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RESUMEN

INTRODUCCION: la Ulcera es la lesion mas comin de la mucosa bucal, su
tratamiento estd orientado a eliminar la causa que la origina y cuando su etiologia es
idiopéatica busca aliviar los sintomas y acelerar el proceso de cicatrizacion. No se ha
determinado el uso de un medicamento totalmente efectivo para la curacion de estas
lesiones. Se ha demostrado que el &cido ascorbico (AA) resulta Gtil para promover la
reparacion tisular y la cicatrizacién de los tejidos, por tal motivo, se propuso la
realizacion de este estudio con el fin de obtener mayor informacion sobre el efecto de
esta sustancia en la cicatrizacion de las Ulceras bucales. OBJETIVO: evaluar el
efecto del &cido ascorbico en dlceras bucales inducida en ratas BIOU: Wistar.
METODOLOGIA: se emplearon 28 ratas BIOU: Wistar a las cuales se generd una
Ulcera en la mucosa del carrillo izquierdo mediante un papel filtro circular
impregnado de acido acético al 70% durante 60 segundos, posteriormente se
dividieron en un grupo experimental y un grupo control, ambos con 14 ratas y se les
aplico el gel de AA y gel placebo respectivamente a las 24, 48, 72 y 96 horas para
realizar una evaluacion clinica e histolégica. RESULTADOS: en el grupo
experimental hubo retardo de la cicatrizacién clinica e histoldgica en relacion al
grupo control, siendo significativas las diferencias clinicas a las 48 horas (sig.
bilateral= 0,036). CONCLUSION: el gel de AA aplicado de forma topica no
favorece la cicatrizacion de las Ulceras bucales inducidas en ratas BIOU: Wistar.

Palabras clave: Ulceras bucales, acido ascorbico, cicatrizacion, ratas Wistar.
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INTRODUCCION

La ulcera es la patologia mas comun de la mucosa bucal y se define como una
lesion elemental donde existe pérdida de sustancia en tejido epitelial y en tejido
conjuntivo subyacente; manifestindose como una lesion Unica o multiple, dolorosa,
de pequefio tamafio, bordes localizados, redondeados, aro eritematoso periférico con
base amarilla o grisacea que puede persistir durante dias, incluso semanas, afectando
el desempefio de actividades cotidianas del individuo que las presenta.

Clinicamente las Ulceras bucales son caracteristicas de diversas afecciones y
generalmente se pueden clasificar en agudas y crénicas dependiendo de su duracion;
el tratamiento para estas lesiones esta orientado a eliminar el agente que las origina y
en la mayoria de los casos cuando su origen es idiopatico, como en el caso de la
estomatitis aftosa recurrente (EAR), consiste en aliviar la sintomatologia y acelerar el
proceso de cicatrizacion. No se ha determinado el uso de un medicamento o terapia
especifica que resulte totalmente efectiva para la curacion de estas lesiones, por lo
tanto se han descrito diferentes tratamientos farmacoldgicos, alternativos y naturales
para la resolucion de las mismas.

Entre los tratamientos que se han propuesto, la literatura describe terapias
multivitaminicas que contienen &cido ascérbico (AA) o vitamina C empleada de
forma sistémica y tdpica para tratar estas lesiones, ya que dicha sustancia es un
potente antioxidante que interviene en el crecimiento y reparacion celular, funcién
inmunitaria y produccion de tejido conjuntivo. Sin embargo, hasta ahora se han
encontrado pocos estudios que evalUen el efecto del AA tdpico en el proceso de
cicatrizacidn de Ulceras bucales y algunos resultados son contradictorios. Por lo tanto,
se planted realizar esta investigacion para obtener mayor informacion sobre los
efectos topicos de esta sustancia en la cicatrizacion de Ulceras bucales. Con este
propdsito se realizé un estudio dirigido a evaluar el efecto del AA en Ulceras bucales
inducidas en ratas BIOU: Wistar cuyos resultados podran ser un aporte de
informacion para la comunidad cientifica.

Este Trabajo Especial de Grado esta estructurado en seis capitulos:
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Capitulo I planteamiento del problema: el cual comprende la definicion y
contextualizacion del problema, objetivos y justificacion de esta
investigacion.

Capitulo Il marco teorico: en este capitulo se describen los antecedentes y
bases conceptuales que fundamentaron este trabajo.

Capitulo 111 marco metodoldgico: este capitulo comprende el enfoque,
alcance y disefio de investigacion, ejemplares bioldgicos, sistema de
variables, técnicas e instrumentos de reeleccion de datos, prueba piloto,
materiales, instrumental y equipos, procedimiento, principios bioéticos
tomados en cuenta para el desarrollo de la investigacién y analisis de
resultados.

Capitulo IV: presenta los resultados obtenidos en este estudio a través de
gréaficos y tablas.

Capitulo V: presenta la interpretacién de los resultados asi como la
confrontacion de estos con la literatura.

Capitulo VI: incluye las conclusiones y recomendaciones que surgieron
en este trabajo.

Referencias consultadas para la ejecucion de esta investigacion
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Definicion y contextualizacién del problema

Existen lesiones y enfermedades que pueden afectar el bienestar bucal del
individuo', como aquellas que comprometen los tejidos blandos a nivel de mucosa
bucal, paladar duro y blando, lengua y piso de boca, limitando las actividades
cotidianas, tales como la nutricion, comunicacion y expresion; generando molestias,
dolor y como consecuencia el deterioro de la calidad de vida®™.

Dentro de estas lesiones se encuentran las Ulceras bucales, las cuales son muy
comunes, tienen varias causas y se caracterizan por ser dolorosas y representar un
riesgo de infeccion®. En estas lesiones existe una pérdida de sustancia que afecta tanto
al epitelio como al tejido conjuntivo subyacente y se encuentran sometidas a un
proceso continuo de irritacion debido a la accion de la saliva y de la microbiota
bucal®.

Hay diferentes clasificaciones para las Ulceras bucales, aunque la mas aceptada
las divide en agudas, a las de instauracion brusca y corta duracién; y cronicas a las de
instauracion insidiosa y larga duracién®’. Cabe destacar que no se ha llegado a un
consenso sobre la duracion que determina cudndo una Ulcera pasa a ser cronica; sin
embargo, las lesiones que tienen una duraciéon mayor a dos semanas pudieran
considerarse Ulceras cronicas®®. Tomando en cuenta la clasificacion antes
mencionada, dentro de las lesiones de tipo ulcerativas de naturaleza aguda se
encuentra la EAR, las uUlceras traumaticas, Ulceras por infecciones virales y
bacterianas. Los procesos que cursan con la aparicién de ulceras bucales crénicas
incluyen liguen plano erosivo, carcinoma oral de células escamosas Yy Ulceras bucales
asociadas a la ingesta de farmacos, como es el caso de los pacientes que reciben radio

y quimioterapia’®. Por lo tanto, es importante la realizacién de un correcto
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diagndstico diferencial para establecer el protocolo terapéutico adecuado en cada
caso®.

Se considera importante identificar la etiologia de estas lesiones integrando la
historia de la enfermedad con la evaluacion clinica de las mismas, lo que permitira
clasificarlas en alguna de las siguientes categorias: a) traumaéticas; b) recurrentes; c)
infecciosas; d) asociadas con padecimientos sistémicos y e) neoplésicas.

En la literatura cientifica se presta especial atencién a la descripcion de la EAR
ya que se destaca por ser el cuadro mas frecuente de Ulceras bucales y se reconoce

como la enfermedad mas comdn de la mucosa bucal®>1-2

constituyendo una de las
urgencias en el &mbito odontolégico’. Tomando en cuenta la periodicidad, la
intensidad y la persistencia con que se presenta la EAR, se ha definido, desde el punto
de vista clinico, como una entidad que cursa con recurrencia y de etiologia no bien
precisada*.

La ocurrencia de esta afeccion, en general benigna, es considerada elevada
debido a que aporta cifras de un 5 a 66% de la poblacién general*®12131518.25-27
Algunos autores refieren que las mujeres son mas susceptibles que los
hombres**!#2?" Ninguna edad est4 exenta de esta lesién, por lo general es més
frecuente en jovenes*>>18227-29 Eqta patologia posee multiples etiologias y consiste
en lesiones inflamatorias de la mucosa bucal, que se caracterizan por ser ovaladas,
circunscritas y presentar un halo eritematoso con un fondo amarillo-grisaceo. Pueden

ser solitarias o maltiples**¥3*

28,30

y generalmente se presentan en zonas no
queratinizadas

En cuanto a los tratamientos de las Ulceras bucales existen diferentes alternativas
de acuerdo con la causa gque ocasiona la lesion. Por ejemplo, en el caso de ulcera
traumatica principalmente se deben evitar los factores precipitantes que pudieran
contribuir a la formacion o severidad de la Ulcera presente en cavidad bucal. De
presentar enfermedades infecciosas de etiologia viral, bacteriana o fungica, se debe
tratar la lesiébn con el adecuado farmaco antiviral, antibiético o antifungico
respectivamente’. En el caso de Ulceras de etiologia no precisada como en la EAR se

20,25,32-34

han realizado ensayos clinicos donde se evaluaron diversos tratamientos que
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permitieron acortar el periodo de permanencia y prolongar la remision; sin embargo,
debido a que se requiere de varios dias de tratamiento para atenuar los sintomas,
existe la duda de si la mejoria es un efecto del farmaco o de la propia evolucion
natural de la enfermedad, por lo tanto se presume que no se dispone de un
medicamento especifico que logre una curacién total de la EAR?.

Se han propuesto terapias farmacoldgicas utilizando dexametasona vy
clorexhidina®; terapias naturales como el propéleo® y el Aloe vera®; y alternativas
empleando laserterapia® *®. Mientras que otros autores han destacado el uso de
terapias coadyuvantes en casos de Ulceras persistentes y dolorosas, recomendando la

utilizacion de analgésicos tépicos y suplementos proteinicos y vitaminicos®.

y

Asimismo, se ha descrito el uso de terapias multivitaminicas®®, vitamina B12*%

vitamina C*.

Las vitaminas son nutrientes organicos, esenciales y vitales que deben formar
parte de la dieta equilibrada para permitir el desarrollo, crecimiento y mantenimiento
adecuado del organismo. Las vitaminas tienen multiples funciones como cofactores
enzimaticos en gran cantidad de procesos bioguimicos en nuestro organismo, uno de
los cuales esté relacionado con el proceso de cicatrizacion de las heridas®".

Dentro del grupo de vitaminas se describe el AA, el cual es necesario para la
reparacion y mantenimiento de cartilago, hueso y dientes**; a su vez tiene una funcién
antioxidante*, antiinflamatoria®® y cicatrizante**. Por ende se han desarrollado
modelos experimentales que brindan diversas posibilidades de evaluar el efecto de
esta vitamina en el proceso de cicatrizacion®*0434>47.

En el ambito odontoldgico, el AA se ha utilizado en diferentes terapias, como por

ejemplo, en el tratamiento de la enfermedad periodontal*®*°

, en combinacién topica
con dexametasona y B-glicerofosfato sddico para la conservacion de hueso alveolar
post extraccion realizada en conejos® y en la cicatrizacion de tejidos blandos bucales
en cobayos®. Asimismo, se empled el AA de forma tépica en Ulceras trauméticas
provocadas en el dorso de la lengua de cobayos promoviendo la cicatrizacion en las
etapas iniciales y dificultando la misma en las etapas finales>".

En un estudio clinico, se utilizd como terapia la combinacion de AA con lignina
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de pino por via oral para prevenir y tratar las Ulceras causadas por la infeccion del
virus herpes simple tipo 1°2. También se empled AA de forma sistémica administrado
por via oral como tratamiento de la EAR en nifios’. De igual manera se evalud
sistemicamente la accion del AA como terapia cicatrizante en una incision provocada
en mucosa bucal de cobayos™. Los estudios antes mencionados sugieren que el
empleo de AA para la cicatrizacion de las lesiones es efectivo.

Por otra parte, se utilizé la vitamina C via oral como tratamiento postquirurgico
de la cirugias de terceros molares mandibulares incluidos, donde ésta gener6é un
proceso de cicatrizacion ligeramente mas rapido aunque estadisticamente no
significativo con respecto al grupo control®*.

Aun cuando los resultados de estas investigaciones sugieren que el AA promueve
la cicatrizacion en cavidad bucal, las evidencias sobre la efectividad de la aplicacion
topica del AA como tratamiento para las Ulceras bucales son insuficientes y en
algunos casos sus resultados contradictorios, por lo tanto este estudio experimental en
ratas BIOU: Wistar, estuvo oriento a evaluar el efecto del AA topico en el tratamiento

de las Ulceras bucales.

1.2 Objetivos de la investigacion
1.2.1 Objetivo general
Evaluar el efecto del acido ascorbico en Ulceras bucales inducidas en ratas BIOU:
Wistar.
1.2.2 Objetivos especificos
e Describir la evolucion clinica de las ulceras bucales en el grupo
experimental y en el grupo control.
e Comparar la evolucion clinica de las ulceras bucales entre el grupo
experimental y el grupo control.
e Describir los hallazgos histologicos de las Ulceras bucales en el grupo
experimental y en el grupo control.
e Comparar los hallazgos histolégicos de las ulceras bucales entre el grupo

experimental y el grupo control.
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1.3 Hipotesis

Hi;: el tratamiento con AA favorece el proceso de cicatrizacion de Ulceras
bucales.

Ho: el tratamiento con AA no favorece el proceso de cicatrizacion de Ulceras
bucales.

1.4 Justificacion

Las Ulceras bucales suelen ser dolorosas y son motivo de consulta frecuente™, ya
que afectan el habla, la nutricién y afectan la calidad de vida de los pacientes™. La
literatura cuenta con numerosos estudios que exponen las posibles causas,
describiendo asi su etiologia multifactorial.

Debido a que el sintoma mas relevante ocasionado por este tipo de lesiones es el

dolor®®8

y la molestia que causa en los pacientes durante el tiempo que se da el
proceso de cicatrizacion, resultaria beneficioso identificar y estudiar una opcién
terapéutica que induzca la cicatrizacion de las Glceras bucales en un periodo mas
corto.

Por lo tanto, el presente estudio resulta de gran utilidad si se tiene en cuenta que
en los Gltimos afios un ndmero considerable de investigaciones cientificas se ha
encaminado hacia la busqueda de nuevas sustancias para el tratamiento de las Glceras
bucales. Es por ello que teniendo en cuenta la propiedad cicatrizante que se le
atribuye al AA y las ventajas de la administracion tdpica, se propone su uso como una
posible alternativa para la disminucién de la duracién de estas lesiones en boca, ya
que en la literatura se han encontrado pocos estudios que empleen el AA tdpico como
terapia para esta lesion; ademas, representaria una opcion econdémica, de bajo riesgo y
facil aplicacion.

Para evaluar el efecto terapéutico de esta vitamina se empleé un modelo
experimental cuya metodologia puede ser util para el disefio de estudios relacionados

con el tema objeto de investigacion.
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CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

En este capitulo se recopilan diferentes estudios citados en orden tematico, los
cuales estan divididos segln la relacion que guardan con el tema en estudio y
organizados por subtitulos: efecto del AA en Ulceras bucales y efecto del AA en
heridas quirargicas en mucosa bucal.

2.1.1 Efecto del acido ascérbico en ulceras bucales

Los estudios mencionados en este apartado guardan estrecha relacion con esta

investigacion, ya que se describe el uso del AA en diferentes tipos de ulceras bucales.

Barbosa et al.>*

en el afio 2004, analizaron histologicamente el proceso de
reparacion de las Ulceras provocadas en la lengua de cobayos bajo la aplicacion tépica
de AA. Fueron utilizados 20 cobayos machos a los cuales se les indujo una Ulcera de
3 mm de diametro, alcanzando en profundidad la capa muscular por medio de un
bisturi tipo punch. Posteriormente fueron divididos en dos grupos, un grupo
experimental de diez animales al que se le aplicd AA topico en polvo sobre la lesion,
en un intervalo de 24 horas durante catorce dias y un grupo control el cual no recibid
tratamiento sobre la lesion. Luego del sacrificio de los animales se obtuvieron dos
muestras histologicas tanto del grupo control como del grupo experimental al tercer,
quinto, séptimo, noveno y décimo cuarto dia. Los estudios histoldgicos realizados al
tercer dia revelaron que en el grupo experimental hubo regresion del proceso
inflamatorio, recomposicion del epitelio superficial y organizacion de los fibroblastos
activos, al quinto dia fue evidente la disminucién de la vascularizacion en la lamina
propia, se observd mayor numero de fibroblastos y fibras musculares; sin embargo, a
los siete dias hubo un estancamiento en la evolucion de la reparacion. A partir del

noveno dia el inicio de la remodelacion estaba méas adelantado en el grupo control
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con respecto al experimental. Por lo tanto los autores concluyen que la aplicacion
topica del AA promovid en las fases iniciales el proceso de reparacion mientras que
en las etapas finales dificulto la cicatrizacion.

En el afio 2010 Yasui et. al.** realizaron un estudio que permitié evaluar el
potencial de la vitamina C para reducir la frecuencia de la EAR menor y la gravedad
del dolor. Para esta investigacion se seleccionaron 16 pacientes con EAR menor, a los
cuales se les administré una dosis oral diaria de 2000 mg/m? de vitamina C durante
tres meses. Antes de aplicar el tratamiento se obtuvo muestras de sangre venosa
heparinizada de cada uno de los participantes, donde los neutrofilos fueron aislados,
sedimentados y centrifugados para determinar la liberacion de superoxido (O2), esta
reaccion se llevo a cabo durante cinco minutos con N-formil-metionil-leucil-
fenilalanina (FMLP) o con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). Durante el
tratamiento con AA los datos demostraron que en el 94% de los pacientes se redujo
en un 50% la frecuencia de la EAR menor (0.63 = 0.78). Posterior a los tres meses de
tratamiento, se interrumpio el mismo y la frecuencia de la EAR menor aument6 1.94
+ 1.16. Por otra parte, el nivel del dolor de acuerdo con la escala de calificacion
numérica también disminuyé durante el periodo de tratamiento. En cuanto a los
resultados obtenidos de las pruebas en sangre, los neutréfilos estimulados por FMLP
generaron un aumento significativo de O2 en pacientes con EAR menor, en
comparacion con los individuos sanos. En contraste, en los estimulados por PMA la
produccién de O2 fue similar en cada grupo. Los autores concluyen que la vitamina C
parece ser efectiva pero sus hallazgos fueron preliminares y recomiendan la
reevaluacion de dichos hallazgos a través de ensayos clinicos aleatorizados con
muestras de mayor tamafio.

Gonzales et. al.*? en el afio 2009, llevaron a cabo un estudio clinico piloto en el
que evaluaron la actividad del tratamiento con lignina de pino y AA en pacientes con
virus herpes simple tipo 1(VHS-1). En dicho estudio incluyeron 48 pacientes de
ambos sexos entre 4 - 61 afos de edad con lesiones activas de VHS-1, de los cuales
16 se encontraban en periodo prodrémico, 11 con lesiones eritematosas, 1 con

edema/papula, 13 con vesicula/pustula y 7 pacientes con lesion en estadio de ulcera.

21



Se administré de forma oral 1mg de lignina-AA tres veces al dia durante un mes. Los
pacientes que iniciaron este tratamiento las primeras 48 horas luego de presentar los
sintomas no desarrollaron lesiones caracteristicas del VHS-1 mientras que los
pacientes que comenzaron el tratamiento mas tarde, experimentaron una duracién
mas corta de estas lesiones y una disminucion de los sintomas en comparacion con
episodios anteriores. Por lo tanto, estos autores concluyeron que la combinacién de la
lignina de pino y AA tiene una potente actividad antiviral, promoviendo una
cicatrizacién mas rapida, la reduccion de los sintomas y de la frecuencia de episodios
de VHS-1.

2.1.2 Efecto del &cido ascorbico en heridas quirurgicas

En esta seccion se describen estudios en los cuales se ha evaluado el efecto
cicatrizante del AA en incisiones quirdrgicas y heridas post extraccion en cavidad
bucal.

Alas® en el afio 2015 realizé una investigacién en la que se pretendi6 determinar
la efectividad de la vitamina C via oral (500 mg) en la cicatrizacion de la incision
intersulcular posterior a cirugias de terceros molares mandibulares incluidos a través
de un estudio clinico aleatorizado, simple ciego con muestra por conveniencia (nl=
30 y n2= 30) en el que cada sujeto sirvid de control de si mismo, evaluando en un
primer momento los resultados de las intervenciones sin vitamina C via oral,
realizadas en un cuadrante y posteriormente se evalud las intervenciones realizadas en
el cuadrante contralateral y con medicacion de vitamina C via oral. Los resultados
arrojaron que al no utilizar vitamina C via oral, el 76.7 % de los pacientes presentaba
la herida cerrada al momento de retirar la sutura y al utilizar vitamina C via oral
solamente el 80 % habia cerrado la herida. La diferencia entre ambos no es
significativa (p= 0.75). Por lo tanto el autor concluye que al realizar abordajes
quirargicos de terceros molares mandibulares incluidos con incision intersulcular,
utilizando vitamina C via oral, ofrece un proceso de cicatrizacion mas rapido en el

periodo post quirdrgico, aunque estadisticamente no significativo.
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En el afio 2014 Arévalo® realizé un estudio para determinar la efectividad del
AA en la cicatrizacién de tejidos, en el cual se emplearon 28 cobayos y la muestra se
dividié en un grupo de estudio (14 cobayos) al que se administré cuatro mega dosis
de AA en forma subcutanea, y un grupo control (14 cobayos) al que no se administrd
AA. A los dos grupos se les realizd una incisién quirdrgica de 6 mm a nivel de la
linea mucogingival en la region correspondiente a los incisivos inferiores y al octavo
dia se efectuaron cortes histolégicos de 4 mm para su analisis. Los resultados
indicaron que la administracion de AA fue efectiva en un 66.7% disminuyendo los
niveles de inflamacion, evitando la infeccion en un 92.9% y al evaluar el grado de
cicatrizacion la herida estaba cerrada en un 100% en el grupo de estudio, mientras
que, el grupo de control presenté un 47.6% de inflamacidn, continuaron los procesos
infecciosos en un 52.4% y la herida quedé cerrada en apenas un 35.7%. A su vez, en
la evaluacién histoldgica se valoré que la administracion de AA si tuvo influencia en
la proliferacion de fibras coldgenas en el grupo de estudio, no siendo asi en el grupo
de control donde se evidencid congestion de vasos sanguineos asi como de
neutrofilos. La hipotesis de esta investigacion fue confirmada demostrando que la
administracion en mega dosis de AA mejora el tiempo de cicatrizacion a siete dias.

Otro estudio en el que se empled el AA tuvo lugar en el afio 2015, en éste Chen

et. al.>°

evaluaron la eficacia de un inductor osteogénico (IO) que contenia
dexametasona, vitamina C y b-glicerofosfato sédico en la cicatrizacion de heridas
post extraccion. Para realizar esta investigacion se extrajeron los primeros premolares
mandibulares bilaterales de 75 conejos de Nueva Zelanda, dicha muestra permitio
evaluar un grupo en cuyas cavidades se implantaron esponjas de gelatina con el 10,
otro grupo donde las esponjas de gelatinas no contenian el 10 y en el ultimo grupo no
se implantd ningun tipo de esponja. Los resultados mostraron que en el grupo 10 se
logré una nueva y mejor formacion dsea, asi como también, una mayor cicatrizacion
de las heridas y el mantenimiento de la altura del hueso alveolar post extraccion. Por
lo tanto el estudio concluy6 que esta combinacion podria ser un material de implante
prometedor para la aplicacion clinica humana debido a su rentabilidad, facil

adquisicion y aplicacion.
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Lopez™ en el afio 2017 realizé una investigacion donde comparé la efectividad
cicatrizante del AA (administrado por via parenteral en dosis terapéutica y en
megadosis) en la mucosa masticatoria de los cobayos. El grupo de estudio estuvo
conformado por 30 cobayos (Cavia porcellus) divididos en tres grupos (A, B, C): A:
megadosis 642.6 mg/4.26 ml en tres dias/ dosis diarias de 214.2 mg/1.42 ml B: Dosis
terapéutica 42,75 mg/0,285 ml en tres dias/ dosis diarias de 14,25 mg/0,095 ml. C:
Grupo control sin recibir AA. En los 30 cobayos se realizé una incision de 5 mm de
longitud subperiostica, siendo evaluada clinicamente durante cuatro dias vy
posteriormente se tomoé la muestra para el andlisis histologico. Los resultados
muestran que con megadosis mejora el temperamento en un 40% ya que al inicio del
experimento, los cobayos eran agresivos y luego del tratamiento se mostraron mas
tranquilos, mejord la hemorragia a la traccion del labio en un 50% vy la presencia de
heridas abiertas al tercer dia post incision en un 40% con respecto al grupo control.
Se determiné que la megadosis de AA mejora la formacion de fibroblastos en un
166% analizados a 10x y en un 139% los analizados a 40x y mejora en un 75% la
formacion de fibras colagenas; se determing también que la dosis terapéutica de AA
mejora la formacién de fibroblastos en un 67% analizados a 10x, y en un 77% los
analizados a 40x y mejora en un 25% la formacion de fibras colagenas. Concluyendo
que la accién del AA en megadosis y dosis terapéutica disminuye la cantidad de

células inflamatorias en la zona cicatrizal y la inflamacion a la observacion clinica.

2.2 Bases conceptuales
2.2.1 Mucosa bucal

La cavidad bucal esta tapizada por una membrana mucosa himeda que forma la
barrera estructural entre el cuerpo y el medio externo, denominada mucosa bucal. La
humedad de esta mucosa es aportada por la secrecion de saliva proveniente de las
glandulas salivales.

La mucosa bucal estd integrada por dos capas de tejido estructural y
embrioldgicamente diferentes, el tejido epitelial, de origen ectodérmico y el tejido

conjuntivo, de origen mesenquimatoso (lamina propia, corion o estroma).
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Las dos capas estdn conectadas por una membrana basal, donde el tejido
conjuntivo emite prolongaciones hacia el epitelio, denominadas papilas coriales, que
son invaginaciones; mientras que el epitelio emite proyecciones hacia la lamina
propia en forma de evaginaciones que reciben el nombre de crestas epiteliales. Esta
disposicion facilita la nutricion del epitelio avascular a partir del tejido conjuntivo

que es de carécter vascular®®.

2.2.2 Organizacion de la mucosa bucal
La mucosa bucal, de acuerdo a su estructura, se clasifica en tres tipos: de
revestimiento, masticatoria y especializada.

e Lamucosa de revestimiento, es no queratinizada, flexible, de color rosado
y reviste la parte interna de los carrillos, los labios, el paladar blando, la
cara ventral de la lengua y el piso de la boca. La mucosa de la cara ventral
de la lengua y del piso de la boca es la méas vascularizada y delgada de
toda la mucosa bucal.

e La mucosa masticatoria cubre estructuras inmdviles como las encias y el
paladar duro, es paraqueratinizada, de color rosa palido, es firme y gruesa
debido a que se encuentra expuesta a las fuerzas compresivas y abrasivas
de la masticacion.

e La mucosa especializada es paraqueratinizada, se localiza en el dorso de
la lengua y se encuentra asociada a la funcion gustativa gracias a las

papilas localizadas en toda su superficie®.

2.2.3 Tejido epitelial

El epitelio es un tejido avascular compuesto por células que recubren las
superficies externas del cuerpo y revisten las cavidades internas cerradas (incluido el
aparato cardiovascular) y los “tubos” que comunican con el exterior (aparatos

digestivo, respiratorio y genitourinario).
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El epitelio también forma la porcion secretora (parénquima) de las glandulas y

sus conductos excretores. Ademés, hay ceélulas epiteliales especializadas que

funcionan como receptores sensoriales (olfato, gusto, oido y vision)®".

2.2.3.1 Clasificacion del tejido epitelial

La clasificacion de los epitelios tiene su fundamento en dos factores: la cantidad

de estratos celulares y la forma de las células mas superficiales.

Los estratos celulares pueden ser:

Simple: cuando tiene un solo estrato celular de espesor.

Estratificado: cuando posee dos estratos celulares o0 mas.

Las células individuales que componen el epitelio se describen como:

Planas: cuando el ancho y la profundidad de la célula son mayores que su
altura.

Cubicas: cuando el ancho y la profundidad son mas o menos iguales que
la altura.

Cilindricas: cuando la altura de las células es apreciablemente mayor que

las otras dimensiones.

Un epitelio dado puede tener una funcién o mas, segun la actividad de los tipos

celulares que contenga: secrecion, absorcién, transporte, proteccion, funcién

receptora.

La cavidad bucal esta tapizada por epitelio estratificado plano, al igual que el

es6fago, epidermis y vagina; este epitelio cumple la funcién de barrera y proteccion®

1

y puede ser clasificado desde el punto de vista histoldgico en tres tipos

fundamentales.

Epitelio estratificado plano ortoqueratinizado: en este epitelio se
encuentra la capa basal, espinosa, granulosa y cornea.

Epitelio estratificado plano paraqueratinizado: presenta caracteristicas
similares al epitelio ortoqueratinizado a nivel de los estratos basal,
espinoso y granuloso, aunque este Ultimo presenta granulos poco

desarrollados. La diferencia fundamental esta en los elementos celulares
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del estrato corneo en el cual las células conservan sus nicleos y algunas
organelas.

Epitelio estratificado plano no queratinizado: en este epitelio no existe
una capa cornea superficial y carece de estrato granuloso aunque se

pueden formar granulos incompletos®®.

2.2.3.2 Células del tejido epitelial

El epitelio de la mucosa bucal esta constituido por dos poblaciones celulares:

1.

Poblacién intrinseca o propia del epitelio: formada por los queratinocitos
los cuales constituyen alrededor del 90% de la poblacion celular total del
epitelio de la mucosa bucal y estan destinados a queratinizarse en mayor

0 menor grado.

Los queratinocitos se pueden disponer en el epitelio formando cuatro capas o

estratos: basal, espinoso, granuloso y corneo.

2.

Poblacion extrinseca: se subdivide de acuerdo con las células que la
conforman.

e Poblacion extrinseca permanente: representa el 9% de la
poblacion celular del epitelio y estd constituida por los
melanocitos, células de Merkel y células de Langerhans.

e Poblacion extrinseca transitoria: representa alrededor del 1% del
epitelio y esta constituida por granulocitos, linfocitos y monocitos
sanguineos que pueden infiltrarse ocasionalmente en el epitelio

bucal®®.

2.2.4 Tejido conjuntivo

El tejido conjuntivo esta compuesto por células y una matriz extracelular que

contiene fibras, sustancia fundamental y liquido histico. Forma un compartimento

vasto y continuo por todo el cuerpo que estd separado por laminas basales de los

diversos epitelios y por las laminas externas de las células musculares y de las células

de sostén del sistema nervioso periférico®’.
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El tejido conjuntivo estd formado por abundantes fibras colagenas, fibroblastos,
vasos sanguineos, glandulas salivales menores y glandulas seb4ceas®.
2.2.4.1 Clasificacion del tejido conjuntivo
El tejido conjuntivo en el adulto se divide en dos subtipos:
e Tejido conjuntivo laxo
e Tejido conjuntivo denso, que ademas puede subclasificarse en dos tipos
basicos segun la organizacion de las fibras colagenas: tejido conjuntivo denso

no modelado y tejido conjuntivo denso modelado®.

2.2.4.1.1 Tejido conjuntivo laxo

El tejido conjuntivo laxo es un tejido conjuntivo celular con fibras colagenas
delgadas y relativamente escasas. Presenta, ademas, abundante sustancia fundamental
que ocupa mayor volumen que las fibras. Se encuentra principalmente debajo de los

epitelios que tapizan la superficie externa del cuerpo y revisten cavidades internas.
Este tipo de tejido es el primer sitio donde los agentes patdgenos que han
penetrado a través de una superficie pueden ser atacados y destruidos por células del
sistema inmunitario. La mayor parte de los tipos celulares presentes en el tejido
conjuntivo laxo son células transitorias que migran desde los vasos sanguineos
locales en respuesta a estimulos especificos. En consecuencia, este tejido es el sitio de

las reacciones inflamatorias e inmunitarias®.

2.2.4.1.2 Tejido conjuntivo denso no modelado
El tejido conjuntivo denso no modelado o irregular se caracteriza por presentar
abundantes fibras colagenas, escasez de sustancia fundamental y células. Las células
que contiene son generalmente fibroblastos. Lo tipico es que las fibras de este epitelio
estén dispuestas en haces orientados en direcciones diferentes, que resisten las fuerzas

tensoras que acttian sobre los 6rganos y estructuras®.
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2.2.4.1.3 Tejido conjuntivo denso modelado
El tejido conjuntivo denso modelado o regular se caracteriza por tener células y
fibras ordenadas en haces paralelos muy juntos. Este tejido es el principal
componente funcional de los tendones, ligamentos y las aponeurosis®.
2.2.4.2 Celulas del tejido conjuntivo
Las células del tejido conjuntivo pueden ser de dos tipos:
1. Poblacién celular residentes (fijas): son relativamente estables, es tipico que
se muevan un poco y pueden considerarse residentes permanentes del tejido.
Entre estas células se encuentras: fibroblastos, miofibroblastos, macréfagos,
adipocitos, mastocitos y células madre mesenquimaticas.
2. Poblacion celular transitoria (libre o errante): consiste en células que han
emigrado al tejido desde la sangre en respuesta a estimulos especificos. Estas
células son: linfocitos, plasmocitos, neutrofilos, eosinéfilos, basofilos y

monocitos®’,

2.2.5 Cicatrizacion de la mucosa

Cuando el tejido sufre una injuria, el cuerpo reacciona generando nuevo tejido
y da origen a lo que se conoce como cicatriz, esta puede variar en su aspecto clinico y
el tiempo que tarde en formarse. El proceso de cicatrizacion depende de diversos
factores como la edad del paciente, estado nutricional y enfermedades sistémicas.
Clinicamente se considera una cicatriz normal o sin alteraciones si presenta las
siguientes caracteristicas: color semejante a la misma coloracion de la piel 0 mucosa,
herida lisa con bordes regulares y ausencia de procesos infecciosos®.

La cicatrizacion es un proceso dindmico mediado por proteinas solubles
(citocinas y factores de crecimiento) y células encargadas de la proliferacion celular
para el restablecimiento del tejido lesionado. Normalmente la cascada de eventos que
producen la reparacién del tejido lesionado, se conduce por factores de crecimiento
generados por las células implicadas en el proceso como queratinocitos, fibroblastos
y células inflamatorias. Estos factores de crecimiento regulan la proliferacion y la

diferenciacion celular y son importantes en el desarrollo embrionario, la regeneracion
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tisular y la reparacién. Muchos de estos factores actlian en cada una de las etapas del
proceso de cicatrizacion®,

El proceso de cicatrizacion se lleva a cabo a través de 3 fases principalmente;
fase inflamatoria, fase proliferativa y fase de remodelacion.

Fase inflamatoria: esta fase se inicia por medio de la hemostasia, la cual
induce la inflamacion mediante la permeabilidad vascular y quimiotaxis, en la cual
participan las proteinas encargadas de la regularizacion y duracion de la respuesta
inflamatoria e inmunoldgica ante una injuria. La formacién del tampdn plaquetario,
obtenido con la fibronectina, permite la llegada de neutréfilos, macréfagos, linfocitos,
celulas endoteliales y fibroblastos; ademas permite el contacto entre el colageno y las
plaguetas, alcanzando un maximo a las 24 o 48 horas®™. A su vez, los monocitos
acuden mediante la sefial de quimiotaxis, los cuales estan encargados de sustituir a los
polimorfonucleares en la herida tras las 48 horas de haber ocurrido la lesion
convirtiéndose en macrofagos, produciendo la liberacion de factores de crecimiento
lo cual favorece la fase de granulacién®; entre los factores de crecimiento, se
destacan por su actividad el TGF-B, PDGF vy factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF), junto con interleucinas implicadas en la inflamaciéon®. Una
fase inflamatoria insuficiente, aumentada o prolongada en el tiempo puede provocar
el retraso del cierre de la herida y aumentar el riesgo de infeccion®.

Fase proliferativa: luego de 2 6 3 dias de haberse producido la herida los
fibroblastos actian determinando el inicio de la fase proliferativa, aun antes que la
fase inflamatoria haya concluido. Todos los pasos que ocurren en esta fase no son
sucesivos pues ocurren simultaneamente®”. Los fibroblastos y las células endoteliales
son las ultimas poblaciones que infiltran las heridas; las citocinas y los factores de
crecimiento que inducen la proliferacion de estos grupos de célula, provienen de las
plaguetas y macréfagos®, sobresaliendo el factor de crecimiento epidermal (EGF),
factor de crecimiento de los queratinocitos (KGF), factor de crecimiento de los
fibroblastos basico (bFGF), factor de necrosis tumoral (TNF), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento nervioso (NGF) y factor de

crecimiento insulinico (IGF)*,
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Fase de remodelacion: en esta etapa se reemplazan las fibras de colageno
depositadas al azar por nuevas fibras de colageno, orientadas de modo tal que resisten
mejor las fuerzas de traccion que caen sobre la herida, pero no alcanza la resistencia
de un tejido sano. Conforme el metabolismo de la herida disminuye la
vascularizacion también lo hace, por lo que el eritema va redimiendo. La contraccion
de la herida inicia terminando la fase proliferativa y continta hasta poco después de
iniciada la etapa de remodelacion. La contraccion consiste en que los bordes de la
herida migran uno hacia el otro por lo que la herida disminuye su tamafio®®. La fase
de remodelacion es conducida por factores como: factor de crecimiento de los
hepatocitos (HGF), KGF, EGF, bFGF, TGF-B y PDGF®.

2.2.5.1 Cicatrizacién por primera intencién

La cicatrizacidn por primera intencion ocurre durante las primeras 12-24 horas
después de haber sido cerrada la herida, al aproximar sus bordes con suturas o algun
dispositivo mecanico®. Los margenes de la herida estan en contacto, es decir, tiene
los planos cerrados, estando suturada o no, por lo tanto los bordes de la herida en la
cual no ha ocurrido pérdida de tejido son colocados en la posicion anatomica exacta
en que se encontraban antes de la lesién. La herida se repara con una minima
formacion de cicatriz®.

Este proceso de cicatrizacion requiere de una menor epitelizacion, depdsito de
colageno, contracciéon y remodelacién. Por lo tanto, la cicatrizacion ocurre mucho
mas rapido, con un bajo riesgo de infeccion y con una menor formacién de cicatriz
que en las heridas que lo hacen por segunda intencién®.

2.2.5.2 Cicatrizacion por segunda intencién

La cicatrizacion por segunda intencion ocurre cuando los bordes de la herida no
han sido afrontados y aparece en este caso un tejido de granulacién que no es mas que
la proliferacion conjuntiva y vascular. En este proceso la epitelizacion se efectua de
una manera mas lenta a través de dos vias: centripeta es decir, de los bordes de la
herida hacia el centro partiendo de los islotes epiteliales, y centrifuga de los islotes

hacia la periferia®.
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En este tipo de cicatrizacion existe pérdida de tejido por lo que hay una brecha
entre los bordes de la herida, esta cicatrizacion se da regularmente en tejidos poco
flexibles, cuyos bordes no se pueden aproximar, en este caso se requiere de la
migracion de gran cantidad de epitelio, deposicion de colageno, contraccion y
remodelacion. Su evolucién es muy lenta y genera una cicatriz de mayor tamafio que
en el caso de la cicatrizacion por primera intencion existiendo un mayor riesgo de
infeccion en la herida®.

En sintesis, independientemente de la aproximacion o no de los bordes, el
proceso de reparacion es igual, se puede resumir como la formacién y maduracion del
tejido de granulacion con migracion de los bordes epiteliales, la diferencia radica en
que por primera intencion se acelera el proceso en cuanto al tiempo de curacién, al

ser menor el espacio entre los méargenes de la herida®.

2.2.6 Colageno
2.2.6.1 Fibras colagenas
Las fibras colagenas son las mas abundantes del tejido conjuntivo, son flexibles y
tienen una resistencia tensora notable. Con la microscopia electrénica de transmisién
las fibras colagenas aparecen como haces de subunidades filamentosas finas. Estas
subunidades son las fibrillas colagenas, las cuales exhiben un patron de bandas
transversales con una periodicidad de 68 nm. Este patron de bandas es un reflejo de la
estructura en subunidades de la fibrilla y, especificamente del tamafio y la forma de la
molécula de colageno y la disposicién de las moléculas que forman la fibrilla. La
molécula de colageno mide alrededor de 300 nm de longitud y 1,5 nm de diametro y
tiene una cabeza y una cola. Al formar la fibrilla las moléculas de colageno se alinean
cabeza con cola en hileras que se superponen con brechas entre las moléculas de cada
hilera y un desfase de un cuarto de molécula entre hileras continuas®.
2.2.6.2 Molecula de colageno
La molécula de colageno individual esta formada por tres cadenas polipetidicas
(cadenas o) que se enroscan y dan origen a una triple hélice. Cada tercer aminoacido

de la cadena es una glicina, excepto en los extremos de la cadenas a. Una molécula de
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hidroxiprolina o una hidroxilisina con frecuencia precede a cada glicina de la cadena
y cada glicina suele ser seguida por una prolina.

Las cadenas a no son todas iguales, hasta ahora se han podido categorizar hasta
27 tipos de colageno teniendo en cuenta las combinaciones de cadenas o que
contienen. Segun el tipo especifico de molécula de colageno, esta puede ser
homotrimétrica (compuesta por tres cadenas o idénticas) o heterotrimétrica (formada
por dos o hasta tres cadenas o distintas)Gl.

Entre los tipos de coladgeno se describen el colageno tipo I, que se encuentra en
tejidos conjuntivos laxo y denso, es heterotrimétrico y el colageno tipo 1l el cual, esta
presente en los cartilagos hialino elastico, en donde aparece en la forma de fibrillas
muy finas y es homotrimétrico®.

2.2.6.3 Biosintesis de colageno

La sintesis de colageno fibrilar comprende una serie de acontecimientos dentro
del fibroblasto que conduce a la generacion de procolageno, el precursor de la
molécula de colageno. Estos acontecimientos ocurren en orgéanulos limitados por
membrana dentro de la célula. La formacion de la fibrilla propiamente dicha se
produce fuera de la célula y comprende actividad enziméatica en la membrana

plasmética para producir la molécula de colageno®.

2.2.6.3.1 Acontecimientos intracelulares

Los pasos de la biosintesis de casi todos los colagenos fibrilares son semejantes
pero los del colageno de tipo | son los que se han estudiado con mas detalle. Las
caracteristicas singulares de la biosintesis de colageno estan expresadas en las etapas
de procesamiento postraduccional que son necesarias con el fin de preparar la
molécula para el proceso de armado extracelular.

Los polirribosomas del reticulo endoplasmético (RER) sintetizan las cadenas a
de coladgeno en forma de precursores con propéptidos globulares grandes en los
extremos aminoterminal y carboxiloterminal, llamadas cadenas pro-o (moléculas de
preprocolageno). Dichas cadenas polipetidicas pasan a las cisternas del RER, en

donde comienza el procesamiento intracelular que consiste en:
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e Laescision de la secuencia de sefial aminoterminal.

e La hidroxilacion de residuos de prolina y lisina. EI AA es un cofactor
necesario para la adicion de grupos hidroxilo a los residuos de prolina y
lisina en las cadenas pro-a por las enzimas prololhidroxilasa y
lisilhidroxilasa; sin la hidroxilacion postraducional de la prolina y la
lisina no pueden formarse los enlaces de hidrdgeno indispensables para
alcanzar la estructura definitiva de la molécula de colageno. Esto explica
por qué las heridas no curan y la osificacion esté alterada en el escorbuto
(deficiencia de vitamina C).

e La adicion de grupos sacaridos a algunos residuos de hidroxilisina
(glucosilacion) y a las dos posiciones terminales.

e La formacion de la estructura globular en el extremo carboxiterminal, la
cual asegura la alineacion correcta de las tres cadenas o durante el armado
de la hélice triple.

e La formacion (con inicio en el extremo carboxiterminal) de una hélice
triple por tres cadenas a, excepto en los extremos terminales en donde las
cadenas polipetidicas permanecen sin enrollarse.

e La formacion de enlaces de hidrogeno y disulfuro que ejercen influencia
sobre la forma de la molécula.

e La estabilizacion de la molécula helicoidal triple (molécula de
procolageno).

e EIl embalaje del procolageno en vesiculas de secrecion en el aparato de
Golgi.

e EIl movimiento de las vesiculas hacia la membrana plasmatica asistidas
por microfilamentos y microtdbulos.

e La exocitosis del procolageno® ™.

2.2.6.3.2 Acontecimientos extracelulares
El procoldgeno es convertido en una molécula de coldgeno madura para

posteriormente ser aglomeradas y alineadas para formar las fibrillas colagenas
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definitivas en un proceso conocido como fibrilogénesis. La célula controla la
disposicion ordenada de las fibrillas neo-formadas al dirigir las vesiculas de secrecion
hacia un sitio focalizado de la superficie celular para que ocurra la exocitosis. Al
mismo tiempo, la célula forma en su superficie una indentacion o receso para permitir
que las moléculas se concentren en el sitio donde ocurrird el armado. En este receso
de la superficie celular las moléculas de colageno se alinean en hileras y se
autoensamblan longitudinalmente cabeza con cola. También se aglomeran
lateralmente, escalonadas en un cuarto de molécula. Luego las moléculas de colageno
establecen enlaces cruzados entre si por medio de uniones covalentes que se forman
entre los grupos aldehido de la lisina y la hidroxilisina. La biogénesis del colageno
determina la formacion de polimeros muy bien organizados que reciben el nombre de
fibrillas®.
2.2.6.4 Interacciones complejas de la cicatrizacion

La mayoria de las moléculas de colageno son sintetizadas por las células del
tejido conjuntivo y las moléculas de colageno de la membrana basal son producidas
por las células epiteliales. La sintesis del colageno es regulada por interacciones
complejas entre factores de crecimiento, hormonas y citocinas. Por ejemplo, el factor
de crecimiento transformante B (TGF-B) y el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF) estimulan la sintesis de colageno por los fibroblastos mientras que

las hormonas corticoides (glococorticoides) la inhiben®".

2.2.7 Ulceras bucales
Las ulceras son lesiones que se manifiestan por destruccion del epitelio o el
corion, de tamafio y profundidad variables’*, son lesiones elementales en las que hay
una pérdida de sustancia que afecta tanto al epitelio como al tejido conjuntivo
subyacente®, son motivo de consulta frecuente y suelen localizarse en la mucosa bucal
(labios, lengua, piso de la boca, paladar blando, Gvula, etc.) y faringea. La lesion
primitiva no es ni una vesicula ni una ampolla, sino directamente la pérdida de tejido

debida a una necrosis epitelial que sobrepasa la membrana basal, exponiendo

35



terminaciones nerviosas lo que provoca molestias o dolor. Si alcanzan gran tamafio,
pueden dejar una cicatriz después de su curacion®

Clinicamente cursan como lesiones dolorosas, de tamafios variables, redondos u
ovalados y de bordes limpios, el fondo necrético estd cubierto por un exudado
fibrinoso blanco-amarillento.”® y su periferia esta enmarcada por un ribete o halo rojo
de origen inflamatorio’.

Una vez que se forma una Ulcera estara sujeta a un proceso continuo de irritacion
debido a la accién de la saliva y de la microbiota bucal, lo cual favorece que una
lesién inflamatoria aguda se cronifique®.

2.2.7.1 Etiologia

La etiologia de la ulceracion bucal puede estar relacionada con distintos procesos
infecciosos, enfermedades mucocutaneas, neoplasias, enfermedades
gastrointestinales, alteraciones sanguineas, enfermedades reumatoldgicas, consumo
de farmacos, traumatismos y de origen idiopético (EAR.)"%.

2.2.7.2 Clasificacion

Se han descrito diversas clasificaciones de ulceras bucales, dentro de las cuales
se puede mencionar la realizada por Ortiz y Chimenos'! quienes toman en cuenta las
posibles etiologias de dichas lesiones para agruparlas en:

e Traumaética

e Neoplasica

e Aftas recurrentes: EAR, sindrome de Behcet, sindrome de Sweet, sindrome
MAGIC, sindrome de fiebre periddica, faringitis, adenitis cervical y
neutropenia ciclica

e Sistémica: enfermedades mucocutaneas (liquen plano, pénfigo, penfigoide,
eritema multiforme, epidermolisis bullosa, dermatitis herpetiforme)

e Enfermedades del tejido conjuntivo y otras enfermedades (lupus eritematoso,

sindrome de Reiter)

e Enfermedades gastrointestinales (enfermedad celiaca, colitis ulcerosa,

enfermedad de Crohn)

e Alteraciones psicologicas (estrés o ansiedad)
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e Procesos fisiologicos (menstruacidn, embarazo, menopausia)
e Alergias alimentarias
e Reacciones adversas a medicamentos
Las ulceras bucales también pueden clasificase en agudas, es decir, aquellas de
instauracion brusca y corta duracion; y crénicas, de instauracion insidiosa y larga
duracion. Bascones et al.® clasifican las Glceras bucales de la siguiente manera.
Ulceras bucales agudas:
e Ulcera traumatica
e Estomatitis aftosa recurrente
e Infecciones virales
e Infecciones bacterianas
e Sialometaplasia necrosante
Ulceras bucales cronicas:
e Liquen plano erosivo
o Ulceras asociadas a la ingesta de farmacos
e Carcinoma de células escamosas
e Penfigoide mucoso
e Pénfigo vulgar
e Gingivitis descamativa
A continuacion se hace referencia al tipo de Glcera mas frecuente de la mucosa bucal,

como lo es la EAR:

2.2.7.2.1 Estomatitis Aftosa Recurrente
La estomatitis aftosa recurrente es la enfermedad ulcerosa méas comudn de la
mucosa bucal. Se caracteriza por la apariciébn de una o varias Ulceras (aftas)
dolorosas, inicialmente necrdticas, cubiertas por una pseudomembrana blanca o
grisacea y rodeadas por un halo eritematoso bien definido.
Las lesiones suelen afectar a la mucosa bucal no queratinizada, pueden persistir
durante dias o semanas y recurren después de periodos muy variables. La EAR afecta

aproximadamente a 20% de la poblacion general, aunque algunos estudios indican
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una prevalencia de 5 a 60%, dependiendo del grupo étnico y socioecondmico. Son
lesiones comunes en pacientes entre los 10 y 40 afios de edad; tienen predileccion por
el sexo femenino y por individuos de nivel socioeconémico alto.

La respuesta inmunitaria en la EAR se caracteriza por la estimulacion antigénica
de los queratinocitos, que favorece la activacion de los linfocitos T, y la participacion
de inmunoglobulinas, inmunocomplejos circulantes, citocinas y moléculas de
adhesion. Lo antes mencionado da lugar a la acumulacion de linfocitos y al desarrollo
de una respuesta citotdxica que induce la aparicién de tlceras en la mucosa bucal”®,

La EAR es considerada un proceso multifactorial en el que se unen diversos
factores desencadenantes y una alteracion inmunolégica de base. Actualmente la
etiopatogenia de la EAR no es completamente conocida, aungue su aparicion ha sido
relacionada con diversos factores, destacando los factores genéticos con antecedentes
familiares asociados a esta enfermedad. Otros factores relacionados son alergia
alimentaria, trauma local, cambios hormonales, estrés, ansiedad, deficiencias
nutricionales, agentes infecciosos y diversas enfermedades sistémicas’>.

2.2.7.3 Hallazgos histoldgicos de la tlcera bucal

El fondo de la ulceracion esta cubierto de un exudado fibrinopurulento. En su
periferia se observa un infiltrado celular, compuesto por polimorfonucleares,
neutrofilos y linfocitos. El infiltrado inflamatorio denso, en el corion subepitelial, esta
compuesto de linfocitos, monocitos y macréfagos. Los vasos estan dilatados y el
infiltrado perivascular presenta células mononucleadas™.

2.2.7.4 Fisiopatologia de la ulcera bucal

Un estimulo antigénico puede desencadenar una reaccion citotoxica contra las
células epiteliales de la mucosa, como consecuencia, puede producir la muerte de los
queratinocitos y una reaccion inflamatoria en la que estarian implicadas células como
polimorfonucleares, neutrofilos, macrofagos, mastocitos, linfocitos T CD vy citocinas
como la interleucina (IL) 2, el interferon-c (IFN-c) y el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-0)™,

En los pacientes que padecen ulceras, el estudio de las citocinas IL2, IFN-c y

TNF-o. muestra diferencias significativas con los controles: las concentraciones
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plasmaticas de IL2 y la expresion de los receptores de esta citocina estan aumentados
en los linfocitos periféricos activados. A su vez, se ha podido demostrar que la
sintesis de IFN-c es producida por los linfocitos T CD estimulados y los monocitos
sanguineos periféricos estimulan la secrecion de TNF-a, por lo tanto esta citocina se
encuentra presente en las células del infiltrado inflamatorio y en los vasos de la
mucosa lesionada’™.

2.2.7.5 Estrés oxidativo y su relacion con las ulceras bucales

La ruptura del equilibrio que se establece entre sustancias antioxidantes y
oxidantes a beneficio de los radicales libres es el factor llamado estrés oxidativo. De
manera que es necesario saber que el exceso de oxigeno resulta potencialmente
peligroso debido a la formacion de sustancias reactivas del oxigeno™.

En las células aerobias existen diferentes vias que conducen a la formacién de
radicales libres derivados del oxigeno, basados en sus fuentes principales asociadas al
metabolismo del &cido araquiddnico, cicloxigenasa, lipoxigenasa y el citocromo P-
450. La presencia de enzimas superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasas elimina
productos secundarios de la via univalente en las células aerobias, y sugiere que los
aniones superéxidos y el peréxido de hidrégeno son productos metabdlicos
importantes del metabolismo oxidativo, que en su conjunto producen lesion de
macromoléculas como el ADN, los hidratos de carbono y las proteinas’’®.

En los pacientes que cursan con Ulceras de tipo EAR, se ha realizado
determinacion en suero y en saliva para medir el nivel de peroxidacion lipidica y el
estado de las vitaminas antioxidantes. EI grado de peroxidacion lipidica, medido a
través de los niveles de malondioaldehido estd aumentado en los sujetos con aftas y
enfermedad periodontal .

Por consiguiente es necesario evitar las causas que desencadenan o promueven la
inflamacion, tales como el trauma y la sepsis oral, a su vez considerar la
administracion de antioxidantes como coadyuvantes en la terapéutica de esta

patologia’®.
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2.2.8 Acido Ascorbico

El AA es una vitamina hidrosoluble y esencial, sintetizada quimicamente a partir
de glucosa, mediante una serie de reacciones catalizadas por enzimas, siendo la L-
gulono-y-lactona oxidasa (GLO) la ultima enzima involucrada en su sintesis. Los
cobayos, murciélagos frugivoros, algunas aves (bulbul de orejas rojas), ciertos
primates y los hombres no poseen la capacidad de sintetizar AA debido a la ausencia
de GLO"".

El AA (CeHsOe) tiene un peso molecular de 176,13 Da, es hidrosoluble y posee
propiedades acidas y fuertemente reductoras. Tales propiedades se deben a su
estructura enediol y a la posibilidad de ionizar el hidroxilo situado sobre el carbono 3,
formando un anion que queda estabilizado por resonancia. Eventualmente, puede
disociarse el hidroxilo del carbono 2, formando un dianién, aunque no adquiere la
misma estabilidad que la del carbono 3. La forma natural de la vitamina es el isomero
L que posee propiedades nutricionales; el isomero Optico del carbono 4 D- tiene
alrededor de 10% de la actividad del isémero L- pero sin fines vitaminicos al igual
que el isémero 6ptico del carbono 5, el 4cido iso-ascorbico’”.

De forma natural el AA puede obtenerse a partir de frutas citricas, tomates,
fresas, vegetales verdes, repollo, papas, entre otros. Los jugos de naranja y limén son
fuentes con alto contenido de esta vitamina y contienen alrededor de 0.5 mg/ml. El
AA se destruye con facilidad por calor, oxidacion y adlcalis. Ademas de su
participacion en la nutricion, el AA suele utilizarse como un antioxidante para
proteger el sabor y color natural de muchos alimentos>*.

2.2.8.1 Absorcion del 4cido ascorbico

El AA se absorbe en el intestino delgado por un proceso activo dependiente de
sodio, siendo SVTC-1 (sodium-depen-dent vitamin C transporter 1) el transportador
que tiene selectividad para el isomero L del AA y el &cido L-dehidroascorbico
(ADA), pero no para glucosa. Debido a su estructura quimica el AA es muy sensible
a la degradacion. Numerosos factores influyen en los mecanismos degradativos, entre
ellos el pH, la concentracion de oxigeno, las enzimas, los catalizadores metéalicos, la

concentracién inicial del 4cido y la relacién AA - ADA™.

40



2.2.8.2 Degradacion del 4cido ascorbico

La degradacion del AA se lleva a cabo mediante procesos oxidativos que resultan
de la transferencia de dos electrones. Primeramente se origina el monoanion
ascorbato (AH-), el cual, con la pérdida adicional de un segundo electrén, forma el
ADA, altamente inestable y susceptible a la hidrélisis del anillo lactona que se
hidroliza con gran facilidad para producir &cido 2,3-dicetogulénico (DCG), que
posteriormente se degrada por decarboxilacion, con la consiguiente pérdida del valor
nutricional del AA. Hay tres vias de degradacion del AA, la via oxidativa catalizada,
la via oxidativa no catalizada y la via bajo condiciones anaerdbicas. La via oxidativa
catalizada esta influenciada por la presencia de oxigeno e iones metalicos como
hierro (Fe3+) y cobre (Cu2+) que acttan acelerando la velocidad de la reaccion. El
AA se degrada fundamentalmente via su monoanion (AH-), rindiendo ADA. La
velocidad de esta reaccion depende de la concentracion del catalizador metélico en
presencia de oxigeno. Si la presion parcial de oxigeno disminuye, la reaccion se
estabiliza y posiblemente exista una oxidacion directa por radicales hidroperdxidos
(HO2:) o peréxido de hidrégeno (H202)™".

2.2.8.3 Funciones del &cido ascérbico

El AA es una conocida vitamina hidrosoluble a la que se le han atribuido
multiples efectos y aplicaciones, tanto a través de su uso tépico como sistémico’®. El
AA es un nutriente esencial para la sintesis de colageno del tejido conjuntivo, ayuda
en la absorcion de hierro proveniente de alimentos de origen animal, interviene en el
metabolismo de las proteinas y tiene una funcién antioxidante y cicatrizante®.

Su accion antioxidante se considera importante en la prevencion de la lesion
celular que se produce cuando el organismo consume oxigeno, ademas ayuda al
mantenimiento de los vasos sanguineos e interviene en centenares de procesos
corporales esenciales, entre ellos el crecimiento y la reparacion de las células y la
produccién de tejido conjuntivo®. Asimismo, al interactuar con otros micronutrientes
ayuda a revertir el dafio potencial causado por los radicales libres a nivel celular y

modula funciones de las células inmunes a través de la regulacion de factores de
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transcripcion sensibles a redox y afecta a la produccion de citocinas Yy
prostaglandinas, que mantienen una respuesta inmune efectiva’®.

Por otra parte, también se han descrito situaciones en que se comporta como un
peligroso compuesto pro-oxidante, ya que en determinadas condiciones fisioldgicas
puede generar radicales libres; en tal sentido, se ha observado que la vitamina C tiene
la propiedad de reaccionar con metales de transicion como el cobre y el hierro, a
través de un proceso que comprende la formacion de compuestos intermedios los que
posteriormente conducen a la formacion de radicales hidroxilos que son moléculas de
elevada reactividad conforme lo refiere su vida media que es aproximadamente 1 x
10° segundos; es decir, participa en reacciones controladas por difusion y tienen la
propiedad de dafiar proteinas, lipidos y acidos nucleicos®.

Se ha demostrado que la vitamina C es necesaria para la sintesis de
hidroxiprolina, el cual es un elemento indispensable para la formacion de colageno
tipo |, proteina fundamental para la cicatrizacion de heridas™, asi mismo participa en
el metabolismo de la noradrenalina, transformacion del triptéfano en serotonina,
metabolismo del &cido folico y en la proteccion de vitaminas A y E, cambio de hierro
férrico en hiero ferroso, prevencion de infecciones, respiracion intracelular,
metabolismo de la tirosina, estructuras intercelulares de huesos, dientes y cartilagos®.
Tal es la importancia del AA en la sintesis del colageno tipo 1 que su disminucion
sérica por debajo de 300 mg/L causa un déficit de tejido conjuntivo y una deficiente
cicatrizacion de heridas®

Asimismo, esta vitamina resulta esencial para el buen funcionamiento del sistema
inmunoldgico por su participacion en la actividad de los linfocitos, neutrdfilos,
fagocitos, anticuerpos y en la produccion de interferébn. Ademas actla en las
reacciones inflamatorias ayudando a sintetizar inmunoglobulina para controlarlas® y
se ha descrito que inhibe los efectos de las citocinas pro inflamatorias como el VEGF
y el TNF-o®".

2.2.8.4 Via de administracion
El AA puede ser administrado tanto por via parenteral como por via oral, pero

esta Ultima pudiera presentar efectos adversos como nauseas, diarrea y vomito, por
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ello se prefiere su administracion parenteral, mejorando también la concentracion
sérica que supera en 30 a 70 veces la concentracién alcanzada por via oral
aumentando su efecto terapéutico®. Asimismo, en situaciones que evitan la absorcion
adecuada a partir del tubo digestivo, pueden proporcionarse soluciones por via
parenteral™.

2.2.8.5 Déficit de acido ascorbico

Una forma severa de deficiencia de AA se conoce como escorbuto, donde el
problema se produce en la sintesis del colageno, ya que el AA es un cofactor esencial
en este proceso, donde hay una disminucion en la sintesis de pro-coldgeno y una
reducida hidroxilacién de los residuos prolina y lisina’’.

La ingesta recomendada de esta vitamina es de 75 a 90 mg/dia y su deficiencia
prolongada podria ocasionar escorbuto, cuyo cuadro clinico denota gingivitis, dolor e
inflamacién de articulaciones, debilidad muscular, fragilidad de los vasos capilares,
micro hemorragias, por consiguiente anemia y podria tener consecuencias mortales si
el requerimiento vitaminico no es compensado®.

2.2.8.6 Interaccion con otros farmacos

Al interactuar la vitamina C con warfarina esta Gltima disminuye su actividad
anticoagulante, por ello es que se recomienda que la administracion de vitamina C se
reduzca a 1 g/dia para evitar asi trastornos de la coagulacion. En cuanto a su
eliminacién se sabe que cuando se administra mas de 3 g por via intravenosa el rifion
elimina su exceso a través de la orina lo cual se relaciona con una mayor incidencia

de calculos renales®.

2.2.9 Modelo experimental de Ulcera bucal inducida por acido acético
Fujisawa et al. en el afio 1998 fueron los primeros en disefiar un modelo animal
para la induccién de Ulceras bucales empleando acido acético®. Con base en ese
modelo algunos estudios han utilizado esta sustancia de forma topica para generar la
5,10,30,46,47,84

lesién y en otras investigaciones una inyeccién de acido acético en la

mucosa®® 2 ambos métodos de induccion han sido usados en diferentes ejemplares

bioldgicos, como conejos 304478 hamsteres® 8 ratas'®%08% y ratones®®.
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El &cido acético es capaz de producir ulceras en mucosa buca
los modelos anteriormente descritos han llegado a simular lesiones como estomatitis

888 | a Glcera producida por el acido acético se manifiesta con el

y mucositis
aumento de células proinflamatorias, produccion de citocinas, exceso de oéxido
nitrico, generacion de prostaglandinas y aumento de apoptosis de las células

epiteliales™.
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CAPITULO 111
MARCO METODOLOGICO

Una vez enunciado el problema de investigacion, establecidos los objetivos y
conceptualizadas las bases tedricas que fundamentaron el estudio, se presenta la
metodologia empleada con el fin de alcanzar los objetivos propuestos. En esta seccion
se describen los topicos relacionados con la metodologia de este trabajo, tales como,
enfoque, alcance y disefio de investigacién. De igual forma se mencionan los
ejemplares bioldgicos que fueron utilizados, las variables, técnica e instrumentos de
recoleccion de datos, materiales, procedimiento, cronograma de actividades y el

analisis estadistico realizado.

3.1 Enfoque, alcance y disefio de investigacion

Este estudio tiene un enfoque cuantitativo debido a que se utilizaron métodos de
recoleccion y analisis de datos para responder las preguntas de investigacion,
utilizando medicién numérica, conteo y uso de la estadistica®. En esta investigacion
se midié la aproximacion de los bordes de la Glcera inducida y se realizé un estudio
histoldgico para evaluar el grado de cicatrizacion.

El alcance de esta investigacion es explicativo debido a que se expresaron las
causas de relacién entre las variables por medio de la descripcion de las mismas®, en
este sentido se evalud el efecto cicatrizante del AA en las Ulceras bucales.

Por su parte, el disefio de esta investigacion es experimental debido a que se
establecio el posible efecto de una variable que se manipula, se considera
experimento puro ya que para lograr el control y validez interna, se establecieron
grupos de comparacion y se evalud la equivalencia de los mismos™. En este
experimento se conformaron de forma aleatoria un grupo de estudio tratado con AA 'y
un grupo control al que se le aplicd un placebo y de esta manera se evalué el efecto

del tratamiento propuesto en esta investigacion.

45



3.2 Ejemplares biologicos

Se emplearon 30 ratas machos adultas sanas de la linea BIOU: Wistar (Rattus
norvegicus) con un peso comprendido entre 350 g y 450 g, provistas por el Bioterio
de la Universidad de Los Andes, Mérida-Venezuela, las cuales fueron divididas en un
grupo experimental conformado por 15 ratas a las que se les aplicé gel de AA y un

grupo control de 15 ratas a las que se les suministro un gel placebo.

3.3 Sistemas de variables
3.3.1 Variable independiente
Tratamiento:
o Gel de AA.
e Gel placebo.
3.3.2 Variable dependiente
e Cicatrizacion de la mucosa bucal de ratas BIOU: Wistar determinada por
dos dimensiones: la clinica y la histolégica.
Dimension clinica: clinicamente la cicatrizacion se evalud mediante el siguiente
indicador:
Area eliptica de la lesion: A= m.a.b (a= medida de mayor amplitud de la lesion,
b= medida de menor amplitud de la lesion), la cual se expresé en mm?.
Dimensién histoldgica: el analisis histopatologico fue realizado por la profesora Rosalba
Florido, especialista en Anatomia Patoldgica, quien reportd cualitativamente los
siguientes indicadores:
Integridad del tejido epitelial (integridad o discontinuidad).
Cantidad de vasos sanguineos (ausencia, escaso, moderado o abundante).
Infiltrado inflamatorio (ausencia, mononucleares, polimorfonucleares o mixto).
Densidad de tejido conjuntivo (laxo o denso).

Cantidad de colageno (escaso o abundante).
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3.4 Tecnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica de recoleccidn de datos que se empled para llevar a cabo este estudio,
fue la observacién directa, que consiste en visualizar o captar mediante la vista, en
forma sistemética, cualquier hecho que se produzca en funcion de los objetivos de
investigacion preestablecidos™. Se emple6 la observacion técnicamente asistida para
evaluar la ulcera bucal inducida, utilizando un instrumento de medicion (sonda
periodontal de Williams Hu-friedy®) con la finalidad de medir la aproximacion de
los bordes, determinando la medida de mayor longitud (a) y la medida de menor
longitud (b) durante el proceso de cicatrizacion. Por su parte, para la realizacion de
las pruebas histologicas se empled el método de observacion técnicamente asistida
por medio del microscopio.

Se utilizaron como instrumentos fichas de registro que permitieron evaluar las
caracteristicas clinicas e histoldgicas del area de estudio al momento de inducir la
Ulcera bucal y durante el proceso de cicatrizacion del tejido. Para el registro clinico se
utilizé como gufa el instrumento utilizado por Cabezas y Yuconsa® (Anexo A y B) y
para el registro histolégico el de Contreras® (Anexo C); ambos con modificaciones,
adaptandolas a las variables de estudio del presente trabajo. La ficha de registro para
la evaluacion clinica se baso en la aproximacion de los bordes de la lesién tomando
dos medidas en cada tiempo de observacion (una en sentido horizontal y otra en
sentido vertical) para determinar el area de la lesion y obtener un valor para “a”
correspondiente a la medida de mayor amplitud y uno para “b” correspondiente a la
medida de menor amplitud. Para llevar a cabo esta evaluacion se utiliz6 una sonda
periodontal de Williams Hu-friedy® la cual tiene una medida de 1 mm a 10 mm y
para aumentar la capacidad de visualizacion de la medida se empled una lupa. Se
utilizaron las siguientes medidas como indicadores:

4 mm

3 mm

2 mm

1 mm

<lmm
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3.5 Prueba piloto

Para asegurar la viabilidad y confiablidad de esta investigacion y cumplir con
las normas bioéticas requeridas para el trabajo con animales de laboratorio se llevaron
a cabo dos pruebas pilotos, las cuales estuvieron constituidas por un total 7 ratas
adultas, machos, sanas de la linea BIOU: Wistar, con un peso comprendido entre 350
g y 450 g. Las pruebas se desarrollaron en las instalaciones del Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Los
Andes durante el mes de Julio de 2018.

Las pruebas piloto se realizaron con el proposito de adquirir las destrezas
necesarias para la correcta manipulacién de los animales, explorar y conocer la
mucosa bucal y establecer la dosis anestésica apropiada para lograr la anestesia
general requerida en el experimento. A su vez, permitieron validar el modelo de
induccioén de la ulcera, verificar la pertinencia de los instrumentos de recoleccion de
datos, practicar la medicion, determinar el tiempo de cicatrizacion clinica del tejido,
definir los parametros para la aplicacion del AA, precisar los limites del corte de
tejido para el estudio histoldgico y observar los hallazgos histoldgicos en la zona de
estudio, sin la aplicacion del tratamiento.

Para cumplir con lo anteriormente descrito se realiz en primera instancia una
prueba piloto donde se utilizaron cuatro animales anestesiados con pentobarbital (50
mg/kg) administrado por via intraperitoneal®>***’; este farmaco generd la sedacion de
los mismos mas no la anestesia profunda requerida para la evaluacién de los tejidos y
la induccion de la lesion. Es por ello que se probo la administracion de una dosis mas
alta (55 mg/kg) de pentobarbital, lo cual gener6 la muerte de dos de los ejemplares.

Por consiguiente, se realiz una segunda prueba piloto donde se incluyeron las
2 ratas restantes de la prueba anterior, complementandose este grupo con 3 animales
mas para un total de 5 ejemplares con el fin de probar el efecto de otro farmaco

anestésico, la ketamina (75 mg/kg) en combinacion con xilacina (5 mg/kg) generando
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una anestesia profunda que permitié llevar a cabo el modelo experimental para la
induccion de la Ulcera.

Para la induccion de la lesién se empled el modelo animal experimental
desarrollado por Fujisawa et al*’ en los cinco ejemplares previamente anestesiados,
en donde se utiliz6 un papel filtro circular de 4 mm de didmetro impregnado con
solucion de acido acetico en una concentracion de 50%, el cual se posiciond en el
carrillo derecho de cada rata con una pinza algodonera durante 60 segundos. Luego
de evaluar la mucosa al cabo de dos dias no se evidencié la formacion de la Ulcera.

Debido a esto se decidi6 aumentar la concentracion del &cido acético al 70%

1.8 en el modelo descrito

con base en la modificacion propuesta por Lee et a
anteriormente; generando la ulcera en el carrillo contralateral de uno de los
ejemplares, siendo identificada como rata control (RC). En cuanto al posicionamiento
del papel filtro se decidié emplear de manera inactiva una fresa de diamante en forma
de rueda colocada en una turbina para lograr presionar uniformemente el papel filtro
en el area durante 60 segundos.

La Ulcera se evidencio al cabo de 2 dias, coincidiendo con otros estudios'®®*

ya
partir de su aparicion clinica se comenzé a evaluar diariamente la evolucion de la
cicatrizacion y la aproximacion de los bordes de la herida a las 24, 48, 72 y 96 horas,

resultando que en la Ultima observacion ya habia cicatrizado (Figura 1).

Figura 1. Evolucion clinica de la cicatrizacion de rata control. A: 24 horas. B: 48 horas. C: 72
horas. D: 96 horas.

Tomando en cuenta que desde el punto de vista clinico se observo la
cicatrizacién completa a las 96 horas en la RC, se realiz6 el mismo procedimiento

para inducir la Ulcera en los cuatro ejemplares restantes, identificados como R1, R2,
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R3, R4, lo cual previa eutanasia, permitid la realizacion de la biopsia excisional de la
lesion a las 24, 48, 72 y 96 horas respectivamente para poder realizar el anélisis
histoldgico de cada muestra.

A través de la prueba piloto histoldgica se corrobord la formacién de la Glcera
en la mucosa, por lo tanto se validd el modelo experimental para la induccién de esta
lesion (Figura 2). A su vez se logro observar que histolégicamente el tejido cicatrizd a

las 96 horas.
‘feB1>
Al gy 7 . : = L
B.2
2 A2 3
A y B

Figura 2. Microfotografias de preparados histol6gicos tefiidos con H-E correspondientes a
epitelio con integridad y epitelio ulcerado. A: microfotografia donde se observa mucosa sana de rata
BIOU: Wistar. A.1: continuidad del tejido epitelial. A.2; corion. B: microfotografia donde se observa

discontinuidad del tejido epitelial en mucosa de rata Wistar. B.1: epitelio ulcerado. B.2: corion.
3.6 Materiales, instrumental y equipos
En esta seccion se mencionan los materiales, instrumental y equipos que fueron
necesarios para la realizacién de este estudio.
3.6.1 Materiales
3.6.1.1 Farmacos
e Ketamina 50 mg/mi
e Xilacina 2%
e Enflurano
e Acido ascorbico 15%
e Gel placebo
3.6.1.2 Materia prima
e Acido acético (Fluka® 99,8%)
e Agua destilada
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3.6.2

Metilparabeno (Nipagin®)
Propilparabeno (Nipasol®)
Carboximetilcelulosa
Bisulfito de sodio
Papel filtro (Xinxing®)
Formol al 10%
Parafina
Xilol
Hematoxilina
Eosina
Instrumental
Sonda periodontal de Williams (Hu-friedy®)
Envases de vidrio color &mbar de 360 ml con tapa de baquelita
Pinza
Jeringa de insulina
Lupa
Espatula metélica
Bandejas
Portaobjetos
Equipos
Balanza (Mettler® tara 2500 g)
Agitadores de vidrio
Estufa (horno de secado)
Balanza manual para pesar animales de laboratorio (Ohaus®)

Microscopio (Olympus®)

3.7 Procedimiento

Esta investigacion constd de dos etapas, la pre experimental que estuvo

conformada por la elaboracion del gel de AA y el gel placebo; y la etapa experimental
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que a su vez estuvo dividida en siete fases: fase de adaptacion, fase de conformacion
de grupos, fase de induccion de la anestesia, fase de induccion de la Ulcera, fase de
aplicacion de los tratamientos, fase de recuperacion y la fase de evaluacion del efecto
de los tratamientos aplicados que incluyé la evaluacion clinica e histologica.
3.7.1 Etapa pre experimental
3.7.1.1 Elaboracion del gel de AA'y gel placebo

Para la elaboracion de ambos geles se utilizd una base de carboximetilcelulosa y
agua destilada para formar una pelicula que se adhiriera mejor a la mucosa del carillo
y no se eliminara con facilidad. Como conservantes o antimicrobianos se utilizd
nipasol® (propilparabeno), contra los mohos y las levaduras y nipagin®
(metilparabeno) para crear una mezcla sinérgica, de esta manera se conformaron tanto
el gel placebo como el gel de AA.

La concentracion optima del AA depende de su formulacion y en la mayoria de
los casos para que tenga efecto bioldgico un producto con vitamina C debe tener una
concentracion mayor al 8%; algunos estudios han demostrado que una concentracion
superior a 20% no aumenta su accién bioldgica y pudiera causar cierta irritacion, por
lo tanto los productos con esta sustancia disponibles en la actualidad estan en el rango
de 10 a 20%®. Tomando en cuenta lo descrito anteriormente se utiliz6 una
concentracion de 15% de AA.

Este gel fue elaborado por la Prof. Sara Pascuale en el Departamento de

Farmacia Galénica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Los Andes.

3.7.1.1.1 Técnica de elaboracién del gel placebo
Se mezcld 100 cc de agua destilada con 0,18 g de nipagin® y 0,02 g de nipasol®,
la mezcla obtenida se disolvid y se dejé enfriar. Posteriormente se agregdé 2 g de
carboximetilcelulosa, seguidamente se dejo dispersar e hidratar durante 24 horas para

luego ser envasada y rotulada en un frasco de vidrio color &mbar.
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3.7.1.1.2 Técnica de elaboracion del gel de AA
Se mezcld 100 cc de agua destilada con 0,18 g de nipagin® y 0,02 g de nipasol®,
la mezcla obtenida se disolvio y se dejo enfriar. Seguidamente se agregd 1 g de
bisulfito de sodio (agente antioxidante) y 15 g de AA y por Gltimo se adicioné 2 g de
carboximetilcelulosa. La sustancia obtenida se hidraté y dejé reposar durante 24
horas en un lugar oscuro, protegido del aire y la luz para posteriormente ser envasada

y rotulada en un frasco de vidrio color ambar.

3.7.2 Etapa experimental
3.7.2.1 Fase de adaptacion
Los animales fueron suministrados por el Bioterio de la Universidad de Los
Andes, Mérida-Venezuela. Ocho dias antes del inicio del experimento fueron
trasladados al Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Los Andes, donde se alojaron y alimentaron segun las
normas éticas establecidas para el cuidado y uso de los animales de laboratorio en el
Caédigo de Etica para la Vida®™. Durante este perfodo los animales se adaptaron a las
condiciones del laboratorio (luz, humedad, ventilacion, ruidos y temperatura), y
fueron alimentados con perrarina y agua a libre demanda.
3.7.2.2 Fase de conformacion de los grupos
Los 30 animales fueron distribuidos aleatoriamente en dos grandes grupos (A y
B) de 15 ejemplares cada uno y a su vez se hizo necesario dividir dichos grupos en
subgrupos para facilitar el manejo de los ejemplares. EI grupo A o grupo control se
subdividié en Al - 24 horas, A2 - 48 horas, A3 - 72 horas (4 animales cada uno) y A4
- 96 horas (3 animales); y el grupo B o grupo experimental en B1 — 24 horas, B2 — 48
horas, B3 — 72 horas (4 animales cada uno) y B4 — 96 horas (3 animales); los cuales
fueron pesados e identificados con una marca de color en la cola dependiendo del
grupo al que pertenecian. Se ubicaron las ratas pertenecientes a cada grupo

mencionado, en jaulas separadas para un total de ocho jaulas.
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3.7.2.3 Fase de induccion de la anestesia
Los animales fueron anestesiados con inyeccion de una solucion de ketamina (75
mg/kg), en asociacion con xilacina (5 mg/kg), por via intraperitoneal (Figura 3). En
esta fase murieron dos animales, uno perteneciente al subgrupo A2 y otro al subgrupo
B3, dichos grupos quedaron conformado por 3 animales cada uno por lo tanto el
experimento se realizé finalmente con 28 ejemplares (14 animales del grupo control y

14 del experimental).

Figura 3. Induccion de la anestesia. Técnica anestésica intraperitoneal.

3.7.2.4 Fase de induccion de la tlcera

Para inducir la lesion se utiliz6 como referencia el modelo experimental de
Fujisawa et al*’ en combinacién con el descrito por Lee et al®*. Se empled papel filtro
circular de 4 mm de diametro impregnado de &cido acético en una concentracion de
70%. El papel filtro se llevo a la cavidad bucal de la rata con una pinza algodonera, la
cual permitié posicionarlo y se utilizé una fresa de diamante en forma de rueda
colocada en una turbina para lograr presionar uniformemente el papel filtro durante
60 segundos en el area donde se causo la lesion. La zona donde se colocd el papel y
se indujo la Ulcera estuvo delimitada por la encia y la piel del animal, especificamente

se ubicé en la mucosa del carrillo izquierdo (Figura 4).
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Figura 4. Procedimiento de induccion de la tlcera. A: mucosa previa a la induccién. B:
colocacion de papel filtro impregnado con acido acético. C: presion uniforme del papel filtro con fresa
en forma de rueda. D: mucosa después de la induccidn.

3.7.2.5 Fase de aplicacion de los tratamientos
Una vez evidenciada la lesidn se procedi6 a la aplicacion del gel placebo al grupo
Ay del gel de AA al 15% al grupo B, se repitié este procedimiento cada 24 horas
hasta las 72 horas, el cual fue el tltimo momento en el que se realizo la aplicacion de
los tratamientos. Se realizd una aplicacion directa y topica utilizando una jeringa de
insulina de 1 ml con una punta fina dosificadora que facilité la administracion de la

cantidad de gel necesaria para cubrir la superficie de la tlcera (Figura 5).

Figura 5. Aplicacién de los tratamientos.
3.7.2.6 Fase de recuperacion
Luego de realizar la aplicacion de los geles, los animales se colocaron en sus
respectivas jaulas en posicion decubito lateral durante aproximadamente 1 hora hasta
que finalizara el efecto de la anestesia y de esta manera se garantizaba durante ese
periodo el contacto del gel con la mucosa (Figura 6).
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Se evaluaron las condiciones adecuadas del microambiente de las jaulas tales
como temperatura, humedad, ventilacién, iluminacién, agua y alimento para su
adecuada recuperacion. Ademas se evalu6 el comportamiento de los animales para

detectar la posible presencia de algun signo de estrés.

Figura 6. Ejemplares bioldgicos en fase de recuperacion posterior a la aplicacion de los
tratamientos.

3.7.2.7 Fase evaluacion del efecto de los tratamientos aplicados

Esta fase comprendio la evaluacion clinica e histologica.

3.7.2.7.1 Evaluacion clinica

Se realiz6 un seguimiento clinico postoperatorio diario luego de las 48 horas post
induccioén de la lesion hasta que el tejido cicatriz6. La primera medicién se realizo
previo a la aplicacién del tratamiento (PT), posteriormente fueron aplicados los geles
y se procedié a medir la lesién a las 24 horas, de igual forma se repitio este
procedimiento hasta cumplir 96 horas. En cada observacion se realizé la evaluacion
de la aproximacion de los bordes de la ulcera, utilizando la sonda periodontal de
Williams Hu-Friedy®, colocandola sobre la lesion para obtener la medicion de la
misma (Figura 7).

La informacidn fue recolectada en el instrumento disefiado para tal fin donde se
utilizaron las medidas a y b para calcular el area eliptica de la lesion y de esta manera
se obtuvieron los datos necesarios para la realizacion del analisis estadistico de los

resultados.
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Figura 7. Medicion clinica de la lesion. A: medicion vertical. B: medicion horizontal.

3.7.2.7.2 Evaluacion histoldgica

El estudio histolégico se realizd en diferentes tiempos, para ello, se practico la
eutanasia por medio de una sobredosis de anestesia general con enfluorano (Figura 8)
a los animales de cada subgrupo: Al y B1 a las 24 horas; A2 y B2 a las 48 horas; A3
y B3 a las 72 horas, A4 y B4 a las 96 horas . Se tomé una muestra de tejido mediante
una biopsia excisional, abarcando el tejido lesionado en su totalidad y tejido sano
circundante (Figura 9). Las muestras fueron sumergidas en envases que contenian
formol al 10%, luego fueron embebidas y blogueadas en parafina para posteriormente
cortarlas en el micrétomo con un espesor promedio de 3 micras y colorearlas con
Hematoxilina-Eosina (HE). El estudio histologico fue realizado por un especialista en

Anatomia Patoldgica.

Figura 8. Eutanasia por via inhalatoria con enflurano en camara de vidrio.
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Figura 9. Biopsia excisional.

3.8 Principios bioéticos

Los estudios basados en experimentos con animales son de gran importancia,
ya que proporcionan informacién relevante para disefiar pruebas en humanos. Los
codigos de ética nacionales e internacionales establecen que cualquier investigacion
realizada en seres humanos debe ser disefiada con base en los resultados de
investigaciones correlativas hechas en animales de experimentacion.

Asimismo, los experimentos con animales tienen su base en el hecho de
considerar a otras especies como modelos en miniatura de los problemas humanos;
sin embargo, no se puede olvidar que se trata de seres vivos, por lo que se ha de
procurar el mejor cuidado para los animales, reduciendo el nimero de practicas
experimentales innecesarias.

Los aspectos éticos deben ir mas alld de no causarle dafio fisico innecesario al
animal, proporcionandole un adecuado bienestar fisico y psiquico, lo cual se logra
cuando se cumplen los principios establecidos en el Codigo de Etica para la Vida del
Ministerio del Poder Popular para la Ciencia y Tecnologia e Industrias Intermedias-
Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion®®.

Dentro de los aspectos éticos que se tomaron en cuenta estan:
e Fue utilizada la cantidad minima necesaria de animales para obtener datos

estadisticos validos.
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e Los animales fueron alojados en un ambiente apropiado con cierto grado
de libertad de movimiento, alimento, agua y cuidados adecuados para
asegurar su salud y bienestar.

o La fase experimental de la investigacion fue realizada en el Departamento
de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Los Andes, bajo la supervision de docentes y empleados
con experiencia en el manejo de animales de laboratorio.

e EIl Proyecto de este Trabajo Especial de Grado fue evaluado y avalado
por el Comité de Etica del Bioterio de la Universidad de Los Andes
CEBIOULA / 115 (Anexo D).

e Las autoras realizaron y aprobaron el Curso de Manipulacion de
Animales de Laboratorio en el Bioterio de la Universidad de Los Andes
(Anexo E).

3.9 Analisis de resultados

Para describir el comportamiento de las variables clinicas e histoldgicas de este
estudio se utilizaron tablas y herramientas gréficas.

Para establecer las condiciones homogéneas del experimento se realizd una
asignacion aleatoria de los animales de experimentacion verificando la igualdad de
condiciones de los grupos a través de la prueba de T de Student para muestras
independientes.

Para analizar y comparar la evolucién clinica (cicatrizacion) de las ulceras
bucales entre ambos grupos de estudio se aplicé la prueba estadistica T de Student en
cada momento de observacion (24, 48, 72 y 96 horas) donde se evalud el tamafio del
area eliptica de la lesion.

Para el procesamiento de los datos se utilizd el software Microsoft Excel y el
software estadistico IBM SPSS. Versién 19.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 Presentacion de los resultados

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en funcion de los objetivos
especificos planteados en la investigacion, para ello se muestra el analisis descriptivo
y comparativo de la evolucidn clinica de la lesién en cada grupo de estudio, tomando
en cuenta las mediciones realizadas en cada momento de observacion, asi como el
analisis de los hallazgos histologicos con base en las fotografias tomadas a los cortes

de las muestras obtenidas durante el experimento.

4.1.1 Evolucion clinica
Para evaluar el efecto del AA en Ulceras bucales inducidas en ratas BIOU: Wistar
se analizaron 28 ejemplares bioldgicos, cuyas lesiones fueron observadas y medidas
clinicamente en distintos momentos. Posterior a esto se procedié a inducir de forma
progresiva la eutanasia de los ejemplares de cada grupo con la finalidad de obtener
las muestras que luego fueron histolégicamente analizadas.
En el Gréfico 1 se presenta la cantidad de mediciones obtenidas por grupos de

estudio en cada momento de observacion.
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Grafico 1. Cantidad de mediciones obtenidas en cada momento de observacion del grupo control y del
grupo experimental.

Para describir la evolucién clinica de las ulceras inducidas, se considero que la
lesion adoptd una forma eliptica y se estimo su tamafio a partir de las mediciones en
milimetros, a: mayor amplitud y b: menor amplitud (A= m.a.b.). La Tabla 1 resume
los resultados obtenidos en cada momento del experimento para cada grupo,
destacandose la disminucion progresiva del tamafio de la lesion en ambos grupos.

Tabla 1. Evolucion de la lesion segln las mediciones obtenidas en cada momento de observacion
del grupo control y del grupo experimental.

N Media  Desv. tip.

Control PT 14 13,6343  3,03711
24 horas 14 9,2071  4,13679

48 horas 10 6,2100 2,90763

72 horas 7 4,7000 3,25013

96 horas 3 ,0000 ,00000

Experimental PT 14 13,1500 2,69237
24 horas 14 10,5000 4,02874

48 horas 10 9,9900 4,40365

72 horas 6 7,4667  1,76257

96 horas 3 4,4333  2,30940
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Gréficamente se puede observar el tamafio promedio de la lesién y su
disminucion a medida que evolucioné el experimento donde a las 96 horas las
lesiones del grupo control habian desaparecido, por lo cual, no se tomaron las

mediciones correspondientes (Grafico 2).

14,0 | 136434

10,5 10,0

10,0 - 9,2
7,5

©
o
1

Control

o
o
1

47 45 m Experimental

>
o
1

Tamafio promedio de la lesion
o
S

N
o
1

0,0

0
o

P.T. 24 horas = 48 horas 72 horas 96 horas
Momento de observacion

Gréfico 2. Tamafio promedio del area de lesion en cada momento de observacion del grupo control y
del grupo experimental.

A continuacién se muestran iméagenes fotograficas donde se observan las Ulceras
bucales en la mucosa del carrillo izquierdo de las ratas BIOU: Wistar tanto en el
grupo control como en el grupo experimental y su evolucion clinica en cada momento
de observacion (24, 48, 72 'y 96 horas).
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Tabla 2. Evolucion clinica de la lesién en cada momento de observacion del grupo control y del
grupo experimental

Momento de

observacion Grupo Control Grupo experimental

24 horas

48 horas

72 horas

96 horas
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Para comparar cada momento de la evolucion clinica de las lesiones (estimadas
por el tamafio del area eliptica formada) en los grupos de estudio, se utilizo la prueba
estadistica T de Student para muestras independientes. Se observo que en el momento
previo a la aplicacion del tratamiento las condiciones de las mediciones del area eran
homogéneas en varianza (prueba de Levenne, significancia 0,561) y en promedio
(prueba T de Student, significancia 0,845) cumpliendo con condiciones homogéneas
al inicio del experimento.

A las 24 horas, se aprecia un menor tamario en el grupo control; sin embargo, al
compararse con el grupo experimental, las diferencias en el tamafio de la lesion
resultaron no significativas (prueba T de Student, significancia bilateral = 0,410).

A las 48 horas, se observd menor tamafio de la lesion en el grupo control que en
el grupo experimental resultando significativas las diferencias (prueba T de Student,
significancia bilateral = 0,036).

A las 72 horas, el grupo control presenta menor tamafio de la lesion que el grupo
experimental; sin embargo las diferencias no resultaron significativas (prueba T de
Student, significancia bilateral = 0,090).

A las 96 horas, no se realizaron comparaciones estadisticas debido a que en el
grupo control desaparecieron las lesiones; sin embargo, en el grupo experimental alun
se observaron ejemplares con lesiones cuya area eliptica promedio era de 4,4 mmy
una desviacion tipica de 2,3 mm.

Realizando un analisis de varianza para evaluar el efecto de la combinacion entre
el factor “grupo experimental” y el factor “momento de medicion” y una vez validado
el supuesto de igualdad de varianzas (significancia 0,774) se observo que no existe
diferencia significativa en las combinaciones de factores (significancia 0,255) lo que

indica que los comportamientos son homogéneos para las distintas combinaciones.

4.1.2 Hallazgos histoldgicos
En el siguiente grafico se describe la cantidad de ejemplares bioldgicos
sacrificados en cada momento de observacion para la obtencién de las muestras

necesarias para el estudio histologico (Grafico 3).
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Gréfico 3. Ejemplares biol6gicos del grupo control y del grupo experimental sometidos a
eutanasia para la obtencién de biopsias en cada momento de observacion.

4.1.2.1 Vasos sanguineos

En la Tabla 3 se describe la cantidad porcentual de vasos sanguineos presentes en
los cortes histolégicos analizados en ambos grupos de estudio, donde se destaca que a
las 48 horas el grupo control presentaba vasos sanguineos de forma abundante y a las
96 horas se observé su ausencia en la mayoria de las lesiones; por su parte en el grupo
experimental se evidenciaron vasos sanguineos en cantidad moderada hasta las 72
horas y escasos a las 96 horas. En la Tabla 4 se presentan microfotografias de los
vasos sanguineos visualizados en cada momento de observacién tanto en el grupo

control como en el grupo experimental.

Tabla 3. Cantidad porcentual de vasos sanguineos encontrada en cada momento de observacién
en el grupo control y en el grupo experimental.

Observacion Grupo Abundante  Moderado Escaso Ausencia
(%) (%) (%) (%)
24 horas Control 25 75
Experimental 25 75
48 horas Control 66,7 33,3
Experimental 100
72 horas Control 100
Experimental 66,7 33,3
96 horas Control 33,3 66,7
Experimental 100
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Tabla 4. Microfotografias de preparados histoldgicos tefiidos con H-E correspondientes a la
cantidad de vasos sanguineos encontrada en el grupo control y en el grupo experimental (10x de
aumento). En los recuadros se delimita la zona en la cual se observan los vasos sanguineos.

Momento
de

., Grupo Control Grupo experimental
observacion

24 horas

48 horas

72 horas

96 horas
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4.1.2.2 Integridad del tejido epitelial

Durante la evolucion de las lesiones en ambos grupos se observo
histolégicamente discontinuidad del tejido epitelial en cada momento de observacion,
exceptuando las muestras pertenecientes al grupo de 96 horas del grupo control, en el

cual se evidencio integridad del epitelio y afeccidn del tejido conjuntivo (Figura 10).

Figura 10. Microfotografias de preparados histoldgicos tefiidos con H-E correspondientes a
epitelio ulcerado y a epitelio integro. A. Microfotografia donde se observa una Glcera (grupo
experimental-24 horas). B. Microfotografia donde se observa integridad del epitelio (grupo control-96
horas).

4.1.2.3 Infiltrado inflamatorio

En las muestras analizadas se evidencio la presencia de infiltrado inflamatorio
mixto y moderado hasta las 48 horas en ambos grupos, mientras que a las 72 horas se
observd que todas las muestras del grupo control presentaban células mononucleares
de forma escasa y este comportamiento se observo en el grupo experimental a las 96
horas (Tabla 5). A través de microfotografias se muestra los tipos de infiltrado

inflamatorio observados en el experimento (Figura 11).
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Tabla 5. Cantidad porcentual del tipo de infiltrado inflamatorio encontrada en cada momento de
observacién en el grupo control y en el grupo experimental. E: escaso, M: moderado y A: abundante.

Momento de Grupo Tipo de infiltrado inflamatorio
observacion
Ausencia Mixto Mononuclear
(%0) (%0) (%)
M A E M A
24 horas Control 75 25
Experimental 75 25
48 horas Control 66,6 33,3
Experimental 50 50
72 horas Control 100
Experimental 33,3 66,6
96 horas Control 33,3 66,6
Experimental 100
. z v
‘ 1
3 1
! | '
| ~
A B

Figura 11. Microfotografias de tejido conjuntivo tefiidos con H-E correspondientes al infiltrado
inflamatorio. A. Microfotografia donde se observa infiltrado inflamatorio mixto (grupo experimental-
72 horas). B. Microfotografia donde se observa infiltrado inflamatorio mononuclear (grupo control-72

horas).

4.1.2.4 Densidad de tejido conjuntivo

En la Tabla 6 se aprecia que inicialmente la densidad del tejido conjuntivo era

laxo en ambos grupos de estudio, siendo diferente a las 72 horas, donde en la

totalidad de las muestras correspondiente al grupo control se observo tejido
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conjuntivo denso, mientras que en el grupo experimental aln se observaba tejido

conjuntivo laxo (Figura 12).

Tabla 6. Cantidad porcentual de la densidad de tejido conjuntivo encontrada en cada momento de
observacion en el grupo control y en el grupo experimental.

Densidad de Tejido Conjuntivo

Momento de | = _ I
observacion Contro xperimenta
Laxo (%) Denso (%) Laxo (%) Denso (%6)
24 horas 50 50
48 horas 29 14 57
72 horas 57 29 14
96 horas 50 50
"
’ & v
A , B

Figura 12. Microfotografias de preparados histoldgico tefiidos con H-E correspondientes al tejido
conjuntivo. A. Microfotografia donde se observa tejido conjuntivo laxo (grupo experimental-72 horas).
B. Microfotografia donde se observa tejido conjuntivo denso (grupo control-72horas).

4.1.2.5 Fibras de colageno

A continuacion se presenta la Tabla 7 en la que se aprecia la cantidad de muestras
histologicas donde se observaron fibras de colageno. A las 24 horas habia ausencia de
estas fibras ya que predominaban las células transitorias del tejido conjuntivo; por su
parte, existia abundante colageno en el grupo control a las 72 horas, mientras que en
el grupo experimental se evidencio predominio de éste a las 96 horas de forma escasa
(Figura 13).

69



Tabla 7. Cantidad de muestras histolégicas en donde se observo presencia de colageno en el
grupo control y grupo experimental.

Fibras de colageno

Control Experimental Total
Momento de
observacion Abundante Escaso Abundante Escaso
24 horas -
48 horas 1 1
72 horas 4 1 5 10
96 horas 3 3 6
Total 3 5 4 12
W
A B

Figura 13. Microfotografias de preparados histoldgicos tefiidos con H-E correspondientes a la
cantidad de fibras de colageno. A. Microfotografia donde se observa fibras de colageno escasas (grupo
experimental-72 horas). B. Microfotografia donde se observa fibras de coldgeno abundantes (grupo
control-72 horas).
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CAPITULO V
DISCUSION

Las Ulceras bucales constituyen una de las patologias mas comunes de la
cavidad bucal, su etiologia multifactorial ha motivado el desarrollo de diversas
investigaciones orientadas a eliminar la posible causa y favorecer la cicatrizacion de
las mismas. Numerosos tratamientos han sido propuestos para aliviar la
sintomatologia causada por esta lesion y acelerar su curacion; sin embargo, aln no se
ha identificado un medicamento o terapia especifica que resulte totalmente efectiva
para tratar estas lesiones.

Con el proposito de obtener mayor informacién sobre el efecto del AA en
Ulceras bucales se realizé esta investigacion, utilizando un modelo animal que
permitio la induccion de Uulceras bucales en ratas BIOU: Wistar, mediante la
aplicacion topica de &cido acético a una concentracion de 70% durante 60 segundos
para evaluar de manera clinica e histoldgica la cicatrizacion en estas lesiones.

A pesar de la variacion metodoldgica realizada en esta investigacion al

modelo propuesto por Fujisawa et al.*’

, se determind que la aplicacion de &cido
acético permitié inducir una lesién que histolégicamente generd discontinuidad del
epitelio y afeccion del tejido conjuntivo, hallazgos histologicos que confirman la
presencia de una Ulcera bucal y coinciden con los estudios de diferentes autores
quienes al aplicar acido acetico en la mucosa bucal de animales de experimentacion
reportaron la presencia de lesiones ulcerosas similares a las observadas en el presente
estudio®® demostrado que estas Ulceras inician con la aparicién de un proceso
inflamatorio caracterizado por el aumento de citocinas proinflamatorias (como la

interleucina-1b), 6xido nitrico, prostaglandinas y apoptosis de las células epiteliales®”.
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Este modelo de induccién experimental de Ulceras bucales es cominmente
utilizado en estudios animales para evaluar el efecto de diferentes tratamientos
>10.304647.84 dahido a que sus caracteristicas histopatolégicas, tanto en la evolucién del
proceso patoldgico como en la cicatrizacion, imitan las tlceras bucales humanas®.

En el presente estudio se pretendio evaluar el efecto del AA en la cicatrizacion
de ulceras bucales, tomando en cuenta las propiedades beneficiosas de esta vitamina
descritas en la literatura, como su accién antioxidante y la participacion en la sintesis
de colageno del tejido conjuntivo; sin embargo, en esta investigacion se observo
clinicamente un retardo en la cicatrizacion de las Ulceras del grupo experimental al
compararlas con las del grupo control, evidencidndose que el proceso de cicatrizacion
de las ulceras tratadas con AA fue mas lento, puesto que las lesiones presentaron
mayor tamarfio que las pertenecientes al grupo control en los diferentes momentos de
observacion, aunque la diferencia fue estadisticamente significativa solo a las 48
horas. Estos resultados difieren de los obtenidos en otros estudios en los que el AA
fue clinicamente efectivo e intervino positivamente en el proceso de cicatrizacién de
lesiones inducidas en cavidad bucal como en diferentes estudios donde se realizaron

45,50,53 yen pacienteSS4-

heridas quirtrgicas en animales de experimentacion

En concordancia con los hallazgos clinicos, en esta investigacion
histoldgicamente se observo que el AA no promovid la cicatrizacion ya que durante
el experimento la evolucion de este proceso fue ligeramente méas rapida en el grupo
control, en el que se observaron fendmenos propios de una cicatrizacibn mas
avanzada tales como la disminucion de vasos sanguineos y células inflamatorias;
mayor proliferacion de fibras de colageno y tejido conjuntivo denso en los periodos
de observacion previos a las 96 horas; mientras que para ese momento en el grupo
experimental todavia se apreciaba histolégicamente la permanencia de vasos
sanguineos e infiltrado inflamatorio, presencia de tejido conjuntivo laxo y escasa
cantidad de colageno.

Resultados similares reportaron Barbosa et al.>

, quienes emplearon AA de
forma topica en una Ulcera provocada en lengua de cobayos y observaron que aunque

en las fases iniciales esta sustancia promovié el proceso de cicatrizacion; en la etapa
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posterior se evidencié histoldgicamente un estancamiento en la evolucion de la
reparacion y el inicio de la remodelacion estaba méas adelantado en el grupo control
que en el grupo experimental.

En contraste, Lima et al.*® reportaron que el uso tépico de acido ascorbico en
heridas inducidas en la piel de ratas disminuy6 el nimero de macréfagos, aumento la
cantidad de fibroblastos y promovio la deposicion de coladgeno y la organizacion de
las heridas, lo cual resulté en una mejor reparacion del tejido y disminucién del
tiempo de cicatrizacion.

La discrepancia entre la ausencia de efecto cicatrizante del AA hallado en la
presente investigacion y la efectividad de esta vitamina en la curacion de heridas,
ampliamente documentada en la literatura, podria atribuirse a que existe variacion en
la metodologia aplicada en los diferentes estudios. En este sentido, la via utilizada
para la administracion del AA pudiera influir en el efecto observado, puesto que en
los estudios que reportan efecto cicatrizante en cavidad bucal’®?** el AA fue
administrado por via oral, 1o que sugiere que la administracion sistémica del AA
podria ser mas efectiva que la aplicacion topica, debido posiblemente a gue como lo
describen Mariaca et al.'® el AA es inestable de manera innata y se desconoce si
permanece intacto en la piel después de su aplicacion. En consecuencia, la
inestabilidad quimica del AA puede haber afectado la accién del gel en contacto con
la mucosa bucal de los animales implicados en este estudio.

No obstante, recientemente Gemalmaz et al.'%*

, o observaron ventajas con la
administracion oral durante tres semanas de un suplemento compuesto por vitamina
C, mucopolisacéridos y colageno en la cicatrizacion de lesiones inducidas en el
tendon de Aquiles de ratas. Con base en la contradiccion de los resultados de
diferentes investigaciones, para determinar si la via de administracion del AA influye
sobre el efecto que este produce en la cicatrizacion de heridas sugiriendo que es
necesario realizar otros estudios.

Por otra parte, si bien el efecto cicatrizante del AA se atribuye principalmente
a su propiedad antioxidante, se debe tener en cuenta que esta vitamina puede ejercer

una accion dual, por lo que puede comportarse como antioxidante o como pro-
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oxidante'®, dependiendo del potencial redox del entorno celular, las concentraciones
locales de ascorbato, la presencia/ausencia de metales de transicion, las dosis
administradas y las concentraciones alcanzadas'®. Se ha demostrado que a altas
concentraciones, el AA actia como pro-oxidante, bien sea por generar especies
reactivas del oxigeno o por inhibir los sistemas antioxidantes, mediante su interaccion
con metales de transicion como el cobre y el hierro®®. Asimismo, Yoshino et al®’
hallaron aumento del malondialdehido, un marcador de estrés oxidativo, en Ulceras
bucales inducidas por la combinacion de é&cido acético y 5-fluorouracilo en
hamsteres.

Tomando en cuenta que para la elaboracion de los geles aplicados en este
estudio se utilizaron el metil y propilparabeno, en cuya degradacion se han
encontrado concentraciones de hierro'®, es posible plantear la interaccién entre estos
parabenos y el AA como causa de estrés oxidativo aunado al provocado por la
induccién de la ulcera, generando radicales libres y por ende dafio tisular, lo cual
podria explicar el retardo en el proceso de cicatrizacion observado en el grupo tratado
con el gel de AA en este estudio. No obstante, se requiere realizar otras
investigaciones que permitan comprobar esta teoria.

De acuerdo con las condiciones metodoldgicas aplicadas en este estudio, el
tratamiento con AA administrado por via tépica no favorece el proceso de
cicatrizacién de las Ulceras bucales inducidas con acido acético, por lo tanto no se

rechaza la hipotesis nula planteada en esta investigacion.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.2 Conclusiones

e EI gel de é&cido ascorbico aplicado de forma tdpica no favorecio la
cicatrizacion clinica en las ulceras bucales inducidas en ratas BIOU: Wistar,
efecto que fue estadisticamente significativo a las 48 horas.

e Desde el punto de vista histologico el gel de acido ascorbico prolongé la
presencia de vasos sanguineos, infiltrado inflamatorio y tejido conjuntivo
laxo, por lo tanto la produccion de colageno fue tardia.

e La aplicacion de acido acético al 70% durante 60 segundos constituye un
modelo animal que permite la induccion de Ulceras bucales en la mucosa de
ratas BIOU: Wistar y resulta util para el estudio de la fisiopatologia de estas
lesiones y para la investigacién de tratamientos orientados a la curacion de las

mismas.

4.3 Recomendaciones

e En estudios posteriores similares a este se recomienda incrementar el nimero
de ejemplares bioldgicos utilizados y aumentar el tiempo de observacion de la
lesion.

e Se sugiere evaluar el efecto del acido ascorbico en la cicatrizacion de ulceras

bucales administrando el tratamiento de forma sistémica.
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Estudiar diferentes concentraciones de acido ascorbico que permitan
identificar la concentracion ideal de esta sustancia para su uso tépico en
mucosa bucal.

Evaluar en futuras investigaciones la posible interaccion de los productos del
metil y propilparabeno con el &cido ascoérbico.

Realizar estudios que permitan evaluar el efecto pro-oxidante del acido
ascorbico en mucosa bucal.

Dar continuidad a la linea de investigacion de Ulceras bucales con la finalidad
de encontrar una sustancia que permita acortar su periodo de permanencia

acelerando la cicatrizacion de las mismas.
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ANEXOS

Anexo (A). Ficha de registro de la aproximacion de los bordes de la lesion.

EVALUACION CLINICA

Grupo
N° PT 24 48 72 26 N
Animal horas horas | horas | horas | Muestra
a|b| a b|la|b|a|bla|b
1
2
3
4
Leyenda:

PT: pretratamiento (primera medicion 48 horas post induccion). a: medicion de

mayor longitud. b: medicion de menor longitud

Anexo (B). Escala codificada para la evaluacion clinica de la aproximacion de los

bordes de la lesion.

EXAMEN CLINICO

Aproximacion de los bordes de Ia lesiéon

4mm

3mm

2mm

1mm

<]lmm

Omm
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Anexo (C). Ficha de registro histolégico.
EVALUACION HISTOLOGICA

Imtegridad tejide epitelial Camtidad de Vazer Samgminecs Infiltrade Inflamateria Demidad de Tejide Camtidad de
Cemective Caolizens
Moneomcleares | Polmorfe- Mrcte
N | Imregrided | Discomtimmidad | Amencis | Ezcaze | Moderade | Abundamre | Amencia o leares Laxe Deme E A
E| M A|E|MA|E|[M

1
)
T
3
E]
10
11
12
13
14
15
15
i
[
15
il
i
pod
13
75
%

Leyenda:
E: escaso
M: moderado
A: abundante
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Anexo (D). Carta aval del Comité de Etica del Bioterio de la Universidad de Los
Andes.
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Anexo (E). Certificado de aprobacion de curso de manipulacion de animales de
laboratorio.
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