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RESUMEN

Introduccion: La estomatitis aftosa recurrente (RAS) es una enfermedad inflamatoria
cronica y recurrente de la boca. Se caracteriza por la aparicion de ulceras dolorosas en la
mucosa bucal. Se cree que la RAS es una enfermedad multifactorial con predisposicion
genética, factores ambientales y alteraciones en el sistema inmunologico. El estrés
oxidativo, causado por el desequilibrio entre los radicales libres y el sistema antioxidante,
también parece estar implicado en la patogenia de la RAS. Varios factores de riesgo,
como el tabaquismo, la deficiencia de hierro y vitaminas, y la ansiedad, pueden contribuir
al desarrollo de la enfermedad. La comprension de los mecanismos subyacentes puede

ayudar en la prevencion y tratamiento de la RAS.

Materiales y meétodos: se realizé una busqueda de articulos sobre estrés oxidativo en
pacientes con RAS desde 2000 hasta 2022 en PubMed, Scopus y Web of Science. Se
seleccionaron estudios que analizaran niveles de oxidantes y antioxidantes en sangre y

saliva de pacientes con RAS y controles sanos.

Resultados: De 165 articulos potencialmente elegibles, 14 cumplieron con los criterios de
inclusién: 7 estudios sobre muestras sanguineas, 3 sobre muestras salivares y 4 sobre
muestras sanguineas y salivares. Se evaluaron multiples marcadores oxidantes y
antioxidantes en muestras de sangre y saliva. En general, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de casos y controles para la mayoria de
los marcadores, asumiendo un Valor P<0,05 como estadisticamente significativo para
considerar niveles aumentados de estrés oxidativo. Ademas, se observé un mayor dafio

oxidativo del ADN en los pacientes con RAS.

Conclusion: Los pacientes con RAS muestran mayores niveles de estrés oxidativo en
comparacion con los controles sanos, con un aumento significativo de los marcadores
oxidantes y una disminucién significativa de las defensas antioxidantes en muestras de

saliva y sangre.






ABSTRACT

Introduction: Recurrent aphthous stomatitis (RAS) is a chronic and recurrent inflammatory
disease of the mouth. It is characterised by the appearance of painful ulcers in the oral
mucosa. RAS is believed to be a multifactorial disease with genetic predisposition,
environmental factors and alterations in the immune system. Oxidative stress, caused by
an imbalance between free radicals and the antioxidant system, also appears to be
involved in the pathogenesis of RAS. Several risk factors, such as smoking, iron and
vitamin deficiency, and anxiety, may contribute to the development of the disease.
Understanding the underlying mechanisms may help in the prevention and treatment of
RAS.

Materials and methods: We searched PubMed, Scopus and Web of Science for articles on
oxidative stress in patients with RAS from 2000 to 2022. Studies analysing oxidant and

antioxidant levels in blood and saliva of RAS patients and healthy controls were selected.

Results: Of 165 potentially eligible articles, 14 met the inclusion criteria: 7 studies on blood
samples, 3 on salivary samples and 4 on both blood and salivary samples. Multiple
oxidative and antioxidant markers were assessed in blood and saliva samples. Overall,
statistically significant differences were found between case and control groups for most
markers, assuming a P-value <0.05 as statistically significant to consider increased levels
of oxidative stress. In addition, increased oxidative DNA damage was observed in patients
with RAS.

Conclusion: Patients with RAS show increased levels of oxidative stress compared to

healthy controls, with a significant increase in oxidative markers and a significant decrease

in antioxidant defences in saliva and blood samples.
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ABREVIATURAS

RAS: recurrent aphthous stomatitis
RAU: recurrent aphthous ulcer

IL: interleucina

TNF: factor de necrosis tumoral
MiRAS: estomatitis aftosa menor
MaRAS: estomatitis aftosa mayor
HURAS: estomatitis aftosa herpetiforme
HLA: antigeno leucocitario humano
ERO: especies reactivas de oxigeno
ERN: especies reactivas de nitrogeno
O2+—: anion superoxido

HO-: radical hidroxilo

H202: perdxido de hidrégeno
NADPH: nicotiamida adenina dinucleotido fosfato
UV: ultravioleta

ADN: acido desoxirribonucleico

GSH: glutation

SOD: superodxido dismutasa

GPx: glutation peroxidasa

PRX: peroxiredoxina

TRX: tiorredoxina

GST: glutation-S-transferasa

NQO1: quinona oxidorreductasa
(HO)-1: hemo oxigenasa

NREF: factor nuclear eritroide

MPO: mieloperoxidasa

HCIO: acido hipocloroso
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CIO: hipoclorito
*OH: radicales hidroxilos
GSSG: glutation disulfuro
AU: acido urico

MDA: malondialdehido

NO: 6xido nitrico

AOP: poder antioxidante

TOS: estado oxidante total

TAS o TAC: estado antioxidante total o capacidad antioxidante total
OSI: indice de estrés oxidativo

VIH: virus de inmunodeficiencia humana
PON1: paraxonasa

NOS: oxido nitrico sintasa

CAT: catalasa

Vit A: vitamina A

Vit C: vitamina C

Vit E: vitamina E

VitB12: vitamina B12
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1. INTRODUCCION

1.1 ESTOMATITIS AFTOSA RECURRENTE (RAS)
1.1.1 DEFINICION

La estomatitis aftosa recurrente (RAS, recurrent aphthous stomatitis) o ulcera
aftosa recurrente (RAU, recurrent aphthous ulcer) es una enfermedad inflamatoria
idiopatica y multifactorial, crénica y recurrente, caracterizada por Ulceras unitarias o
multiples, redondas u ovaladas, normalmente dolorosas con varios grados de severidad y
autolimitadas (1-3 mm) (1). Estas lesiones aparecen frecuentemente en la mucosa oral no
queratinizada y presentan un centro blanco y necrotico rodeado por un halo eritematoso
caracteristico, signo clinico de inflamacion local (2, 3). El halo eritematoso tipico de esta
enfermedad se forma a partir de una vasculitis superficial y de eritrocitos extravasados y
representa la llegada de células inflamatorias e inmunitarias tal como linfocitos T y
neutréfilos, que liberan mediadores inflamatorios como citoquinas (prevalentemente

interleucinas (IL) 2 y 6) y factor de necrosis tumoral (TNF) (3, 4).
1.1.2 EPIDEMIOLOGIA: PREVALENCIA E INCIDENCIA

La prevalencia de la RAS varia ampliamente entre paises, entre el 5y el 30% en la
poblacién general. Se considera uno de los trastornos mas frecuentes y mas comunes de
la cavidad oral en todo el mundo. En algunos grupos determinados puede alcanzar una
prevalencia de mas del 50% y, segun los ultimos estudios epidemioldgicos, la frecuencia
de aparicion es mayor en regiones como Estados Unidos y Europa, en individuos de raza

blanca no fumadores y en sujetos que presentan un alto nivelo socioeconémico (5-7).

La RAS se desarrolla mas frecuentemente en individuos de sexo femenino,
menores de 40 afios y es generalmente mas prevalente en grupos de edades entre 10 y
19 afios (5, 7). Efectivamente, tal y como sostiene Caglayan y cols (3), la etapa con una
mayor incidencia de RAS es la infancia, de hecho su frecuencia y gravedad tiende a
disminuir con la edad. Aunque estas lesiones son caracteristicas de la infancia y
adolescencia, pueden manifestarse a cualquier edad, frecuentemente con recidivas y

periodos interbrote (3).

La RAS aparece en individuos aparentemente saludables, por lo que es
fundamental realizar un Optimo diagnostico diferencial, excluyendo enfermedades
asociadas a Uulceras bucales recurrentes, tal y como el sindrome de Behget,

enfermedades inflamatorias intestinales cronicas, enfermedad celiaca, enfermedades
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inmunodepresoras y/o tratamientos inmunosupresores, enfermedades inflamatorias vy

algunas otras patologias (5, 7).
1.1.3 PRESENTACION CLINICA

La presentacion clinica de la RAS varia dependiendo de la edad y el grado de
severidad y se caracteriza por la aparicion de ulceras dolorosas en la mucosa bucal.
Suelen ir acompafadas por sintomas prodromicos que pueden surgir hasta 24-48h antes
de la aparicién clinica de estas lesiones orales. Suele producir dolor, ardor y picor
localizado, una area afectada tipicamente eritematosa, dificultad para hablar y comer,
inflamacion de los ganglios linfaticos y fiebre (3). Estas ulceras son de tamano variable y,
generalmente, afectan a la mucosa maévil no queratinizada de los labios y mejillas, bordes
laterales y cara ventral de la lengua y, solo en algunas formas clinicas, pueden afectar a

paladar y encias (7).

Segun la modificacion de Field y Allan, esta patologia puede clasificarse en tres

tipos: estomatitis aftosa menor, estomatitis aftosa mayor y estomatitis aftosa herpetiforme

(8).
1.1.3.1 ESTOMATITIS AFTOSA MENOR

La estomatitis aftosa menor (MiRAS) es, sin duda, la forma mas frecuente de
aparicion entre los pacientes que sufren RAS (hasta 85%) y se caracteriza por ulceras de
caracter leve, inferiores a 10 mm, con fondo de color blanco-amarillento y con bordes
poco elevados y ligeramente indurados. Pueden aparecer hasta cinco lesiones de
caracter leve, en una o multiples areas bucales, y curan espontaneamente, sin dejar

cicatrices, en aproximadamente 10-14 dias (3, 7, 8).

1.1.3.1. ESTOMATITIS AFTOSA MAYOR

La estomatitis aftosa mayor (MaRAS) es la segunda forma mas frecuente de
aparicion en pacientes con RAS y se ha observado una mayor prevalencia en adultos,

muchas veces como signo clinico de sindromes sistémicos subyacentes.

Estas ulceras se caracterizan por ser Ulceras superiores a 10 mm que curan
espontaneamente en aproximadamente seis semanas, dejando casi siempre una cicatriz

después de su curacidén, a menudo con una ligera fibrosis. Son ulceras de bordes
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irregulares, mas profundas con respecto a las aftas menores, por lo cual presentan un
fondo hemorragico, resultado de las lesiones sufridas por los vasos sanguineos que

irrigan la zona (3, 7, 8).
1.1.3.1. ESTOMATITIS AFTOSA HERPETIFORME

La estomatitis aftosa herpetiforme (HURAS o de Cooke) es la forma menos comun
de aparicion en pacientes con RAS, de hecho apenas alcanza el 10% de todos los

pacientes con RAS. Sin embargo, se observa una mayor incidencia en mujeres maduras.

La estomatitis de Cooke se presenta en forma de multiples ulceras, que pueden
alcanzar hasta 100 lesiones orales, repartidas en grupos en cualquier parte de la cavidad
oral, que simulan las lesiones producidas por el herpes virus. Suelen aparecer ulceras que
no superan los 3 mm, sin embargo pueden potencialmente fusionarse y llegar entonces a
formar Ulceras mayores irregulares. Curan espontaneamente en aproximadamente 2

semanas (3, 7, 8).

1.1.4 FACTORES DE RIESGO

Segun los estudios realizados hasta ahora, 7 personas sobre 10 han sufrido al
menos una vez en su vida el RAS, por lo que es importante entender cuales son sus
factores de riesgo principales para poder prevenir o aminorar la gravedad y frecuencia de
esta enfermedad (9). Estos se clasifican en factores de riesgo modificables y no
modificables y, aunque no han sido identificados con exactitud los factores causantes de
esta condicion, se cree que la etiopatogenia de la RAS es multifactorial e incluye multiples
factores como: predisposicion genética, habitos personales, el estilo de vida, alergias,
influencias hormonales, anormalidades hematoldgicas, factores inmunolégicos, déficit de
vitaminas y micronutrientes debidos a una mala alimentacion, estrés psicosocial,
traumatismos y también enfermedades sistémicas e infecciones virales o bacterianas (1,
10, 11). Como ultimos potenciales factores responsables se incluyen disbiosis en la
microbiota oral, la falta de suefio, el uso de alcohol, la exposicion prolongada a sustancias
toxicas y a la luz solar e incluso reacciones a medicamentos (algunos antibioticos,

antiinflamatorios no esteroideos y antidepresivos) (3, 7, 9, 12)
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Un reciente estudio, ha evidenciado que entre el 10 y el 20% de los pacientes con
estomatitis aftosa recurrente presentan una deficiencia de hierro, acido félico y vitamina
B12 (5).

Todos los potenciales factores etiopatogénicos estudiados para RAS son capaces
de alterar el equilibrio del estado oxidante/antioxidante presente en nuestro organismo y

pueden asi acelerar la formacion de radicales libres (3, 13).

Uno de los factores de riesgo mas asociado a enfermedades inflamatorias y

relacionadas con el estrés oxidativo es el consumo de tabaco. Sin embargo, varios
trabajos de investigacion han demostrado la disminucion en la frecuencia de aparicion de
RAS en pacientes fumadores. Hasta ahora, hay datos contradictorios sobre la asociacion
del habito tabaquico a la RAS, ya que algunos estudios definen el tabaco un factor de
riesgo relevante en la aparicion de RAS, mientras que en otros la frecuencia de aparicion
esta disminuida (11). Recientes estudios afirman que en pacientes fumadores parece
aumentar la queratinizacion de la mucosa oral que, a su vez, actuaria como factor de
proteccion frente a la invasion de factores etiopatogénicos del RAS. Ademas, la nicotina
inhalada por los fumadores ejerce su accion disminuyendo el nivel de citoquinas pro
inflamatorias y aumentando el nivel de citoquinas antiinflamatorias. No obstante esto, no
se puede claramente definir el habito tabaquico como factor de proteccién frente al RAS,
debido a sus multiples efectos nocivos comprobados y siendo este el principal factor de

riesgo en cancer de pulmén y cancer oral (6, 9).

Diversos estudios, evidencian una mayor predisposicion a padecer RAS en
gemelos monocigoticos, asociado al antigeno leucocitario humano y HLA-B51 (también
presente en la enfermedad de Behget), que afectan incluso a la severidad de la
enfermedad (6, 7, 14).

Asi, la predisposicion genética juega un rol decisivo en la aparicion de esta
patologia e indica que buena parte de la susceptibilidad para el RAS es de origen

hereditario pero, desafortunadamente, constituye un factor de riesgo no modificable (6, 9).

Otra posible origen de la RAS radica en sujetos con una personalidad ansiosa.
Aunque parezca extrafio, la ansiedad no solo influye en los pensamientos vy
comportamientos, sino que a nivel analitico se pueden encontrar valores elevados de
cortisol en las muestras salivares de estos pacientes. La existencia de este exceso puede
desencadenar la aparicion de ulceras orales (7, 11, 15)
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1.1.5 FISIOPATOLOGIA Y PATOGENIA

La patogenia de la RAS aun no esta completamente comprendida, sin embargo, se
cree que la enfermedad es causada por una alteracion de la inmunidad innata, lo que
provoca una respuesta inflamatoria excesiva. Esta respuesta inflamatoria provoca la
activacién de los linfocitos T, lo que resulta en una mayor produccion de citoquinas
proinflamatorias, como el TNF-alfa e interleucinas. Como consecuencia, en pacientes con
RAS, se pueden observar aumentos en los niveles séricos de varias interleucinas (IL-2,
IL-4, IL-5 y IL-10). Las citoquinas estimulan la produccion de ERO, que causan estrés
oxidativo, provocando un dano celular adicional (Figura 1) (12). TNF-alfa, en particular,
desarrolla un papel esencial en la evolucion de la RAS. Esta citoquina da comienzo a una
ruta inflamatoria, ya que favorece la migracion de neutréfilos que desencadenan este
proceso inflamatorio agudo (7). En este proceso se expresa el complejo mayor de
histocompatibilidad, cuya funcién es diferenciar lo proprio de lo extrafio y en consecuencia
es responsable de las “sefiales de peligro” que inducen la activacion de los linfocitos T
frente a las células epiteliales. Otra citoquina que participa a este proceso inflamatorio es
la IL-2, mientras que los niveles de IL-10 (citoquina antiinflamatoria) en las lesiones

mucosas se ven disminuidos (7, 9).

Ademas, se ha visto que factores genéticos tienen una gran influencia en el
desarrollo y evolucion de esta patologia oral, tanto que la mitad de los pacientes con aftas
bucales tienen antecedentes familiares de RAS vy la probabilidad de padecerla aumenta
casi al 100% si ambos los padres sufren de RAS. Por lo contrario, en pacientes sin
antecedentes familiares de RAS, tenemos solo el 20% de probabilidad de sufrirla (6, 7, 9).
Especificamente, los polimorfismos genéticos en genes relacionados con el
funcionamiento del sistema inmune (interleucinas, TNF) han sido identificados como
responsables de esta predisposicion genética, ya que facilitan la migracién de células pro
inflamatorias (6, 9). Estos polimorfismos permiten la expresién no controlada de IL-1beta,
IL-6 y TNF-alfa, todos responsables de los procesos inflamatorios anteriormente

mencionados.
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Antigeno desconocido

Mediadores
quimiotacticos
e inflamatorios

Ulcera idiopatica

Figura 1. Respuesta inflamatoria a un antigeno, que estimula la produccién de oxigeno
reactivo. Este proceso termina con la aparicién de ulceras orales. Imagen creada con

Biorender.

1.1.5.1 ESTRES OXIDATIVO Y DEFENSAS ANTIOXIDANTES

El estrés oxidativo surge como resultado de un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno (ERN) y las

defensas antioxidantes que conduce a la disfuncién celular y al dafio tisular (16).

Las ERO son metabolitos de oxigeno altamente reactivos que contienen uno o mas
electrones no apareados en sus orbitales atomicos externos, lo que las convierte en
moléculas inestables y altamente reactivas, y ademas son los radicales libres que se
encuentran mas comunmente en el sistema biologico. Algunos ejemplos son el anion
superoéxido (02--), el radical hidroxilo (HO-) y el peréxido de hidrogeno (H202) (5, 3, 17).
En este sentido, las ERO son moléculas que se generan a partir del metabolismo celular
fisioldgico sin tener consecuencias patoldgicas, por lo que, en condiciones normales la

produccion de estas especies no ha sido identificada como peligrosa para el organismo.

Asimismo son varios los factores involucrados con la generacion de estrés
oxidativo, tanto enddégenos como exégenos. Los principales productores de ERO
endogenas son la cadena de transporte de electrones y las reacciones catalizadas por
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enzimas en las que intervienen la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa, la éxido nitrico

sintasa, las enzimas del citocromo P450, la lipoxigenasa y la ciclooxigenasa (18).

Las ERO también podrian ser producto de la interaccién con fuentes exégenas,
como la invasion bacteriana (19, 20). Otras fuentes celulares de ERO son los neutrofilos,
los monocitos y las células endoteliales (21). Las fuentes exdégenas que contribuyen a la
formacion de ROS son la contaminacién, el humo de los cigarrillos, los metales pesados,
los metales de transicidn, los disolventes industriales, los pesticidas, los insecticidas,

ciertos farmacos y la radiaciéon UV (22).

En los que respecta la cavidad oral, las ERO pueden producirse durante la
inflamacion periodontal, pero varias bebidas, como el té verde y el negro, y especialmente
el café instantaneo, pueden contener H202. Por otra parte, las bacterias orales también
producen H202 (23). Otras fuentes de ROS en la cavidad oral pueden ser los
xenobidticos (etanol, humo de tabaco, farmacos), los alimentos (dieta rica en grasas, dieta
rica en proteinas, acroleina), el tratamiento dental (ozono, ultrasonidos, plasma no
térmico, luz laser, luz ultravioleta) y los materiales dentales (fluoruros, composites

dentales, aparatos de ortodoncia fijos y fijaciones de titanio) (24).

Las reacciones quimicas involucradas en la generacién de procesos de estrés
oxidativo llevan irreversiblemente a la alteracién estructural de los componentes con los
cuales interactuan las especies reactivas, favoreciendo mutagénesis y carcinogénesis
(25). La descompensacién del equilibrio redox provoca dafos por oxidacion en las
moléculas del organismo (como lipidos, proteinas y ADN), y a veces, incluso la misma
muerte celular (10, 1). Estas reacciones toxicas que causan dafos oxidativos llevan a las
moléculas a perder sus propiedades bioldgicas y fisioldgicas, deteriorando su viabilidad,
estructura y funcidn. Ademas que inducir la lisis de sus propias células. Esta cadena de
consecuencias toxicas tiene como resultado final la produccion de danos irreversibles a

los tejidos involucrados (2, 4).

Por esta razén, el aumento anormal de especies reactivas ha sido identificado
como el factor causante de multiples enfermedades sistémicas, sindromes y patologias
tales como el diabetes mellitus, cancer, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
sindrome de Behcet, aterosclerosis, liquen plano, procesos inflamatorios, enfermedades
neuroldgicas y neurodegenerativas y el envejecimiento (3, 16, 22, 26, 27). Igualmente, se
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ha visto la existencia de una potencial asociacion entre el metabolismo de radicales libres
y enfermedades inflamatorias, tal como la RAS, en la que los factores etiopatogénicos

pueden acelerar la formacion de radicales libres (3, 28).

El organismo contrarresta el dafno inducido por las ERO con una amplia variedad
de defensas antioxidantes. Este sistema antioxidante enddgeno incluye antioxidantes de
pequefio peso molecular (vitamina E, melatonina, glutation (GSH), acido urico, etc.),
enzimas antioxidantes clasicas (superéxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation
peroxidasa (GPx)), otras enzimas antioxidantes (peroxiredoxinas (PRX), tiorredoxinas
(TRX)), enzimas detoxificadoras de fase |l (isozimas de la glutation-S-transferasa (GST),
NADP(H), quinona oxidorreductasa (NQO1), etc.), proteinas de respuesta al estrés (hemo
oxigenasa (HO)-1, ferritina, etc.), mucinas y proteinas de union a metales (lactoferrina,
transferrina, metalotioneina, etc). El factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2
(NRF2) induce la expresion de la mayoria de las enzimas antioxidantes y desintoxicantes,
lo que hace que este factor sea esencial para activar el sistema de defensa antioxidante
(23, 19).

La presencia de estrés oxidativo en los individuos, puede ser debida tanto al
aumento en los niveles de oxidantes, a la no compensacion por parte de los antioxidantes,
o bien a un déficit proprio de estos antioxidantes. En algunos estudios, se describe como
estos déficits pueden resultar de una ingesta disminuida de vitaminas antioxidantes
(Vitamina E y C), por un aumento en la utilizacion de las moléculas antioxidantes, y/o por
un déficit en la sintesis de enzimas como SOD y GPx (13). Ademas, la disminucion en la
disponibilidad de antioxidantes puede ser debida a una incorrecta sintesis enzimatica que,
a su vez, deriva de una ingesta inapropiada de micronutrientes como magnesio, zinc,
selenio. Por lo que, una dieta rica en micronutrientes antioxidantes puede jugar un papel
central en la prevencion y contraste de enfermedades asociadas a niveles excesivos de

estrés oxidativo (13).

Los antioxidantes estan presentes en todos los fluidos corporales, incluida la saliva.
La saliva contiene varios antioxidantes que pueden ser tanto enzimaticos (por ejemplo,
SOD, catalasa, peroxidasa) como no enzimaticos (por ejemplo, acido ascérbico (vitamina
C), albumina, GSH, lactoferrina, vitaminas y acido urico) (29). La cavidad oral y la saliva
constituyen la primera linea de defensa contra el estrés oxidativo, proporcionando asi
efectos protectores contra microorganismos, toxinas y oxidantes (30, 31, 32).
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Muchos de los antioxidantes son utilizados como marcadores de estrés oxidativo.
Los marcadores mas importantes y reportados en los diferentes estudios son numerosos

y cada uno desarrolla un rol diferente.

La enzima SOD es uno de los antioxidantes endégenos mas potentes del cuerpo
humano y representa un factor clave en la protecciéon y contraste frente al proprio
superoxido. Este representa la primera linea de defensa frente a los radicales libres,
protegiendo al organismo de eventuales dafos tisulares observados en los procesos
inflamatorios (17). Para ejercer su accion, la SOD requiere también la accion de sus
cofactores enzimaticos, tales como GP y catalasa, que también forman parte del sistema
de defensa antioxidante. De hecho la accion de la SOD empieza con la transformacion del
superoxido O2+— (especie reactiva de oxigeno) en peroxido de hidrogeno H202 vy, sobre
este ultimo, actuaran la enzima peroxidasa junto a la catalasa, para transformarlo en agua
H20 (33).

La enzima mieloperoxidasa (MPO) es una enzima oxidorreductasa, identificada
como un marcador prooxidante, almacenada en los granulos de los neutrdéfilos
polimorfonucleados y que se libera durante la degranulacion de estos ultimos. Se pueden
encontrar, niveles aumentados de MPO en procesos inflamatorios. En los neutroéfilos, el
oxigeno emplea la MPO para clorar el H202 , produciendo entonces acido hipocloroso
(HCIO). En situaciones patoldgicas, en las cuales se rompe el equilibrio redox, casi la
mitad del H202 se convierte a hipoclorito (CIO) y el 60% restante forma radicales
hidroxilos (*OH) (33, 34).

Otro de los marcadores utilizado para determinar los niveles de estrés oxidativo es
la GPx, encargada de prevenir e inhibir la peroxidacion lipidica, mantener la homeostasis
intracelular y, por lo tanto, mantener el equilibrio redox. La GPx es uno de los mas
importantes selenoenzimas antioxidantes se encarga de la desintoxicacion de los

perdxidos de hidrégeno e hidroxilos (35).

No solo los antioxidantes enzimaticos son utilizados como marcadores de estrés
oxidativo, sino que también se emplean marcadores no enzimaticos. Un ejemplo de
marcador no enzimatico muy importante y altamente utilizado es el GSH. Esta molécula
es reconocida como el principal antioxidante presente en todas las células que las protege
de los toxicos en general y, ademas, se encarga de contrarrestar las especies reactivas.
En el ambiente celular el glutation se encuentra en su estado reducido (GSH), o bien en
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su estado oxidado (GSSG). La GPx se encarga de catalizar los procesos quimicos que
permiten al GSH reaccionar con los perdxidos para transformarlos. Durante este
procedimiento, el GSH es oxidado a GSSG y posteriormente, gracias a la accion de la
enzima glutatién reductasa, regresara a su estado original (35). En varios estudios, la
sintesis de glutation se ha demostrado esencial para llevar a cabo los procesos
fisiolégicos del organismo en los cuales esta involucrado. Para medir los niveles de estrés
oxidativo mediante estos biomarcadores, se suele utilizar la ratio GSH/GSSG. En los
casos en los cuales esta proporcion se ve alterada, la célula sufre problemas de estrés

oxidativo, de consecuencia la ratio GSH/GSSG disminuye (4).

El acido urico (AU) es otro de los marcadores antioxidantes no enzimaticos
secuestradores de ERO. Esto significa que el acido urico inhibe y contrarresta tanto la
reaccion, como la propagacion, de ERO. Este antioxidante, identificado como uno de los
mas importantes y esenciales de la saliva, capaz de atrapar radicales como las ERO (33).
El AU representa mas del 85% de la capacidad antioxidante total de la saliva humana no
estimulada y estimulada (36). La correlacion entre el nivel de acido urico en la saliva y el

nivel en el plasma demuestra que el acido urico proceder del plasma (25).

Los antioxidantes nutricionales también son componentes del sistema de defensa
antioxidante y sus niveles también son estudiados en analisis del estrés oxidativo.. Entre
los otros, los antioxidantes nutricionales mas importantes son el selenio, vitaminasEy Cy
el acido félico. Estos antioxidantes nutricionales ayudan a neutralizar los radicales libres,
reduciendo asi su toxicidad y protegiendo a las células del dafio oxidativo que pueden
causar (29, 37, 38). Todos actuan como cofactores de las enzimas antioxidantes y
algunos como atrapadores de ERO. Por ejemplo, la ingesta de Selenio se ha demostrado
esencial y necesaria para la fisiologia humana, en cuanto asegura el correcto
funcionamiento de la enzima antioxidante GPx (13). El acido ascoérbico (vitamina C)
también es un micronutriente esencial para el ser humano. Poco después de su

descubrimiento, la vitamina C se encontrd en la saliva (39).

A pesar de que la mayoria de los marcadores de estrés oxidativo son componentes
del sistema antioxidante, también pueden medirse los propios niveles de las ERO o
productos de reacciones oxidantes. El malondialdehido (MDA) es uno de los productos
finales de la peroxidacion lipidica, la principal produccion endégena de MDA surge de la
oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados. Un aumento de los radicales libres
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provoca una produccion excesiva de MDA, que por supuesto expresara el grado de
peroxidacion lipidica y el dafio oxidativo mediado por los mismos radicales. Por esta

razon, el MDA se ha utilizado como biomarcador del estrés oxidativo (25, 40)

1.1.5.1.1 RELACION ENTRE ESTRES OXIDATIVO Y RAS

Se ha sugerido que el estrés oxidativo puede desempeiar un papel en el desarrollo
de la RAS. La etiologia del RAS aun es desconocida, aunque se sospecha que la
respuesta inmune exagerada y el estrés oxidativo estan relacionados con el desarrollo de
la enfermedad (28). Esta hipdtesis se basa en el hecho de que las ulceras bucales estan
asociadas con un aumento en los niveles de radicales libres, mientras que los niveles de
antioxidantes disminuyen. Esto lleva a un desequilibrio en el que los radicales libres se
acumulan y causan dano a células y tejidos y dan como resultado, la inflamacién y la
formacion de ulceras. Aunque el estrés oxidativo parece jugar un papel en el desarrollo

del RAS, todavia hay mucho que aprender sobre esta condicién (11, 41).

En uno de los estudios mas recientes sobre el estrés oxidativo, se ha visto como la
via de accidén de los radicales libres permanece oculta durante las primeras fases y solo
se hace evidente cuando el cuadro clinico ya es grave. Datos de la literatura reportan una
asociacion directa entre niveles de radicales libres, estrés oxidativo y estadios
inflamatorios (25, 10, 14). Por supuesto, la patogénesis de la RAS se atribuye a la
liberaciéon de citoquinas e infiltrado de linfocitos y, entonces, a la alteracion de la
inmunidad humoral y celular. El proceso celular que aparece en pacientes afectados por
RAS, tiene origen en la estimulacion de los queratinocitos de la mucosa bucal mediante
un antigeno causante aun desconocido, que lleva a una liberacidn y activacion de
citoquinas, interleucinas (IL) y linfocitos T. La infiltracion de linfocitos y células
inflamatorias parece ser responsable en la induccidon y produccion de radicales libres
mediante la accién de enzimas del sistema oxidativo (14). Por esta razon, varios estudios
han analizado la presencia de ERO, antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos y sus

asociacion con la estomatitis aftosa.

Para evaluar la posible alteracion en los niveles de estrés oxidativo en pacientes

con RAS, se analizaron los siguientes parametros que incluyen marcadores de oxidantes

y antioxidantes como la SOD, GP, CAT, GSHP, UA, NO°, MPO, MDA, vitamina E, Selenio,
poder antioxidante (AOP), GSH, GSSG. Ademas, para poder derivar indices globales en
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la medicion del estrés oxidativo se calculé el estado oxidante total (TOS), el estado
antioxidante total (TAS), la capacidad antioxidante total (TAC), el indice de estrés oxidativo
(OSI), que corresponde a la ratio TOS/TAC, y la ratio GSH/GSSG. En algunos estudios se

incluyeron también los valores séricos de IL-2, IL-4, IL-5 y IL-10 y TNF-a.

El estrés oxidativo parece jugar un papel importante en el desarrollo y
mantenimiento de la RAS. Por lo tanto, los tratamientos para reducir el estrés oxidativo

pueden ser una estrategia eficaz para prevenir y tratar la enfermedad.
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1 JUSTIFICACION

La presencia de estrés oxidativo en multiples enfermedades sistémicas,
inmunoldgicas, malignas, premalignas y sobretodo inflamatorias es una realidad bien
conocida (25, 42). Al respecto de la posible asociacién entre RAS y estrés oxidativo, la
presente revision sistematica constituye un estudio relevante ya que contribuye a explicar

los nexos entre etiopatogenia del RAS y mecanismos inmunoldgicos involucrados.

Sin embargo, en las ultimas décadas no se han encontrado nuevas prospectivas
con respecto al conocimiento de la etiologia, diagndstico y tratamiento del RAS (4). Esto
representa el principal motivo por el cual los expertos y profesionales de salud siguen
intentando comprender mejor los procesos involucrados en esta patologia bucal. Por
estas razones, se cree conveniente realizar este tipo de revision ya que constituye una
actualizacion y contextualizacidén sobre el tema y favorece posteriores investigaciones que
aun son necesarias para entender, detener y prevenir la aparicion de estrés oxidativo en
pacientes con RAS. Actualmente, no existen revisiones sistematicas sobre este tema que
incluyan en su investigacion muestras salivares y sanguineas y, por lo tanto, nunca han
sido evaluados los efectos del estrés oxidativo sobre el RAS tanto a nivel local como a
nivel sistémico en el mismo estudio. Ademas, en la literatura existen investigaciones
realizadas unicamente en pacientes afectados por RAS, sin tener en cuenta datos de

comparacion con pacientes controles sanos.

A propésito de lo anteriormente expuesto, esta revision propone la medicion
mediante marcadores oxidantes y antioxidantes incluyendo pacientes casos y sujetos
controles. Por estas razones, el presente trabajo puede ayudar en la realizacion de
ulteriores estudios sobre nuevas terapias, ya que los marcadores de estrés oxidativo junto
a elementos de la barrera antioxidante, podrian utilizarse como marcadores diagndstico
en un futuro, y como objetivo terapéutico directo o indirecto en la practica clinica (25).
Teniendo esto en cuenta, es importante realizar estudios que tengan como objetivo
determinar como se podria cambiar el equilibrio oxidativo hacia el lado antioxidante y

como mantener y potenciar este mecanismo de defensa (1).

Por lo anteriormente mencionado, se creyd necesario y justificado realizar una

revision sistematica de la literatura que evaluara los efectos del estrés oxidativo en
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pacientes afectados por RAS comparados con sujetos sanos, y que analice su accién a

nivel sistémico y local.

2.2 HIPOTESIS

A pesar de que el estrés oxidativo no se conoce universalmente como uno de los
factores causantes y desencadenantes de la RAS, basandose en los estudios realizados
previamente en pacientes con esta enfermedad y los marcadores de estrés oxidativo, se
propone la siguiente hipotesis: existe una asociacion entre el estrés oxidativo (niveles de
oxidantes y antioxidantes), en sangre y saliva, y la enfermedad estomatitis aftosa

recurrente.
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3. OBJETIVOS

Este trabajo tiene como objetivo proporcionar datos suficientes para que, no solo
haya una evidencia cientifica comprobada de la presencia de estrés oxidativo en
pacientes con RAS, sino que se pueda reforzar la investigacion en términos de acciones

terapéuticas miradas para la prevencion y contraste del estrés oxidativo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de estrés oxidativo mediante la medicion de sus marcadores
en pacientes afectados por estomatitis aftosa recurrente en comparacion con los

pacientes controles sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el incremento de marcadores oxidantes en pacientes con RAS en muestras de
saliva y sangre
2. Evaluar la disminucién de las defensas antioxidantes en pacientes con RAS en

muestras de saliva y sangre
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4. MATERIAL Y METODO

La presente revision sistematica se llevd a cabo siguiendo la declaracién de la Guia
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analysis) (43).

Ademas, se registré el trabajo sobre el registro prospectivo internacional de
revisiones sistematicas PROSPERO, con el numero de registro CRD42023428946.

4.1 IDENTIFICACION DE LA PREGUNTA PICO

Para la realizar la busqueda de los articulos indexados sobre la existencia del
estrés oxidativo en pacientes con RAS, publicados desde el afio 2000 hasta el afio 2022,
se utilizaron las bases de datos indicadas a continuacion: Medline-PubMed (United States

National Library of Medicine), Scopus y Web of Science.

Mediante las fuentes de informacion seleccionadas se intenté responder a la
siguiente pregunta de investigacion: ¢ Existe una asociacion entre las variaciones en los
niveles de oxidantes y antioxidantes, en sangre y saliva, y la enfermedad estomatitis
aftosa recurrente?

Esta pregunta de estudio se establecié de acuerdo con la pregunta estructurada PICO.

Basandose en el objetivo de la presente revision sistematica, la pregunta de
investigacion formulada se centré en los siguientes componentes:
» P (poblacién): pacientes afectados por estomatitis aftosa recurrente
* | (intervencion): medicion de marcadores oxidantes y antioxidantes en muestras de
sangre y saliva
» C (comparacion): Pacientes controles sanos
*+ O (outcome/resultados): concentraciones de marcadores de estrés oxidativo en
muestras salivares y sanguineas de pacientes con estomatitis aftosa recurrente y

controles sanos
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4.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDAD

Los criterios de inclusion fueron:

» Tipo de Estudio: ensayos clinicos aleatorizados controlados, estudios de cohortes
prospectivos y retrospectivos, estudios casos-controles; publicaciones en inglés,
espafol, italiano; articulos publicados desde el afio 2000 hasta el afio 2022.

» Tipo de Paciente: pacientes con episodios de RAS repetidos al menos tres veces
durante 1 afo, estudios sobre humanos adultos, numero de participantes mayor o igual
a 5 e inferior a 70, pacientes enfermos y pacientes sanos.

* Tipo de Intervenciéon: medicién del estrés oxidativo mediante sus principales marcadores
en muestras de sangre y saliva, con un seguimiento minimo que corresponde al periodo
de afectacion por RAS.

 Tipo de Variables de Resultados: estudios que proporcionan datos relacionados con la
medicion de los biomarcadores, oxidantes y antioxidantes; asociaciéon entre estrés

oxidativo y RAS; estrés oxidativo como factor etiopatogénico del RAS.

Los criterios de exclusion fueron:

* Respecto a los estudios: estudios duplicados, estudios que tratan el RAS como signo
clinico de enfermedades sistémicas subyacentes (VIH, sindrome de Behget,
enfermedad celiaca, trasplantados)

* Respecto a los pacientes: cualquier tipo de paciente que padezcan enfermedades
sistémicas, pacientes que recibieron tratamientos terapéuticos para el RAS, pacientes
que recibieron tratamientos a nivel sistémico para cualquier enfermedad, pacientes que
tomaban suplementos vitaminicos. Pacientes con antecedentes de traumatismos,
mujeres durante el periodo de embarazo o lactancia, pacientes con enfermedad

periodontal y pacientes con habito tabaquico.

4.3 FUENTES DE INFORMACION Y ESTRATEGIA DE LA BUSQUEDA DE DATOS

Se llevd a cabo una busqueda automatizada en las tres bases de datos

anteriormente citadas (PubMed, Scopus y Web of Science) con las siguientes palabras

” ““ ” ““

clave: “recurrent aphthous stomatitis”, “aphthous stomatitis”, “recurrent aphthous ulcer”,

“recurrent aphthous ulceration”, “recurrent aphthous ulcer”, “oral ulcer”, “oxidative stress”,
“‘oxidant markers”, “nitrosative stress”, “ROS”, “RNS”, “antioxidant levels”, “antioxidant
status”, “antioxidante markers”. Las palabras claves fueron combinadas con los

36



operadores boleanos AND y OR, asi como los términos controlados (“MeSH” para

PubMed) en un intento de obtener los mejores y mas amplios resultados de busqueda.

La busqueda en PubMed fue la siguiente: ("Stomatitis, Aphthous"[MeSH Terms] OR
recurrent aphthous stomatitis OR "oral ulcer"[MeSH Terms] OR recurrent aphthous
ulceration OR recurrent aphthous ulcer OR Aphthous Ulcer) AND ("oxidative stress"[MeSH
terms] OR antioxidant markers OR oxidant markers OR antioxidant status OR antioxidant
levels OR ROS OR RNS OR nitrosative stress) Filters: Humans, English, Italian, Spanish,
from 2000 - 2022

La busqueda en Scopus fue la siguiente: ("recurrent aphthous stomatitis" OR "oral
ulcer" OR "recurrent aphthous ulceration" OR "aphthous stomatitis" OR "recurrent
aphthous ulcer") AND ("oxidative stress" OR "antioxidant markers" OR "oxidant markers"
OR "antioxidant level" OR "antioxidant status" OR ROS OR RNS OR "nitrosative stress”)
AND (LIMIT-TO (DOCTYPE, “ar")) AND (LIMIT-TO (LANGUAGE, "English")) OR (LIMIT-
TO (LANGUAGE, “Spanish")) OR (LIMIT-TO (LANGUAGE, "ltalian")) AND (LIMIT-TO
(EXACTKEYWORD, "Human") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, “Humans”).

La busqueda en Web of Science fue la siguiente: (ALL=(("recurrent aphthous
stomatitis" OR "oral ulcer" OR "recurrent aphthous ulceration" OR "aphthous stomatitis"
OR "recurrent aphthous ulcer"))) AND ALL=(("oxidative stress" OR "antioxidant markers"
OR "oxidant markers" OR "antioxidant level" OR "antioxidant status" OR ROS OR RNS

OR "nitrosative stress”))

Con el fin de identificar cualquier estudio elegible que la busqueda inicial podria
haber perdido, se completé la busqueda con una revision de las referencias
proporcionadas en la bibliografia de cada uno de los estudios. Por otra parte se llevd a
cabo una busqueda manual de articulos cientificos de las revistas indicadas a
continuacion: Oral Diseases, Indian Journal of Dermatology, Venereology and Leprology,
International Journal of Dermatology, Clin Oral Invest, Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, Exogenous SOD: Therapy Against Oxidative Stress, Revista

Argentina De Cardiologia, Fundacion Clinica Médica Sur.

Por dltimo, se realiz6 una busqueda cruzada de articulos potencialmente
interesantes para el analisis. Para la adquisicion de los articulos que no estaban
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disponibles en las bases de datos con texto completo, se contactdé con los autores de los
mismos o se accedid a través de la institucidn. Los estudios duplicados fueron eliminados

de la revision.

En la Tabla 1, incluida en apartado de anexos, se muestra el resumen de las

busquedas de cada una de las bases de datos consultadas.

4.4 PROCESO DE SELECCION DE LOS ESTUDIOS

Se seleccionaron los estudios a utilizar en la presente revisidbn segun un proceso
dividido en tres etapas. La seleccion de los estudios ha sido realizada por dos revisores
(GR, CEN). En la primera etapa se eligieron los articulos segun el titulo de publicacion,
con el fin de eliminar todas aquellas publicaciones irrelevantes para nuestro trabajo. En la
segunda etapa se filtraron los estudios mediante la lectura de los resumenes,
seleccionados segun el tipo de estudio, tipo y numero de pacientes, tipo de mediciones de
marcadores oxidativos, tipo de intervencion, tipo de muestras evaluadas y variables de
resultado. En la tercera etapa se seleccionaron los articulos validos para nuestra revision
mediante la lectura completa de los mismos y se procedié a la extraccion de los datos
usando para ello un formulario de recogida de datos previamente elaborado para
confirmar la elegibilidad de los estudios. No han surgido desacuerdos entre los revisores

en cada una de estas fases.

4.5 EXTRACCION DE DATOS

Una vez identificados los estudios disponibles, fue extraida de ellos la siguiente
informacion relevante: nombre de los autores, fecha de publicacién; tipo de estudio, tipo
de muestras, pacientes no menores de 20 anos y no mayores de 60 afos, n°
participantes; parametros oxidativos; variables de OSI|, media de los niveles de
biomarcadores oxidantes y antioxidantes en saliva y en sangre de los grupos RAS y
control. Se resumieron y analizaron los datos de referencia, en cuanto a los ajustes por

factores relacionados con RAS vy la evaluacion para el diagnostico de RAS.

Variable general

» Estrés oxidativo: la cantidad de niveles de estrés oxidativo en pacientes con estomatitis

aftosa recurrente cuando se compara con pacientes saludables que no han sufrido
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ataques por RAS en los ultimos tres meses, siempre que sea reportada la medicion
tramite muestras de sangre y/o saliva, de forma clinica y con valores expresados como

media * desviacion estandar.

Variables especificas

* Marcadores oxidantes: se recogieron todos aquellos marcadores principales y

caracteristicos del estrés oxidativo para medir la presencia de este ultimo en individuos

con/sin RAS (NO°, MPO, MDA, TOS, OSI).

* Marcadores antioxidantes: se recogieron todos aquellos marcadores principales y
caracteristicos del sistema de defensa antioxidante, esenciales para revelar la presencia
de estrés oxidativo (SOD, GP, CAT, GSHP, UA, vitamina E, Selenio, AOP, GSH, GSSG,
GSH/GSSG, TAS, TAC)

4.6 VALORACION DE LA CALIDAD

La valoracién del riesgo de sesgo fue evaluada por dos revisores (GR, CEN) con el

objetivo de analizar la calidad metodologica de los articulos incluidos.

Para la evaluacion de la calidad de los estudios observacionales, tipo caso-control,
se utilizé la guia Newcastle-Ottawa (44); las publicaciones fueron consideradas de “bajo
riesgo de sesgo” cuando cumplian una puntuacion de estrellas >6 y “alto riesgo de sesgo”

en el caso de una puntuacion < 6.

4.7 SINTESIS DE DATOS

En el presente estudio, los datos de las variables especificas se trataron de forma
independiente y se recogieron en tablas con sus respectivos valores, agrupados segun el

grupo de estudio, controles sanos o pacientes con RAS.

En este caso, no se realizd ninguna clase de media o prueba estadistica para la
comparaciéon entre grupos debido a la heterogeneidad de las variables especificas
analizadas. Se utilizd, sin embargo, para la comparaciéon entre los grupos control y
pacientes con RAS la variable general de estrés oxidativo, obtenida a través de las

variables especificas.
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5. RESULTADOS

5.1 SELECCION DE LOS ESTUDIOS. FLOW CHART

Se obtuvieron un total de 165 articulos en el proceso de la busqueda inicial:
Medline-PubMed (n=44), SCOPUS (n=53) y la Web of Science (n=64). Ademas, se obtuvo

1 estudio adicional a través de la busqueda manual. De esta publicaciones, 57 fueron

duplicadas y 22 fueron consideradas potencialmente elegibles mediante el cribado de

titulos y resumenes. Se obtuvieron los articulos de texto completo y se evaluaron para su

elegibilidad. De estos, solo 14 articulos cumplieron con los criterios de inclusion y fueron

incluidos en la presente revision sistematica (Figura 2).

>

—

Registros o citas eliminados
antes del cribado:

Registros duplicados (n=57)

Registros o citas excluidas
por titulo o abstract (n=45)

Titulo: 38
Abstract: 7

Publicaciones no
recuperadas (n=3)

Total de estudios
incluidos en la revision
(n=14)

Figura 2. Diagrama de flujo de busqueda y proceso de seleccién de titulos durante la

revision sistematica.
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- Enfocado sobre la actividad de PON1 (n=1)

- Incluye pacientes desde los 15 afios (n=1)

- Divide las analisis en MaRAS y MiRAS (n=1)

- Enfoca el estudio en MiRAS (n=1)

- {\lo 1s;-)paran los datos de saliva de los datos de sangre
n:
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El valor k para el acuerdo interexaminador sobre la inclusion de los estudios fue de
0,92 (titulos y resumenes) y 1,0 (textos completos) lo que indica un acuerdo “bueno” y
‘completo”, respectivamente, segun los criterios de Landis y Koch (45).

La informacion relacionada con los articulos excluidos, de los los 19 evaluables

para su elegibilidad, y su razon de exclusion se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Articulos excluidos y su razén de exclusion

Autor. Afo Publicacion Motivo de exclusién
Altinyazar.2006 (46) Turkish Jé)éji;nnacleo; Medical Enfocado sr?gtrﬁr(ljaﬁrggcién de los
Bilgili.2013 (47) Internsgfggio\llg;;nal of Enfocado soIE))E)e'\Ila1 actividad de
Gupta.2014 (48) Enzyme Research Pacientes desde 15 afios
Jesija.2017 (49) ot @i Cliize @ Diferencia entre MaRAS y MiRAS

Diagnostic Research
Li X.2016 (50) Journal of Dental Science Enfocado sobre MiRAS

Medicina Oral, Patologia Oral No divide los valores entre muestras

e EENelE N2 D) y Cirugia Bucal de saliva y de sangre

5.2 ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS DE LOS ESTUDIOS REVISADOS

Los 14 articulos seleccionados son estudios observacionales, tipo caso-control,
donde se comparan valores de estrés oxidativo entre pacientes con lesiéon de RAS activa
y pacientes sanos.

Los articulos seleccionados miden el estrés oxidativo mediante varios marcadores
oxidativos que pueden estar presentes en sangre y/o en saliva. En la Tabla 3, se
agruparon los principales marcadores oxidativos encontrados en los estudios
seleccionados para analizar las caracteristicas de los estudios revisados.

Se trataron un total de 795 pacientes, equitativamente divididos entre grupos RAS
y grupos control y se analizaron un total de 17 marcadores oxidativos (GPx, CAT, MDA,
AOP, PON1, OSI, prolidasa, TOS, TAS o TAC, MPO, GSH, GSGG, NO, Se, Vitaminas,
AU, dafio oxidativo en ADN).
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Tabla 3. Caracteristicas de los estudios revisados

Caracteristicas de las variables de los GSH/ SOD MDA TOS TAS oSl

estudios GPx
Tipo de estudio Casos y controles 6 3 7 4 4 4
N° Pacientes (min- 45-80 45-80  46-60 50-81 50-90 50-81
max)
Muestra Saliva 1 1 2 1 0 1
Sangre 4 1 4 3 4 3
Saliva y sangre 1 1 1 0 0 0

GSH: glutatién; GPx: glutatién peroxidasa; SOD: superéxido dismutasa; MDA: malondialdheido;
TOS: estado oxidante total; TAS: estado antioxidante total; OSI: indice de estrés oxidativo.

El marcador oxidativo GSH fue analizado en 2 estudios (4,10), en uno de ellos,
ademas, se analizé también GSSG (4). En uno de estos estudios, ademas de otro, se
evaluaron los valores de NO (10, 52). Sin embargo un solo estudio se centré en analizar,
entre los otros, el rol de NOS (6xido nitrico sintasa) (52).

GPx se estudioé en 5 articulos (13, 41, 53, 54, 55), de los cuales en uno se evalud
también Selenio y Vit. E (13), 4 estudios analizaron también SOD (41, 53, 54, 55), en 3 de
estos estudios se analizé AU (41, 54, 55) y CAT (53, 54, 55); otro estudio evalué también
los niveles de AOP (53).

El marcador oxidativo MDA fue analizado en 7 estudios (4, 10, 13, 41, 53, 56, 57),
de los cuales en uno se evaluo el efecto de las vitaminas (Vit. A, Vit. E, Vit. C, Vit. B12)
sobre el estrés oxidativo (57).

La enzima antioxidante MPO fue analizada en un solo estudio sobre muestras de
sangre y saliva (3), por otro lado, el marcador antioxidante TOS fue evaluado en 4
estudios (1, 3, 5, 10) y TAS en 4 estudios (1, 5, 10, 52); ademas se analizaron los niveles
de TAC en 3 estudios (3, 56, 58) y los niveles de OSI en 4 estudios (1, 3, 5, 10).

Finalmente, algunos autores decidieron estudiar también PON1 (paraxonasa) y
prolidasa (5) y otros incluyeron también el estudio del probable dafo oxidativo sobre el
ADN (1).
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La forma de mediciéon de las variables especificas de cada uno de los estudios se

describe en la Tabla 4.

Tabla 4. Método de medicion para analizar los niveles de estrés oxidativo, mediante

marcadores oxidantes y antioxidantes.

Autores (Ano)

Tipo de
muestra

Método de Medicion del estado oxidativo

(1)

Tugrul y
cols

(2016)

Sangre

Daro en el ADN: Comet assay (ensayo de
electroforesis en gel de una sola célula) en el que
se analizan las roturas de cadena del ADN en
células eucariotas

TOS: método colorimétrico automatico de Erel
(basado en la oxidacion del ion ferroso a ion
férrico en presencia de varias especies oxidantes
y la medicion del ion férrico mediante el naranja
de xilenol) (59)

TAS (TAC): método colorimétrico automatico de
Erel (basado en la inhibicién de las reacciones de
radicales libres iniciadas por la produccién del
radical hidroxilo) (60)

OSI: ratio TOS/TAS

()

Caglayan
y cols

(2008)

Saliva

TAS (o TAC), TOS: métodos colorimétricos
automaticos de Erel (descritos anteriormente)
(59, 60)

OSI: ratio TOS/TAS

MPO: método descrito por Wei y Frenkel (1993)
para el ensayo de la actividad de MPO tisular
(basado en la medicion de los cambios
colorimétricos al reaccionar con peréxido de
hidrogeno (H202)) (61)
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(4)

Bagany
cols

(2014)

Sangre

GSH: método descrito por Akerboom y Sies
(1981) basado en un ensayo de glutation-S-
transferasa y la reaccion con acido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB) (62)

GSSG: las muestras se trataron con
netilmaleimida y acido disulfonico de
bafofenantrolina, se extrajeron y se sometieron a
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

MDA: se utilizé un método similar al empleado
para medir GSSG mediante HPLC

(5)

Ekinci
y cols

(2020)

Sangre

TAS (o TAC), TOS: métodos colorimétricos
automaticos de Erel (descritos anteriormente)
(59, 60)

OSI: ratio TOS/TAS

PON1: se empled un kit comercial basado en la
descomposicién por parte de la enzima PON1 del
paraoxano en p-nitrofenole y la medicion de su
capacidad de absorcion

Prolidasa: mediante técnica ELISA, ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas

(10)

Avciy
cols

(2014)

Sangre

MDA: mediante la conversion del MDA en una
sonda fluorescente y el uso del sistema HPLC
con detector de fluorescencia

GSH: se utilizé6 un método similar al empleado
para medir MDA mediante HPLC con detector de
fluorescencia

NO: los valores de NO se expresaron como la
suma de nitrito y nitrato, productos finales
estables de la NO. Los niveles de nitrato se
determinaron espectrofotométricamente partir de
la reduccién de nitrato a nitrito por el VaCls. Los
niveles de nitrito se midieron mediante la
reaccion de Griess

MPO: la actividad MPO se evalué midiendo la
oxidacion dependiente de H20- de la o-
dianisidina por espectrofotometria

TNF-a, IL-2, IL-10, IL-12: método ELISA

TAS (o TAC), TOS: métodos colorimétricos
automaticos de Erel (mencionados
anteriormente) (59, 60)

OSI: ratio TOS/TAS
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(13)

Arikany
cols

(2009)

Sangre

MDA: método espectrofotométrico de Beuge y
Aust (1978) basado en la reaccién del MDA con
el acido tiobarbiturico para dar una especie roja
que absorbe a 535 nm (63)

GPx: método espectofotrométrico de Paglia y
Valentine (1967) en el que la actividad enzimatica
es proporcional a la velocidad de oxidacion del
NADPH en presencia de H202 como sustrato a
340nM (64)

Selenio: utilizando la espectrometria de
absorcion atémica por generacion de hidruros

Vit. E: método de Quaife y Nevn (1949) basado
en la medicién por espectrofotometria de la
reaccion colorimétrica generada tras la adicion
de reactivo de cloruro férrico (65)

(41)
Ziaudeen
y
Ravindran

(2017)

Saliva

SOD: método espectrofotométrico de Misra y
Fridovich (1977) basado en la fotooxidacién
aerobica de la dianisidina, sensibilizada por la
riboflavina (66)

MDA: método de Ohkawa, Ohishi y Yagi (1979)
basado en la reaccién del MDA con el acido
tiobarbiturico para dar una especie roja que
absorbe a 532 nm (67)

GPx: método espectrofotométrico basado en la
medicion de la oxidacion del NADPH en
presencia de H202a 340nM

AU: método espectrofotométrico de Fossati y
cols (1980) basado en la conversion del AU por
la uricasa en alantoina y H202, el cual se oxida a
un cromogeno de color rojo medible por
absorbancia (68)

(52)

Zhang y
cols

(2019)

Sangre

TAS (o TAC): método colorimétrico automatico
de Erel (descrito anteriormente) (59, 60)

NO: los valores de NO se expresaron como la
suma de nitrito y nitrato

NOS: lactividad de la NOS se calcul6 en funcion
de los niveles séricos de NO
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(53)

Cimeny
cols

(2003)

Sangre

SOD: método espectrofotométrico basado en la
inhibicién de la reduccion del nitroazul de
tetrazolio

GPx: método espectrofotométrico basado en la
medicion de la oxidacion del NADPH en
presencia de H202 a 340nM

CAT: método espectrofotométrico basado en la
medicion de la disminucion de la absorbancia
debida al consumo de H202 a 240 nm

MDA: método espectrofotométrico basado en la
reaccion del MDA con el acido tiobarbiturico para
dar una especie roja que absorbe a 532 nm.
POA: método basado en la determinacion de
los niveles de MDA antes y después de la
exposicion a radicales superéoxido (OZ)
producidos por el sistema xantina/xantina
oxidasa.

(54)

Karincaog
luy cols

(2005)

Sangre
y saliva

GPx: método espectrofotométrico basado en la
medicion de la oxidacion del NADPH en
presencia de H202 a 340Nm

SOD: método espectrofotométrico de McCord y
Fridovich(1969) basado en la inhibicion de la
reduccion del citocromo C (69)

CAT: método espectrofotométrico basado en la
medicion de la disminucién de la absorbancia
debida al consumo de H202 a 240 nm

AU: método espectrofotométrico de Fossati y
cols (1980) (descrito anteriormente) (68)

(55)
Saxena

(2011)

Sangre
y saliva

GPx: método espectrofotométrico basado en la
medicion de la oxidacion del NADPH en
presencia de H202 a 340Nm

SOD: método espectrofotométrico de McCord y
Fridovich(1969) basado en la inhibicién de la
reduccion del citocromo C (69)

CAT: método espectrofotométrico basado en la
medicion de la disminucién de la absorbancia
debida al consumo de H202 a 240 nm

AU: método espectrofotométrico de Fossati y
cols (1980) (descrito anteriormente) (68)
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MDA: método espectrofotométrico basado en la
(56) reaccion del MDA con el acido tiobarbiturico para
Sangre dar una especie roja que absorbe a 532 nm
Babaee y liva TAS (o TAC): método espectrofotométrico FRAP
cols ysa (ferric reducing antioxidant power) en el que se
mide el poder antioxidante en la reduccion del ion
(2015) ferroso a férrico.
(57) Vit A: metodo basado en la medicion de las
concentraciones de retinol y beta caroteno
Saral y mediante HPLC
cols Sangre Vit.E: método basado en la medicion de las
liva concentraciones de alfa-tocoferol mediante
(2005) ysa HPLC
Vit. C y MDA: método basado en HPLC
Re(zf;asgi TAS (o TAC): método espectrofotométrico FRAP
y 3all (ferric reducing antioxidant power) en el que se
cols aliva mide el poder antioxidante en la reduccion del ion
(2018) ferroso a férrico.

5.3 EVALUACION DE LA CALIDAD METODOLOGICA Y RIESGO DE SESGO

Para los estudios observaciones no randomizados, casi todos fueron considerados

de bajo riesgo de sesgo y todos obtuvieron una puntuacion desde 7 hasta 9 (puntuacion

maxima). Solo uno de estos estudios fue considerado de alto riesgo de sesgo y obtuve

una puntuacion de 6 (Tabla 5).

El valor k (Cohen kappa test) sobre el acuerdo entre los revisores de la calidad

metodoldgica fue 1,0 segun la escala de Landis & Koch (45).
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Tabla 5. Medicién del riesgo de sesgo de los estudio observacionales no randomizados
con la escala Newcastle-Ottawa - estudios observacionales con grupo control no

randomizado (44).
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5.4 SINTESIS DE RESULTADOS

5.4.1 ANALISIS DE MARCADORES OXIDATIVOS

En relacién a la presencia de estrés oxidativo en pacientes afectados por RAS, se
analizaron un total de 14 estudios tipo caso-control. En los articulos se evaluaron
multiples marcadores oxidantes y antioxidantes, de los cuales algunos fueron comunes
para varios estudios, tal y como TOS, TAS, OSI, MDA, GSH, NO, GPx para los que
analizaron muestras de sangre (1, 5, 10, 13, 52, 53); TAC y MDA para los que analizaron
muestras de saliva (3, 41, 56, 58); SOD, CAT, GPx, AU para los que analizaron muestras
de sangre y saliva simultaneamente (54, 55).

En todas las comparaciones y correlaciones, fue establecido un Valor P<0,05 como

estadisticamente significativo para considerar niveles aumentados de estrés oxidativo.

5.4.2 ANALISIS REALIZADOS EN MUESTRAS SANGUINEAS

En cuanto a los estudios realizados en muestras sanguineas, se observaron unos
mayores niveles de estrés oxidativo, correspondiente a unos niveles elevados de los
marcadores oxidantes estudiados y unos menores niveles de las defensas antioxidantes
analizadas.

La unidad de medida utilizada en las analisis del marcador TOS fue pmol H2O2/l y

sus valores medios fueron de 10,69 + 1,43 (1), 5,19 + 8,26 (5) y 3,97 + 1,34 (10) en los
grupos casos, mientras que en los grupos control el valor medio de TOS fue de 2,90 *
6,06 (1), 2,90 + 6,06 (5), 3,54 + 0,67 (10). Los valores P obtenidos de la comparacion del
marcador TOS entre pacientes con RAS y controles se encontraban en un rango de 0,01
(1) a 0,04 (5), lo que supone que las diferencias entre ambos grupos para este marcador
son significativas. Sin embargo, un estudio obtuvo un valor P mayor que 0,005, por lo que
en este caso no se pueden confirmar diferencias significativas entre controles y pacientes
(10).

La unidad de medida utilizada en las analisis del marcador antioxidante TAS fue
pumol Trolox/I. Para los grupos casos, TAS revelo valores medios de 2,19 £ 0,38 (1), 1,14
0,19 (5), 2,05+ 0,38 (10) y 2,61 £ 0,78 (52). Sin embargo, los valores medios asociados a
los grupos controles fueron 3,07 £ 0,53 (1), 1,09 + 0,17 (5), 2,15 + 0,32 (10), 3,08 £ 0,49

(52). El valor P resultante del analisis estadistico estaba comprendido en un rango
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entre<0,03 (52) y 0,035 (1), por lo que las diferencias entre ambos grupos se
consideraron estadisticamente significativas, con valores mayores en el grupo de
controles. Sin embargo, los analisis de otros dos estudios obtuvieron valores P desde
0,343 (5) hasta >0,05 (10), por lo que las diferencias no fueron consideradas
estadisticamente significativas.

Para la medicion del marcador OSI se utilizaron unidades de medida arbitrarias.
Los valores medios obtenidos para este marcador, fueron 4,88 + 1,43 (1), 0,48 £ 0,81 (5) y
0,019 + 0,03 (10) para los grupos de pacientes con RAS y 1,73 £ 0,76 (1), 0,28 £ 0,63 (5)
y 0,016 + 0,01 (10) para los grupos controles. En todos los estudios analizados, el valor P
de OSI indico diferencias significativas entre los grupos casos y controles, con valores
superiores en los pacientes con RAS (0,003 (1), 0,018 (5) y P<0,05 (10)).

Solo uno de los seis articulos que analizaron muestras de sangre se centro en
evaluar el posible dafio causado por el estrés oxidativo sobre el ADN. Su medicion se
realizo a través de unidades arbitrarias y su valor medio en el grupo caso fue de 27,47 +
9,57, mientras que en el grupo control fue de 13,73 + 7,28 (1). El valor P asociado al dafio
oxidativo sobre el ADN fue de 0,001 (1), por lo que el dafio oxidativo sobre el ADN en el
grupo de los pacientes fue significativamente mayor que en el caso de los controles.

Para la medicion de los valores del marcador oxidante MDA se utilizo la unidad de
medida ymol/L. Sus valores medios en los grupos casos fueron 1,49 + 0,46 (4), 1,20
0,78 (10), 0,97 £ 0,33 (13) y 3,89 + 1,34 (53). Ademas, un estudio evalué también la
presencia de MDA en eritrocitos, en el que se obtuvo un valor medio de 6,90 + 1,79 en el
grupo de los pacientes (53). Los valores para el marcador MDA en los grupos control
fueron 0,17 + 0,06 (4), 0,76 + 0,20 (10), 0,54 £ 0,23 (13) y 2,67 + 1,13 (53). El valor medio
obtenido en los analisis sobre eritrocitos del grupo control fue 6,82 £ 0,78 (53). En tres de
los cuatros estudios que analizaron el MDA, el valor P asociado fue menor a 0,05 en la
comparacién entre pacientes con RAS y grupo control (<0,01 (4), 0,000 (13) y <0.005
(53)), por lo que los niveles de MDA eran significativamente mayores en los pacientes con
RAS. En en el articulo restante, las diferencias no resultaron significativas, asi como en
los analisis realizados sobre eritrocitos, siendo el valor P>0,05 (10, 53).

Para la medicién de los valores de GSH se utilizé la misma unidad de medida del
precedente marcador, ymol/L. Los valores medios para este marcador en grupos casos
fueron 5,95 £ 2,77 (4) y 864,26 £ 102,04 (10). Sin embargo en los grupos controles, estos
valores fueron 21,00 + 3,44 (4) y 684,20 £ 63,60 (10). En ambos estudios, el analisis
estadistico mostro diferencias singificativas (valor P, <0,01 (4) y <0,05 (10)). Sin embargo,
se observa que en el caso de estudio realizado por Bagans y cols (4) los valores de GSH
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eran mayores en el grupo control, mientras que en el caso del estudio llevado a cabo por
Avci y cols (10), los valores del marcador eran mayores en los pacientes con RAS.

De la misma forma que MDA y GSH, la unidad de medida de GSSG fue también
pumol/L. Se observé que el valor medio era mayor en los pacientes con RAS (7,85 £ 2,23)
que en los controles (0,23 + 0,03), el analisis estadistico, ademas, mostré6 que estas
diferencias eran significativas (valor P, <0,01) (4).

En el estudio realizado por Ekinci y cols (5) se analizaron los valores de las
proteinas PON1 y prolidasa, utilizando para sus mediciones respectivamente units/mol y
mU/mL como unidades de medida. Los valores medios, obtenidos de las analisis en los
grupos casos, fueron 326,47 + 254,19 para el marcador PON1 y 219,79 + 43,58 para el
marcador prolidasa. En los grupos controles, resultaron valores medios iguales a 381,00 +
236,32 para PON1 y 219,26 + 32,53 para prolidasa. En ningun caso, las diferencias entre
los grupos controles y casos resultaron significativas (5).

Las unidades de medidas utilizadas en los analisis de los marcadores MPO y NO
fueron respectivamente U/mg protein (10) y pmol/L (10, 52). Los valores obtenidos en el
grupo de los pacientes con RAS fueron 18,74 + 3,66 para MPO (10) y 16,41 £ 2,32 (10) y
60,08 £ 23,75 (562) para NO. En los grupos controles se obtuvieron los siguientes valores
17,51 £ 3,88 para MPO (10) y 19,84 + 4,96 (10) y 46,45 + 13,01 (52) para NO. Los
analisis estadisticos determinaron que en el caso del estudio llevado a cabo por Avci y
cols (10), las diferencias entre grupos controles y casos no eran significativas para los
marcadores MPO y NO (valor P>0,05). Sin embargo, en el estudio realizado por Zhang y
cols (52) si que se observaron diferencias significativas entre grupos controles y casos
para el marcador NO (valor P<0,03), en cuanto los pacientes con RAS mostraban
mayores niveles del marcador NO.

En dos de los articulos evaluados, se emplearon dos unidades diferentes para

-1
medir el marcador GPx,U g Hb (13) y IU/mL (53). Segun los analisis realizados en los

grupos casos, los valores medios de GPx fueron 20,4 + 2,68 (13) y 14,24 + 3,49 (53) . En
cambio, los grupos controles obtuvieron valores medios iguales a 25,9 + 2,55 (13) y 18,04
+ 7,25 (53). En ambos articulos, se encontraron diferencias significativas entre los grupos
controles y los grupos casos, con niveles mayores de GPx en el caso de los controles
(valor P, 0,000 (13) y <0,05 (53)).

En uno de esto dos articulos se evaluaron también los valores de Vit E, tomando
como unidad de medida mg dI-1 (13). Los valores medios obtenidos fueron 0,74 + 0,88 en

los pacientes con RAS y 0,99 + 0,02 en los controles. Se observd que los controles tenian
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mayores niveles de Vit E y que esta diferencia era estadisticamente significativa (valor P
0,000) (13).

Finalmente, en otro estudio se evaluaron los marcadores SOD, CAT y AOP y sus
unidades de medida fueron U/mL, IU/mL y nmol/ml/h, respectivamente (53). Este articulo
realizé dos tipo de analisis distintos: uno en plasma y otro en eritrocitos aislados. Los
valores obtenidos en los ensayos con plasma para los grupos casos fueron 4,88 + 1,37
para SOD y 0,058 + 0,02 para AOP. Los valores relativos a los grupos controles fueron
5,37 £ 1,76 para SOD y 0,085 £ 0,04 para AOP (53). Por otro lado, os valores obtenidos
en los ensayos realizados con eritrocitos para los grupos casos fueron 7,64 + 1,58 para
SOD, 30 428 + 6616 para CAT y 0,0085 £+ 0,013 para AOP. En cambio, los valores
relativos a los grupos controles fueron 6,98 + 1,24 para SOD, 34 420 + 6562 para CAT y
0,0135 £ 0,002 para AOP (53). Se observo los niveles del marcador CAT eran mayores en
los pacientes con RAS que en los controles, mientras que en el caso del marcador AOP,
eran los controles quienes presentaron mayores niveles de poder antioxidante. En ambos
casos, los analisis mostraron diferencias estadisticamente significativas, con rangos de
valor P comprendidos entre <0,005 y <0,05. Para ambos ensayos, SOD fue el unico
marcador para el que no se obtuvieron diferencias significativas entre los dos grupos,
siendo el valor P >0,05 (53).

Los resultados de los analisis de los marcadores oxidativos sobre muestras

sanguineas se presentan en la Tabla 6, Tabla 7 y Tabla 8.
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Tabla 6. Resultados de los analisis sobre muestras sanguineas asociados a los

respectivos marcadores oxidativos.

Tugruly
cols (1)
2016

0,001*

0,035*

0,003*

0,001*

Control 39 53+0,76  3,07+053 173£0,76 13,73+7,28 -

Bagan y

cols (4) Valor P - - - - <0,01*
2014

Control

29

0,17 + 0,06

Ekinci y
cols (5)
2020

Control

Valor P

0,04 *

0,343

0,018~

34

2,90 + 6,06

1,09 £ 0,17

0,28 + 0,63

Avciy
cols (10)
2014

Control

Valor P

>0,05

>0,05

<0,05*

>0,05

25

3,54 + 0,67

2,15+£0,32

0,016 £ 0,01

0,76 £ 0,20

Arikan y
cols (13)
2009

Control

Valor P

0,000*

20

0,54 +£0,23

Zhang y
cols (52)
2019

Control

Valor P

<0,03*

90

3,08 £ 0,49
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Cimeny
cols (53)
2003

Control 2,67 +1,13

Control 23 - - - - 6,82 +0,78

TOS: estado oxidante total; TAS: estado antioxidante total; OSI: indice de estrés oxidativo; MDA:
malondialdehido.
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Tabla 7. Resultados de los analisis sobre muestras sanguineas asociados a los

respectivos marcadores oxidativos.

Tugrul y
cols (1) Va;°' : - - - ; ;
2016

Control 39 - - - - - -

Bagany Val

cols (4) aPor <0,01* <0,01* - - - -
2014

Control 29 213’33* 0,23 + 0,03 - - - -

Ekinci y Val

cols (5) aP°r ; - 0,218 0,955 ; -
2020

Control 34 - ; 328;;('303921 213 9225% + i ]
Avciy Vval
cols (10) aPor <0,05* - - } 0,05 50,05
2014

684,20 £ 17,51 19,84 +
Control 25 63.60 - - 3,88 4,96
Arikan y
cols (13) Vﬁf” ; - ; ; ; ;
2009

Control 20 - - - - - -
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Zhang y
cols (52) Valor : - - - - <0,03*
2019 P

Control 90 i - - ; , vk
Cimeny
cols (53)

Control

Control 23 - - - - - -

GSH: glutation; GSSG: glutation disulfuro; PON1: paraxonasa; MPO: mieloperoxidasa; NO: d6xido

nitrico.
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Tabla 8. Resultados de los analisis sobre muestras sanguineas asociados a los

respectivos marcadores oxidativos.

Tugrul y
cols (1)
2016

Control

Valor P

39

Bagany
cols (4)
2014

Control

Valor P

29

Ekinci y
cols (5)
2020

Control

Valor P

34

Avci y cols
(10)
2014

‘ Control

Valor P

25

Arikan 'y
cols (13)
2009

Valor P

0,000*

0,000*

Control

20

25,9+ 2,55 0,99 +
(U g'Hb) 0,02
Zhang y
cols (52) Valor P - -
2019
‘ Control 90 - -
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Cimeny
cols (53)
2003

Control

537 +1,76
0,085 + 0,04

18,04 7,25
(IU/mL)

34 420
6562

0,0135

Control 0,002

6,98 + 1,24

GPx: glutation peroxidasa; Vit E: vitamina E; SOD: superdxido dismutasa; CAT: catalasa; AOP:

poder antioxidante.
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5.4.3 ANALISIS REALIZADOS EN MUESTRAS SALIVARES

En relacion a los estudios observacionales sobre muestras salivares, se
observaron niveles elevados de estrés oxidativo en los pacientes con RAS, a excepcion
de un solo estudio en el que no se obtuvieron resultados estadisticamente relevantes (3).

Las unidades de medidas utilizadas para analizar los valores de TOS, TAS, OSI,
MDA y SOD fueron las mismas que se utilizaron en los estudios realizados a partir de

muestras sanguineas.

Un solo estudio de los seleccionados analizé los niveles del marcador oxidativo
TOS. Los valores medios obtenidos en el grupo casos fueron de 4,11 + 0,86, mientras que
en el grupo control fueron 4,31 £ 0,78 (3).

Tres articulos evaluaron los niveles del marcador antioxidante TAS, cuyos valores
medios en los pacientes con RAS fueron 41,47 + 16,24 (3), 0,18 £ 0,12 (56) y 0,26 + 0,16
(58). Por otro lado, los valores medios relativos a los grupos control fueron 43,62 + 8,23
(3),0,26 £ 0.14 (56) y 0,24 £ 0,13 (58).

Se evaluaron también los niveles de los marcadores OSI| y MPO, cuya unidad de

-1
medida fue U g Hb. Los valores medios obtenidos en los grupos casos fueron 0,11 + 3,23

para OSl y 19,22 + 18,97 para MPO (3). Por otro lado, los valores medios reportados por
los grupos controles fueron de 0,10 £ 1,55 para OSl y 21,36 + 14,73 para MPO (3).

En el estudio realizado por Caglayan y cols (3), los analisis estadisticos realizados
no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos casos y controles
para ninguno de los marcadores estudiados, TOS, TAS, OSI y MPO, obteniendo para
todos ellos un valor P >0,05 (3). Sin embargo, si que se observaron diferencias
estadisticamente significativas para el marcador TAS en dos de los estudios revisados
(56, 58). En estos estudios se observo que los sujetos controles presentaban mayores
niveles del marcador antioxidante TAS respecto a los pacientes con RAS, con valores P
de 0,034 (58) y P<0,042 (56).

En dos estudios, se analizé el marcador oxidativo MDA, cuyos resultados
resultaron estadisticamente significativos; los grupos casos obtuvieron valores de 1,45 +
0,55 (41)y 1,16 £ 0,86 (56) y los grupos controles obtuvieron valores de 0,95 £ 0,28 (41) y
0,47 + 0,53 (56). Se observdé que los niveles de MDA estaban aumentados en los
pacientes con RAS respecto a los sujetos control, con valores P significativos (0,000 (41)
y <0,001 (56)).
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Por ultimo, otro articulo evalué tres marcadores oxidativos: GPx y AU, cuyas
unidades de medida fueron IU/mL y mg/dl, respectivamente, y SOD. Los valores
obtenidos en el grupo casos fueron 1,60 * 0,39 para GPx, 3,99 + 1,59 para AU y 1,27 +
0,48 para SOD (41). En cambio, en el grupo control los valores fueron 2,19 + 0,62 para
GPx, 5,79 £ 1,61 para AU y 0,72 + 0,41 para SOD (41). En este caso, los niveles de los
marcadores GPx y AU estaban disminuidos en los pacientes con RAS, mientras que los
niveles de SOD eran mayores en el caso de los pacientes con RAS. Para los tres
marcadores, las diferencias resultaron estadisticamente significativas con un valor P de
0,000 (41).

Los resultados de los analisis de los marcadores oxidativos sobre muestras

salivares se presentan en la Tabla 9 y Tabla 10.
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Tabla 9. Resultados de los andlisis sobre muestras salivares asociados a los respectivos

marcadores oxidativos.

Autores

Caglayan y cols

()
2008

Caso

Control

ZiauDeen y
cols (41)
2017

Caso

Control

Babaee y cols
(56)
2016

Caso

Control

Rezaei y cols
(58)
2018

Caso
Fase de curacion

Control

Grupo

Valor P

50
25

Valor P

30
30

Valor P

28
28

Valor P

27
27
28

TAS
TOS (umol Trolox/l) oSl MF:O
(umol H202/1) (UA) (U g Hb)
>0,05 >0,05 >0,05 >0,05

4,11 £ 0,86 41,47 + 16,24
4,31+£0,78 43,62 + 8,23

- <0,042*

- 0,18 +0,12
- 0,26 + 0.14

0,034*

- 0,26 + 0,16
- 0,43 + 0,41
- 0,24 +0,13

0,11 £ 3,23 19,22 + 18,97
0,10 + 1,55 21,36 £ 14,73

TOS: estado oxidante total; TAS: estado antioxidante total; OSI: indice de estrés oxidativo; MPO:

mieloperoxidasa.
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Tabla 10. Resultados de los analisis sobre muestras salivares asociados a los respectivos

marcadores oxidativos.

AU
MDA SOD GPx
Autores Grupo (umol/L) (U/mL) (IU/mL) (mg/dl)
Caglayany
cols (3) Valor P - - - -
2008
Caso 50 = - - -
Control 25 - - - -
ZiauDeen y
cols (41) Valor P 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
2017
Caso 30 1,45 + 0,55 1,27 £ 0,48 1,60 + 0,39 3,99 + 1,59
Control 30 0,95 +0,28 0,72 £ 0,41 2,19+ 0,62 5,79 £ 1,61
Babaee y cols
(56) Valor P <0,001* - - -
2016
Caso 28 1,16 £ 0,86 - - -
Control 28 0,47 £ 0,53 - - -
Rezaei y cols
(58) Valor P - - - _
2018
Caso 27 = - - -
Fase de curacién 27 = = = =
Control 28 - - - -

MDA: malondialdehido; SOD: superdxido dismutasa; GPx: glutation peroxidasa; AU: acido urico.
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5.4.4 ANALISIS REALIZADOS EN MUESTRAS SANGUINEAS Y SALIVARES

Finalmente, en la presente revision sistematica, se eligieron 3 estudios en los que
se evaluaron los marcadores de estrés oxidativo sobre muestras de sangre y de saliva
simultaneamente. Todos los valores P de los marcadores analizados, excepto uno,
resultaron estadisticamente significativos, tanto en saliva como en sangre, por lo que se
consideré que habian unos mayores niveles de estrés oxidativo en los pacientes RAS
respecto a los sujetos sanos.

Para la medicion de los valores correspondientes a los marcadores SOD, GPx y
CAT se utilizé la misma unidad de medida, U/mg de proteina. Los valores obtenidos en los
ensayos realizados en muestras de sangre para el marcador SOD en pacientes con RAS
fueron 1347,33 £ 22,16 (54) y 1325,27 £ 15,74 (55). Por otro lado, en los grupos control
se obtuvieron valores de 1567,31 + 37,51 (54) y 1597,24 + 11,51 (55). Los ensayos en
muestras salivares del mismo marcador en los grupos casos, mostraron valores iguales a
0,86 = 0,04 (54) y 1,40 £ 0,09 (55); mientras que en los grupos control estos valores
fueron 0,56 + 0,11 (54) y 0,73 £ 0,05 (55).

Los andlisis en muestras sanguineas del marcador GPx realizados en los grupos
casos, obtuvieron valores de 24,62 + 1,27 (54) y 20,31 £ 0,61 (55). En cambio, en los
grupos control se obtuvieron valores de 19,01 £ 0,67 (54) y 17,33 £ 0,74 (55). Los analisis
en muestras salivares del mismo marcador en los grupos casos, obtuvieron valores
iguales a 1,70 + 0,14 (54) y 1,55 £ 0,03 (55); mientras que en los grupos control estos
valores fueron 2,88 £ 0,18 (54) y 2,36 £ 0,04 (55). Para este marcador, también existen
discrepancias entre las muestras sanguineas y salivares. Como se puede observar, los
niveles de GPx estan aumentados en los pacientes con RAS en muestras sanguineas, sin
embargo, estos niveles estan disminuidos en muestras de saliva de estos mismos
pacientes.

En los anadlisis de muestras sanguineas, en el caso del marcador CAT, se
obtuvieron valores de 208,81 £ 6,91 (54) y 201,11 + 1,86 (55) para los grupos casos. En
cambio, en los grupos controles se obtuvieron valores de 227,11 + 4,62 (54) y 224,01 +
1,27 (55). En muestras de saliva, por otro lado, los valores en los grupos caso fueron 0,90
+ 0,04 (54) y 0,96 + 0,05 (55); mientras que en los grupos control fueron 0,78 £ 0,03 (54) y
0,76 £ 0,03 (55). En este caso, se observé una situacién similar a la del marcador SOD,
en la que las muestras sanguineas presentaban niveles superiores del marcador en
sujetos sanos respecto a los pacientes con RAS, mientras que las muestras salivares de
los pacientes con RAS presentaban niveles aumentados del marcador.
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Para la evaluacion de los valores relativos a AU, se utilizo la unidad de medida mg/
dl. Un solo estudio analiz6 los niveles de este marcador. En las muestras sanguineas se
obtuvo un valor medio de 3,66 + 0,59 para el grupo caso, y un valor medio de 6,35 + 0,86
para el grupo control (55). En este caso, los pacientes con RAS mostraron valores
menores del marcador AU. Por otro lado, los analisis llevados a cabo en muestras
salivares de AU en los grupos casos, revelaron valores iguales a 6,31 + 3,29 (54) y 6,58 +
0,72 (55); mientras que en los grupos controles estos valores fueron de 5,26 + 2,87462
(54) y 6,28 + 0,57 (55). Aqui, sin embargo, se puede observar como son los pacientes con
RAS los que tienen mayores niveles del marcador AU.

Los dos estudios revisados en los que se analizan los niveles de SOD, GPx y CAT,
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los gurpos controles y los
pacientes con RAS. Con valores P P<0,001 (54, 55) en el caso de SOD y GPx; y con
valores P de <0,001 (55) y <0,05 (54) para el marcador CAT.

Sin embargo, en el caso del marcador AU, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas en todos los estudios revisados. En uno de estos, los
analisis estadisticos mostraron diferencias significativas entre los dos grupos tanto en
muestras salivares y muestras sanguineas (valor P <0,05 en saliva y <0,001 en sangre)
(55). Por otro lado, en el otro estudio revisado no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en muestras de salivas (valor P 0,05) (54).

Por ultimo, en otro estudio, se evaluaron cinco marcadores oxidativos: MDA, cuya
unidad de medida fue nmol/mL; Vit A, Vit C y Vit E, cuyas mediciones se realizaron con la
misma unidad de medida ug/ml; y Vit B, cuya unidad de medida fue pg/ml. En los analisis
realizados en muestras sanguineas realizados en el grupo casos, se obtuvieron valores
medios de 3,31 + 0,70 para MDA, 0,60 + 0,13 para Vit A, 7,68 + 1,43 para Vit C, 6,92 +
1,30 para Vit E 'y 229,2 + 22,2 para VitB12 (57). En cambio, los mismos analisis realizados
en el grupo control presentaron valores medios de 1,68 + 0,44 para MDA, 0,72 + 0,14
para Vit A, 8,95 + 1,66 para Vit C, 8,27 + 1,60 para Vit E y 339,8 + 31,4 para Vit B12 (57).
Se realizaron también analisis en muestras salivares de todos estos marcadores, excepto
el marcador VitB12. En el grupo casos, se obtuvieron valores iguales a 0,48 = 0,16 para
MDA, 16,80 £ 5,08 para Vit A, 0,83 + 0,26 para Vit C y 0,26 + 0,10 para Vit E. Respecto a
los grupos control, estos valores fueron de 0,28 £ 0,12 para MDA, 28,5 + 0,21 para Vit A,
1,04 + 0,11 para Vit C y 0,40 + 0,11 para Vit E (57). En los analisis de ambos tipos de
muestras se observé como los niveles de MDA eran mayores en los pacientes con RAS,
mientras que los niveles de vitaminas eran todos menores en el caso de estos pacientes.
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Todos los marcadores analizados, y en ambos tipos de muestras, obtuvieron
valores P estadisticamente significativos en la comparacion entre grupos con RAS y
grupos sin RAS. Este valor, en el caso de los marcadores MDA, Vit A y Vit E fue de
<0,005; mientras que el valor P asociado a Vit C fue de <0,05 (57). Por otro lado, en los
analisis realizados unicamente en muestras de sangre del marcador Vit B12 se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre grupos control y pacientes con RAS (valor
P <0,003) (57).

Los resultados de los analisis de los marcadores oxidativos sobre muestras

sanguineas y salivares se presentan en la Tabla 11 y Tabla 12.
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Tabla 11. Resultados de los analisis sobre muestras sanguineas y salivares asociados a
los respectivos marcadores oxidativos.

Autores

Grupo

SoD
(U/mg protein)

CAT
(U/mg protein)

GPx
(U/mg protein)

AU
(mg /dl)

Karincaoglu y
cols (54)
2005

Control 30 1567,31 £37,51 | 227,11 £ 4,62 19,01 £ 0,67 }
Saliva Valor P <0,001* <0,05* <0,001* >0,05
Caso 27 0,86 + 0,04 0,90 £ 0,04 1,70+ 0,14 6,31 + 3,29

Control 23 0,56 + 0,11 0,78 £ 0,03 2,88+0,18 5,26 £ 2,87462

Saxena (55)
2011

Control 40 1597,24 £+ 11,51 224,01 £1,27 17,33+ 0,74 6,35+ 0,86
Saliva Valor P <0,001* <0,001* <0,001* <0,05*
Caso 40 1,40 £ 0,09 0,96 + 0,05 1,55 + 0,03 6,58 + 0,72
Control 40 0,73+ 0,05 0,76 + 0,03 2,36 + 0,04 6,28 + 0,57
Saral y
cols (57)
2005

Control 20 - - - -
Saliva Valor P = = - -
Caso 30 - = - -
Control 20 - - - -

SOD: superdéxido dismutasa; CAT: catalasa; GPx: glutation peroxidasa; AU: acido urico.
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Tabla 12. Resultados de los analisis sobre muestras sanguineas y salivares asociados a
los respectivos marcadores oxidativos.

Autor Grupo MDA Vit A Vit C Vit E Vit B12
utores (nmol/mL) (ug/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml)
Karincaoglu
y
cols (54)
2005

Control

Control 23 - - - _ -

Saxena (55)
2011

Control 40 - - - _ -

Saral y
cols (57)
2005

Control 168+044 072+014 895+166 827+1,60 339,8+ 314

Control 20 0,28+0,12  28,5%0,21 1,04 £ 0,11 0,40 0,11 -

MDA: malondialdehido; Vit A: vitamina A; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; VitB12: vitamina
B12.
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6. DISCUSION

En la presente revisidon sistematica, se proporciona la informacién relevante de las
mejores evidencias cientificas de los ultimos veinte afios sobre la posible presencia de
estrés oxidativo en pacientes con RAS. Para poder realizar este trabajo, se seleccionaron
los estudios centrados en analizar la presencia/ausencia de biomarcadores oxidantes y
antioxidantes en los grupos casos y en los grupos controles. Los articulos se centraron en
evaluar principalmente marcadores tales como: SOD, GPx, UA, NO, MPO, MDA, GSH,
GSSG; como marcadores de indices totales tomaron en cuenta TOS, TAS, OSl y la ratio
GSH/GSSG. La totalidad de los estudios incluidos controlan diferentes factores
relacionados que pudieran influir en los niveles de estrés oxidativo como presencia de
enfermedades sistémicas, tabaquismo, embarazo o lactancia, alcohol, toma de
suplementos vitaminicos, historia reciente de tratamiento terapéutico para el RAS o uso
de farmacos sistémicos, y emparejaron los grupos de casos y controles en relacién con el
sexo Yy la edad, todos los sujetos eran mayores de 20 anos y menores de 60 anos. El
objetivo general de este trabajo, ha sido evaluar la presencia de estrés oxidativo mediante
el incremento o la disminucidon de sus diferentes marcadores. De forma secundaria, este
trabajo permite interpretar el papel del estrés oxiditavo como otro factor etiopatogénico del
RAS. Varios factores de riesgo de esta enfermedad (habitos personales, estilo de vida,
alergias, influencias hormonales, estrés emocional, deficit vitaminico) parecen influir de
forma directa o indirecta en el equilibrio del sistema oxidante/antioxidante, causando un
mayor incremento o descenso de sus marcadores (57). La mayoria de los estudios
evaluan el estrés oxidativo como un potencial factor etiopatogénico para el desarrollo de
las ulceras orales, en ausencia de otras enfermedades sistémicas subyacentes. A pesar
de que hasta ahora se desconoce la etiologia exacta de estas lesiones, se ha visto que
todos los pacientes afectados tienen una historia familiar positiva, lo que implica una
importante predisposicion genética (70).

Hasta ahora, se desconoce el mecanismo de accién de los radicales libres en esta
enfermedad, ya que las alteraciones en los marcadores de estrés oxidativo son solo
detectables cuando el cuadro clinico es avanzado. Asimismo, muchos estudios reportan
una asociacion directa entre estrés oxidativo y un estado inflamatorio del organismo (4,
25, 53). Algunos resultados revelan que los valores disminuidos de AOP no solo
corresponden a un descenso de la actividad enzimatica antioxidante, sino que
demuestran una alteracién del sistema de defensa total (53). Efectivamente, a pesar de
que los signos clinicos del RAS se manifiestan a nivel oral, es ampliamente reconocido
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que esta enfermedad tiene repercusiones tanto a nivel local, como sistémico. Por
supuesto, la alteracion de los parametros sanguineos en pacientes afectados, ha sido
sefalado como uno de los factores mas relevantes en la aparicion del RAS (57).
Ademas, los valores disminuidos de AOP estan estrechamente relacionados con el
incremento de MDA, el cual muestra un aumento de las reacciones de peroxidacion que
tienen libre desarrollo a causa del sistema inmune ya fuertemente debilitado (4, 10, 13,
41, 53, 56, 57). Estas reacciones se consideran un importante indicio del estrés oxidativo
derivado de la inflamacion. El incremento del marcador MDA esta relacionado también
con el descenso de la ratio GSH/GSSG y con el aumento de los niveles de GSH, que a su
vez justifica el incremento de TOS en pacientes con RAS (4, 10).

Varios estudios aportan niveles aumentados de TOS y OSI en muestras sanguineas, lo
que sugiere un incremento del estado oxidativo total del organismo (1, 5, 10).
Contrariamente, en otro estudio, los mismos marcadores en analisis salivares aparecen
inalterados (3). Efectivamente, las concentraciones de TOS y MDA siempre suelen ser
inferiores en analisis sobre saliva, y asimismo estos dos marcadores parecen tener una
estrecha relacion, lo que hace que al variar los valores de MDA, también varian los
niveles de TOS (71). Este fendmeno tiene su explicacion en cuanto MDA es uno de los
mas importantes productos de la peroxidacion lipidica, y de hecho las mediciones de
estrés oxidativo se basan en la estimacion de los productos del daino lipidico, proteico y
sobre ADN (71). El estudio realizado por Tuguri y cols, fue el unico que evalué la posible
presencia de dafio genético causado por los radicales libres (1). Los valores relativo al
dafio del ADN resultan significativamente aumentados en pacientes con RAS, lo que
confirma que hay una seria correlacion entre estrés oxidativo y dafio genético. Varias
publicaciones sostienen esta teoria, afirmando que la razén primaria y subyacente de
numerosas patologias tiene su origen en el dafio provocado al ADN (72, 73). El dano del
ADN esta estrechamente relacionado con la deteccién de valores aumentados de TOS y
OSI, Efectivamente, los resultados sugieren que los pacientes con RAS presentan un
desequilibrio sistémico en la relacion oxidante-antioxidante que favorece el dano oxidativo
(1).

Otro marcador a destacar es el TAS, que obtuvo resultados contradictorios. En
cuatro estudios, dos sobre sangre y dos sobre saliva, se observaron valores disminuidos
de TAS, lo que supone una alteracion de estrés oxidativo (1, 52, 56, 58). Particularmente,
en el estudio de Rezaei y cols, los pacientes con RAS presentan un aumento significativo
en los niveles de TAS solo en la fase de curacién de la ulcera oral (58). Se supone que
para contrastar la evolucion del RAS, el organismo envie una mayor cantidad de defensas
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antioxidantes directamente a la parte afectada (54). En este sentido, el incremento en las
concentraciones de TAS podrian ser considerados como un mecanismo de defensa frente
a los procesos inflamatorios del RAS. Ademas, se ha visto que, durante el periodo activo
de la lesidn ulcerativa, los pacientes suelen consumir mas comidas liquidas a causa del
dolor (74). Estas comidas suelen contener mas vitaminas y antioxidantes naturales que
podrian favorecer el aumento de TAS a nivel salival. En cambio, en otros tres estudios,
dos sobre sangre y uno sobre saliva, los valores relativo a TAS se mostraron ligeramente
disminuidos o inalterados y por esto no se consideraron significativos (3, 5, 10). Estos
mismos resultados se confirman indirectamente en otro estudio, donde se busca
explicacion a los niveles inalterados de AU salivar (54). Efectivamente, el AU es la mayor
molécula antioxidante que compone la saliva y también forma el 70-80% de TAS (75).
Como consecuencia, al ser los niveles de AU estables, el valor de TAS también se
encuentra invariado (54). Ademas, especialmente en uno de estos estudios, la
disminucién de los niveles de GSH podria sugerir una tendencia a la disminucién de TAS
(10). Por otro lado, una razén valida que puede explicar las discrepancias entre los
distintos resultados, es que la medicidon directa de agentes antioxidantes es muy dificil
debido a su corta vida media, lo que obliga a analizar estos niveles mediante métodos
indirectos que supone la determinacion de productos terminales de la accion oxidante
sobre biomoleculas, como por ejemplo a través la medicion de MDA (76). EI TAS también
podria estar afectado de manera diferente segun el sexo de los pacientes, ya que el TAS
salival es menor en las mujeres (77).

Tanto en saliva como en sangre, el marcador oxidativo MPO no parece mostrar
niveles significativamente aumentados o disminuidos para justificar la presencia de estrés
oxidativo en sujetos enfermos (3, 10). El MPO constituye del 2-5 % de las proteinas de los
neutrofilos y el incremento en la actividad de este marcador se considera fuertemente
relacionado con un incremento proporcional de riesgo de estrés oxidativo (78).
Efectivamente, esta variaciones son las que caracterizan, entre otras, las enfermedades
inflamatorias e infecciosas, al ser el incremento de MPO proporcional también al numero
de neutrofilos infiltrados en los tejidos (79 - 81). Sin embargo, al no tener niveles
suficientemente alterados de MPO, no podemos considerar este marcador como
involucrado en el proceso fisiopatoldgico del RAS.

Por otro lado, el NO revela resultados contradictorios sobre muestras de sangre: en
un articulo, este no manifiesta valores significativamente alterados (10); contrariamente,
en otro articulo, se observan niveles significativamente aumentados de este marcador
oxidativo en pacientes con RAS (52). De todas formas, NO parece tener un rol relevante
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en la formacién de RAS: puede crear peroxinitritos toxicos, y asi dafiar directamente los
endotelios; puede inhibir la agregacién y adhesion plaquetaria e influir en la capacidad de
las células inmunitarias para ejercer su accion; tiene efectos perjudiciales contra
diferentes células y, mas concretamente, contra el ADN, lo que a la larga provoca la
muerte celular, lesiones tisulares y fallos organicos (25, 82, 83).

En la presente revision, se incluye el primer estudio en la literatura que investigd
sobre los marcadores prolidasa y PON1 (5). Se asume que el déficit de la enzima
prolidasa es responsable de la aparicion de multiples patologias, por lo que ha sido
estudiada antes en otros trastornos, pero nunca antes en relacion al RAS (84, 85).
Ademas, se descubrid la importancia de esta enzima en las fases de cicatrizacion de la
heridas, ya que la prolidasa esta involucrada en procesos inflamatorios que regulan la
degradacion y renovacion de la matriz (84). No obstante su relevancia a nivel bioldgico,
en este estudio no se observan datos relevantes en la comparacioén entre grupo caso y
grupo control (5). Siendo que los niveles de TOS y OSI estan significativamente alterados,
se piensa que la prolidasa y el PON1 muestran niveles normales debido al proceso de
curacion acelerado en el RAS (5).

Los marcadores antioxidantes GPx, SOD y CAT constituyen la linea de defensa
primaria del organismo frente a la formacion de radicales libres. EI GPx protege a las
células del dafio oxidativo producido por el (O2-), liberando de esta manera H202,
mientras que SOD y CAT protegen a las células del perdxido de hidrégeno formado por
GPx (25, 35). En todos los estudios evaluados, los niveles tanto de GPx (13, 41, 53 - 55)
como de CAT (53 - 55) resultan significativamente disminuidos. Por tanto, al ser estos
valores significativamente alterados, se asume una mayor actividad enzimatica causada
por un aumento de radicales libres, o bien la inhibicion de estas enzimas provocada por
sustancias inhibidoras contenidas en la sangre de pacientes con RAS (13, 41, 53 - 55).
Los valores de SOD resultan similares entre pacientes enfermos y pacientes sanos (41,
53 - 55) aunque, en el caso de las muestras sanguineas, los niveles de SOD son mayores
en los sujetos sanos que en los pacientes con RAS (53 - 55); sin embargo, en las
muestras salivares, los niveles de este marcador estan aumentados en los pacientes con
RAS (41). Este fenobmeno, muy similar a lo encontrado para el marcador TAS, se podria
explicar por el hecho de que, al ser que el RAS origina procesos inflamatorios, en este
momento los mecanismos de defensa de la saliva hacen que todo el organismo envie los
antioxidantes almacenados a la zona requerida mediante la saliva (54).

Todos los estudios que analizan los niveles de vitaminas en sangre y en saliva,
aportan resultados similares que concuerdan sobre la disminucién significativa de los

73



valores de antioxidantes no enzimaticos como Vit E, Vit A, Vit C, Vit B12 en pacientes con
RAS (13, 57). Este fendmeno provoca un incremento del marcador MDAy, por lo tanto, un
aumento también en los niveles de estrés oxidativo (13, 57). Esta es una indicacion del
aparente deficit nutricional como factor etiolégico del RAS, aunque algunas de estas
deficiencias nutricionales pueden deberse a otras enfermedades como el sindrome de
mala absorcion o a la enfermedad celiaca (86). Es importante destacar que
concentraciones alteradas de estos factores, pueden modificar la susceptibilidad individual
a determinadas enfermedades como el RAS e incluso modificar la evoluciéon o el curso
clinico de la enfermedad, actuando como factores precipitantes o protectores. El deficit
nutricional de microelementos como vitaminas y minerales, mas que un factor causal en si
del RAS, deberia ser considerado como un factor favorecedor en el desarrollo del RAS
por el importante papel que tienen estos microelementos en el metabolismo normal del
organismo en general y en particular de la cavidad bucal y en protecciéon de la mucosa
(87).

Finalmente, dos de los tres estudios que analizaron AU presentaron resultados
analogos. El AU forma parte del proceso metabdlico final de las purinas y es responsable
de la inhibicion de la peroxidacion lipidica, mediante la cual elimina las ERO (88). Este
importante marcador antioxidante resultd significativamente disminuido, tanto en sangre
como en saliva en pacientes con RAS (41, 55). Se asume que la infiltracion de células
inmunitarias a la zona de la lesion ulcerativa provoca un considerable incremento del
estrés oxidativo y de consecuencia disminuyeron los valores asociados a los factores
antioxidantes, como el AU. En cambio, otro estudio reporté niveles ligeramente
aumentados de estes marcador en muestras salivares de pacientes con RAS (54).
Exactamente como se ha visto para TAS y SOD, se supone que este incremento se debe
a las moléculas antioxidantes del plasma, que se concentraron en el sitio afectado para

poder ejercer mejor sus funciones de defensa (54).

Indudablemente, los datos obtenidos de los 14 estudios seleccionados reflejan que
existe relacion entre el estrés oxidativo y RAS, lo que influye en la etiopatogénia de esta.
En la mayoria de los pacientes enfermos, en comparacion con los pacientes sanos, se
encontrd una presencia elevada de moléculas oxidantes, por lo que el sistema
antioxidante se ha visto afectado. Sin embargo, tal como se ha mencionado en este
mismo trabajo existen resultados contradictorios entre varios de los estudios revisados,
especialmente entre muestras de sangre y saliva. Estas contradicciones podrian deberse
a varias razones. Una de ellas es que la RAS es una enfermedad compleja con multiples
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factores subyacentes, por lo que los mecanismos especificos de estrés oxidativo pueden
variar entre los pacientes. Ademas, los niveles de antioxidantes y moléculas oxidantes
pueden verse afectados por diversos factores, como la dieta, el estilo de vida, el sexo, la
edad, la genética, entre otros, lo que puede dificultar la interpretacién de los resultados. Al
dia de hoy, no se ha demostrado si un estado oxidativo alterado se puede realmente
aceptar como causa principal y primaria de la apariciéon de RAS. Sino que se plantean dos
posibles escenarios: el primero, segun el cual el RAS desencadenaria las reacciones
oxidativas; el segundo, segun el cual los radicales libres serian los responsables de la
origen y desarrollo del RAS, siempre y cuando haya un desequilibrio entre oxidantes y
antioxidantes.

Este hallazgo podria ser considerado un punto de partida para las futuras
investigaciones que permitan aclarar las causas y la etiopatogénesis de esta enfermedad.
En este sentido, con esta revision se afladen nuevas evidencias cientificas que podrian
cambiar la modalidad de diagnéstico del RAS y, como consecuencia directa, se
identificarian mejores opciones de prevencion y tratamiento con respecto a las terapias

disponibles en la actualidad.
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6.1 POSIBLES MEDIDAS DE PREVENCION Y TRATAMIENTO

Como se ha visto a lo largo del presente trabajo, el RAS tiene una etiopatogénia
incierta pero seguramente multifactorial, por lo que carece de un verdadero tratamiento
curativo y se apoya en terapias paliativas, cuyos objetivos principales son acelerar la
curacion de la lesion, disminuir la frecuencia de sus recidivas y aliviar el dolor.
Actualmente, el tratamiento tradicional de estas lesiones es de tipo sintomatico, mediante
el suministro de tratamientos tépicos o sistémicos, dependiendo prevalentemente de la
cantidad y tamafio de las Ulceras y de las frecuencias de recidiva de los brotes (88).

El tratamiento topico se basa especialmente en la aplicacion de corticoides, entre
los cuales se destacan el acetato de prednisolona, proprionato de clobetasol y acetonido
de triamcinolona (7). Para lograr un mejor control del dolor de forma transitoria en las
lesiones mas extensas, se suministran también anestésicos tépicos, como lidocaina,
mepivacaina, benzocaina, y antisépticos tépicos tales como el gluconato de clorhexidina
para todas aquellas lesiones extensas que dificultan la correcta higiene bucal, con el fin
de evitar la sobreinfeccion bacteriana (7).

El uso de estos medicamentos topicos suele ser efectivo a la hora de tratar el RAS,
pero en situaciones mas graves podria ser necesario el suministro de inmunosupresores
sistémicos, tales como azatioprina y metotrexato, durante breves periodos de tiempo. Sin
embargo, los tratamientos sistémicos se apoyan también en el utilizo de
inmunomoduladores, como la talidomida. Este farmaco desempefia un papel importante,
en cuanto inhibe y disminuye la produccién de TNF-a, que parece ser implicado en la
patogénesis del RAS, intentando bloquear asi los procesos inflamatorios que este

conlleva (70, 7).

De todas formas, en los ultimos afos, se han valorado otras soluciones
preventivas y terapéuticas que pudiesen contrarrestar, en primer lugar, los radicales libres
y su mecanismo de accion implicado en el desarrollo del RAS.

Los ultimos avances sugieren el implemento de una terapia y de una dieta rica en
antioxidantes para prevenir y disminuir el deterioro celular provocado por las ERO (33, 89,
90). Los elementos mas relevantes empleados en dichas terapias suelen ser el selenio,
acido ascorbico, betacaroteno, vitamina C y la enzima SOD.

El selenio es un micronutriente esencial, contenido en muchos de los alimentos
habituales, como lentejas y derivados lacteos, fundamental para la actividad de la GPx y
para la fisiologia humana. Ademas, se descubrié la eficacia de este elemento antioxidante
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frente a la reduccidén de las ERO, mediante la produccion de selenoproteinas (91, 92).
Segun algunos estudios, el suplemento de selenio en asociacion con el acido ascorbico
puede reforzar las defensas antioxidantes sanguineas y proporcionar una mayor eficacia
terapéutica efectiva para pacientes con RAS (91, 93, 94). Efectivamente, en el estudio de
Arikan y cols, se encuentran niveles disminuidos de selenio en sangre, lo que deja pensar
que una eventual suplementacién con factores antioxidantes, pueda reforzar la defensa
antioxidante sanguinea y proporcionar una mayor eficacia terapéutica beneficiosa para el
RAS (13).

La vitamina C y el betacaroteno, el cual se transforma en dos moléculas de
vitamina A, reducen el daio oxidativo celular y por esto se le atribuyen capacidades anti-
carcinogeénicas (33, 90). Esta propiedad protectora destaca la importancia de estos dos
antioxidantes, siendo a menudo capaces de recuperar el dafio oxidativo en el ADN antes
de que este se convierta en peligroso e irrecuperable, permitiendo la recuperacion en
individuos con RAS (1).

Otros estudios reportan una gran capacidad protectora asociada a la enzima SOD
después de la administracion, por lo que fue utilizada en varios estudios terapéuticos con
resultados prometedores (95). El suplemento de esta enzima parece aliviar no solo
enfermedades inflamatorias como el RAS, sino también enfermedades infecciosas,
respiratorias, metabdlicas y cardiovasculares, asi como trastornos genitourinarios y de la
fertilidad, lo que plantea un papel fundamental en cuanto a su mecanismo de accion en
estas diversas situaciones (95). La induccion de una defensa antioxidante endogena
como la SOD, podria representar un nuevo tratamiento potencial para disminuir los
niveles de estrés oxidativo y, consecuentemente, de inflamacion producidos en la
enfermedad RAS (17).

Teniendo en cuenta esta informacion, seria recomendable un suplemento diario
modesto y a corto plazo formado por una mezcla de antioxidantes, para poder mejorar la
capacidad antioxidante total del organismo y reducir los productos de la peroxidacion
lipidica en el RAS. Este refuerzo no solo obtendria un efecto beneficioso sobre el dano

celular, sino que podria prevenir también la frecuencia en las recidivas del RAS (13).
Actualmente, en algunos estudios se utilizan como medicina alternativa
tratamientos entre los cuales se encuentran la acupuntura, digitopuntura, auriculopuntura,

laserterapia y ozonoterapia (96 - 98). No obstante los ultimos avances clinicos sobre este
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tema, aun se necesita mas investigacion para entender que individuos podrian beneficiar

de estas terapias y su real efectividad.

A pesar de la evidencia cientifica presente hasta el momento sobre los beneficios
de los antioxidantes, sus funciones son muchos mas complejas que la simple funcion de
atrapar radicales libres y un suplemento dietético podria, por otro lado, perturbar el
equilibrio natural del sistema redox. Por esta razén, todavia quedan interrogantes y se
necesitan aun mas investigaciones sobre las nuevas técnicas terapéuticas dirigidas a
contrarrestar las ERO. Actualmente, parece ser beneficiosa una integraciéon adecuada de
estos suplementos antioxidantes, aunque no estan claras las dosis 6ptimas y el tiempo de
administracion mas eficaz. Sin embargo, es importante mantener un buen funcionamiento
del sistema antioxidante para impedir el establecimiento del estrés oxidativo y de sus
efectos nocivos sobre el organismo. Para ello, se recomienda un estilo de vida sano, una
alimentacion adecuada, evitando los excesos, mientras que el uso de suplementos

antioxidantes deberia quedar bajo supervisién médica (33).
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6.2 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La presente revision sistematica se basa en los analisis realizados sobre
numerosos marcadores oxidativos, o que se puede considerar una fortaleza por un lado,
pero también un limite, ya que el analisis de tal variedad de marcadores podrian llevar a
errores y malas interpretaciones ya que no todos han sido evaluados por la totalidad de
los estudios. Esto requiere una interpretacién de algunos resultados con cautela al no
existir analisis comparativas entre estudios para algunos de estos marcadores.

A la luz de los resultados obtenidos, la realizacion de los analisis Unicamente en el
periodo activo de la lesion, no permite obtener los suficientes resultados para discernir si
el estrés oxidativo forma parte del origen o de las consecuencias del RAS. Para aclarar
este punto, seria necesario también realizar los analisis justo en el periodo precedente la
aparicion de la lesion y en sus fases de curacién. Esta metodologia se llevdé a cabo
relativamente en un unico estudio realizado por Rezaei y cols, donde se analizaron
también pacientes con RAS en fase de curacion (58). Sin embargo, existen claras
dificultades para poder realizar los analisis con este tipo de metodologia, especialmente
porque es practicamente imposible detectar el desarrollo del RAS antes que la lesion
aparezca en la cavidad bucal. Por esta razon, se consideran cientificamente efectivos los
estudios realizados hasta el momento.

En el presente trabajo, se observaron varios resultados contradictorios a la hora de
comparar diferentes estudios que analizaron los mismos marcadores oxidativos. Estas
controversias pueden estas asociadas a numerosos factores como las variaciones del
tamafo de las muestras, la aplicacion de diversos métodos y la divergencia genética de
cada poblacion. Ademas, los diferentes macros y micronutrientes metabolizados a través
de la dieta, son diferentes en cada individuo y esto podria explicar también la variacion de
la composicion y capacidad antioxidante de los individuos.

Por ultimo, la mayoria de los estudios evaluados no tuvieron en cuenta varios
factores subyacentes del RAS, como los habitos orales, la duracion del suefo, las
condiciones de higiene bucal, las fluctuaciones hormonales en las mujeres y el estado
psicolégico de los pacientes. Unicamente el estudio realizado por ZiauDeen y RavinDran
consider6 el indice de estrés emocional reportado por los pacientes, que resultd
significativamente aumentado (41).

Seria deseable también incluir y examinar estos factores en futuros estudios, para

poder analizar el desarrollo del RAS de manera completa.
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7. CONCLUSIONES

CONCLUSIONES GENERALES

Los pacientes afectados por RAS presentan mayores niveles de estrés oxidativos

en comparacién a los pacientes controles sanos.
CONCLUSIONES ESPECIFICAS

1. Existe un incremento significativo en los valores de marcadores oxidantes en
pacientes con RAS en muestras de saliva y sangre
2. Existe una disminucion significativa en los valores de las defensas antioxidantes en

pacientes con RAS en muestras de saliva y sangre
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6. ANEXOS

Tabla 1. Resumen de las busquedas de las bases de datos consultadas (PubMed,

Scopus, Web of Science)

Base de
datos

Busqueda

Numero
de
articulos

Fecha

PubMed

("Stomatitis, Aphthous"[MeSH Terms] OR
recurrent aphthous stomatitis OR "oral
ulcer"[MeSH Terms] OR recurrent
aphthous ulceration OR recurrent
aphthous ulcer OR Aphthous Ulcer) AND
("oxidative stress"[MeSH terms] OR
antioxidant markers OR oxidant markers
OR antioxidant status OR antioxidant
levels OR ROS OR RNS OR nitrosative
stress) Filters: Humans, English, Italian,
Spanish, from 2000 - 2022

44

07.12.2022

Scopus

("recurrent aphthous stomatitis" OR "oral
ulcer" OR "recurrent aphthous ulceration”
OR "aphthous stomatitis" OR "recurrent
aphthous ulcer") AND ("oxidative stress"
OR "antioxidant markers" OR "oxidant
markers" OR "antioxidant level" OR
"antioxidant status" OR ROS OR RNS OR
"nitrosative stress”)

53

07.12.2022

Web of
Science

(ALL=(("recurrent aphthous stomatitis" OR
"oral ulcer" OR "recurrent aphthous
ulceration" OR "aphthous stomatitis" OR
"recurrent aphthous ulcer"))) AND
ALL=(("oxidative stress" OR "antioxidant
markers" OR "oxidant markers" OR
"antioxidant level" OR "antioxidant status"
OR ROS OR RNS OR "nitrosative
stress”))

64

09.12.2022
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Systemic and local effect of oxidative stress on recurrent aphthous stomatitis.
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Giulia Rinaldi, Cristina Estornut Navarro
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Abstract

Introduction: Recurrent aphthous stomatitis (RAS) is a chronic and recurrent inflammatory
disease of the mouth. It is characterised by the appearance of painful ulcers in the oral
mucosa. RAS is believed to be a multifactorial disease with genetic predisposition,
environmental factors and alterations in the immune system. Oxidative stress, caused by
an imbalance between free radicals and the antioxidant system, also appears to be
involved in the pathogenesis of RAS. Several risk factors, such as smoking, iron and
vitamin deficiency, and anxiety, may contribute to the development of the disease.
Understanding the underlying mechanisms may help in the prevention and treatment of
RAS.

Materials and methods: We searched PubMed, Scopus and Web of Science for articles on
oxidative stress in patients with RAS from 2000 to 2022. Studies analysing oxidant and

antioxidant levels in blood and saliva of RAS patients and healthy controls were selected.

Results: Of 165 potentially eligible articles, 14 met the inclusion criteria: 7 studies on blood
samples, 3 on salivary samples and 4 on both blood and salivary samples. Multiple
oxidative and antioxidant markers were assessed in blood and saliva samples. Overall,
statistically significant differences were found between case and control groups for most
markers, assuming a P-value <0.05 as statistically significant to consider increased levels
of oxidative stress. In addition, increased oxidative DNA damage was observed in patients
with RAS.

Conclusion: Patients with RAS show increased levels of oxidative stress compared to
healthy controls, with a significant increase in oxidative markers and a significant decrease

in antioxidant defences in saliva and blood samples.
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Keywords: recurrent aphthous stomatitis, recurrent aphthous ulcer, oxidative stress,

oxidative markers, antioxidant markers, oxidative status.

Introduction

Recurrent aphthous stomatitis (RAS) is a chronic, recurrent inflammatory disease
characterised by painful oral ulcers. Although its exact aetiology is still unknown, multiple
factors, such as genetic predisposition, immunological factors, nutritional deficiencies and
lifestyle factors, are thought to contribute to the development of the disease. In recent
years, it has been suggested that oxidative stress may play a role in the development of
SAR. Oxidative stress is characterised by an imbalance between free radicals and
antioxidants in the body, leading to cell damage and inflammatory processes (1, 2).

Figure 1 graphically depicts the process of inflammatory response to an antigen, which
stimulates the production of reactive oxygen.

The presence of oxidative stress in multiple systemic, immunological, malignant,
premalignant and especially inflammatory diseases is a well-known reality (3). Several
studies have evaluated the relationship between oxidative stress and RAS, reporting
alterations in oxidant and antioxidant levels in patients with RAS (3, 4, 2).

In the last decades, no new insights into the aetiology, diagnosis and treatment of RAS
have been found (5). This represents the main reason why experts and health
professionals are still trying to better understand the processes involved in this oral
pathology. For these reasons, this review is considered appropriate, as it provides an
update and contextualisation of the topic and favours further research that is still needed to
understand, stop and prevent the occurrence of oxidative stress in patients with RAS.

The general aim of this scientific article is to evaluate the presence of oxidative stress by
measuring its markers in patients affected by RAS in comparison with healthy control

patients, in salivary and blood samples.

Materials and methods

The present systematic review was conducted following the PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic reviews and Meta-Analysis) guideline statement (6).
In addition, the work was registered on the PROSPERO international prospective registry

of systematic reviews, registration number CRD42023428946.



Based on the objective of the present systematic review, we sought to answer the
following research question: Is there an association between variations in oxidant and
antioxidant levels in blood and saliva and recurrent aphthous stomatitis disease? This
study question was established according to a population, intervention, comparison and
outcome (PICO) study design, where P corresponds to patients affected by recurrent
aphthous stomatitis; | to the measurement of oxidant and antioxidant markers in blood and
saliva samples; C to healthy control patients; O to the concentrations of oxidative stress
markers in saliva and blood samples of patients with recurrent aphthous stomatitis and

healthy controls.

An automated search of the three aforementioned databases was conducted using
combinations of the following Medical Subject Heading (MeSH) terms and text words:
("Stomatitis, Aphthous"[MeSH Terms] OR recurrent aphthous stomatitis OR "oral
ulcer"[MeSH Terms] OR recurrent aphthous ulceration OR recurrent aphthous ulcer OR
Aphthous Ulcer) AND ("oxidative stress"[MeSH terms] OR antioxidant markers OR oxidant
markers OR antioxidant status OR antioxidant levels OR ROS OR RNS OR nitrosative
stress) Filters: Humans, English, Italian, Spanish, from 2000 - 2022. In order to identify any
eligible studies that the initial search might have missed, bibliographic references of
selected studies were reviewed and specific scientific journals were handsearched.

The inclusion criteria used in this review comprise different aspects related to the type of
study, type of patient, type of intervention and type of outcome variables. In terms of study
type, randomised controlled clinical trials, prospective and retrospective cohort studies,
and case-control studies were considered. In addition, publications in English, Spanish
and ltalian were included, and were limited to articles published from 2000 to 2022.

Regarding the type of patient, those with recurrent aphthous stomatitis (RAS) episodes
repeated at least three times during one year were selected. The studies had to focus on
adult patients, with a number of participants greater than or equal to 5 and less than 70.
Both sick and healthy patients were considered for comparison of results. The required
intervention consisted of measuring oxidative stress by its main markers in blood and
saliva samples. In addition, the required intervention consisted of measuring oxidative
stress by its main markers in blood and saliva samples. In addition, a minimum follow-up
corresponding to the period of RAS involvement was requested to ensure the relevance of

the results. Regarding outcome variables, we sought studies that provided data related to



the measurement of oxidative and antioxidant biomarkers, the association between
oxidative stress and RAS, and oxidative stress as an aetiopathogenic factor of RAS.

On the other hand, exclusion criteria were established to avoid the inclusion of duplicate
studies and those that treated RAS as a clinical sign of underlying systemic diseases.
Patients with systemic diseases, those receiving therapeutic or systemic treatments, and
those taking vitamin supplements were also excluded. Other exclusion criteria were
patients with a history of trauma, women during pregnancy or lactation, patients with

periodontal disease and patients with smoking.

The selection of studies was divided into three stages, where selection criteria were used
according to the title, abstract and full reading of the articles. Two reviewers (GR, CEN)
carried out this selection, and there was no disagreement between them.

The assessment of the risk of bias was evaluated by the two reviewers (GR, CEN) with the
aim of analysing the methodological quality of the included articles.

The Newcastle-Ottawa guidelines were used to assess the quality of the observational
case-control studies, where the following criteria were taken into account: case definition,
representativeness, selection of controls, definition of controls, compatibility, exposure
testing, same method for both groups and dropout rate (7). All but one of the studies were

considered at low risk of bias and scored from 7 to 9 (maximum score) (Table 1).

Results

A total of 165 articles were obtained in the initial search process and 1 additional study
was obtained through the manual search. Of these publications, 57 were duplicated and
22 were considered potentially eligible by screening titles and abstracts. Of these, only 14
articles met the inclusion criteria and were included in the present systematic review
(Figure 2). The k-value for inter-examiner agreement on the inclusion of studies was 0.92
(tittes and abstracts) and 1.0 (full texts) indicating "good" and "complete" agreement,
respectively, according to Landis and Koch's criteria (45).

A total of 795 patients, equally divided between RAS and control groups, were treated and
a total of 17 oxidative markers (GPx, CAT, MDA, AOP, PON1, OSI, prolidase, TOS, TAS or
TAC, MPO, GSH, GSGG, NO, Se, Vitamins, AU, oxidative DNA damage) were analysed.



During the process of methodological quality and risk of bias assessment, almost all
articles were considered low risk of bias and all scored from 7 to 9 (maximum score). Only
one was considered high risk of bias and scored 6.

Regarding the presence of oxidative stress in patients affected by RAS, in all comparisons
and correlations, a P-value <0.05 was established as statistically significant to consider
increased levels of oxidative stress.

Several studies analysed the levels of oxidative stress markers in blood samples only.

The values obtained from the TOS analysis were 3.97 + 1.34 (4), 10.69 £ 1.43 (8), 5.19
8.26 (9) in the case groups and 3.54 + 0.67 (4), 2.90 £ 6.06 (8), 2.90 £ 6.06 (9) in the
control groups, with significant differences in two of the studies (8, 9) and non-significant in
another (4).

For the case groups, TAS revealed mean values of 2.05 + 0.38 (4), 2.19 £ 0.38 (8), 1.14 &
0.19 (9) and 2.61 £ 0.78 (10), and 2.15 £ 0.32 (4), 3.07 £ 0.53 (8), 1.09 + 0.17 (9), 3.08
0.49 (10) for the control groups. Significant differences were obtained in all studies, with
higher values in the control group. The mean values obtained for the OSI marker in the
case group were 0.019 + 0.03 (4), 4.88 £ 1.43 (8), 0.48 + 0.81 (9), and 0.016 £ 0.01 (4),
1.73 £ 0.76 (8), 0.28 + 0.63 (9) for the control groups, obtaining significant differences in all
studies, with higher values in patients with RAS.

Analyses focused on assessing the possible damage caused by oxidative stress on DNA
reported a mean value in the case group of 27.47 + 9.57, while in the control group it was
13.73 £ 7.28 (8). Oxidative DNA damage in the patient group was significantly higher than
in the control group.

The mean values obtained from MDA analysis in the case groups were 1.20 £ 0.78 (4),
1.49 + 0.46 (5), 0.97 £ 0.33 (11) and 3.89 + 1.34 (12), and 0.76 £+ 0.20 (4), 0.17 £ 0.06 (5),
0.54 + 0.23 (11) and 2.67 = 1.13 (12) in the control groups. The presence of MDA in
erythrocytes was also assessed, with a mean value of 6.90 £ 1.79 in the patient group and
6.82 £ 0.78 in the control group (12).

Significant differences were found in all studies (5, 11, 12), with significantly higher MDA
levels in patients with RAS. In the remaining article, the differences were not significant, as
well as in the erythrocyte analyses (4, 12).

Mean values for GSH in case groups were 864.26 + 102.04 (4) and 5.95 + 2.77 (5), and
684.20 + 63.60 (4) and 21.00 £ 3.44 (5) for control groups. Statistical analysis showed
significant differences, with higher values in the control group in one study (5) while, in the

other, marker values were higher in patients with RAS (4).



The values obtained from the measurement of GSSG were higher in patients with RAS
(7.85 £ 2.23) compared to control cases (0.23 £ 0.03), and statistical analysis showed that
these differences were significant (5).

As for the analyses on other markers, the values obtained in the group of patients with
RAS were 18.74 + 3.66 for MPO (4), while NO was 16.41 + 2.32 (4) and 60.08 £ 23.75
(10). In the control groups the following values were obtained: 17.51 £ 3.88 for MPO (4),
and 19.84 + 4.96 (4) and 46.45 £+ 13.01 (10) for NO. Only in the study by Zhang et al (10)
were significant differences observed between case and control groups, with patients with
RAS showing higher levels of the NO marker.

According to the analyses performed in the case groups, the mean GPx values were 20.4
+ 2.68 (11) and 14.24 + 3.49 (12), while in the control groups, mean values were 25.9 +
2.55 (11) and 18.04 = 7.25 (12). In both articles, significant differences were found, with
higher GPx levels in the case of the controls (11, 12).

Vit E values were also assessed and the mean values obtained were 0.74 + 0.88 in
patients with RAS and 0.99 + 0.02 in controls (11). The control groups had higher Vit E
levels and this difference was statistically significant (11). Finally, another study evaluated
CAT and AOP markers in both plasma and isolated erythrocytes (12). The values relative
to the plasma assays for the case group were 0.058 + 0.02 for AOP, while the values
relative to the control groups were 0.085 = 0.04 for AOP (12). On the other hand, the
values obtained in the erythrocyte assays for the case groups were 30 428 + 6616 for CAT
and 0.0085 + 0.013 for AOP; the values for the control groups were 34 420 + 6562 for CAT
and 0.0135 + 0.002 for AOP (12). In all cases, the analyses showed statistically significant
differences.

The results of the oxidative marker analyses on blood samples are presented in Table 2.

Another series of studies analysed markers of oxidative stress in saliva samples only.
Elevated levels of oxidative stress were observed in patients with RAS, with the exception
of a single study in which no statistically relevant results were obtained (1).

TAS values were also analysed in two other studies and resulted in values of 0.18 + 0.12
(13) and 0.26 £ 0.16 (14) in patients with RAS and 0.26 + 0.14 (13) and 0.24 + 0.13 (14) in
the control groups. In this case, statistically significant differences were observed, resulting
in higher levels of the antioxidant marker TAS in controls compared to patients with RAS.
The results for MDA were statistically significant: the case groups obtained values of 1.16
1 0.86 (13) and 1.45 + 0.55 (15), and the control groups obtained values of 0.47 + 0.53



(13) and 0.95 £ 0.28 (15). Statistically significant differences were observed, with
increased MDA levels in patients with RAS compared to control subjects.

Finally, the values obtained in the case group were 1.60 + 0.39 for GPx, 3.99 + 1.59 for AU
and 1.27 = 0.48 for SOD; in the control group the values were 2.19 + 0.62 for GPx, 5.79 *
1.61 for AU and 0.72 = 0.41 for SOD (15). For all three markers, the differences were
statistically significant, with decreased levels of GPx and AU markers in patients with RAS,
while SOD levels were higher in patients with RAS.

The results of the oxidative marker analyses on salivary samples are presented in Table 3.

Finally, three of the selected studies analysed markers in both blood and salivary samples.
All but one of the P-values of the analysed markers were statistically significant, and
therefore it was considered that there were higher levels of oxidative stress in RAS
patients than in healthy subjects.

As for the analysis of blood samples, the values obtained were: for the SOD marker of
1347.33 £ 22.16 (16) and 1325.27 + 15.74 (17) in the case groups, while in the control
groups they were 1567.31 £ 37.51 (16) and 1597.24 + 11.51 (17); GPx values were 24.62
t+ 1.27 (16) and 20.31 £ 0.61 (17) in the case groups and 19.01 + 0.67 (16) and 17.33 %
0.74 (17) in the control groups; CAT values in the case groups were 208.81 £ 6.91 (16)
and 201.11 £ 1.86 (17), while in the control groups they were 227.11 £ 4.62 (16) and
224.01 £ 1.27 (17); for the AU marker, a mean value of 3.66 + 0.59 was obtained for the
case group and a mean value of 6.35 £ 0.86 for the control group (17). Finally, in the case
groups, mean values of 3.31 £ 0.70 for MDA, 0.60 + 0.13 for Vit A, 7.68 + 1.43 for Vit C,
6.92 + 1.30 for Vit E and 229.2 + 22.2 for VitB12 were obtained; the same analyses in the
control group showed mean values of 1,68 + 0,44 for MDA, 0,72 + 0,14 for Vit A, 8,95 *
1,66 for Vit C, 8,27 + 1,60 for Vit E and 339,8 + 31,4 for Vit B12 (14).

As for the analysis of salivary samples, the values obtained were: for the SOD marker of
0.86 £ 0.04 (16) and 1.40 + 0.09 (17) in the case groups, while in the control groups they
were 0.56 + 0.11 (16) and 0.73 + 0.05 (17); GPx values were 1.70 + 0.14 (16) and 1.55
0.03 (17) for the case groups and 2.88 £ 0.18 (16) and 2.36 + 0.04 (17) in the control
groups; the values for CAT in the case groups were 0.90 + 0.04 (16) and 0.96 + 0.05 (17),
while for the control groups they were 0.78 + 0.03 (16) and 0.76 + 0.03 (17); for the AU
marker, values of 6.31 + 3.29 (16) and 6.58 + 0.72 (17) were obtained in the case groups
and 5.26 + 2.87462 (16) and 6.28 + 0.57 (17) in the control groups. Finally, in the case
groups, values equal to 0.48 + 0.16 for MDA, 16.80 £ 5.08 for Vit A, 0.83 £ 0.26 for Vit C



and 0.26 £ 0.10 for Vit E were obtained; for the control groups, these values were 0.28 *
0.12 for MDA, 28.5 £ 0.21 for Vit A, 1.04 + 0.11 for Vit C and 0.40 + 0.11 for Vit E (14).

The two reviewed studies analysing SOD, GPx and CAT levels showed statistically
significant differences, with some divergences: in the case of SOD and CAT, blood
samples showed higher levels of the markers in healthy subjects compared to RAS
patients, while saliva samples showed increased levels in RAS patients (16, 17). In the
case of GPx, increased levels were obtained in RAS patients in blood samples, however,
these levels were decreased in saliva samples from these same patients (17).

In the case of AU, patients with RAS showed lower values of the marker in blood analyses
(17), while in studies on salivary samples, it is patients with RAS who have higher levels of
the AU marker (16, 17).

Moreover, in analyses of both types of samples, MDA levels were found to be higher in
patients with RAS, while vitamin levels were all lower in patients with RAS (14).

The results of the oxidative marker analyses on blood and salivary samples are presented
in Table 4.

Discussion

The general objective of this study was to evaluate the presence of oxidative stress by
means of the increase or decrease of its different markers. Secondarily, this work allows us
to interpret the role of oxidative stress as another aetiopathogenic factor in RAS. Until now,
the mechanism of action of free radicals in this disease is unknown, since alterations in
oxidative stress markers are only detectable when the clinical picture is advanced.
Furthermore, many studies report a direct association between oxidative stress and an
inflammatory state of the organism (3, 5, 12). Indeed, although the clinical signs of RAS
manifest themselves at the oral level, it is widely recognised that the disease has both
local and systemic repercussions. Of course, altered blood parameters in affected patients
have been identified as one of the most relevant factors in the occurrence of RAS (14).

Several studies report increased levels of TOS and OSI in blood samples, suggesting an
increase in the total oxidative status of the organism (4, 8, 9). From this, it is also assumed
that unaltered levels of PON1 and prolidase do not indicate no oxidative stress, but rather
that the accelerated healing process in RAS does not allow for significant alterations to be
detected (9). On the other hand, the increase in the MDA marker is closely related to the
decrease in AOP, the GSH/GSSG ratio and the increase in GSH levels, which in turn
justifies the increase in TOS in patients with RAS (4, 5, 12). Of course, MDA is one of the



most important products of lipid peroxidation and, in fact, oxidative stress measurements
are based on the estimation of the products of lipid, protein and DNA damage (19). Such
damage is also closely related to the detection of increased TOS and OSI values and, in
the study by Tuguri et al, DNA damage values are significantly increased in patients with
RAS (8). The TAS marker obtained contradictory results and, particularly in the study by
Rezaei et al, patients with RAS show a significant increase in TAS levels only in the
healing phase of the oral ulcer (14). It is assumed that in order to counteract the evolution
of RAS, the body sends an increased amount of antioxidant defences directly to the
affected part (16). In this sense, increased TAS concentrations could be considered as a
defence mechanism against the inflammatory processes of RAS.

In parallel, the same phenomenon is detected for SOD and AU in salivary sample results
(15, 16). Therefore, the increase in salivary concentrations of TAS, SOD and AU could be
considered as a defence mechanism against RAS inflammatory processes. In contrast, in
other blood samples (12 - 17), and also in saliva for UA (15), the concentrations of these
markers are decreased in patients with RAS. It is assumed that the infiltration of immune
cells to the area of the ulcerative lesion causes a considerable increase in oxidative stress
and consequently decreased values associated with antioxidant factors.

In both saliva and blood, the oxidative marker MPO does not appear to show significantly
altered levels to justify the presence of oxidative stress in diseased subjects (1, 4). MPO
constitutes 2-5 % of neutrophil proteins and therefore, in inflammatory and infectious
diseases, the increase in MPO is always proportional to the number of neutrophils
infiltrating the tissues (20). However, in the absence of sufficiently altered MPO levels, we
cannot consider this marker as being involved in the pathophysiological process of RAS.

In all the studies evaluated, both GPx (11, 12 - 17) and CAT (12 - 17) values are
significantly decreased. Therefore, as these values are significantly altered, increased
enzyme activity caused by an increase in free radicals or inhibition of these enzymes by
inhibitory substances contained in the blood of RAS patients is assumed (11, 12 - 17).
Finally, articles that analyse the levels of vitamins in blood and saliva provide similar
results that agree on the significant decrease in the values of non-enzymatic antioxidants
such as Vit E, Vit A, Vit C, Vit B12 in patients with RAS (11, 14). It is important to note that
altered concentrations of these factors can modify individual susceptibility to certain
diseases such as RAS and even modify the evolution or clinical course of the disease,
acting as precipitating or protective factors (21).

Undoubtedly, in most of the diseased patients compared to healthy patients, an elevated

presence of oxidative molecules was found, so that the antioxidant system has been



affected. Therefore, reducing oxidative stress could be an effective strategy to prevent and
treat SAR. However, as mentioned in this paper, there are contradictory results between
several of the studies reviewed, especially between blood and saliva samples.

These controversies may be associated with numerous factors such as variations in
sample size, application of various methods, genetic divergence of each population, oral
habits, sleep duration, oral hygiene conditions, hormonal fluctuations in women and the
psychological state of the patients. Only the study by ZiauDeen and RavinDran considered
the emotional stress index reported by patients, which was significantly increased (15). In
addition, the different macronutrients and micronutrients metabolised through the diet are
different in each individual and this could also explain the variation in the composition and
antioxidant capacity of individuals.

To date, it has not been demonstrated whether an altered oxidative status can really be
accepted as the main and primary cause for the occurrence of RAS. Instead, two possible
scenarios have been put forward: the first, according to which RAS would trigger oxidative
reactions; the second, according to which free radicals would be responsible for the origin
and development of RAS, provided that there is an imbalance between oxidants and

antioxidants.

Possible prevention and treatment measures

As has been seen throughout this paper, the aetiopathogenesis of RAS is uncertain but
probably multifactorial, so there is no real curative treatment and it relies on palliative
therapies, whose main objectives are to accelerate the healing of the lesion, reduce the
frequency of recurrences and alleviate pain. Currently, the traditional treatment of these
lesions is symptomatic, using topical or systemic treatments, depending mainly on the
number and size of the ulcers and the frequency of recurrence of outbreaks (22).

In recent years, other preventive and therapeutic solutions that could counteract, in the
first place, free radicals and their mechanism of action involved in the development of RAS
have been evaluated. The implementation of therapy and a diet rich in antioxidants is
recommended to prevent and reduce cell deterioration caused by ROS (23). Indeed,
according to some studies, selenium supplementation in association with ascorbic acid
may boost blood antioxidant defences and provide greater effective therapeutic efficacy for
patients with RAS (24). Indeed, in the study by Arikan et al, decreased blood selenium
levels were found, suggesting that possible supplementation with antioxidant factors may

enhance blood antioxidant defence and provide greater therapeutic efficacy beneficial for



RAS (11). Vitamin C and beta-carotene, which is converted into two vitamin A molecules,
reduce cellular oxidative damage and are therefore attributed with anti-carcinogenic
capacities, often being able to restore oxidative damage to DNA (8, 23). Furthermore,
supplementation of the enzyme SOD appears to alleviate, among other things,
inflammatory diseases such as RAS (25). The induction of an endogenous antioxidant
defence such as SOD could represent a new potential treatment to reduce the levels of
oxidative stress and, consequently, inflammation produced in this disease (25).

Despite the scientific evidence so far on the benefits of antioxidants, their functions are
much more complex than simply trapping free radicals and dietary supplementation could,
on the other hand, disrupt the natural balance of the redox system. For this reason,
questions remain and more research is still needed on new therapeutic techniques aimed

at counteracting ROS.
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Table 1. Measurement of risk of bias of non-randomised observational studies with the

Newcastle-Ottawa scale - observational studies with non-randomised control group (7).
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Table 2. Results of analyses

markers.

Authors

Avci y cols (4)
2014

Bagan y cols

(5)
2014

Tugrul y cols

(8)
2016

Ekinci y cols

(9)
2020

Zhang y cols
(10)
2019

Arikan y cols
(11)
2009

Cimen y cols
(12) 2003

Case
Group

25

28

42

34

90

26

22

Control
Group

25

29

39

34

90

20

23

on blood samples associated with the respective oxidative

Oxidative Markers Antioxidant Markers

TOS (P>0,05), OSI (P<0,05),

MDA (P>0,05), MPO (P>0,05), NO TAS (P>0,05), GSH (P<0,05)*
(P>0,05)
MDA (P<0,01)*, GSSG (P<0,01)* GSH (P<0,01)*

TOS (P=0,001)*, OSI (P=0,003)*, Dafio

ADN (P=0,001)* TAS (0,039)

TAS (P=0,343), PON1 (P=0,218),

TOS (P=0,04)’, OSI (P=0,018)" Prolidase (P=0,955)

NO (P<0,03)* TAS (P<0,03)*

MDA (P=0,000)* GPx (P=0,000)*, Vit E (P=0,000)*

GPx in erythrocytes (P<0,05)*, SOD
MDA in plasma (P<0,005)*; in (P>0,05), CAT in erythrocytes
erythrocytes (P>0,05) (P<0,05)*, AOP in plasma (P<0,005)%;
in erythrocytes (P<0,05)*

TOS: total oxidative status; TAS: total antioxidant status; OSI: oxidative stress index; MDA:
malondialdehyde; GSH: glutathione; GSSG: glutathione disulphide; PON1: paraxonase; MPO:
myeloperoxidase; NO: nitric oxide; GPx: glutathione peroxidase; Vit E: vitamin E; SOD: superoxide
dismutase; CAT: catalase; AOP: antioxidant power.



Table 3. Results of the analyses on salivary samples associated with the respective

oxidative markers.

Authors

Caglayan y cols

(1)
2008

Babaee y cols
(13)
2016

Rezaei y cols
(14)
2018

ZiauDeen y cols
(15)
2017

Case
Group

50

28

27

30

Control
Group

25

28

28

30

Oxidative Markers Antioxidant Markers

TOS (P>0,05), OSI (P>0,05),

MPO (P>0,05) TAS (P>0,05)

MDA (P<0,001)* TAS (P<0,042)*

- TAS (P<0,034)*

SOD (P=0,000)*, GPx

MDA (P=0,000) (P=0,000)*, AU (P=0,000)*

TOS: total oxidative status; TAS: total antioxidant status; OSI: oxidative stress index; MPO:

myeloperoxidase; MDA: malondialdehyde; SOD: superoxide dismutase; GPx: glutathione

peroxidase; AU: uric acid.



Table 4. Results of analyses on blood and salivary samples associated with the respective

oxidative markers.

Authors

Karincaoglu et al
(16)
2005

Saxena (17)
2011

Saral et al (18)
2005

Case
Group

32

40

30

Control
Group

30

40

20

Oxidative Markers

MDA (P<0,005)" in
blood and saliva

Antioxidant Markers

SOD y GPx (P<0,001)* in blood
and saliva; CAT (P<0,05)* in
blood and saliva; AU (P>0,05) in
saliva

SOD, CAT y GPx (P<0,001)* in
blood and saliva; AU (P<0,001)*
in blood and (P<0,05)* in saliva

Vit Ay Vit E (P<0,005)* in blood
and saliva; Vit C (P<0,05)* in
blood and saliva; Vit B12
(P<0,003)* in blood

SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; GPx: glutathione peroxidase; AU: uric acid; MDA:
malondialdehyde; Vit A: vitamin A; Vit C: vitamin C; Vit E: vitamin E; VitB12: vitamin B12.
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Resumen

Introduccion: La estomatitis aftosa recurrente (RAS) es una enfermedad inflamatoria
cronica y recurrente de la boca. Se caracteriza por la aparicion de ulceras dolorosas en la
mucosa bucal. Se cree que la RAS es una enfermedad multifactorial con predisposicion
genética, factores ambientales y alteraciones en el sistema inmunoldgico. El estrés
oxidativo, causado por el desequilibrio entre los radicales libres y el sistema antioxidante,
también parece estar implicado en la patogenia de la RAS. Varios factores de riesgo,
como el tabaquismo, la deficiencia de hierro y vitaminas, y la ansiedad, pueden contribuir
al desarrollo de la enfermedad. La comprension de los mecanismos subyacentes puede

ayudar en la prevencion y tratamiento de la RAS.

Materiales y métodos: se realizé una busqueda de articulos sobre estrés oxidativo en
pacientes con RAS desde 2000 hasta 2022 en PubMed, Scopus y Web of Science. Se
seleccionaron estudios que analizaran niveles de oxidantes y antioxidantes en sangre y

saliva de pacientes con RAS y controles sanos.

Resultados: De 165 articulos potencialmente elegibles, 14 cumplieron con los criterios de
inclusion: 7 estudios sobre muestras sanguineas, 3 sobre muestras salivares y 4 sobre
muestras sanguineas y salivares. Se evaluaron multiples marcadores oxidantes y
antioxidantes en muestras de sangre y saliva. En general, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de casos y controles para la mayoria de
los marcadores, asumiendo un Valor P<0,05 como estadisticamente significativo para
considerar niveles aumentados de estrés oxidativo. Ademas, se observd un mayor dafo

oxidativo del ADN en los pacientes con RAS.

Conclusion: Los pacientes con RAS muestran mayores niveles de estrés oxidativo en
comparacién con los controles sanos, con un aumento significativo de los marcadores
oxidantes y una disminucion significativa de las defensas antioxidantes en muestras de

saliva y sangre.
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Introduccién

La estomatitis aftosa recurrente (RAS) es una enfermedad inflamatoria cronica y
recurrente caracterizada por la presencia de ulceras orales dolorosas. Aunque su etiologia
exacta aun se desconoce, se cree que multiples factores, como la predisposicion
genética, factores inmunoldgicos, deficiencias nutricionales y factores de estilo de vida,
contribuyen al desarrollo de la enfermedad. En los ultimos afos, se ha sugerido que el
estrés oxidativo puede desempefiar un papel en el desarrollo de la RAS. El estrés
oxidativo se caracteriza por un desequilibrio entre los radicales libres y los antioxidantes
en el organismo, lo que conduce a dafo celular y a procesos inflamatorios (1, 2).

En la Figura 1 se representa graficamente el proceso de respuesta inflamatoria a un
antigeno, que estimula la produccion de oxigeno reactivo.

La presencia de estrés oxidativo en multiples enfermedades sistémicas, inmunoldgicas,
malignas, premalignas y especialmente inflamatorias es una realidad bien conocida (3).
Varios estudios han evaluado la relacién del estrés oxidativo y RAS, reportando unas
alteraciones en los niveles de oxidantes y antioxidantes en los pacientes con RAS (3, 4,
2).

En las ultimas décadas no se han encontrado nuevas perspectivas con respecto al
conocimiento de la etiologia, diagndstico y tratamiento del RAS (5). Esto representa el
principal motivo por el cual los expertos y profesionales de la salud siguen intentando
comprender mejor los procesos involucrados en esta patologia bucal. Por estas razones,
se considera conveniente realizar esta revision, ya que constituye una actualizacion y
contextualizacion sobre el tema y favorece investigaciones posteriores que aun son
necesarias para entender, detener y prevenir la aparicién de estrés oxidativo en pacientes
con RAS.

Este articulo cientifico tiene como objetivo general evaluar la presencia de estrés oxidativo
mediante la medicion de sus marcadores en pacientes afectados por RAS en

comparacion con los pacientes controles sanos, en muestras salivares y sanguineas.

Materiales y métodos

La presente revision sistematica se llevé a cabo siguiendo la declaracion de la Guia

PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analysis) (6).



Ademas, se registré el trabajo sobre el registro prospectivo internacional de revisiones
sistematicas PROSPERO, con el numero de registro CRD42023428946.

Basandose en el objetivo de la presente revision sistematica, se intentd responder a la
siguiente pregunta de investigacion: ¢ Existe una asociacion entre las variaciones en los
niveles de oxidantes y antioxidantes, en sangre y saliva, y la enfermedad estomatitis
aftosa recurrente? Esta pregunta de estudio se establecié de acuerdo con el disefio de
estudio de poblacion, intervencién, comparacion y resultado (PICO), en la que P
corresponde a pacientes afectados por estomatitis aftosa recurrente; | a la medicién de
marcadores oxidantes y antioxidantes en muestras de sangre y saliva; C a pacientes
controles sanos; O a las concentraciones de marcadores de estrés oxidativo en muestras

salivares y sanguineas de pacientes con estomatitis aftosa recurrente y controles sanos.

Se llevdé a cabo una busqueda automatizada en las tres bases de datos anteriormente
citadas, utilizando las combinaciones de los siguientes términos del Medical Subject
Heading (MeSH) y palabras de texto: ("Stomatitis, Aphthous"[MeSH Terms] OR recurrent
aphthous stomatitis OR "oral ulcer"[MeSH Terms] OR recurrent aphthous ulceration OR
recurrent aphthous ulcer OR Aphthous Ulcer) AND ("oxidative stress"[MeSH terms] OR
antioxidant markers OR oxidant markers OR antioxidant status OR antioxidant levels OR
ROS OR RNS OR nitrosative stress) Filters: Humans, English, Italian, Spanish, from 2000
- 2022. Con el fin de identificar cualquier estudio elegible que la busqueda inicial podria
haber perdido, se revisaron las referencias bibliograficas de los estudios seleccionados y
se realizaron busquedas manuales en revistas cientificas especificas.

Los criterios de inclusion utilizados en esta revision comprenden diferentes aspectos
relacionados con el tipo de estudio, tipo de paciente, tipo de intervencién y tipo de
variables de resultados. En cuanto al tipo de estudio, se consideraron ensayos clinicos
aleatorizados controlados, estudios de cohortes prospectivos y retrospectivos, y estudios
casos-controles. Ademas, se incluyeron publicaciones en inglés, espaiol e italiano, y se
limitaron a articulos publicados desde el ano 2000 hasta el afio 2022.

En relacion al tipo de paciente, se seleccionaron aquellos con episodios de estomatitis
aftosa recurrente (RAS) repetidos al menos tres veces durante un afo. Los estudios
debian centrarse en pacientes adultos, con un numero de participantes mayor o igual a 5
e inferior a 70. Se consideraron tanto pacientes enfermos como pacientes sanos para
comparar los resultados.La intervencion requerida consistid en la medicion del estrés

oxidativo mediante sus principales marcadores en muestras de sangre y saliva. Ademas,



se solicitd un seguimiento minimo que correspondiera al periodo de afectacion por RAS,
para garantizar la relevancia de los resultados. En cuanto a las variables de resultados, se
buscaron estudios que proporcionaran datos relacionados con la medicion de
biomarcadores oxidantes y antioxidantes, la asociacion entre estrés oxidativo y RAS, y el
estrés oxidativo como factor etiopatogénico del RAS.

Por otro lado, se establecieron criterios de exclusion para evitar la inclusion de estudios
duplicados y aquellos que trataran el RAS como un signo clinico de enfermedades
sistémicas subyacentes. También se excluyeron pacientes con enfermedades sistémicas,
aquellos que recibieron tratamientos terapéuticos o a nivel sistémico, y aquellos que
tomaban suplementos vitaminicos. Otros criterios de exclusion fueron pacientes con
antecedentes de traumatismos, mujeres durante el embarazo o lactancia, pacientes con

enfermedad periodontal y pacientes con habito tabaquico.

La seleccién de estudios se dividio en tres etapas, donde se utilizaron criterios de
seleccién segun el titulo, resumen y lectura completa de los articulos. Dos revisores (GR,
CEN) llevaron a cabo esta seleccion, y no hubo desacuerdos entre ellos.

La valoracion del riesgo de sesgo fue evaluada por los dos revisores (GR, CEN) con el
objetivo de analizar la calidad metodoldgica de los articulos incluidos.

Para la evaluacién de la calidad de los estudios observacionales, tipo caso-control, se
utilizé la guia Newcastle-Ottawa, donde se tuvieron en cuenta los siguientes criterios:
definicion de los casos, representatividad, seleccion de los controles, definicion de los
controles, compatibilidad, comprobacién de la exposicién, mismo método para ambos
grupos y tasa de abandono (7). Todos los estudios, a excepciéon de uno, fueron
considerados de bajo riesgo de sesgo y obtuvieron una puntuacion desde 7 hasta 9

(puntuacion maxima) (Tabla 1).

Resultados

Se obtuvieron un total de 165 articulos en el proceso de la busqueda inicial y se obtuvo 1
estudio adicional a través de la busqueda manual. De esta publicaciones, 57 fueron
duplicadas y 22 fueron consideradas potencialmente elegibles mediante el cribado de
titulos y resumenes. De estos, solo 14 articulos cumplieron con los criterios de inclusion y
fueron incluidos en la presente revisidon sistematica (Figura 2). El valor k para el acuerdo
interexaminador sobre la inclusion de los estudios fue de 0,92 (titulos y resumenes) y 1,0
(textos completos) lo que indica un acuerdo “bueno” y “completo”, respectivamente, segun

los criterios de Landis y Koch (45).



Se trataron un total de 795 pacientes, equitativamente divididos entre grupos RAS y
grupos control y se analizaron un total de 17 marcadores oxidativos (GPx, CAT, MDA,
AOP, PON1, OSI, prolidasa, TOS, TAS o TAC, MPO, GSH, GSGG, NO, Se, Vitaminas,
AU, dafio oxidativo en ADN).

Durante el proceso de evaluacién de calidad metodologica y riesgo de sesgo, casi todos
los articulos fueron considerados de bajo riesgo de sesgo y todos obtuvieron una
puntuacion desde 7 hasta 9 (puntuacion maxima). Solo uno fue considerado de alto riesgo
de sesgo y obtuve una puntuacion de 6.

En relacion a la presencia de estrés oxidativo en pacientes afectados por RAS, en todas
las comparaciones y correlaciones, fue establecido un Valor P<0,05 como

estadisticamente significativo para considerar niveles aumentados de estrés oxidativo.

Diversos estudios analizaron los niveles de los marcadores de estrés oxidativo
unicamente en muestras sanguineas.

Los valores obtenidos del analisis sobre TOS fueron de 3,97 + 1,34 (4), 10,69 + 1,43 (8),
5,19 + 8,26 (9) en los grupos casos y de 3,54 £ 0,67 (4), 2,90 £ 6,06 (8), 2,90 £ 6,06 (9) en
los grupos controles, obteniendo diferencias significativas en dos de los estudios (8, 9) y
no significativa en otro de ellos (4).

Para los grupos casos, TAS revel6 valores medios de 2,05 + 0,38 (4), 2,19 + 0,38 (8), 1,14
+0,19 (9)y 2,61 £ 0,78 (10), y de 2,15 £ 0,32 (4), 3,07 + 0,53 (8), 1,09 + 0,17 (9), 3,08
0,49 (10) para los grupos controles. Se obtuvieron diferencias significativas en todos los
estudios, con valores mayores en el grupo de controles. Los valores medios obtenidos
para el marcador OSI en el grupo de casos fueron 0,019 £ 0,03 (4), 4,88 + 1,43 (8), 0,48
0,81 (9), y 0,016 + 0,01 (4), 1,73 £ 0,76 (8), 0,28 £ 0,63 (9) para los grupos controles,
obteniendo diferencias significativas en la totalidad de los estudios, con valores superiores
en los pacientes con RAS.

Los analisis centradas en avaluar el posible dafo causado por el estrés oxidativo sobre el
ADN, reportaron un valor medio en el grupo caso de 27,47 £ 9,57, mientras que en el
grupo control fue de 13,73 + 7,28 (8). El dafio oxidativo sobre el ADN en el grupo de los
pacientes fue significativamente mayor que en el caso de los controles.

Los valores medios obtenidos de los analisis de MDA en los grupos casos fueron 1,20 +
0,78 (4), 1,49 £ 0,46 (5), 0,97 £ 0,33 (11) y 3,89 £ 1,34 (12), y 0,76 + 0,20 (4), 0,17 + 0,06
(5), 0,54 + 0,23 (11) y 2,67 = 1,13 (12) en los grupos control. Se evalué también la
presencia de MDA en eritrocitos, en el que se obtuvo un valor medio de 6,90 + 1,79 en el

grupo de los pacientes y de 6,82 + 0,78 en el grupo control (12).



En todos los estudios se obtuvieron diferencias significativas (5, 11, 12), con niveles de
MDA significativamente mayores en los pacientes con RAS. En en el articulo restante, las
diferencias no resultaron significativas, asi como en los analisis realizados sobre
eritrocitos (4, 12).

Los valores medios para GSH en grupos casos fueron 864,26 + 102,04 (4) y 5,95 + 2,77
(5), y 684,20 + 63,60 (4) y 21,00 + 3,44 (5) para los grupos controles. El analisis
estadistico mostré diferencias singificativas, con valores mayores en el grupo control en
un estudio (5) mientras que, en el otro, los valores del marcador eran mayores en los
pacientes con RAS (4).

Los valores obtenidos de la medicion de GSSG, eran mayores en los pacientes con RAS
(7,85 £ 2,23) con respecto a los casos controles controles (0,23 £ 0,03), y el analisis
estadistico mostré que estas diferencias eran significativas (5).

En cuanto a los analisis sobre otros marcadores, los valores obtenidos en el grupo de los
pacientes con RAS fueron 18,74 £ 3,66 para MPO (4), mientras que NO resulté de 16,41
+ 2,32 (4) y 60,08 + 23,75 (10). En los grupos controles se obtuvieron los siguientes
valores 17,51 £ 3,88 para MPO (4), y 19,84 + 4,96 (4) y 46,45 £ 13,01 (10) para NO. Solo
en el estudio realizado por Zhang y cols (10) se observaron diferencias significativas entre
grupos casos y controles, en cuanto los pacientes con RAS mostraban mayores niveles
del marcador NO.

Segun los analisis realizados en los grupos casos, los valores medios de GPx fueron 20,4
+2,68 (11) y 14,24 + 3,49 (12), mientras que en los grupos controles se obtuvieron valores
medios iguales a 25,9 £ 2,55 (11) y 18,04 £ 7,25 (12). En ambos articulos, se encontraron
diferencias significativas, con niveles mayores de GPx en el caso de los controles (11, 12).
Se evaluaron también los valores de Vit E, cuyos valores medios obtenidos fueron 0,74 +
0,88 en los pacientes con RAS y 0,99 * 0,02 en los controles (11). Los grupos controles
tenian mayores niveles de Vit E y esta diferencia fue estadisticamente significativa (11).
Finalmente, en otro estudio se evaluaron los marcadores CAT y AOP, tanto en plasma
como en eritrocitos aislados (12). Los valores relativos a los ensayos con plasma para el
grupo casos fueron 0,058 + 0,02 para AOP, mientras que los valores relativos a los grupos
controles fueron 0,085 + 0,04 para AOP (12). Por otro lado, los valores obtenidos en los
ensayos realizados con eritrocitos para los grupos casos fueron 30 428 + 6616 para CAT y
0,0085 £ 0,013 para AOP; los valores relativos a los grupos controles fueron 34 420 *
6562 para CAT y 0,0135 £ 0,002 para AOP (12). En todos los casos, los analisis

mostraron diferencias estadisticamente significativas.



Los resultados de los analisis de los marcadores oxidativos sobre muestras sanguineas

se presentan en la Tabla 2.

Otra serie de estudios analizaron marcadores de estrés oxidativo unicamente en muestras
de saliva. Se observaron niveles elevados de estrés oxidativo en los pacientes con RAS, a
excepcion de un solo estudio en el que no se obtuvieron resultados estadisticamente
relevantes (1).

Se analizaron los valores relativos a TAS también en otros dos estudios y resultaron
valores de 0,18 + 0,12 (13) y 0,26 + 0,16 (14) en los pacientes con RAS y de 0,26 + 0.14
(13) y 0,24 £ 0,13 (14) en los grupos controles. En este caso, si que se observaron
diferencias estadisticamente significativas, resultando mayores niveles del marcador
antioxidante TAS en sujetos controles respecto a los pacientes con RAS.

Los resultados relativos a MDA, fueron estadisticamente significativos: los grupos casos
obtuvieron valores de 1,16 + 0,86 (13) y 1,45 + 0,55 (15), y los grupos controles de 0,47 *
0,53 (13) y 0,95 + 0,28 (15). Se observaron diferencias estadisticamente significativas,
con niveles de MDA aumentados en los pacientes con RAS respecto a los sujetos control.
Por ultimo, los valores obtenidos en el grupo casos fueron 1,60 + 0,39 para GPx, 3,99 +
1,59 para AU y 1,27 + 0,48 para SOD; en el grupo control los valores fueron 2,19 + 0,62
para GPx, 5,79 + 1,61 paraAU y 0,72 £+ 0,41 para SOD (15). Para los tres marcadores, las
diferencias resultaron estadisticamente significativas, al ser los niveles de los marcadores
GPx y AU disminuidos en los pacientes con RAS, mientras que los niveles de SOD eran
mayores en el caso de los pacientes con RAS.

Los resultados de los analisis de los marcadores oxidativos sobre muestras salivares se

presentan en la Tabla 3.

Por ultimo, tres de los estudios seleccionados analizaron los marcadores en muestras
tanto sanguineas como salivares. Todos los valores P de los marcadores analizados,
excepto uno, resultaron estadisticamente significativos, por lo que se considerd que
habian unos mayores niveles de estrés oxidativo en los pacientes RAS respecto a los
sujetos sanos.

En cuanto a los analisis en muestras de sangre, los valores obtenidos fueron: para el
marcador SOD de 1347,33 + 22,16 (16) y 1325,27 £ 15,74 (17) en los grupos casos,
mientras que en los grupos controles fueron de 1567,31 + 37,51 (16) y 1597,24 + 11,51
(17); los valores de GPx fueron 24,62 + 1,27 (16) y 20,31 £ 0,61 (17) en los grupos casos
y 19,01 £ 0,67 (16) y 17,33 £ 0,74 (17) en los grupos controles; los valores de CAT en los



grupos fueron 208,81 £ 6,91 (16) y 201,11 + 1,86 (17), mientras que en los grupos
controles fueron 227,11 £ 4,62 (16) y 224,01 + 1,27 (17); para el marcador AU se obtuve
un valor medio de 3,66 + 0,59 para el grupo casos y un valor medio de 6,35 + 0,86 para el
grupo control (17). Finalmente, en los grupos casos, se obtuvieron valores medios de 3,31
+ 0,70 para MDA, 0,60 + 0,13 para Vit A, 7,68 + 1,43 para Vit C, 6,92 + 1,30 para Vit E y
229,2 + 22,2 para VitB12; los mismos analisis realizados en el grupo control presentaron
valores medios de 1,68 + 0,44 para MDA, 0,72 £ 0,14 para Vit A, 8,95 = 1,66 para Vit C,
8,27 £ 1,60 para Vit E 'y 339,8 + 31,4 para Vit B12 (14).

En cuanto a los analisis en muestras salivares, los valores obtenidos fueron: para el
marcador SOD de 0,86 £ 0,04 (16) y 1,40 £ 0,09 (17) en los grupos casos, mientras que
en los grupos controles fueron de 0,56 + 0,11 (16) y 0,73 + 0,05 (17); los valores de GPx
fueron de 1,70 £ 0,14 (16) y 1,55 £ 0,03 (17) para los grupos casos y de 2,88 + 0,18 (16) y
2,36 £ 0,04 (17) en los grupos controles; los valores relativos a CAT en los grupos casos
fueron 0,90 + 0,04 (16) y 0,96 = 0,05 (17), mientras que para los grupos controles fueron
de 0,78 £ 0,03 (16) y 0,76 + 0,03 (17); para el marcador AU se obtuvieron valores de 6,31
+ 3,29 (16) y 6,58 £ 0,72 (17) en los grupos casos y 5,26 + 2,87462 (16) y 6,28 + 0,57 (17)
en los grupos controles. Finalmente, en los grupos casos, se obtuvieron valores iguales a
0,48 £ 0,16 para MDA, 16,80 = 5,08 para Vit A, 0,83 + 0,26 para Vit Cy 0,26 £ 0,10 para
Vit E; respecto a los grupos controles, estos valores fueron de 0,28 + 0,12 para MDA, 28,5
1 0,21 para Vit A, 1,04 £ 0,11 para Vit Cy 0,40 = 0,11 para Vit E (14).

Los dos estudios revisados en los que se analizan los niveles de SOD, GPx y CAT,
mostraron diferencias estadisticamente significativas, con algunas divergencias: en el
caso de SOD Y CAT, las muestras sanguineas presentaban niveles superiores del los
marcadores en sujetos sanos respecto a los pacientes con RAS, mientras que en las
muestras salivares habian niveles aumentados de los pacientes con RAS (16, 17). En el
caso de GPx se obtuvieron niveles aumentados en los pacientes con RAS en muestras
sanguineas, sin embargo, estos niveles estaban disminuidos en muestras de saliva de
estos mismos pacientes (17).

En el caso de AU, los pacientes con RAS mostraron valores menores del marcador en
analisis sanguineas (17), mientras que, en los estudios sobre muestras salivares, son los
pacientes con RAS los que tienen mayores niveles del marcador AU (16, 17).

Por otra parte, en los analisis de ambos tipos de muestras, se observd como los niveles
de MDA eran mayores en los pacientes con RAS, mientras que los niveles de vitaminas

eran todos menores en el caso de estos pacientes (14).



Los resultados de los andlisis de los marcadores oxidativos sobre muestras sanguineas y

salivares se presentan en la Tabla 4.

Discusién

El objetivo general de este trabajo, ha sido evaluar la presencia de estrés oxidativo
mediante el incremento o la disminucién de sus diferentes marcadores. De forma
secundaria, este trabajo permite interpretar el papel del estrés oxiditavo como otro factor
etiopatogénico del RAS. Hasta ahora, se desconoce el mecanismo de accion de los
radicales libres en esta enfermedad, ya que las alteraciones en los marcadores de estrés
oxidativo son solo detectables cuando el cuadro clinico es avanzado. Asimismo, muchos
estudios reportan una asociacién directa entre estrés oxidativo y un estado inflamatorio
del organismo (3, 5, 12). Efectivamente, a pesar de que los signos clinicos del RAS se
manifiestan a nivel oral, es ampliamente reconocido que esta enfermedad tiene
repercusiones tanto a nivel local, como sistémico. Por supuesto, la alteracién de los
parametros sanguineos en pacientes afectados, ha sido sefialado como uno de los
factores mas relevantes en la aparicion del RAS (14).

Varios estudios aportan niveles aumentados de TOS y OSI en muestras sanguineas, lo
que sugiere un incremento del estado oxidativo total del organismo (4, 8, 9). A partir de
esto, también se supone que los niveles inalterados de PON1 y prolidasa no indican
inexistencia de estrés oxidativo, sino que el proceso de curacion acelerado en el RAS, no
permite detectar alteraciones significativas (9). Por otra parte, el incremento del marcador
MDA esta estrechamente relacionado con el descenso de AOP, la ratio GSH/GSSG y con
el aumento de los niveles de GSH, que a su vez justifica el incremento de TOS en
pacientes con RAS (4, 5, 12). Por supuesto, MDA es uno de los mas importantes
productos de la peroxidacién lipidica y, de hecho, las mediciones de estrés oxidativo se
basan en la estimacion de los productos del dafio lipidico, proteico y sobre ADN (19).
Dicho dafio esta también estrechamente relacionado con la deteccion de valores
aumentados de TOS y OSI vy, en el estudio realizado por Tuguri y cols, los valores
relativos al dafo del ADN resultan significativamente aumentados en pacientes con RAS
(8). ElI marcador TAS obtuvo resultados contradictorios y, particularmente en el estudio de
Rezaei y cols, los pacientes con RAS presentan un aumento significativo en los niveles de
TAS solo en la fase de curacién de la ulcera oral (14). Se supone que para contrastar la
evolucion del RAS, el organismo envie una mayor cantidad de defensas antioxidantes
directamente a la parte afectada (16). En este sentido, el incremento en las

concentraciones de TAS podrian ser considerados como un mecanismo de defensa frente



a los procesos inflamatorios del RAS. Paralelamente, este mismo fendmeno se detecta
para la SOD y el AU, en los resultados relativos a muestra salivares (15, 16). Por tanto, el
incremento en las concentraciones salivares de TAS, SOD y AU podrian ser consideradas
como un mecanismo de defensa frente a los procesos inflamatorios del RAS.
Contrariamente, en otras muestras de sangre (12 - 17), y también de saliva para el AU
(15), las concentraciones de estos marcadores resultan disminuidas para pacientes con
RAS. Se asume que la infiltracion de células inmunitarias a la zona de la lesién ulcerativa
provoca un considerable incremento del estrés oxidativo y de consecuencia disminuyeron
los valores asociados a los factores antioxidantes.

Tanto en saliva como en sangre, el marcador oxidativo MPO no parece mostrar niveles
significativamente alterados para justificar la presencia de estrés oxidativo en sujetos
enfermos (1, 4). El MPO constituye del 2-5 % de las proteinas de los neutrdfilos y por
esto, en las enfermedades inflamatorias e infecciosas, el incremento de MPO siempre es
proporcional al numero de neutrofilos infiltrados en los tejidos (20). Sin embargo, al no
tener niveles suficientemente alterados de MPO, no podemos considerar este marcador
como involucrado en el proceso fisiopatolégico del RAS.

En todos los estudios evaluados, los valores tanto de GPx (11, 12 - 17) como de CAT (12 -
17) resultan significativamente disminuidos. Por tanto, al ser estos valores
significativamente alterados, se asume una mayor actividad enzimatica causada por un
aumento de radicales libres o bien la inhibicibn de estas enzimas provocada por
sustancias inhibidoras contenidas en la sangre de pacientes con RAS (11, 12 - 17).
Finalmente, los articulos que analizan los niveles de vitaminas en sangre y en saliva,
aportan resultados similares que concuerdan sobre la disminucién significativa de los
valores de antioxidantes no enzimaticos como Vit E, Vit A, Vit C, Vit B12 en pacientes con
RAS (11, 14). Es importante destacar que concentraciones alteradas de estos factores,
pueden modificar la susceptibilidad individual a determinadas enfermedades como el RAS
e incluso modificar la evolucién o el curso clinico de la enfermedad, actuando como
factores precipitantes o protectores (21).

Indudablemente, en la mayoria de los pacientes enfermos en comparaciéon con los
pacientes sanos, se encontrd una presencia elevada de moléculas oxidantes, por lo que el
sistema antioxidante se ha visto afectado. Por lo tanto, reducir el estrés oxidativo podria
ser una estrategia eficaz para prevenir y tratar la RAS. Sin embargo, tal como se ha
mencionado en este mismo trabajo existen resultados contradictorios entre varios de los
estudios revisados, especialmente entre muestras de sangre y saliva. Estas controversias

pueden estas asociadas a numerosos factores como las variaciones del tamafo de las



muestras, la aplicacion de diversos métodos, la divergencia genética de cada poblacion,
los habitos orales, la duracion del suefio, las condiciones de higiene bucal, las
fluctuaciones hormonales en las mujeres y el estado psicolégico de los pacientes.
Unicamente el estudio realizado por ZiauDeen y RavinDran consideré el indice de estrés
emocional reportado por los pacientes, que resultdé significativamente aumentado (15).
Ademas, los diferentes macros y micronutrientes metabolizados a través de la dieta, son
diferentes en cada individuo y esto podria explicar también la variacién de la composicion
y capacidad antioxidante de los individuos.

Al dia de hoy, no se ha demostrado si un estado oxidativo alterado se puede realmente
aceptar como causa principal y primaria de la aparicién de RAS. Sino que se plantean dos
posibles escenarios: el primero, segun el cual el RAS desencadenaria las reacciones
oxidativas; el segundo, segun el cual los radicales libres serian los responsables de la
origen y desarrollo del RAS, siempre y cuando haya un desequilibrio entre oxidantes y

antioxidantes.

Posibles medidas de prevencién y tratamiento

Como se ha visto a lo largo del presente trabajo, el RAS tiene una etiopatogénia incierta
pero seguramente multifactorial, por lo que carece de un verdadero tratamiento curativo y
se apoya en terapias paliativas, cuyos objetivos principales son acelerar la curacién de la
lesion, disminuir la frecuencia de sus recidivas y aliviar el dolor. Actualmente, el
tratamiento tradicional de estas lesiones es de tipo sintomatico, mediante el suministro de
tratamientos topicos o sistémicos, dependiendo prevalentemente de la cantidad y tamafo
de las ulceras y de las frecuencias de recidiva de los brotes (22).

En los ultimos afos, se han valorado otras soluciones preventivas y terapéuticas que
pudiesen contrarrestar, en primer lugar, los radicales libres y su mecanismo de accion
implicado en el desarrollo del RAS. Se recomienda el implemento de una terapia y de una
dieta rica en antioxidantes para prevenir y disminuir el deterioro celular provocado por las
ERO (23). Por supuesto, segun algunos estudios, el suplemento de selenio en asociacion
con el acido ascorbico puede reforzar las defensas antioxidantes sanguineas y
proporcionar una mayor eficacia terapéutica efectiva para pacientes con RAS (24).
Efectivamente, en el estudio de Arikan y cols, se encuentran niveles disminuidos de
selenio en sangre, lo que deja pensar que una eventual suplementacion con factores
antioxidantes, pueda reforzar la defensa antioxidante sanguinea y proporcionar una mayor

eficacia terapéutica beneficiosa para el RAS (11). La vitamina C y el betacaroteno, el cual



se transforma en dos moléculas de vitamina A, reducen el dafio oxidativo celular y por
esto se le atribuyen capacidades anti-carcinogénicas, siendo a menudo capaces de
recuperar el dano oxidativo en el ADN (8, 23). Por otro lado, el suplemento de la enzima
SOD parece aliviar, entre otras, las enfermedades inflamatorias como el RAS (25). La
induccién de una defensa antioxidante endogena como la SOD, podria representar un
nuevo tratamiento potencial para disminuir los niveles de estrés oxidativo vy,
consecuentemente, de inflamacién producidos en esta enfermedad (25).

A pesar de la evidencia cientifica presente hasta el momento sobre los beneficios de los
antioxidantes, sus funciones son muchos mas complejas que la simple funcién de atrapar
radicales libres y un suplemento dietético podria, por otro lado, perturbar el equilibrio
natural del sistema redox. Por esta razon, todavia quedan interrogantes y se necesitan
aun mas investigaciones sobre las nuevas técnicas terapéuticas dirigidas a contrarrestar
las ERO.
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Tabla 1. Medicion del riesgo de sesgo de los estudio observacionales no randomizados
con la escala Newcastle-Ottawa — estudios observacionales con grupo control no

randomizado (7).
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Tabla 2. Resultados de los analisis sobre muestras sanguineas asociados a los

respectivos marcadores oxidativos.

Autores

Avciy cols (4)
2014

Bagan y cols

(S)
2014

Tugrul y cols

(8)
2016

Ekinci y cols

(9)
2020

Zhang y cols
(10)
2019

Arikan y cols
(11)
2009

Cimen y cols

(12) 2003

Grupo
Caso

25

28

42

34

90

26

22

Grupo
Control

25

29

39

34

90

20

23

Marcadores Oxidantes Marcadores Antioxidantes

TOS (P>0,05), OSI (P<0,05),

MDA (P>0,05), MPO (P>0,05), NO TAS (P>0,05), GSH (P<0,05)*
(P>0,05)
MDA (P<0,01)*, GSSG (P<0,01)* GSH (P<0,01)*

TOS (P=0,001)*, OSI (P=0,003)*, Dafio

ADN (P=0,001)* TAS (0,035)

TAS (P=0,343), PON1 (P=0,218),

TOS (P=0,04)’, OSI (P=0,018)" Prolidasa (P=0,955)

NO (P<0,03)* TAS (P<0,03)

MDA (P=0,000)* GPx (P=0,000)*, Vit E (P=0,000)*

GPx en eritrocitos (P<0,05)*, SOD
MDA en plasma (P<0,005)*; en (P>0,05), CAT en eritrocitos (P<0,05)*,
eritrocitos (P>0,05) AOP en plasma (P<0,005)*; en
eritrocitos (P<0,05)*

TOS: estado oxidante total; TAS: estado antioxidante total; OSI: indice de estrés oxidativo; MDA:
malondialdehido; GSH: glutation; GSSG: glutatién disulfuro; PON1: paraxonasa; MPO:
mieloperoxidasa; NO: éxido nitrico; GPx: glutation peroxidasa; Vit E: vitamina E; SOD: superéxido

dismutasa; CAT: catalasa; AOP: poder antioxidante.



Tabla 3. Resultados de los analisis sobre muestras salivares asociados a los respectivos

marcadores oxidativos.

Grupo Grupo . Marcadores
Autores Caso Control Marcadores Oxidantes e R
Caglayan y cols
(1) TOS (P>0,05), OSI (P>0,05)
2008 50 25 MPO (P>0,05) TAS (P>0,05)
Babaee y cols
(13)
2016 28 28 MDA (P<0,001)* TAS (P<0,042)*
Rezaei y cols
(14)
2018 27 28 - TAS (P<0,034)"
ZiauDeen y cols
(15) *
. SOD (P=0,000)*, GPx
2017 30 30 MDA (P=0,000) (P=0 00(0)* AU (lg=0 000)*

TOS: estado oxidante total; TAS: estado antioxidante total; OSI: indice de estrés oxidativo; MPO:
mieloperoxidasa; MDA: malondialdehido; SOD: superdxido dismutasa; GPx: glutation peroxidasa;
AU: acido urico.



Tabla 4. Resultados de los analisis sobre muestras sanguineas y salivares asociados a

los respectivos marcadores oxidativos.

Autores Grupo Caso e Mar_c e BIE) Marcadores Antioxidantes
Control Oxidantes
Karincaoglu y SOD y GPx (P<0,001)* en sangre
cols (16) 32 30 - y saliva; CAT (P<0,05)* en sangre
2005 y saliva; AU (P>0,05) en saliva

SOD, CAT y GPx (P<0,001)* en

S 17
axena (17) 40 40 - sangre y saliva; AU (P<0,001)*

2011 en sangre y (P<0,05)" en saliva
Saral Vit Ay Vit E (P<0,005)* en sangre
cols (134) 30 20 MDA (P<0,005)* en y saliva; Vit C (P<0,05)* en
2005 sangre y saliva sangre y saliva; Vit B12

(P<0,003)* en sangre

SOD: superoxido dismutasa; CAT: catalasa; GPx: glutation peroxidasa; AU: acido urico; MDA:
malondialdehido; Vit A: vitamina A; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; VitB12: vitamina B12.
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