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Possible interactions of fluoride, calcium and fatty
acids in atherosclerotic plaques

Mozliwe interakcje fluorkéw, wapnia i kwasow ttuszczowych w blaszkach
miazdzycowych izolowanych z tetnic szyjnych
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Abstract

Background. Quantitative and qualitative changes in the mineral composition of the arterial wall seem to
be engaged in the formation of the atherosclerotic plaque. The aim of this study was to determine the
content of fluoride and calcium in atherosclerotic plaques and to understand the process of fluorine ions
binding into the plaque.

Material and methods. Plaques were obtained from patients operated for atherosclerosis of carotid arteries.
Median content of fluoride and calcium in the atherosclerotic plagues were 0.75 and 207 umol/g, respectively.
Results. No correlation between the content of fluoride and calcium (R = 0.11, p = 0.60) was disclosed.

Conclusions. We are of the opinion that fluoride reacts with fatty acids of the plaque, disrupting carbon bonds
of the fatty acid molecule. Fluoride is a component of the atherosclerotic plaque but apparently is not deposited
together with calcium ions. Fluoride is capable of interacting with fatty acids of the atherosclerotic plaque.
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Streszczenie
Wstep. Zmiany ilosciowe oraz jakosciowe skfadnikow mineralnych w scianie tetniczej mogq by¢ jednym
z czynnikow stymulujgcych rozwdj blaszki miazdzycowej. Celem niniejszej pracy byto oznaczenie zawartosci
fluorku oraz wapnia w blaszce oraz zbadanie sposobu wigzania jonu fluorkowego w zfogu miazdzycowym.
Materiat i metody. Pomiary zawartosci fluorku i wapnia prowadzono w blaszkach miazdzycowych uzyska-
nych od chorych operowanych z powodu zaawansowanej miazdzycy tetnic szyjnych. Zmierzona mediana
zawartosci fluorku w blaszce osiggneta 0,75 umola/gram.
Wyniki. Nie odnotowano istotnej statystycznie korelacji pomiedzy zawartosciq fluorku oraz wapnia w blaszce
miazdzycowej (R = 0,11, p = 0,60).
Whioski. Fluorek moze reagowac z zawartymi w blaszce miazdzycowej kwasami tfuszczowymi, prawdopo-
dobnie przyczyniajqc sie do degradacji wigzania pomigdzy atomami wegla w czgsteczce kwasu tiuszczowe-
go. Fluorek jest skfadnikiem blaszki miazdzycowej, ale nie odkfada sie w niej w potqczeniu z jonami wapnia
i moze on oddziatywac w blaszce z zawartymi w niej kwasami tiuszczowymi.

Stowa kluczowe: fluorek, wapn, kwasy ttuszczowe, blaszka miazdzycowa

Introduction Wstep
The disproportions in mineral constituents of the Zachwianie réwnowagi stezen sktadnikéw mineral-
arterial wall have been linked to the process of athero- nych w $cianie tetniczej moze by¢ jednym z czynnikow
genesis [ 1]. The changes in the concentration of copper, stymulujacych rozwoj miazdzycy [ 1]. Wydaje sie, ze zmia-
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zinc, calcium, or magnesium in serum and arterial wall
are accompanied by the disorders of lipid metabolism
and dysfunction of some enzymes [I]. The research has
also focused on other trace elements and fluorine has
recently attracted much attention. Unfortunately,
inconsistent reports have appeared on the role of the
fluorine ion in atherogenesis. Louma et al. have
advocated the protective effect of fluoride [2, 3] as
revealed by favorable changes in the lipid profile and
reduced calcification of the aortic wall (and other organs)
in hypercholesterolemic rats maintained on a diet
supplemented with small doses of fluoride [2]. The
studies in animals after heart transplantation have
disclosed that sodium fluoride alters the properties
of endothelium, key cells in atherogenesis [4—6]. Fluorine-
containing compounds, like sulfone derivatives, adversely
affect the activity of several enzymes, among them
lipoprotein lipase regulating serum levels of lipids [7],
elastase controlling the proliferation of smooth muscle
cells [8], and metalloproteinase participating in the
degradation of fibrin in the vascular wall [9].

The following questions, we would like to answer in
this paper, have emerged:
— does fluorine accumulate in atherosclerotic plaques?
— does calcification of the plaque support the accu-

mulation of fluorine?
— what is the role of fatty acids in the uptake of fluo-

rine by the plaque?

Material and methods

The atherosclerotic plaques were collected from
74 patients (13 females and 61 males, aged > 60 years)
ope-rated due to atherosclerotic stenosis of the carotid
arte-ries. The people were not exposed to harmful con-
centration of fluoride [10], and its concentration in serum
of people living in the area of Szczecin was low. The typi-
cal diet for this part of Europe was used by the patients.
None of them used drugs containing fluoride, fluoride
enriched water and food. The muscle layer was carefully
removed and only uncalcified plaques were used. Calcium
and fluoride concentrations were measured in the central
part of the plaque and expressed per tissue weight.

Measurement of fluoride and calcium content in
atherosclerotic plaques

Altogether, 34 plaques were examined. Each plaque
was pulverized in a2 metal homogenizer placed in liquid
nitrogen. Chromatography was used to determine fluo-
ride content in 0.5 g tissue powder [I I]. Calcium was
measured in tissue samples weighing 30 mg, mineralized
in 65% HNO; and diluted with demineralized water.
Atomic absorbance spectrometry (PU 9100 X instrument

ny relacji stezen pierwiastkow, takich jak miedz, cynk,

wapn oraz magnez w surowicy krwi i $cianie tetniczej

moga powodowac¢ zaburzenia metabolizmu lipidéw,

a takze wykazali niektérych biatek enzymatycznych [1].

W literaturze pojawity sie sprzeczne doniesienia na te-

mat roli fluorku w patogenezie miazdzycy. Louma i wsp.

wskazali na pozytywna role fluorku jako czynnika poten-
cjalnie zapobiegajacego arteriosklerozie [2, 3]. W swoich
badaniach zanotowali korzystne zmiany w profilu lipido-
wym u szczuréw z hipercholesterolemia, a takze wyka-
zali ochrone przed kalcyfikacja $ciany aorty (oraz innych
organow wewnetrznych), wynikajaca z suplementacji
zwierzat mafymi dawkami fluorku [2]. Natomiast bada-
nia innych autoréw wskazuja, ze fluorek sodu wptywa na
wiasciwosci endotelium — komorek odgrywajacych klu-
czowa role w patogenezie miazdzycy u zwierzat po prze-
szczepach serca [4-6]. Istotny jest fakt, ze zwiazki fluor-
ku np. pochodne sulfonowe zmieniaja aktywnos¢ enzy-

méw regulujacych stezenie lipidéw w osoczu (lipazy li-

poproteinowej [7]) lub elastazy [8] i metaloproteinazy

— enzymow bioracych udziat w utrzymaniu prawidtowe-

go tempa degradacji widkien fibryny w $cianie naczynia

oraz prawidiowego tempa proliferacji migsni gtadkich [9].
Celem niniejszej pracy byto okreslenie:

— czy i w jakim stopniu jon fluorkowy moze odktada¢
sie w obszarze blaszki miazdzycowej?

— czy postepujacy proces zwapnienia blaszek moze
by¢ czynnikiem stymulujacym gromadzenie w nich
fluorku?

— jaki jest udziat kwaséw ttuszczowych w procesie
wigzania fluorku w blaszce?

Material i metody

Materiat pobierano ze zmienionych chorobowo frag-
mentéw naczyn krwionosnych uzyskanych od 74 cho-
rych (13 kobiet, 6 | mezczyzn, wszyscy badani > 60 rz.),
operowanych z powodu zaawansowanej miazdzycy tet-
nic szyjnych. Chorzy nie byli eksponowani na szkodliwe
dawki fluorku, a stezenie tego jonu w osoczu byto niskie
[10]. Pacjenci stosowali diete typowa dla tej czesci Euro-
py. Zaden z nich nie uzywat lekow zawierajacych zwiazki
fluoru, wody ani zywnosci wzbogaconej fluorkiem.
Z naczynia krwiono$nego usuwano blaszke miazdzycowa,
doktadnie oddzielajac ja od warstwy migsniéwki. Do ba-
dan wybierano blaszki bez widocznych cech zwapnienia.
Do oznaczania zawartosci wapnia i fluorku zawsze wy-
bierano $rodkowa czes$¢ blaszki. Zawartos¢ jonow
w blaszce obliczano na podstawie masy mokrej tkanki.

Oznaczanie fluorku i wapnia w blaszkach miazdzy-
cowych

Do badan uzyto 34 blaszki miazdzycowe. Kazda blasz-
ke homogenizowano w schtodzonym ciektym azotem
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from Philips) was performed in 0.5% lanthanum buffer
and an air-acetylene flame at 422.7 nm and the results
were computer-processed using a calibration curve [12].

Measurement of fatty acids in atherosclerotic
plaques and the effect of sodium fluoride

Twenty plaques were pulverized as above, divided
into aliquots and incubated for 74 h with 0.025, 0.25, or
2.5 mmol/L NaF at ambient temperature. One aliquot
served as control and was incubated with demineral-
ized water. Margaric acid (C17:0) was used as a standard.
Fatty acids were extracted according to Folch [I13],
methylated with a solution of 14% BF; in methanol (20 min,
70°C) and separated in a gas chromatograph (Perkin-
Elmer 8400) equipped with a 100 m RTX 2330 column
and a split/splitless injector. The initial and final oven
temperatures were |65 and 250°C and the temperature
gradient was 2°C/min. The linear velocity of carrier gas
(helium) was 20 cm/s. Peaks were identified according
to retention times of a standard mixture of fatty acid
methyl esters.

Measurement of the effect of ionic strength on fat-
ty acid composition

The experiment was essentially as described above,
with the exception that NaF was replaced by NaCl.
Twenty plaques were used.

Statistics was carried out using with non-parametric
tests, preceded by examination of the distribution.
Correlations were checked using Spearman’s R
coefficient. The 0.05 level of significance was taken.
Changes in the fatty acid composition were studied using
Friedman’s ANOVA test [14] and taking the level of
significance as 0.001. The STATISTICA PI 5.0 software
package was used.

Results

Our results confirm that fluoride is present in hu-
man atherosclerotic plaques and that accumulation
of this element apparently depends on its intake
(environmental pollution, water, food, and fluorine-
containing medicines). Fluoride content ranged from
0.0175 to 8.4 umol/g wet tissue (median = 0.75 umol/g).
In the first and fourth quartiles it was 0.4 | and 2.5 umol/g,
respectively (Tab. I).

Median calcium content in atherosclerotic plaques was
207 umol/g, ranging from 5.3 to 4650 umol/g. In the first
and fifth quintiles it was 54.5 and 763 umol/g, respectively
(Tab. I). No correlation was noted between fluoride and
calcium content R = 0.1 11, p = 0.60).

Concentrations of chosen fatty acids (C16:0, C18:1,
C18:2) in relation to rising concentration of fluoride are

metalowym homogenizatorze i kruszono na proszek.
Uzyskany proszek wazono i dzielono na dwie czesci: 0,5 g
do mierzenia zawartosci fluorku, 30 mg do oznaczenia
zawartosci wapnia w blaszce. Zawartos¢ fluorku w blasz-
ce miazdzycowej oznaczano chromatograficznie [I1].
Zawartos¢ wapnia w blaszkach miazdzycowych oznaczo-
no za pomoca spektrometru absorbcji atomowej PU 9100
X Philips w 0,5-procentowym buforze lantanowym [12].
Mineralizowano 30 mg prébki w 65% HNO;, rozcien-
czano woda demineralizowang i dokonywano pomiaru
absorbcji (w ptomieniu powietrzno-acetylenowym, dtu-
gos¢ fali wynosita 422,7 nm). Wyniki odczytywano kom-
puterowo z krzywej kalibracyjnej wartosci stezen oraz
przeliczano na uzyta do analizy mase nawazki [12].

Analiza ilosciowa i jakosciowa kwasow ttuszczowych
blaszki miazdzycowej

Do pomiaru uzyto 20 blaszek miazdzycowych. Kazda
z blaszek rozdrabniano na jednolita mase w schtodzo-
nym ciektym azotem homogenizatorze metalowym. Uzy-
skany jednolity proszek wazono i dzielono na 2 réwne
czesci inkubowane w réznych stezeniach NaF: 0,025 mM,
0,25 mM, 2,5 mM (74-godzinna inkubacja w tempera-
turze pokojowej). Prébe kontrolng (bez NaF) inkubo-
wano w demineralizowanej wodzie przez 74 h w tem-
peraturze pokojowej.

Do obydwu grup dodano kwas margarynowy (C17:0)
jako standard wewnetrzny. Kwasy ttuszczowe ekstraho-
wano z blaszek metoda Folcha [13], nastepnie metylo-
wano za pomocg |4-procentowego BF;w CH;OH, przez
20 min w temperaturze 70°C. Analize estréw metylo-
wych kwaséw tluszczowych przeprowadzano za pomoca
chromatografu gazowego Perkin-Elmer 8400 zaopatrzo-
nego w kolumne RTX 2330, 105 m, w nastepujacych wa-
runkach: temperatura pieca wynosita 165-250°C, przy-
rost temperatury — 2°C/min, gaz — nosny hel, szyb-
kos¢ przeptywu — 20 cm/s.

Oznaczanie wptywu sily jonowej
Do pomiaréw uzyto 20 blaszek miazdzycowych.

Kazda blaszka kruszono na proszek w schfodzonym

homogenizatorze metalowym, wazono i dzielono na

dwie réwne czesci:

— badana inkubowana w réznych stezeniach NaCl:
0,025 mM, 0,25 mM, 2,5 mM (przez 72 h w temp.
pokojowej);

— kontrolna bez NaCl — inkubowang przez 74 h w temp
pokojowej w wodzie demineralizowane;.

Do obydwu grup podano kwas margarynowy jako
standard wewnetrzny. Kwasy ttuszczowe ekstrahowano,
metylowano i analizowano chromatograficznie w sposéb

opisany powyzej.
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Table I. Content of fluoride and calcium in atherosclerotic plaques from patients operated due to carotid atherosclerosis
Tabela I. Zawartos¢ fluorku i wapnia w blaszkach miazdzycowych uzyskanych od pacjentéw z miazdzyca tetnic szyjnych

Quartiles of fluoride and calcium content in atheromatous plaque
Kwartyle zawartosci fluorku i wapnia w blaszce miadzycowej

| 2 3 4 Mediana
Fluoride <0.4123 0.4123-0.7532 0.7533-2.4820 > 2.4820 0.7532
Fluorek [umol/g]
Calcium
Wapri [umol/g] < 53.5000 53.5000-207.1875 207.1876-763.3000 > 763.3000 207.1875

presented in Figure |. Figure 2 shows the effect of ionic
strength on the fatty acid composition (C16:0, CI18:1,
C18:2) of atherosclerotic plaques. The content of satu-
rated (SFA), monounsaturated (MUFA) and polyunsat-
urated fatty acids (PUFA) in plaques incubated with NaF
is presented in Figure 3.

Changes in the concentration of short-chain satu-
rated fatty acids (C6:0, C12:0) in relation to rising con-
centrations of NaF are shown in Figure 4.

Discussion

The accumulation of fluoride and calcium has been
noticed in other tissues and organs. The content of
fluorine in aorta for example may reach 8.4 g/kg [15].
High levels and a strong correlation with calcium have
been reported for the human placenta [16].

We are inclined to explain the lack of correlation
between fluoride and calcium content in atherosclerot-
ic plaques by different mechanisms responsible for
the accumulation of both elements. Fluoride appears to
bind fatty acids which are the principal components of
a mature plaque [I17, 18]. Our findings support this
argument. Incubation of plaque material with NaF solu-
tions resulted in reduced content of saturated (C16:0),
mono- (C18:1) and polyunsaturated (C|8:2) fatty acids
(Fig. 1). We have deliberately excluded the influence
of ionic strength in this case (Fig. 2). The reduction was
independent of the number of unsaturated bonds in the
fatty acid molecule (Fig. 3). We hypothesize that fluo-
rine leads to breakdown of fatty acid molecules. This
would explain why the content of short-chain fatty
acids (C6:0, C12:0) was not decreased (Fig. 4) as was
for long-chain fatty acids (Fig. I, 3).

Our findings require further studies before reliable
conclusions can be drawn on interactions between fluo-
rine and fatty acids. It has been well established that
PUFA are particularly susceptible to degradation by free
radicals and that the oxidation of polyunsaturated fatty
acids in low density lipoproteins (LDL) plays an impor-
tant role in atherogenesis [19, 20]. Reports from the

Uzyskane wyniki poddano analizie statystyczne;.
Analize statyczna poprzedzono oceng normalnosci roz-
ktadéw. Do analiz postuzono sig testami nieparametrycz-
nymi. Dla oceny wspoéfzaleznosci pomiedzy zmianami
zawartosci poszczegdlnych pierwiastkdw wyznaczono
wspoétczynniki korelacji R Spearmana. Istotnos¢ staty-
styczna dla tych pomiaréw przyjeto na poziomie nie
wyzszym niz 0,05. Do oznaczenia zmian zawartosci
kwasow tluszczowych postuzono sie testem ANOVA
Friedmana [14], poziom istotnosci wynosit 0,001 . Opra-
cowania statystycznego wynikéw dokonano za pomoca
programu statystycznego Statistica PL v 5.0.

Wyniki

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazuja
na obecnos¢ fluorku w blaszce miazdzycowej. Stezenie
fluorku w blaszce wydaje sie by¢ zalezne od ekspozyciji
na fluorki (przebywanie w terenie zanieczyszczonym,
uzywanie fluorowanej zywnosci i wody, przyjmowanie
lekéw zawierajacych fluorek itd.). Zmierzona przez au-
toréw pracy zawartos$¢ fluorku w blaszce miazdzyco-
wej wahata sie w granicach 0,0175-8,4 uM/g mokre;j
tkanki (mediana wyniosta 0,75 uM/g). Kwartyle zawar-
tosci fluorku i wapnia w blaszkach wynosity od 0,41 uM/g
blaszki w pierwszym kwartylu — po 2,5 uM/g w kwarty-
lu czwartym (tab.1).

Mediana zawartosci wapnia w blaszkach miazdzyco-
wych wynosita 207 #M/g mokrej tkanki. Zmierzone mini-
mum zawartosci wapnia to 54,5 uM/g, maksimum
— 763 uM/g (tab.I). Autorzy niniejszej pracy nie odnoto-
wali korelacji na istotnym statystycznie poziomie pomie-
dzy zawartoscia fluorku i wapnia R = 0,1 1 I, p = 0,6).

Zmiany zawartosci kwaséw ttuszczowych (C16:0,
C18:1, C18:2) jako odpowiedz na wzrastajace stezenie
fluorku przedstawiono na rycinach | i 2. Zmiany te wska-
zuja na wplyw sity jonowej na zawartos¢ wybranych
kwasow ttuszczowych (C16:0, C18:1, C18:2) w blasz-
kach miazdzycowych. Blaszki inkubowano we wzrasta-
jacym stezeniu NaCl: 0,025 mM, 0,25 mM, 2,5 mM lub
bez dodatku NaCl (w grupie kontrolnej). Na rycinie 3
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Figure 1. Changes in the concentrations of fatty acids (C16:0,
Cl18:1, C18:2) in response to rising concentrations of NaF

Rycina |. Zmiany stezenia kwaséw ttuszczowych (C16:0,
Cl18:1, C18:2) w odpowiedzi na wzrastajace stezenie NaF
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Figure 3. Concentrations of saturated (SFA), monounsat-
urated (MUFA), and polyunaturated fatty acids (PUFA) in
atherosclerotic plaques. Plaques were incubated with rising
concentrations of Na F (0.025 mM, 0.25 mM, 2.5 mM)

Rycina 3. Stezenie nasyconych (SFA), mononienasyconych
(MUFA) i polinienasyconych kwaséw ttuszczowych w blasz-
kach miazdzycowych. Blaszki inkubowano we wzrastajacych
stezeniach NaF (0,025 mM, 0,25 mM, 2,5 mM)

last fifteen years on the participation of fluorine ions in
free radical reactions are increasing in favor of fluorine-
induced generation of oxygen free radicals [20, 21]. The
formation of fluorine-fatty acid complexes (D,
L-fluoropalmitic acid) has been documented [22] and
the effect of fluoride on the lipid metabolism of the cell
has been described [23-26].

Fluorine complexes forming in atherosclerotic
plaques may be responsible for alterations in physico-
chemical properties of the plaque, such as resistance to
arterial pressure or susceptibility to shear forces, which
ultimately allow for plaque rupture and embolisation.
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Figure 2. The effect of ionic strength on the concentrations
of fatty acids (C16:0, CI18:1, C18:2) in atherosclerotic
plaques. Plaques were incubated with rising concentrations
of NaCl (0.025 mM, 0.25 mM, 2.5 mM)

Rycina 2. Wptyw sity jonowej na stezenie kwasow
tluszczowych (C16:0, C18:1, C18:2) w blaszkach
miazdzycowych. Blaszki byty inkubowane we wzrastajacych
stezeniach NaCl (0,025 mM, 0,25 mM, 2,5 mM)
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Figure 4. Changes in the concentration of short-chain satu-
rated fatty acids (C6:0, C12:0) in response to rising concen-
trations of NaF

Rycina 4. Zmiany w stezeniu krétkotancuchowych nasyco-
nych kwaséw ttuszczowych (C6:0, C12:0) w odpowiedzi na
wzrastajace stezenie NaF

przedstawiono sumaryczng zawartos$¢ kwaséw ttuszczo-
wych: nasyconych (SFA), mononienasyconych (MUFA)
oraz wielonienasyconych (PUFA) izolowanych z blaszek
miazdzycowych inkubowanych bez fluorku oraz w réz-
nych stezeniach NaF: 0,025 mM, 0,25 mM, 2,5 mM.

Zmiany zawartosci krétkotaricuchowych nasyconych
kwasow ttuszczowych: C 6:0, oraz C12:0 w blaszce
miazdzycowej w odpowiedzi na wzrastajace stezenie
fluorku przedstawiono na rycinie 4.
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Further studies are necessary to elucidate the role
of fluorine in atherogenesis.

Conclusions
On the basis of the present findings the following
conclusions have been drawn:

I. Fluorine is deposited in atherosclerotic plaques in-
dependently of calcium (no correlation was found
between fluoride and calcium content);

2. Fluorine ions apparently react with fatty acids present
in the atherosclerotic plaque.
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Dyskusja
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tek zaréwno dtugotancuchowych kwaséw ttuszczo-
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