los de
14-15 afos (p50= 370 mg/dia). Sin embargo el 10% de la poblacion evaluada presenté un
consumo <50% de la IDR para magnesio en el grupo de 7-8 afios, el 18% en el de 9-13

afios y el 30% en el de 14-15 afios.



Habitos alimenticios como el consumo elevado de fibra dietaria y alimentos procesados, la
sustitucién del consumo de leche por refrescos, jugos o productos lacteos de origen
vegetal y el consumo elevado de cafeina, proteina y fésforo influyen en la deficiencia de
calcio y magnesio®. Actualmente, el exceso en el consumo de fosforo se ve reflejado
principalmente por el aumento en el consumo de bebidas carbonatadas, las cuales son
altas en fosforo provocando la disminucién de la densidad mineral 6sea (DMO). En
nuestro estudio, el 31% de los nifios de 7-8 afios, el 46% de los de 9-13 afios y el 10% de
los de 14-15 afios presentaron un consumo >150% de IDR para fésforo, lo cual podria
estar relacionado con la presencia de bajo consumo de calcio y magnesio en la poblacion
de estudio y probablemente ocasionara problemas de DMO. Ademas esto podria
exacerbar los efectos negativos en salud provocados por el elevado consumo de fltor en

la poblacion.

Existen numerosos estudios que proponen la participacion de la dieta y la nutricién en la

reduccién de los efectos téxicos del flior en el organismo®3®

. Incluso, Godfren y cols.
proponen un programa para el control integrado de la fluorosis dental, a partir de la
disminucién del consumo de flior a través del uso de una planta rica en calcio®. Otros
reportes sefalan que el calcio y el fésforo se encuentran en equilibrio dentro del
organismo y la abundancia o carencia de uno ellos afecta la capacidad de absorber del
otro. Lo que podria sugerir una relacion indirecta entre la absorcion del flaor y el fésforo,
ya que el fésforo requiere vitamina D para absorberse y al consumirse en exceso, podria
reducir la vitamina D disponible en el organismo para que el calcio pueda absorberse y

este a su vez interfiera con la absorcion del fltor®’.

En el caso de nuestro estudio nosotros asumimos que la deficiencia en el consumo de
calcio y de magnesio podrian estar afectando la concentracion de flaor en el organismo, al
encontrar mayores concentraciones de flGor en la orina de los nifios con un consumo
<50% de la IDR para calcio y magnesio respecto a aquellos que tuvieron una ingesta
mayor (2.20 v/s 1.96 mg/L en el caso del calcio y 2.58 v/s 1.96 y 1.90 mg/L en el caso del
magnesio). Ademas, nosotros encontramos una relacion entre el nivel de exposicion a
flaor y el consumo de fésforo al encontrar una mayor concentracion de flior en la orina de
los nifios que presentaron un consumo de fésforo >150% de la IDR con respecto a los

nifios que tuvieron un consumo menor (2.43 v/s 1.82 mg/L).

10



Los resultados del presente estudio muestran una deficiencia en el consumo de calcio y
magnesio <50% de la IDR asi como un consumo de fosforo >150% de la IDR que se
relacionaron con el nivel de exposicién a flior evaluado en orina. Sin embargo, son
necesarios mas estudios que confirmen estos resultados, ya que nosotros aplicamos un
cuestionario de frecuencia de consumo siendo recomendable el uso de pruebas quimicas
de cuantificacion. Ademas, considerando los resultados del presente estudio se sugiere
monitorizar la salud ésea de la poblacion evaluada, implementar programas nutricionales
enfocados a contrarrestar las deficiencias observadas, asi como ampliar la evaluacion
nutricional en esta y en otras zonas vulnerables a efectos toxicos ambientales como lo es

el fluor.
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5.- CONCLUSIONES

En el presente estudio se registré una relacion entre la concentracion de flior en el agua
de consumo y el nivel de exposicion. Un porcentaje considerable de la poblacion evaluada
registré un consumo <50% de la IDR de calcio y de magnesio y un consumo >150% de la
IDR de fosforo. Asi mismo, dentro del presente estudio se encontrd una relacion entre la
concentracion de flior en la orina de los participantes y el consumo de calcio, magnesio y

fosforo.
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Figura 1. Prevalencia del consumo de micronutrientes <50%, entre 50% y 100% y >150%
tomando como 100% la ingesta diaria recomendada por el Instituto de Medicina (I0M)®°
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TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

masculino 65 (54)
Sexo n (%)

femenino 56 (46)
Bebe y cocina con agua de grifo n (%) 87 (72)
Cocina con agua de grifo y bebe agua embotellada n (%) 26 (21)
Bebe y cocina con agua embotellada n (%) 8 (7)
®Edad (afios) 10.31+2.14

Grifo 2.36 £ 0.02
®FlGor en agua (mg/L)

Embotellada 0.14 + 0.04
®FlGor en orina (mg/L) 2.05 +0.62

Promedio = Desviacion Estandar
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Tabla 2. Consumo de micronutrientes (mg/dia) de acuerdo al grupo de edad.

Edad (afios) n (%) IDR media £ D.E P25 P50 P75
calcio
7a8 29 (24) 800 731.68 £ 327.38  390.00 900.00 997.82
9a13 82 (68) 1300 936.34 +316.69  648.01 998.87 1188.82
14 a 15 10 (8) 1300 860.70 £ 328.81  649.00 649.27 1166.98
magnesio
7a8 29 (24) 130 171.44 + 53.94 150.92 185.00 187.00
9al3 82 (68) 240 305.74 £ 102.59 282.35 329.61 370.72
14 a 15 10(8) 360-410 361.00 +163.12 221.89 370.24 451.75
fosforo
7a8 29 (24) 500 643.06 + 168.44 500.00 589.00 790.00
9al3 82 (68) 1250 1404.76 + 476.72 1049.53 1222.24 1877.90
14 a 15 10 (8) 1250 1005.41 + 366.96  778.50 1066.55 1073.56

D.E= Desviacion Estandar; IDR=Ingesta diaria recomendada por el Instituto de Medicina

(I0Mm)3?°
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Tabla 3. Concentracion de flior en orina de acuerdo al origen del agua de consumo y a la
ingesta de los micronutrientes evaluados.

Fldor en orina (mg/L)

Variable
media = D.E.
Grifo (bebe y cocina) *2.26 £ 0.53
Origen del agua
Grifo (cocina) y embotellada (bebe) *1.63 £ 0.53
de consumo
embotellada (bebe y cocina) *1.13+0.10
<50% *2.20+£0.70
IDR de calcio entre 50% y 100% 1.96 + 0.55
>150% -
<50% *2.58 + 0.69
IDR de magnesio entre 50% y 100% 1.96 + 0.50
>150% 1.90 £ 0.67
<50% 1.82+£0.13
IDR de fésforo entre 50% y 100% 1.82 + 0.54
>150% *2.43 £ 0.59

D.E.= Desviacion Estandar; IDR= Ingesta Diaria Recomendada por el Instituto de
Medicina (IOM)®®; *p<0.05
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PROGRAMA DE COMUNICACION DE RIESGOS.- Dafios a la salud por consumo de fltor a
través del agua



La comunicacion de riesgos (CR) es una estrategia empleada para acercarse a grupos
vulnerables con el fin de proteger su salud y contribuir a la disminucién de la morbilidad y
mortalidad. En el presente proyecto de tesis se llevd a cabo un programa de CR para
proteger la salud de la poblacién de estudio y disminuir la presencia de enfermedades

fluoréticas.

La metodologia empleada correspondié al programa de CR orientado a la salud propuesto
por Baker en 1990, el cual consta de ocho pasos: 1) evaluacidn del riesgo para la salud; 2)
establecimiento de metas; 3) evaluacion de las audiencias blanco; 4) evaluacion del
contexto sociocultural; 5) eleccion del enfoque; 6) construccion de las comunicaciones; 7)

puesta en operacion del programa sobre riesgo y 8) evaluacion de los efectos.

La evaluacion del riesgo para la salud se llevd a cabo en cuatro etapas las cuales estuvieron

implicitas durante el presente proyecto de tesis:

En la primera etapa se identificaron los peligros en la poblacion de estudio tomando en
cuenta entre otra informacién: el limite permitido de fldor en el agua de consumo
propuesto por la NOM-127 de 1.5 mg/L, el propuesto por la NOM-201 de 0.7 mg/L para el
agua de consumo embotellada y el nivel de fltor en orina sugerido por la OMS de 1.0 mg/L.
Se tomaron en cuenta ademas reportes en la literatura que evidencian dafios neurolégicos
en poblaciones con concentraciones de flior en agua de consumo >3mg/L y presencia de
enfermedades fluordticas severas como fluorosis esquelética, fracturas dseas, trastornos
gastrointestinales y alteraciones renales en poblaciones con concentraciones de fldor en

agua >4mg/L. Posteriormente se realizo la cuantificacion de fluor en el agua de consumo y



las muestras de orina de la poblacién de estudio para comparar los resultados con los datos

identificados en la literatura.

En los resultados se puede observar que tanto la concentracién de fldor en el agua de grifo
como en las muestras de orina se encuentra por arriba de los limites sugeridos, asi mismo
existen concentraciones de fldor en el agua de consumo que de acuerdo a los estudios
reportados sugieren dafio neuroldgico, trastornos gastrointestinales y renales, fracturas

oseas y fluorosis esquelética en la poblacion de estudio (tabla 1).

Tabla 1. Monitoreo ambiental y bioldgico de flior (mg/L) como parte del programa de

comunicacion de riesgos en las comunidades de estudio

Agua de consumo Fldor en orina
Zona de residencia media £ DE media + DE
(min-max)
2AGrifo bEmbotellada
Ojo Caliente 2.36£0.02 0.14+£0.04 2.05 + 0.62 (0.9-4.0)
La Reforma 4.56 +0.07 0.47 £0.05 2.99 +0.99 (1.2-5.5)

DE=Desviacion estandar
Valores de referencia: ?’NOM-127: 1.5mgF/L agua de consumo; ®NOM-201: 0.7mgF/L agua embotellada; “OMS: 1.0mgF/L orina.

En la segunda etapa se determind la relacién dosis-respuesta tomando en cuenta los datos
de la ATSDR (Agencia para Sustancias Téxicas y el Registro de Enfermedades) de dosis de
referencia (RfD) y dosis maxima en la cual no se ha observado efecto adverso (NOAEL) los

cuales correspondieron a 0.05 mg/kg/dia para el efecto de fluorosis dental.

Durante la tercera etapa se realizd la evaluacidn de la exposicion calculando la dosis externa

del contaminante recibida por la poblacidn, la cual correspondié a 0.10 mg/Kg/dia para la



comunidad de Ojo Caliente y de 0.21 mg/Kg/dia para la comunidad de La Reforma. El calculo

se llevé a cabo de la siguiente manera:

Conc. (mg/L) * TI (L/dia) * FE

Dosis de exposicion estimada (mg/Kg/dia)=
PC (Kg)
Donde:
Conc.: Concentracidn del contaminante en el agua de consumo
PC: Peso corporal (media en los nifios del presente estudio)
Tl: Tasa de ingestion de agua en nifios (en promedio: 1.5 L/dia)

FE: Factor de exposicion (absorcion de fllor por via oral: 0.97)

2.36 mg/L * 1.5 L/dia * 0.97 =| 0.10 mg/Kg/dia

Dosis de exposicién Ojo Caliente (mg/Kg/dia)=
35 Kg

4.56 mg/L * 1.5 L/dia * 0.97 =| 0.21 mg/Kg/dia

Dosis de exposiciéon La Reforma (mg/Kg/dia)=

31Kg

Finalmente, en la cuarta etapa se realizd la caracterizacion del riesgo en donde se integré
la informacién obtenida en la identificacion de los peligros, la relacién dosis-respuesta y la
evaluacion de la exposicidn, con el objeto de predecir el riesgo de padecer los efectos
adversos del flior en la poblacién expuesta y facilitar la toma de decisiones tendentes a
reducir dichos riesgos a niveles tolerables. Los resultados obtenidos manifestaron que la
salud de la poblacion evaluada esta en riesgo, la concentracién de fluor registrada en el

agua de consumo se encontré por arriba de los limites permitidos y las dosis de exposicidn



a fluor en las comunidades evaluadas estuvieron por encima de la RfD propuesta por la
ATSDR para el efecto de fluorosis dental, con un factor de riesgo importante. El cual fue

calculado de la siguiente manera:

Factor de Riesgo Ojo Caliente= Dosis de exposicion/ Rfd 0.21 mg/Kg/dia / 0.05 mg/Kg/dia=

*2.0

Factor de Riesgo La Reforma=
Dosis de exposicion/ Rfd ~ 0.10 mg/Kg/dia / 0.05 mg/Kg/dia=
*4.2

*Valor de referencia: 1

Una vez realizada la evaluacién del riesgo se llevo a cabo el establecimiento de metas

correspondiente al programa de CR, en donde se plantearon los siguientes objetivos:

Concientizar a la poblaciéon de estudio sobre el riesgo a la salud que implica el consumir
agua de la llave.
Fomentar en la poblacion de estudio el uso del agua de garrafdn tanto para beber como

para cocinar

Con el fin de llevar a cabo los objetivos planteados en el programa de CR se llevé a cabo la
evaluacion de las audiencias blanco, cuyo proceso inicid durante la primera etapa del
proyecto de tesis. Se llevaron a cabo reuniones con las autoridades competentes de cada
comunidad como presidentes municipales, directores de las escuelas primarias, maestros,

padres de familia y nifos participantes, con el fin de darles a conocer los detalles del



proyecto e invitarlos a participar. Se conformd la poblaciéon de estudio y a través de un
cuestionario dirigido a los padres de familia se obtuvo informacidn acerca del origen del
agua de consumo y la percepcion del riesgo por flUor, cuyos resultados se resumen en las

figuras 1y 2.

En la comunidad de Ojo Caliente el 63% de la poblacidon de estudio reportd utilizar para
beber el agua de llave y el 37% el agua purificada. El 95% cocina con agua de la llave y el
resto lo hace con agua purificada. El 63% de la poblacién bebe y cocina con agua de la llave,
el 5% con agua purificada y el 32% bebe agua purificada y cocina con agua de la llave, no
registrdndose el consumo de agua de la llave para beber y agua purificada para cocinar. En
cuanto al conocimiento del riesgo a la salud ocasionado por el fldor, Unicamente el 35% de

la poblacién evaluada externd que lo conocia (figura 1).
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Figura 1. Resultados del origen del agua de consumo y la percepcion del riesgo por consumo de fllor como parte del programa de
comunicacion de riesgos en la poblacion de estudio de Ojo Caliente



En el caso de la comunidad de La Reforma el 78% de los nifios participantes reportaron
beber agua de la llave y el 22% agua purificada. El 100% registré cocinar con agua de la llave.
El 78% reportd beber y cocinar con agua de la llave y el resto (22%) reporté beber agua
purificada y cocinar con agua de llave, no hubo registros de beber y cocinar con agua
purificada, ni de beber agua de la llave y cocinar con agua purificada. En relacién a si
conocian o no el riesgo a la salud que causa el fluor, el 88% de la poblacidn de estudio no lo

sabia (Figura 2)
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Figura 2. Resultados del origen del agua de consumo y la percepcion del riesgo por consumo de fllor como parte del programa de
comunicacidén de riesgos en la poblacidn de estudio de La Reforma



Dentro de la evaluacion del contexto sociocultural el cual incluye la vulnerabilidad de la
poblacion frente a un riesgo asociado a aspectos extrinsecos y/o sociodemograficos, se
tomaron en cuenta el grado de marginacion, la ubicacién geografica, la concentracion de
fldor en agua, la prevalencia de fluorosis dental y enfermedades dseas, la susceptibilidad
genética y el estado nutricional (Unicamente frecuencia de consumo) de la poblacién de
estudio, cuyos resultados se fueron obteniendo en el transcurso del proyecto de tesis, sin

embargo sdlo se selecciond uno de ellos para el programa de CR.

La eleccion del enfoque que se dio al programa de CR estuvo dirigida hacia el uso del agua
de grifo y el dafio a la salud que genera, ya que de acuerdo a la evaluacion de la audiencia
blanco un importante porcentaje utiliza el agua de grifo para beber y cocinar y de acuerdo
a la evaluacion del contexto sociocultural el valor de la concentracién de flior en el agua de

grifo de la poblacion de estudio es un factor importante.

En la construccion de las comunicaciones se mantuvo informada a la poblacién de estudio
en todo momento, proporcionado resultados y recomendaciones en cada etapa del
presente proyecto de tesis, procurando mantener el interés, la colaboracién y Ia
participacidn activa. Atendiendo experiencias, opiniones y dudas, haciendo hincapié en el
riesgo a la salud que implica el uso del agua de grifo para beber y/o cocinar y la importancia
del uso del agua de garrafén. Los canales de comunicacién empleados consistieron en

presentaciones Power Point, uso de rotafolios, carteles, imagenes y juegos.

La puesta en operacidn del programa de CR quedé implicita en el desarrollo del presente

proyecto de tesis y consistié en lo siguiente:



Autoridades municipales

Se llevé a cabo una primera reunién con el presidente municipal y cabildo en cada una de
las comunidades de estudio con la finalidad de presentar el proyecto y los responsables del
mismo. Se proyectd una presentacion Power Point en la cual se incluyé el nombre del
proyecto y patrocinador, asi como una breve introducciéon acerca del flior: donde se
encuentra, como se incorpora al organismo, cual es su mecanismo de accidn, dafios a la
salud que ocasiona, factores de riesgo, etc. Se expusieron los objetivos del proyecto, la
hipdtesis y la metodologia a seguir; haciendo hincapié en que el estudio es gratuito,
andnimo y voluntario y se encuentra aprobado por el comité de bioética de la facultad de
medicina de la UASLP. Se entregé a la poblacidn de estudio por escrito esta informacion, asi

como una copia del consentimiento informado y la carta de aprobacién del proyecto.

Se establecidé una segunda reunién con el presidente municipal y su cabildo para consolidar
el apoyo recibido para el traslado de los participantes a la Unidad de Investigaciones
Reumatoldgicas, A.C. del Hospital Central “Ignacio Morones Prieto” ubicado en la ciudad de
San Luis Potosi, para la evaluacidon reumatoldgica realizada en la segunda etapa del
proyecto. En esta ocasion se entregd un breve informe de la actividad en el que se incluyé:
una introduccién sobre las enfermedades 6seas asociadas al consumo de fldor, la
importancia del examen reumatoldgico, el objetivo de realizar dicho examen y en que
consiste. Asi mismo se entregd un cronograma que incluia el nombre de los nifios y padres

de familia que asistirian cada dia, el punto y la hora de salida y llegada.



En la tercera reunion con el presidente municipal y cabildo de cada comunidad participante,
se expusieron de manera oral y escrita los resultados obtenidos en el monitoreo ambiental
y bioldgico, la evaluacidn reumatoldgica y dental y la susceptibilidad genética, a través de
una presentacién Power Point y un informe escrito en los que se incluyeron graficas y
fotografias. En esta reunidn se establecié una interaccidn con las autoridades en donde se

expusieron recomendaciones y propuestas de solucién.

Autoridades escolares y Padres de familia y/o tutores

Se establecidé una reunidn con las autoridades escolares de cada comunidad participante
(director, maestros y comité de padres de familia) con la finalidad de presentarles el
proyecto y solicitarles su participacion en el mismo a través de una presentacion Power
Point que incluia: nombre del proyecto, patrocinador y responsables, una breve
introduccidn de la problematica del flior en las comunidades de estudio: que es, donde se
encuentra, como se incorpora al organismo, efectos que causa y factores de riesgo, entre
otras cosas. Se explicaron los objetivos del proyecto y la metodologia a seguir, recalcando
que el estudio es gratuito, anénimo y voluntario y se encuentra aprobado por el comité de

bioética de la facultad de medicina de la UASLP.

Una vez que las autoridades escolares tuvieron la reunién con los padres de familia y/o
tutores y les comunicaron el mensaje, se establecid una segunda reunién en la que se
incorporaron estos Ultimos. En esta reunién nuevamente se expuso la presentacién Power
Point que se presentd en la reunidn con las autoridades escolares. Resolviendo dudas

relacionadas tanto con la metodologia a seguir en el proyecto como con el flior, ya que un



alto porcentaje de la poblacién desconocia el dafio a la salud que genera (88% en La
Reforma y 65% en Ojo Caliente), se mantuvo una interaccidn con la audiencia en donde se

compartieron experiencias y opiniones.

Durante el proceso de extraccidon sanguinea de los nifios participantes para la identificacion
de la susceptibilidad genética como parte del presente proyecto de tesis, se contd con la
asistencia de los padres de familia y/o tutores, los cuales recibieron una platica breve acerca
de la relacién de la susceptibilidad genética y el consumo de fluor a través del agua de
consumo mientras esperaban su turno; de manera que la poblacidn fuera consciente de la
importancia del examen. Asi mismo, durante la reunién previa al traslado de los
participantes para la evaluacidon reumatoldgica a la ciudad de San Luis Potosi, se llevé a cabo
una exposicion breve en Power Point en donde se incluyd, ademas de la metodologia a
seguir y el cronograma con la cita de cada nifio, una platica acerca de las enfermedades
0seas asociadas al consumo de fluor, recalcando la importancia de sustituir el agua de la

llave por agua de garrafon con el fin de evitar estas enfermedades en sus hijos.

Se llevo a cabo la reunion con las autoridades escolares y padres de familia y/o tutores de
los nifios participantes de cada comunidad para la entrega de resultados del proyecto, en
donde se recalcd nuevamente la importancia de utilizar el agua de garrafén tanto para
beber como para cocinar, con la finalidad de protegerse de los efectos téxicos del fldor.
Durante esta reunion se solicité la participacion de la audiencia para aportar medidas que
se deben tomar para evitar dafios a la salud ocasionados por el fllor y para conocer la nueva
percepcion de los padres de familia y/o tutores acerca de la problematica. Se empled una

presentacion Power Point para el caso de la entrega de resultados en forma general, un



informe escrito para la entrega de resultados en forma particular y papel bond y plumones
para realizar la lluvia de ideas acerca de las medidas sugeridas por los padres de familia para

evitar los efectos del fllor en sus hijos.

Ninos participantes

En el caso de los nifios participantes se llevaron a cabo actividades dinamicas, utilizando
recursos didacticos para que los ninos pudieran interpretar el mensaje de manera facil y
clara. Participaron en el llenado de los cuestionarios acerca de la exposicion y percepcion
del riesgo a la salud por fluor, acudieron a sesiones en las cuales se les proporciond
informacién acerca del flior: que es, en donde se encuentra, como se incorpora al
organismo, cuales son los dafos a la salud que provoca y cudl es la manera de evitarlos. Se
establecié un cronograma previo en donde los nifios fueron citados en la escuela primaria
en un horario establecido. Se realizaron dinamicas en las cuales se recalcé la toxicidad del
fldor y la manera de contrarrestar sus efectos haciendo uso del pintarrén, carteles,
rotafolios e incluso cuentos relacionados con el tema el cual fue expuesto a través de una
presentacion Power Point. Para estas actividades se contd con el apoyo de los estudiantes
de la licenciatura en Ciencias Ambientales y Salud (CAyS) de la Facultad de Medicina de la

UASLP.

Con el fin de verificar la efectividad del programa de CR se llevé a cabo un monitoreo
biolégico en los nifios participantes para comparar los niveles de exposicién a fldor al
comienzo y al final del programa. Se aplicaron cuestionarios acerca de la nueva percepcion

que tienen acerca del flior para conocer si ésta fue diferente a la que tenian al comenzar el



programa y como actividad adicional los nifios plasmaron a través de un dibujo y un
cuestionario esta nueva percepcién, cuyos resultados son expresados en las tablas 2y 3 en
donde se puede observar un aumento en la percepcién del riesgo por flior en los nifios
participantes. Para estas actividades se emplearon vasos de polipropileno nuevos, equipo y
reactivos necesarios para la cuantificacién de fldor y cuestionarios previamente elaborados,

l[apices, sacapuntas, hojas de papel y colores.

En relacidn a los resultados del origen del agua de consumo en las tablas 2 y 3 se puede
observar que hubo una disminucidn en ambas comunidades del nimero de participantes
que utilizaron el agua de la llave para beber y/o cocinar y un aumento del uso del agua

purificada, con respecto a los resultados anteriores al programa de CR.

Tabla 2. Resultados del origen del agua de consumo vy la percepcion del riesgo por fluor

antes y después del programa de comunicacién de riesgos en Ojo Caliente

Antes Después

(n=121) (n=121)
bebe 63 47
Agua de la llave (%) cocina 95 83
bebe y cocina 63 47
bebe 37 53
Agua purificada (%) cocina 5 17
bebe y cocina 5 17
Bebe agua purificada y cocina con agua de la llave (%) 32 36
Bebe agua de la llave y cocina con agua purificada (%) 0 0
- N si 35 74
Conocimiento del fldor (%) o 65 6




Tabla 3. Resultados del origen del agua de consumo vy la percepcion del riesgo por fluor

antes y después del programa de comunicacién de riesgos en La Reforma

Antes Después

(n=120) (n=120)
bebe 78 32
Agua de la llave (%) cocina 100 66
bebe y cocina 78 32
bebe 22 68
Agua purificada (%) cocina 0 34
bebe y cocina 0 34
Bebe agua purificada y cocina con agua de la llave (%) 22 34
Bebe agua de la llave y cocina con agua purificada (%) 0 0
- .o Si 12 80
Conocimiento del fldor (%) o 38 50

En cuanto a la concentracidn de fllor en orina, se obtuvo una diferencia significativa entre
la media de fldor obtenida al comienzo y al final del programa en ambas comunidades, ya
gue a pesar de que las concentraciones de fllor en orina se encontraron por arriba de los
niveles recomendados hubo una disminucién del valor después del programa de CR (Tabla

4).

Tabla 4. Concentraciones de fldor en la orina de los participantes antes y después del

programa de comunicacion de riesgos

Fldor en orina (mg/L)
media £ D.E.
Zona de residencia antes después
Ojo Caliente 2.69 £ 0.98* 2.05 0.62*
La Reforma 3.29+1.33* 2.99 £ 0.99*

DE= Desviacién estandar
*p<0.05



El presente programa de CR tuvo como objetivo concientizar a la poblacién de estudio sobre
el riesgo a la salud que implica el consumir agua de la llave y fomentar el uso del agua de
garrafén tanto para beber como para cocinar. Como se pudo observar, estos objetivos
fueron cumplidos satisfactoriamente, al lograr una disminucidén en el uso del agua de la llave
para beber y/o cocinar y hacer del conocimiento de la poblacidn, el riesgo a la salud que
implica el consumir fldor a través del agua de consumo. Sin embargo, es importante recalcar
que parte de la poblacién aun no es consciente de esta informacién, por lo que es necesario
continuar con la intervencion. Ademas es necesario reevaluar a la poblacion consciente de
los efectos del fltor con el afan de conocer si con el transcurso del tiempo el uso del agua

de la llave sigue disminuido.



DISCUSION GENERAL




Durante el presente trabajo se evaluaron dos escenarios de riesgo por agua de consumo
contaminada con fldor: La comunidad de Ojo Caliente en la parte centro sur del estado de
San Luis Potosi con una concentracién de fldor en el agua del grifo de 2.36 mg/L y la
comunidad de La Reforma en la parte norte del estado con una concentracién de 4.56
mgF/L, siendo mayor el consumo de este tipo de agua con respecto al agua embotellada, la
cual se encontré en ambas comunidades dentro del limite permitido por la NOM-201 de 0.7

mgF/L (0.14 mg/Ly 0.47 mg/L respectivamente) (NOM-201).

Las altas concentraciones de flior en el agua del grifo (mas de 1.5 mgF/L de acuerdo a la
NOM-127) resultaron en dosis altas de exposicion estimada (0.21 mg/Kg/dia en Ojo Caliente
y 0.10 mg/Kg/dia en La Reforma) que revelaron factores de riesgo importantes en ambas

comunidades para el efecto de fluorosis dental (2.0 en Ojo Caliente y 4.2 en La Reforma).

Sin embargo, como es sabido el fldor no solo se acumula en los tejidos dentarios, sino que
se puede almacenar en otros tejidos como los huesos, el cerebro, los testiculos y el rifién
entre otros, provocando dafios severos (Herndndez-Castro et al., 2010). Por lo que surgié la
necesidad de evaluar no solo el nivel de exposicidn a flior acompafnado con fluorosis dental,
sino también la evaluacion del componente 6seo (DMO) y otros factores relacionados con
la absorcion del fluor y sus efectos, tales como la edad, la susceptibilidad genética y el

estado nutricional .

Dentro de los efectos en salud del flior, en la poblacién de estudio se registrd fluorosis

dental con una prevalencia del 100% en ambas comunidades y alteracién en la DMO de los



participantes, de la cual se establecid Unicamente la presencia de DMO baja (17 casos en

Ojo Caliente y 6 en La Reforma).

Es importante mencionar que la informacién acerca del limite a partir del cual se define el
término de DMO baja y osteoporosis en nifios, es controversial; ya que se considera la
referencia establecida por la ISCD para poblaciones menores de 20 afios, la cual no estd

adecuada a poblacion mexicana (Tamayo et al., 2009).

Ademas, es necesario considerar que los valores de DMO son diferentes entre las
poblaciones, tal es el caso del estudio de Liu y colaboradores en donde se registrd una
diferencia significativa entre el valor de la DMO de la poblacién china v/s la americana ( Liu
et al., 2017), considerando otros factores que podrian contribuir a esa diferencia tales como

la constitucion fisica y los habitos.

Tamayo y colaboradores llevaron a cabo un estudio en poblacién mexicana, encontrando
gue las bases de datos de referencia utilizadas para evaluar la DMO, subestimaron
significativamente los casos de DMO anormal, sugiriendo el uso de las tablas de elaboracién
propia (Tamayo et al., 2009). Por lo que a pesar de que en México se ha establecido el uso
de las bases de referencia de la ISCD, existe la propuesta de crear bases de referencia

adecuadas a poblacién mexicana.

En base a lo anterior, en el presente trabajo los valores de DMO fueron interpretados en
valores Z que recomienda la ISCD, por lo que nuestros resultados podrian estar
subestimados. Ademads, los valores de la DMO normal presentaron valores Z que se

desconoce si son altos, ya que no hay datos disponibles de la ISCD para saber hasta qué



valor deja de ser normal, incluso en el presente trabajo se registraron valoresZde 1.5a 1.8,
cuyos valores en adultos estan relacionados con el riesgo de cancer y osteoartritis

(Campbell et al., 2012).

En lo que respecta a la relacion entre los efectos fluordticos evaluados y el nivel de
exposicion a fluor, en ambas comunidades los nifios con los grados mas severos de fluorosis
dental tuvieron las mayores concentraciones de fllor en orina, con respecto a los que

tuvieron grados menores de fluorosis dental.

En el caso de la comunidad de La Reforma, los nifios con los grados de fluorosis dental TF8
y TF9 presentaron concentraciones de fluor en orina de 3.75 mg/L, en tanto que los nifos
con los grados TF4 y TF5 presentaron concentraciones de 2.66 mgF/L, existiendo diferencias

significativas entre ellas.

Dentro de la relacion existente entre el nivel de exposicién y la fluorosis dental, la edad fue
un factor importante que conforme fue aumentado, determind un mayor grado de
fluorosis dental y nivel de exposicidon en ambas comunidades. Tal es el caso de los nifios de
Ojo Caliente, en donde los grados de fluorosis dental TF6 a TF9 prevalecieron en el 17% de
los nifios de 6-7 afnos y en el 70% de los mayores de 12 afios y el caso de La Reforma, en
donde a la edad de 6 a 7 afios la prevalencia de las concentraciones de flior en orina mas

altas (mas de 4mgF/L) fue menor (5.7%) con respecto al grupo de edad de 8 a 12 afios (35%).

En cuanto a la asociacion de la DMO vy el nivel de exposicion a fluor se observé una menor
concentracion de fldor en la orina de los nifios que presentaron DMO baja con respecto a

los que presentaron DMO normal. Para fines estadisticos, esta asociacion no se establecio



por comunidad y se realizd Unicamente con la DMO de la region lumbar, esto en virtud de
los pocos casos registrados de DMO baja (23 de 241 casos entre ambas comunidades) y de
los pocos casos registrados en la region de cadera (1 caso en Ojo Caliente y 1 caso en La

Reforma).

Los resultados de asociacién entre la DMO vy el nivel de exposicion son mostrados en la
tabla 5y se puede observar que el nivel de exposicion es alto en ambos casos, sin embargo
en virtud de la asociacién del flor con el aumento de DMO (De Luis Roman et al., 2004), el
patron establecido en los resultados es acorde. No obstante, hubiera sido mejor haber
realizado la comparacién de la concentracion de fldor en orina entre casos de DMO baja y

normal v/s DMO alta, pero en el presente estudio no se registraron casos de esta ultima.

Tabla 5. Concentracién de fldor en orina de acuerdo al diagnéstico de la densidad mineral

O0sea lumbar en las comunidades de estudio.

IDMO lumbar Fluor en orina (mg/L
Normal *2.56+0.96
Baja 2.12+0.78

DMO-= Densidad mineral 6sea; DE= Desviacion estandar
aDe acuerdo a la Sociedad Internacional de Densitometria Clinica
*p< 0.05

En el presente trabajo se evalud la presencia de tres polimorfismos asociados a alteraciones
Oseas y dentarias en poblaciones de riesgo por contaminacién de flior en el agua de
consumo. Sin embargo, la prevalencia de dos de ellos: el rs 2234693 y el rs 1256049 de los

genes receptores estrogénicos, fue nula en la poblacién de estudio. En tanto que el



polimorfismo rs 412777 del gen COL1A2, fue encontrado en el 41.7% de la poblaciéon
evaluada (230 participantes entre ambas comunidades), manteniendo la misma prevalencia
en la comunidad de La Reforma (47.5%) durante los dos estudios realizados en el presente

trabajo en distintos tiempos y con diferente tamafio de muestra (80 v/s 119).

Con respecto a ello, se pudo observar que al aumentar el tamafio de la muestra entre un
estudio y otro (80 v/s 119) y evitar incluir en el analisis de riesgo el nivel de exposicion,
considerando que no existieron diferencias significativas del nivel de exposicidn entre los
genotipos (A/A 2.51 + 0.96 mgF/L, A/C 2.7 £ 0.97 mgF/L, C/C 2.3 + 0.83 0.18 mgF/L), se
encontré un OR=7.10 (3.96-12.70) para los niflos que llevaron el polimorfismo
independientemente de que este fuera homocigoto o heterocigoto de presentar fluorosis

dental mas severa, con respecto a los nifios que no lo llevaron.

En cuanto a la relacidn entre el polimorfismo evaluado en el gen COL1A2 y la DMO se pudo
observar que de los 23 casos de DMO baja reportados, solo 22 contaron con el andlisis para
la identificacion del polimorfismo, de los cuales 10 presentaron el polimorfismo (7 casos
con A/Cy 3 casos con C/C) y 12 no lo presentaron, lo cual significa que no hubo relacion
entre ellos (datos no mostrados). Sin embargo, existen reportes de que las mutaciones en
el gen COL1A2 estdn ligadas a un amplio espectro de enfermedades dseas, entre ellas la
osteoporosis la cual implica una disminucién de la DMO (Dalgleish, 1997; Kurt-Sirin et al.,
2014), por lo que probablemente es otro rs el que esta relacionado y no el rs 412777 que

evaluamos en el presente estudio.



En el presente trabajo se llevd a cabo la evaluacion del estado nutricional y el consumo de
micronutrientes (calcio, magnesio y fésforo) con el fin de asociarlos a los efectos en salud
evaluados (fluorosis dental y DMO baja). En el caso del consumo de los micronutrientes se
aplicé un cuestionario de frecuencia de consumo, el cual abarcé varios tipos de
micronutrientes y a los macronutrientes. Sin embargo, solo se tomaron en cuenta el
consumo de calcio, magnesio y fésforo por su mayor asociacidn con los tejidos involucrados

(Gémez et al., 2002; Lépez et al., 2006; Vieira et al., 2005)

Se registraron casos de bajo peso, desnutricion moderada y desnutricion severa. Asi como
una prevalencia importante de casos de consumo de calcio y de magnesio <50% de la
ingesta diaria recomendada (IDR) y de casos de consumo de fésforo >150%, lo cual refleja
laimportancia del disefio del programa nutricional derivado de los resultados de la presente

tesis. Para lo cual se requiere su pronta aplicacion en la poblacién de estudio.

De manera general, los casos de bajo peso, desnutricién moderada y desnutricidon severa
estuvieron relacionados con los valores de DMO en ambas comunidades, siendo el valor Z
de los niflos con desnutricion severa, el Unico que representdé DMO baja con respecto a las
otras condiciones nutricionales (eutréficos, bajo peso y desnutricion moderada) con un
valor Z de -2.30 = 0.61. Lo cual refleja la importancia del estado nutricional dentro de la

adquisicion de la DMO durante la etapa infantil.

En el caso de la fluorosis dental, la asociacion con el estado nutricional no fue significativa
probablemente por su asociacion con el nivel de exposicién y debido al numero pequefio

de casos de desnutricién severa (9 casos de 241). Misma razéon que podria explicar la falta



de asociacion entre el estado nutricional y el nivel de exposicion (Datos no mostrados en

este trabajo).

En lo que respecta a la asociacién entre el consumo de calcio, fésforo y magnesio y el nivel
de exposicion se pudo observar que en la comunidad de Ojo Caliente los nifios que
presentaron un consumo <50% de la IDR de calcio tuvieron una concentracion mayor de
fldor en orina con respecto a los que tuvieron un consumo mayor (2.20 + 0.70 v/s 1.96 +
0.55 mg/L) misma situacion en el caso del magnesio (2.58 £ 0.69 v/s 1.96 £ 0.50 y 1.90 *
0.67 mg/L) y los nifios que presentaron un consumo >150% de la IDR de fésforo tuvieron
una concentracién mayor de fllor en orina con respecto a los que tuvieron un consumo
menor (2.43 £ 0.59 v/s 1.82 + 0.54 y 1.82 + 0.13 mg/L). Lo cual refleja la participacion de

estos micronutrientes en la absorcién del fldor en el organismo.

Los resultados obtenidos en la presente investigacidn sefialan la necesidad de sustituir el
consumo del agua del grifo por el del agua embotellada, con el fin de evitar dafios a la salud,
ya que a pesar de que el programa de comunicacién de riesgos implementado durante el
desarrollo de la presente tesis reflejé una importante disminucidn del uso del agua de grifo

y un menor nivel de exposicidn, al final del programa los valores siguieron siendo altos.

Asi mismo, es importante considerar que las comunidades de estudio se encuentran
vulnerables a los efectos del fluor en virtud del polimorfismo registrado, el bajo consumo
de calcio y magnesio y el alto consumo de fésforo. Por lo que se sugiere identificar estos

factores de riesgo en otras comunidades con problemas de hidroflurosis endémica.



En el presente estudio, se evaluaron la fluorosis dental y la DMO como principales efectos
en salud del fluor. Sin embargo, se sugiere realizar la evaluacion de otros efectos, tales como
problemas renales, condiciones hormonales y erupcién dental entre otros. Esto tanto en las
poblaciones evaluadas, como en otras comunidades que compartan escenarios de riesgo

similares.

Los casos de fluorosis dental, DMO baja, desnutricién, bajo consumo de calcio y magnesio
y alto consumo de fésforo registrados en el presente estudio, son condiciones en salud que
requieren atencién, ya que podrian incrementarse o ser la causa de otras patologias mas
severas, por lo que se sugiere reevaluar estas condiciones en la poblacidn de estudio para

confirmar los resultados a través de métodos mds pertinentes en el caso de que se requiera.
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CONCLUSIONES GENERALES




En el presente trabajo las comunidades evaluadas registraron contaminacion por
fldor en el agua del grifo, con valores por arriba del limite permitido por la NOM-

127 de 1.5 mg/L.

El agua embotellada distribuida en las comunidades evaluadas registré
concentraciones de fllor dentro del limite establecido por la NOM.201 para este

tipo de agua de 0.7 mg/L.

En ambas comunidades de estudio la principal fuente de abastecimiento de agua

para beber y/o cocinar es el agua del grifo.

El factor de riesgo calculado por el uso del agua del grifo para el consumo fue alto

en ambas comunidades.

El nivel de exposicidn a fluor estuvo por encima del limite sugerido por la OMS de

1mg/L en ambas comunidades.

La prevalencia de los polimorfismos rs 2234693 y el rs 1256049 de los genes
receptores estrogénicos fue nula en la poblacidon de estudio, en tanto que la
prevalencia del polimorfismo rs 412777 del gen COL1A2 fue del 41.7% entre ambas

comunidades.

En el presente estudio se registraron casos de DMO baja de acuerdo a los valores de

referencia de la ISCD.

La prevalencia de fluorosis dental fue del 100% en ambas comunidades.



La presencia del polimorfismo evaluado en el gen COL1A2 generd un riesgo para

presentar los grados fluorosis dental mas severos

No se registrd asociacién entre el polimorfismo evaluado y los valores de la DMO

Los nifos que tuvieron DMO baja presentaron niveles de exposicion menores con
respecto a los nifios que tuvieron DMO normal, sin embargo ambos presentaron

niveles de exposicion alto en ambas comunidades.

Los nifios con los grados mas severos de fluorosis dental presentaron los mayores
niveles de exposicion comparado con los nifios que presentaron los grados menos

severos en ambas comunidades.

Secundario a los objetivos de la presente investigacion en la poblacién de estudio se
evaluaron el estado nutricional y el consumo de micronutrientes, encontrando casos
de bajo peso, desnutricidn moderada y desnutricién severa. Asi como casos de

consumo <50% de la IDR de calcio y de magnesio y >150% de la IDR de fésforo.

En la poblacion de estudio el estado nutricional estuvo asociado al valor de la DMO

y no estuvo asociado al nivel de exposicidon y fluorosis dental

En ambas comunidades el consumo de calcio, magnesio y fésforo estuvo asociado

al nivel de exposicion.



e Apesarde que en el programa de comunicacion de riesgo se logré reducir el uso del
agua del grifo y el nivel de exposicion a fldor, los niveles y el consumo de fldor

siguieron siendo altos en la poblacion evaluada.
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