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1. Recuerdo histologico de la mucosa oral

La cavidad bucal, como toda cavidad organica que se comunica con el exterior, esta tapizada
por una membrana mucosa de superficie himeda. La humedad, que es aportada por las
glandulas salivales mayores y menores, es necesaria para el mantenimiento de la estructura
normal de los tejidos.

La mucosa bucal, al igual que toda mucosa, esta integrada por dos capas de tejidos estructural y
embriolégicamente diferentes: una capa superficial constituida por tejido epitelial, de origen
ectodérmico, el epitelio y otra capa subyacente de tejido conectivo, de origen
ectomesenquimatico (derivado de las células de la cresta neural) la I&mina propia o corion,
ambas conectadas por la membrana o lamina basal. El tejido conectivo emite prolongaciones
hacia el epitelio, denominadas papilas coriales. A su vez el epitelio se proyecta hacia la [dmina
propia en forma de evaginaciones que se interdigitan con las papilas coriales y reciben el
nombre de crestas epiteliales. Esta disposicidn estructural en papilas y crestas facilita la
nutricion del epitelio de la mucosa oral al permitir una mayor proximidad entre el tejido

conjuntivo vascular y el tejido epitelial avascular (1).

1.1. Epitelio

El epitelio de la mucosa bucal es de tipo plano o pavimentoso estratificado. Puede ser
gueratinizado, paraqueratinizado o no queratinizado; segun la localizacidn presenta diferencias
estructurales y funcionales. Las células epiteliales estan estrechamente unidas entre si, de
manera que forman una barrera funcional de proteccién entre el medio bucal y el tejido

conectivo subyacente.
Mucosa labial:

Esta constituida por un epitelio plano estratificado no queratinizado. A este nivel se observan

numerosos puentes intercelulares o desmosomas.

Existe una submucosa poco desarrollada, que presenta cimulos linfoides y glandulas salivales
cuyos acinos estan muy cerca de la superficie, aunque algunos se encuentran ubicados muy

profundamente.

La mucosa labial es rosada y himeda, con gran vascularizacion (1).
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Mucosa yugal:

El epitelio es plano estratificado no queratinizado, caracteristico de las superficies epiteliales
himedas sometidas a considerable roce y desgaste. Este epitelio es muy semejante al de la
mucosa labial. A la altura de los molares suele presentar una linea de oclusion, de color

blanquecino, con epitelio paraqueratinizado determinada por el trauma masticatorio.

En la submucosa se hallan fibras elasticas, grandes vasos sanguineos y nervios, tejido adiposo y
glandulas salivales (1).

Lengua:

Es un érgano muscular tapizado por mucosa. La lengua presenta una cara dorsal y una ventral.

Y la mucosa que recubre cada una de ellas es diferente y no existe submucosa.

La cara o superficie ventral de la lengua presenta un epitelio de revestimiento plano estratificado
no queratinizado delgado y liso. La cara o superficie dorsal esta dividida en dos partes por una
linea en forma de V: el cuerpo o zona bucal de la lengua cuyo epitelio es plano estratificado
parcialmente cornificado y la raiz o zona bucofaringea de la lengua cuyo epitelio es plano

estratificado (de origen endodérmico) en estrecha relacion con nédulos linfaticos.

La membrana mucosa del suelo de la boca es muy delgada y esta adherida laxamente a las
estructuras subyacentes, para permitir la libre movilidad de la lengua. Tiene un epitelio no

gueratinizado. La submucosa contiene tejido adiposo (1).
Paladar duro:

Esta revestido por epitelio plano estratificado queratinizado. Las regiones marginal y del rafe
medio estan intimamente unidas al hueso lo que dificulta determinar donde comienza el
periostio y termina la submucosa. En las zonas antero y posterolateral la submucosa presenta
fibras colagenas en haces que se insertan perpendicularmente al hueso. En la anterolateral hay

gran cantidad de células adiposas, por eso se llama zona adiposa o0 grasa.
Paladar blando o velo del paladar:

Esta revestido por epitelio plano estratificado no queratinizado con botones gustativos, que se
continda con el epitelio de la superficie faringea. La subucosa es de tejido conectivo laxo y

posee una capa continua de glandulas mucosas.

20



1.2. Membrana basal

Es la separacion entre el epitelio y el tejido conjuntivo. Observada con microscopia 6ptica dicha
region consiste en una banda acelular homogénea y estrecha que se tifie con tinciones
especificas para detectar glucoproteinas (PAS). Si se examina con microscopia electronica la
membrana basal estd constituida por dos regiones: la ldmina basal sintetizada por las células
epiteliales y la lamina reticular elaborada por las células del tejido conectivo.

Entre las funciones de la membrana basal se destaca la de ser una estructura de fijacion entre el
epitelio y el tejido conectivo, y un filtro molecular no solo fisico (malla de colageno tipo 1V),
sino también quimico, debido al alto nivel de cargas negativas que restringe el paso de

moléculas con este tipo de carga.

Otra de sus funciones es la de guia para la migracion celular en la reepitelizacion de heridas y su
contribucion como barrera al sistema defensivo del organismo. La membrana basal en la
cavidad bucal presenta algunas caracteristicas especiales: es mas gruesa en su conjunto en los

epitelios no queratinizados y con la edad disminuye progresivamente de espesor.

La alteracion de la configuracion molecular de esta estructura explica numerosos procesos que

afectan la patologia de la mucosa bucal (1).

1.3. Lamina propia o corion

Es una lamina de tejido conjuntivo y espesor variable que confiere sostén y nutricion al epitelio.
Estas funciones se ven reforzadas por la presencia de papilas que llevan vasos y nervios. Como
todo tejido conectivo presenta células, fibras y sustancia fundamental. Entre las células podemos

mencionar fibroblastos, macrofagos, linfocitos, células cebadas y células plasmaticas.

El conocimiento de las distintas estructuras histolégicas que constituyen la mucosa y los
organos de la cavidad bucal es de suma importancia para establecer el sustrato tisular en el que
asientan las principales enfermedades que afectan a dicha region, y de ese modo comprender su

histogénesis.

La alteracion en el proceso de proliferacion, que incrementa el nimero de células se denomina
hiperplasia (1). Cuando se produce un aumento de los elementos de la capa cérnea se habla de

hiperqueratosis. La alteracion del proceso de diferenciacion queratinocitica se denomina
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disqueratosis. Si la poblacion hiperpldsica se une a una alteracion en el proceso de

diferenciacion se origina una displasia (2).

2. Colutorios y su utilizacion en Odontologia

Los colutorios son preparaciones liquidas destinadas a ser aplicadas sobre los dientes, las
mucosas de la cavidad oral y faringe con el fin de ejercer una accion local antiséptica,
astringente o calmante. El vehiculo méas comdnmente utilizado en los colutorios es el agua y los
principios activos son principalmente antisépticos, antibidticos, antifungicos, astringentes y

antiinflamatorios (3).

Los métodos de control de la placa bacteriana se enfocan a la remocion de la maxima cantidad
posible de los depdsitos acumulados sobre las superficies dentarias, por medio de técnicas
mecéanicas llevadas a cabo por el paciente, como el cepillado dental o la higiene interproximal, o
bien por el profesional (4). El fundamento cientifico de las técnicas mecéanicas de eliminacion
de la placa se basa en la hipétesis de la placa bacteriana inespecifica, segun la cual toda placa
bacteriana es igualmente patdgena, por lo que el desarrollo de la caries y las enfermedades
periodontales estaria ligado principalmente a la cantidad de placa acumulada sobre las
superficies dentarias.

La mayoria de pacientes, con los métodos mecanicos de higiene oral incluidos la higiene
interdental, no controlan la placa de forma efectiva, ya sea por falta de motivacion, de
conocimiento o a la dificultad que entrafian algunas de las técnicas de higiene oral, en particular,
a nivel interproximal. Aun asi, la higiene oral mecénica realizada de forma correcta no deja las
superficies dentales completamente libres de placa, pero limita su acumulacion e impide su
maduracion, haciéndola no patégena. Por ello, la idea de una sustancia quimica capaz de
eliminar facilmente la placa bacteriana sin efectos secundarios ha sido y contintia siendo objeto

de investigacion.

Los enjuagues bucales presentan la ventaja de que su actividad antimicrobiana puede alcanzar
las zonas de dificil acceso. Casi todos los métodos quimicos de control de la placa bacteriana se
fundamentan también en la hip6tesis de la placa bacteriana inespecifica, ya que pretenden
disminuir la formacién de ésta en general, evitar su adhesién a las superficies dentarias, alterar

el metabolismo bacteriano, etc.
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Las sustancias quimicas pueden actuar sobre la placa de diversas formas; impidiendo la
adhesion de la placa por agentes antiadhesivos, impidiendo o enlenteciendo la proliferacion
bacteriana por medio de agentes antimicrobianos, eliminando la placa ya establecida, y
alterando la patogenicidad de la placa.

Agentes antiadhesivos y eliminadores de placa:

La formacion de placa podria controlarse mediante agentes antiadhesivos o eliminadores de la
placa, pero hasta ahora no se han comercializado ni son seguros para su uso en el medio oral (5).

Agentes antimicrobianos:

Estos agentes pueden inhibir la formacion de placa por la inhibicion de la proliferacion
bacteriana y/o por un efecto de tipo bactericida por medio del cual el agente antibacteriano
destruye todos los microorganismos que se estan adhiriendo o que ya estan adheridos a la

superficie dental.

En la actualidad la mayor parte de los agentes antiplaca son antimicrobianos e impiden la fase
de proliferacion bacteriana en el desarrollo de la placa (3, 6).

Agentes antipatégenos:

La alteracion en la patogenicidad de la placa bacteriana mediante agentes quimicos o por
modificacion de las bacterias requiere mayor conocimiento sobre la etiologia bacteriana de la
gingivitis (5).

Uno de los usos mas extendido de los colutorios es, para tratar la gingivitis y periodontitis.

La gingivitis es un proceso inflamatorio de la encia en el cual el epitelio de insercion, aunque
alterado por la enfermedad, se mantiene unido al diente en el nivel original, sin migracién apical
y por tanto sin pérdida de soporte periodontal. La gingivitis se produce por la acumulacion

inespecifica de placa y se elimina mediante un control cuidadoso de ésta (3,7).

A medida que la gingivitis progresa de inicial a cronica, la flora bacteriana de la placa se

modifica. Contrariamente a lo que se creia, no todas las gingivitis evolucionan a periodontitis.

La periodontitis es también un proceso inflamatorio y se diagnostica cuando se ha producido la

migracion del epitelio y la pérdida de soporte periodontal.

El examen del estado periodontal de un paciente incluye la evaluacion clinica de la inflamacion,
de los tejidos periodontales, el registro de la profundidad de sondeo y del nivel clinico de
insercion y la evaluacion radioldgica del hueso alveolar de sostén. En el transcurso de los afios

se crearon diversos sistemas de indices para asignar puntuaciones a estos parametros (8).
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Por otro lado, en la patogénesis de las enfermedades periodontales cobran un especial interés
los factores microbianos que influyen en la periodontopatogenicidad de los gérmenes (como son
los factores especificos de adherencia bacteriana). En el momento del nacimiento, la cavidad
oral es estéril, aunque répidamente se inicia la colonizacion bacteriana, constituyéndose la
llamada flora microbiana oral o microbiota, donde cohabitan aerobios, anaerobios estrictos
(65%), especies saprofitas y patégenas. El equilibrio (eubiosis) puede alterarse por factores
exogenos o enddgenos con lo que se presenta la enfermedad (disbiosis). La placa bacteriana
localizada en el margen gingival (supra y subgingival) es la iniciadora de la enfermedad, en
mayor medida por supuesto la subgingival que tiene un mayor contacto con los tejidos de
soporte del diente. Esta ultima placa estda formada por bacterias anaerobias, gram negativas,
formas moviles y espiroquetas, localizadas en un area donde se dan condiciones muy favorables
(bolsa, anaerobiosis, PH, potencial Oxido-reduccion, menor autoclisis, etc). Asi pues, la
microbiota es polimicrobiana y mixta siendo las enfermedades muchas veces consecuencia de

asociaciones bacterianas complejas (7).

La basqueda de agentes para el control de la placa ha sido amplia, mas teniendo en cuenta la
importancia que ha adquirido la enfermedad periodontal en los Gltimos afios; esto ha llevado a
numerosas empresas a investigar en este campo. Hasta la fecha dos enjuagues antisépticos han
recibido el sello de aceptacion de la American Dental Association Council on Scientific Affaires
basados en estudios clinicos: Peridex® (Zila Pharmaceuticals, Phoenix, AZ, EEUU), es una
solucioén al 0,12% de clorhexidina y Listerine® (Pfizer Consumer Healthcare, Morris Plains, NJ,
EEUU; aceite esencial, AE). Los ingredientes activos de Listerine® son cuatro aceites
esenciales: timol al 0,064%, eucaliptol al 0,092%, salicilato de metilo al 0,060% y mentol al
0,042%. Ademas, los colutorios que contienen clorhexidina o aceites esenciales han sido
aceptados por multiples asociaciones dentales nacionales de todo el mundo. Los datos muestran
que los colutorios con clorhexidina o con aceites esenciales tienen los efectos antimicrobianos

mas extensos.

La clorhexidina tiene gran afinidad por las superficies dentarias y tisulares y ello sirve como
deposito incluso después del enjuague o la irrigacion con el agente. Debido a su alta
sustantividad se considera el “gold standard” de los antisépticos. Estudios clinicos demuestran
claramente que los enjuagues de clorhexidina al 0,12% y de agentes esenciales presentan unos
excelentes perfiles de seguridad, eficacia y tolerancia (9,10). Ademas, los agentes esenciales no
han mostrado ninguna evidencia de manchas dentales extrinsecas en comparacion con los
controles y los examenes de los tejidos blandos intraorales no han sefialado aberraciones de

ningun tipo.
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La clorhexidina se ha estudiado en un nimero de ensayos clinicos controlados durante periodos
de seis meses 0 mas. En estos estudios la reduccion de la placa se situ6 entre el 16 y el 45% vy la
reduccion de la gingivitis entre el 27 y el 80%. El colutorio de clorhexidina presenta ciertas
desventajas; puede provocar tinciones de las superficies dentarias, de la lengua y las
restauraciones. Dichas tinciones se eliminan mediante copa de goma con pastas abrasivas 0
bicarbonato pulverizado a presion. La CHX puede también alterar la percepcion del gusto hasta
cuatro horas después del enjuague y, en algunos casos, su uso ha sido asociado a la aparicion de
calculos supragingivales, descamaciones y ulceras en la mucosa. Estos efectos no deseados que
se derivan del uso regular, no se han observado de forma habitual con los enjuagues de agentes

esenciales, sin embargo, si que existen algunas quejas sobre su sabor.

Ademas de la clorhexidina, entre los antisépticos comunes en los colutorios se incluyen otros
gue estan comercializados, entre ellos destacan otras bisguanidas como la alexidina y la
octenidina. Estas son muy similares a la clorhexidina, y su efecto antiplaca es parecido, pero se
han estudiado mucho menos y se utilizan poco. El triclosan, es un derivado fenélico que ha sido
introducido en dentifricos y colutorios para controlar la placa y la gingivitis. Se recomienda su

uso continuado por las siguientes razones:

- Por su mecanismo de accion, que le permite actuar no solo como agente antiplaca, sino
también como antiinflamatorio especifico en la gingivitis y posiblemente como

inhibidor de la progresién de la periodontitis.
- Por su facil formulacion en dentifricos.
- Por no provocar efectos indeseables como tinciones o irritaciones de la mucosa oral.

Otros fenoles y aceites esenciales; el mas antiguo de los agentes antiplaca utilizados en clinica
es el Listerine®, que pertenece a este grupo. Su efecto antiplaca y antigingivitis es apreciable,
aunque menor que el de la clorhexidina. Provoca tinciones en ocasiones y sensacion de

quemazon al utilizarlo.

Durante muchos afios se han apreciado los efectos de los antimicrobianos de las sales metalicas
entre ellos la inhibicién de la placa, y el interés mas reciente se ha centrado en el cobre, el
estafio y cinc. Los resultados son contradictorios pero parecen depender de la sal metalica usada,

de su concentracion y de la frecuencia de su utilizacion.

Las sales metalicas combinadas con otros antisépticos producen una sumatoria de efectos

inhibitorios de la placa y de la gingivitis.

El fluoruro estafioso tiene una accion antigingivitis y ademas es capaz de reducir el nimero de

Streptococos Mutans, pero produce tinciones dentales. El cinc no tiene efecto antiplaca por si
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solo, pero asociado con otros antisépticos (triclosan, hexetidina) potencia su efecto. El citrato de

cinc se utiliza en dentifricos anticalculo.

Los compuestos de amonio cuaternario como el cloruro de benzalconio y mas particularmente el
cloruro de cetilpiridinio son los mas estudiados de esta familia de antisépticos. En los
colutorios, el cloruro de cetilpiridinio posee cierta accion quimica inhibidora de la placa, sin
embargo las evidencias acerca de sus efectos beneficiosos sobre la gingivitis son inciertos, en
particular cuando las formulaciones se usan junto con el cepillado dental con pasta dentifrica.
La hexetidina es un agente catiénico, al igual que la clorhexidina, pero su efecto antiplaca es
moderado, viéndose potenciado al combinarlo con cinc. Al aumentar la concentracion, se

incrementa el riesgo de tinciones y lesiones mucosas.

Productos naturales como la sanguinarina, cuyos efectos sobre el control de la placa bacteriana

no esta demostrado claramente.

Detergentes, como el laurilsulfato de sodio (LSS), se utiliza ampliamente tanto en dentifricos

como en colutorios. Los dentifricos con LSS inhiben el crecimiento de nueva placa.

El fluor es eficaz para el control de la gingivitis y la caries, pero causan tinciones dentales en
algunos casos. La combinacion de fluoruro de estafio y fluoruro de aminas produce un
compuesto estable que se usa como colutorio para el control de la caries y la gingivitis, aunque

su efecto antimicrobiano no parece estar ligado a la presencia de fluor.

Los agentes antioxidantes se han utilizado en el tratamiento de la gingivitis ulceronecrotizante
aguda, y se ha demostrado algun efecto de estos enjuagues sobre el crecimiento de la placa,

pero no hay resultados a largo plazo que apoyen su utilizacion.

Existen enzimas que pueden interferir en los mecanismos de adhesion bacteriana especificos o
inespecificos, ya que tienen el potencial de degradar la matriz inicial de la placa, con lo cual
eliminan las bacterias a las bacterias de la superficie dental, aunque los resultados en el control

de la caries y la gingivitis no han sido concluyentes (5).

Otro de los usos de los colutorios es combatir la halitosis. Entre los antisépticos disponibles en
el mercado para combatir el mal olor se incluyen: perdxido de hidrégeno, enjuagues con zinc,
enjuagues con clorhexidina, triclosan, compuestos fendlicos “aceites esenciales”, dioxido de

cloro, perdéxido de carbamida y la sanguinarina (11).

También se han empleado como tratamiento sintomético de las ulceras aftosas, con resultados

equivocos o con varias interpretaciones ya que pueden inducir dolor oral (12).

Otro de los usos de los colutorios es en el tratamiento de las infecciones por candida y como

alivio del dolor y malestar causado por la inflamacion a nivel bucal (13).
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2.1. Efectos adversos del uso de colutorios con alcohol

Los colutorios pueden iniciar reacciones alérgicas orales o sistémicas de tipo inmediato o tardio,
pueden modificar los tejidos duros del diente, causando desmineralizacidn y tincion del esmalte.
También se incluyen sensacién de ardor bucal y sequedad de las mucosas. Ademas, los
colutorios pueden variar la dureza de los materiales de restauracion (14).

Se consideran irritantes potenciales en los colutorios su elevada concentracion de etanol, un
valor bajo de pH y otros ingredientes como los edulcorantes y colorantes artificiales y los

agentes saporiferos (15).

El alcohol puede emplearse en los colutorios como disolvente de los principios activos y
ademas de proporcionar sus propiedades antisépticas se ha reconocido su uso como conservante
activo al 10-12% (16).

La elevada cantidad de alcohol en algunos colutorios, asi como el hecho de que permanecen en
contacto con la mucosa oral durante mas tiempo que una bebida alcohélica, pueden hacer pensar
en un efecto nocivo a partir de un mecanismo local. El enjuague oral aumenta el tiempo de
exposicion de la mucosa al alcohol y se ha demostrado que colutorios con alto contenido en
alcohol producen lesiones hiperqueratésicas tanto en hombres como en animales de estudio. El
alcohol puede producir una sensacién dolorosa que guarda relacién con la concentracién del

enjuague (17, 18).

La presencia de alcohol en proporciones de hasta un 5% en las formulaciones de clorhexidina
parecia aumentar la efectividad del producto, sin embargo, la formulacién de la clorhexidina sin
alcohol es igualmente efectiva en el control de la placa bacteriana y la reduccion de la
inflamacion gingival (19). La clorhexidina, introducida por Lde en 1969 (20), también se ha
asociado con efectos adversos, como alteraciones en el gusto, descamaciones superficiales de la
mucosa oral, discoloraciones de la lengua y de los dientes y un incremento en la formacién de

calculos supragingivales.

Los colutorios con contenido alcohdlico estdn contraindicados en pacientes en los que por
distintas causas la mucosa oral se encuentre alterada. Este es el caso de pacientes con mucositis

por diversas causas, inmunodeprimidos, irradiados de cabeza y cuello, etc.

No se recomienda el uso de colutorios con alcohol en pacientes que tienes alguna lesion previa
en la mucosa y en pacientes con mucosas sensibles se recomienda diluir el producto las

primeras veces y disminuir progresivamente la disolucion.
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También se contraindican en nifios ya que se corre el riesgo de intoxicacion accidental, en
alcoholicos, ya que pueden injerir el colutorio como sustituto de una bebida alcohdlica en
situaciones desesperadas y en pacientes embarazadas (21-23).

Kowitz y cols. (24) describié como efectos adversos tras el uso de colutorios la descamacion del

epitelio, ulceraciones mucosas e inflamacion, gingivitis y petequias.

Bernstein, (25) presentd dos casos de lesiones blancas mucosas asociadas al uso del colutorio
Listerine®.

También se han descrito reacciones alérgicas desencadenadas por colutorios (14). Fisher (26)
describe un caso de una dermatitis alérgica causada por la presencia de timol en el colutorio
Listerine®. Lim y cols. (27) describe el caso de un edema mucoso y perioral causados por dos

antisépticos.

El riesgo de desarrollar cancer oral se ha demostrado que esta relacionado con la intensidad y
duracion de la exposicidn al alcohol y al tabaco (28- 31). Un estudio de caso-control estimé que
el riesgo de desarrollar cancer oral era aproximadamente 50 veces mayor en los grandes

fumadores y bebedores que en aquellos que nunca habian fumado ni bebido (32).

La preocupacion sobre la posible asociacion de la ingesta de alcohol con el cancer bucofaringeo
se ha extendido hasta incluir a los colutorios que contienen alcohol. Desde finales de los 70 se
publicaron estudios de casos y controles a proposito de la posible asociacién entre el uso de

colutorios y el desarrollo del cancer oral (33-48).

Actualmente no se ha podido establecer una relacién causal entre el uso de colutorios con
alcohol y el desarrollo del cancer oral. Tampoco existe evidencia de que el alcohol aumente el

efecto de los agentes antiplaca en los colutorios.

La falta de consistencia entre los hallazgos de los estudios publicados que evaltan la relacion
entre el uso de colutorios y el riesgo de desarrollar cancer orofaringeo puede relacionarse con
las variables metodoldgicas, las limitaciones en los tamafios de las muestras, las dificultades de

medir las exposiciones y los bajos niveles de riesgo.

En los estudios de Blot y cols. (34) y Wynder y cols. (35), la asociacion existia solo en mujeres,
mientras que Winn y cols. (38) encuentra relacion en ambos sexos. Del mismo modo, en
algunos estudios se observaba asociacion en personas que ni fumaban ni bebian, y en otros, en
fumadores y bebedores. Por lo tanto, el tamafio y el analisis de las muestras de los estudios de

casos y controles publicados carecen de homogeneidad.
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2.2. Efecto citotoxico del etanol sobre la mucosa oral

El alcohol etilico o etanol, cuya formula quimica es CH3-CH20H, es el componente activo
esencial de las bebidas alcohdlicas. Tras la ingesta de una bebida alcohdlica, el etanol es
absorbido a nivel del intestino delgado y en menor proporcion en el grueso y en el estbmago,
Ilegando por via portal al higado donde es metabolizado en su mayoria. Este metabolismo se
divide en dos etapas:

La primera, consistente en la transformacion del etanol en acetaldehido, que puede ser realizada
por tres vias, la via de la alcohol deshidrogenasa (ADH), la via microsomal hepética (MEOS) y

la via catalasa.

La segunda etapa se caracteriza por la oxidacién del acetaldehido obtenido anteriormente a

acetato a través de la enzima acetaldehido deshidrogenasa (ALDH).

El consumo de bebidas alcohdlicas tiene repercusiones practicamente en todo el organismo:
sistema nervioso, cardiovascular, digestivo, sexual o a nivel de la medula 6sea. En la cavidad
oral se caracteriza por la aparicion de una serie de signos y sintomas clinicos originados bien

por el efecto directo del etanol en el organismo o bien derivados del descuido del aseo personal.

El consumo cronico de bebidas alcohdlicas esta asociado con un riesgo aumentado de cancer del
tracto gastrointestinal superior. Aunque existen multiples explicaciones que tratan de explicar el
efecto promotor del alcohol, el mecanismo patégeno no esté claro. La base de la que se parte es
que el etanol per se no ha demostrado ser carcindgeno. Por ello se han propuesto distintas
hip6tesis que tratan de explicar como por via local y/o sistémica el etanol puede actuar como

factor de riesgo en el desarrollo del cancer oral (49).
Efecto local:

Aumento de la permeabilidad.

El alcohol en contacto con la mucosa oral es capaz de producir una alteracion en su morfologia
caracterizada por una atrofia epitelial, 1o que supone un incremento en la susceptibilidad de
dicho tejido frente a otros carcindgenos quimicos. Se ha sugerido que el etanol es capaz de
aumentar la penetracion de carcindgenos a través de la mucosa oral, debido tanto a un aumento
de la solubilidad de los mismos, como a un aumento en la permeabilidad la mucosa (30). Dicho
aumento se explica por el efecto disolvente del etanol, capaz de eliminar el contenido lipido de
la barrera que presenta la cavidad oral formada por lipidos derivados de la membrana que rodea

los granulos del estrato espinoso del epitelio.
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Accion del acetaldehido.

El incremento en la permeabilidad de la mucosa oral no es suficiente para explicar el mayor
riesgo de desarrollo de cancer oral en personas bebedoras. Debido a que el etanol per se no ha
demostrado ser carcindgeno, se ha postulado el papel de su primer metabolito, el acetaldehido,
como potencial factor implicado. La Agenia Internacional para la Investigacion y el Cancer
(IARC) ha establecido que existe suficiente evidencia para identificar al acetaldehido como

carcindgeno en animales, siendo posiblemente carcinégeno para humanos (50).

Distintos estudios se han centrado en identificar los efectos del acetaldehido encontrando que en
cultivos celulares a corto plazo causa mutaciones y otros dafios a nivel del ADN; interfiere en la
sintesis y reparacion del ADN, y consecutivamente en el desarrollo de tumores; induce
intercambio en las crométidas hermanas; produce mutaciones puntuales en genes; inhibe la 0°
metilguanitransferasa, enzima encargada de reparar los dafios causados por agentes alquilantes;
se une a proteinas celulares y ADN provocando dafios celulares. Por tanto, debido al importante
papel que parece jugar el acetaldehido en el desarrollo del cancer oral se considera que todas
aquellas situaciones que determinen una acumulacion del mismo supone un mayor riesgo (51).

Metabolismo del acetaldehido a nivel oral:

El metabolismo del etanol en la cavidad oral se caracteriza por una primera oxidacion que lo
transforma en acetaldehido a través de la ADH presente tanto en la microflora oral como en las
células de la mucosa oral, asi como a través del citocromo P 4502. El inducido por el etanol.
Posteriormente el acetaldehido sufrird una segunda oxidacién via ALDH, que lo transformaré en

acetato, impidiendo la actividad toxica del primer metabolito (49).

Por tanto la acumulacion de acetaldehido puede deberse a un aumento en la actividad de la
ADH de la microflora oral, la ADH de las células de la mucosa oral y del citocromo P4502E1 o

una disminucion de la actividad de la ALDH.

Papel de la enzima alcohol deshidrogenasa de la microflora oral:

El papel de la microflora oral en la oxidacion del etanol ha sido estudiado por Homann (52) que
ha demostrado la produccién de cantidades considerables de acetaldehido durante el consumo
social de alcohol. Este autor ha demostrado que los sujetos con tendencia a la flora aerébica
(Streptococcus salivarius, Streptococcus viridans hemolitico var., Corynebacterium  sp.,
Stomatococcus sp., hongos) presentan una mayor produccion de acetaldehido salival. De tal
modo que el etanol parece incrementar la produccion bacteriana de acetaldehido de forma dosis

dependiente, y a partir de cantidades superioresa 40 gramos de etanol al dia (51).

En esta misma linea de investigacion Homann (52) ha encontrado una asociacion entre los bajos

niveles de higiene oral presentes en los sujetos alcoh6licos y un sobrecrecimiento bacteriano, lo
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que repercutiria en una mayor concentracion de acetaldehido salival por esta via. Esto explicaria

el aumento del riesgo de cancer oral en pacientes alcohdlicos con mala salud oral (51).

Papel de la alcohol deshidrogenasa de la mucosa oral:

El etanol es capaz de atravesar las membranas celulares por simple difusion y esto permite que
la actividad ADH de las células epiteliales orales lo transforme en acetaldehido que se
acumulara intracelularmente, ejerciendo sus efectos sobre el ADN epitelial (30). Se ha descrito
que la ADH que se encuentra en las células de la mucosa oral presenta una elevada constante de
afinidad (K, lo que implica que va a contribuir en pequefia medida al metabolismo del etanol
(a mayor valor de la constante de afinidad, menor afinidad de la ADH por el etanol, y por tanto

menor transformacion en acetaldehido).

Citocromo P450:

El citocromo P450E1 se encuentra localizado en el reticulo endoplasmico liso, y participa en la

oxidacion del etanol cuando los niveles de este son superiores a 50-80 mg/dl.

Por otro lado el citocromo P450E1 es capaz de incrementar el riesgo de desarrollo de cancer
oral de un modo indirecto, mediante la activacién de procarcindgenos y el incremento en la
produccién de radicales toxicos (51). Estos efectos han sido mayoritariamente estudiados en
relacién con el cancer de colon. Sin embargo son necesarias futuras investigaciones que

aproximen estos conocimientos al campo de la cavidad oral.

Actividad de la acetaldehido deshidrogenasa:

La segunda via a través de la cual el acetaldehido puede acumularse a nivel de la cavidad oral,
es consecuencia de una disminucién en su eliminacion. Para que el acetaldehido sea
transformado a acetato es necesaria la actuacion de la enzima aldehido deshidrogenasa,
principal responsable de su metabolismo (50). De este modo, cualquier alteracion a nivel de esta

enzima supondré un incremento en la acumulacién de acetaldehido (49, 53).

Alteracién del metabolismo de retinoides.

A pesar de que el papel del acetaldehido parece quedar bastante claro en el desarrollo del cancer
oral, se ha propuesto una nueva via de investigacion con el papel de los retinoides en el
desarrollo de lesiones precancerosas. EI consumo crénico de etanol se encuentra asociado con
niveles disminuidos de retinoides a nivel de la cavidad oral. La vitamina A y sus derivados
sintéticos constituyen los retinoides, moléculas pequefias involucradas en distintas funciones
bioldgicas tales como regular el crecimiento y diferenciacion de una amplia variedad de células
(51, 54); por lo que cualquier alteracion en su metabolismo y activacion va a repercutir en un

incremento en la susceptibilidad de la mucosa oral a otros carcindgenos. En animales de
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experimentacion se ha encontrado una asociacion entre la deficiencia de vitamina A y una alta
incidencia del c&ncer, asi como un incremento de la susceptibilidad a los carcin6genos quimicos
(54, 55).

Para que los retinoides puedan ejercer sus funciones se requiere una conversion enzimatica del
retinol (vitamina A) a un ligando activo (&cido retinoico) que serd capaz de unirse a los
receptores de &cido retinoico localizados en el nucleo celular, controlando la expresion de los
genes que median sus efectos.

El etanol es un inhibidor competitivo del metabolismo del retinol, debido a que la misma
enzima (ADH) se encarga de catalizar dos reacciones, por la que se va producir una
acumulacidn de retinol, a expensas de la disminucion de &cido retinoico, siendo ésta la forma
activa (51). A su vez el primer metabolito del etanol, el acetaldehido, también es capaz de
inhibir la generacién de acido retinoico. Por otro lado, el etanol parece causar una deficiencia
de &cido retinoico en el higado debido a un incremento en el catabolismo del mismo mediado

por la accién del citocromo P4502E1 inducido por el etanol.

Los bajos niveles de &cido retinoico suponen una falta de control en el crecimiento de los
epitelios, lo que podria iniciar el desarrollo de lesiones malignas. Actualmente los retinoides se
estin empleando en el tratamiento de lesiones cancerosas y precancerosas habiéndose
demostrado remisiones totales y parciales de leucoplasia en un 40-60% de los pacientes en

tratamiento con vitamina A, aunque su uso topico parece tener un efecto limitado (54).

Efecto sistémico:

A nivel hepético:

El aumento de los niveles de etanol en el higado supone que todas sus funciones se van a centrar
en la transformacion metabdlica del mismo, lo cual va a originar una alteracion en el
metabolismo del resto de sustancias. Esto determina que se va a impedir la detoxificacién de

determinados compuestos y la activacién de otros con potencial actividad carcinégena.
A nivel de glandulas salivales:

Las glandulas salivales se ven alteradas desde el punto de vista morfolégico y funcional, via
degeneracion de su inervacion auténoma, via una infiltracion grasa de las mismas, con un
aumento bilateral, simétrico e indoloro de las parétidas, y una disminucion del flujo salival, lo
que lleva a una mayor acumulacion de carcin6genos sobre la superficie de la mucosa oral,

incrementando el riesgo de cancer oral (56).

El alcohol se emplea en los colutorios, en principio, como un disolvente de otros ingredientes y
como un conservante de la preparacion. Se han usado diferentes formulaciones de colutorios
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durante afios, sin embargo, recientemente se ha expresado la preocupacion sobre si su contenido
de alcohol podria ser una amenaza para la salud. La elevada cantidad de alcohol en algunos
colutorios, asi como el hecho de que permanezcan en contacto con la mucosa oral durante mas
tiempo que una bebida alcohdlica, puede hacer pensar en un efecto nocivo a partir de un efecto
local (3).

Se ha observado que en personas que han usado colutorios con 25% o mas de alcohol se
producen alteraciones locales como desprendimiento del epitelio, ulceraciones en la mucosa,
gingivitis, petequias y dolor oral (25, 45). También se ha descrito la aparicion de lesiones
blancas asociadas al uso prolongado de colutorios con alcohol en mucosa oral humana y en
animales de experimentacion. (3, 17). A partir de esta concentracion también se ha observado

un aumento significativo del riesgo de desarrollar cancer oral.

3. Lesiones potencialmente malignas, cancer oral y la accion

de agentes cancerigenos

El carcinoma oral es la neoplasia maligna mas frecuente de la cavidad oral. Los tumores
malignos de la cavidad oral suponen un 4% del total de tumores malignos del organismo, del
cual el 90% corresponden a carcinoma oral de células escamosas (57).

La incidencia del cancer parece estar aumentando y la mortalidad apenas ha mejorado en los
altimos 25 afios (58). En Espafia, la incidencia del cancer oral es de 12 a 15 casos/100.000
habitantes/afio en varones y de 2 a 4 casos/100.000 habitantes/ afio en mujeres, y representa
entre el 2 y el 3% de todas las muertes por cancer en nuestro pais. La tasa de supervivencia a los
5 afios es de 80% en estadios iniciales, 40% en neoplasias con afectacion regional y menos de
20% para pacientes con metastasis a distancia. La deteccidn precoz en estadios asintomaticos
garantiza no s6lo un aumento en las tasas de supervivencia sino también una mejora en la

calidad de vida en consecuencia a tratamientos menos agresivos y mutilantes (59).

El cancer oral es el resultado de mutaciones espontaneas en el ADN vy otras producidas por la
accion de diversos agentes mutagénicos como son el tabaco y el alcohol. Estos parecen tener

una importancia particular.

El consumo de tabaco estd extendido en todo el mundo e incrementado en los paises en
desarrollo. Todas las formas de tabaco son cancerigenas y capaces de causar cancer oral y

faringeo. En las personas que fuman tabaco y exponen con ello su tracto aerodigestivo superior
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a los carcindgenos del mismo, se producen unos cambios genéticos que afectan a toda la
mucosa aerodigestiva (boca, nariz, faringe, traquea, bronquios, pulmones) y que persisten
durante muchos afios, incluso dejando de fumar (31, 60).

Desordenes potencialmente malignos y segundos tumores primarios son observados en la parte

superior del tracto aerodigestivo de alrededor del 20% de estos pacientes.

El consumo de alcohol (etanol) es un h&bito muy extendido por todo el mundo. El alcohol es la
droga de la que méas comunmente se abusa, y como ya se ha mencionado con anterioridad el
mecanismo mas importante por el que el alcohol puede ser cancerigeno es por su oxidacion
quimica a acetaldehido por accion de las enzimas aldehido deshidrogenasa. EI consumo de
tabaco aumenta la carga de acetaldehido tras el consumo de alcohol y el consumo de alcohol
aumenta la activacion de los pro-carcindgenos presentes en el tabaco. El riesgo atribuible de
cancer oral debido a la combinacion de alcohol y tabaco se estima en mas del 80%. Los grandes
fumadores y bebedores tienen un incremento 38 veces mayor de padecer cancer respecto a los

abstemios en ambos productos (58).

Otros factores de riesgo en el cancer oral descritos en la literatura son el estilo de vida y una
higiene oral deficiente (61). A menudo los pacientes con cancer oral presentan una higiene oral
deficiente, es decir, multiples caries y periodontitis. Se ha demostrado que la enfermedad
periodontal aumenta el riesgo estadistico de padecer cancer de cabeza y cuello y esta asociacién

se mantiene en sujetos que nunca habian consumido alcohol o tabaco.

Diversos microorganismos orales pueden producir, a partir del alcohol, acetaldehidos
cancerigenos. Esto puede explicar por qué una pobre higiene oral esta frecuentemente asociada

al cancer oral en grandes fumadores y bebedores.

Otros agentes infecciosos relacionados con el cancer oral son la Candida albicans, que es la
levadura mas frecuentemente aislada en el medio oral. Estas pueden invadir el epitelio oral y ser

causantes de cambios displasicos (62).

También se ha asociado a la carcinogénesis las infecciones por el virus del papiloma humano
como posible factor etioldgico y se han observados que los tipos mas frecuentemente hallados
sonel 16 y el 18 (63, 64).

El virus del herpes simple (HSV) se ha asociado también con la carcinogénesis. Los acidos
nucleicos HSV se han encontrado en el cancer de labio, los niveles de anticuerpos contra el
VHS-1y -2 son mas altos en pacientes con cancer oral en comparacion con los controles, y la
seropositividad HSV junto con el tabaquismo se ha asociado con mayor riesgo de cancer
(65). También se ha descrito una asociacion con el virus de Epstein-Baar, aunque esta evidencia

es objeto de controversia (66).
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Otro factor asociado, es la dieta deficiente en antioxidantes. Esto se ha descrito como un factor
que predispone hacia el desarrollo de céncer oral y de lesiones precancerosas (67). Otros
factores de riesgo descritos son el nivel socioeconémico, factores ambientales y factores
genéticos. Sobre estos ultimos se postula que el desarrollo del céncer es el resultado de la
acumulacion de errores genéticos en un mismo tejido, donde también se encuentran implicadas

la activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores de tumores (2, 68).

4. La citologia exfoliativa y su utilidad en la deteccion de

alteraciones celulares en la mucosa oral

La citologia exfoliativa oral se define como el estudio e interpretacion de las células que se
descaman, natural o artificialmente, de la mucosa oral. Consiste en observar al microscopio la

morfologia de las células epiteliales superficiales después de su toma, fijacion y tincion.

Es una técnica sencilla, no agresiva, relativamente indolora y bien aceptada por los pacientes,
por lo que podria ser util en el diagndstico precoz del cancer oral. Sin embargo, el uso de la
citologia exfoliativa oral para el diagndstico de atipias epiteliales y especialmente del carcinoma
oral de células escamosas ha perdido importancia, sobre todo debido a su baja sensibilidad
representada por el elevado nimero de resultados falsos negativos (69). Se atribuye esta baja
sensibilidad a diversos factores, entre ellos: toma inadecuada de la muestra, error en la técnica e

interpretacion subjetiva de los hallazgos citolégicos (70, 71).

En los ultimos tiempos ha resurgido en base a su aplicacién en el precancer y cancer oral, tanto
como metodologia diagnostica como predictiva y para la monitorizacion de los pacientes. La
deteccidn precoz de una lesién oral premaligna o cancerosa va a mejorar tanto la supervivencia

como la morbilidad asociada al tratamiento.

Los métodos diagndsticos clasicos para las lesiones precancerosas y cancerosas orales son el
examen clinico y el estudio histopatoldgico del material obtenido por biopsia. El analisis
histoldgico es todavia la técnica méas aceptada para determinar de un modo fiable la naturaleza

de las lesiones de la mucosa oral (70, 72).

Este examen, conocido como frotis citoldgico convencional fue originalmente ideado para la
deteccion precoz de células cervicales cancerosas. Desde ese momento la citologia comenz6 a

utilizarse en la cavidad oral como un método de diagndstico citopatolégico.
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Otro de las utilidades de la citologia exfoliativa es el ensayo de micronucleos (MN). Durante la
division celular el material genético (ADN) contenido en el nlcleo celular se replica y divide
equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas; este proceso puede producirse de
manera erronea debido a errores durante la replicacion y posterior division del ADN, a roturas
cromosomicas y al efecto de la radiacion y de sustancias genotdxicas, produciéndose pérdida
cromosomica y haciendo que el reparto del material genético no sea equitativo. Cuando esto
ocurre, el material genético que se desprende y que, por tanto, queda excluido y no se incorpora
correctamente al ndcleo de la célula hija, origina un nuevo nacleo de menor tamafio que el
primario, denominado “micronlcleo” (MN), visible facilmente al microscopio 6ptico. El
material genético desprendido puede derivar de cromosomas enteros o, mas frecuentemente, de
fragmentos cromosémicos acéntricos que quedan excluidos de los nucleos de las nuevas células

durante la anafase mit6tica (73).

El uso de la técnica del recuento de MN como medida de dafio cromosdmico sobre cultivos de
linfocitos humanos fue propuesto por primera vez por Countryman y Heddle en 1976, cuyo

Unico requisito era la eleccion de tipos celulares con gran actividad mit6tica (74).

Mas tarde, en 1985, el ensayo de genotoxicidad fue mejorado por Fenech y Morley,
consiguiendo frenar el proceso de divisién celular cuando la célula s6lo hubiese sufrido una
division mitética, para ello desarrollaron la técnica del bloqueo de la citocinesis (CBMN:
cytokinesis- block micronucleus) cuyo fundamento es la utilizacion de un agente quimico
denominado citocalasina-B cuya funcion es impedir la citocinesis celular (75). La citocalasina-B
es una molécula aislada del hongo Helminthosporum dematoideum, que inhibe la
polimerizacién de actina, impidiendo la citocinesis, necesario para la particion celular en
telofase mitotica. Esta molécula no afecta a las fibras del huso ni a la division del ntcleo, por lo

que origina células binucleadas y que han sufrido una sola division (76, 77).

El ensayo de MN, ha sido una técnica validada a nivel mundial y considerada como un
biomarcador efectivo de dafio en el ADN. Para la validacion se cre6 un Proyecto Internacional
de Colaboracion en materia en frecuencia de micronucleos en las poblaciones humanas en 1997
(HUMN: HUman MicroNucleus Project), disefiado por Michael Fenech y Stefano Bonassi con
el fin de recopilar las frecuencias basales de MN obtenidas en diferentes laboratorios y
poblaciones del mundo. El principal objetivo consistié en identificar las fuentes y niveles de
variabilidad capaces de influir en la frecuencia basal de micronucleos en linfocitos humanos y
células epiteliales exfoliadas, comparar las distintas técnicas utilizadas para definir un protocolo
estandar y realizar asi un estudio prospectivo por parte de todos los laboratorios implicados e
incluso intentar establecer una asociacion entre la frecuencia de MN y enfermedades como el

cancer (78,79).
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Las células epiteliales orales representan una localizacion donde se producen los primeros
eventos genotoxicos inducidos por agentes cancerigenos que entran en el cuerpo por inhalacion
e ingestion. Aproximadamente el 90% de los canceres humanos se originan en las células

epiteliales (80).

El epitelio oral mantiene su estructura debido a una renovacion celular continua en el que las
nuevas células producidas en la capa basal por mitosis migran a la superficie para sustituir a las
que se desprenden. La capa basal contiene las células madre que pueden expresar el dafio
genético (rotura o pérdida cromosémica) como los MN durante la division nuclear. Las células
hijas, que pueden o puede no contener MN, finalmente se diferencian en la capa espinosa y la
capa superficial queratinizada y, a continuacion exfoliar en la cavidad bucal. Algunas de estas
células puede degenerar en células con cromatina condensada, nlcleos fragmentados (células
con cariorrexis), nudcleos picnéticos, o pueden perder por completo su material nuclear
(cariolisis). Estos biomarcadores de dafio genético y muerte celular se pueden observar tanto en
linfocitos como en células bucales, y por lo tanto proporcionar informacion mas completa sobre

dafos en el genoma (81, 82).

En la actualidad, la aplicacion de técnicas de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)
permite la identificacion del origen de los MN, permitiendo determinar con precisién el efecto

clastogénico y/o aneugénico de cualquier agente genotdxico (83).

El ensayo de MN en células bucales exfoliadas:

La recoleccion de células bucales es sin duda el método menos invasivo disponible para medir
el dafio en el ADN en seres humanos, especialmente en comparacion con la obtencién de
muestras de sangre para ensayos de linfocitos y eritrocitos, 0 en comparacién con biopsias, por

tanto supone un excelente candidato para servir como biomarcador.

El ensayo de MN en células bucales exfoliadas se propuso por primera vez en 1983 y sigue
ganando popularidad como un biomarcador de dafio genético en numerosas aplicaciones; para el
estudio de lesiones cancerosas y precancerosas y para monitorizar el efecto de numerosos

agentes quimiopreventivos (84-86).

También ha sido empleado para investigar el efecto de multiples factores como la exposicion
ambiental y ocupacional, la radiacion, el estilo de vida y factores del huésped y como se ha

comentado anteriormente para monitorizar pacientes con cancer y otras enfermedades.

Exposicidon ambiental y ocupacional:

En los dltimos 15-20 afios los ensayos de MN se han empleado para evaluar el dafio

cromosdmico para monitorizar poblaciones expuestas a una variedad de agentes fisicos y
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qguimicos mutagénicos y carcindgenos. Muchos estudios reportan una elevacion
estadisticamente significativa de los niveles de MN en individuos expuestos en comparacién
con los grupos de control, aunque los efectos observados son relativamente pequefios, y muchos

otros estudios no concluyen datos estadisticamente significativos (82).

También se ha demostrado que trabajadores de las zonas hospitalarias o de fabricas cuya labor
diaria les hace estar sometidos a la exposicion de agentes tOxicos, presentan una mayor
frecuencia de MN (87-90).

El ensayo de MN también ha sido aplicado para conocer el efecto de determinados pesticidas y
plaguicidas, productos quimicos considerados de riesgo para los seres vivos; existen estudios
tanto con ratones como con humanos donde se demuestra el efecto potenciador de estos
productos sobre el indice de MN (91, 92).

Radiacion:

Las radiaciones ionizantes juegan un papel importante en el tratamiento de muchas neoplasias,
pero también produce dafio genético. Como consecuencia, segundos tumores pueden
desarrollarse afios después del tratamiento del tumor primario. Varios estudios evaluaron la
frecuencia de MN en células bucales de pacientes sometidos a radioterapia en la region de
cabeza y cuello. Sin embargo, estos resultados pueden estar influenciados por la inclusion de
células degeneradas, dado que los criterios para distinguir células viables y células degeneradas

aun no estaba establecido (82).

Estilo de vida y factores del huésped:

La edad ha sido ampliamente estudiada, relacionandose una mayor edad con un mayor indice de
MN (79, 87, 93).

En el caso del analisis del género, las mujeres presentan una frecuencia basal superior de MN en
linfocitos al de los hombres; sin embargo la frecuencia de estos en células bucales entre

hombres y mujeres no difieren sustancialmente, con un ligero, pero no significativo en varones.
Con respecto a la edad el nimero de MN aumenta con la edad (94).

La presencia de homocisteina en plasma, el déficit de folato y vitamina B12 conducen a un

incremento de la frecuencia basal de MN.

En el caso de las mujeres, la entrada en la menopausia y el posible desarrollo de osteoporosis se

relacionan con un mayor indice de MN (95).
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Otros estudios relacionan un descenso del nimero de MN al suplementar la dieta con agentes
antioxidantes como la vitamina E, vitamina C, B- caroteno, guisen e incluso infusiones de té
(96-99).

Con respecto al efecto de los metabdlitos toxicos del tabaco medido mediante el ensayo de MN
existe una gran controversia, ya que varios trabajos han demostrado que el habito fumador no se
veia reflejado en la frecuencia de MN frente a grupos controles no fumadores (89, 93, 100 ). Al
contrario, varias publicaciones han detectado diferencias entre grupos de fumadores y no
fumadores: en un estudio realizado en personas expuestas a bajas dosis de radiacion por su
actividad laboral se observaron frecuencias de MN significativamente incrementadas en el
grupo de personas expuestas a radiacion que fumaban frente a los no fumadores expuestos (90).
En otro estudio se observd un ligero aumento en el numero de MN del grupo fumador frente al
no fumador y una clara asociacion entre afios de consumo de tabaco e incremento de la
frecuencia de MN (101). La mayoria de los estudios describen un aumento significativo de
MN en las células de la mucosa bucal relacionado con el riesgo de cancer oral en subgrupos de

sujetos con estilos de vida especificos, como masticar betel y otras préacticas similares (102).

Los resultados de estos estudios puede verse afectados por una sobrestimacién de la frecuencia
de MN, porque tanto el habito de fumar como el de masticar mezclas de tabaco, son conocidos
como causas de degeneracion nuclear y la aparicion de células en descamacion, pueden producir

confusion con la presencia de MN.

En varios estudios sobre el estilo de vida, sin embargo, era dificil diferenciar el efecto del
alcohol al de fumar. En un estudio se observé que el efecto sinérgico del consumo de tabaco y
alcohol conllevé un aumento de MN en las células bucales de hasta 5,5 veces en relacion a los

controles (no fumadores ni bebedores) (103).

En el mismo afio se realizé otro estudio donde concluyeron que la frecuencia de células
micronucleadas en el grupo de fumadores era 70% mas alta que el observado en el grupo de no
fumadores (104). ElI mismo resultado fue observado por otros autores quienes concluyeron que
el consumo de alcohol sumado al hecho de ser fumador activo incrementaba significativamente
el nimero de MN y ademas, el consumo de té disminuia el nimero de MN producidos por el
habito fumador (96). Dos estudios en afios consecutivos volvieron a demostrar el incremento de
la frecuencia de MN en los grupos fumadores siendo el indice de MN 25% mayor que el de los

grupos no fumadores (105, 106).

Céncer y otras enfermedades:

Diversos estudios se han centrado en el estudio de las drogas citostaticas utilizadas en los

protocolos antitumorales en pacientes con cancer, cuya accion esta dirigida a frenar la
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proliferacion celular. La exposicion reiterada a agentes citostaticos puede causar efectos
adversos tales como mutaciones, inmunotoxicidad y cancer debido a que pueden inducir dafios
genéticos y alterar los mecanismos de division en células que se multiplican rapidamente. El
resultado de estos trabajos demostré que los complejos quimicos utilizados incrementan de
modo significativo el nimero de MN (87, 107).

Monitorizar los cambios en los pacientes con enfermedades diagnosticadas o cambios
patoldgicos que pueden llevar al desarrollo de céncer y otras enfermedades es cada vez méas
popular, y puede ser el area de crecimiento mas répido de la aplicacion del ensayo de MN en las
celulas epiteliales.

Los MN en células de la mucosa bucal se utilizaron para estudiar los efectos preneoplésicas
recogiendo las células directamente de los tejidos afectados. Las frecuencias de MN en los
pacientes con lesiones orales como la fibrosis oral submucosa, la leucoplasia oral y el liquen
plano oral aument6 en relacion con los sujetos sanos, pero no hubieron diferencias significativas
en las tasas de MN entre los distintos grupos de pacientes (108). En otro estudio de pacientes
con céncer no tratados se observé un aumento de la inestabilidad gendmica en células sométicas
(linfocitos de sangre y células orales exfoliadas) en comparacion con los sujetos control sanos
(109). Se sugirié que los MN en células de la mucosa bucal podria predecir el riesgo de cancer
para el tracto aerodigestivo superior, incluyendo estadios precancerosos como la leucoplasia
(110).

Bloching y cols. (110) demostré que la tasa de MN era dos veces mas alta en pacientes con

cancer de faringe en comparacion con los sujetos sanos.

Burgaz y cols. (111) en su estudio, utilizaron la prueba de MN en células bucales, asi como en
linfocitos para detectar inestabilidad cromosémica en los pacientes con cancer de cabeza y
cuello. En el presente estudio, el analisis de la frecuencia de MN en células bucales de los
pacientes que tenian cancer de cabeza y cuello revelé6 un aumento de la inestabilidad
cromosomica, similar a las de los linfocitos, aunque la extension del dafio vario entre dos
tejidos. En base a estos resultados estos autores también sugieren que la inestabilidad
cromosOmica detectada en los linfocitos se puede utilizar como un indicador de riesgo, sin

embargo, no es el caso de la frecuencia de MN en células bucales.

También se ha aplicado el ensayo de MN en pacientes con enfermedad de Alzheimer, en la cual

no ha observado un aumento en la frecuencia de MN (112).

En pacientes con sindrome de Down se ha observado un aumento en la frecuencia de MN (113).
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Un aumento en la frecuencia de MN en células bucales se observd en pacientes con diabetes
mellitus en comparacion con los controles (114) y en los pacientes pediatricos tratados con
colitis ulcerosa en comparacion con los controles o los nifios con enfermedad de Crohn (115).

La heterogeneidad de los métodos utilizados para la recoleccion, la tincién, y la puntuacion de
los MN de células bucales sigue siendo la fuente mas importante de la variabilidad, lo que
representa el 38% de la variabilidad total de la frecuencia de MN entre los 30 laboratorios. Otro
factor importante es el efecto de la exposicion a agentes genotdxicos, que representaron el 15%
de la variabilidad total. El papel de los factores del huésped se limita al 3%, mientras que la
fraccion mas grande sobre la variabilidad que es del 44%, es todavia inexplicable (94).

Aspectos metodoldgicos que afectan a la identificacion de MN en células bucales:

A pesar del considerable potencial ensayo de MN para el biomonitoreo, la diversidad de las
posibles variables metodolégicas, y su impacto en el rendimiento del ensayo, podria
obstaculizar la coherencia entre los laboratorios con respecto a la medicion de los efectos del

estilo de vida, de la dieta, y factores genéticos.

En este contexto, es obligatorio realizar un protocolo para estandarizar y crear unos criterios de
puntuacion para el ensayo de MN en células bucales Yy realizar unos criterios de puntuacion.
Esto permitiria que los datos de los diferentes laboratorios y diferentes paises pudieran ser
comparables y eliminar o minimizar errores debido a las variables metodoldgicas (115, 116).

En base a la experiencia del proyecto de MN humanos (HUMN) que inicialmente se centrd en
la técnica del bloqueo de la citocinesis en linfocitos de sangre periférica, se llevo a cabo un
estudio de colaboracion internacional sobre la frecuencia de MN y otras anomalias nucleares en
celulas bucales exfoliadas en la Conferencia sobre mutdgenos ambientales en las poblaciones
humanas, que se celebr6 en Antalya, Turquia, en 2007 (117, 118). Este nuevo proyecto fue
denominado HUMNXL ('XL', refiriéndose a las células exfoliadas), y fue disefiado

especificamente para:

- Identificar las variables técnicas que afectan a la medicién de frecuencia de MN en las

poblaciones humanas.
- Identificar las variables de estilo de vida que pueda influir en ésta frecuencia.
- Identificar las variables de protocolo que afectan a la recogida y puntuacion de MN.

- Utilizar esta informacion para disefiar estudios de validacion intra-e inter-laboratorio sobre

criterios metodologicos y de puntuacion.

- Determinar el papel de los MN bucales y otras alteraciones nucleares en monitorizar el dafio

genomico y la prediccién de cancer y otras enfermedades degenerativas.
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Algunos factores metodoldgicos que pueden afectar los niveles de MN en células bucales son
las diferencias en la recoleccion celular (el tiempo y los instrumentos utilizados), las técnicas de
fijacion y tincion, la seleccion y el numero de células contadas, y los criterios de puntuacion
para MN y otras anomalias nucleares en células normales y degeneradas.

Muchos de estos factores metodoldgicos para las células bucales se superponen con los ensayos
de MN en linfocitos, pero las diferencias tisulares pueden contribuir a la variabilidad. Por lo
tanto, los datos publicados por el Proyecto Internacional de MN humanos (HUMN) en linfocitos
(119) se pueden aplicar a las células bucales pero con cautela, aunque es necesario un estudio
de validacion especial para las células bucales.

Recoleccién celular:

La recogida de células exfoliadas de la mucosa oral puede realizarse mediante un depresor

lingual de madera, una espéatula de metal o mediante un cytobrush.

El cytobrush parece ser el instrumento mas efectivo para recoger un gran nimero de células
bucales (115, 120).

Técnicas de fijacion y tincion:
Los fijadores cominmente usados incluyen 80% de metanol, etanol absoluto, o una mezcla de
metanol-acido acético. La rigurosidad en la fijacion y las condiciones de las células antes de la

fijacion pueden afectar a la integridad celular y a la preservacion de las células normales y

degeneradas pudiendo crear confusion con MN y otras anormalidades.

Existen varios métodos de tincidn, aunque las tinciones especificas de ADN son las mas

empleadas para tefiir nicleos, MN, y otras anomalias nucleares en células exfoliadas bucales.

La tincion de Feulgen-Fast Green (FFG) se ve apoyada por muchos investigadores debido a su
especificidad de ADN y porque proporciona una apariencia clara y transparente del citoplasma,

permitiendo asi identificar facilmente los MN.

La tincion May-Grinwald Giemsa (Giemsa) se ha utilizado en varios laboratorios. Algunos de
los estudios informaron de una frecuencia aumentada de MN con tincion de Giemsa y sugieren
la posibilidad de que éstos se asemejan a estructuras celulares, tales como granulos de

queratohialina o bacterias, pudiendo conducir a falsos positivos (121, 122).

Otro factor que puede interferir con la puntuacion de MN es la contaminacion por las bacterias
que se encuentran comdnmente en la boca. Las bacterias pueden ser diferenciadas de los MN
por su forma caracteristica, menor tamafio, el color, la intensidad de la tincion, y su presencia en

y entre las células bucales.
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Debido a que diferentes estudios llegaron a conclusiones distintas, es evidente que las tinciones,
el procedimiento de tincion, y los procedimientos de medicion en el laboratorio, pueden
contribuir a esta variabilidad.

Aunque muchos estudios han demostrado un aumento estadisticamente significativo en la
frecuencia de MN de células bucales en las poblaciones humanas expuestas a agentes
genotoxicos, o una disminucion de éstos, como resultado de la suplementacion con

micronutrientes, la magnitud de los cambios es relativamente pequefia.

Existen diferentes factores de confusion como el género, la edad o el estilo de vida que influyen
en la frecuencia de MN en linfocitos periféricos, los cuales también han sido considerados para
el ensayo de MN en células bucales. Sin embargo, la mayoria de los estudios no han demostrado

ninguna influencia de la edad o el sexo.

Actualmente con el progreso de la técnica citoldgica, que se ha traducido en el desarrollo de
preparaciones de base liquida, técnica empleada como herramienta auxiliar en el diagnéstico de
lesiones de la mucosa oral ha despertado un renovado interés. En las preparaciones de base
liquida, la muestra y el dispositivo de recoleccion se transportan en un recipiente que contiene
un liquido conservador. Eso permite la inmediata fijacion de las células, con lo cual todo el
material removido puede usarse. Esta técnica permite obtener preparaciones con abundancia de
células dispersas en una fina capa y homogénea. Comprado con los frotis convencionales, el uso
de preparaciones de base liquida ha permitido reducir el numero de preparaciones no validas o
validas pero limitadas. La desventaja de éstas es que exige un laboratorio con equipos mas

sofisticados y personal mejor entrenado (70).

Ademas, en los Gltimos tiempos, el desarrollo del analisis cuantitativo, la citomorfologia, el
analisis del ADN, la deteccién de marcadores tumorales y los métodos de diagnéstico molecular

han contribuido al resurgir de esta técnica (71).
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y
OBJETIVOS
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Hipotesis de trabajo

Debido a la controversia que existe en la literatura sobre las alteraciones en la mucosa oral que
pueden producir la utilizacion continuada de los colutorios con contenido alcohdlico, nos

planteamos el siguiente estudio.

Los colutorios orales han sido ampliamente utilizados en nuestra higiene oral, con una gran

variacion en su formulacion y en sus aplicaciones (3)

En la composicion de los colutorios los vehiculos que con mayor frecuencia se utilizan son el

aguay el alcohol.

Dentro de los efectos adversos en el uso de los colutorios, se le ha dedicado una especial
atencion al contenido de alcohol. Este, tiene un efecto caustico y por lo tanto puede destruir
tejidos de la cavidad oral y producir alteraciones como descamacién epitelial, ulceraciones,
gingivitis y petequias sobre todo con las concentraciones de 25% o0 mas de alcohol. A partir de
esta concentracion también se ha observado un aumento significativo del riesgo de desarrollar
cancer oral. Riesgo que varia también en proporcion a la dosis, aumentando cuando aumenta la

duracion y frecuencia de utilizacion del colutorio (39).

Estudios de experimentacién en animales, han inducido el desarrollo de lesiones leucoplasicas
asociadas al uso prolongado de colutorios con alta concentracion en alcohol (17) y estudios
clinicos no han demostrado una mayor eficacia de los colutorios con alcohol en comparacién
con los que no lo presentan en su formulacién (19) , por lo tanto, la introduccién del alcohol en
la formulacion de los colutorios esta en debate y necesita ser comprobada y justificada por el

amplio uso que se realiza de los mismos.

Nuestra hip6tesis de trabajo que pretendemos demostrar a través de los objetivos de esta
investigacion es que los colutorios con alcohol no producen alteraciones citoldgicas en las

células epiteliales de la mucosa oral.
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Objetivo general

Comprobar los posibles cambios clinicos y citoldgicos en la mucosa oral de los pacientes que
utilizan el colutorio Listerine ®, comparado con el grupo que emplean un colutorio sin

contenido alcohdlico.

Objetivos especificos

1- Realizar un analisis de las posibles alteraciones citoldgicas en un grupo de pacientes que
utilizan un colutorio con alcohol (Listerine®) tras seis meses de su empleo. Comprobaremos

comparativamente si hay diferencias en el momento basal con los hallazgos a los seis meses.

2- Andlisis de los posibles cambios clinicos en la mucosa oral tras el empleo de un colutorio con

alcohol.

3. Constatar si habian diferencias significativas en los hallazgos citol6gicos de la mucosa oral
entre un grupo de pacientes que utilizaron un colutorio con alcohol, comparativamente son otro
grupo de pacientes que utilizaron un colutorio con la misma composicién excepto que no tenia

alcohol.
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MATERIAL Y METODOS
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1. Pacientes

Este estudio se realizd en el Departamento de Medicina Oral de la Universidad de Valencia, y
en el Departamento de Patologia del Hospital General Universitario La Fe, Valencia, Espafa,
en el periodo de 2009 a 2010. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado por
escrito y el estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de Valencia.

Nuestra muestra estd comprendida por dos grupos de personas:

1. Grupo 1. Personas que diariamente, como método complementario al cepillado dental,

emplearon un colutorio comercializado con el nombre Listerine ® (Pfizer).
NUmero de personas: 30

2. Grupo 2. Personas que diariamente, como método complementario al cepillado dental,

emplearon un colutorio sin contenido alcoholico
NUmero de personas: 30

Entre ambos grupos no deberd haber diferencias estadisticas en la edad y sexo, asi como
tampoco en el grado de higiene oral (indice medio de placa, CAO, indice de sangrado vy

periodontograma)

CRITERIOS DE INCLUSION
1- Se incluyeron a aquellas personas que acudian a la Clinica Odontolégica de la Universidad de

Valencia para que se les realizase un tratamiento dental.
2- Personas comprendidas entre los 30 y 50 afios.

3- Que adquieran el compromiso, voluntariamente, de realizar de forma diaria un enjuague

bucal con el colutorio que se les facilito.
4- Personas que aceptaran el acudir periédicamente a las revisiones establecidas.

5- Pacientes que acepten voluntariamente formar parte del estudio, tras consentimiento

informado.

51



CRITERIOS DE EXCLUSION

1- Los fumadores y exfumadores en los tltimos 5 afios.

2- Los bebedores habituales de alcohol en exceso (méas de 80ml/dia).

3- Mujeres embarazadas.

4- Los que tomasen medicaciones xerostomizantes.

5- Los que tengan lesiones en la mucosa oral previamente.

6- En el supuesto de tratarse de mujeres que estan en el periodo menopausico.

7- Los que en los dos meses previos al estudio hayan realizado enjuagues diarios con colutorios

2. Método

Este fue un estudio a doble ciego, prospectivo, clinico aleatorizado llevado a cabo durante un
periodo de 6 meses. Hubieron 60 pacientes cuya edad media fue de 41,27 + 6,26, de los cuales
19 (31,7%) eran hombres y 41 (68,3%) mujeres.

GRUPO “1” (GRUPO ESTUDIO): 30 sujetos tratados con un farmaco o producto a
evaluar (Listerine®) a dosis y tiempo de exposicion conocidos. Se les realizaron dos tomas: una
primera toma en situacién basal antes de iniciar la toma o el tratamiento de la sustancia o
farmaco en estudio y una segunda toma al finalizar el periodo de toma del farmaco o sustancia
en estudio y en dos localizaciones distintas en cada una de las tomas (borde lateral de lengua y

mucosa bucal)

GRUPO “2” (GRUPO CONTROL): 30 sujetos sanos sin hébitos toxicos (tabaco,
alcohol, etc.) y sin patologia oral y que no hayan sido sometidos a ningdn tipo de tratamiento
farmacoldgico tdpico a nivel oral en los ultimos 12 meses ¢ a los que Unicamente se les haya
suministrado un placebo o producto inocuo (suero fisioldgico o una solucion salina isotonica).
Se les realizaron dos tomas: una primera toma en situacion basal y una segunda toma al
finalizar el periodo de toma de placebo o solucién inocua y en dos localizaciones distintas en

cada una de las tomas (borde lateral de lengua y mucosa bucal).
En todos los dos grupos de pacientes llevamos a cabo los siguientes estudios:
* El estado de las mucosas orales.

« El estado dental mediante el indice CAOd (cariados/ausentes/obturados) (123).
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« El grado de higiene oral, cuantificado principalmente por el indice de placa (124).

« El estado periodontal mediante el indice periodontal y la valoracion de la pérdida de insercion
(8).

Primero de todo, se les pasé una hoja informativa del motivo por el que se les realizaba la
exploracion y posteriormente firmaron un consentimiento informado (ANEXO 1) en el caso de

que aceptaron entrar en el estudio.
Una primera parte de este protocolo consistio en realizar una historia clinica.

En el sillon dental, se exploraron en el paciente los siquientes parametros:

*Estado de las mucosas orales: Las revisamos mediante inspeccion clinica, registrando la
posible existencia de alguna patologia de la mucosa oral al mes de tratamiento, a los 3 y 6

meses.

*Valoracion de la higiene oral: Preguntamos al paciente la frecuencia con la que se cepilla los
dientes y ademas comprobamos con un espejo dental si esta higiene es eficaz, de manera que se
cataloga en tres categorias: Higiene nula o escasa (si no se cepilla nunca), moderada (si se
cepilla todos los dias una vez) y buena (cuando lo hagan mas de una vez al dia y de forma
correcta. Ademas del cepillado, preguntamos al paciente si tiene otros habitos higiénicos como

usar la seda dental, cepillos interproximales.

Valoracion del indice CAOd: Con ayuda de un espejo dental y una sonda de exploracién de
caries, valoramos el nimero de dientes cariados, ausentes por caries y obturados que presenta el
paciente, la suma de estos tres valores, nos dio el resultado del indice CAOd. En caso de
presentar un diente obturado con caries recidivante, se considerara el diente como cariado. Los

terceros molares fueron excluidos del estudio de este indice (123).

«Indice de placa: Se valoré con ayuda de un espejo dental y una sonda periodontal. Se
exploraron todos los dientes del paciente por la superficie vestibular y lingual/palatino y se

catalogaron segun el indice de Silness y Lée (123, 124);
0- No presencia de placa

1- No se visualiza placa, pero se recoge con sonda

2- Presencia de placa hasta 1/3 de la corona

3- Placa en mas de 1/3 de la corona.

El valor del indice de placa de cada paciente se calculé como la media aritmética de todos los
valores obtenidos de todos los dientes. Para ello, sumamos todos los valores y dividimos entre el

n° de dientes multiplicado por dos (porque valoramos dos superficies).
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«Indice de hemorragia: Se valoré la hemorragia al sondaje en todos los dientes presentes en tres
puntos de cada superficie vestibular y lingual. Se expres6 como un porcentaje ya que se tienen
en cuenta el nimero de superficies sangrantes respecto al nimero total de superficies existentes
(125).

*Valoracion de la profundidad de sondaje periodontal: Se realizdé con la ayuda de un espejo
dental y una sonda periodontal. Cada diente que el paciente presentaba en boca fue valorado por
vestibular y lingual/palatino, siendo a su vez cada superficie sondada en tres puntos, mesial,
medio y distal. El valor promedio de profundidad de bolsa obtenido en cada paciente, resultara
de calcular la media aritmética sumando todos los valores obtenidos de todos los dientes
explorados y dividiéndolo por el nimero total de superficies exploradas (8).

*Valoracion de la pérdida de insercion: También fue valorada en todos los dientes que el
paciente presentaba en boca. El valor resulté de sumar a la profundidad de bolsa, la distancia
entre la union amelodentinaria y la encia marginal; y obtuvimos el promedio de calcular la
media aritmética de los valores de pérdida de insercion en cada diente explorado. Se expreso, al

igual que la pérdida de insercién en milimetros (8).

- Los datos los recogimos en el protocolo del ANEXO 2.

3. Toma de muestras

Toma de citologia exfoliativa inducida mediante scrapping (raspado con espatula o con
cytobrush) obtenido de diversas localizaciones orales (borde lateral de lengua, mucosa bucal)

por un mismo personal facultativo odontoldgico entrenado en la toma de muestras.

Lavado del material obtenido con suero fisioldgico y colocacion del material obtenido (3-5 cc)

en tubo estéril con remision de la muestra al laboratorio de Anatomia Patoldgica.

Centrifugacion de la muestra celular obtenida en medio liquido a 1500 r.p.m durante
10’.Decantacion del sobrenadante y extension del sedimento en un portaobjetos. Fijacion
inmediata del preparado citologico en alcohol etilico de 95° mediante inmersion repetida
durante 15°°. Tincion del preparado mediante una tinciéon de Papanicolaou (hematoxilina de
Harris -EA50-, Orange G y eosina) con la que se obtienen los siguientes resultados de tincién

citologica en los epitelios pavimentosos malphigianos:
- nucleos celulares: tincion azul

- micronucleos: tincion azul
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-células acidofilas (superficiales): tincion rojo o naranja claro

-células basdfilas: tincion verde a azul verdoso

-células queratinizadas: tincion naranja intensa

-eritrocitos: tincion roja

-células o fragmentos de tejido impregnados de sangre: tincién naranja o naranja verdoso

Todos los procedimientos de fijacion, tincion y montaje de los frotis celulares han sido
realizados por un mismo personal técnico de laboratorio debidamente entrenado (ATL).

Las muestras fueron remitidas al laboratorio con un cédigo de identificacion sin que el
patélogo conociera si pertenecen al grupo de estudio o al grupo control. Tan solo en la segunda
toma se hizo constar el codigo de la primera toma para poder hacer el estudio comparativo: 12

toma versus 22 toma tanto en el grupo de estudio como en el grupo control.

Una vez realizada la valoracion citoldgica de todas las muestras se realizard el correspondiente
estudio estadistico de los resultados, de forma global, por grupos de pacientes y por tomas
enfrentadas (12 toma versus 22 toma, en el grupo control y en el grupo de estudio) asi como la

documentacion microfotogréafica digital de los resultados de mayor relevancia

4. Valoracion de los frotis celulares

Todos los preparados citolégicos fueron valorados morfolégicamente por un mismo pat6logo,

haciéndose constar los siguientes pardmetros en una hoja protocolizada de diagnéstico:
e Riqueza celular del frotis

e Adecuacion y preservacion de la muestra, haciendo constar si existen artefactos en el

frotis que dificulten su valoracion

e Proporcion en el frotis de la presencia de células malpighianas superficiales,

intermedias, parabasales y basales
e Maduracién celular
e Presencia de atipias nucleares y su tipificacion (leve/moderada/severa)
e Presencia de inclusiones virales o de cambios citomorfol6gicos indicativos de dafio

citopético viral (coilocitosis)
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e Presencia de fendmenos de binucleacién y de cariorexis
e Presencia morfoldgica 6ptica de micronucleos
e Presencia 0 no de componente inflamatorio y tipo de celularidad inflamatoria presente

e Presencia de flora microbiana y su identificacion morfologica (cocos, bacilos,

actinomyces, flora flngica-esporas, hifas).

5. Metodologias opcionales a desarrollar en los casos que se

considerara necesario para el estudio

e Estudio morfométrico: Valoracion morfométrica automatizada sobre una poblacion de
100 células por frotis de los siguientes parametros: area y perimetro celular, area y

perimetro nuclear, relacion nicleo citoplasmatica, factor de forma.

6. Método estadistico

Se utilizo el test t de Student paracomparacién de valores continuos y cuantitativos entre los
grupos si las muestras tenian una distribucion homogénea, de lo contrario, se utiliz6 la prueba
de Mann-Whitney U-test. El test de Wilcoxon se utiliz6 para contrastar la homogeneidad de los
porcentajes en ambos grupos. El test de x 2 de Pearson se realiz6 para comparar la asociacion o
independencia entre variables cualitativas. Por ultimo, la proporcion de cambios en las variables
se analiz6 mediante la prueba de McNemar en muestras relacionadas. Se consideraron

diferencias estadisticamente significativas si p <0,05.

El analisis bivariante engloba todos los contrastes estadisticos necesarios para comprobar las

correlaciones entre parametros.
e Prueba de Mann-Whitney para dos muestras independientes:

Se utiliza para contrastar si la distribucién de un parametro, cuando menos ordinal, es 0 no
la misma en dos muestras independientes. Por ejemplo, para analizar si el sangrado gingival

difiere segun el grupo al que pertenece el paciente.

56



Prueba de Wilcoxon:

Se ha utilizado para contrastar la homogeneidad de distribuciones en dos muestras
relacionadas. En concreto, para contrastar si el porcentaje de sangrado gingival difiere

antes y después de la toma del colutorio.
Prueba de %2 de Pearson:

Se ha utilizado como prueba de asociacion o dependencia entre dos variables
categodricas siempre que la frecuencia esperada de las celdas en la tabla de contingencia
es superior a 5 casos. En caso contrario, y, sélo para variables dicotémicas, se usara la
prueba exacta de Fisher. Por ejemplo, se ha utilizado para contrastar la dependencia

entre la maduracion celular, y el grupo al que pertenece un paciente.

Test de McNemar para muestras relacionadas:

Determina si la tasa de respuesta inicial (antes de la toma del colutorio) es igual a la tasa
de respuesta final (después de la toma). Esta prueba es (til para detectar cambios en las
respuestas causadas por la intervencion experimental en los disefios de tipo antes-
después. Lo que contrasta McNemar es si la proporcion de cambios en un sentido es
distinta de la proporcién de cambios en el otro. Por ejemplo, para contrastar si la
proporcion de pacientes que han tenido una maduracion celular correcta tras el colutorio

es distinta de la proporcion de los que la han perdido.

El nivel de significatividad empleado en todos los analisis bivariante ha sido el 5% (o
=0.05). EIl p-valor es, suponiendo que no hay diferencias entre grupos, la probabilidad
de que los resultados obtenidos puedan ser debido al azar. Cuanto menor es p-valor,
menor sera la probabilidad de que los resultados obtenidos se deban al azar. Y mayor

evidencia habré en contra de la hip6tesis nula (inexistencia de diferencias).

Cualquier p-valor menor a 0.05 es indicativo de una relacion estadisticamente
significativa. Por el contrario, un p-valor mayor o igual a 0.05 indica ausencia de

relacion.

En cuanto a la potencia del contraste, ésta se mide por la probabilidad de rechazar Ho
(hipd6tesis nula) cuando sea falsa, es decir, representa la probabilidad de observar en la
muestra una determinada diferencia o efecto, si existe en la poblacion. Suelen ser
aceptables potencias entre el 80%-90%, es decir, que la probabilidad de no detectar un

efecto o diferencia, cuando éstos existen, esté entre el 10% y el 20%.
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En este estudio:

La potencia asociada a las pruebas de comparacion de distribuciones entre grupos de
pacientes (con la prueba y2 de Pearson) es alta, aproximadamente del 90%, con el
tamafio muestral actual (60 pacientes) si las diferencias a detectar son como minimo del
20%. Por tanto, si las diferencias existentes entre las proporciones en ambos grupos son

inferiores al 20% es posible que no sean detectadas por los test.

La potencia asociada a las pruebas de comparacion de distribuciones dentro de cada
grupo de pacientes (con la prueba de McNemar) es moderada-baja con el tamafio
muestral actual (30 pacientes) ya que para que tres veces mas cambios en un sentido
que en el otro sea una diferencia significativa la potencia solo alcanza el 50%. Para
alcanzar una potencia del 90% con este ratio (3) se tendria que aumentar la muestra a
60-65 pacientes dentro de cada grupo. O bien, manteniendo la muestra, con una
potencia del 90%, el ratio entre la proporcion de cambios en ambos sentidos que se

detectara sera, como minimo, de 7.
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7. ANEXO 1
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IMPRESO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO DE LOS SUJETOS A INCLUIR EN
EL PROYECTO DE INVESTIGACION

ESTUDIO DE LA MUCOSA ORAL EN PACIENTES QUE EMPLEAN
COLUTORIOS

INVESTIGADOR PRINCIPAL.: Prof. Dr. D. José Vicente Bagan Sebastian

OBIJETIVOS:

Realizar un estudio de casos y control para valorar los posibles cambios generados en la cavidad
oral como resultado del empleo de un colutorio: Listerine®

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Se le va a realizar un estudio completo de la boca valorando el estado de la mucosa oral (si

existen zonas de infeccion o inflamacion.), sus dientes y sus encias.

Se tomaran muestras mediante un raspado suave con cepillo de dos zonas de la boca: lengua y

mucosa bucal.
Se realizara un enjuague con suero estéril durante tres minutos que se recogera en un recipiente.

Se le administrara un enjuague gratuito que utilizara diariamente como método complementario

al cepillado oral.

Se le realizard revisiones a los 30 dias (1 mes), 90 dias (3 meses) y 180 dias (6 meses)

realizandole el mismo procedimiento de exploracion clinica, raspado y el enjuague.

Si Ud. esta de acuerdo, libremente firme el consentimiento de participacion en este estudio que

para este fin se ha afiadido al final de este impreso.

RIESGOS Y BENEFICIOS
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No existen riesgos asociados.

Con su participacion en este estudio, usted va a ayudar a conocer si la utilizacion diaria de
colutorios produce cambios en su mucosa oral y si estos cambios estan relacionados con el

contenido alcohdlico de los mismos.

Esta informacidn podré ser aprovechada en su propia salud.

PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria y no recibird remuneracion alguna.

Como paciente, el rechazo a participar no supondra ninguna penalizacion o ni afectard en modo

alguno a la calidad de la asistencia sanitaria que reciba.
CONFIDENCIALIDAD

Toda la informacién obtenida sera confidencial, los datos recogidos se introduciran, por el
Equipo investigador, en una base de datos para realizar el analisis estadistico pero su nombre no
aparecera en ningun documento del estudio, s6lo se le asignard un nimero. En concreto, las
muestras se identificardn con un nimero y se agruparan por patologias afines. En ningln caso
se le identificara en las publicaciones que puedan realizarse con los resultados del estudio. Sin
embargo, esta informacion podra ser revisada por el Comité Etico de Investigacion Clinica de la

Universidad de Valencia este Hospital asi como por organismos gubernamentales competentes.

El procedimiento de destruccién de las muestras sera el mismo que se utiliza habitualmente con
el resto de las muestras del Consorcio Hospital General Universitario de Valencia. Puede ejercer
su derecho de acceso y rectificacion de sus datos. También, si asi lo desea, puede ser informado

de los resultados del estudio

El estudio se realizara asegurando el cumplimiento de normas éticas y legales vigentes

(Declaracién de Helsinki).

Si tiene alguna duda o no entiende este texto consulte antes de firmar el documento con la Dra.
Cristina Marzal Gamarra con n° de teléfono 652191971/ 963864787 que es el médico
responsable de esta investigacion y le puede preguntar cualquier duda o problema que tenga
relacionado con este estudio o consulte con sus familiares y, finalmente, si esta de acuerdo firme

este consentimiento. Se le entregard una copia.
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CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE SUJETO DE ESTUDIO

ESTUDIO DE LA MUCOSA ORAL EN PACIENTES QUE EMPLEAN
COLUTORIOS

He leido la hoja de informacién anterior.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con la Dra. Cristina Marzal Gamarra y para la explicacion del

estudio.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
Cuando quiera.
Sin tener que dar explicaciones.

Sin gue esto repercuta en mis cuidados médicos.

Doy mi consentimiento para que este material aparezca en informes y articulos de

revista de publicaciones médicas.
Entiendo que:
Mi nombre no sera publicado.
El material no serd utilizado para publicidad o embalaje.

El material no seré utilizado fuera de contexto.

Firmado.....cooeeeveeiiiiieennnnnen Fecha..eeeeuuiiiieneennniinennnn
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL REPRESENTANTE LEGAL.

ESTUDIO DE LA MUCOSA ORAL EN PACIENTES QUE EMPLEAN
COLUTORIOS

L 21 1T 2 0 B0

Q. teierieiieereneeeeeneeeeeneeeseseeeseseesssssessssssssssssssssssssssssssassessssssesassensssssssnnnee

He leido la hoja de informacién anterior.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con la Dra. Cristina Marzal Gamarra y para la explicacion del
estudio.

Comprendo que la participacion es voluntaria.
Comprendo que puede retirarme del estudio:
Cuando quiera.
Sin tener que dar explicaciones.

Sin gue esto repercuta en mis cuidados médicos.

Comprendo que este material aparezca en informes y articulos de revista de

publicaciones médicas.
Entiendo que:
Mi nombre no sera publicado.

El material no sera utilizado para publicidad o embalaje.
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El material no sera utilizado fuera de contexto

toda la informacion pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y esta de

acuerdo en participar.

Firmado......ccovveveeieiieeeiannnne. Fecha...coovvvvveeeevvnnnnnnnnnn.
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8. ANEXO 2
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PROTOCOLO ESTUDIO DE LA MUCOSA ORAL

EN

PACIENTES QUE EMPLEAN COLUTORIOS

Nombre:
N° Historia: Teléfono:
Edad: Fecha: Sexo 1)var6n 2) mujer:
2.- Habitos:
A.- Higiene:

1. Excelente 2. Buena 3. Mala Cepillado/dia:
Pasta dentifrica utilizada: Enjuague utilizado:

Seda dental y/o cepillos interproximales:

3.- Antecedentes médicos de riesgo:
-Cardiopatias (HTA, angina, infarto, ictus)
-Enfermedades digestivas
-Enfermedades renales
-Enfermedades hepaticas
-Enfermedades infecciosas
-Inmunodeficiencias y/o inmunosupresion
-Alergias

-Otros
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4.- Medicaciones:

Nombre

Dosis

Duracién

5.- Exploracién de la cavidad oral (no TEMPORALES)

*Lesiones

intraorales o radiogréficas:

Tipo (diagnostico):

Localizacién y tamafio:

Tiempo de evolucion

* Protesis fija/removible: *Otros hallazgos:

6.- Indice CAO

A.- Indice CAO: C: A: O:

17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27

47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37

(Corona se considera obturado y si hubiese C y O en mismo diente se apunta como CARIADO)

B. — Indice Sangrado:

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
S > ol

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

Resultado %:

6

7




MAXILAR

MANDIBULA

VESTIB.

PALAT.

VESTIB. LINGUAL

C.-Indice Placa:

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

D.-Periodontograma:

9 950 0 oG

ikikhskisii

Gl Aubuie
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Examinador:

6.- Toma de muestras mediante raspado (Citologia exfoliativa):
N° Registro Lengua:
N° Registro Mucosa bucal:

7.- Enjuague con suero estéril (3 minutos):

8.- Revisiones:

30 dias (1 mes):

90 dias (3 meses):

180 dias (6 meses):
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RESULTADOS
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1. Analisis por citologia
1.1. Analisis dentro de cada grupo
1.2. Analisis entre grupos

1.3. Resumen general por citologia

2. Analisis por paciente
2.1. Analisis dentro de cada grupo
2.2 Analisis entre grupos

2.3. Resumen general por citologia

3. Anexo
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1. Analisis por citologia

Se dispone de 180 medidas de cada una de las variables citologicas antes y después de la toma
del colutorio. Dado que existen dos grupos, y las medidas son en tres puntos distintos, se tiene

un total de 30 pacientes por cada grupo y punto de medida.

El primero de los subapartados contiene el analisis dentro de cada grupo, es decir la
comparacion entre las medidas antes y después de la toma del colutorio para cada parametro. Y
el segundo subapartado contiene el analisis entre grupos, es decir, la comparativa entre el grupo
control y el grupo caso antes y después de la toma del colutorio correspondiente para comprobar

la influencia del Listerine.

1.1. Anélisis dentro de cada grupo

En este apartado se ha comparado la medida de antes con la de después de la toma del colutorio
(en ambos grupos por separado) en cada variable citoldgica. Ademéas se ha realizado este

contraste en cada uno de los puntos de medida (M. Yugal, Enjuague, y Lengua).

En las siguientes tablas figuran los p-valores asociados a cada contraste efectuado para cada uno
de los grupos en consideracién. Junto al valor numérico del p-valor figura, entre paréntesis, el

test aplicado:

Grupo / Medida Variables a comparar antes y despueés Valor del p-valor
de la toma del colutorio estadistico de
contraste

Caso / M. Yugal Riqueza celular -1,536 (2) 0,125 (Wilcoxon)
Caso / M. Yugal Maduracion *x 0,688 (McNemar)
Caso / M. Yugal ATIPIA *x - (McNemar)*
Caso / M. Yugal Flora bacteriana *x 0,250 (McNemar)
Caso / M. Yugal Binucleacién *x 1,000 (McNemar)
Caso / M. Yugal Carriorexis *x - (McNemar)*
Caso / M. Yugal Mc micronucleo ** 1,000 (McNemar)
Caso / M. Yugal Inflamacion ** - (McNemar)*
Caso / M. Yugal Células superficiales -0,826 (2) 0,409 (Wilcoxon)
Caso / M. Yugal Células intermedias -0,635 (2) 0,525 (Wilcoxon)
Caso / M. Yugal Células parabasales -0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)
Caso / M. Yugal Células basales 0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)
Caso / Enjuague Riqueza celular -0,450 (2) 0,653 (Wilcoxon)
Caso / Enjuague Maduracion ** 0,625 (McNemar)
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Caso / Enjuague ATIPIA ** - (McNemar)*
Caso / Enjuague Flora bacteriana ** 0,344 (McNemar)
Caso / Enjuague Binucleacion *x 1,000 (McNemar)
Caso / Enjuague Carriorexis *x - (McNemar)*
Caso / Enjuague Mc micronucleo *x 1,000 (McNemar)
Caso / Enjuague Inflamacioén *x 0,146 (McNemar)

Caso / Enjuague Células superficiales -1,058 (2) 0,290 (Wilcoxon)
Caso / Enjuague Células intermedias -0,521 (2) 0,602 (Wilcoxon)
Caso / Enjuague Células parabasales -1,000 (2) 0,317 (Wilcoxon)
Caso / Enjuague Células basales 0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)
Caso / Lengua Riqueza celular -1,784 (2) 0,074 (Wilcoxon)
Caso / Lengua Maduracién *x 1,000 (McNemar)
Caso / Lengua ATIPIA *x - (McNemar)*
Caso / Lengua Flora bacteriana *x 0,219 (McNemar)
Caso / Lengua Binucleacion *x - (McNemar)*
Caso / Lengua Carriorexis *x - (McNemar)*
Caso / Lengua Mc micronucleo *x 1,000 (McNemar)
Caso / Lengua Inflamacion *x 1,000 (McNemar)
Caso / Lengua Células superficiales -0,036 (2) 0,972 (Wilcoxon)
Caso / Lengua Células intermedias -1,603 (2) 0,109 (Wilcoxon)
Caso / Lengua Células parabasales 0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)
Caso / Lengua Células basales 0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)
Control / M. Yugal Riqueza celular -0,839 (2) 0,401 (Wilcoxon)
Control / M. Yugal Maduracion *x 1,000 (McNemar)
Control / M. Yugal ATIPIA ** - (McNemar)*
Control / M. Yugal Flora bacteriana *x 1,000 (McNemar)
Control / M. Yugal Binucleacion *x - (McNemar)*
Control / M. Yugal Carriorexis *x - (McNemar)*
Control / M. Yugal Mc micronucleo *x 0,727 (McNemar)
Control / M. Yugal Inflamacion ** - (McNemar)*
Control / M. Yugal Células superficiales -0,067 (2) 0,947 (Wilcoxon)
Control / M. Yugal Células intermedias -0,599 (2) 0,549 (Wilcoxon)
Control / M. Yugal Células parabasales 0,000 (Z) 1,000 (Wilcoxon)
Control / M. Yugal Células basales 0,000 (Z) 1,000 (Wilcoxon)
Control / Enjuague Riqueza celular -1,401 (2) 0,161 (Wilcoxon)
Control / Enjuague Maduracion ** 0,500 (McNemar)
Control / Enjuague ATIPIA ** - (McNemar)*
Control / Enjuague Flora bacteriana ** 1,000 (McNemar)
Control / Enjuague Binucleacién ** - (McNemar)*
Control / Enjuague Carriorexis ** - (McNemar)*
Control / Enjuague Mc microntcleo ** 1,000 (McNemar)
Control / Enjuague Inflamacion ** 0,774 (McNemar)
Control / Enjuague Células superficiales -0,570 (2) 0,569 (Wilcoxon)
Control / Enjuague Células intermedias -0,675 (2) 0,500 (Wilcoxon)
Control / Enjuague Células parabasales 0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)
Control / Enjuague Células basales 0,000 (Z) 1,000 (Wilcoxon)
Control / Lengua Riqueza celular -0,354 (2) 0,723 (Wilcoxon)
Control / Lengua Maduracion ** 1,000 (McNemar)
Control / Lengua ATIPIA ** - (McNemar)*
Control / Lengua Flora bacteriana ** 0,227 (McNemar)
Control / Lengua Binucleacion ** - (McNemar)*
Control / Lengua Carriorexis ** - (McNemar)*
Control / Lengua Mc micronicleo ** 1,000 (McNemar)
Control / Lengua Inflamacion ** 0,500 (McNemar)
Control / Lengua Células superficiales -0,714 (2) 0,475 (Wilcoxon)
Control / Lengua Células intermedias -0,082 (2) 0,935 (Wilcoxon)
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Control / Lengua Células parabasales 0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)

Control / Lengua Células basales 0,000 (Z) 1,000 (Wilcoxon)

(*) De un subconjunto de las comparaciones no se ha podido realizar el analisis, las razones son:
e No hay pacientes con ATIPIA.
¢ No hay pacientes con Carriorexis.

e Dentro del grupo Caso / M. Yugal y Control / M. Yugal no hay pacientes con

inflamacion

e Dentro del grupo Caso / Lengua, y en los tres de Control no hay pacientes con

binucleacion

(**) Cuando la frecuencia esperada (b+c)/2 —pares en los que se produce cambio de ausencia a
presencia y viceversa- es pequefia, la aproximacion de la distribucion del estadistico de prueba a
la Chi-cuadrado no es buena y, en tal caso, el SPSS no calcula el estadistico anterior, sino que

realiza la prueba binomial y calcula una probabilidad. El contraste se plantea en este caso de la

siguiente forma: supongamos que c<b; en este caso la hipdtesis nula es que ¢ es un valor de una
variable X con distribucion binomial de parametros n=b+c y p=0,5. Esto ocurrira para todos los
andlisis dentro de cada grupo de pacientes donde el tamafio muestral es de 30.

La conclusidn es que no hay inflamacion para la medida M. Yugal (ni antes ni después de la

toma).

No existen diferencias significativas en ninguna de las variables entre antes y después de la
toma del enjuague, ya sea Listerine® o placebo. Por tanto se considera que en ninguna de las

medidas citolégicas se produce un cambio sustancial después de la toma del colutorio.

1.2. Andlisis entre grupos

En este apartado se ha comparado, en cada punto de medida, las variables citolégicas entre

grupos, teniendo en cuenta que cada variable citologica se compara antes y después entre cada

grupo.
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El objetivo es saber si los pacientes de ambos grupos partian de las mismas condiciones

iniciales, por un lado, y comprobar si el Listerine® produce un efecto distinto al placebo en las

citologias.

En la siguiente tabla figuran los p-valores asociados a cada contraste efectuado para cada uno de

los puntos de medida:

Punto de Variables a comparar Momento Valor del p-valor

medida entre grupos estadistico de
contraste

M. Yugal Riqueza celular Antes de la toma 379 (U) 0,263 (M-W)
M. Yugal Maduracién Antes de la toma ok 0,706 (Fisher)
M. Yugal ATIPIA Antes de la toma - (XO)*
M. Yugal Flora bacteriana Antes de la toma 0,471 (X?) 0,519 (X9
M. Yugal Binucleacion Antes de la toma - (XO)*
M. Yugal Carriorexis Antes de la toma - (XO)*
M. Yugal Mc micronticleo Antes de la toma 0,000 (X %) 1,000 (X7
M. Yugal Inflamacién Antes de la toma - (XO)*
M. Yugal Células superficiales Antes de la toma 4455 (U) 0,943 (M-W)
M. Yugal Células intermedias Antes de la toma 394,5 (U) 0,379 (M-W)
M. Yugal Células parabasales Antes de la toma 450 (U) 1,000 (M-W)
M. Yugal Células basales Antes de la toma 450 (U) 1,000 (M-W)
M. Yugal Rigueza celular Después de la toma 358 (U) 0,152 (M-W)
M. Yugal Maduracion Después de la toma ok 1,000 (Fisher)
M. Yugal ATIPIA Después de la toma - (XO)*
M. Yugal Flora bacteriana Después de la toma *rk 0,080 (Fisher)
M. Yugal Binucleacion Después de la toma 1,000 (Fisher)
M. Yugal Carriorexis Después de la toma - (XO)*
M. Yugal Mc micronticleo Después de la toma 0,089 (X %) 0,766 (X°)
M. Yugal Inflamacién Después de la toma - (XO)*
M. Yugal Células superficiales Después de la toma 382 (U) 0,280 (M-W)
M. Yugal Células intermedias Después de la toma 412 (V) 0,546 (M-W)
M. Yugal Células parabasales Después de la toma 450 (V) 1,000 (M-W)
M. Yugal Células basales Después de la toma 450 (V) 1,000 (M-W)
Enjuague Riqueza celular Antes de la toma 408 (V) 0,423 (M-W)
Enjuague Maduracién Antes de la toma il 0,237 (Fisher)
Enjuague ATIPIA Antes de la toma - (X
Enjuague Flora bacteriana Antes de la toma 0,060 (X°) 0,807 (X9)
Enjuague Binucleacion Antes de la toma - (X
Enjuague Carriorexis Antes de la toma - (X
Enjuague Mc micronticleo Antes de la toma 0,000 (X% 1,000 (X°)
Enjuague Inflamacién Antes de la toma 0,693 (X9 0,405 (X°)
Enjuague Células superficiales Antes de la toma 397,5 (U) 0,412 (M-W)
Enjuague Células intermedias Antes de la toma 427,5 (U) 0,726 (M-W)
Enjuague Células parabasales Antes de la toma 435 (U) 0,317 (M-W)
Enjuague Células basales Antes de la toma 450 (V) 1,000 (M-W)
Enjuague Riqueza celular Después de la toma 439,5 (U) 0,852 (M-W)
Enjuague Maduracién Después de la toma *kk 1,000 (Fisher)
Enjuague ATIPIA Después de la toma - (XO)*
Enjuague Flora bacteriana Después de la toma 1,623 (X9 0,203 (X9
Enjuague Binucleacion Después de la toma *kk 1,000 (Fisher)
Enjuague Carriorexis Después de la toma - (XO)*
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Enjuague Mc microndcleo Después de la toma *r 1,000 (Fisher)
Enjuague Inflamacion Después de la toma il 1,000 (Fisher)
Enjuague Células superficiales Después de la toma 396,5 (U) 0,377 (M-W)
Enjuague Células intermedias Después de la toma 426,5 (V) 0,698 (M-W)
Enjuague Células parabasales Después de la toma 450 (V) 1,000 (M-W)
Enjuague Células basales Después de la toma 450 (V) 1,000 (M-W)
Lengua Riqueza celular Antes de la toma 437 (V) 0,833 (M-W)
Lengua Maduracién Antes de la toma i 1,000 (Fisher)
Lengua ATIPIA Antes de la toma - (XO)*
Lengua Flora bacteriana Antes de la toma ok 0,026 (Fisher)
Lengua Binucleacion Antes de la toma - (XO)*
Lengua Carriorexis Antes de la toma - (XO)*
Lengua Mc microntcleo Antes de la toma 0,000 (X°) 1,000 (X%
Lengua Inflamacién Antes de la toma rrx 0,492 (Fisher)
Lengua Células superficiales Antes de la toma 402 (V) 0,428 (M-W)
Lengua Células intermedias Antes de la toma 402 (V) 0,428 (M-W)
Lengua Células parabasales Antes de la toma 450 (V) 1,000 (M-W)
Lengua Células basales Antes de la toma 450 (V) 1,000 (M-W)
Lengua Riqueza celular Después de la toma 343,3 (U) 0,080 (M-W)
Lengua Maduracién Después de la toma el 0,424 (Fisher)
Lengua ATIPIA Después de la toma - (X
Lengua Flora bacteriana Después de la toma 5,079 (X°) 0,024 (X%
Lengua Binucleacion Después de la toma - (X
Lengua Carriorexis Después de la toma - (X
Lengua Mc microntcleo Después de la toma 0,000 (X°) 1,000 (X%
Lengua Inflamacién Después de la toma ok 1,000 (Fisher)
Lengua Células superficiales Después de la toma 363,5 (U) 0,163 (M-W)
Lengua Células intermedias Después de la toma 446,5 (V) 0,955 (M-W)
Lengua Células parabasales Después de la toma 450 (V) 1,000 (M-W)
Lengua Células basales Después de la toma 450 (V) 1,000 (M-W)

(*) De un subconjunto de las comparaciones no se ha podido realizar el analisis, las razones son:

No hay pacientes con ATIPIA.

No hay pacientes con Carriorexis.

No hay pacientes con Binucleacion antes de la toma del enjuague. Tampoco después del

enjuague para la medida de la Lengua.

No hay inflamacidn para la medida M. Yugal (ni antes ni después de la toma).

(***) El test estadistico exacto de Fisher no calcula estadisticos sino que evalta la probabilidad

asociada a cada una de las tablas 2 x 2 que se pueden formar manteniendo los mismos totales de

filas y columnas que los de la tabla observada.
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1.3. Resumen general en citologia

En general, no se han detectado variaciones significativas en las citologias tras la toma de
ambos colutorios. Por tanto, ni el Listerine® ni el placebo tienen efecto sobre los factores

citologicos.

GRUPO
Grupo Listerine
TOMA CELULAR
Lengua
Flora Bacteriana después
No Si

Count Subtable N % Count Subtable N %

Flora Bacteriana ENO 24 80,0% 5 16,7%
antes si 1 3.3% 0 0%

2. Andlisis por paciente

En este apartado se toman en consideracidon las variables relacionadas con los pacientes, junto
con unas variables citolégicas que actian a modo de resumen de lo observado en las tres
medidas efectuadas (M. Yugal, Enjuague, y Lengua). Es decir, se muestran las mismas variables
del apartado anterior con una modificacion: para las variables dicotdmicas (Si/No) figura Si si
en alguno de los puntos de medida se ha obtenido un Si, y para las variables cuantitativas se ha

tomado la media de los tres puntos de medida.

Al igual que en el apartado 3.1 se realizara primero un analisis dentro de cada grupo y después

uno entre grupos. La base de datos contiene medidas de 60 individuos, 30 dentro de cada grupo.
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2.1. Anélisis dentro de cada grupo

En este apartado se ha comparado la medida de antes con la de después de la toma del colutorio

(en ambos grupos por separado) en cada variable propia del paciente junto con cada variable

resumen de las tres medidas citoldgicas.

En las siguientes tablas figuran los p-valores asociados a cada contraste efectuado para cada uno de los

grupos en consideracion. Junto al valor numérico del p-valor figura, entre paréntesis, el test aplicado:

Grupo Variables a comparar antes y después Valor del
de la toma del colutorio estadistico de
contraste p-valor

Caso CAO -1,890 (2) 0,059 (Wilcoxon)
Caso Perdida de insercion -3,319 (2) 0,001 (Wilcoxon)
Caso Sangrado -3,042 (2) 0,002 (Wilcoxon)
Caso I. Placa -2,963 (2) 0,003 (Wilcoxon)
Caso Profundidad de la bolsa -3,281 (2) 0,001 (Wilcoxon)
Caso Recesion -1,000 (2) 0,317 (Wilcoxon)
Caso Maduracion - (McNemar)*
Caso ATIPIA - (McNemar)*
Caso Flora bacteriana *x 0,289 (McNemar)
Caso Binucleacion ** 1,000 (McNemar
Caso Carriorexis - (McNemar)*
Caso Mc microntcleo ** 0,500 (McNemar)
Caso Inflamacion ** 0,092 (McNemar)
Caso Células superficiales -1,186 (2) 0,236 (Wilcoxon)
Caso Células intermedias -1,545 (2) 0,122 (Wilcoxon)
Caso Células parabasales -1,000 (2) 0,317 (Wilcoxon)
Caso Células basales 0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)
Control CAO -1,000 (2) 0,317 (Wilcoxon)
Control Perdida de insercién -2,797 (2) 0,005 (Wilcoxon)
Control Sangrado -2,486 (2) 0,013 (Wilcoxon)
Control I. Placa -3,388 (2) 0,001 (Wilcoxon)
Control Profundidad de la bolsa -2,756 (2) 0,006 (Wilcoxon)
Control Recesion -1,000 (2) 0,317 (Wilcoxon)
Control Maduracion ** 1,000 (McNemar)
Control ATIPIA - (McNemar)*
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Control Flora bacteriana *x 1,000 (McNemar)
Control Binucleacion - (McNemar)*

Control Carriorexis - (McNemar)*

Control Mc micronucleo ** 1,000 (McNemar)
Control Inflamacién ** 0,774 (McNemar)
Control Células superficiales -0,244 (Z) 0,807 (Wilcoxon)
Control Células intermedias -0,137 (2) 0,891 (Wilcoxon)
Control Células parabasales 0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)
Control Células basales 0,000 (2) 1,000 (Wilcoxon)

(*) De un subconjunto de las comparaciones no se ha podido realizar el analisis, las razones son:
e En el grupo Caso todos los pacientes tienen Maduracion.
¢ No hay pacientes con ATIPIA.
¢ No hay pacientes con Carriorexis.

¢ No hay pacientes con Binucleacion en el grupo Control.

(**) Cuando la frecuencia esperada (b+c)/2 —pares en los que se produce cambio de ausencia a
presencia y viceversa- es pequefia la aproximacion de la distribucion del estadistico de prueba a
la chi-cuadrado no es buena y, en tal caso, el SPSS no calcula el estadistico anterior, sino que
realiza la prueba binomial y calcula una probabilidad. El contraste se plantea en este caso de la
siguiente forma: supongamos que c<b; en este caso la hipdtesis nula es que ¢ es un valor de una
variable X con distribucion binomial de parametros n=b+c y p=0,5. Esto ocurrira para todos los

analisis dentro de cada grupo de pacientes donde el tamafio muestral es de 30.

Existen diferencias significativas en las variables Pérdida de insercion, Sangrado, I. Placa, y
Profundidad de la bolsa en ambos grupos de pacientes. En los siguientes graficos se aprecian

dichas diferencias:
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Sangrado I. Placa
Grupo caso Grupo caso
5 - 0,8
4 82 0,6 58
3 -
2 4 0,4 \
14 1,3 0,2 0,24
0 - . . 0 - T
Antes Después Antes Después
Profundidad de la bolsa Pérdida de insercion
Grupo caso Grupo caso
1,6 - 1,7
il 56 il
1,5 - 1,6 64
1,4 1,5
1,3 - 131 14 1,38
1,2 4 1,3
1,1 T T 1 1,2 T T
Antes Después Antes Después
Sangrado I. Placa
Grupo control Grupo control
4 - 0,6 -
31 .
3 0,4
2 -]
1- 1,14 0.2 0,18
0 - . . 0 - T
Antes Después Antes Después
Profundidad de la bolsa Pérdida de insercion
Grupo control Grupo control
1,6 - 1,6 58
15 - 53 15
1,4 1,4 2
1,35
1,3 - 1,31 1,3
1,2 T T 1 1,2 T T
Antes Después Antes Después
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Se observa como en cada parametro, para ambos grupos, el valor desciende después de la

toma del enjuague.

2.2. Analisis entre grupos

En este apartado se han comparado las variables de cada paciente junto a las resumen
citologicas entre grupos, teniendo en cuenta que cada variable se compara antes y después entre
cada grupo.

En la siguiente tabla figuran los p-valores asociados a cada contraste efectuado para cada uno de

los puntos de medida:

Variables Momento Valor del p-valor
estadistico
de contraste

CAO Antes de la toma del colutorio 437 (U) 0,847 (M-W)
Perdida de insercion Antes de la toma del colutorio 429,5 (V) 0,762 (M-W)
Sangrado Antes de la toma del colutorio 391 (V) 0,376 (M-W)
I. Placa Antes de la toma del colutorio 4115 (V) 0,569 (M-W)
Profundidad de la bolsa Antes de la toma del colutorio 436,5 (V) 0,842 (M-W)
Recesion Antes de la toma del colutorio 382 (U) 0,223 (M-W)
Maduracion Antes de la toma del colutorio - (X9)*
ATIPIA Antes de la toma del colutorio - (X9)*

Flora bacteriana Antes de la toma del colutorio 0,111 (X°) 0,739 (X?)
Binucleacion Antes de la toma del colutorio - (X9)*
Carriorexis Antes de la toma del colutorio - (X9)*

Mc microntcleo Antes de la toma del colutorio Fxk 1,000 (Fisher)
Inflamacién Antes de la toma del colutorio 0,693 (X?) 0,405 (X?)
Células superficiales Antes de la toma del colutorio 417,5 (V) 0,627 (M-W)
Células intermedias Antes de la toma del colutorio 367 (U) 0,215 (M-W)
Células parabasales Antes de la toma del colutorio 435 (U) 0,317 (M-W)
Células basales Antes de la toma del colutorio 450 (U) 1,000 (M-W)
CAO Después de la toma del colutorio 438,5 (V) 0,865 (M-W)
Perdida de insercion Después de la toma del colutorio 378,5 (V) 0,290 (M-W)
Sangrado Después de la toma del colutorio 415 (V) 0,559 (M-W)
I. Placa Después de la toma del colutorio 394,5 (U) 0,530 (M-W)
Profundidad de la bolsa Después de la toma del colutorio 394,5 (U) 0,412 (M-W)
Recesion Después de la toma del colutorio 379,5(V) 0,207 (M-W)
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Maduracion Después de la toma del colutorio HAx 1,000 (Fisher)
ATIPIA Después de la toma del colutorio - (X9)*

Flora bacteriana Después de la toma del colutorio 1,491(X?) 0,222 (X?)
Binucleacion Después de la toma del colutorio Fhx 1,000 (Fisher)
Carriorexis Después de la toma del colutorio - (X9)*

Mc micronucleo Después de la toma del colutorio Fhx 1,000 (Fisher)
Inflamacién Después de la toma del colutorio 0,268 (X?) 0,605 (X?)
Células superficiales Después de la toma del colutorio 375 (V) 0,262 (M-W)
Células intermedias Después de la toma del colutorio 424 (U) 0,697 (M-W)
Células parabasales Después de la toma del colutorio 450 (U) 1,000 (M-W)
Células basales Después de la toma del colutorio 450 (U) 1,000 (M-W)

(*) De un subconjunto de las comparaciones no se ha podido realizar el analisis, las razones son:
e No hay pacientes con ATIPIA.
¢ No hay pacientes con Carriorexis.
¢ No hay pacientes con Binucleacion antes de la toma del enjuague.

e Todos los pacientes tienen Maduracién antes de la toma del enjuague.

(***) El test estadistico exacto de Fisher no calcula estadisticos sino que evalua la probabilidad
asociada a cada una de las tablas 2 x 2 que se pueden formar manteniendo los mismos totales de

filas y columnas que los de la tabla observada.

No existen diferencias significativas entre grupos para ninguna de las variables consideradas.

2.3. Resumen general en pacientes

Se han hallado diferencias significativas, dentro de cada grupo de pacientes, en las variables
Pérdida de insercién, Sangrado, I. Placa, y Profundidad de la bolsa en ambos grupos de
pacientes. En cambio, entre grupos, no se han encontrado diferencias significativas para ninguna
de las variables consideradas.

Entonces, como los valores de estas caracteristicas se pueden considerar iguales en ambos
grupos, tanto antes como después de la toma del colutorio, se concluye que la reduccion de los
valores tras la toma del colutorio es independiente de si es Listerine o placebo, es decir, el

Listerine no tiene un efecto distinto al de un placebo.
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3. ANEXO

Tablas del anélisis por pacientes:

T1.- CAO antes y después del uso del colutorio

N

Media

CAO Desviacion tipica
antes Minimo

Maximo

Mediana

N

Media

CAO Desviacion tipica
después Minimo

Maximo

Mediana

T2.- % de sangrado antes y después del uso del colutorio

Grupo Caso

30
8,97
4,83

,00

19,00
9,00

30
9,13
4,90

19,00
9,00

Grupo
Control

30
10,07
7,18
,00
28,00
8,00
30
10,10
17
,00
28,00
8,00

N

Media

Sangrado Desviacion tipica
antes Minimo

Maximo

Mediana

N

Media

Sangrado Desviacion tipica
después Minimo

Maximo

Mediana

Grupo Caso

Grupo
Control

30
3,31
4,58

,00

14,58
1,72
30
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T3.- I1.Placa antes vy después del uso del colutorio

Grupo Caso Grupo

Control
N 30 30
Media ,58 ,52
. Placa | Desviacion tipica A7 46
antes Minimo ,00 ,00
Maximo 1,57 1,45
Mediana ,53 ,33
N 29 30
Media 24 18
. Placa | Desviacion tipica 34 25
después Minimo ,00 ,00
Maximo 1,57 ,85
Mediana A7 ,08

T4.- Profundidad de la bolsa antes y después del uso del colutorio

Grupo
Grupo Caso
Control
N 30 30
Media 1,56 1,53
Profundidad de | Desviacion tipica ,36 ,32
la bolsa antes Minimo 1,13 1,05
Maximo 2,36 2,79
Mediana 1,45 1,47
N 30 30
Media 1,31 1,31
Profundidad de
Desviacion tipica 21 32
la bolsa
Minimo 1,04 1,01
después
Maximo 1,95 2,25
Mediana 1,29 1,23
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T5.- Recesién antes y después del uso del colutorio

Recesion

antes

Recesion

después

T6.- Pérdida de insercion antes y después del uso del colutorio

N

Media
Desviacion tipica
Minimo

Maximo

Mediana

N

Media
Desviacion tipica
Minimo

Maximo

Mediana

Grupo Caso Grupo

Control
30 30
,08 ,04
18 ,08
,00 ,00
75 ,28
,00 ,00
30 30
,08 ,04
18 ,08
,00 ,00
75 28
,00 ,00

Pérdida

Pérdida
insercion

después

de

insercion antes

de

N
Media

Minimo
Maximo
Mediana
N

Media

Minimo
Maximo

Mediana

Desviacion tipica

Desviacion tipica

Grupo Caso

30
1,64
,38
1,13
2,50
1,59
30
1,38

1,04
1,95
1,37

Grupo
Control

30
1,58
,33
1,05
2,79
1,48
30
1,35

1,02
2,25
1,29

T7.- Maduracion antes y después del uso del colutorio

Maduracién

antes

Maduracion

después

Total
Si
Total
Si

No

Grupo Caso
%
30 100,0%
30 100,0%
30 100,0%
30 100,0%
0 ,0%

Grupo Control
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30
29

%

100,0%
100,0%
100,0%

96,7%
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En las tablas con la extension bis, los porcentajes de las cuatro celdas para cada grupo suman

100 y lo que muestran son los cambios en la presencia o ausencia de la caracteristica tras la

toma del colutorio. Por ejemplo, en la T7bis, todos los pacientes del grupo caso tenian

maduracion antes de la toma y la han mantenido después, mientras que en el grupo control, sélo

1 paciente ha perdido la maduracion tras la toma del placebo.

T7bis.- Maduracion antes y después del uso del colutorio

Grupo Listerine

Maduracion después

Grupo placebo

Maduracion después

No Si No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
Maduracién No 0 0% 0 0% 0% 0 ,0%
antes Si 0 0% 30 100,0% 3,3% 29 96,7%
T8.- ATIPIA antes y después del uso del colutorio
Grupo Caso Grupo Control
N % N %
Total 30 100,0% 30 100,0%
ATIPIA antes
No 30 100,0% 30 100,0%
Total 30 100,0% 30 100,0%
ATIPIA después
No 30 100,0% 30 100,0%
T8bis.- ATIPIA antes vy después del uso del colutorio
Grupo Listerine Grupo placebo
ATIPIA después ATIPIA después
No Si No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
ATIPIA | No 30 100,0% 0 0% 30 100,0% 0 0%
antes Si 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
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T9.- Binucleacién antes v después del uso del colutorio

Grupo Caso
N %

Binucleacion Total 30 100,0%
antes No 30 100,0%

Total 30 100,0%
Binucleacion No 29 96,7%
después

Si 1 3,3%

T9bis.- Binucleacidn antes y despu

Grupo Control

N %
30 100,0%
30 100,0%
30 100,0%
30 100,0%
0 0%

és del uso del colutorio

Grupo Listerine

Binucleacion después

Grupo placebo

Binucleacion después

No Si No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
Binucleacion No 29 96,7% 1 3,3% 30 100,0% 0 ,0%
antes Si 0 ,0% 0 ,0% 0 ,0% 0 ,0%
T10.- Carriorexis antes y después del uso del colutorio
Grupo Caso Grupo Control
N % N %
Carriorexis Total 30 100,0% 30 100,0%
antes No 30 100,0% 30 100,0%
Carriorexis Total 30 100,0% 30 100,0%
después No 30 100,0% 30 100,0%
T10bis.- Carriorexis antes y después del uso del colutorio
Grupo Listerine Grupo placebo
Carriorexis después Carriorexis después
No Si No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
Carriorexis No 30 100,0% 0 0% 30 100,0% 0 0%
antes Si 0 ,0% 0 0% 0 0% 0 0%
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T11.- Micronucleo antes y después del uso del colutorio

%

100,0%
96,7%
3,3%
100,0%
96,7%

Grupo Caso Grupo Control
N % N

Total 30 100,0% 30
Micronucleo

Si 30 100,0% 29
antes

No 0 ,0% 1

Total 30 100,0% 30
Micronucleo

. Si 28 93,3% 29

después

No 2 6,7% 1

3,3%

T11bis.- Microntcleo antes v después del uso del colutorio

Grupo Listerine

Micronticleo después

No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
Micronticleo No 0 0% 0 0%
antes Si 2 6,7% 28 93,3%

T12.- Inflamacién antes y después del uso del colutorio

Grupo Caso Grupo Control
N % N

Total 30 100,0% 30
Inflamacion

Si 22 73,3% 19
antes

No 8 26,7% 11

Total 30 100,0% 30
Inflamacion

. Si 15 50,0% 17

después

No 15 50,0% 13
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Grupo placebo

Micronticleo después

No
Count Subtable N %
0 ,0%
1 3,3%

%

100,0%
63,3%
36,7%

100,0%
56,7%
43,3%

Count

Si

Subtable N %

3,3%
93,3%



Inflamacion
antes

T12bis.- Inflamacion antes y después del uso del colutorio

Grupo Listerine

Inflamacion después

No
Count Subtable N % Count
No 5 16,7%
Si 10 33,3%

T13.- Células superficiales antes y después del uso del colutorio

Si

Subtable N %

Grupo Caso
N 30
y colul Media 47,00
élulas
’ Desviacion tipica 12,45
superficiales
‘ Minimo 16,67
antes
Maximo 63,33
Mediana 53,33
N 30
y colul Media 50,33
¢élulas
b Desviacién tipica 9,68
superficiales
. Minimo 16,67
después _—
Maximo 60,00
Mediana 53,33

T14.- Células intermedias antes y después del uso del colutorio

Grupo
Control

30
48,56
11,03
20,00
60,00
53,33

30
45,56
15,27

,00
60,00
50,00

Grupo Caso
N 30
y colul Media 39,56
élulas
’ Desviacion tipica 9,54
intermedias
‘ Minimo 13,33
antes
Maximo 56,67
Mediana 43,33
N 30
y célul Media 43,00
élulas
’ Desviacion tipica 9,64
intermedias
. Minimo 16,67
después -
Maximo 63,33
Mediana 43,33

Grupo
Control

30
43,00
9,72
13,33
60,00
43,33
30
42,22
14,63
,00
70,00
43,33
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Grupo placebo

Inflamacion después

No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
6 20,0% 5 16,7%
7 23,3% 12 40,0%



T15.- Células parabasales antes y después del uso del colutorio

Grupo
Grupo Caso
Control
N 30 30
Media 1 ,00
% Células
Desviacion tipica ,61 ,00
parabasales Minimo 00 00
antes ' '
Maximo 3,33 ,00
Mediana ,00 ,00
N 30 30
Media ,00 ,00
% Células
Desviacion tipica ,00 ,00
parabasales TE— i i
después : :
Maximo ,00 ,00
Mediana ,00 ,00

T16.- Células basales antes y después del uso del colutorio

Grupo
Grupo Caso Control
ontro
N 30 30
% Colul Media ,00 ,00
élulas
b° | Desviacién tipica 00 00
asales
‘ Minimo ,00 ,00
antes
Maximo ,00 ,00
Mediana ,00 ,00
N 30 30
% Célul Media ,00 ,00
¢élulas
bo | Desviacion tipica ,00 ,00
asales
4 . Minimo ,00 ,00
espués
P Maximo ,00 ,00
Mediana ,00 ,00
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Tablas del analisis por citologia:

T17.- Riqueza celular antes v después del uso del colutorio

TOMA CELULAR
M. Yugal Enjuague Lengua
Grupo Caso Grupo Control Grupo Caso Grupo Control Grupo Caso Grupo Control
N % N % N % N % N % N %
Total 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
Riqueza 0 5 16,7% 3 10,0% 3 10,0% 1 3,3% 4 13,3% 4 13,3%
celular 1 6 20,0% 14 46,7% 2 6,7% 0 ,0% 13 43,3% 12 40,0%
antes 2 15 50,0% 11 36,7% 4 13,3% 6 20,0% 13 43,3% 14 46,7%
3 4 13,3% 2 6,7% 21 70,0% 23 76,7% 0 ,0% 0 ,0%
Total 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
Riqueza 0 3 10,0% 4 13,3% 1 3,3% 2 6,7% 2 6,7% 5 16,7%
celular 1 7 23,3% 8 26,7% 2 6,7% 3 10,0% 9 30,0% 12 40,0%
después 2 10 33,3% 15 50,0% 7 23,3% 5 16,7% 18 60,0% 13 43,3%
3 10 33,3% 3 10,0% 20 66,7% 20 66,7% 1 3,3% 0 ,0%
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T18.- Maduracién antes y después del uso del colutorio

M. Yugal
Grupo Caso Grupo Control
N % N %
Total 30 100,0% 30 100,0%
Maduracion
No 5 16,7% 3 10,0%
antes
Si 25 83,3% 27 90,0%
Total 30 100,0% 30 100,0%
Maduracién
. No 3 10,0% 4 13,3%
después
Si 27 90,0% 26 86,7%
T18bis.- Maduracién antes y después del uso del colutorio
M. Yugal
Maduracion después
No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
Maduracion | No 1 3,3% 4 13,3%
antes Si 2 6,7% 23 76,7%

GRUPO = Grupo Listerine

TOMA CELULAR
Enjuague Lengua
Grupo Caso Grupo Control Grupo Caso Grupo Control
N % N % N % N %
30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
3 10,0% 0 ,0% 4 13,3% 4 13,3%
27 90,0% 30 100,0% 26 86,7% 26 86,7%
30 100,0% 30 100,0% 29 100,0% 30 100,0%
1 3,3% 2 6,7% 2 6,9% 5 16,7%
29 96,7% 28 93,3% 27 93,1% 25 83,3%
TOMA CELULAR
Enjuague Lengua
Maduracion después Maduracion después
No Si No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
0 ,0% 3 10,0% 1 3,4% 2 6,9%
1 3,3% 26 86,7% 1 3,4% 25 86,2%
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T18bis.- Maduracién antes y después del uso del colutorio

TOMA CELULAR
M. Yugal Enjuague Lengua
Maduracion después Maduracion después Maduracion después
No Si No Si No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
Maduracién No 0 ,0% 3 10,0% 0 ,0% 0 0% 0 ,0% 4 13,3%
antes Si 4 13,3% 23 76,7% 2 6,7% 28 93,3% 5 16,7% 21 70,0%
GRUPO = Grupo placebo
T19.- ATIPIA antes y después del uso del colutorio
TOMA CELULAR
M. Yugal Enjuague Lengua
Grupo Caso Grupo Control Grupo Caso Grupo Control Grupo Caso Grupo Control
N % N % N % N % N % N %
Total 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
ATIPIA antes
No 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
Total 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
ATIPIA después
No 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
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T19bis.- ATIPIA antes v después del uso del colutorio

M. Yugal
ATIPIA después
No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
ATIPIA No 30 100,0% 0 ,0%
antes Si 0 0% 0 0%

GRUPO = Grupo Listerine

T19bis.- ATIPIA antes y después del uso del colutorio

M. Yugal
ATIPIA después
No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
ATIPIA  No 30 100,0% 0 0%
antes Si 0 0% 0 0%

GRUPO = Grupo placebo

Count

Count

30

No

No

TOMA CELULAR

Enjuague

ATIPIA después

Subtable N %

100,0%
0%

TOMA CELULAR

Enjuague

ATIPIA después

Subtable N %

100,0%
0%

96

Count

Count

Si

Si

Lengua
ATIPIA después
No Si
Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
0% 30 100,0% 0 ,0%
0% 0 0% 0 ,0%
Lengua
ATIPIA después
No Si
Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
0% 30 100,0% 0 ,0%
0% 0 0% 0 ,0%



T20.- Binucleacién antes y después del uso del colutorio

Binucleacion

antes

Binucleacion

después

Total
No
Total
No

Si

Grupo Caso

30
30
30
29

M. Yugal

%

100,0%
100,0%
100,0%

96,7%

3,3%

Grupo Control

30
30
30
30

%

100,0%
100,0%
100,0%
100,0%

0%

Grupo Caso
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30
30
30
29

TOMA CELULAR

Enjuague

% N

100,0%
100,0%
100,0%

96,7%

3,3%

Grupo Control

29
29
30
30

%

100,0%
100,0%
100,0%
100,0%

0%

Grupo Caso

30
30
30
30

Lengua

%

100,0%
100,0%
100,0%
100,0%

0%

Grupo Control

30
30
30
30

%

100,0%
100,0%
100,0%
100,0%

0%



T20bis.- Binucleacién antes y después del uso del colutorio

M. Yugal

Binucleacion después

No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count
Binucleacién No 29 96,7% 1 3,3% 29
antes Si 0 0% 0 0% 0
GRUPO = Grupo Listerine
T20bis.- Binucleacion antes y después del uso del colutorio
M. Yugal
Binucleacion después
No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count
Binucleacion | No 30 100,0% 0 0% 29
antes Si 0 0% 0 0% 0

GRUPO = Grupo placebo

TOMA CELULAR

Enjuague

Binucleacion después

No
Subtable N % Count
96,7%
,0%
TOMA CELULAR
Enjuague
Binucleacion después
No
Subtable N % Count
100,0%
,0%
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Si

Si

Subtable N %

3,3%
,0%

Subtable N %

,0%
,0%

Lengua

Binucleacion después

No
Count Subtable N % Count
30 100,0%
0 ,0%
Lengua
Binucleacion después
No
Count Subtable N % Count
30 100,0%
0 ,0%

Si

Si

Subtable N %

0%
0%

Subtable N %

0%
0%



T21.- Carriorexis antes y después del uso del colutorio

TOMA CELULAR
M. Yugal Enjuague Lengua
Grupo Caso Grupo Control Grupo Caso Grupo Control Grupo Caso Grupo Control
N % N % N % N % N % N %
Carriorexis Total 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
antes No 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
Carriorexis Total 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
después No 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0% 30 100,0%
T21bis.- Carriorexis antes y después del uso del colutorio
TOMA CELULAR
M. Yugal Enjuague Lengua
Carriorexis después Carriorexis después Carriorexis después
No Si No Si No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
Carriorexis No 30 100,0% 0 ,0% 30 100,0% 0 ,0% 30 100,0% 0 ,0%
antes Si 0 ,0% 0 ,0% 0 ,0% 0 ,0% 0 ,0% 0 0%

GRUPO = Grupo Listerine
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T21bis.- Carriorexis antes v después del uso del colutorio

M. Yugal
Carriorexis después
No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
Carriorexis No 30 100,0% 0 0%
antes Si 0 0% 0 0%

GRUPO = Grupo placebo

T22.- Mc micronucleo antes y después del uso del colutorio

M. Yugal
Grupo Caso Grupo Control
N % N

Total 30 100,0% 30
Microntcleo

No 6 20,0% 6
antes

Si 24 80,0% 24

Total 30 100,0% 30
Micronucleo

No 7 23,3% 8
después

Si 23 76,7% 22

Count

%

100,0%
20,0%
80,0%

100,0%
26,7%
73,3%

TOMA CELULAR

Enjuague

Carriorexis después

No
Subtable N % Count
100,0% 0
,0% 0
TOMA CELULAR
Enjuague
Grupo Caso
N % N
30 100,0%
3 10,0%
27 90,0%
30 100,0%
3 10,0%
27 90,0%

100

Si

Subtable N %

,0%
,0%

Grupo Control

30
3

%

100,0%
10,0%
90,0%

100,0%
10,0%
90,0%

Lengua

Carriorexis después

No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
30 100,0% 0 ,0%
0 ,0% 0 ,0%
Lengua
Grupo Caso Grupo Control
N % N %
30 100,0% 30 100,0%
9 30,0% 9 30,0%
21 70,0% 21 70,0%
30 100,0% 30 100,0%
8 26,7% 8 26,7%
22 73,3% 22 73,3%



T22bis.- Mc microntcleo antes v después del uso del colutorio

M. Yugal

Micronticleo después

No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
Micronicleo | NoO 3 10,0% 3 10,0%
antes Si 4 13,3% 20 66,7%

GRUPO = Grupo Listerine

TOMA CELULAR

Enjuague

Microntcleo después

T22bis.- Mc micronucleo antes y después del uso del colutorio

M. Yugal

Microntcleo después

No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
Microntcleo No 3 10,0% 3 10,0%
antes Si 5 16,7% 19 63,3%

GRUPO = Grupo placebo

No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
1 3,3% 2 6,7%
2 6,7% 25 83,3%
TOMA CELULAR
Enjuague
Microntcleo después
No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
1 3,3% 2 6,7%
2 6,7% 25 83,3%
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Lengua

Micronticleo después

No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
4 13,3% 5 16,7%
4 13,3% 17 56,7%
Lengua
Micronticleo después
No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
2 6,7% 7 23,3%
6 20,0% 15 50,0%



T23.- Inflamacién antes vy después del uso del colutorio

Count

M. Yugal
Grupo Caso Grupo Control
N % N %
Total 30 100,0% 30 100,0%
Inflamacién
No 30 100,0% 30 100,0%
antes
Si 0 ,0% 0 ,0%
Total 30 100,0% 30 100,0%
Inflamacién
No 30 100,0% 30 100,0%
después
Si 0 ,0% 0 0%
T23bis.- Inflamacion antes vy después del uso del colutorio
M. Yugal
Inflamacion después
No Si
Count Subtable N % Count Subtable N %
Inflamacién No 30 100,0% 0 0%
antes Si 0 0% 0 0%

GRUPO = Grupo Listerine

TOMA CELULAR
Enjuague
Grupo Caso Grupo Control
N % N %
30 100,0% 30 100,0%
8 26,7% 11 36,7%
22 73,3% 19 63,3%
30 100,0% 30 100,0%
14 46,7% 13 43,3%
16 53,3% 17 56,7%
TOMA CELULAR
Enjuague

Inflamacion después

No Si
Subtable N % Count Subtable N %
16,7% 3 10,0%
30,0% 13 43,3%
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Count

No

Lengua
Grupo Caso
% N
30 100,0%
30 100,0%
0 ,0%
30 100,0%
29 96,7%
1 3,3%
Lengua

Inflamacion después

Subtable N %

96,7%
0%

Count

Grupo Control

30
28

30
30

Si

%

100,0%
93,3%
6,7%
100,0%
100,0%
,0%

Subtable N %

3,3%
,0%



T23bis.- Inflamacion antes y después del uso del colutorio

TOMA CELULAR
M. Yugal Enjuague Lengua
Inflamacion después Inflamacion después Inflamacion después
No Si No Si No Si
Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N % Count Subtable N %
Inflamacién No 30 100,0% 0 ,0% 6 20,0% 5 16,7% 28 93,3% 0 ,0%
antes Si 0 ,0% 0 ,0% 7 23,3% 12 40,0% 2 6,7% 0 ,0%

GRUPO = Grupo placebo
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T24.- Células superficiales antes y después del uso del colutorio

% Células
superficiales

antes

% Células
superficiales

después

N

Media
Desviacion tipica
Minimo

Maximo

Mediana

N

Media
Desviacion tipica
Minimo

Maximo

Mediana

M. Yugal

Grupo Caso

30
45,67
21,61

60,00
50,00

30
49,33
18,18

60,00
60,00

Grupo
Control

30
46,67
19,18

,00
60,00
55,00

30
45,33
20,13

,00
60,00
50,00

Grupo Caso

TOMA CELULAR
Enjuague

Grupo

Control
30 30
45,33 50,33
16,76 8,90
,00 30,00
60,00 60,00
50,00 50,00
30 30
50,00 47,33
11,74 13,88
,00 ,00
60,00 60,00
50,00 50,00

Lengua

Grupo Caso

30
50,00
20,68

70,00
60,00

30
51,67
15,99

60,00
60,00
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Grupo
Control

30
48,67
20,30

,00
70,00
60,00

30
44,00
22,38

,00
70,00
50,00



T25.- Células intermedias antes y después del uso del colutorio

% Células
intermedias

antes

% Células
intermedias

después

N

Media
Desviacion tipica
Minimo

Maximo

Mediana

N

Media
Desviacion tipica
Minimo

Maximo

Mediana

M. Yugal

Grupo Caso

30
37,67
18,13

60,00
40,00

30
40,67
15,62

60,00
40,00

Grupo
Control

30
43,33
18,26

,00
80,00
40,00

30
41,33
18,71

,00
80,00
40,00

TOMA CELULAR

Enjuague

Grupo Caso

30
44,33
16,54

60,00
50,00

30
46,67
11,24

60,00
50,00

Grupo
Control

30
47,67
12,51

,00
70,00
50,00

30
46,00
13,54

,00
60,00
50,00

Lengua

Grupo Caso
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30
36,67
15,61

60,00
40,00

30
41,67
13,67

70,00
40,00

Grupo
Control

30
38,00
16,27

,00
60,00
40,00

30
39,33
20,50

,00
80,00
40,00



T26.- Células parabasales antes y después del uso del colutorio

TOMA CELULAR
M. Yugal Enjuague Lengua
Grupo Grupo Grupo
Grupo Caso Grupo Caso Grupo Caso
Control Control Control
N 30 30 30 30 30
y Colul Media ,00 ,00 33 ,00 ,00
élulas
’ Desviacion tipica ,00 ,00 1,83 ,00 ,00
parabasales
‘ Minimo ,00 ,00 ,00 ,00 ,00
antes
Maximo ,00 ,00 10,00 ,00 ,00
Mediana ,00 ,00 ,00 ,00 ,00
N 30 30 30 30 30
” Célul Media ,00 ,00 ,00 ,00 ,00
élulas
’ Desviacion tipica ,00 ,00 ,00 ,00 ,00
parabasales
i Minimo ,00 ,00 ,00 ,00 ,00
después .
Maximo ,00 ,00 ,00 ,00 ,00
Mediana ,00 ,00 ,00 ,00 ,00
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T27.- Células basales antes y después del uso del colutorio

%  Células
basales

antes

%  Células
basales

después

N

Media
Desviacion tipica
Minimo

Maximo

Mediana

N

Media
Desviacion tipica
Minimo

Maximo

Mediana

M. Yugal

Grupo Caso

Grupo
Control

TOMA CELULAR

Enjuague

Grupo
Grupo Caso
Control

Lengua

Grupo Caso

107

Grupo
Control
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Los colutorios se utilizan para el tratamiento de una amplia gama de condiciones orales, entre
las cuales se incluyen el tratamiento de la halitosis, la gingivitis y periodontitis con el fin de
inhibir o reducir la placa bacteriana y como profilaxis tras la cirugia periodontal. También se ha
empleado como tratamiento sintomatico de las ulceras aftosas, como terapia para las infecciones

por Candida y para el alivio del dolor causado por procesos inflamatorios orales (14, 126).

El etanol se usa como disolvente de los agentes activos en muchos colutorios disponibles en el

mercado con concentraciones que van del 6% al 26,9% (14).

Las ventajas que incluye el etanol son sus propiedades antisépticas, sus propiedades de

conservante activo, su bajo coste y su facilidad de produccién.

El consumo de alcohol ha sido reconocido como uno de los principales factores de riesgo para el
desarrollo cancer oral (127). El consumo excesivo de alcohol que contienen las bebidas
alcohdlicas también se asocia con un mayor riesgo de desarrollar otros canceres de cabeza y el
cuello, como céancer de faringe y laringe, (128, 129) asi como otras enfermedades crénicas,
incluyendo enfermedades cardiacas, enfermedad de Alzheimer, derrame cerebral, enfermedad

hepatica, enfermedades respiratorias cronicas, diabetes mellitus y enfermedad 6sea (129).

A pesar de la relacién concreta entre el consumo cronico de alcohol y el céncer oral, el papel
exacto del alcohol en la patogénesis de la enfermedad no se conoce completamente, y por tanto

deben considerarse los siguientes puntos:
1. No todos los pacientes con cancer oral consumen alcohol.

2. No todas las personas que ingieren bebidas alcohdlicas de forma habitual desarrollan cancer

oral.

Ademas, el tabaquismo y el consumo de alcohol son factores de riesgo sinérgicos para la
carcinogénesis oral. Esto hace que sea dificil evaluar los efectos de estos factores por separado,
ya que aproximadamente el 75% de todos los canceres orales surgen de la asociacion del

consumo de alcohol y el tabaco (29, 127, 130).

Esto coincidié con un estudio de casos y controles que se llevd a cabo en el oeste de Nueva
York cuyos resultados confirman los hallazgos anteriores sobre que el tabaquismo y el consumo
de alcohol confieren un riesgo sustancial de padecer cancer oral. Los resultados también
confirman que la mala higiene bucal aumenta el riesgo de cancer oral, aunque este efecto es

mucho menor que el del tabaquismo y el consumo de alcohol (131).

También surgen dificultades en establecer una correcta medicion de la ingesta de alcohol, por lo

que es dificil de evaluar completamente el papel del alcohol en el desarrollo de céncer oral.
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El posible efecto nocivo de los colutorios que contienen alcohol surge del hecho de que muchos
de éstos contienen altas concentraciones de etanol y de que se mantienen en contacto directo

con la mucosa oral (3).

El alcohol aplicado de forma topica tiene un ligero efecto céustico y astringente y por tanto
destruye los tejidos en la cavidad oral.

Entre los efectos adversos descritos en la literatura se incluyen sensacion de ardor bucal,
sequedad de las mucosas y alteraciones en la dureza de los materiales de restauracion. Sin
embargo, hay opiniones encontradas en la literatura respecto a la relacion, si las hubiere, entre el

uso de enjuagues bucales que contienen alcohol y el cancer oral.

También se han descrito alteraciones locales como desprendimiento del epitelio, ulceraciones
en la mucosa, gingivitis, petequias y dolor oral (3); se han observado en personas que han
usado colutorios con 25% o mas de alcohol (18) y aparicion de lesiones blancas asociadas al
uso prolongado de colutorios con alcohol en mucosa oral humana y en animales de

experimentacion (17).

Pham y cols. (132), informaron la aparicion de lesiones maculares eritematosas bien delimitadas
localizadas en el centro del paladar duro en dos pacientes que usaban frecuentemente Listerine
Pocket Paks - Cool Mint. En ambos casos tras su supresion las lesiones desaparecieron.

Algunos estudios parecen confirmar que el etanol por si solo aumenta el riesgo de cancer oral.
Sin embargo, como el etanol por si mismo no es cancerigeno, los mecanismos exactos de

carcinogénesis oral asociada con etanol siguen siendo mal entendidos.

-Reis y cols. (133) evaluaron diferentes parametros citologicos en células exfoliadas del borde
lateral de la lengua y de la mucosa yugal en pacientes consumidores de etanol no fumadores de
Salvador/BA-Brasil:

-La frecuencia de microndcleos (MN): que son biomarcadores de efecto utilizados para
evaluar el dafio genético de poblaciones expuestas, ya sea de células epiteliales o de
linfocitos. Son nucleos pequefios que se ubican al lado del nucleo celular que indican algin
tipo de aberracion cromosdmica que pudo producirse como efecto de la exposicion a

agentes ambientales (134).
-La proporcion anormal nlcleo/citoplasma.

-Nucleos picndticos: donde este se observa encogido y en altos niveles es una respuesta de

lesién o dafio celular.

-Células con nucleo en cariorresis 0 desintegracion nuclear: donde la membrana nuclear
desaparece y la cromatina se observa condensada en grupos.
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-Células con nucleos en cariolisis o disoluciéon nuclear: donde la membrana nuclear se

conserva y la cromatina esta en disolucion (135).

El grupo de etanol consistia en 36 personas alcohdlicos no fumadores seleccionados entre los
pacientes que asistian al centro de desintoxicacion de Ana Nery Hospital psiquiatrico
(Salvador/BA-Brasil), cuyo Comité de ética habia aprobado el estudio. EI grupo de control
estaba integrado por 18 personas abstemios de alcohol y tabaco, también seleccionados en

Salvador/BA-Brasil de grupos religiosos.

El presente estudio indica que la exposicion crénica al etanol puede estar asociada con cambios
citoldgicos en la mucosa oral, incluso en ausencia de habito tabaquico. En relacion a las células
exfoliadas del borde lateral de la lengua, hubo un importante aumento en la frecuencia media de
cada anomalia en el grupo de etanol en comparacién con el grupo control, tales como aumento
del tamafio nuclear, atrofia epitelial, cambios displasicos con queratosis y aumento en el nimero
de figuras mitéticas, sin la presencia de alteraciones clinicas. En nuestro estudio no se
observaron diferencias significativas en ninguna de las variables entre antes y después de la
toma del colutorio, ya sea Listerine® o placebo. Por tanto se considerd que en ninguna de las

medidas citoldgicas se produce un cambio sustancial después de la toma del colutorio.

Estos cambios no indican una accién carcindgena, sino que pueden entenderse como una
induccidn al proceso de queratinizacion con el propdésito de proteger mucosa no queratnizada de
posibles lesiones causadas por el etanol, como son el borde lateral de la lengua y la mucosa
yugal ya que son mas permeables que los tejidos queratinizados como el paladar o la encia
(133).

Esta misma autora evalu6 la frecuencia de microndcleos en células exfoliadas de la lengua y
mucosa yugal en 40 individuos consumidores de etanol (consumo semanal medio 2.555 ml
durante una media de 25,5 afios) no fumadores y 20 pacientes ni fumadores ni bebedores y que
clinicamente no presentaban alteraciones tales como ulceraciones u otras lesiones. La recogida
de las células fue realizada mediante cytobrush. Se observé una mayor frecuencia de células
micronucleadas y de micronucleos en el borde lateral de la lengua comparado con el grupo

control; sin embargo la mucosa yugal mostré resultados menos expresivos (133).

Otros trabajos han demostrado que el propio alcohol presenta una baja capacidad para modificar
el epitelio, pero si se asocia al consumo de tabaco, entonces el nivel de agresion a la mucosa
bucal es mayor que por separado, de lo cual se desprende un efecto sinérgico entre estas
sustancias (29, 30, 42, 126, 136). Algunas razones que explicarian esta conducta pudiera ser la

forma en que el alcohol actla sobre la membrana celular, con un efecto local directo al
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modificar la permeabilidad de la membrana y a través de los pasos enzimaticos finales de su

metabolismo como el acetaldehido.

En su trabajo con la permeabilidad membranosa de las células de la mucosa bucal en cerdos,
utilizando concentraciones diferentes de alcohol, Du y cols. (137) observaron que
concentraciones de alcohol entre 25 y 30% aumentan la penetracion de nitrosaminas (138). Sin
embargo, otros autores opinan que la accion del alcohol dirigida a incrementar la permeabilidad
celular se debe probablemente a alteraciones moleculares en la membrana celular y no a una

accion directa sobre la bicapa lipidica (139).

La asociacidn entre el alcohol que contiene los enjuagues bucales y el desarrollo del cancer oral
ha sido un tema de estudio cientifico desde finales de 1970. Dado que el consumo excesivo de
alcohol es un factor de riesgo conocido para el desarrollo del céancer oral, los investigadores
analizaron la posibilidad de que el uso de enjuagues bucales que contuvieran alcohol también

podia actuar como factor de riesgo.

Weaver, en 1979 llevd a cabo un estudio formado por 200 pacientes con céncer oral y 50
controles. Identificd 11 que no eran fumadores ni consumian alcohol y habian desarrollado
cancer en la cavidad oral. Diez, nueve mujeres, de estos once habian usado colutorios al menos
dos veces al dia durante mas de veinte afios. Solo dos de ellos diluian el enjuague alguna vez y
en la mayoria de los colutorios empleados el porcentaje de alcohol era del 27%. Los autores
concluyeron que los resultados del estudio no eran estadisticamente significativos (33, 140).

Blot, en 1983 realizé un estudio de 206 mujeres con cancer oral y faringeo y 352 controles, y
concluy6 que existia un aumento del riesgo en aquellas que empleaban colutorios y no eran
fumadoras, pero no de forma significativa. En este estudio no se informo sobre el porcentaje de

alcohol que contenian los colutorios, ni la razon por la cual se empleaban (34).

En el afio 1983, Wynder estudi6é 571 pacientes, hombres y mujeres con cancer oral y faringeo y
568 controles y concluyé que el uso diario de colutorios aumentaba el riesgo moderadamente en
mujeres pero no en hombres. Debido a la ausencia de una relacién dosis-respuesta y a la
posibilidad de confusion por el consumo de tabaco y alcohol, causas por las que se empleaba el
colutorio, no fue posible atribuir significacion causal a la asociacion entre el uso de un enjuague
bucal diario y el cancer oral en las mujeres. Tampoco se obtuvo informacion sobre el contenido

en alcohol de los colutorios (35).

Mashberg estudio el uso de colutorios y su asociacion con el céncer oral y faringeo en una
muestra de hombres fumadores y bebedores. La proporcion de casos (95 hombres) y controles

(913 hombres) que empleaban colutorios con frecuencia era similar y concluy6 que no existia
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evidencia de que los enjuagues bucales fueran un factor de riesgo en el desarrollo de cancer oral

y faringeo (36).

Young y cols. (141) en 1986 en un estudio de 317 casos con cancer orofaringeo y 306 controles
con cancer de cabeza y cuello (no relacionado con el consumo de tabaco). Concluyeron que el
uso de colutorios no conllevaba un riesgo de céncer de la cavidad oral, orofaringe e
hipofaringe. No se obtuvo informacion sobre el contenido en alcohol de los colutorios. Aunque
los resultados del estudio fueron claramente negativos, se plantea el problema del disefio del

estudio y de la interpretacion de los resultados.

El estudio realizado en 1989 por Kabat (37) y colaboradores fue una investigacion compuesta
por 125 casos y 107 controles. Era un seguimiento al estudio de Wynder en 1983 (35)
restringido a las mujeres. Los autores no encontraron asociacion entre el uso de colutorios y el
cancer orofaringeo, pero no habia informacion disponible sobre el contenido de alcohol de los
productos utilizados. Este estudio proporciond un hallazgo importante para la interpretacion de
todos los estudios sobre el uso de colutorios y el cancer orofaringeo. Existian asociaciones
moderadamente fuerte entre las mujeres que usaron el enjuague bucal para disimular olores de
alientos, de tabaco o de alcohol. Sin embargo, esta asociacion no era tan fuerte entre las mujeres
que utilizaban el enjuague bucal para ocultar los olores de comida o por otros motivos. Los
resultados del estudio de Wynder en 1983 y de este estudio de Kabat indican que los resultados
positivos en general son potencialmente confundidos y, que el control de las razones para el uso

de colutorios es importante.

En 1997 Morse (40) y colaboradores realizacion un estudio de 127 casos y 127 controles sobre
la displasia epitelial oral. Como ya se sabe, los pacientes con displasia epitelial presentan un
riesgo aumentado de padecer cancer orofaringeo, y en estudios anteriores a esta investigacion,
se ha demostrado que tanto el tabaco como el alcohol son factores de riesgo importantes para la
displasia oral (142, 143).

En el informe de 1997 de Morse (40) y colaboradores, los autores examinaron ocho variables
gue describen el uso de colutorios y el contenido alcohélico de los productos utilizados. Los
resultados generales fueron negativos, como lo fueron los de las ocho variables. De hecho,
como Mashberg (36) y colaboradores habian encontrado, el riesgo relativo varia inversamente
con el porcentaje de alcohol en el enjuague utilizado. Los resultados no cambiaron después de
que los autores controlaron el consumo de tabaco y alcohol. Por tanto los resultados de este
estudio, no muestran ninguna relacion entre el uso de enjuagues bucales y la displasia epitelial

oral.
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Winn en 1991, en un estudio de casos y controles sugirié que el uso regular, y la edad de inicio
de uso de colutorios con alto contenido alcohdlico (25% o més) contribuia al riesgo de cancer
oral (39). En este estudio, sin embargo, el efecto de los colutorios se observaba solo en los
grupos que bebian y/o fumaban, mientras que no aparecian resultados positivos en aquellos
casos que ni bebian ni fumaban. El mismo autor, en 2001 sobre 342 casos con cancer oral y 521
controles en Puerto Rico mostr6 que una cuarta parte de los casos con cancer oral en hombres y
la mitad en mujeres no eran atribuibles al abuso del tabaco ni al consumo de alcohol; por ello se
consideraron otros factores de riesgo potenciales como el uso de colutorios, enfermedades e
infecciones de la cavidad oral, lesiones producidas por protesis, higiene oral deficiente, mal
estado de salud dental, insuficiencias alimentarias, niveles bajos de carotenoides, asi como la

posible asociacion del virus del papiloma humano (38).

Guha y cols. (41) indicaron en un estudio sobre 924 casos y 928 controles en Europa y 2.286
casos y 1.824 controles, que la enfermedad periodontal (como indicador de malas condiciones
orales y perdidas dentarias) y el uso diario de colutorios son causas independientes del cancer de

cabeza y cuello y de esofago.

Marques y cols. (42) en un estudio sobre 309 casos (198 pacientes con carcinoma oral de células
escamosas y 111 con céncer de faringe) y 468 controles, concluyeron que el sangrado gingival,
la ausencia de atencion dental y el uso diario de colutorios se asociaban con el céncer oral

independientemente del consumo de tabaco y alcohol.

Uno de los meta-anélisis mas recientes sobre la relacion entre el alcohol que contiene los
enjuagues bucales y el cancer oral realizado por La Vecchia (43) lleg6 a la conclusion de que la
asociacion entre colutorios con alcohol y el cancer oral no podia sostenerse por la evidencia

cientifica.

-Otras revisiones de Elmore y Horowitz (44) y Cole y cols. (128) también llegaron a la
conclusion de que la evidencia epidemioldgica disponible no hizo admisible un vinculo entre el

alcohol que contienen los enjuagues bucales y el cancer oral.

Sin embargo, hay varios estudios que no concuerdan con estas conclusiones. Un articulo de
revisién por McCullough y Farah en 2008, (45) llegaron a la conclusion de que hay suficiente
evidencia para aceptar la proposicion de que el desarrollo de cancer oral, se ve aumentado o
contribuido a por el uso de alcohol que contienen los colutorios. Ellos recomiendan que el uso
de enjuagues bucales que contienen alcohol deba limitarse a situaciones terapéuticas por un

periodo limitado y controlado de tiempo.

Dos estudios multicéntricos de casos y controles llevados a cabo en 2007 en Europa Central y

América del Sur también hallaron que el uso diario de colutorios dos veces al dia aumentaba
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significativamente el riesgo de céncer oral entre fumadores y ex fumadores y bebedores, asi

como entre los abstemios de alcohol (41).

Lachnmeier (46) encontr6 que el contenido en saliva de acetaldehido tras el empleo de
enjuagues bucales se encontraba por encima de los niveles enddgenos, y correspondian a

concentraciones normales encontradas tras el consumo de bebidas alcohdlicas.

Poggi Yy cols. (47) también desaconsejan el uso de enjuagues bucales que contienen alcohol
debido al desequilibrio metabolico enzimatico presente en la boca humana durante la oxidacion
del alcohol, lo que conduce a la acumulacion de acetaldehido, el cual es tdxico e irritante para la

mucosa oral.

Con estos resultados no queda claro si el uso de colutorios per se o factores relacionados con su

uso intervienen en la asociacion con el cancer oral (3).

En una revision de la American Dental Association en Marzo de 2009 (144) se encontr6é que
las investigaciones tendrian que cumplir con ciertos criterios antes de que la comunidad
cientifica aceptara una relacion causal entre el alcohol que contienen los enjuagues bucales y el

cancer oral. Estos se definen por criterios de causalidad de Bradford Hill:
-Fuerza, que se define por el tamafio de la asociacion.

-Relacién temporal, es decir, el uso del enjuague bucal debe preceder a la aparicién de

cancer oral.

-Relacién dosis-respuesta, es decir, los enjuagues bucales con mas alcohol o cuando se

utiliza con mayor frecuencia se asocian con una mayor incidencia de cancer oral.

-Consistencia, es decir, el efecto ha sido observado consistentemente en diversos estudios

con diferentes poblaciones.
-Consideracion de explicaciones alternativas, por ejemplo, las variables de confusion.

-Plausibilidad biolégica, es decir, el evento se define por el mecanismo de accion del

farmaco.

Ninguno de estos criterios se ha cumplido en los estudios publicados hasta la fecha. La fuerza
de la asociacion es débil, no se sabe si el uso de enjuague bucal precede al desarrollo de cancer
oral, los estudios no han encontrado una relacién dosis-respuesta, los resultados entre los
diferentes estudios y poblaciones de los estudios son inconsistentes, existen explicaciones

alternativas y el mecanismo de accién no esta definido.

Estos resultados contradictorios pueden ser explicados por deficiencias en el disefio del estudio.

Por ejemplo, estos estudios:
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-Se han basado en encuestas o entrevistas de los sujetos.

-No se ha documentado de forma adecuada la exposicién a factores de riesgo conocidos,
como el consumo de alcohol y de tabaco.

-Se carece de informacién sobre el inicio, duracion, frecuencia y tipo de enjuague bucal

utilizado.

Otra consideracién importante es que los sujetos pueden recurrir al enjuague bucal para
enmascarar el alcohol y el tabaco, los cuales son factores de riesgo para el desarrollo del cancer
oral. Los enjuagues también pueden utilizarse en respuesta a los sintomas y efectos secundarios
del tratamiento del cancer oral ya existente. Tales factores de confusion pueden explicar por qué
algunos estudios encuentran una asociacién entre el alcohol que contienen los enjuagues bucales

y el cancer oral.
En respuesta a estas deficiencias en los estudios mencionados:

1. Nuestro estudio fue llevado a cabo en la Unidad de Medicina Bucal del Departamento de
Estomatologia de la Universidad de Valencia, en el periodo comprendido entre el afio 2009-
2010. En todos los pacientes se valoro el estado de las mucosas orales, el estado dental, el grado
de higiene oral y el estado periodontal al mes de iniciar el tratamiento del producto evaluado, a

los tres y seis meses realizando el mismo procedimiento de exploracion clinica.

2. No se incluyeron en el estudio personas con factores de riesgo para el desarrollo de algun
proceso patolégico; como personas fumadoras o exfumadoras en los ultimos 5 afios o
bebedoras habituales de alcohol en exceso; asi como aquellas que tuvieran lesiones en la

mucosa oral en el momento del estudio o previamente.

3. El periodo del estudio fue de 6 meses para todos los pacientes. Las pautas recomendadas para
el empleo del producto se dieron por escrito a cada uno de los pacientes incluidos en estudio. Se
empleo un colutorio comercializado con el nombre de Listerine® (para el grupo de estudio) y un

placebo (para el grupo control), cuya composicion y concentracién de alcohol eran conocidas.

Respecto al efecto de los colutorios sobre las variables dentales y periodontales, estudios
epidemiol6gicos han revelado una correlacidon particularmente alta entre los niveles de placa
supragingival y la gingivitis cronica, y la investigacion clinica permitié comprobar que la placa

es el principal factor etiologico de la inflamacion gingival (145, 146).

Existen evidencias de que una mejora de la higiene bucal y la salud gingival esta asociada a una
reduccion en la incidencia de enfermedad periodontal. Por lo tanto, el control de la placa

supragingival es fundamental para la prevencién y el manejo de las enfermedades periodontales.
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El soporte principal del control de la placa supragingival ha sido la eliminacion regular de la
placa mediante métodos mecénicos. La limpieza mecéanica regular de los dientes estéa orientada a
mantener un nivel de placa que sea compatible cuantitativa y cualitativamente con la salud
gingival, y no a liberar de bacterias la superficie dental. El uso de productos quimicos como
método auxiliar de la limpieza mecénica aparece como una forma de superar las deficiencias en
los hébitos de higiene dental mecénica. A pesar de la naturaleza ideal de la pasta dentifrica
como vehiculo, la mayor parte de los agentes para el control quimico de la placa fueron
evaluados y luego formulados en colutorios. Estos varian en cuanto a sus componentes, pero
son menos complejos que las pastas dentifricas. Pueden ser simples soluciones acuosas, pero la
necesidad de que los productos que adquiere el publico sean estables y de gusto aceptable
requiere a menudo el agregado de saporiferos, colorante y persevantes. Por lo comdn se usa
alcohol etilico tanto para estabilizar ciertos ingredientes activos como para mejorar la duracién
del producto (146). La eliminacion diaria de la placa dental supragingival es un factor
importante en la prevencion de la caries, gingivitis y periodontitis. EI control apropiado de la
placa bacteriana se obtiene a través de la eliminacién mecéanica de la biopelicula a través del uso
adecuado del cepillo e hilo dental. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que el
tiempo medio de cepillado de las superficies de los dientes es menor que la que se requiere para
obtener una limpieza adecuada, (147, 148) y solo el 2-10% de los pacientes usan el hilo dental
con regularidad y eficacia.

Los estudios han demostrado la eficacia y la utilidad de los enjuagues bucales antisépticos que
contienen ingredientes activos como la clorhexidina y los aceites esenciales para prevenir y
controlar la formacion de placa bacteriana y gingivitis, cuando se utiliza de forma

complementaria a los procedimientos mecénicos (149-151).

Los colutorios de aceites esenciales se utilizan desde hace muchos afios en la prevencion y
tratamiento de la enfermedad periodontal. La eficacia del enjuague bucal de aceites esenciales
en el control la placa bacteriana se ha demostrado en numerosos ensayos clinicos, tanto de largo
como de corto plazo. En estudios a corto plazo (152-155), se redujo significativamente la
acumulacién de placa. Sin embargo, cuando el éste enjuague se comparé con la formulacion de
clorhexidina, este Gltimo mostr6 un mejor efecto antiplaca (147). En contra a esto, estudios
recientes (156, 157) han demostrado que el enjuague de aceites esenciales es tan eficaz como la
clorhexidina inhibiendo la placa bacteriana. En una reciente revision sistematica de la literatura,
los autores concluyeron que aunque la clorhexidina tenga un mayor efecto sobre el control de la
placa bacteriana, no existen diferencias en el control de la inflamacion gingival (158). En

estudios a largo plazo que variaron de 3 a 9 meses también se ha visto la eficacia de los
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enjuagues de aceites esenciales empleado como suplemento a las medidas de higiene oral

mecénicas cuando se comparo con un placebo (120, 159-162).

Los colutorios de aceites esenciales tradicionalmente contenian etanol en su composicion.
Recientemente se han incorporado al mercado Europeo los colutorios de aceites esenciales sin
alcohol. Marchetti y cols. (147) en su estudio evaltan la eficacia de los colutorios de aceites
esenciales sin alcohol respecto al enjuague bucal tradicional que contiene un 21.3% de etanol.
Los resultados de su estudio mostraron que existia una diferencia modesta aunque
estadisticamente significativa en cuanto a su eficacia en el control de la placa bacteriana de los

colutorios de aceites esenciales con alcohol respecto a los colutorios sin alcohol.

Aunque existe una gran variedad de productos reconocidos como beneficiosos en la prevencion
de la formacidén de placa bacteriana y de la gingivitis, los que estan aceptados como mas
eficaces son aquellos que contienen digluconato de clorhexidina al 0.12% (9, 19, 145, 163-167).
Sin embargo estos colutorios producen efectos indeseables como tincién en los dientes y en la
lengua, alteraciones en el sabor y aumento en la formacion de calculo. Ha sido ampliamente
utilizado durante afios en Europa y en otros lugares en forma de enjuagues bucales (0,2%),

barniz, gel dentifrico, y goma de mascar (6).

Wu y cols. (6) en su revision describen la combinacién de cuatro ingredientes activos, timol
(0.064%), mentol (0.042%), eucaliptol (0.092%) y salicilato de metilo (0.060%) y como
ingrediente inactivo alcohol en una concentracion del 26.9% (Listerine®) como uno de los

productos mas antiguos existentes en el mercado.

Gran parte de la evidencia sobre su seguridad se ha basado en méas de 100 afios de uso y por la
baja incidencia de quejas por parte de los consumidores segun lo informado por el fabricante.
Los cuatro aceites esenciales han sido revisados de forma individual y han sido descritos como
seguros por el Review Panel on over-the-counter Dentifrice and Dental Care Drug Products (FR
47 22829) y por the Flavor and Extract Manufacturer’s Association de los Estados Unidos. Se
considera seguro para uso tépico en las membranas mucosas de la cavidad oral y de la garganta
en forma de enjuague, gargaras o pulverizacion a concentraciones de 0,04 a 2,0% para el
mentol, 0,025 a 0,1% para el eucaliptol, y hasta 0,4% para el salicilato de metilo. Los estudios
toxicoldgicos han demostrado que los cuatro ingredientes, cuando se combinaban son seguros y

no se afecta negativamente la actividad de cualquier ingrediente activo de forma individual.

Esto ha sido revisado y confirmado por numerosos estudios clinicos a largo plazo que
demostraron que no se producia ningn cambio patoldgico o reacciones adversas en los usuarios
(6, 159, 161). Estos datos coinciden con los de nuestro estudio, ya que en el grupo de estudio,

(Listerine®), no se observé ningin cambio sustancial tras la toma del colutorio.
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Se han realizado numerosos ensayos clinicos, aleatorizados a largo plazo (6 meses 0 mas) para
evaluar la eficacia antiplaca y antigingivtis de los colutorios Listerine®. La reduccion de la placa
bacteriana oscil6 entre 20 y el 34% y la reduccion de la gingivitis entre el 28 y el 34% tras el
cepillado dental seguido del uso del colutorio Listerine® (6, 168, 169). Tanto estadisticamente,
como clinicamente la reduccidn en el indice de placa, indice gingival e indice de sangrado fue
significativo en el grupo de Listerine® frente al grupo placebo (170, 171), datos que coinciden
con los resultados de nuestro estudio, en el que se aprecidé una reduccién significativa en los
valores de indice de placa, indice de sangrado, pérdida de insercion y profundidad de bolsa.
Ademas, tiene un potente efecto bactericida tanto para bacterias que se encuentran en saliva
como para las de la placa dental, muchas de las cuales se destruyen y mueren a los 30 segundos
de exposicion a Listerine® (172). Su efecto bactericida ha quedado probado recientemente al
realizar un recuento de bacterias vivas. Tras 24 horas de ausencia de higiene, se realizo
enjuague de 30 segundos con Listerine® o con solucién acuosa de control. Con Listerine® el

78,7% de las bacterias estaban muertas frente al 27,9% del grupo control (173).

- A fin de cumplir los requisitos de la FDA con respecto a las combinaciones de los ingredientes
activos, el fabricante presentd datos que demostraban que cada uno de los cuatro aceites
esenciales contribuia a la actividad antibacteriana y que la eliminacion de cualquiera de los
cuatro ingredientes activos daria lugar a una reduccién estadisticamente significativa en la
actividad bactericida frente a patdgenos orales. Basandose en los datos presentados, el
subcomité de la FDA lleg6 a la conclusion de que la combinacion fija de aceites esenciales que
contienen timol, mentol, eucaliptol y salicilato de metilo es seguro y efectivo como agente
antigingivitis y antiplaca (173).

En un meta-analisis de estudios de larga duracion (6 meses) sobre agentes antiplaca y
antigingivitis en 2006, se evalu6 en primer lugar el efecto antiplaca de tres ingredientes activos
en los colutorios; de la clorhexidina, del cloruro de cetilpiridinio (CPC) y de los aceites

esenciales.

Respecto a los estudios sobre la clorhexidina al 0.12%, todos mostraron resultados
estadisticamente significativos en cuanto a efecto antiplaca. Sobre el cloruro de cetilpiridinio
existia una gran heterogeneidad tanto en las concentraciones de CPC como en los resultados
obtenidos mostrando algunos un efecto antiplaca (174-176) y otros no. Sobre los estudios que
evaluaban los enjuagues bucales que contenian aceites esenciales, s6lo una no mostrd
significacion estadistica; por tanto los resultados mostraron un claro efecto antiplaca de estos
ingredientes activos. El efecto antigingivitis también fue demostrado con la clrohexidina al

0.12% y con los aceites esenciales (177).
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De acuerdo con los resultados de esta revision, hay una fuerte evidencia sobre el uso de agentes
quimicos sumado a los métodos mecéanicos de cepillado y uso de hilo dental en adultos para
controlar la placa y la gingivitis. Afiadir un agente quimico en la higiene dental diaria ayuda a
reducir la inflamacion gingival. El objetivo de estos agentes es reducir o prevenir la enfermedad
periodontal, sin embargo, son necesarios mas estudios que demuestren que el uso de estos
agentes resulte en una menor prevalencia la gravedad de enfermedad periodontal (161, 178,
179).

Como resumen de nuestros hallazgos en la presente investigacion y tras el anélisis de las
variables citol6gicas de los pacientes de nuestro estudio, no existian diferencias significativas en
ninguna de estas entre antes y después de la toma del enjuague, ya sea Listerine® o placebo, lo
que indica que en ninguna de las medidas citoldgicas se produce un cambio sustancial después

de la toma del colutorio.

Sin embargo en el andlisis de las variables gingivales y periodontales de los pacientes de
estudio, se observé una reduccién significativa en los valores pérdida de insercidn, indice de
sangrado, indice de placa y profundidad de la bolsa tras la toma del colutorio, tanto en el grupo
de estudio (Listerine®), como en el grupo control (placebo); por tanto, como los valores de estas
medidas se pueden considerar iguales en ambos grupos, se concluye que dicha reduccién es
independiente de si es Listerine® o placebo.
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CONCLUSIONES
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1- Al realizar el analisis de las posibles alteraciones citoldgicas en un grupo de pacientes que
emplearon un colutorio con alcohol (Listerine®) tras seis meses de su empleo, no constatamos

diferencias significativas entre el momento basal y al finalizar el estudio.

2- En nuestro estudio no constatamos cambios clinicos en la mucosa oral de los pacientes que
utilizan el colutorio Listerine ®, comparado con el grupo que emplean un colutorio sin

contenido alcohdlico.

3- No existieron, en nuestros pacientes, diferencias entre la tasa de respuesta inicial (antes del
empleo del colutorio) y la tasa de respuesta final (después del empleo del colutorio) en las
variables citoldgicas analizadas, 1o que nos permite concluir que, en nuestros pacientes, los
colutorios con alcohol no produjeron alteraciones citolégicas en las células epiteliales de la

mucosa oral.
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