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RESUMEN

El objetivo del presente fue identificar el efecto de metformina en la mucosa bucal
en Rattus rattus var. Albinus en carrillos y Paladar Duro. Para esto se han
comparado los cortes histologicos de Rattus rattus con tincion de Gomori y
hematoxilina de Harris y Eosina, que fueron sometidas a un estudio experimental
siendo separadas en grupo control que se les administro via sonda oro gastrica un
volumen del 3% del peso corporal de solucién salina fisioldgica (SSF) por 14
dias y un grupo problema que fue administrado via sonda oro géastrica un
volumen del 3% del peso corporal de concentraciones de 500mg/kg Metformina
disuelta en SSF por 7 dias y posterior se le aumento la dosis de la Metformina
750mg/kg durante los 7 dias restantes. Los resultados muestran que la metformina
no produce alteraciones a nivel de paladar duro y en un 20% de los Rattus rattus
de estudio se encontrd inflamacion aguda dada por las siguientes caracteristicas
como ulceracion de la mucosa que compromete al epitelio, hiperplasia con
hiperqueratosis epitelial, engrosamiento de la pared de los pequefios y medianos
vasos sanguineos en submucosa, dilatacion de los vasos sanguineos en lamina
propia e hiperplasia fibrosa del tejido conjuntivo en lamina propia. En este estudio
se comprobd que existieron dafios a nivel de tejido de la mucosa de carrillo de

Rattus rattus por el uso de la metformina.

Palabras clave: Metformina, mucosa de carrillos, paladar duro, tejido epitelial,

tejido conectivo, inflamacién.
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Abstract

The purpose of this research study was to identify the effect of Metformin on the buccal mucosa
in Rattus rattus Var; Albinus in cheeks and Hard Palate. In order to perform the investigation, the
histological sections of Rattus rattus with Gomori staining and Hematoxylin of Harris and Eosin
were compared through an experimental study. They were separated in a control group that was
administered via gastric probe at a volume of 3% of body weight of physiological saline solution
(SSF) for 14 days. Additionally, a problem group that was administered via gastric gold probe a
volume of 3% of body weight concentrations of 500mg / kg Metformin dissolved in physiological
saline solution (SSF) for 7 days, and later increased to Metformin 750mg / kg during the remaining
7 days. The results show that Metformin does not produce alterations at the hard palate, and in
20% of the Rattus rattus study, acute inflammation was found with the following characteristics;
mucosal ulceration compromising the epithelium, hyperplasia with epithelial hyperkeratosis,
thickening of the wall of small and medium blood vessels in submucosa, dilation of blood vessels
and fibrous hyperplasia in the connective tissue. In this study, tissue damage in the oral cavity of
Rattus rattus was confirmed by the use of Metformin.

Key words: Metformin, cheek mucosa, hard palate, epithelial tissue, connective tissue,
inflammation.

Reviewed by: Ponce, Maria
Language Center Teacher
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1. INTRODUCCION

La metformina se origina de la planta Galega officinalis conocida desde hace
siglos por reducir los efectos de la diabetes, usada en Europa desde la Edad Media
como un tratamiento popular para la poliuria del diabético, siendo mas tarde
descubierto el componente quimico responsable del efecto hipoglucemiante de la
planta, denominado galegina, derivado de la guanidina, describiéndose en la
literatura cientifica en 1957 y se vendid por primera vez en Francia en 1979,
aunque no fue aprobada por las autoridades sanitarias en los Estados Unidos hasta

1995 por preocupaciones acerca de la seguridad de las biguanidas.t

La metformina, o el preparado comercial clorhidrato de metformina, es
un farmaco antidiabético de aplicacion oral del tipo biguanida es efectiva
reduciendo los niveles elevados de glucosa en sangre, a diferencia de muchos
otros antidiabéticos, por si sola, la metformina no produce hipoglucemia. La
metformina también reduce los niveles de LDL vy triglicéridos circulantes en la
sangre y puede ayudar a perder peso.> Ademas, la metformina se ha demostrado
que disminuye la extension del dafio cardiaco y mejorar la supervivencia en los
estudios de isquemia de miocardio en modelos murinos no diabéticos de la
insuficiencia cardiaca, de nuevo con poco conocimiento sobre el mecanismo

subyacente.®

Datos recientes indican que la metformina puede proteger de cancer e inhibir la
proliferacion de varios tipos de células cancerosas, cancer gastrico, cancer de
pancreas, y cancer de tiroides.* La metformina tuvo un impacto significativo en el
metabolismo mitocondrial en las células de cancer de mama. Los efectos
antitumorales de la metformina se han investigado en diferentes tipos de
adenocarcinoma; sin embargo, sus efectos sobre el carcinoma de células
escamosas, un tumor maligno de los queratinocitos epidérmicos que invade la

dermis, atn no han sido bien definido.®


https://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
https://es.wikipedia.org/wiki/Antidiab%C3%A9tico_oral
https://es.wikipedia.org/wiki/Biguanida
https://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
https://es.wikipedia.org/wiki/Hipoglucemia
https://es.wikipedia.org/wiki/Lipoprote%C3%ADna_de_baja_densidad
https://es.wikipedia.org/wiki/Triglic%C3%A9rido

2. PROBLEMATICA

En las actividades como futuros odontlogos comprenden no solo la atencién de
los pacientes en condiciones Optimas de salud, sino también en aquellos pacientes
con complicaciones de enfermedades con caracter sistémico, tomando en cuenta
que la Metformina es farmaco antidiabético y por su utilizacion en diferentes tipos
de céancer, utilizando ampliamente por lo que me he visto en la necesidad de
realizar un estudio experimental en Rattus rattus var albinus dividiéndolas en un
grupos control de ratas y un grupo problema (uso de metformina), para identificar
si hay cambios en la mucosa oral de Rattus rattus a nivel de carrillos y paladar
duro por el efecto del farmaco pudiendo demostrar si hubo o no dafio en estas

estructuras.

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Qué efecto tiene el uso de la metformina en la mucosa revestimiento y

masticatoria (carrillos y paladar duro) de Rattus Rattus var. albinus?

2.1. HIPOTESIS

El uso de metformina tiene efecto en la mucosa de la cavidad bucal de Rattus

Rattus var. Albinus

2.2. JUSTIFICACION

Nosotros como promotores de la salud oral tenemos que salvaguardad el cuidado
de los tejidos orales asi conociendo que el uso de la metformina es usada para el
tratamiento de la Diabetes mellitus tipo dos, para bajar de peso y para el uso
contra el cancer principalmente de pulmén y de Gtero; asi viendo que el uso del
medicamento ayuda en diversas situaciones tenemos que conocer qué principales

alteraciones nos va a producir en la mucosa oral de los Rattus Rattus var. albinus.



3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVOS GENERAL

Determinar el efecto del uso de la Metformina en la mucosa oral en las Rattus

rattus var. albinus

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar las principales alteraciones de paladar duro y carrillos
de los Rattus rattus var. albinus sometidos a Metformina
e Comparar los cortes histologicos de la mucosa de Rattus rattus
Var. albinus sometidas a la Metformina y del grupo control
e Comparar el riesgo beneficio que tiene la prescripcion la

Metformina



4. MARCO TEORICO

4.1. Metformina

La metformina se origina de la planta Galega officinalis conocida desde hace
siglos por reducir los efectos de la diabetes, usada en Europa desde la Edad Media
como un tratamiento popular para la poliuria del diabético, siendo mas tarde
descubierto el componente quimico responsable del efecto hipoglucemiante de la
planta, denominado galegina, derivado de la guanidina, describiéndose en la
literatura cientifica en 1957.1

La metformina es un farmaco antidiabético de aplicacion oral del tipo biguanida
es efectiva reduciendo los niveles elevados de glucosa en sangre, a diferencia de
muchos otros antidiabéticos, por si sola, la metformina no produce hipoglucemia.
La metformina también reduce los niveles de LDL vy triglicéridos circulantes en la
sangre y puede ayudar a perder peso. Para el afio 2009, la metformina era uno de
dos antiglicemiantes orales que pertenecen a la lista modelo de medicamentos
esenciales de la Organizacion Mundial de la Salud, junto con la glibenclamida, y
es el dnico medicamento conocido capaz de prevenir las enfermedades

cardiovasculares asociadas a la diabetes.?

La metformina es un antihiperglicemiante pero no actda como hipoglicemiante
por lo que no produce hipoglucemia. EI mecanismo exacto por el cual la
metformina actla en el tratamiento de la diabetes no se conoce, a pesar de que sus
beneficios terapéuticos son ampliamente conocidos. La metformina no afecta la
secrecion del pancreas, sin embargo, no es activa en ausencia de la insulina.
Parece ser que actla principalmente reduciendo la gluconeogénesisy la
glucogenolisis hepatica, pero también reduce la absorcion de glucosa por parte
del tracto gastrointestinal a la vez que incrementa la sensibilidad a la insulina por
medio del aumento de la utilizacion de la glucosa por parte de tejidos

periféricos.’

Promueve sensibilidad a la insulina, como lo demuestran la disminucion de la
glucosa plasmatica y las concentraciones de insulina; esto no es efectivo en

ausencia de insulina. En pacientes con diabetes mellitus no dependiente de


https://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
https://es.wikipedia.org/wiki/Antidiab%C3%A9tico_oral
https://es.wikipedia.org/wiki/Biguanida
https://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
https://es.wikipedia.org/wiki/Hipoglucemia
https://es.wikipedia.org/wiki/Lipoprote%C3%ADna_de_baja_densidad
https://es.wikipedia.org/wiki/Triglic%C3%A9rido
https://es.wikipedia.org/wiki/Medicamento_esencial
https://es.wikipedia.org/wiki/Medicamento_esencial
https://es.wikipedia.org/wiki/Organizaci%C3%B3n_Mundial_de_la_Salud
https://es.wikipedia.org/wiki/Glibenclamida
https://es.wikipedia.org/wiki/Hipoglucemia
https://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A1ncreas
https://es.wikipedia.org/wiki/Insulina
https://es.wikipedia.org/wiki/Gluconeog%C3%A9nesis
https://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Tracto_gastrointestinal
https://es.wikipedia.org/wiki/Insulina

insulina los efectos de la disminucion de glucosa se atribuyen, en parte, a la
disminucion en la reserva hepética de glucosa y a la utilizacion de glucosa
periférica por los musculos, cuando aumenta la sensibilidad a la insulina; otras
acciones también pueden contribuir, como: el incremento en el uso intestinal de la

glucosa y la disminucion en la oxidacion de los &cidos grasos.®

Desde el punto de vista clinico, la metformina reduce la hiperglucemia en ayunas
y post-prandial. La disminucion de la glucosa en ayunas es del 25-30%. A
diferencia de las sulfonilureas, la metformina raras veces produce hipoglucemia.
Tampoco ocasiona un aumento de peso y, de hecho, puede causar una modesta
pérdida de peso debido a un efecto anoréxico inducido por el farmaco. La
metformina también reduce las LDLs plasmaéticas reduciendo ligeramente los
triglicéridos y el colesterol. Los pacientes tratados con metformina muestran una
mejora significativa de la HbAlc y una mejora del perfil lipoproteico, en especial

si éste se encontraba inicialmente alterado. °

La metformina origina una disminucion del 10-20% en la oxidacion de los &cidos
grasos y un ligero aumento en la oxidacion de la glucosa. A diferencia de la
fenformina (la primera biguanina introducida en la clinica) la metformina no
inhibe la oxidacién mitocondrial de lactato a menos que las concentraciones
plasmaticas sean excesivas (por ejemplo en pacientes con insuficiencia renal) y/o

haya hipoxia.®

Es ampliamente aceptado que el efecto antidiabético de la metformina se produce
principalmente a través de una inhibicion leve y transitoria del complejo
mitocondrial cadena respiratoria,'® que aumenta AMP: relaciones de ATP, lo que
lleva a la activacion de la quinasa AMP. Activado AMP quinasa cambia células
de un anabolico a un estado catabodlico, lo que resulta en la inhibicion de la
glucosa, los lipidos y la sintesis de proteinas, mientras que la promocién de la
oxidacion de los acidos grasos y la captacion de glucosa asociados con la pérdida

de peso y los niveles de triglicéridos.!

Esta via ha sido confirmada en varios tipos de células que participan directamente

en el gasto metabolismo y la energia, tales como hepatocitos, células de musculo



esquelético, y células pancreéticas. Existe evidencia de estudios clinicos que la
metformina mejora la reactividad vascular endotelial de y aminora la

hipertension.?

Ademas, la metformina se ha demostrado que disminuye la extension del dafio
cardiaco y mejorar la supervivencia en los estudios de isquemia de miocardio en
modelos murinos no diabéticos de la insuficiencia cardiaca, de nuevo con poco

conocimiento sobre el mecanismo subyacente.®

Las actividades de la insulina en el musculo esquelético también colaboran a las
acciones terapéuticas de la Metformina, mostrando principalmente en un aumento
de la eliminacion de glucosa no oxidativa, siendo estas acciones las que reducen la
glucemia en el contexto de la hiperglucemia, con muy poco potencial para inducir

hipoglucemia.'

Es el Unico medicamento conocido capaz de prevenir las enfermedades
cardiovasculares asociadas a la diabetes.’® No estd contraindicada en pacientes

durante el primer trimestre del embarazo.®
4.2. Farmacocinética

La metformina promueve sensibilidad a la insulina, como lo demuestran la
disminucion de la glucosa plasmatica y las concentraciones de insulina; esto no es
efectivo en ausencia de insulina.*® La metformina origina una disminucion del 10-
20% en la oxidacion de los acidos grasos y un ligero aumento en la oxidacién de
la glucosa, no inhibe la oxidacién mitocondrial de lactato a menos que las
concentraciones plasmaticas sean excesivas, raras veces produce hipoglucemia.
Tampoco ocasiona un aumento de peso y, de hecho, puede causar una modesta

pérdida de peso debido a un efecto anoréxico inducido por el farmaco.®

Metformina media cambios en AMP relaciones / ATP, los niveles de calcio y el
potencial transmembrana mitocondrial, que se correlacionan con un aumento del

estrés oxidativo.l’” Estos efectos conducen a un aumento local y de todo el cuerpo



en el catabolismo y la biogénesis mitocondrial, mientras que la inhibicion de la
sintesis de proteinas y las vias anabdlicas.®



4.3. Absorcion y biodisponibilidad

Después de la administracion por via oral, la absorcion de metformina es
incompleta. Su biodisponibilidad es de aproximadamente 50-60% en sujetos
sanos. Muestra en tiempo maximo de 2.5 horas. Con los esquemas de dosificacion
usuales se alcanzan concentraciones plasmaticas de estado estacionario dentro de
las primeras 24 a 48 horas y resultan generalmente menores de 1 pg/ml. La
concentracion plasmatica maxima de la metformina no excede los 4 pg/ml,
incluso a dosis maximas. EIl alimento retrasa ligeramente la absorcién de la
metformina. Tras la administracion de una dosis de 850 mg se disminuye en 40%
la concentracion maxima y en 25% el ABC (area bajo la curva) e incrementa en

35 minutos el Tmax.X

4.4. Farmacodinamia.

La comprension de las acciones de la metformina sobre el metabolismo de la
energia, sobre todo en las funciones mitocondriales, que es importante en el
contexto de interés en 'reutilizacion' del compuesto para posibles aplicaciones en
oncologia. Hay evidencia creciente de que el metabolismo mitocondrial
desempefia un papel importante en el apoyo del crecimiento del tumor,
proporcionando ATP, asi como intermediarios metabolicos que se pueden utilizar

para reacciones anabolicas.?

Datos recientes indican que la metformina puede proteger de cancer e inhibir la
proliferacion de varios tipos de células cancerosas, cancer gastrico, cancer de
pancreas, y cancer de tiroides.* La metformina tuvo un impacto significativo en el
metabolismo mitocondrial en las células de cancer de mama. Los efectos
antitumorales de la metformina se han investigado en diferentes tipos de
adenocarcinoma; sin embargo, sus efectos sobre el carcinoma de células
escamosas, un tumor maligno de los queratinocitos epidérmicos que invade la

dermis, auin no han sido bien definido.®

La metformina puede inhibir el crecimiento de la cabeza humana y carcinoma de

celulas escamosas del cuello en lineas celulares de céncer. Sin embargo, los



estudios epidemioldgicos que evallan el efecto de la metformina sobre el cancer
oral son aun poco frecuente. Un reciente meta-analisis sugiere que so6lo 3 estudios
estan disponibles en la literatura: 2 realizado en los EE.UU. evaluar el efecto de la
metformina sobre la supervivencia de pacientes con cancer de cabeza y cuello y el
de Taiwén comparando el incidencia de cancer de cabeza y cuello en pacientes
con diabetes que utilizan y no utilizan la metformina. Usuarios de metformina en
pacientes con diabetes se encontré que tenian un riesgo significativamente menor

de 34% de cancer de cabeza y cuello.?

El adenocarcinoma y el carcinoma de células escamosas (COCE) pueden diferir
de manera significativa en sus sintomas, historia natural, prondstico y respuesta al
tratamiento debido a las diferencias de origen celular. En el presente estudio nos
centramos en los efectos de la metformina en COCE, un carcinoma de células
escamosas comun de la cabeza y el cuello. Los hallazgos son significativos
porque se demuestra por primera vez que la metformina ejerce potentes efectos
anti- carcinoma de células escamosas oral tanto in vitro e in vivoy porque la
metformina induce la detencién del ciclo celular en la fase GO / G1 y la apoptosis
de las células del carcinoma de células escamosas oral asociadas con la
modulacion de la expresion de proteinas del ciclo celular de regulacion y

relacionada con la apoptosis.??

Esta discrepancia puede deberse a las diferencias en las propiedades de los
diferentes tipos de células cancerosas o se compara el efecto de este farmaco entre
las células cancerosas y los controles no transformados dado que muestran
diferencias en el metabolismo mitocondrial. La metformina provocé una
disminucidn en la respiracion mitocondrial en las células de cancer de mama y los
controles no transformadas. Sin embargo, la disminucion de la respiracion fue
mayor en las células no transformadas en comparacion con células de cancer de

mama.%3

Ademas, el complejo mitocondrial funcional se ha demostrado ser esencial para la
promocion de la glucdlisis aerdbica y el efecto Warburg. En apoyo de estos
puntos, PGC-1a o ERRa, dos reguladores centrales conocidas del metabolismo

mitocondrial se han demostrado para promover el crecimiento de higado, colon,



mama, prostata y el melanoma tipos de céncer. Este sentido, demuestran la
influencia de la metformina sobre la bioenergética mitocondrial en las células y en

las mitocondrias aisladas. %

La metformina tiene potencial para mejorar los efectos citotoxicos de
temozolomida y radioterapia. En primer lugar, la metformina disminuye el
consumo de oxigeno mitocondrial y aumenta el lactato y la produccion de ATP
glicolitica en cuatro lineas celulares de glioblastoma. se muestra que induce
metformina disminucion de la proliferacion, la detencion del ciclo celular, la
autofagia, y la muerte celular por apoptosisin vitro, en parte,a través
de adenosina monofosfato proteina quinasa activada y REDD1 la activacion y la
inhibicion de mTOR, pero diferencialmente afecta el crecimiento de células de
glioma en funcion de los fondos genéticos y mutacionales, sobre todo su estado
PTEN. Estos in vitro efectos llevaron in vivo a un marcado retraso del crecimiento
del tumor. Por ultimo, se demuestra que el tratamiento con metformina en
combinacién con temozolomida o irradiacion induce una respuesta antitumoral
sinérgico en lineas celulares de glioma mediante un aumento de la muerte
celular. Basandose en estos resultados, la metformina podria potenciar

significativamente los efectos citotoxicos de temozolomida y / o radioterapia.?®

4.5. Efectos secundarios de la metformina

e Diarrea

e Hinchazon

e Dolor estomacal

e Flatulencia

e Estrefiimiento

e Dolor muscular

e Acidez estomacal

e Dolor de cabeza

e Sabor metélico desagradable en la boca

e Déficit de vitamina B12 1926

4.6. Contraindicaciones.
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La metformina esta contraindicada en las personas con cualquier condicion que
pudiera aumentar el riesgo de acidosis lactica, incluyendo trastornos renales con
niveles de creatininade mas de 1,5 mg/dl en hombres y 1,4 mg/dl en
mujeres (aunque este es un limite arbitrario), enfermedad pulmonar y enfermedad
hepatica.®

Limitdndose también en ancianos mayores de 75 afios se fundamenta en la
funcién renal, que se espera tenga una tasa de filtrado glomerular mayor de 60
ml/min.?” Se recomienda que sea suspendida temporalmente antes de cualquier
estudio radiografico de  contraste yodado (como en el caso de
la TAC o angiografia con contraste), como colorante de contraste que afectara de
manera temporal a la funcién renal, causando de forma indirecta una acidosis
lactica por retencion de metformina en el cuerpo, reanudandose después de dos
dias. En pacientes con insuficiencia renal agudala metformina se acumula y
aparece una acidosis lactica que puede ser fatal.?8

No estd contraindicada en pacientes durante la lactancia materna, no se ha
encontrado deformidades congénitas en pacientes que tomaron metformina

durante el primer trimestre del embarazo.?®

4.7. Eliminacion:
La metformina se elimina por los rifiones, en su mayor parte sin metabolizar,
mediante un proceso tubular, tras una dosis por via oral, aproximadamente 90%
del farmaco absorbido es eliminado a través de la orina dentro de las primeras 24
horas, con una vida media de eliminacion plasmatica de aproximadamente 6.2
horas. En sangre la vida media de eliminacién es de aproximadamente 17.6 horas,
lo que apoya que la masa eritrocitaria puede ser un compartimiento de
distribucién.  En pacientes con deterioro de la funcion renal (basada en la
depuracion de creatinina) la vida media plasmética de metformina se prolonga y la

depuracion renal disminuye en forma proporcional a la depuracion de creatinina.®

4.8. Cavidad oral

La cavidad oral, es la puerta de entrada al tubo digestivo, es una cavidad de tipo
virtual ocupada casi en su totalidad por el érgano lingual en estado de reposo. Esta
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limitada antero lateralmente por los labios y mejillas o carrillos, dorsalmente por
la boveda palatina, velo del paladar y faringe, ventralmente por la lengua y el piso
de la boca y en su parte posterior por la entrada de la orofaringe o istmo de las

fauces.

4.8.1. Clasificacion histo topografica y funcional de la mucosa
La estructura morfoldgica de la mucosa varia por la adaptacion funcional a la
influencia mecanica que actda sobre ella, en las diferentes regiones de la cavidad
bucal.®® Sobre la base de estos criterios funcionales se puede dividir la mucosa

bucal en tres tipos principales:

48.1.1. Mucosa de revestimiento:
Se encuentra en la cara interna del labio, cara interna de las mejillas, piso de la
boca, cara inferior de la lengua y paladar blando. Estas zonas no participan,

directamente, en el fendmeno masticatorio y no tienen receptores del gusto.3!

Esta mucosa reviste zonas de la cavidad oral que no estan expuestas a friccion o
presion. Cumple funciones de proteccion. El epitelio es de tipo no queratinizado,
con un corion laxo o semidenso, presentando una submucosa de tejido conectivo
laxo bien definida. Presenta la capacidad de distenderse y de adaptarse a la
contraccion y relajacion de las mejillas, labios y lengua, y a los movimientos del
maxilar inferior, producidos durante la masticacion. A nivel de la submucosa
podemos encontrar: glandulas salivales menores, tejido adiposo o fibras

32

musculares estriadas, dependiendo de la zona que tapiza esta mucosa.’* esta

conformada por:

e Epitelio: Es no queratinizado, pero en algunas sitios puede estar
paraqueratinizado. El epitelio de revestimiento no queratinizado es
mas grueso que el queratinizado y con mayor nimero de capas que la
mucosa masticatoria. (en el estrato cérneo las células conservan sus
nucleos y algunas organelas celulares), la misma que esta conformada

por tres estratos estrato basal, estrato espinoso y estrato superficial.

12



Corion o Lamina propia: Es laxo o semilaxo, papilas de corion y
crestas epiteliales menos frecuentes y profundas que de la mucosa
masticatoria. Es una lamina de sostén y nutricion al epitelio por medio
de papilas que llevan vasos y nervios. Como todo tejido posee células,
fibras y sustancia fundamental amorfa. Entre las células podemos
encontrar fibroblastos, macrofagos, linfocitos y células plasmaticas.
Presenta fibras colagenas, que resisten las fuerzas de traccion y
tension y elasticas. En la sustancia fundamental existe gran cantidad
de glucosaminoglucanos.

Submucosa: Bien definida, puede contener glandulas salivales

menores, tejido adiposo y fibras musculares estriadas.°

4.8.1.2. Mucosa masticatoria:

Es la que recibe directamente las cargas de masticacion de alimentos. Los

alimentos se deslizan por las zonas proximas a los dientes: encia y paladar

duro.3 Esta mucosa se ubica en zonas sometidas a fenomenos de presion y

friccion, producto del proceso de masticacion. Esta mucosa se encuentra

adherida al hueso y no experimenta estiramiento. EI epitelio que posee es de

tipo queratinizado o paraqueratinizado, con numerosas crestas epiteliales que

se corresponden con las papilas del corion.®? La mucosa masticatoria esta

conformada por:

Epitelio: El epitelio es plano queratinizado en algunas zonas es
paraqueratinizado, es parecido al queratinizado en las células
superficiales pero estas no pierden su nucleo y su citoplasma se tifie
intensamente con la eosina, el epitelio es corto o bajo (y puede ser
paraqueratinizado) con numerosas crestas superficiales y corion o
lamina propia con corion denso o semidenso.

Submucosa: Es poco significativa en los sectores laterales del paladar

duro y carece de submucosa en la encia.*

4.8.1.3. Mucosa especializada:
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La encontramos en los 2/3 anteriores de la cara dorsal o superficie superior de la
lengua®! y se caracteriza por presentar una superficie muy irregular, por la
presencia de numerosos solevantamientos denominados papilas linguales. Se

llama especializada porque en ella se encuentran los receptores de sabor.?
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5. METODOLOGIA:

5.1. TIPO DE INVESTIGACION

5.1.1.
5.1.2.

De acuerdo al fin que se persigue: basica

De acuerdo a la técnica de contrastacion: experimental

5.2. LOCALIDAD E INSTITUCION DONDE SE DESARROLLARA
EL PROYECTO

5.2.1.
5.2.2.

Localidad: Trujillo-Peru

Institucidn: Universidad nacional de Trujillo

5.3. DISENO DE CONTRASTACION

5.3.1

Muestra

Nuestra muestra bioldgica de 12 Rattus rattus var. albinus,
machos de raza Sprague Dawley de 3 meses de edad
promedio y un peso promedio de 300 g. certificadas de no
haber sido sometidas a ninguna medicacién del bioterio de Ia

Universidad Peruana “Cayetano Heredia”

5.4. METODOS Y TECNICAS

5.4.1.

Administracion de la dosis

Los Rattus rattus var. Albinus serdn separados en grupo

control y grupos problema

Los animales fueron alojados en dos grupos en un ambiente
controlado y se les dio acceso a agua y alimento especifico
estandarizado para Rattus rattus var. albinus raza Sprague
Dawley (maiz molido y purina) sélida y dura, durante 14

dias
Para el grupo Control negativo: Se administré via sonda

oro gastrica un volumen del 3% del peso corporal de

solucion salina fisiologica (SSF) por 14 dias.
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Grupos Problema: Se administrd via sonda oro gastrica un
volumen del 3% del peso corporal de concentraciones de
metformina 500 mg/kg disuelta en solucion salina
fisiolégica (SSF) por 7 dias y posterior se le aumento la

dosis de la Metformina 750mg/kg durante los 7 dias

restantes.
GRUPOS
PARAMETROS
Neutro Control Problema
Ne de 1 3 8
especimenes
Administracion No SSF Dosis 1 de
via orogastrica metformina 500 mg
disuelta SSF
Dosis 2 de
metformina 750
mg/kg disuelta SSF

5.5. PARAMETROS A MEDIR

Cortes histoldgicos de tejidos orales de raton

Se realizaron cortes histolégicos de la mucosa oral del animal a nivel carrillos y
de paladar duro, tanto en del grupo control como en del grupo problema, se
realizard el método de tincion de la Tricromica de Gomori: La Tricromica de
Gomori es un método idoneo para colorear fibrina, tejido muscular y citoplasmas,
donde destaca esencialmente el condrioma como un fino granulado rojizo. Sin
embargo por su pH acido que se encuentra entre 2.5 y 2.7 (ligeramente por encima
del 6ptimo para la tincidn del coldgeno se presenta como una tincion incompleta y

difusa del componente fibrilar mas fino (membrana basal) y las fibras reticulares.
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También se realizo cortes histoldgicos de la mucosa oral del animal a nivel de
encia y carrillos de los animales, tanto del grupo control como del grupo como
del grupo problema, se realizara el método de tincion de hematoxilina-eosina: La
tincion de hematoxilina de hematoxilina, que por ser catidnica o bésica, tifie
estructuras &cidas (basofilas) en tonos azul y parpura, como los ndcleos celulares;
y el uso de eosina que tifie componentes basicos (acidéfilos) en tonos de color

rosa, gracias a su naturaleza aniénica o acida, como el citoplasma.

5.6. VARIABLES
5.6.1. Variable dependiente
Alteraciones de mucosa de carrillo y paladar en las Rattus rattus

var. Albinus

5.6.2. Variable idependiente
Metformina 500mg/kg y 750mg/kg
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6. RESULTADOS

En este estudio se empled 12 Rattus Rattus var. Albinus, machos de raza Sprague
Dawley de 3 meses de edad promedio, con un peso de 300g, les suministro
metformina por 14 dias para ver las alteraciones que nos produce en mucosa oral
con ayuda de la realizacion de los cortes histoldgicos de los grupos de estudio el
grupo control que se les suministro solo SSF y el grupo problema el cual recibi6
la medicacion en donde se llegd al resultado que en la mucosa del carillo se
obtuvo el 80% del grupo problema sin alteracién histologia y el 20 % del grupo
problema la mucosa del carillo se encontré con inflamacion. Realizado con las

coloraciones Hematoxilina y Eosina y Tricromica de Gomori, encontrando se esta

manera:

‘ ~
Fig. 1: Microfotografias de cortes de carrillo 200x. T. de Gomori. De Rattus rattus

control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)
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Fig. 2: Microfotografias de cortes de carrillo 200x. T. de Hematoxilina y Eosina.

De Rattus rattus control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)

En la figura N°1 y N°2 las microfotografias A se pueden apreciar los cortes
histolégicos de los Rattus rattus del grupo control en donde no se aprecia ninguna

alteracion aparente a diferencia de las microfotografias B donde se observa

ulceraciones de la mucosa epitelial y del corion.

. Y T, ﬁ /
cortes de carrillo T. Gomori. De Rattus rattus control

LN

Fig. 3: Microfotografias de
200x (A) y Rattus rattus tratada con Metformina 430x (B)
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Fig. 4: Mlcrofotograflés de cortes de carrlllo 430x. T. de Hematoxﬂma y Eosina.

De Rattus rattus control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)

En la figura N°3 y N°4 las microfotografias A se pueden apreciar los cortes
histolégicos de los Rattus rattus del grupo control en donde no se aprecia ninguna
alteracion aparente a nivel del tejido epitelial a diferencia de las microfotografias

B donde se observa hiperplasia con hiperqueratosis epitelial

Fig. 5: Mlcrofotog.raflas de cortes de carrillo 64x. T Gomori. De Rattus rattus

control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)
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Fig. 6: Microfotografias de cortes de carrillo 200x. T. Gomori. De Rattus rattus

control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)

e £

Fig 7: Micrbfotogréﬁas de cortes de carrillo 200x. T. de Hematoxilina y Eosina.

De Rattus rattus control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)

En la figura N°5, N°6 y N°7 las microfotografias A se pueden apreciar los cortes
histolégicos de los Rattus rattus del grupo control en donde no se aprecia ninguna

alteracion aparente en la lamina propio a diferencia de las Microfotografias B
donde se observa Hiperplasia fibrosa en lamina propia.




/

Fig. 8: Microfotografias de cortes de carrillo 200x. T. Gomori. De Rattus rattus

control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)

Fig. 9: Microfotogr;fl’as de cortes de carrillo 200x. T. de Hematoxilina y Eosina.
De Rattus rattus control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)
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Fig. 10: Microfotografias de cortes de carrillo 430x. T. de Hematoxilina y Eosina.

De Rattus rattus control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)

En la figura N°8, N°9 y N°10 las microfotografias A se pueden apreciar los cortes
histologicos de los Rattus rattus del grupo control en donde la luz de los vasos
sanguinas de la lamina propia normales a diferencia de las Microfotografias B

donde se observa dilatacion de los vasos sanguineos en lamina propia.

Fig. 11: Microfotografias de cortes de carrillo 200x. T. Gomori. De Rattus rattus

control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)
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Fig. 13: Microfotografias de cortes de carrillo 430x. T. de Hematoxilina y Eosina.

De Rattus rattus control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)

En la figura N°11, N°12 y N°13 las microfotografias A se pueden apreciar los

cortes histologicos de los Rattus rattus del grupo control en donde no se aprecia
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ninguna cambio a nivel de la membrana basal normales a diferencia de las

Microfotografias B donde se observa ruptura de la membrana basal

Fig. 14: Microfotografias de cortes de carrillo 200x. T. Gomori. De Rattus rattus

control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)

Fig. 15: Microfotografias de cortes de carrillo 430x. T. de Hematoxilina y Eosina.

De Rattus rattus control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)

25



En la figura N°14 y N°15 las microfotografias A se pueden apreciar los cortes
histolégicos de los Rattus rattus del grupo control en donde no se observa
presencia de histiocitos en el tejido conectivo a diferencia de las Microfotografias

B donde se observa la presencia de histiocitos en el tejido conectivo

Diagndstico Histoldgico:

A menor aumento (63), mediano (200x), mayor aumento 430x y 730x se observa:
La mucosa de carrillo muestra caracteristicas de inflamacion aguda presentando
las siguientes caracterices histologicas por:

e Ulceracion de la mucosa que compromete al epitelio y corion.

e Hiperplasia con hiperqueratosis epitelial.

e Hiperplasia de células basales y parabales del epitelio.

e Engrosamiento de la pared de los pequefios y medianos vasos
sanguineos en submucosa.

¢ Dilatacién de los vasos sanguineos en lamina propia.

e Hiperplasia fibrosa del tejido conjuntivo en lamina propia.

e Presencia de histiocitos en el corion.

RS s o e Y RIS T,
~ 4 P ] '_.4“&9’ Bl 10 .uf:/&g‘ e h b
Fig. 16: Microfotografias de cortes de paladar duro 200x. T. Gomori. De Rattus
rattus control (A) y Rattus rattus tratada con Metformina (B)
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5 |
Fig. 17: Microfotografias de cortes de paladar duro 200x. T. de Hematoxilina y
Eosina. De Rattus rattus control (A) y Rattus rattus tratada con metformina (B)
En la figura N°14 y N°15 se puede apreciar en los cortes histologicos del paladar
duro en estos podemos observamos los tejidos sin presentar alteracion siendo
grupo control y grupo problema en donde se aprecia que la administracion de

metformina por 14 dias el cual no ocasion6 ninguna alteracion

Diagnostico Histoldgico
A menor (63x), mediano (200x) y mayor aumento (450x y 750x).

Las mucosas de paladar duro muestran caracteristicas histologicas normales.
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7. DISCUSION

Los resultados de este trabajo determinaron un problema la mucosa del carillo se
encontr6 con inflamacion. En este trabajo de investigacién en donde se les
suministro metformina por 14 dias para ver las alteraciones que nos produce en
mucosa oral con ayuda de la realizacion de los cortes histologicos de los grupos
de estudio el grupo control que se les suministro solo SSF y el grupo problema el
cual recibi6 la medicacion en donde se lleg6 al resultado que en la mucosa del
carillo se obtuvo el 80% del grupo problema sin alteracién histologia y el 20 %

del grupo problema la mucosa del carillo se encontrd con inflamacion.

En el cual se puede observar figura N°1 A 'y N°2 A que el tejido de del carrillo no
se encuentra con alteraciones en las figuras N°1B y N° 2B donde se aprecia el
dafio de tejido teniendo un diagnostico histolégico de ulceraciones del tejido
diciendo que la ulcera es toda lesion abierta de la piel o0 membrana mucosa con
pérdida de sustancia esta es un principal signo de una reaccién alérgica al

medicamento a nivel de la mucosa.3?

En la figura N°3A y N°4A se puede observar el epitelio con sus estratos bien
definidos a diferencia de las figura N°3B y N° 4B donde se puede observar la
hiperpalcia de las células basales y parabasales del tejido, la hiperplasia es
aumento anormal de tamafio que sufre un tejido organico debido al incremento del
numero de células normales que lo forman.®* Las células epiteliales del estrato
espinoso muestran nucleos grandes, con citoplasma vacuolado claro. La capa de
celulas basales muestra aumento de la actividad mitética. La presencia en el
estrato espinoso de células con una disposiciéon del material nuclear que semeja
figuras mitdticas anormales®> corresponden a un grupo de lesiones producidas
como una respuesta exagerada de la mucosa bucal frente a irritantes cronicos de
baja intensidad, motivo por el cual se le considera una lesion reactiva®®. Esta
leccion estd relacionada por el dificit de vitaminas estando al tanto que la

metformina nos va a producir deficiencia de la vitamina B12*°

La lamina propia es una fina capa de tejido conectivo que esta conformado por

fibras de colageno y células como fibroblastos, adipocitos entre otros tipos de
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celulas en la figura N°5A ,N°6A y N°72 se puede observar el tejido conjuntivo en
l&mina propia donde se observa que las fibras colagenas bien definidas y la
presencia de fibroblastos. En la Figura N°5B con un aumento de 64x Yy la figura
N°6B con un aumento de 200x se puede observar la lamina propia donde se ve la
presencia de un aumento de fibras de colageno con ayuda de la figura N°7B
donde con un mayor aumento se puede observar que hay una hiperplasia solo de
las fibras de colageno y no existe un aumento de las células a nivel de la lamina
propia la hiperplasia de las fibras de colageno estan dadas como un mecanismo de
defensa a un agente externo como raciones alérgicas a la medicacién o a
microorganismos conociendo que las Rattus estuvieron en un ambiente controlado

la presencia de la hiperplasia es producida por una racion al medicamento.

Una de las funciones principales del tejido conjuntivo es la nutricién de los tejidos
subyacentes este sea epitelial o tejido conjuntivo especializado con la presencia de
pequefios y grandes vasos sanguineos como se observa en la Figura N°8A, N°9A
y N°10A en donde se observa la presencia de vasa sanguineos. En la Figura N°8B,
N°9B y N°10B donde se aprecia la dilatacion de los vasos sanguineos es el
aumento de la luz del conducto este es una respuesta a un aumento en proceso
celular este sea a nivel del tejido epitelial relaciondndose con proceso de
inflamacion aumentando el flujo sanguineo para la reparacion del mismo.®” Como
podemos apreciar en las Figuras N° 11B, N°12B y N°13B se observa una ruptura
de la membrana basal este estd dado por una respuesta a un  proceso
inflamatorio induce una serie de alteraciones de los mecanismos defensivos, que
conduce a la aparicién de la necrosis del epitelio, dando lugar a erosiones o

Ulceras.®®

Con la presencia de las siguientes caracteristicas que se presentaron con
anterioridad podemos decir las ratas tuvieron una reaccion inflamatoria al
medicamento a nivel de carrillo esto estd dado a la adaptacion celular que es, el
estado que ocupa un sitio intermedio entre la célula normal no sometida a lesion y
la que se encuentra lesionadas. Es respuestas celulares de adaptacion las unidades
funcionales alcanzan un nuevo aunque alterado estado de equilibrio y preservan la

viabilidad de ellas mismas, ademas de que modulan su funcién como respuesta a
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esos estimulos. Algunas de esas adaptaciones implican cambios en el crecimiento
y diferenciacion de la célula. De esta forma no es sorprendente que la lesion
celular inducida por estas sustancias sea grave Yy, al mismo tiempo,
extremadamente rapida en su inicio. Los posibles efectos farmacoinducidos en la

cavidad bucal incluyen consecuencias directas e indirectas de los medicamentos.®

En estudios relacionados se describe como la metformina, un farmaco que tiene
un papel protector en las complicaciones y los efectos anti-inflamatorios en las
células endoteliales mediante la prevencion de la activacion del factor nuclear
kappa B (NF-kB) y atenuar inducida por TNF-o inflamatoria la respuesta* el cual
nos desencadena que la medicacién por el kappa B es un complejo proteico que
controla la transcripcién del ADN se encuentra en la mayoria de tipos de células
animales y esta implicado en la respuesta celular frente a estimulos y por los TNF-
o que es un tipo de citoquina el cual va actuar en las fases tempranas de la
inflamacion para asi controlarla** en nuestro estudio se obtuvo la aparicion de
inflamacién a nivel de carillos viendo que cada paciente tiene una reaccion

diferente a un tipo de medicacion.

Los estudios a nivel de epitelio es la de la mucosa oral se los ha realizado con
anterioridad ha sido para el tratamiento de carcinoma de células escamosas oral
(CCCA) en donde la metformina induce la detencién del ciclo celular en la fase
GO / G1 y la apoptosis de las células CCCA asociadas con la modulacién de la
expresion de proteinas del ciclo celular de regulacion y relacionada con la
apoptosis. Inhibidores de CDK, tales como p21 y p27 han sido demostrado que
desempefian un papel importante en los efectos inhibidores de la metformina en
estudios anteriores.*? Sin embargo, las estas proteinas en las células después del
tratamiento con metformina CCCA. Esta discrepancia puede deberse a las

diferencias en las propiedades de los diferentes tipos de células cancerosas.*?

El principal uso metformina es un farmaco anti-diabético con potencial de accion
anti-neoplasica, lo que disminuye la incidencia y la progresién de varios canceres
humanos.* Por otra parte, la metformina disminuye hepatocelular riesgo de
carcinoma de una manera dependiente de la dosis.®® Varios estudios también han

demostrado que la metformina reduce la viabilidad de células de cancer mediante
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la induccion de la apoptosis en varios canceres. Griss et al. Informé de que la
metformina inhibe la proliferacion de células cancerosas mediante la supresion de

la actividad biosintética mitocondrial.*®

La metformina ejerce sus efectos, antitumoral a traveés de mecanismos indirectos
mediante el aumento de sensibilidad a la insulina, inhibicion de la
gluconeogénesis hepatica,*® y los mecanismos directos que implica la activacion
de la proteina quinasa activada por AMP, seguido de la inhibicion del objetivo
mamifero de la rapamicina via.!® Por otra parte, la metformina también juega un
papel crucial en la modulacion del metabolismo energético celular, y se reprime la
EMT a través de la via de sefializacion de la rapamicina via*’ siendo esta via la
encargada la formacion de ribosomas y la regulacion del crecimiento,
proliferacion y muerte celular asi es uno de los mediadores para el control de
células cancerigenas, en nuestra investigacion se pudo observar que a pesar de las
ventajas que se tiene que regular diferentes vias en la formacion de células y la
apoptosis de células cancerigenas en el uso de diferentes canceres se pudo
observar cdmo se generd a nivel bucal a nivel de carrillos una inflamacion con

diferentes signos.

Notando gue investigaciones anteriores no existe una alteracion que nos esplique
el porqué de la inflamacién, se logrd identificar los efectos indirecto de la
metformina a nivel bucal en la inflamacion encontrados en el estudio se describe
que la medicaciéon va a estar asociada con la deficiencia vitamina B 12. La
metformina inhibe la gluconeogénesis, disminuye la produccion de glucosa
hepética, y aumenta la sensibilidad a la insulina. Uno de los efectos secundarios
mas comunes de la metformina es trastornos gastrointestinales, incluyendo la
reduccién de la vitamina B 12 absorcion.®® La metformina perturba el
metabolismo del calcio, que es uno de los elementos necesarios para el cuerpo
para absorber la vitamina B 12, Los individuos con disminucion de los niveles de
vitamina B 12 se han notificado a exhibir diversas manifestaciones orales como

tlceras, queilitis y prurito a nivel de carrillos.?
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8. CONCLUSIONES:

En nuestro estudio en las Rattus rattus con el uso de metformina se
pudo apreciar que no todo nuestro grupo problema fue susceptible a la
medicacion en el cual apenas un 20% encontramos alteraciones a nivel
del tejido de carrillos presentando una Inflamacion, y nivel de tejido

del paladar duro se pudo observar que no presentd ninguna alteracion

En la mucosa del carrillo de las Rattus rattus se llegé apreciar las
siguientes caracteristicas como la ulceracion de la mucosa que
compromete al epitelio, hiperplasia con hiperqueratosis epitelial,
engrosamiento de la pared de los pequefios y medianos vasos
sanguineos en submucosa, dilatacion de los vasos sanguineos en
l&mina propia e hiperplasia fibrosa del tejido conjuntivo en lamina

propia.

En la comparacion de los cortes histologicos de los Rattus rattus var.
Albinus se pudo apreciar que en el grupo control y el grupo problemas
en el tejido del paladar no se presentd alteraciones en relacion del
tejido de la mucosa de carrillos del grupo control y grupo problema en
donde se aprecia la presencia de inflamacién en una Rattus rattus var.
Albinus.

El uso de la metformina no es completamente seguro en la mucosa de
la cavidad oral por lo que si es necesario siniestrarla por uno de los
efectos deseados como antidiabético, anti cancerigeno, pérdida de peso
y ovario poli quistico, debemos tomar encanta los beneficios que nos
va a producir la medicacién y comparar con los riesgos que nos
produce si el beneficio es mayor debemos tener un control de las

estructuras que van a ser alteradas por la medicacion.
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9. RECOMENDACIONES:

Se recomienda que el Medico general o especialista tiene que tener
una comunicacion directa con el Odontélogo porque en esta
investigacion apreciamos los dafios que se dieron en los tejidos de

la mucosa oral principal mente en carrillos

Fomentar este tipo de investigaciones sobre los medicamentos en
los cuales no se conozcan las alteraciones o si los mismos no lo
producen porque nosotros somos parte del grupo de salud debemos
conocer los riesgos y beneficios de los mismos antes de prescribir

Capacitar a los pacientes que usen metformina solo las alteraciones
a nivel de carrillos que nos produce para que el paciente este

pendiente de alguna alteracion.
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8. Anexos

Anexo 1 Cronograma
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Anexo 2 Fotografia de almacenamiento de los Rattus rattus

Anexo 3 Fotografia del grupo contro y grupo problema de los Rattus rattus var.

Alvinus

Anexo 4 Fotografia del sondaje orogastrico con la metformina en Rattus rattus

var. Albinus



Anexo 5 Fotografia de la realizacion de cortes histologicos en Rattus rattus var.
Alvinus

Anexo 6 Fotografia de la realizacion de cortes histologicos en Rattus rattus var.
Alvinus

Anexo 5 fotografia del almacenamiento de cortes histologicos en Rattus rattus
var. Alvinus

Anexo 7 Resultados del histologo y archivo de interpretacién
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RATA N° 1 TRATADA CON METFORMINA

Espécimen: Carrillo

Método: Tricromica de Gomori

Microfotografia N° 2: Carrillo 200x. T. de Gomori. Se observa ulceracién de la mucosa (epitelio y corion)
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Microfotografia N° 3: Carrillo 200x. T. de Gomori. Se observa hiperplasia con hiperqueratosis en epitelio.
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Microfotografia N° 6: Carrillo 200x. T. de Gomori. Se observa hiperplasia de células basales
y parabasales en epitelio
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Microfotografia N° 8: Carrillo 63x. T. de Gomori. Se observa Hiperplasia fibrosa en lamina propia.
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Microfotografia N° 10: Carrillo 200x. T. de Gomori. Se observa dilatacién de los pequefios y medianos

vasos sanguineos en lamina propia.
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Microfotografia N° 11: Carrillo 200x. T. de Gomori. Se observa dilatacién de los pequefios y medianos
vasos sanguineos en submucosa.

Microfotografia N° 12: Carrillo 200x. T. de Gomori. Se observa ruptura de la membrana basal
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Microfotografia N° 14: Carrillo 430x. T. de Gomori. SE observan histiocitos en [damina propia
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Microscopia:

A menor aumento (63), mediano (200x), mayor aumento 430x y 730x se observa:
Lesiones de naturaleza inflamatoria, histolégicamente caracterizadas por:

- Ulceracion de la mucosa que compromete al epitelio y corion.

- Hiperplasia con hiperqueratosis epitelial.

- Hiperplasia de células basales y parabales del epitelio.

- Engrosamiento de la pared de los pequeios y medianos vasos sanguineos en submucosa.
- Dilatacidn de los vasos sanguineos en lamina propia.

- Hiperplasia fibrosa del tejido conjuntivo en [damina propia.

- Presencia de histiocitos en el corion.

Diagndstico Histologico:

La mucosa de carrillo muestra caracteristicas de inflamacién aguda.

JOSE SOLDADO MURO
Tecndlogo Médico
Histélogo
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RATA N° 1: TRATADA CON METFORMINA

Especimenes: Paladar duro, Lengua y Parétida

Método: Tricrdmica de Gomori

Microfotografia N° 2: Paladar duro 200x. T. de Gomori
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Microfotografia N° 4: Lengua (Mucosa dorsal) 63x. T. de Gomori

Jr. Martinez de Compagfién 826 - San Andrés - @ 044-616329 - = 044-949052330 - Truijillo - Peru
web: www.josesoldadomuro.com - e-mail: histologia@josesoldadomuro.com



JOSE SOLDADO MURO

TECNOLOGO MEDICO
HISTOLOGO

Ex-Jefe del Laboratorio de Histologia Humana en la Facultad de Ciencias Médicas de la UN.T.
Ex-Docente de la U.N.T. en la Especialidad de Histologia Humana
Primer Puesto Nacional Premio QUILAB a la Investigacion Médica 2009

ASESORAMIENTO EN HISTOLOGIA GENERAL E HISTOQUIMICA
ELABORACION Y ABASTECIMIENTO DE MATERIAL DE ENSENANZA

CIENCIAY TECNOLOGIA

Microfotografia N° 6: Lengua (Mucosa dorsal) 200x. T. de Gomori

Microfotografia N° 7: Parétida 63x. T. de Gomori
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Microfotografia N° 8: Parétida 200x. T. de Gomori

Microfotografia N° 9: Pardtida 430x. T. de Gomori
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Diagndstico Histologico

A menor (63x), mediano (200x) y mayor aumento (450x y 750x).

Las mucosas de paladar duro, lengua y pardtida muestran caracteristicas histoldgicas normales.
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RATA N° 1 TRATADA CON METFORMINA

Espécimen: Carrillo

Método: Hematoxilina y Eosina

Microfotografia N° 2: Carrillo 200x. H. y E. Se observa ulceracién de la mucosa (epitelio y corion)
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Microfotografia N° 3: Carrillo 430x. H. y E. Se observa ulceracién de la mucosa (epitelio y corion).

Microfotografia N° 4: Carrillo 200x H. y E. Se observa hiperplasia con hiperqueratosis epitelial.
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Microfotografia N° 5: Carrillo 430x. H.y E. Se observa hiperplasia con hiperqueratosis epitelial

Microfotografia N° 6: 200x. H. y E. Hiperplasia de células basales y parabasales en epitelio.
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Microfotografia N° 7: Carrillo 430x. H. y E. Se observa hiperplasia de células basales y parabasales en epitelio.
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Microfotografia N° 8: Mejilla 200x. H. y E. Se observa engrosamiento de la pared de los pequefios y
medianos vasos sanguineos en la submucosa.
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Microfotografia N° 9: Mejilla 430x. H. y E. Se observa engrosamiento de la pared de los pequefios y

Medianos vasos sanguineos en submucosa
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Microfotografia N° 10: Carrillo 430x. H. y E. Dilatacion de los vasos sanguineos en lamina propia.

Microfotografia N° 11: Carrillo 200x. H.y E. Se observa hiperplasia fibrosa del tejido conjuntivo
en lamina propia.

Microfotografia N° 12: Carrillo 430x. H. y E. Se observa hiperplasia fibrosa del tejido conjuntivo
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en ldamina propia.

Microfotografia N° 14: Carrillo 430x. H. y E. Se observa presencia de histiocitos en el corion
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Microscopia:

A menor aumento (63), mediano (200x), mayor aumento (430x) se observa:
Lesiones de naturaleza inflamatoria, histolégicamente caracterizadas por:

- Ulceracion de la mucosa que compromete al epitelio y corion.

- Hiperplasia con hiperqueratosis epitelial.

- Hiperplasia de células basales y parabales del epitelio.

- Engrosamiento de la pared de los pequeios y medianos vasos sanguineos en submucosa.
- Dilatacion de los vasos sanguineos en lamina propia.

- Hiperplasia fibrosa del tejido conjuntivo en lamina propia.

- Presencia de histiocitos en el corion.

Diagndstico Histologico:

La mucosa de carrillo muestra caracteristicas de inflamacion aguda.

JOSE SOLDADO MURO
Tecndlogo Médico
Histélogo
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RATA N°1: TRATADAS CON METFORMINA

Especimenes: Paladar duro, Lengua y Pardtida.

Método: Hematoxilina y Eosina

Microscopia

A menor (63x), mediano (200x) y mayor aumento (430x).

Diagndstico Histologico

Las mucosas de paladar duro, lengua y parétida muestran caracteristicas histolégicas normales.

JOSE SOLDADO MURO
Tecndlogo Médico
Histélogo
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RATAS N° 2, 3,4, 5y 6: TRATADAS CON METFORMINA

Especimenes: Carrillo, Paladar duro, Lengua y Pardtida.

Método: Hematoxilina y Eosina

Microscopia

A menor (63x), mediano (200x) y mayor aumento (430x).

Diagnostico Histolégico:

Las mucosas de paladar duro, lengua y parotida muestran caracteristicas histologicas normales.

JOSE SOLDADO MURO
Tecndlogo Médico
Histélogo
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PROCEDIMIENTOS Y RESULTADOS EN ESTUDIO HISTOLOGICO DE CAVIDAD ORAL

Muestra o espécimen: Cortes de Mejilla, Paladar duro, Lengua y Glandula parétida.
Método: Histosec

Fijador: Formaldehido al 4%.

Corte: 6 micrometros.

Coloraciones: Hematoxilina y Eosina y Tricromica de Gomori.

Equipos, Reactivos y Colorantes:

Micrétomo de Minot.

Estufa graduada a 56°C.

Bafio de Maria a 45°C.

Platina secadora de [aminas a 52°C.
Bateria de Cloracion Hy E.

Bateria de Colacion Tricromica de Gomori.
Balanza Analitica.

Equipo de diseccion.

Formaldehido Reactivo al 40%.
Etanol Absoluto Merck.

Alcohol de 96% (corriente).

Xilol Merck.

Histosec Merck.

Hematoxilina en polvo Merck.
Sulfato de Aluminio y Potasio Merck.
Oxido de Mercurio Rojo Harleco.
Eosina Y amarillenta Merck.

Acido Acético glacial Merck.

Acido Clorhidrico al 37% Merck
Hidréxido de Amonio puro Baker
Timol.

Balsamo del Canada Merck
Glicerina Pura Merck.

Acido picrico.

Jr. Martinez de Compagfién 826 - San Andrés - @ 044-616329 - = 044-949052330 - Trujillo - Pert
web: www.josesoldadomuro.com - e-mail: histologia@josesoldadomuro.com

29



JOSE SOLDADO MURO

TECNOLOGO MEDICO
HISTOLOGO

Ex-Jefe del Laboratorio de Histologia Humana en la Facultad de Ciencias Médicas de la UN.T.
Ex-Docente de la U.N.T. en la Especialidad de Histologia Humana
Primer Puesto Nacional Premio QUILAB a la Investigacion Médica 2009

ASESORAMIENTO EN HISTOLOGIA GENERAL E HISTOQUIMICA
ELABORACION Y ABASTECIMIENTO DE MATERIAL DE ENSENANZA

{ CIENCIAY TECNOLOGIA |

Acido fosfotungstico.
Chromotrope 2R.
Verde Luz S.F.

MATERIAL DE VIDRIO y OTROS

Laminas portaobjetos 3x1 pulgadas marca H&S.
Laminillas cubreobjetos 22x22 mm. Marca Marienfeld.
Gasa.

Hilo

Pinzas rectas

Cuchillo

Navaja Gillette.

Agua destilada quimicamente pura.

SOLUCIONES

Hematoxilina de Harris.
Hematoxilina de Weigerth.
Eosina Y alcohdlica.

Alcohol Acido al 0.5%.

Agua Amoniacal al 0.5%.
Glicerina Albumina de Mayer.
Solucién de Bouin.

Solucidn Tricrémica de Gomori.

DESARROLLO DE CONOCIMIENTOS

ORGANOS QUE CONSTITUYEN LA CAVIDAD BUCAL: Labios, Mejillas, Lengua, Piso o suelo de la boca,

Paladar duro y Paladar blando o Velo del paladar.

CLASIFICACION DE LA MUCOSA ORAL: Mucosa de revestimiento, Mucosa Masticatoria y Mucosa

Especializada.
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LA MUCOSA DE REVESTIMIENTO COMPRENDE:

Labios, Meéjillas, Piso de la boca y Paladar blando.

Las mejillas constituyen las paredes laterales de la cavidad bucal. La mucosa interna esta revestida por
mucosa lisa, rosada y hiumeda.

Caracteristicas Histologicas

- Zonas expuestas a movimiento.

- Es flexible y movil.

- El epitelio es mas grueso.

- Tiene I[dmina propia.

- Disminuye el numero de fibras colagenas.

- Posee mayor cantidad de fibras elasticas.

SU MUCOSA DE REVESTIMIENTO

Epitelio: Es no queratinizado, pero en algunas sitios puede estar paraqueratinizado. El epitelio de
revestimiento no queratinizado es mas grueso que el queratinizado y con mayor niumero de capas que
la mucosa masticatoria. (en el estrato cérneo las células conservan sus nucleos y algunas organelas
celulares).

Tiene 3 capas: estrato basal, estrato espinoso y estrato superficial.

Corion o Lamina propia: Es laxo o semilaxo, papilas de corion y crestas epiteliales menos frecuentes y
profundas que de la mucosa masticatoria. Es una lamina de sostén y nutricién al epitelio por medio de
papilas que llevan vasos y nervios. Como todo tejido posee células, fibras y sustancia fundamental
amorfa. Entre las células podemos encontrar fibroblastos, macréfagos, linfocitos y células plasmaticas.
Presenta fibras colagenas, que resisten las fuerzas de traccion y tension y eldsticas. En la sustancia
fundamental existe gran cantidad de glucosaminoglucanos.

Submucosa: Bien definida, puede contener glandulas salivales menores, tejido adiposo y fibras
musculares estriadas.

LA MUCOSA MASTICATORIA

Comprende las Encias y el Paladar duro.
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- Estad sometida a las fuerzas intensas de friccion y presion originadas por el impacto masticatorio. @
Cubre las zonas expuestas a las fuerzas masticatorias.

- Suele estar fija al periostio del hueso y no experimenta estiramiento.

- Esta unida al hueso del paladar duro y procesos alveolares por insercidon de fibras colagenas para
formar mucoperiostio.

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS:

Epitelio: El epitelio es plano queratinizado.

. En algunas zonas es paraqueratinizado, es parecido al queratinizado en las células superficiales pero
estas no pierden su nucleo y su citoplasma se tifie intensamente con la eosina.

. El epitelio queratinizado de la mucosa masticatoria se parece al de la piel, pero carece de estrato
lucido.

. El epitelio es corto o bajo (y puede ser paraqueratinizado) con numerosas crestas superficiales y corion
o ldmina propia con corion denso o semidenso. Epitelio
estratificado plano queratinizado

Submucosa: Es poco significativa en los sectores laterales
Pared externa

del paladar duro y carece de submucosa en la encia.

Foso

Corpisculos o botories gustativos

MUCOSA ESPECIALIZADA

Papila caliciforme

Caracteristicas:

Gléndulas de von Ebner

La lengua es un d6rgano musculoso, asiento principal del

sentido del gusto. Los haces musculares que se dirigen en
todo sentido (anteroposterior, transversal, oblicuo y | ri 125 scccion de s supersicie dorsal e a pare

bucal de la lengua mostrando una papila calicifor-
me. H & E. x30.

vertical) estan unidos entre si por tejido conectivo vy

recubiertos por una mucosa lingual, que presentan
caracteres  diferentes  segun las  zonas
consideradas.

e~ —

—=eStrat 0 granul0Ste——

MUCOSA LINGUAL:

Digamos que lo que caracteriza a esta mucosa en
sus zonas tipicas es la existencia de papilas
linguales, formaciones complejas dermoepiteliales
de variados tipos y algunas muy numerosas, a las
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cuales debe la mucosa de la
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lengua su aspecto particular.

> orplisculo gustativo GG Rt
Papilas foliadas corpisculos gustativos Corpasculo gustati Por Istativ

Entre estas papilas se destacan
unas, las papilas caliciformes, por i
su forma especial por disponerse
en una serie lineal en forma de V,
la V lingual, y porque en ellas se

localizan con preferencia los

corpusculos gustativos. el vértice W $: s ) § .
de la V, dirigido hacia atras, esta i ' AR s ]
ocupado por una papila, la de - t ' j . a

Fig. 12-4. Papilas foliadas de la lengua de un co Fig. 12-5. Corpiisculo gustativo de la lengua obser
1 eran aumento. H & E. x540

mayor tamafo, y sus ramas, que Mieg-ib S Banly

se dirigen hacia adelante y afuera,
a los bordes de la lengua, estdn compuestas cada una por la sucesidon de 4 6 5 papilas.

Es muy diferente la constitucién de la mucosa por delante y por detrds de la V lingual. En la regidn
posterior, que corresponde a la raiz o base de la lengua, se encuentran numerosas formaciones
linfaticas.

Por delante de la V lingual, el aspecto de la mucosa es otro. Ademas es diferente en la cara superior y
en la inferior del érgano. En esta ultima region es delgada, lisa y se une laxamente con los planos
profundos por intermedio de un tejido conectivo que forma una verdadera submucosa; la cara superior
o dorso es, en cambio gruesa de aspecto aterciopelado debido a la presencia de numerosas papilas
filiformes, y se adhiere intimamente a la capa muscular subyacente.

La mucosa lingual consta en toda su extensién de un epitelio estratificado y de un corion o lamina
propia formado por tejido conectivo denso.

Las papilas linguales son de cuatro tipos: papilas filiformes, fungiformes, caliciformes y foliadas

Papilas Foliadas: Estas ultimas son rudimentarias en el hombre y muy desarrolladas en algunos
animales (conejo y otros roedores), se presentan en forma de pliegues que en nimero de 6 a 12, se
suceden como las hojas de un libro y constituyen en este caso dos formaciones ovoides (drganos
foliados) situados en los bordes de la lengua, cerca de su base. Los botones gustativos se localizan en
ambos lados de cada pliegue.

LA PAROTIDA
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La parétida es una glandula serosa pura, todos sus acinos poseen Unicamente células secretoras
serosas. Estas son células piramidales bajas, de nucleo redondeado, rico en cromatina situado en su
tercio inferior. Esta zona se presenta mas oscura y de aspecto estriado por las mitocondrias
filamentosas que posee, dispuestas, perpendicularmente a la base celular, y por la sustancia cromdéfila
existente entre ellas, rica en dcido ribonucleico (ergastoplasma) . La zona correspondiente a los dos
tercios superiores es mas clara por que alli se localizan los grdnulos de cimégeno. La luz del acino es
habitualmente pequefia, aunque su diametro sufre variaciones relacionadas con su estado funcional.

El acino o adenémero se continda con el conducto intercalar llamado también conducto de Boll muy
delgado y de luz estrecha, prolongacién directa de la luz glandular. Estd formado por una capa de
células cubicas bajas que se implantan en una membrana basal. Los conductillos intercalares se retinen
con los semejantes préximos y desembocan en los conductos intralobulillares e interlobulillares. Estos
son conductos de didmetro mucho mayor que los anteriores; poseen luz amplia y epitelio formado por
una capa de células cilindricas con citoplasma acidéfilo y mitocondrias filamentosas en la porcién basal
lo que les da el aspecto estriado que presentan (conductos estriados). El nlucleo esferoide y rico en
cromatina esta situado en la unién del tercio medio con el tercio inferior. A estos conductos se les
considera como excreto-secretores, porque sus células segregan agua y sales de calcio, contribuyendo a
la formacion de la saliva. Los conductos colectores o conductos excretores propiamente dichos poseen
un epitelio dispuesto en dos capas de células (cubicas las profundas y cilindricas las superficiales), que
limitan una luz amplia y reposan sobre una capa de tejido conectivo denso. El gran conducto colector
el conducto de Stenon posee un epitelio cilindrico

seudoestratificado que, conforme se aproxima a la mucosa
bucal es reemplazado por un epitelio estratificado.

Septos de tejido conjuntivo

Bibliografia: Texto Atlas de Histologia 2da. Edicion de Leslie P. Gartner Ph.D y
James L. Hiatt, Ph. D
Edit. Mc. Graw-Hill Interamericana.

METODOS DE COLORACION UTILIZADOS

Conductos excretores intralobulillares

DESHIDRATACION, DIAFANIZACION, INCLUSION EN
HISTOSEC Y CORTE

Fijacion Histolégica: La pieza anatdmica fue obtenida
inmediatamente después de la muerte del animal, causada
por un anestésico o por traumatismo craneano.

Eleccion del fijador: E| fijador utilizado fue Formaldehido
calidad reactivo al 4%.

Deshidratacion. (e

Fig. 11.19 Glandula salival parotida.
La glandula salival pardtida esta formada totalmente por células
granulosas serosas {5}, con una cantidad variable de tejido adsposo
. = . . intermedio. Obsérvese el agrupamiento de pequenos tubulos (SD) y
Jr. Martinez de Compagfién 826 - San Andrés - ® 044-616329 -| 1o de un conducto annépu;nmv 9 4
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Los especimenes retirados del fijador acuoso y después de lavados, estan embebidas en agua que
impide sean penetradas por el histosec. Para que esta penetracién ocurra es necesario, en primer lugar,
eliminar el agua de los tejidos o deshidratarlos. La deshidratacion se obtiene sumergiendo los
especimenes en liquidos anhidros, dvidos de agua. Para evitar las alteraciones provocadas por una
deshidratacién brusca, se procedid escalonadamente utilizando alcohol etilico de graduacidn creciente:

a) Alcohol de 70% 1 hora
b) Alcohol de 80% 1 hora
c) Alcohol de 96% 1 hora
d) Alcohol de 96% 1 hora
e) Alcohol de 96% 2 horas
f) Etanol absoluto 1 hora
g) Etanol absoluto 1 hora
h) Etanol absoluto 2 horas

La renovacion de los alcoholes y el tiempo de duracidn de los bafios deben ser exactos. Es fundamental
obtener una deshidratacién completa.

Impregnacion por un solvente del histosec (aclaracién o diafanizacién)

Los especimenes perfectamente deshidratados se sumergieron en xilol.

Al agregarse al xilol no debe aparecer ninguna turbiedad (Los especimenes se tornan trasltcidos). Si se
pone blanco lechoso significa que la deshidratacién no ha sido bien lograda.

i) Xilol I 1 hora
i) Xilol'll 1 hora
k) Xilol lll 2 horas

Penetracion del Histosec

Se sumergen los especimenes en Histosec a 56°C de punto de fusién exacto, mantenida liquida en la
estufa.

[) Primer bafio de histosec 1 hora
m) Segundo bafio de histosec 1 hora
n) Tercer bafio de histosec 2 horas

Inclusion definitiva o formacidon del bloque

En moldes de metal se vierte el histosec fundido del mismo punto de fusién de la que ha servido para la
penetracion, calentandola previamente a 60-65°C. Se colocaron los especimenes orientandolos
apropiadamente.
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A los 30 minutos, el histosec se habra solidificado completamente. Recortar los bloques en forma de 36
pirdmide cuadrangular truncada y luego realizar los cortes.

Corte del espécimen

Hay que llevar a cabo una serie de procesos sobre el bloque de histosec antes de hacer el primer corte
util al espécimen

1) Proceso de desbastado, es decir, la eliminacidon del espesor de histosec que hay entre la
superficie del bloque y el espécimen

2) Orientacién de la cuchilla respecto a la superficie de corte.

3) Obtener las secciones unidas por las caras paralelas a la cuchilla.

4) Aprovechando la hidrofobicidad del histosec las secciones se colocan en agua calentada a 48°C
en un termostato y el calor las hara extenderse sin llegar a su punto de fusion.

5) La superficie del portaobjetos donde se colocaran las secciones cortadas ha de estar
previamente tratada para que el espécimen quede adherido durante el procesamiento ulterior.
Para ello los cubre objetos se recubren previamente con glicerina albimina de Jelly y se dejan
secar.

6) Una vez que el agua se ha evaporado y habiendo quedado extendida la seccién en el
portaobjetos, se procede a un secado exhaustivo en una estufa a 40°C durante toda la noche.
Una vez secos, los portaobjetos con las secciones quedan listos para el procesamiento de
coloracion.

COLORACION

METODO DE LA HEMATOXILINA DE HARRIS Y EOSINA

Fijacion: Formaldehido al 4%
Técnica: Histosec, secciones de 6 micrometros

Los reactivos se prepararon como sique:

Hematoxilina de Harris

Hematoxilina en polvo 5.0g.
Alcohol absoluto 50.0 ml
Sulfato de aluminio y potasio 100.0 g.
Agua destilada 1,000.0 ml
Oxido de mercurio rojo 2.5g.
Acido acético glacial 5.0 ml.
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Técnica

1.
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Solucion Alcohdlica de Eosina al 0.25 %

Eosina Amarillenta Y 0.25g.
Alcohol etilico de 80 % 100.0 ml.
Acido acético glacial 0.5 ml.
Diferenciador
Acido clorhidrico reactivo al 37% 0.5 ml.
Alcohol etilico de 80% 100.0 ml.
Virador
Amoniaco reactivo 0.5 ml.
Agua destilada 100.0 ml.

Desparafinar en xilol I, 5 minutos.

Desparafinar en xilol ll, 5 minutos.

Hidratar en alcohol etilico del 96%, 5 minutos.

Continuar la hidratacion en agua destilada, 5 minutos.

Colorear con hematoxilina de Harris, 2 minutos.

Se enjuaga con agua de llave, 5 minutos

Se diferencia rapidamente con solucion diferenciadora, 5 segundos
Se enjuaga con agua de llave, 5 minutos.

Viraje breve, 10 segundos.

. Se enjuaga con agua de llave, 5 minutos

. Se colorea con Eosina Y amarillenta, 10 minutos.

. Se diferencia en alcohol etilico al 80%, brevemente.

. Se deshidrata cuidadosamente en 3 bafios de alcohol etilico de 96%, 5 minutos c/u.
. Se continda la deshidratacion en 4 bafios de etanol absoluto, 5 minutos c/u.

. Diafanizar en tres bafios de xilol, 5 minutos c/u.

. Montaje en bdlsamo del Canada.

Resultados:

Jr. Martinez de Compagfién 826 - San Andrés - @ 044-616329 - = 044-949052330 - Trujillo - Pert
web: www.josesoldadomuro.com - e-mail: histologia@josesoldadomuro.com



JOSE SOLDADO MURO

TECNOLOGO MEDICO
HISTOLOGO

Ex-Jefe del Laboratorio de Histologia Humana en la Facultad de Ciencias Médicas de la UN.T.
Ex-Docente de la U.N.T. en la Especialidad de Histologia Humana
Primer Puesto Nacional Premio QUILAB a la Investigacion Médica 2009

ELABORACION Y ABASTECIMIENTO DE MATERIAL DE ENSENANZA

[ ASESORAMIENTO EN HISTOLOGIA GENERAL E HISTOQUIMICA J

{ CIENCIAY TECNOLOGIA |

Nucleos de color azul oscuro o violeta, el citoplasma presenta distintos tonos de rojo-anaranjado.

METODO DE COLORACION TRICROMICA DE GOMORI

La Tricrémica de Gomori es un método idéneo para colorear fibrina, tejido muscular y citoplasmas,
donde destaca esencialmente el condrioma como un fino granulado rojizo. Sin embargo por su pH acido
que se encuentra entre 2.5 y 2.7 (ligeramente por encima del éptimo para la tincién del colageno se
presenta como una tincién incompleta y difusa del componente fibrilar mas fino (membrana basal) y las
fibras reticulares.

Fundamento

Este método combina un colorante plasmatico (cromotropo) y un colorante de fibras conectivas (verde
luz s. f.) en una solucién de acido fosfotungstico y acido acético glacial. El tratamiento previo de las
secciones con Solucidon de Bouin caliente intensifica la tincion. El acido fosfotungstico favorece la
coloracién roja del musculo y citoplasma. Las fibras de coldgeno toman los iones de tungstato formando
un complejo al que se une el verde luz. El baifo de acido acético hace los colores mas transparentes
pero no altera el balance del color.

Tejido control

Cualquier tejido con componente conectivo dara positivo con este método. El fijador mas utilizado para
esta técnica es el Bouin. El grosor del corte ideal de las secciones es de 6 micrometros para los tejidos
incluidos en histosec o parafina.

Los reactivos se prepararon como sigue:

Hematoxilina Férrica de Weigert

Solucion A:
Hematoxilina 1.0 g.
Alcohol absoluto 100.0 ml.
Solucion B:
Cloruro férrico al 29% 4.0 cc.
Agua destilada 95.0 cc.
Acido Clorhidrico al 37% reactivo 1.00 cc.
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Solucion de Trabajo

Antes de colorear mezclar en partes iguales Solucién Ay B.

Liguido de Bouin

Solucidn acuosa saturada de Acido Picrico 75 cc.
Formaldehido reactivo 25 cc.
Acido acético glacial al 100% 5 cc.

Tricromica de Gomori

Chromatrope 2R 0.6 g.
Verde Luz SF 0.3 g.
Acido acético glacial al 100% 1.0 cc.
Acido fosfotungstico 0.8 g.
Agua destilada 100.0 cc.

Proceso de Coloracién:

. Xilol.

. Alcohol absoluto.
. Alcohol de 96%.

. Lavar en agua destilada.

. Lavar en agua corriente.

. Coloracion nuclear en hematoxilina de Weigerth por 10 minutos.

. Lavar en agua corriente.

1
2
3
4
5. Colocar en solucién de Bouin a 56°C por 1 hora.
6
7
8
9

. Colorear en solucién de Tricromica.

10. Diferenciar en acido acético glacial al 0.5% por breves segundos.

11. Lavar en agua destilada.
12. Alcohol de 96%.
13. Deshidratar en 4 cambios de alcohol de 96% x 5 minutos c/u.

14. Deshidratar en 4 cambios de alcohol absoluto x 5 minutos c/u.

15. Xilol e cambios x 5 minutos c/u.

16. Montaje en Balsamo del Canada.

Resultados:

Fibras musculares, fibrina y citoplasma de color rojo.
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Colageno, cartilago, mucinas de color verde.
Nucleo de color azul negruzco o negro.
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