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Resumen

El control de un tratamiento con fluoruro requiere
la medicién de flior en plasma y orina. La meto-
dologia mas conveniente es la potenciometria. En
tratamientos con NaF solo, existe anion fluoruro en
plasma y orina, sin embargo en otros tratamientos
como con monofluorofosfato sédico (MFP) puede
existir fldor indetectable al electrodo y que sélo se
libera por tratamiento con acidos. En hueso es mas
complejo el sistema y puede existir fldor ligado que
solo se libera por incineracion de la muestra. Se
han desarrollado muchas técnicas para la medi-
cion de fluoremia, sin embargo no todas son con-
fiables. La lectura directa con un electrodo sobre el
plasma no es adecuada por la baja concentracion
y presencia de proteinas. La medida potenciomé-
trica post-destilacion de la muestra permite medir
el fluoruro méas el flor acido labil, ademas de con-
centrar la muestra y aumentar la sensibilidad del
electrodo. En orina la lectura de fluoruria puede
hacerse directamente con el electrodo de ion es-
pecifico. No se puede hablar de valores normales,
sino de limites teniendo en cuenta la exposicion
de la poblacion. En poblaciones no expuestas la
fluoruria no excede habitualmente los 50 micromo-
les/dia y la fluoremia es menor a 1 micromol/L.
Palabras clave: fluoruro, fluoremia, fluoruria, con-
centracion.

ASSAY OF FLUORIDE CONCENTRATION IN BIO-
LOGICAL SAMPLES

Abstract

Measurement of fluorine concentration is a need in
patients under treatment with fluorine containing
compounds. Fluoride in plasma and urine is com-
monly measured in patients under fluorine treat-
ment, and potentiometry is the most convenient
methodology. When NaF is used as a medication,
fluoride is the predominant chemical species in
plasma and urine. However,during treatment with
sodium monofluorophosphate (MFP), peptides
and proteins with acid-labile fluorine are present in
plasma, the electrode being insensitive to them. In
bones, compounds may exist with acid-resistant
fluorine, which is detected only after incineration.
Several techniques have been developed for the

Facultad de Ciencias Médicas.

measurement of fluoremia, but not all of them pro-
duce real values. In plasma, electrode sensitivity is
affected by low fluoride concentration and proteins.
Potentiometry after distillation of fluoride and acid-
labile fluorine produce trustworthy results. Direct
potentiometry is applicable to urine because of the
more simple chemical system. Expected levels of
fluoride in plasma or urine depend on the exposu-
re of population. For non-exposed people, fluoruria
below 50 micromoles/day and fluoremia lower than
1 micromole/L are expected values.

Key words: fluoride, fluoremia, fluoruria, concen-
tration.

INTRODUCCION

El fldor se encuentra en la naturaleza en un Uni-
co estado de oxidacién; sin embargo, se lo pue-
de encontrar formando desde enlaces con un alto
porcentaje de caracter iénico hasta enlaces con un
elevado caracter covalente. La poblacion esta ex-
puesta a diferentes tipos de compuestos con fllor,
tanto de fuentes naturales como artificiales (ver ar-
ticulo 1).

La medicion de flGor en muestras biolégicas es un
tema contradictorio, para el cual se han desarrolla-
do muchas metodologias y técnicas. Practicamen-
te cada investigador que ha trabajado en el tema
ha desarrollado su propia técnica y la aplicacion
en el laboratorio de analisis clinicos no se ha po-
pularizado. Cuando se habla de medir flGor en una
muestra biolégica lo primero que se debe aclarar
es qué tipo de compuestos de fltor se medira. Para
interpretar las diferentes técnicas y tomar la deci-
sién sobre la metodologia a aplicar es necesario co-
nocer las formas mas comunes en las que el fltor
puede formar parte de distintos compuestos.

Diferentes formas de fldor

Las metodologias existentes se fundamentan en la
reaccion del fluoruro con algiin compuesto o la de-
teccion de fluoruro mediante un electrodo de ion
especifico. Por lo tanto, cualquier especie de fltor
gue no se encuentre al estado de fluoruro, no sera
detectada por el electrodo y necesitara un procesa-
miento previo para su deteccion.

* Direccién postal: Catedra de Quimica Biologica, Facultad de Ciencias Médicas. Santa Fe 3100, (2000)
Rosario, SF, Argentina. Correo electrénico: arigalli@fmedic.unr.edu.ar
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El flior puede existir como:

1- Fldor i6nico: se lo conoce como fluoruro (F).
Forma parte de sales como el NaF y el CaF.. Aun-
que en las dos sales mencionadas el fluoruro es el
anion presente, también se debe tener en cuenta
que la disociacion puede ser muy diferente. Mien-
tras en una solucion acuosa de NaF el electrodo
medira la concentracion de fluoruro, en una solu-
cion de CaF2 no lo hara por ser este compuesto
muy poco disociado.

2- Fltor acido-labil (FAL) corresponde a fltor ligado
a compuestos ya sea por enlace idnico o covalente
pero que se desprende de la muestra como acido
fluorhidrico, por tratamiento con acido fuerte. Por
ejemplo el monofluorofosfato (MFP) no contiene
fluoruro pero si tiene fltor unido covalentemente
que se hidroliza por acido y se libera como acido
fluorhidrico.

3- Fltor acido-resistente (FAR): en estos compues-
tos el fllor se encuentra unido a compuestos por
enlace covalente, resistentes al tratamiento con
acidos fuertes. En general se refiere a compues-
tos donde el fltor estéd unido a carbonos, como por
ejemplo el flurbiprofeno. En algunos casos este
fldor puede ser liberado en el organismo por degra-
dacién de la molécula carbonada que lo contiene.
Estos compuestos liberan el flGor por calcinacion,
generando NaF.

Utilizaremos la denominacion FT (Fluor total) para
representar la suma: F- + FAL + FAR.

En general las técnicas utilizadas miden F- (si Uni-
camente utilizan potenciometria) o F- + FAL (si
combinan el uso de destilacion isotérmica y po-
tenciometria). Rara vez se realizan mediciones de
FAR y FT, en tal caso se requiere de calcinacion,
destilaciéon y potenciometria directa.

Diferentes metodologias para medir fldor

La medicién de fllor es una préactica frecuente en
terapéutica y casos de intoxicacion. Durante afios
se han desarrollado técnicas que pueden ser en-
marcadas en tres tipos de metodologia:

1- Colorimétrica: Esta metodologia se fundamen-
ta en la reaccion del fluoruro con compuestos de
zirconio cuyo producto presenta absorcion de ra-
diacion electromagnética a una longitud de onda
especifica. !

2- Potenciométrica: Esta metodologia se funda-
menta en la utilizacion de un electrodo de ion es-
pecifico sensible al fluoruro.

La diferencia de potencial desarrollada por este
electrodo y la concentracion de fluoruro se ajustan
por la ecuacion de Nernst, la que permitira calcular
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la concentracion de soluciones incognitas utilizan-
do soluciones de referencia adecuadas.

3- Cromatografia gaseosa: Aungue es una técnica
de gran sensibilidad y especificidad, no es utilizada
con frecuencia, debido a la necesidad de un equi-
po muy costoso y personal muy capacitado.?

Las metodologias descriptas se pueden combinar
con otras técnicas como son la destilacion isotér-
mica y la calcinacion, permitiendo la mediciéon de
FAL o FAR.

Destilacion isotérmica

Pueden existir muchos interfirientes que deben ser
eliminados por destilaciéon, como el cido fluorsili-
cico! o el &cido fluorhidrico, ambos con caracte-
risticas volatiles. Este proceso se lleva a cabo en
medio acido y libera de la muestra el F-y el FAL.
Por otra parte la destilacion isotérmica (también co-
nocida como difusién isotérmica) permite —ademas
de concentrar el fluoruro de la muestra— aislarlo en
un medio de fuerza idnica conocida. Se han dise-
flado diferentes sistemas para lograr la destilacion
en condiciones isotérmicas.

La técnica fue desarrollada por Taves® y modificada
por Whitford; utiliza una placa de Petri de material
plastico, el hidrdxido de sodio actia como trampa
del fluoruro. Como reactivo desplazante se utiliza
acido sulfurico saturado en hexametildisiloxano,
gue acelera el tiempo de destilacion a 24 horas.
El procedimiento tiene una recuperacion mayor al
99%. Hallsworth y col.” disefiaron un dispositivo
de destilacion empleando tubos de polipropileno,
utilizando NaOH como trampa y acido perclérico
como desplazante. En nuestro laboratorio desarro-
llamos un dispositivo que cumple con el objetivo
perseguido en la destilacion isotérmica, en tubos
Eppendorf de 1,5 mL (Figura 1). Por los peque-
fios volumenes de muestra utilizados llamaremos
a esta técnica microdestilacion isotérmica la que
abreviaremos como pDlI.
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Figura 1: dispositivo para destilacion isotérmica del flior.
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Por su amplia difusidon nos concentraremos en los
métodos potenciométricos.

Métodos potenciométricos

La concentracion de fluoruro puede ser determina-
da mediante potenciometria directa utilizando un
electrodo de ion especifico. Este electrodo consta
de un cristal de fluoruro de lantano que separa una
solucién de referencia de la solucién en la que se
desea determinar la concentracion de fluoruro.®
La sensibilidad de este electrodo radica en la in-
tegridad del cristal del fluoruro de lantano, la pre-
sencia de la solucioén interna y del funcionamiento
en posicion vertical. Como se observa en la Fig.
2, la posiciéon invertida produce discontinuidad
del circuito. Existen algunos fabricantes de elec-
trodos que proveen productos con capacidad de
funcionamiento invertido pero son de menor vida
util. Este electrodo puede utilizarse sumergido en
soluciones junto con un electrodo de referencia
(macrotécnica) o bien, si el volumen utilizado es
menor a 1 mL, se utilizan soportes adecuados para
este fin (microtécnica).
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Figura 2: electrodo de ion especifico sensible al fluoruro.
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Al colocar este electrodo en contacto con una so-
lucion de fluoruro se produce una asimetria en la
distribucién de iones fluoruro a ambos lados que
desarrolla un potencial, el cual puede medirse co-
nectando el electrodo de fluoruro a un electrodo
de referencia de Ag/AgCl. Se debe adicionar a las
muestra un buffer (TISAB) que ajusta la fuerza
ibnica de las muestras, ajusta el pH para evitar
las interferencias producidas por el ion oxhidrilo, y
compleja cationes trivalentes. El potencial medido
sigue la ecuacion de Nernst en el rango de con-
centraciones 1 mol/L a 10 mol/L. Por debajo de
esta Ultima concentracion la respuesta deja de ser
lineal.

El limite de deteccion del electrodo es variable pero
siempre es inferior a 1 micromol/L.

Este procedimiento requiere de al menos 1 mL de
muestra con soportes adecuados, 6 5 mL si se tra-
baja con un recipiente convencional. Sin embargo,
se han realizado intentos de maximizar la utiliza-
cion del electrodo adaptandolo a muestras de volu-
menes reducidos. Como paradigma de este apro-
vechamiento del electrodo se puede citar el trabajo
de Hallsworth, desarrollado para la medicion de
muestras con fltor en matrices complejas como
el hueso y diente.” La técnica permite medir volu-
menes de solucion tan pequefios como 1 plL y es
confiable si la misma se lleva a cabo como minimo
por quintuplicado, con un error menor al 12%.

Medicion de fldor en muestras biolégicas

Tanto el tamafio como la complejidad de la mues-
tra (matriz) determinan el tipo de técnica a aplicar.
La Tabla 1 resume los principales casos.

Tabla 1: Tamaiio de la muestra, concentracion y técnica
a aplicar para la medicion de flior.

Matriz Tamaiio muestra [Fldor] pmol/L  Técnica
simple mayor de 1 mL mayor de 0,45 macrotécnica potenciométrica
menor de 1 mL mayor de 0,45 microtécnica potenciométrica
independiente menor de 0,45 microtécnica potenciométrica con pDI
compleja independiente independiente  microtécnica potenciométrico con pDI

En el laboratorio clinico es comun la medicion de flGor en orina y en plasma de manera de controlar
el tratamiento con algin compuesto que contenga fltor.

Actualizaciones en Osteologia, Vol 3 - N° 1- 2007

&)









Conservacion de las muestras

Las muestras acuosas pueden ser guardadas en
heladera 0 a -20°C en recipientes de plastico. Las
muestras soélidas como heces, huesos, ufias vy
dientes se pueden guardar temperatura ambiente,
libres de humedad.?

Medicion de fldor en orina

La orina es un fluido donde por lo general no exis-
ten concentraciones importantes de metales triva-
lentes que complejen el fluoruro. Por lo tanto, la
medicién potenciométrica de fluoruro puede llevar-
se a cabo ajustando el pH de la muestra y la fuerza
idnica con el agregado de un 10% de un buffer que
ajuste fuerza iénica y pH. El método utiliza un elec-
trodo de ion especifico y testigos de NaF diluidos
en agua destilada.

Medicion de fldor en plasma

Las concentraciones de fluoruro en plasma oscilan
entre 0,5y 1 pmol/L para poblaciones no expues-
tas, mientras que para poblaciones expuestas se
pueden encontrar valores de 2-10 uM, dependien-
do este valor del volumen de distribucion del fluo-
ruro y de la funcion renal.

Por lo tanto, se pueden hacer mediciones aplican-
do pDI vy posterior lectura con microtécnica poten-
ciométrica, con lo cual se eliminan los problemas
de las bajas concentraciones.

Medicion de F- y flior ligado a proteinas

en plasma

Esta técnica permite medir el flGor ligado a protei-
nas y el fldor difusible (compuestos con flior que
atraviesan membranas de didlisis). Por potencio-
metria con pDI del ultrafiltrado se mide el fltor i6-
nico y el fldor ligado a compuestos de bajo peso
molecular (dependiendo el corte de la membrana
de ultrafiltracion) y por microtécnica potenciomé-
trica con pDI del plasma entero se mide el fluoruro,
flor ligado a compuestos de bajo peso molecular y
flaor ligado a proteinas. Por diferencia entre ambas
se mide el fltor ligado a proteinas.5 El fltor difusi-
ble corresponde al fluoruro de la muestra mas el
fldor unido a compuestos de bajo peso molecular,
compuestos que pueden encontrarse por ejemplo
en el tratamiento con MFP.

Determinacién de flior acido labil y fldor

acido resistente

La determinacion de la concentraciéon de compues-
tos con fltor, donde el fldor no es detectado por el
electrodo, es un problema habitual en el laborato-
rio. Una muestra ademas de fluoruro (F-) puede
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contener FALy FAR.

Para su determinacion se debe realizar destilacion
isotérmica de la muestra con &cido sulfarico: tanto
el FAL como el fluoruro se desprenderan como aci-
do fluorhidrico, obteniéndose la concentracion de
FALy F-. La concentracion de FAL se obtendra por
diferencia entre la concentracion medida luego de
destilacion y la concentracion medida por poten-
ciometrfa directa (F").

La determinacion de FAR requiere un proceso de
mineralizacién de la muestra, por ejemplo por cal-
cinacion, posterior solubilizacién y mediciéon poten-
ciométrica. Con este procedimiento se obtiene el
valor de fltor total de la muestra. Si en una alicuota
se mide FAL y en otra fluoruro, por diferencia entre
el valor de fluor total y FAL mas fluoruro se puede
obtener el valor de FAR.

Determinacion de monofluorofosfato

El monofluorofosfato de sodio (MFP, Na2PFOs) es
una sal ampliamente utilizada en forma de compri-
midos en el tratamiento de la osteoporosis y como
aditivo en pastas dentifricas, para la prevencion de
caries dentales.® El fllor se halla ligado al fosfato
por un enlace covalente. Este enlace, a diferencia
de los enlaces F-C es inestable y puede ser degra-
dado por hidrdlisis. El proceso se lleva a cabo por
acciéon enzimatica,'© por la acciéon de acidos ° o
espontaneamente. 112

Luego de una dosis de MFP, en el plasma exis-
ten dos fracciones de fldor: fluoruro y flGor ligado a
proteinas por enlace &cido 1abil.’3* En el hueso de
ratas tratadas con MFP se encuentra fluoruro, flGor
acido labil y fltor acido resistente.'51 E| estudio de
la farmacocinética del monofluorofosfato ha plan-
teado un desafio en lo que respecta a las técnicas
de medicién. La medicion de MFP en soluciones
se puede realizar potenciométricamente luego de
la destilacion del fluor, luego de la hidrélisis acida
del compuesto, o bien luego de la hidrélisis enzi-
matica.

Medicion de monofluorofosfato por

hidrdlisis enzimatica

Esta técnica fue desarrollada para el estudio de la
estabilidad y farmacocinética del MFP.Y

La técnica es aplicable a soluciones acuosas 0 a
muestras sélidas previa disolucién en agua destila-
da. Una alicuota de la muestra acuosa se somete
a la hidrdlisis por la accion de la enzima fosfatasa
alcalina intestinal de rata. Se realiza la medicion
potenciométrica de fluoruro en las muestras con
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y sin tratamiento enzimatico. La diferencia entre
la concentracion de fluoruro de la muestra trata-
da con fosfatasa alcalina intestinal y la alicuota sin
tratar permite hallar la concentracion de MFP en
la muestra.

Medicion de fldor en unas

La medicion de flior en ufas se utiliza como medi-
da de la exposicién crénica al fllor.'®1° La medida
potenciométrica luego de destilacion isotérmica es
de sencilla realizacion.®

Medicion de fldor en esmalte dental

La obtencion de muestra de esmalte dental se
puede hacer por método de grabado, el que puede
llevarse a cabo por inmersion (aplicable a piezas
dentarias extraidas) o bien in vivo aplicando el mé-
todo de ventana.®

Ademas de las técnicas mencionadas, aplicables a
cada tipo de muestras, existen otras técnicas den-
tro de las metodologias nombradas, que se han
desarrollado para la medicion de fltor idnico. Una
breve descripcion de cada una de ellas se hace a
continuacion.

Determinacion de flGor iénico por adsorcion
sobre fosfato de calcio

Este método se fundamenta en la adsorciéon del
fldor iénico sobre un precipitado de fosfato de cal-
cio,® quedando el fltor no idnico en el sobrena-
dante. Basicamente consiste en tratar una muestra
con fosfato de calcio, luego de un periodo de tiem-
po se centrifuga y se descarta el sobrenadante. El
sedimento (fosfato de calcio con fluoruro adsorbi-
do) es disuelto en medio acido, finalmente la solu-
cion se ajusta a pH 6 y se mide la concentracion
de fluoruro con el electrodo de ion especifico o co-
lorimétricamente.

Determinacion adsorcién-reposicion

Este método se fundamenta en la adsorciéon del
fldor iénico sobre un precipitado de fosfato de cal-
cio y el posterior agregado de una solucion estan-
dar de fluoruro de sodio hasta restablecer la con-
centracion inicial utilizando un electrodo de ion
especifico para controlar la concentracion.

Determinacion potenciométrica con

patrones disueltos en suero

Este método se fundamenta en la determinacion
potenciométrica utilizando un electrodo de ion es-
pecifico. La curva de calibracion se prepara disol-
viendo NaF en suero o plasma de perro con bajo
contenido de fluor. Fue desarrollado para utiliza-
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cién en clinica?® por su mayor sencillez, siendo
poco confiables los resultados obtenidos.®

Método automatizado

Este método se fundamenta en la determinacion
potenciométrica utilizando tecnologia de automa-
tizacion. La curva de calibracion se prepara disol-
viendo NaF en suero con bajo contenido de fltor.
Fue desarrollado con el fin de mejorar la relacion
numero de muestras: tiempo empleado.?? Su prin-
cipal desventaja es el sistema automatico requeri-
doy la insensibilidad del electrodo ante la presen-
cia de proteinas.

Determinacion potenciométrica directa

con patrones acuosos

Este método se fundamenta en la determinacion
potenciométrica utilizando un electrodo de ion es-
pecifico. La curva de calibracion se prepara disol-
viendo NaF en agua. Fue desarrollada para medir
fllor en plasma.? Segln sus autores es de extrema
sencillez y alta reproducibilidad, siendo el inconve-
niente la diferencia entre la matriz de los estanda-
res de NaF y el plasma.

Determinacioén potenciométrica

con adicién-diluciéon

Este método se fundamenta en la determinacion
potenciométrica utilizando un electrodo de ion es-
pecifico. No requiere curva de calibracién y los pa-
rametros del electrodo se obtienen por adiciéon de
una cantidad conocida de fluoruro a la muestra y
posterior dilucion de la soluciéon. Fue desarrollada
con el fin de proveer al laboratorio clinico de una
técnica confiable y sencilla para medir flGor i6ni-
co en plasma.?* Segln sus autores es de extrema
sencillez y confiable aunque requiere demasiado
tiempo de estabilizacion. A las concentraciones ha-
lladas en plasma normalmente no ha demostrado
ser un método reproducible.®

Determinacion potenciométrica con adicién

Este método se fundamenta en la determinacion
potenciométrica utilizando un electrodo de ion
especifico y adicion de una cantidad de fluoruro
conocido. No requiere curva de calibracion y los
parametros del electrodo se calculan previamente,
considerandose un dato invariante e independien-
te de las condiciones de la muestra. Fue desarro-
llada con el fin de proporcionar un método rapido y
confiable para determinar el contenido de fluoruro
en alimentos.?® Es un método més sencillo que el
propuesto por Fuchs y col.?* Requiere instrumental
de laboratorio sencillo ademas del voltimetro vy el
electrodo de fluoruro.
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Medicion de fluoruro con correccién

de flaor basal

Es habitual suponer que los reactivos utilizados en
la determinacion de fluoruro estan libres de fluo-
ruro. Este método®® propone una manera de des-
contar el fluoruro presente en el blanco. La técnica
utiliza un electrodo de ion especifico. La ventaja de
esta técnica es que descuenta el fluoruro presen-
te en los reactivos, extendiendo la linealidad de la
curva de calibracion hasta 0,26 pmol/L, La desven-
taja es que requiere un gran volumen de muestras
y de patrones.
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