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RESUMEN

El objetivo del presente etudio de tipo experimental, transversal con disefio de casos y
controles fue determinar los cambios histolégicos que produce la aplicacion topica del
peroxido de hidrogeno en diferentes concentraciones sobre la mucosa oral del
hamster. La muestra fue constituida por 60 hamsteres dorados de aproximadamente
un mes y medio de edad asignados aleatoriamente a uno de los tres grupos de H,O, al
30%, al 3% y agua destilada. La duracién del experimento fue de 6 meses con
aplicaciones mediante una micropipeta en la mejilla derecha del hamster 3 veces
semanales. Al cabo de ello se sacrificaron los especimenes y se hicieron cortes
histologicos y coloracion con H.E. Se utilizaron pruebas estadisticas no paramétricas
como Kolmogorov — Smirnov, Kruskal Wallis, Mann Whitney, Test de Wilcoxon de
rangos con signo y Chi cuadrada para analizar las diferencias entre las condiciones
experimentales. El analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SPSS
versibn 13. Se compararon los grupos, encontrando diferencias significativas
produciéndose aumento del grosor del epitelio debido a hiperqueratosis y acantosis en
los grupos con aplicacacién de perdxido de hidrogeno; también en estos grupos hubo
mayor porcentaje, de células hiperplasicas, y crestas epiteliales pronunciados. Todos
los cambios producidos se expresaron con mayor intensidad en el grupo con peréxido
de hidrégeno al 30%. Es también en este grupo donde se produjo el desarrollo de
displasias de diferente grado y carcinoma epidermoide con interrupcién de la
membrana basal. La conclusion fue que en dosis altas y uso por tiempo prolongado el
peroxido de hidrogeno puede expresar su potencial carcinogénico. Sin embargo,
debido a los cambios preneoplasicos observados también con la concentracién de 3 %
se recomienda mayores estudios con muestras mas grandes y mayor periodo de
seguimiento, asi como la necesidad de vigilancia epidemioldgica en los tratamientos
que implican el uso de peréxidos y la conveniencia de proporcionar informacién de los
beneficios y riesgos con el uso de productos dentales que contienen peréxidos.

Palabras Claves: Radicales libres; Radicales de Oxigeno; Especies Reactivas de

Oxigeno Perdéxido de hidrogeno; Carcinogénesis

100



ABSTRACT

Effect of Hydrogen Peroxide on Oral Carcinogenesis in Hamsters.

The aim of this experimental, cross- sectional study was to evaluate the histologic
changes in buccal mucosa of male Syrian golden hamsters with three weekly topical
applications of different concentrations of hydrogen peroxide for six months. The 60
animals were randomly assigned to one of the three groups with 30% H202, 3% H202
and destilate water. Hydrogen peroxide was applicated with micopipets (0.1ml) in the
right cheek pouch. Animals were sacrificated and histologic slides and H.E. stainings
were made. The statistical analysis was performed using the statistical program SPSS
13. Nonparametric tests as Kruskal — Wallis, Mann — Whitney, Wilcoxon signed rank
test an Chi square were used to test for differences between experimental conditions.
30%H202 group showed significantly greater number of cells with hyperkeratosis,
squamous hyperplasia, hypercromatism and deep epithelial crests than 3% H202
group. In 30% H202 group there were 11/20 (65%) cases of displasia and 3/20 (15%)
of animals developed epidermoid carcinoma. While in 3% H202 group 6/20 (30%) of
animals developed mild displasia and carcinoma were not observed.

These findings suggest that hydrogen peroxide used in high dosis for large time can be
carcinogenic. In another hand use of 3% H202 need for more observations in
longitudinal studies. Finally it is necessary epidemiological monitoring on use of dental
products containing hydrogen peroxide.

Key Words: Free Radicals; Oxygen Radicals; Reactive Oxygen Species; Hydrogen
Peroxide; Carcinogenesis
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INTRODUCCION

Al analizar los avances de nuestra época en el area de salud bucal podemos encontrar
muchos logros en el esfuerzo a controlar los principales problemas como son la caries
dental, enfermedad periodontal y las maloclusiones. Otra tendencia actual es el
incremento del interés de la poblacién por el factor estético. Los medios de comunicacion
y patrones de estética occidentales nos presentan la imagen de una sonrisa brillante
como sinénimo de belleza y calidad de vida y han contribuido mucho con la intensificacion
del uso de blanqueadores dentales hasta en nifios y adolescentes. Como profesionales en
el area debemos evaluar los beneficios y riesgos del uso de estos productos en
odontologia.

Por otro lado se conoce que las especies reactivas de oxigeno, entre los cuales se
encuentra el peroxido de hidrégeno son implicados en muchos procesos fisiologicos y
patoldgicos del organismo. El peroxido de hidrogeno es componente de la mayor parte de
productos blanqueadores dentales. Es una molécula altamente reactiva y formadora de
radicales libres. Estas moléculas ejercen efectos de peroxidacion lipidica a nivel de
membranas, alteracion de proteinas y acidos nucleicos. Para defenderse el organismo
posee el sistema de antioxidantes que establece un equilibrio con los procesos de
oxidacién. Sin embargo este equilibrio se puede alterar produciéndose el estrés oxidativo.
Este ha sido implicado en numerosos procesos degenerativos como cancer, artritis,
ateroesclerosis, enfermedad de Alzheimer y otros.

Es por ello que el presente estudio se propuso por objetivo determinar si el uso de
perdxido de hidrogeno en concentraciones de 3 y 30% en forma topica sobre la mucosa
bucal del hamster tiene potencial carcinogénico evaluando los cambios histologicos a
nivel de epitelio y tejido conectivo, tomando como grupo control la aplicacién de agua

destilada.



I MARCO TEORICO

Antecedentes

WEITZMAN S. ET AL ® en 1985 estudiaron los efectos del peréxido de hidrégeno en
la carcinogénesis oral de hamsteres. El disefio del estudio incluyé hamsteres dorados
de aproximadamente 3 meses de edad con peso promedio de 100 mg. Los animales
fueron divididos en cuatro grupos experimentales y dos grupos de control. En el grupo
A (16) se pinceld la bolsa bucal izquierda con una solucion de 0.25% de
dimetilbenzantraceno (DMBA) en aceite mineral pesado dos veces por semana con
pincel de marta No.10; en el grupo B (17) se pint6 dos veces por semana la bolsa bucal
con la misma concentracidn de DMBA y otros dos dias con 3% de peroxido de
hidrégeno; en el grupo C (15) el tratamiento fue similar al del grupo B excepto que la
concentracion del peroxido de hidrogeno fue de 30% y en el grupo D (18) se pinceld la
bolsa bucal de los hamsteres s6lo con 30% de perdxido de hidrogeno. Se toméd dos
grupos control: en uno no se realiz6 ningun pincelado y en el otro la bolsa bucal se
pincel6 con aceite mineral pesado. Los animales fueron sacrificados a las 19 y 22
semanas y se estudiaron los hallazgos histoldgicos.

Los resultados mostraron la presencia de mas de 85% de hiperqueratosis en los
animales de los cuatro grupos a las 19 semanas. Con respecto al desarrollo del
carcinoma epidermoide a las 22 semanas se encontré en 43% en el grupo A (sélo
DMBA), en 55% en el grupo B (DMBA y 3% de peréxido de hidrogeno), en 100% en el
grupo C (DMBA y 30% de peroxido de hidrogeno) y no se desarrollé ninguno en el
grupo D (30% de peréxido de hidrogeno sélo). Estos hallazgos sugirieron que el
perdxido de hidrogeno aument6 la prevalencia del carcinoma epidermoide cuando fue
asociado con el carcinégeno dimetilbenzantraceno.

En el grupo D, donde se aplicé el peroxido de hidrogeno al 30% sélo, se encontro6 a las
19 semanas: presencia de células hipercromaticas en un 11% de los animales (1/9),
células inflamatorias crénicas en un 22% (2/9) y displasia en 11% (1/9). A las 22

semanas hubo incremento en estos porcentajes encontrdndose células



hipercromaticas en 44% (4/9), células de inflamacion crénica en 89% (8/9) y displasia
leve en 44% (4/9). En conclusion en el grupo D se encontré algunos de los cambios
patoldgicos asociados con lesiones preneoplasicas (células hipercromaticas y displasia
leve).

REES T. Y ORTH Ch. ®® en 1986, reportaron dos casos clinicos. El primero de ellos
de un estudiante de odontologia de 32 afos de edad con severo dolor oral de tres dias
de duracion, relacionado con el uso de peréxido de hidrégeno al 3% de tres a cinco
veces por dia para controlar las Ulceras aftosas recurrentes que presentaba. El uso una
cucharada de peroxido de hidrégeno al 3% no diluido que mantenia 1 0 2 minutos en
la boca antes de escupirlo, experimentando una sensacién de quemazén severa. Al
examen que se le realizd presentaba pequenas ulceraciones en la lengua y en la
mucosa alveolar y labial. Al paciente se le instruyé a descontinuar el uso de peréxido
de hidrégeno, y se le recetd el uso de anestésico topico y colutorios de gluconato de
clorexidina al 0.2% tres veces al dia, observandose una rapida recuperacion en tres
dias.

El segundo caso clinico fue de una mujer de 63 anos de edad con mudltiples
ulceraciones en la encia marginal y la mucosa oral. La paciente noté la aparicion de las
lesiones desde aproximadamente nueve meses con periodos breves de remisién, pero
en los dos meses anteriores a la consulta éstas estaban en forma permanente. La
sefora referia fumar 1 a 1 y medio paquetes de cigarros diariamente desde hace 50
anos. Después de haberse instalado las lesiones ella visité varios médicos y dentistas
y recibié variedad de tratamientos que incluian antibiéticos y corticoesteroides tépicos y
sistémicos. Como no notd beneficios, ella decidié usar peréxido de hidrégeno al 3%
tres veces al dia por recomendacion de un amigo. Al examen oral se observd areas
localizadas de leucoplasia de color blanco a amarrillo-marrén con hiperqueratosis y
ulceraciones dispersas. Inicialmente la paciente insistia que no habia usado el peréxido
de hidrogeno hasta la instalacion del periodo mas reciente de incomodidad oral. Sin
embargo, después de reflexionar cuidadosamente determiné que la instalacién de las
lesiones coincidié con el inicio de un régimen de cuidado que incluia bicarbonato de
sodio y sal de mesa como dentifrico, combinados con perédxido de hidrégeno para
lograr una pasta. La paciente usaba cepillo blando, pero demostr6 un método de
cepillado vigoroso. Se le realizaron examenes completos de laboratorio y una biopsia.

Los examenes fueron normales, excepto la observacion del hierro y hematocrito que



fueron muy bajos. La biopsia revelé la presencia de inflamacion crénica. Se aconsej6 a
la paciente a descontinuar el actual método de higiene oral. Se le receté una pasta
dental muy suave con un cepillo ultrasuave. En tres dias se logré que se siente libre del
discomfort.

FRENKEL K. and CHRZAN K. ) en 1987, reportaron que la generacién de peréxido
de hidrégeno por leucocitos polimorfonucleares humanos activados con promotores
tumorales de potencia variada se relacionan con las actividades de estos promotores
en vivo. Fueron analizados el 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), un promotor
completo, el 12-O-retinoil-forbol-13-acetato (RPA), un derivado sintético del TPA y
mezcrein (Mez), un promotor potente del segundo estadio y débil del primer estadio.
Los PMNs TPA estimulados causaron mayor produccién de H202 y mayores
modificaciones de la estructura del ADN co incubada con estas células (formacién de
5-hidroximetil-2-deoxyuridina HMdU y glicol timidita dTG) en comparaciéon con los
demas promotores tumorales.Por lo tanto, ya sea la formaciéon de H202 por fagocitos
estimulados por promociéon tumoral o de HMdU en el ADN, puede servir como medida
para la potencia de un promotor de 1er estadio.

ADA (ASOCIACION DENTAL AMERICANA) " en el enero del 2000, en declaracién
acerca de la seguridad de uso del peréxido de hidrogeno contenido en los
blanqueadores dentales afirma lo siguiente: el per6xido de carbamida al 10% se
descompone en peroxido de hidrégeno al 3% y urea en soluciéon acuosa. Los datos
acumulados en los ultimos 10 anos sobre el 10% del peréxido de carbamida con acidez
neutral mantienen la seguridad y efectividad de estos materiales. El efecto comin mas
frecuente es la sensibilidad a cambios térmicos de las piezas dentarias e irritacion
ocasional de la mucosa oral. En la mayoria de los casos factores relacionados con la
férula son los que se asocian con la irritacidn de la mucosa mas que los agentes
dentales blanqueadores. Ambas condiciones son transitorias y cesan con el
tratamiento.

HERRIN ET AL “? en 1987 encontraron que el uso de peréxido de hidrégeno al 3%
con bicarbonato de sodio no causa lesiones bucales en individuos saludables. Sin
embargo se observaron lesiones gingivales en pacientes que utilizaban solucidén casera
de peroxido de hidrégeno con bicarbonato de sodio a la cual adicionaron 5 mg de
cloruro de sodio.
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WINER ET AL ® 1991 y Shybly et al " 1997 reportaron ausencia de efectos
adversos con el uso diario de enjuague de 1.5% de peréxido de hidrégeno hasta por 4
veces en el primer estudio. Mientras que TOMBES ET AL, 1993 si encontraron
decoloracién de la superficie mucosa y de la lengua después de 5 semanas de
enjuague 4 veces al dia con solucién de peréxido de hidrogeno de 0.75% 0 1.5%.

ITO ET AL ©% en 1981 realizaron un estudio en ratones C57BL/6J, hembras y machos
de ocho semanas de edad a quienes se les administré perdéxido de hidrogeno en el
agua de beber con 0 (control), 0.1% y 0.4% por 100 semanas. En el grupo control se
observaron sélo pocos casos de hiperplasia. Al incrementarse la concentracién se
observd mucho mas casos de hiperplasias, adenomas y carcinomas principalmente a
nivel del duodenum. La primera lesion ocurrié aproximadamente a las 42 semanas.

ITO ET AL ©" en 1982 modificaron algunas variables y trataron ratones C57BL/6N
hembras y machos con 0.4% de peroxido de hidrégeno en el agua de beber. Grupos
de animales fueron sacrificados cada 30 dias y los ultimos fueron sacrificados el dia
700 cuando termind el experimento. Se observaron erosiones gastricas a los primeros
30 dias y estos persistieron posteriormente. Se observaron noédulos de lesiones
hiperplasicas, adenomas y carcinomas en el duodenum y en el estémago desde el dia
90 hasta el final.

ITO ET AL ®?, en1984 desarrollaron una investigacién en ratones con diferentes
niveles de actividad de la catalasa en el duodenum administrandoles 0.4% de peréxido
de hidrégeno en el agua de beber por aproximadamente 7 meses. La incidencia de
nédulos duodenales fue mucho mayor en aquellas cepas de ratones con actividad de la
catalasa baja. Es asi que en la actividad de la catalasa de 5.3 (10“*K/mg proteina) la
presencia de tumores se dio en 2/18 (11%); en 1.7 (10*K/mg proteina) de actividad de
la catalasa en 7/22 (31.8%) y en los de 0.7 y 0.4 de actividad de catalasa la frecuencia
de tumores fue de 21/21 (100%) y 22/24 (91.7%) respectivamente.

HIROTA N. AND YOKOYAMA “® en 1981 se interesaron por el efecto promotor
tumoral del peréxido de hidrégeno al 1.5% en agua de beber a nivel del duodenum vy
yeyunum de ratas  Fischer 344. Después de administracion de
metilazoxymetianolacetato (MAM) por 4 semanas se sigui®é con administracion de
peroxido de hidrégeno hasta finalizar 8 semanas. Después se dividieron en dos grupos:
uno que continué con perdxido de hidrégeno, mientras que el otro recibié agua

corriente por 5 semanas adicionales. Un tercer grupo recibi6 sélo perdxido de
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hidrégeno durante todo el estudio. Un cuarto grupo recibié sélo agua corriente. Los
animales fueron sacrificados a la semana 21. Se observaron tumores en el duodenum
proximal y el yeyunum superior en los grupos 1 y 2 con mayor incidencia en el grupo 1
comparado con el 2 (100%, 25%). Los tumores fueron clasificados como
adenocarcinomas mucosos o invasivos. No se observaron tumores en los grupos con
agua corriente o con peréxido de hidrégeno, aunque si hubo hiperplasia en este ultimo
grupo. Los autores concluyeron que el perdxido de hidrégeno posee efecto de
promotor tumoral de tumores inducidos por MAM.

KLEIN-SZANTO AND SLAGA T.®¥, en 1982 verificaron el efecto de promotor tumoral
(A), iniciador tumoral (B) y actividad carcinogénica (C) del perdxido de hidrégeno en
piel.

En el experimento A los ratones recibieron una simple aplicacion tépica de DMBA,
seguida una semana después por aplicaciones de 30% de perdxido de hidrégeno. El
grupo control recibié acetona sola. La proporcion de ratones con papilomas fue similar
entre los grupos. Los ratones en el experimento B recibieron una simple aplicacién
tépica de peroxido de hidrégeno diluida y acetona sola (controles). Una semana
después se les realizd aplicaciones dos veces semanalmente de 12-0O-tetradecano y
phorbol 13-acetato (TPA) por 25 semanas. Después de las 25 semanas se hallaron
papilomas en los dos grupos control. En el experimento C los ratones recibieron dos
veces semanalmente aplicacién tépica de perdxido de hidrégeno diluida por 25
semanas. Se encontrd papilomas. No se observé carcinoma espinocelular cuando
estos animales se observaron hasta 50 semanas. El grupo de trabajo LARC noté la
ausencia de grupo control tratado con DMBA para la actividad promotora y la corta
duracion del experimento para evaluacion del carcinogenicidad.

TAKAHASHI M ET AL 7® en 1986 examinaron la potencia del peréxido de hidrégeno
como promotor de tumor gastrico por N-metil-N-nitro-nitrosoguanida (MNN6). Los
autores concluyeron que no hubo aumento de carcinomas duodenales o gastricos por
la accidén conjunta MNNG6 y el perdxido de hidrégeno.

MARSHALL M. ET AL ©, en 1996, se propusieron analizar los efectos del peréxido
de hidrégeno sélo y en combinacion con 7,2-dimetilbencentraceno (DMBA) en la mejilla
del hamster dorado comparando la aplicacion de dentifricos con 0.75% peréxido de
hidrogeno (H202) y 5% bicarbonato de sodio (NaHCO3) 5 veces semanal por 20
semanas y otros con 1.5% H202 y 7.5% de bicarbonato de sodio aplicados 3 veces
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semanal por 16 semanas solos y en combinacién con 0.5% de DMBA. Se lleg6 a la
conclusién que los dentifricos solos no fueron carcinogénicos y tampoco incrementaron
la instalacion de tumores en combinacion con el DMBA. En los casos tratados con el
DMBA se observé cambios queratéticos en la 6ta semana y la instalacion de los
carcinomas escamosos ocurrié aproximadamente a la 12va semana en casi la mitad de
casos.

ZOUAIN-FERREIRA SL ET AL ©", en 2002, estudiaron el efecto de cuatro
blanqueadores dentales conteniendo perdxido de hidrégeno o peréxido de carbamida
en varias cepas de E. Coli con diferentes capacidades de reparacion del ADN. Los
agentes blanqueadores disminuyeron la fraccién de supervivencia de todas las cepas y
el efecto fue mayor en aquellas cepas con la habilidad més baja de reparacién de ADN.
Los autores concluyeron que los agentes blanqueadores dentales generan efecto
biologico parecido a las radiaciones ionizantes y que su uso deberia ser estrictamente
controlado por un dentista con la finalidad de prevenir cualquier contacto con la encia y
la mucosa.

OKAZAKI Y. ET AL ®¥ en 2002 investigaron los factores ambientales que podrian
ayudar al diagnéstico del potencial maligno de la displasia epitelial oral. Se indujo
cancer inicial en forma experimental en ratas machos de 4 semanas con la aplicacion
de 4-nitroquinolona 1-6xido (4NQQO) para buscar la participacién del gen p 53, el gen
Bcl-2 y la apoptosis en el progreso de las lesiones precancerosas a cancerosas.

Las lesiones se evaluaron histolégicamente en tres categorias cancer inicial, displasia
y epitelio sin cambios empleando los 13 criterios de la OMS para diagnostico de
displasia epitelial. En el cancer inicial se manifestaron de 7 a 9 de estos criterios y en la
displasia de 3 a 5 de ellos. Se observo “ aumento en la proporcion nucleo citoplasma” y
“aumento de los nucleolos” en ambas lesiones displasia y cancer inicial, sin embargo,
“el pleomorfismo celular y nuclear”, “ la pérdida de la polaridad de las células basales”,
“ la estratificacion epitelial irregular” y “los bordes de la red en forma de gotas” fueron
observados mas frecuente en el cancer inicial que en la displasia; indicando que estos
cambios son relacionados con el progreso carcinogénico y son Uutiles para el
diagnostico del potencial maligno.

En la evaluacion inmunohistoquimica se encontré que en la displasia la expresion del
p53 fue mas alta en el cancer inicial y en el epitelio sin cambios. La expresién del gen

Bcl-2 fue significativamente menor en el epitelio sin cambios, mientras que el indice de
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apoptosis fue mayor en el epitelio sin cambios, disminuyendo en la displasia y alin mas
en el cancer inicial, siendo la diferencia significativa entre el epitelio sin cambios y el
cancer inicial.

BURNINGHAM ET AL " en 2004 presentaron al 6to Congreso Internacional de
Cabeza y Cuello un informe en el que se analizan 19 pacientes con cancer bucal
primario del Centro Médico de la Universidad de Georgetown entre 1997 y 2003. Tres
de los pacientes (16%) tuvieron como antecedente uso de blanqueadores dentales en
el pasado. No hubo diferencia significativa en la edad entre los pacientes que habian
usado o no blanqueadores, sin embargo, los usuarios de blanqueadores eran mas
jovenes (edad promedio 34.3 versus 52.4, p=0.11). Las caracteristicas de uso de
tabaco y alcohol eran similares en los dos grupos. Los que habian usado
blanqueadores presentaban nodulos linfaticos regionales positivos (100%), mientras
qgue en el otro grupo se presentd en 3/16 (19%). Los autores sefialan que los hechos
no sugieren necesariamente relacién causa-efecto entre el uso de estos productos y el
desarrollo de cancer bucal. Sin embargo, los radicales libres generados en el proceso
del blanqueamiento tienen potencial carcinogénico, por lo tanto el uso de estos
productos en esta poblacién de pacientes se deberia estudiar mas ampliamente.

Bases tedricas

Radicales libres

El oxigeno aunque indispensable para los organismos aerdbicos, es a su vez
potencialmente toxico para todos los seres vivientes, pues debido a su peculiar
labilidad, a partir de él se pueden formar los RL oxigenados. . ¢®

El oxigeno molecular es un biradical, tiene dos electrones uUnicos en orbitales
diferentes, pero con orbitas paralelas. Tiene una afinidad muy grande por los
electrones que se transportan, por ello es muy buen agente oxidante. En muchas
reacciones de oxido-reduccion, la transferencia de uno o mas electrones se realiza
mediante la transferencia de hidrogeno. Por el mecanismo de la cadena respiratoria
mitocondrial se realiza el transporte de electrones desde un sustrato organico hasta un
aceptor electrénico: el O, molecular. En esta reaccion los electrones se desplazan por

pares. Este O, se reduce de esta manera hasta llegar a agua como producto final. ¢
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El 95% del O, mitocondrial sigue esta via de cadena respiratoria mitocondrial. Un
porcentaje pequefio, entre 2% y 5%, escapa a esta via de oxigenacion completa y
sigue pasos univalentes de reduccién, donde los electrones se desplazan de uno a
uno, con formacion de productos de reduccion parcial (u oxigenacién incompleta)
denominados radicales libres (RL). ¢”
El oxigeno es capaz de generar dos tipos de especies quimicas reactivas, que son muy
perjudiciales para los seres vivos: las especies reactivas de oxigeno (ERO sus siglas
en espanol y ROS en inglés). Estas son el radical superéxido (O.)*, el peréxido de
hidrégeno (H2O.), el radical hidroxilo (OH")* y el oxigeno singulete. El otro tipo son las
especies de oxigeno y nitrogeno reactivas (RNOS). Entre ellas se encuentran el éxido
nitrico (NO")*, el triéxido de nitrégeno (N2Os), el peroxinitrito (ONOQO"), el nitrito (NO,), el
acido peroxinitroso (HONO2) y el diéxido de nitrégeno (NO2)*.
Para su total reduccion, el oxigeno es capaz de aceptar cuatro electrones, uno a uno,
pero si el proceso no es completo podran aceptarse uno, dos o tres electrones
Unicamente. Si acepta un electrdén Unico se forma el radical superoxido O,". Si acepta
sblo dos electrones se forma el peréxido de hidrogeno (H.O,) y en el caso de aceptar
tres se produce el radical hidroxilo OH - . ('®
El radical superoxido (O2) se origina principalmente en la cadena de transporte
electronico mitocondrial. También puede ser producido por la xantina oxidasa
(degradacién de purinas). Tiene muy baja solubilidad, por lo que no difunde lejos del
sitio de su produccion. Puede originar radical hidroxilo, de forma no enzimatica
(reaccion de Haber-Weiss)

O + H:05+ HY — Os + H,O + OH-
El radical superdxido es una forma reducida de oxigeno, producida por las células
fagociticas con el fin de inactivar virus y bacterias, y también es producido por
leucocitos, fibroblastos y células del endotelio vascular. Este radical es un importante
transmisor de senales intracelulares las cuales participan en mecanismos de defensa
por fagocitos activados. La liberacion excesiva de radicales superdxido ha sido
implicada en la aterosclerosis y como factor importante en el desarrollo de hipertension
arterial. 9
El peroxido de hidrogeno (H.0,) no es un radical libre, pero puede originar radical
hidroxilo, de forma no enziméatica (reaccidén de Fenton)

H.O, + Fe* — Fe* + OH + OH'
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Puede, ademas, participar en la reaccién de Haber-Weiss. Se difunde a través de las
membranas biolégicas. Es producido por muchas enzimas que unen O,, presentes en
peroxisomas, mitocondrias y reticulo endoplasmatico.
Algunas de las funciones del peroxido de hidrégeno incluyen la regulacion de genes
especialmente los controlados por el factor nuclear kappa B (NF-kB) También influye
en la induccién de sobrecarga de calcio intracelular en los cardiomiocitos para la
presentacion de disfuncién cardiaca ©©
El radical hidroxilo es el radical libre mas reactivo. Aparte de las dos reacciones
anteriores de Haber-Weiss y de Fenton, lo pueden originar también las radiaciones
ionizantes actuando sobre el agua:

H202+ hu —» H + OH'
Los radicales libres son moléculas o atomos que tienen por lo menos un electréon no
apareado, son electroquimicamente incompletos e inestables para poder estabilizarse
tienden a quitar un electron a una molécula sana o estable con la finalidad de
completar su configuracion, dando lugar a la formacion de otra molécula inestable,
iniciando una serie de reacciones en cadena, que continla hasta que los radicales
libres sean eliminados por los antioxidantes. La vida media de la radical libre no pasa
de milésima de segundos. Los radicales libres se producen continuamente en el
organismo principalmente por reacciones bioquimicas redox con oxigeno, que tienen
lugar en el metabolismo celular normal por disfunciéon del sistema de transporte
mitocondrial de electrones, la reaccién de xantina oxidasa, la activacién de neutrofilos
para fagocitosis en una reaccion inflamatoria controlada, el metabolismo del acido
araquidénico y la auto oxidacién de las catecolaminas.
Se consideran como factores que contribuyen a la formaciéon de radicales libres: las
radiaciones ionizantes, rayos ultravioleta, contaminacion ambiental, sustancias
quimicas contenidas en ciertos alimentos, humo de cigarrillos, alcohol, deficiencias
nutricionales, el estrés, el colesterol HDL, procesos inflamatorios e infecciosos,
hiperoxia, exceso de ejercicio e isquemia.®®
El humo del cigarrillo puede ser separado en 2 fases, la fase gaseosa y la sélida o
alquitran. En la gaseosa se han detectado las siguientes especies reactivas:
superéxido, radicales hidroxilo y peroxilo, H,O,, oxigeno singulete, oxido nitrico,
peroxinitrito y NO2. Sin embargo, la principal fuente de superéxido y H,O, en el humo
de cigarrillo es debida a los polifenoles de la fase soélida, la que contiene cientos de
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compuestos organicos. Los fumadores tienen ademas grandes cantidades de
neutréfilos en el tracto respiratorio que pueden contribuir a elevar los radicales libres.
La representacion general de la formula de un radical libre es R *. Un compuesto se
puede transformar en radical libre en diferentes formas:
Ganando un electrén
O,+e - 0O, (radical superoxido)
Perdiendo un electrén
AH; - € ~———- AH* + H*

Por fusién homolitica de una unién covalente
A:B  —m A + B*

La formula estructural del peroxido de hidrégeno es:

HO—0OH
El per6xido de hidrogeno es un liquido sin color. Su peso molecular es 34.0. Los
nombres que se le asignan son peroxido de hidrégeno, diéxido dihidrégeno, diéxido de
hidrégeno, oxido de hidrégeno, oxydol, perdxido. Los productos comerciales son
soluciones acuosas de 33-37%. Los estabilizadores comunes son el acido fosférico y
otros acidos minerales para mantener la acidez del producto, sales de pirofosfato para
inhibir la descomposicién catalizada por metales y estanatos para inhibir la formacién
de coloide. Las soluciones comerciales tienen menos de 0.1% de impurezas organicas
y niveles muy bajos de impurezas inorganicas (<10 ppm), con metales pesados
usualmente menos de 2 ppm. Es un fuerte oxidante y puede formar radicales libres por
division hemolitica.

La formula estructural del peroxido de carbamida es:

HN._ -0

-
RI’ HO —OH
H

2

La forma fisica del peroxido de carbamida son cristales blancos o polvo cristalino. Su
peso molecular es de 94.1. Los nombres que se le asignan son urea peroxido, urea
perdxido de hidrogeno, urea. Los productos comerciales tienen minimo 97% de
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perdxido de hidrogeno urea. Es soluble en agua. Contiene aproximadamente 35% de
peréxido de hidrégeno y urea en solucién liquida.

En Europa se producen muchas toneladas de peroxido de hidrégeno H.O, de 100%. El
principal uso del peréxido de hidrégeno es la produccion de quimicos y blanqueamiento
de pulpa de celulosa y textiles. Pequefias cantidades se usan para desinfeccion de
lentes de contacto, desinfeccién de heridas y enjuagues bucales. Ambos perdxido de
hidrégeno y peroxido de carbamida son usados para tincién del cabello, antisépticos
orales, dentifricos, gotas para el oido y blanqueamiento dental.”

Efectos de los radicales libres en el organismo:

Produce peroxidacién de la membrana celular (erranceamiento de los fosfolipidos),
destruccién de la membrana celular y alteracion del ADN, estas acciones conllevan a
numero de enfermedades degenerativas tales como: cancer, artritis, envejecimiento
prematuro, decadencia senil, enfermedades cardiovasculares, alteraciones del sistema
inmunoldgico, cataratas, la enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis, etc. (“40)

Es importante destacar que todos los procesos bioquimicos que descompensan el
equilibrio organico ocurren mucho antes de manifestarse fisicamente, es decir, que
previamente a los sintomas y signos clinicos de una patologia, ocurren una serie de
eventos que conducen a la formacién de productos cuantificables en la circulacién. Al
lograr su determinacion se obtendra un diagndstico precoz y eficiente en el periodo
reversible de la enfermedad. ('?

Es muy dificil identificar y dosar radicales libres, especialmente por tener una vida
media tan corta: el mas toxico de ellos, el radical *OH, vive s6lo unos milisegundos.
Los métodos de deteccion son indirectos, tales como resonancia magnética nuclear,
dopaje de productos finales de lipoperoxidacién (malonil-aldehido, dienos conjugados,
etc.), quimioluminiscencia, dosaje de H,O,. Son métodos complejos y de alto costo.
Por el momento no estan disponibles para la practica clinica, pertenecen al campo de
la investigacion. ¢

Los radicales libres ejercen efectos utiles y nocivos. Entre los Utiles se puede
mencionar el papel de defensa que cumplen los producidos por los fagocitos en la
destruccién de los organismos invasores; ademas, algunas reacciones enzimaticos

transcurren posiblemente por mecanismos radicales (caso de ciclooxigenasa vy
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tromboxano sintetasa). Asi mismo las minimas concentraciones de ERO pueden ser
indispensables en muchos procesos, como el sistema de sefiales intracelulares, que en
los organismos multicelulares es indispensable para mantener la homeostasis por
ejemplo mediante mantener el equilibrio entre los procesos de proliferacion celular y
apoptosis., la inmunidad y la defensa celular. ©

Sin embargo, altas dosis o una eliminacién inadecuada de ERO dan lugar a estrés
oxidativo, que puede causar graves disfunciones metabdlicas y dafo a las
macromoléculas bioldgicas. Existe, por lo tanto, relacién entre los niveles de enzimas
antioxidantes y los tres tipos de moléculas mensajeras (factores de crecimiento,
prostaglandinas y 6xido nitrico) implicadas en la homeostasis celular, es decir, un
equilibrio entre el mantenimiento de las condiciones estaticas en el medio interno
celular y el nivel de ERO. ©¢49)

Bajo condiciones de estrés oxidativo, y dependiendo de la variedad de ERO presente,
la muerte de la célula puede seguir dos procesos diferentes, denominados apoptosis y
necrosis. La necrosis es pasiva (no dependiente de energia) y asociada con el
agotamiento de ATP, ruptura de la membrana plasmatica que rodea a la célula y
vertido del contenido celular al medio exterior, lo que afecta a células vecinas y
produce inflamacién. Por otro lado, la apoptosis, 0 muerte programada de la célula, es
un proceso activo (dependiente de energia en forma de ATP) caracterizado por la
reduccion de la célula en pequenos fragmentos (cuerpos apoptoéticos) rodeados de una
membrana plasmatica intacta, la condensacion del niacleo de la célula y la activacion

de caspasas, sin afectar a células vecinas. 3 6% 69

Accion sobre los carbohidratos: Los mono y disacaridos resisten la accion de los
radicales libres oxigenados. La glucosa constituye un “limpiador” del O,, al retenerlo e
impedir su accion sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son eliminadores del
radical hidroxilo (HO*). El &cido hialurénico es atacado y fragmentado por el
superéxido (0O2), lo que explicaria las destrucciones del tejido conectivo observadas
durante el proceso inflamatorio. Los  polisacaridos son despolimerizados por los
radicales libres. ©"

Accidn sobre los lipidos: El efecto  sobre los lipidos es ejercido fundamentalmente

sobre los acidos grasos poliinsaturados. Su exposicion a los radicales libres reactivos
como el NO2*, OH*, O,*, provoca reacciones en cadena porque éstos sustraen un
atomo de hidrogeno de los acidos grasos, dejando un carbono con un electrén no
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apareado y transformando el &cido graso en un radical libre. En este proceso de
peroxidacion de los acidos grasos el ataque de un radical libre reactivo puede oxidar
multiples cadenas laterales de acidos grasos, danando las membranas, haciendo la
membrana mas débil y causando eventualmente la destruccion completa de éstas.

La peroxidacion de los lipidos de las membranas celulares y subcelulares, mediante
una serie de reacciones en cadena, tiene cuatro pasos: iniciacion, donde un RL extrae
un atomo de hidrogeno de un lipido y origina un radical lipido; posteriormente en la
propagacion el O, reacciona con el radical lipido y origina radicales peroxilo y peroxidos
lipidicos; en la siguiente fase de degradacion los radicales peroxilo y peroxidos lipidicos
se degradan originando malondialdehido, etanol y pentano; finalmente en la
terminacion  los radicales peroxilo y perdxidos lipidicos se reducen totalmente
reaccionando entre si 0 en presencia de vitamina E.

Dependiendo del grado de peroxidacion lipidica se llega a alteracion de la estructura de
la membrana y su permeabilidad, generando disfuncién y posteriormente muerte
celular. Ademas estos productos de degradaciéon pueden difundirse lejos del sitio de las
reacciones en cadena y producir edema celular, ademas de influir sobre la
permeabilidad vascular, inflamaciéon y quimiotaxis. Asimismo, ellos pueden alterar la
actividad de fosfolipasas e inducir la liberacion de &cido araquiddnico, con la
subsiguiente formacién de prostaglandinas y endoperoxidos. ©¢"

La peroxidacion de los acidos grasos insaturados puede producirse en cualquier lipido
que los contenga, incluyendo los fosfolipidos que constituyen las membranas celulares
y mitocondriales. #'+¢"

En la base de la ateroesclerosis se halla la oxidacion de la particula LDL. Al proceso
ateroesclerdtico se considera como prototipo de los procesos de envejecimiento tisular.
Cuando en ausencia de antioxidantes un radical libre sustrae, en el lumen vascular, un
electron a la grasa poliinsaturada del colesterol LDL, éste se oxida y da comienzo a la
formacion de la placa ateroesclerética, y la disfuncién del endotelio vascular ©®

Acciones sobre las proteinas: Sobre las proteinas los efectos de los radicales libres
oxigenados comprenden, ante todo oxidacion de las funciones tiol (-SH) de la cisteina y
de los metilos (-CHs;) presentes en el azufre de metionina. De ello resulta la inactivacién
de enzimas, pues los grupos sulfhidrilo (-SH) pueden ser transformados en puentes
disulfuro (-S-S-). En resumen las moléculas que contienen sulfuro son particularmente

reactivas a los RL, por ello que las proteinas triptéfano, tiroxina, fenilalanina, histidina,
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metionina y cisteina son altamante susceptibles al dafio por RL. Asi, la naturaleza del
dano mediado por RL depende de la composicién de los aminoacidos de las proteinas,
llevando a cabo devastadores resultados en la funcion enzimética, el transporte i6nico
y la generacién de energia. ©®

En otros casos como en el colageno las fibrillas pueden ser rotas, proceso que puede
constituir el punto de partida para la accion de proteasas y facilitar la pérdida de
estructura de la triple hélice del colageno.

Acciones sobre acidos nucleicos: En los &cidos nucleicos, la accién de los radicales

libres oxigenados se ha observado experimentalmente en fracturas y anomalias
cromosdmicas por efecto del O2*. Otros efectos observados son hidroxilacién de bases
nitrogenadas, escisién de hebras de ADN, y formacion de uniones cruzadas, causando

mutaciones e inhibicién de sintesis proteica y de nucleétidos. & 4"

1.2.2. Defensas celulares contra la toxicidad del oxigeno y sus especies reactivas

Los organismos vivos disponen de mecanismos de defensa para evitar el dafno
oxidativo de las ROS y RNOS. Entre ellos se ubican:

e Enzimas de la defensa antioxidante

¢ Antioxidantes endégenos

e Antioxidantes de la dieta

e Compartimentacion celular de ciertos procesos generadores de especies

reactivas

e Secuestro de metales

e Reparacién de los componentes dafados
Sistema de antioxidantes
Los inhibidores de los radicales libres llamados también antioxidantes actuan sobre los
radicales libres neutralizandolos y aportandoles los hidrégenos que les faltan para
evitar su reaccién en cadena. El sistema antioxidante contiene tres grupos principales
de antioxidantes:

Antioxidantes Primarios : previenen la formacion de nuevos radicales libres. Esto lo

consiguen convirtiendo los radicales libres existentes en moléculas menos
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perjudiciales, antes de que puedan reaccionar, o evitando la formacién de radicales
libres a partir de otras moléculas. Por ejemplo:
Superoéxido dismutasa (SOD): convierte O,* en perdxido de hidrégeno

20, + 2H" — O +H,0,
En humanos existen tres tipos de SOD: la Mn-SOD mitocondrial, la Cu/Zn SOD
citosodlica y la SOD extracelular (EC-SOD). Aunque la Mn-SOD en tejidos humanos es
aproximadamente la mitad de Cu/Zn-SOD, su expresion es esencial para la
supervivencia de la vida aerobia y el desarrollo de resistencia celular a la toxicidad
inducida por las sustancias reactivas de oxigeno. & &9
Glutation peroxidasa: (GPx): convierte el perdxido de hidrogeno y los peréxidos
lipidicos en moléculas inofensivas antes de que formen radicales libres. Cataliza la
reduccion del perdxido de hidrogeno (a agua) y de los peroxidos lipidicos a alcoholes
no téxicos y es dependiente del selenio. Utiliza el glutation reducido como donante de
electrones. ©

2H,0, + 2G-SH —2H,0 + GSSG )
Se han hallado al menos cinco isoenzimas de GPx en mamiferos. La GPx1 citosélica o
mitocondrial se encuentra predominantemente en eritrocitos, rifion e higado, la GPx4
citosélica o de membrana se expresa mayoritariamente en las células del epitelio renal
y en los testiculos. La GPx2 citosélica y la GPx3 extracelular se detectan escasamente
en la mayoria de los tejidos, excepto en tracto intestinal y en el rifion, respectivamente.
Recientemente se ha encontrado la GPx5, que es independiente del selenio y se
expresa en el epididimo de raton. ©®
En células animales, y especificamente en eritrocitos humanos, la principal enzima
antioxidante para la detoxificacion de H.O, es la GPx, ya que la catalasa presenta
mucho menos afinidad por el H,O..
La enzima catalasa-peroxidasa (CAT) cataliza la dismutacion del H,O, en H,O y O,
molecular. Su sitio de accion esta limitado a los peroxisomas y, en menor proporcion,
en el citosol y el RE. La catalasa depende del hierro.

2H,0, — O, + 2H,0
Es una de las enzimas mas eficientes, tanto que no puede ser saturada por H,O, a
ninguna concentracion. ©°
Las catalasas son presentes en un amplio rango de concentraciones en casi todas las

células mamiferas. Se localizan en los compartimentos subcelulares, principalmente en

22



los peroxisomas. Catalasas solubles se han encontrado en los eritrocitos. La mayor
cantidad de catalasa es observada en las células de duodenum, higado, bazo, rifén,
sangre, membranas mucosas y otros tejidos altamente vascularizados.

Aunque la catalasa no es esencial para algunos tipos de células en condiciones
normales, tiene un importante papel en la adquisicion de tolerancia al estrés oxidativo
en el proceso de adaptacidon celular. La catalasa captura el H,O, antes que pueda
escapar de la célula y lo convierte en oxigeno molecular. ”

Las dos enzimas principales que controlan la concentracién del perdxido de hidrégeno
son la glutation peroxidasa y la catalasa.

Cantidades significativas de peréxido de hidrogeno aplicado topicamente pueden
penetrar la epidermis o las membranas mucosas seguido por una descomposicion
rapida y espontanea o catalizada por enzimas a oxigeno y agua en los tejidos
subyacentes., lo cual previene la entrada del peroxido en la circulacién general y por lo
tanto su distribucion sistémica. ©

Antioxidantes secundarios, denominados también carrofieros, captadores o

eliminadores de RL. Capturan los radicales, evitando las reacciones en cadena.
Pueden ser end6genos u obtenidos de la dieta.

Entre los antioxidantes enddgenos estan el acido Urico, la melatonina y el glutation.
El acido urico se origina en la degradacion de las purinas por la xantina oxidasa y es
liberado a los fluidos extracelulares (sangre, saliva, fluido pulmonar, etc.). Es
particularmente importante en las vias aéreas, donde existen pocos antioxidantes. Los
productos originados por la reaccion del acido drico con los radicales son eliminados
por la orina. ©®

La melatonina es un neurohormona secretada por la glandula pineal que participa en
la regulacién de los ciclos circadianos. Funciona también cediendo un electrén en
forma de hidrégeno a los radicales libres.

El glutation (GSH) es uno de los elementos principales que posee el organismo para
protegerse del dafo oxidativo. Actda en conjunto con la glutation peroxidasa. Desde el
punto de vista de la oxidorreduccion, el glutation reducido (GSH) es capaz de ceder
electrones desde su grupo sulfidrilo (SH) a una especie oxidada, como podria ser un
lipoperdxido de las membranas, funcionando asi como un potente agente antioxidante
y rindiendo el producto oxidado (GSSG). “°)
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También pertenecen a los antioxidantes enddgenos la bilirrubina y albumina. La
albumina que tiene un grupo sulfhidrilo por molécula y que esta presente en una
concentracion de 0.5 mmol/l en el plasma, puede barrer varios radicales, asi como
ligarse a los iones de cobre.

Por otro lado a este grupo de antioxidantes secundarios pertenecen los elementos de
la dieta como la vitamina E  (alpha-tocoferol) y beta caroteno (vitamina A) en la
membrana celular, vitamina C (ascorbato) en el citoplasma. ©

La vitamina E engloba multiples tocoferoles, de los cuales el mas importante es el a-
tocoferol, por ser el antioxidante mas potente. Esta vitamina liposoluble funciona como
proteccion contra la peroxidacién lipidica donando un electron a un radical peroxi
lipidico. ©

La vitamina C es una coenzima de oxidacién-reducciéon que funciona también como
defensa ante los radicales libres. El papel bioldgico del acido ascérbico radica en dos
de sus propiedades quimicas: una, la reversibilidad de su oxidacién, lo que permite su
regeneracién a estado reducido a expensas del glutation, y en segundo lugar el
caracter soluble polar de la molécula, debido a la cual se ubica en el citosol de la célula
y proporciona los equivalentes reductores necesarios para estabilizar los acidos grasos
poliinsaturados antes de que ocurra la peroxidacion lipidica avanzada, efecto que
ejerce, asociada a la vitamina E o a- tocoferol, de naturaleza lipofilica y presente en las
membranas celulares. Se observa entonces, la existencia de un complejo sistema de
interacciones y sinergismo entre los antioxidantes de la fase lipidica (membrana) de la
célula y de la fase acuosa (citosol), que conducen a neutralizar los radicales
citotdxicos, especialmente los originados de la peroxidacién lipidica. '?

Otros antioxidantes secundarios son los carotenoides, término que se aplica al B-
caroteno (precursor de la Vitamina A) y a compuestos similares y los flavonoides. ¢
Antioxidantes terciarios : reparan las biomoléculas danadas por los radicales libres.

Incluyen enzimas reparadoras de ADN y la metionina sulféxido reductasa.

Segun el lugar donde se localizan los antioxidantes, éstos pueden ser intracelulares,
extracelulares o estar en ambos lugares.

Proteinas de unién a metales: El hierro y el cobre son considerados los mas
comunes iones metélicos que catalizan la formacién de especies de radicales libres de
oxigeno via la reaccion de Fenton y Haber-Weiss descritas anteriormente. Siendo los
metales como el hierro y el cobre poderosos promotores del dafo por radicales libres
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en el organismo se ha desarrollado un complejo sistema de transporte y
almacenamiento para asegurar que estos metales esenciales raramente se les pueda
permitir de estar “libres” como por ejemplo la ferritina, la forma de almacenamiento
usual del hierro movilizable (Fe*") y el exceso de Fe* es almacenado como no
movilizable en depédsitos de hemosiderina que no estimula la formacién de radicales
libres, la transferrina que es la proteina transportadora de hierro a nivel plasmatico, la
lactoferrina proteina similar de union a hierro encontrada en muchas secreciones
humanas (lagrimas, liquido superficial de mucosa nasal) vy la ceruloplasmina, una
forma segura de transporte del cobre que limitan la disponibilidad de Fe ** y Cu *?
necesaria para formar el radical OH*. ('":2®

En el suero estos iones metélicos unidos a proteinas tales como la transferrina, la
ferritina y la ceruloplasmina, no solamente capturan a estos iones metalicos e impiden
su participaciébn en reacciones de oxidacion pero también han demostrado una
capacidad antioxidante 50 veces mayor que la vitamina E presente en el suero. El
selenio es otro ion metalico con propiedades antioxidantes, el cual es abundante en el
nucleo, el citosol, la mitocondria y los microsomas. A este ion se le conocen
propiedades anticarcinogénicas posiblemente debido a su interferencia con la
interaccion entre los radicales libres de oxigeno y el ADN. ©9

La compartimentacion celular es una forma de confinar todos aquellos procesos que
generan especies reactivas (ROS y RNOS) en granulos subcelulares. Esta
compartimentacion es esencial para controlar las especies reactivas y evitar que se
extiendan por toda la célula. La localizacién de las enzimas de defensa contra los
radicales libres también estd adaptada a la compartimentacion subcelular de los
procesos.

Un tipo de compartimento celular son los peroxisomas, organelos de membrana
sencilla presentes en practicamente todas las células eucariotes. En los mamiferos su
abundancia varia desde menos de cien hasta mas de mil peroxisomas por célula. El
nombre de peroxisoma indica que es lugar tanto para generar como degradar peréxido
de hidrégeno. En las células animales, las mitocondrias y los peroxisomas son los
organelos encargados del catabolismo de los acidos grasos (AG), a través del proceso
bioquimico conocido como B-oxidacién. ¢

Relacionando el tema de antioxidantes con formas de la enfermedad periodontal

frecuentemente asociadas con leucocitos fagocitaros activados y simultaneamente con
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las defensas antioxidantes del huésped frente a los radicales libres se plantea que es
posible el logro de un efecto benéfico con el uso de enjuagues antioxidantes como
coayudantes. En un estudio se pusieron a prueba las actividades antioxidantes de 11
colutorios con el método electro fotométrico especifico. Con el test se verifico si las
actividades quimicas antioxidantes puras realmente corresponden a la prevencién de la
fragmentacion del DNA in Vitro. Los resultados demostraron que los colutorios
conteniendo metil salicilatos fueron los mas efectivos en la limitacion de la
fragmentacidén del DNA fibroblastico, a diferencia de aquellos con clorexidina que no
ejercieron esta propiedad. También se encontraron indicios que el efecto antioxidante

en varios de los colutorios se puede deber al principio activo o al vehiculo o a ambos.
(4,5)

1.2.3. Capacidad antioxidante de la saliva

La saliva representa una mezcla de secreciones de las glandulas salivales mayores
(submandibular, sublingual, parétida) y las glandulas salivales menores y los fluidos
gingivales. Se ha demostrado que las secreciones de las diferentes glandulas difieren
considerable, son complejos en composicion y son afectadas por las diferentes formas
de estimulacion, el momento del dia, la dieta, la edad, el género, enfermedades y
agentes farmacol6gicos. Parte de la saliva se produce en respuesta a la estimulacién
de la masticacion, el resto aproximadamente 60% se produce en reposo. Durante el
suefo el flujo de las glandulas mayores virtualmente cesa. Se puede describir como
fluido heterogéneo compuesto por proteinas, glucoproteinas, electrolitos, pequefas
moléculas organicas como también compuestos transportados de la sangre. Las
proteinas son aproximadamente un 3% Yy la mayoria tienen propiedades
antibacterianas, incluyendo no inmunoglobulinas y anticuerpos, especialmente la Ig A
secretora, lisosima, lactoferrina y peroxidasa. Este fluido constantemente bafa los
dientes y la mucosa bucal actuando como solucion limpiadora, reservorio de iones,
lubricante y buffer. 4%

Se ha considerado que el desbalance entre los niveles de radicales libres y especies
reactivas de oxigeno con los antioxidantes puede jugar importante papel en la
instalacion y desarrollo de variadas patologias bucales inflamatorias. Hay revisiones
extensas del dafo oxidativo en la enfermedad periodontal crénica y los posibles
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efectos terapéuticos de los antioxidantes. Fisiologicamente los radicales libres/especies
reactivas de oxigeno en la boca son producidos principalmente por los neutréfilos
polimorfonucleares, los cuales pueden controlar el crecimiento de bacterias mediante el
estallido respiratorio. Tales acciones fisiologicas son normalmente contrarestadas por
sistemas de antioxidantes intrinsecos y cuando este sistema falla es posible que se
produzca dafo tisular. La saliva puede constituir la primera linea de defensa frente a
los radicales libres. 8%

La saliva humana entera contiene un sistema de peroxidasas complejo, el mayor
componente del cual incluye diferentes formas de lactoperoxidasa secretadas por las
glandulas salivales y mieloperoxidasa secretada por los polimorfonucleares. Una de las
funciones mas importantes de la peroxidasa salival es el control de las bacterias orales
que forman placa dental que no se llegue a desbalence y se produzca caries dental o
enfermedad periodontal crénica. La peroxidasa salival cataliza la peroxidacién del ion
tiocianato (SCN’) a generar productos de oxidacion ((O2SCN, O3SCN’, (SCN)2,
HOSCN, OSCN’) que inhiben el crecimiento y el metabolismo de muchos
microorganismos. Parece que esta enzima puede también funcionar como catalasa

Se debe también tomar en cuenta que el fluido gingival crevicular constantemente se
mezcla con la saliva y su flujo se incrementa con la inflamacién gingival, lo cual se
relaciona con incremento de PMN que contribuyen a mejorar la actividad peroxidasa
con la mieloperoxidasa. La mieloperoxidasa es una enzima que se encuentra en los
granulos azurdfilos de los neutrofilos y los monocitos sanguineos que cataliza la
oxidacion del cloruro y la reduccion del peréxido de hidrogeno hasta la formacién del
acido hipocloridrico (HOCI), una especie reactiva de oxigeno que puede producir corte
en la unién peptidica y la formacion de cloraminas con bajo peso molecular y potencial
bactericida. 4 %

Por otro lado la saliva es rica en antioxidantes, principalmente &cido urico, con una
contribucién menor de albumina, ascorbato y glutation. Se ha demostrado que la saliva
tiene rol en la supresion de la peroxidaciéon lipidica de la comida ingerida. La
concentracion de urea en saliva varia mucho. Se ha reportado que el acido urico es el
mayor antioxidante de la saliva representando mas de 85% de la capacidad
antioxidante total de la saliva. La concentracién de albumina es comparativamente baja
de 10 uM en rangos parecidos a la del acido ascérbico. El acido ascérbico parece ser

concentrado particularmente en el fluido crevicular donde su concentracién se ha
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encontrado ser tres veces mas que en el plasma. La concentracion de glutation es
cerca de 2 pM.

Finalmente también hay huellas de otros antioxidantes en la saliva y fluido crevicular
(transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina) que tienen capacidad de unir iones de metal
y representan aproximadamente de 5 a 10% de la capacidad antioxidante de la saliva.
El hierro y el cobre (dos elementos implicados en la produccion de radicales libres via
reaccion de Haber — Weiss catalizada por metales) son neutralizados por unién a
proteinas de transporte, el primero por la transferrina y la lactoferrina, y el ultimo se une

a la ceruloplasmina y la albimina.

1.2.4. Mucosa bucal

Caracteristicas histofisiolégicas

La piel, la mucosa bucal y el revestimiento intestinal constan de dos componentes
tisulares separados, un epitelio de revestimiento y un tejido conectivo subyacente. Es
mas facil entender la estructura de un tejido u érgano cuando se conoce su funcion.
Esto es particularmente cierto en el caso de la mucosa bucal, cuya estructura refleja
una variedad de adaptaciones funcionales. Estas adaptaciones son el resultado de
cambios evolutivos en las especies que han tenido lugar en un largo periodo de
tiempo. ('

La mucosa bucal cumple varias funciones. La mas importante de ellas es la proteccion
gue otorga a los tejidos mas profundos de la cavidad bucal.

Aunque la mucosa bucal se continta con la piel existen considerables diferencias,
como el espesor, el grado de queratinizacion y cantidad de pigmento meléanico en el
epitelio. Otras caracteristicas por las cuales la mucosa bucal difiere de la piel son su
superficie himeda y la ausencia de apéndices o anexos. La piel contiene numerosos
foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas, mientras que los componentes
glandulares de la mucosa bucal estan representados principalmente por las glandulas
salivales menores. ('®

Los dos tejidos principales de la mucosa bucal son un epitelio escamoso estratificado,
llamado epitelio bucal y un tejido conectivo subyacente, llamado lamina propia o corion.

La interfase entre el epitelio y el tejido conectivo es usualmente irregular con
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proyecciones hacia arriba del tejido conectivo, donde se interdigitan papilas de tejido
conectivo con crestas epiteliales. No es tan clara la separacion entre el tejido conectivo
de la mucosa bucal y el la submucosa subyacente. " '®

Como tejido que forma la superficie de la mucosa bucal, el epitelio representa la
barrera primaria entre el medio bucal y los tejidos mas profundos. Como ya se ha
mencionado es un epitelio escamoso estratificado y consta de células estrechamente
adosadas entre si y dispuestas en una serie de capas distintas o estratos. Al igual que
la epidermis y el revestimiento del tracto gastrointestinal, el epitelio bucal mantiene su
integridad estructural mediante un sistema de renovacién celular continua, por el cual
las células, producidas por divisiones mitéticas en las capas mas profundas, migran
hacia la superficie para reemplazar a aquellas que se descaman. Puede entonces
considerarse que las células epiteliales pertenecen a dos poblaciones celulares
funcionales, una poblacidén progenitora cuya funcion es la de proveer nuevas células y
una poblaciéon en maduracién, cuyas células sufren continuamente un proceso de
diferenciacién o maduracién para formar una capa protectora superficial. " ®

Las células progenitoras estan situadas en la capa basal en los epitelios delgados,
tales como los de piso de boca y en las dos o tres capas celulares inferiores en
epitelios mas gruesos, como los de los carrillos y del paladar. Se considera que la
poblacién progenitora no es homogénea, sino que consiste de dos subpoblaciones
celulares funcionalmente distintas. Una pequefa poblacién de células progenitoras
que se recicla muy lentamente con la funciéon de reproducir células basales y la otra
mas amplia de células con la funcién de aumentar el nimero de células disponibles
para la maduracion posterior. El concepto de una célula germinal epitelial puede tener
significado para comprender el desarrollo de los carcinomas. Independientemente de
que las células sean de tipo germinativo o amplificador, la replicaciéon es una actividad
ciclica, que se divide habitualmente en cuatro fases diferentes, de las cuales
histolégicamente se puede diferenciar sélo la mitosis. Después de la division celular
cada célula “hija” decide reciclarse en la poblacién progenitora o en el compartimiento
de maduracién. Este periodo de toma de decisiones se conoce como la dicofase. La
velocidad con la cual se producen células nuevas puede ser determinada mediante
una serie de métodos. Ciertas sustancias, tales como el alcaloide vegetal colchicina,
pueden frenar las células en division a medida que éstas entran en la metafase.

Mediante el recuento de numero de células en divisién frenadas en el lapso de un
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periodo de tiempo conocido, se puede determinar el indice mitético. Aparte de contar
el nimero de células en division, es posible también estimar el tiempo necesario para
gue una célula se divida y atraviese todo el epitelio, llamado tiempo de recambio del
epitelio. Aproxidamente el tiempo de recambio en la piel es de 52 a 75 dias, en el
intestino de 4 a 14 dias, en la encia de 41 a 57 dias y en el carrillo de 25 dias. El
recambio del epitelio bucal no queratinizado es mas rapido que del epitelio gingival
queratinizado. El control de la proliferacion epitelial se piensa que es mediado por
sustancias producidas por las células epiteliales en maduracion llamadas chalonas.
Estas chalonas actuan mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa; a menor
concentracion local de chalonas, mayor actividad mitética y menor velocidad de
maduracién. '®

La actividad mitética puede verse afectada por una serie de factores, tales como el
momento del dia, el stress y la inflamacién. Por ejemplo, la presencia de infiltrados
leves de células inflamatorias a nivel subepitelial estimula la mitosis, mientras que la

inflamacién severa ocasiona una marcada reduccion de la actividad proliferativa.

1.2.5. Inflamacioén y radicales libres

En las Ultimas décadas, gracias a los avances en biologia molecular se ha logrado un
notable desarrollo en la investigacién de los mecanismos de la respuesta inflamatoria
sistémica a la infeccion. ®?

Diferentes estimulos exdgenos y enddgenos pueden inducir una respuesta compleja
del tejido conectivo vasularizado, denominada inflamacién, que da lugar a acumulacién
de liquidos y leucocitos en los tejidos extravasculares. La reaccidn inflamatoria esta
estrechamente relacionada con el proceso de reparacion. Su caracter es
fundamentalmente protector con el objetivo final a librar el organismo de la causa inicial
de la lesion celular. Sin embargo, la inflamacién y reparacion pueden llegar a ser
daninos para el organismo como en el caso de las reacciones de hipersensibilidad, de
las enfermedades cronicas como artritis reumatoide, aterosclerosis y fibrosis pulmonar
que poseen el mecanismo patogénico de la inflamacién. ©?

La respuesta inflamatoria tiene lugar en el tejido conectivo vascularizado e implica al
plasma, a las células circulantes, los vasos sanguineos y los constituyentes celulares y

extracelulares del tejido conjuntivo. Las células circulantes son neutréfilos, monocitos,
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eosindfilos, linfocitos, baséfilos y plaquetas. Las células del tejido conjuntivo son los
mastocitos que se localizan alrededor de los vasos sanguineos, los fibroblastos, los
macréfagos y los linfocitos residentes. 2

La inflamaciéon presenta dos fases aguda y crénica. La inflamacién aguda es de
evolucion relativamente breve, con una duracién de horas o pocos dias. Se caracteriza
con exudacién de liquidos y proteinas plasmaticas (edema) y migracion de leucocitos
polimorfonucleares. La inflamacion crénica es de mayor duracion y se caracteriza con
la presencia de linfocitos y macrofagos y la presencia de fibrosis.

Uno de los eventos més importantes de la inflamacién es el aporte de leucocitos a la
zona de la lesion. Los leucocitos fagocitan los agentes agresores, destruyen las
bacterias y otros microorganismos y degradan el tejido necrético. Los leucocitos
también pueden prolongar la inflamacién e inducir lesion tisular al liberar enzimas,
mediadores quimicos y radicales téxicos de oxigeno. La secuencia que lleva a los
leucocitos en el lugar de la lesion consiste en marginacion leucocitaria al endotelio
vascular, trasmigracion a través del epitelio llamada diapedesis y migracién al lugar
mediante quimiotaxis. Diversas sustancias exégenas y enddgenas pueden actuar como
quimiotacticos. Los agentes ex6genos mas comunes son los productos bacterianos. El
lipopolisacarido (LPS) de los gérmenes gramnegativos es el mas conocido de todos y
es un componente vital de la pared celular de estas bacterias, en particular la molécula
«lipido A». Se han estudiado también otros componentes de la pared bacteriana como
el peptidoglicano, muy relacionado con citotoxicidad y edema cerebral y el &cido
muramico, caracteristico de los gérmenes grampositivos, que tienen un alto poder
inductor de mediadores proinflamatorios. ?'22 82

La fagocitosis y la liberacion de enzimas son los principales sucesos en el foco de la
inflamacién. La fagocitosis transcurre con la secuencia de reconocimiento y fijacion de
la particula extrafia que va a ser ingerida; englobamiento de la particula con formacion
de una vacuola fagocitaria y destruccion del material fagocitado.

En la fase final de la fagocitosis, la destruccion de las bacterias se consigue
principalmente por mecanismos dependientes del oxigeno. La inflamacién estimula
fuertemente el consumo de oxigeno. La produccion de metabolitos de oxigeno se debe
a la activacion rapida de una oxidasa (NADPH oxidasa) que oxida al NADPH y en el

proceso reduce el oxigeno a ion superdxido.
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202 + € — 202 + NADP* + H*
NADPH oxidasa

El radical superéxido liberado en el interior del fagolisosoma es luego transformado en
H-O, por la SOD.

202" + H* — H,0, + O,
La NADPH oxidasa es un complejo sistema enzimdtico, constituido por varias
proteinas. En los neutréfilos en reposo, estos componentes proteicos se separan en
compartimentos citoplasmaticos y de la membrana plasmatica. Por lo tanto el H,O, es
producido en el interior de la célula. ¢”
Las ERO producen a su vez peroxidacion de los lipidos de membrana, factor que es
determinante en el mecanismo del dafo endotelial. Asimismo se producen
modificaciones de las proteinas (enzimas, receptores, proteinas formadoras de
canales) asociadas a estos lipidos, lo cual provoca trastornos de los sistemas de
transporte con aumento de permeabilidad para algunos elementos que, como el
calcio.®
Las cantidades de H.O, que se producen en el fagolisosoma son insuficientes para
permitir el efecto de la destruccion bacteriana eficaz. Sin embargo los granulos
azurofilos de los neutrdfilos contienen la enzima mieloperoxidasa (MPO) que en
presencia de un haluro como el CL’, convierte el H,O, en HOCI. Este ultimo es un
agente antimicrobiano que destruye las bacterias mediante halogenacion o mediante
oxidacion de las proteinas y lipidos. (peroxidacion lipidica). El sistema H.O.-MPO-
haluro es el sistema bactericida mas eficaz de los neutréfilos. ¢
Los leucocitos con déficit de MPO también son capaces de destruir las bacterias,
aunque mas lentamente a través de la formacidén de superdxido, radicales hidroxilo y
oxigeno monoatémico. ©°
La destruccion de las bacterias también se puede conseguir por mecanismos
independientes de oxigeno, por accién de sustancias contenidas en los granulos de los
leucocitos: la proteina bactericida por incremento de la permeabilidad, la lisozima, la
lactoferrina, la proteina basica principal y las defensinas.
Las alteraciones que suceden en el metabolismo y las membranas de los leucocitos

durante la quimiotaxis, la activacién y la fagocitosis dan lugar a liberacién de productos,
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no sélo hacia el interior del fagolisosoma, sino también a veces hacia el espacio
extracelular. Estos productos son las enzimas lisosomales, los metabolitos activos de
oxigeno y los metabolitos del acido araquidénico. Poseen potentes propiedades de
mediacion de la lesiébn endotelial y tisular. Los monocitos/macréfagos producen
efectos perjudiciales adicionales en la inflamacion crénica. Es por ello que cuando la
inflamacién evoluciona de forma incontrolada, el propio infiltrado leucocitario se
convierte en agente lesivo, encontrandose la lesién tisular producida por las células

inflamatorias en el fondo de muchas enfermedades agudas y crénicas del ser humano.
(22)

1.2.6. Carcinogénesis

El cancer es una enfermedad especial, que demandara eventualmente la vida de una
de cada cuatro o cinco personas que lo padecen. La conciencia publica y el temor al
cancer se intensificaron durante los ultimos 60 afios como resultado de asociaciones
extensamente publicadas entre el cancer humano y un numero de factores ambientales
asociados a la tecnologia moderna. Particularmente, la atencién fue centrada en los
riesgos carcindgenos posibles asociados a los muchos productos y subproductos de la
industria quimica, con presion publica enorme para que la accidon legislativa pronto

regule la exposicién humana a los agentes carcinégenos potenciales. ©®

En la génesis del cancer se involucran fenémenos complejos explicados de diferentes
formas a lo largo de la evolucion del conocimiento cientifico. Varias teorias han sido
sugeridas considerando los aspectos epidemiolégicos, bioquimicos, genéticos vy
moleculares que se combinan para aceptar la carcinogénesis como un proceso de
"multietapas”, caracterizadas por alteraciones biomoleculares en especial las
relacionadas con el ciclo celular. ®

Como resultado de los estudios epidemiolégicos tempranos la busqueda para las
causas del cancer fue centrada en el ambiente y los impactos potencialmente adversos
de la tecnologia en el ambiente atribuyéndole la causa del cancer a las drogas, a los
pesticidas, a los plasticos, a los aditivos alimenticios, y a otros materiales generados
por la industria quimica. Ahora hay el consenso general que los habitos personales y

culturales de individuos son los determinantes predominantes del cancer humano. Asi
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el tabaquismo solamente explica el cerca de 30% de todo el cancer masculino en los
Estados Unidos, y otros “malos” habitos tales como consumo del alcohol y de la
promiscuidad sexual pueden causar un 10% adicional. Se estima que los factores
asociados a dieta son responsables del cerca de 35% del cancer humano. Incluso en
los paises mas industrializados, muy pocos canceres se pueden atribuir a la exposicion
a los productos quimicos sintéticos. La exposicidn ocupacional a una variedad de
productos quimicos o de procesos industriales explica probablemente no mas el de 5%
de cancer humano, y la contribucion total de la contaminacion ambiental se estima para
ser solamente 1-2%. ©®

En resumen son muchos los agentes que producen cancer, pero pueden dividirse en
los siguientes grupos: carcindbgenos quimicos, factores fisicos (energia radiante) y

agentes biolégicos (microorganismos oncogénicos principalmente virus) 2

Considerando al cancer como una enfermedad multifactorial, de etiologia discutida,
donde la edad, el sexo, la raza y la herencia se reconocen como factores de riesgo la
dieta, los habitos toxicos, el estilo de vida y el medio en general, incluyendo la infeccion
por microorganismos, son factores que actuan sobre el genoma de las células como

iniciadores 0 promotores en el complejo proceso de transformacion celular hacia

formas de mayor complejidad biolégica. Debe sefalarse la relacion Medio Ambiente —
Herencia como los extremos de un espectro en cuyo centro se situa la casualidad de la
mayor parte de las neoplasias que padece el hombre. ®

Algunos carcindgenos, fundamentalmente quimicos, actuan directamente en las
células o funcionan indirectamente después de haber sido transformados en
metabolitos mas reactivos. Los carciégenos que actuan directamente sobre el ADN
celular reciben el nombre de genotoxicos, otros que no lo hacen de esta forma, no
genotoxicos, tienen un mecanismo mas controvertido que involucra la activacién de
receptores de superficie celular, la activacion e inhibicion de enzimas y factores

transcripcionales, la inhibicién de la apoptosis, o la citoxicidad celular directa. © 8

Cuando se produce una alteracion del ADN se advierten 3 posibilidades para la célula:
pueden actuar los mecanismos de reparacion del dafo y la célula regresar a la

normalidad, la célula puede morir 0 puede pasar a ser una célula iniciada en la
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transformacién. La iniciaciobn como cambio molecular heredable no es un evento
suficiente, la proliferacién de las células alteradas requiere de otro paso: la promocion.
®)

El efecto de los promotores es estimular la division celular de una célula que sufrid
previamente una mutaciéon por la accion de un agente iniciador. Al estimular el
promotor la proliferaciéon celular hacen que las células sean susceptibles a sufrir
nuevas mutaciones. La célula iniciada responde ante la accién del promotor con un
crecimiento distinto a las células normales. ©

Dentro de los procesos de iniciacion — promocién, es conveniente reflexionar sobre la
gran susceptibilidad de las poblaciones celulares que han sufrido un dafo inicial en el
ADN, las cuales no evidencian aun cambios morfoldgicos identificables que permitan
un diagndstico precoz, y que son blanco facil de las acciones promotoras de productos
quimicos o elementos fisicos con capacidad de actuar sobre los mecanismos del
control y la proliferacion celular potenciando sus efectos mediante el fendmeno de

sinergismo. ®

La estructura de las sustancias quimicas que inician la carcinogénesis es muy variada
e incluye tanto a productos naturales como sintéticos. Pueden considerarse dos
grupos: los que tienen accién directa, no necesitan una transformacién quimica para
desarrollar su accién y los de accion indirecta, que necesitan una conversidon
metabdlica, llamados también procarcindbgenos. Todos los carcinbgenos de accion
directa y definitiva tienen la propiedad comun de ser electrofilos, poseen atomos
deficientes en electrones y son sumamente reactivos pudiendo reaccionar con
localizaciones celulares nucledfilas (ricas en electrones). Estas reacciones no son de
caracter enzimético y dan lugar a compuestos covalentes entre el carcinégeno quimico
y un nucleé6tido del ADN. La mayoria de los carcin6genos necesitan una activacion
metabdlica. ®?

La transformacién maligna se debe a mutaciones que afectan a oncogenes, genes
supresores del cancer y genes que regulan la apoptosis, debido a la accién de los
productos quimicos. El potencial para producir mutaciones se ha estudiado
fundamentalmente mediante la prueba Ames, que mide la capacidad de un producto
quimico para inducir mutaciones en la bacteria Salmonella typhimurium. La mayoria de
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los productos quimicos que son mutagenos in Vitro son carcinégenos in vivo. Gracias a
la elevada correlacion entre mutagénesis y carcinogénesis, se recurre a menudo a la
prueba Ames para estudiar la capacidad carcinégena de las sustancias quimicas. #?

Se ha establecido que el objetivo primario de los carcinégenos quimicos es el ADN y
gue no existe una alteracién Unica que se asocie a la iniciacién de la carcinogénesis
quimica. No obstante, la accién de cada carcindbgeno quimico con el ADN, no es
completamente aleatoria y cada clase de carcinégeno tiende a producir un patrén
limitado de lesién en el ADN. Por lo tanto la presencia de ciertos tipos de lesiones el
ADN en tumores humanos puede proporcionar indicios moleculares sobre su causa.
Aunque los carcin6genos quimicos pueden afectar a la practica la totalidad de los

genes, son muy frecuentes las mutaciones en el gen ras y p53.

La secuencia iniciacion-promocion de la carcinogénesis quimica plantea la interrogante
de como contribuyen los promotores tumorales a la tumorogénesis si no son
mutagenos. Aunque los efectos de los promotores tumorales son pleiotropos, la
condicion indispensable es la induccion de la proliferacion celular. La respuesta de las
células iniciadas a los promotores difiere de la de las células normales, ya que
experimentan una expansion clonal selectiva. Estas células tienen menos necesidad de
factores de crecimiento y probablemente responden menos a las sefnales inhibitorias
del medio. Forzado a proliferar, el clon de células sufre nuevas mutaciones, hasta que
desarrolle tumor maligno. Por lo tanto el proceso de promocion tumoral consta de
varios pasos: proliferacién de células preneoplasicas, conversion maligna y progresion

del tumor. ??

Los agentes promotores pueden ser exdgenos o enddgenos. Los hidrocarburos
policiclicos aromaticos desprendidos en la combustion de cigarros y tabacos
representan un ejemplo de elementos exdgenos muy ricos tanto en agentes iniciadores
como en promotores, razdn por la cual han sido empleados en modelos experimentales
de carcinogénesis. También puede actuar como promotor tumoral una infeccion viral,
que produzca lesion mistica con hiperplasia reactiva. Quizés, los mas peligrosos,
debido a dificultad para controlarlos son los promotores enddgenos, como las
hormonas o las sales biliares. La ingesta de grandes cantidades de grasa en la dieta se
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ha relacionado con un mayor riesgo de cancer de colon, lo que podria depender del
aumento de sintesis de acidos biliares, que han sido demostrados ser promotores
tumorales en modelos experimentales © 22

Los ERO (especies reactivas de oxigeno), incluyendo el H,O, juegan un importante
papel en los procesos de promocion tumoral. Utilizando un modelo de promocion
tumoral in Vitro con células epiteliales ovales de higado de rata de la linea T51B se
estudié la actividad de promocion tumoral del H,O, en células iniciadas con N-metil-N-
nitro-N-nitrosoguanida. En este sistema se evidencio el efecto de promocion del H.O,
por la formacion de colonias en agar blando con focos de cultivos de una capa, en los
cuales hubo interrupcién de la comunicacion por los puentes intercelulares (GJC) y
crecimiento a densidad de saturacién alta. H,O, preferentemente indujo la expresién de
c-fos, c-jun, c-myc, egr-1; mientras que los niveles junB y junD permanecieron casi sin
cambios. El H,O, también indujo la hiperfosforilacién del cx43 y los genes de expresion
temprana (IE). Estos resultados sugieren que el H.O, actia como promotor tumoral en
células hepaticas de ratas no neoplasicas de la linea T51B. #7-4®

La comunicacion celular de célula a célula por los puentes de unién es esencial en el
mantenimiento del balance homeostatico en los organismos multicelulares. La
comunicacion intercelular aberrante ha sido implicada en la promocion tumoral,
neuropatias y teratogénesis. El estrés oxidativo también ha sido implicado en
patologias similares como el cancer. Se reporta una relacion potencial entre el estrés
oxidativo y la GJIC. El perdéxido de hidrégeno, un promotor tumoral conocido, inhibio
GJIC en células hepaticas epiteliales de rata WB-F344. La inhibicién de GJIC por el
H202 puede ser reversible dandose la recuperacién cuando este sea removido con
otros medios "

En un andlisis posterior sobre el modo por el cual se realiza la promocion tumoral por el
H.O, se determind que este puede directamente inducir la tirosina fosforilacién del
receptor del factor del crecimiento (EGFR). El H.O, y el factor del crecimiento
epidermal ejercen efectos similares en la induccién de la respuesta temprana de los

genes del crecimiento. "
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Se ha sugerido que los radicales libres de oxigeno a veces estan implicados en el paso
inicial, sea la activacion oxidativa de un procancerigeno a su forma cancerigena o en la
union de una forma cancerigena al ADN, o ambos. Por lo tanto, estan probablemente
implicados en un numero sustancial de reacciones de iniciacién cancerigena, sin
embargo, la promocion practicamente siempre implica radicales, por lo menos a cierto
nivel. ©¢”

Muchos promotores tumorales son agentes inflamatorios que estimulan la formacion de
radicales de oxigeno (O.,) y peroxido de hidrégeno (H2O.) en los neutrofilos
fagociticos. Los neutrofilos usan radicales de oxigeno para matar a las bacterias que
son reconocidas por la membrana celular de células fagociticas ocasionando una senal
para elevar la respuesta del oxigeno. ElI promotor tumoral aislado de aceite de croton
12-O-tetradecanoil-forbol-13 acetato (TPA) mimetiza la sefal para matar las bacterias
causando liberacion de radical de oxigeno que dafna las células del huésped. Los
radicales de oxigeno ocasionan simple rotura de la cadena de ADN o modifican sus
bases. Estas reacciones dafinas parecen ser relacionadas con la promocién
tumoral.®

Por otro lado se ha hallado que el trans-tamoxifeno (TAM) que ha sido usado
exitosamente en terapia de tumores humanos de mama estrogeno dependientes y en
la prevencion de su recurrencia, cuyo mecanismo de accion se pensaba era la
interferencia con los estrégenos, inhibe totalmente la formacién de H202 por
neutréfilos humanos tratados con 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA). &7

1.2.7. Lesiones precancerosas y cancer bucal

Leucoplasia

La leucoplasia es un término clinico que se ha utilizado durante afos para indicar una
placa de color blanco que se presenta en la superficie de la membrana mucosa en todo
el cuerpo, la cual no puede ser caracterizada clinica o histopatolégicamente como
ninguna otra enfermedad. En el 1983 en el Seminario Internacional sobre leucoplasia
oral y lesiones asociadas relacionadas con los habitos tabaquicos en Malmo se precisa
en la definicibn que no esta asociada a ningun agente etiolégico fisico o quimico a
excepcion del consumo de tabaco. En el Simposium Internacional sobre Lesiones
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Orales Blancas en Uppsala en 1994 se lleg6 a la siguiente definicién “Una leucoplasia
es una lesién predominantemente blanca de la mucosa oral que no puede ser
caracterizada como ninguna otra lesién definible”. En forma analoga una eritroplasia es
lesién de la mucosa oral que se presenta como area roja y no puede ser caracterizada
como ninguna otra lesién definible. 77

Estudios observacionales y de seguimiento han proporcionado evidencias que la
leucoplasia oral es precancerosa, encontrando que un gran numero de carcinomas
orales se asocian a areas de leucoplasia, algunas leucoplasias muestran
caracteristicas histopatologicas parecidas a las encontradas en los epitelios no
tumorales adyacentes a un cancer oral (displasia oral) y primordialmente porque
algunas de las leucoplasias han evolucionado clinicamente con el tiempo desarrollando
carcinoma epidermoide. "*

La proporcién de lesiones que experimentan una transformacién neoplésica varia
considerablemente, siendo en muchos estudios los factores etiolégicos diferentes, que
pueden afectar una poblacién y no otra, es decir, la influencia geografica. También si
los estudios realizados son randomizados en la poblacion general o en pacientes
hospitalizados. Asi la tasa de transformacién maligna oscila entre 3 a 18%. ¥
Clinicamente se distinguen dos tipos de leucoplasia homogénea y no homogénea. La
leucoplasia homogénea se ha relacionado con un menor potencial de transformacion.
Entre las caracteristicas clinicas que influyen en el prondstico de la leucoplasia se
encuentran la localizacion, el color y la textura. Las lesiones del suelo de la boca, surco
vestibular inferior y zona retromolar tienen mayor riesgo de transformarse en
carcinoma. Las lesiones no homogéneas de color, especialmente blancas con un
componente rojo son de riesgo mas alto. Las formas clinicas nodulares que se
encuentran frecuentemente infectadas por Candida, también son de mayor riesgo. La
leucoplasia verrugosa proliferativa es otra forma que presenta gran potencial maligno.
El factor que mas intensamente condiciona el potencial maligno de una leucoplasia es
la presencia de displasia epitelial en el analisis histopatolégico. En la mayoria de las
leucoplasias se presentan primordialmente cambios epiteliales de tipo benigno
(hiperplasia epitelial, hiperqueratosis y acantosis). Los cambios displasicos aparecen
con mucha menor frecuencia. Se ha encontrado que las lesiones no displasicas o con
displasia leve se transformaban en carcinomas en 3%, mientras que las lesiones con

forma severa de displasia en 43%. ('
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Displasia epitelial.

La displasia engloba diferentes cambios estructurales del epitelio, combinandose
fendmenos histologicos que indican un desorden de la maduracion epitelial y la
proliferacion celular. Se consideran como signos de maduracién desordenada: la
hiperplasia irregular y/o atrofia; profundizacion de los procesos epiteliales en el corion;
estratificacion irregular; queratinizacién de células individuales; disminucion de la
cohesion de las células epiteliales; pleomorfismo celular. 437

Por otro lado las manifestaciones de los disturbios en la proliferacion celular son:
pérdida de la polaridad de las células basases; hiperplasia de células basales,
incremento de la relacién nucleo-citoplasma; nucleolos agrandados; alto numero de
mitosis; mitosis en las capas superficiales del epitelio; mitosis anormales.

No es comun que todos los trastornos histopatolégicos se presenten en la misma
lesion, dandose un numero elevado de distintas combinaciones. La gravedad de una
displasia depende de la cantidad de trastornos epiteliales en la misma lesion. Hay un
alto porcentaje de subjetividad en el diagnéstico especialmente de la displasia leve y
moderada con la observacion microscépica.

La displasia epitelial severa y el carcinoma in situ se refieren a la misma lesion
practicamente. Cuando los fendmenos caracteristicos para la displasia se extienden a
todo el grosor del epitelio oral o la aparicibn de rasgos marcados de displasia
localizados en una zona concreta del epitelio. El carcinoma in situ es un cancer
localizado s6lo a nivel de epitelio que no ha roto la membrana basal y por lo tanto no es
capaz de producir metastasis. ('*3")

Cancer oral

Con el término cancer oral se hace referencia a tumores malignos que afectan a los
labios, la lengua, el suelo de la boca, las glandulas salivales, la faringe y el resto de
localizaciones dentro de la boca, correspondiendo la mayor parte de los casos a
carcinoma epidermoide.

El carcinoma epidermoide se caracteriza por proliferacion de nidos o cordones de

células epiteliales atipicas en el tejido conectivo. La malignidad de este depende del
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grado de diferenciacion que presenta. El cancer pobremente diferenciado es dificil de
establecer el tejido de origen debido a un intenso pleomorfismo celular y nuclear,
aumento de la relaciéon ndcleo/citoplasma y elevado numero de mitosis, muchas de

ellas atipicas. ¢

Factores etioldgicos y de riesgo en lesiones precancerosas y cancer oral

Muchos de los estudios sobre la prevalencia de la leucoplasia oral han sido en paises
asiaticos. En promedio se presenta entre 1% y 5%. ©”

La etiologia de la leucoplasia es variada, considerandose como factores determinantes
agentes locales extrinsecos y como predisponentes factores intrinsecos. Los factores
causales més frecuentes son el tabaco, el alcohol, la sepsis bucal (infecciones por
microorganismos o virus), irritaciones locales. ©” 70

Entre los factores intrinsecos predisponentes o sistémicos se han considerado la sifilis,
deficiencias vitaminicas, dafnos hepaticos, alteraciones endocrinas entre otros.

Se ha citado el tabaco como el agente agresor mas frecuente. Varios de los
componentes quimicos del tabaco, asi como los productos finales de combustion, el
alquitran y las resinas, son sustancias capaces de participar en la produccion de esta
lesion, y el calor desarrollado en el proceso de fumar. Se ha descrito la estomatitis
nicotinica en los fumadores de pipa. Por otro lado, debido a la progresiva presion social
sobre los fumadores se dan otras formas de consumo de tabaco no molestas para los
no fumadores, como el tabaco en polvo depositado en el surco vestibular (snuff) y el
tabaco de mascar, estas formas de consumo de tabaco también se asocian con el
desarrollo de leucoplasia. Algunos estudios dan prioridad a la cantidad de cigarrillos al
dia, otros al tiempo del habito de consumo de tabaco. ©” 70

También se ha sugerido el alcohol como irritante para la mucosa, sin embargo como
generalmente los que ingieren alcohol en grandes cantidades también son fumadores
no se ha disgregado el papel individual de este factor. El etanol no es un carcinégeno a
nivel experimental animal y no se sabe cual es el mecanismo por el que favorece la
carcinogénesis oral. Se toman las siguientes posibilidades: la malnutricion, la posible
contaminacién de las bebidas con sustancias carcinogénicas (nitrosaminas,
hidrocarburos), el alcohol induce la activacion enzimatica mediada por el citocromo

P450 que puede activar metabdlicamente ciertos carcin6genos, también el dano
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hepatico producido por el alcohol puede reducir la detoxificaciéon de carcinégenos y asi
aumentar la exposicion celular a ellos. %37

El papel atribuido a determinados enjuagues bucales como agentes causantes de
precancer y cancer oral se debe que algunos de ellos contenian cantidades variables
de etanol (entre 7% y 27%) y podrian actuar en forma similar a las bebidas alcohdlicas.
Se ha publicado también la posible relacion entre el producto antiplaca viadent en
pasta y enjuague, fabricado con extractos de la planta Sanguinaria canadensis L y la
aparicion de leucoplasia en la zona vestibular superior. ¥

El traumatismo o la irritacion cronica local, como maloclusiones que ocasionan
mordeduras crénicas del carrillo, bordes filudos, prétesis mal adaptadas constituyen
factores de irritacion cronica asociados a esta lesion. '337 70

Se han analizado algunas deficiencias nutricionales implicadas en el desarrollo de
lesiones precancerosas y cancer. La deficiencia de la vitamina A se reconoce que
produce metaplasia y queratinizacién de estructuras epiteliales, lo cual podria ser
implicado en el desarrollo de la leucoplasia. Se han asociado dietas pobres en frutas y
verduras y ricas en carnes rojas con mayor riesgo de cancer. En animales de
laboratorio la vitamina E inhibe la carcinogénesis oral, mientras las deficiencias de
hierro la favorecen. La elevada tasa de cancer oral en los pacientes con anemia
perniciosa sugiere que la vitamina B12 u otros nutrientes pueden influir en el riesgo de
la enfermedad. (1337

Asi mismo la presencia de Candida Albicans ocurre con mucha frecuencia
concomitantemente con la leucoplasia. Sin embargo es discutible su papel iniciador de
la lesion o la instalacién de la candidiasis como aspecto secundario a la leucoplasia. Al
margen de ello, se ha encontrado una asociacion significativa entre la infeccion por
hongos y la presencia de displasia epitelial moderada y severa en biopsias de lesiones
precancerosas de cavidad oral. Ademas, un porcentaje significativamente mayor de las
displasias infectadas por hongos aumenté en severidad cuando se practicO una
segunda biopsia en comparacién con las displasias no infectadas. Podria aceptarse un
incremento del riesgo de desarrollo de cancer para este tipo de lesiones. Los
mecanismos implicados se relacionan con la produccion de nitrosaminas derivados del
metabolismo de estos microorganismos, que pueden interactuar con otros

carcinégenos o directamente sobre la célula epitelial activando los protooncégenes.
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La presencia del PVH en lesiones con leucoplasia presenta una notable variacion
dependiendo de la técnica utilizada de identificacion del virus y la conservacion de las
muestras en fresco o congelado, siendo el promedio de 15%, siendo los tipos virales
mas frecuentes asociados a leucoplasia oral 6 y 11, presentando muy bajo riesgo para
desarrollo de cancer oral. Los tipos de PVH que se relacionan con alto riesgo de
cancer son 16, 18, 31 y 45; mientras que los tipos 33, 35 y 39 se relacionan con riesgo
moderado. (33"

La ocurrencia de agregaciones familiares sugiere la existencia de factores genéticos

predisponentes.

1.2.8. Blanqueadores dentales

La coloracién dentaria es frecuente y puede ser causada por coloracién de las
superficies dentarias debido a la dieta como sucede con el consumo de té, café o vino
o ciertos productos quimicos como los enjuagatorios con clorhexidina. Ademas puede
ser causada por patologia dental del desarrollo o factores del ambiente incluyendo
coloracion por tetraciclina, caries dental o necrosis pulpar.
El manejo de la coloracién dentaria es tan variado como son las causas, extendiéndose
desde la remocién de la coloracion superficial por pulido con pastas abrasivas,
microabrasion, blanqueamiento de dientes vitales y no vitales hasta formas mas
destructivas como restauracion con coronas. Estos métodos aplicados por
profesionales en odontologia y personal auxiliar son mas costosos y laboriosos. Por lo
tanto hay interés de desarrollar métodos de remocién de manchas y blanqueamiento
dental en casa. "9
Los compuestos de peroxidos han sido usados en varios procedimientos dentales por
muchos afnos. Los reportes sobre uso de perdxidos en blanqueadores dentales pueden
tener mas de un siglo. Actualmente lo peréxidos que contienen los blanqueadores
utilizados se pueden clasificar en tres categorias:
- Con alta concentracién de perdxido de hidrogeno (30-35%) o peroxido
de carbamida (35%) para uso solamente profesional
- Materiales dispensados por los dentistas y usados por los pacientes en
casa (hasta 10% de per6xido de hidrogeno o 16% de perdxido de
carbamida)
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- Productos de venta libre y disponibilidad directa con contenido de
peréxido de hidrégeno hasta 6% ©©

Existen una gran variedad de pastas dentales blanqueadoras en el mercado.
Generalmente el peréxido de hidrogeno en las pastas dentales se encuentra en
concentracion de 0.75%. El monitoreo para efectos adversos por la Asociacion
Americana de Cosméticos, articulos de tocador y fragancias indicaron la misma
frecuencia y tipo de reacciones adversas que para las demas pastas dentales sin
peroxido de hidrogeno, es decir, una reaccion adversa por cien mil productos vendidos.
(23)
Muchos estudios han tenido por objetivo la comprobacion de la eficacia de las pastas
dentales blanqueadoras en la inhibicién o reduccién de la coloracidén extrinseca de los
dientes naturales generalmente con grupo control de pastas dentales fluoradas. En un
estudio se compararon 39 agentes. Los resultados fueron que sélo 3 pastas lograron la
remocion de la mancha 100% en los 5 minutos. La mayoria de los agentes tenian baja
remocion total quimica y tiempo prolongado de accién."" 83,
Para el tratamiento de blanqueamiento externo son utilizados métodos variados: el de
blanqueamiento en el consultorio, blanqueamiento asesorado por el dentista diurno o
nocturno con cubeta individual preparada o aplicacion de tiras y el realizado en casa
con productos de venta libre con el objeto de remocién de manchas intrinsecas de los
dientes con propésitos estéticos. El actual mecanismo se basa en la habilidad del
peroxido de hidrogeno a penetrar las estructuras dentarias producir radicales libres que
oxidan las manchas organicas en el diente. 7"
Varios estudios in Vitro e in Vivo con concentraciones variadas de peréxido de
hidrégeno o perdxido de carbamida como ingrediente activo primario han demostrado
la eficacia del blanqueamiento externo. Por ejemplo los siguientes productos
blanqueadores contienen diferentes concentraciones del agente activo primario y por lo
tanto el tiempo de aplicacion varia.

Producto Sustancia activa
pH
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Opalescente 10%  Peroxido de carbamida al 10% (aprox. 3.4% H.0,)

7.8
Opalescente PF 15% Pero6xido de carbamida al 15% (aprox. 5.1% H.O,)
7.9
Opalescente Quick Peroxido de carbamida al 35% (aprox. 11.9%H,0,)
7.0
Opalescente Extra Boost ~ Peroxido de hidrégeno al 35%
5.5
Rapid White Cloruro de Sodio
3.7
Whitestrips Peréxido de hidrégeno al 6%
6.4
El tratamiento de blanqueamiento diario y total utilizado para cada producto:
Producto Tiempo diario Tratamiento total
Opalescente 10% 8 h diarias 80 h
Opalescente PF 15% 4 h diarias 40 h
Opalescente Quick 1h,diaty5b 2h

Opalescente Extra Boost 30 min dos veces 2h
diariasdia1y5

Rapid White 20 min diarias 200 min
Whitestrips 30 min dos veces 10h
al dia

En este estudio se concluy6 que se puede incrementar la claridad dentaria cuando se
incrementa la concentracidén de los gels aplicados o cuando se realiza un tratamiento
de mayor duracién. &

Sobre el efecto de la concentracion del perdoxido de hidrogeno en los productos
blanqueadores en otro estudio in Vitro se utilizaron gels de 5%, 10%, 15%,25% y 35%
para blanquear terceras molares extraidas y coloreadas con solucidén estandarizada de
te. El nimero de aplicaciones necesarias (aplicacion igual 3x10min) varié desde doce
para el gel con 5% hasta una para el de 35%. Relacionando el numero de aplicaciones
con la concentracién del H,O, se perfilé una curva exponencial de respuesta mas que

lineal. ¥
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El efecto blanqueador se debe a la degradacién de moléculas organicas complejas de
alto peso molecular que reflejan ondas de luz especificas, responsables del color del
tefido. Los productos resultantes de la degradacién son de menor peso molecular y
son moléculas menos complejas que reflejan menos la luz y resultan en la reducciéon o
eliminacién de la coloracién. Ambos, la dentina y el esmalte cambian de color como
resultado del facil pasaje del perdxido y la urea a través del diente. Se han
desarrollado tiempos de tratamientos largos para situaciones dificiles. Las manchas
oscuras de tabaco pueden requerir como tres meses de tratamiento. Los dientes
coloreados por tetraciclina respondian a tratamiento nocturno de dos a seis meses,
aunque no llegando a la coloracién normal dentaria. 2

La duracion del efecto blanqueador es variada. En un estudio se reporta que después
de 18 meses del blanqueamiento el 74% de los pacientes exhibian color estable y
después de 3 anos el 62%. ( 44, 58)

En otro estudio el 17% de las personas no encontraban cambios obvios en el color en
el periodo de 13 a 25 meses después del tratamiento, mientras que 57% observaron
ligero oscurecimiento, pero no notable por otras personas. Para el intervalo de 75 a 89
meses después del tratamiento 10% (3 personas) respondié que no habia cambios
obvios en el color, 25% (7 personas) que habia ligero oscurecimiento, pero no
observable por otras personas y 48% (14 personas) que habia algun oscurecimiento,
pero se habian retratado hasta llegar a color aceptable. ¥

Se utilizan diferentes técnicas para blanqueamiento en casa. El peroxido se puede
aplicar en cubetas fabricadas por el dentista o disponibles comercialmente.
Posteriormente se introdujeron comercialmente tiras de peréxido de hidrégeno de 6 a
14%. Las cintas se usan dos veces al dia por 30 minutos por 14 dias. Recientemente
hay gels disponibles para pincelar las superficie dentaria. Estos gels se aplican durante
la noche por un determinado periodo. 2

Factores de consideracién en el uso de productos de blanqueamiento
El riesgo de efectos adversos no ha sido el enfoque principal en el disefio de estudios
clinicos de blanqueamiento dental externo. Por ejemplo para un incremento del riesgo

en 10% cuando la frecuencia es 1: 1000 se deberia contar con mas de 10 000
personas. Casi no hay articulos sobre los efectos a largo plazo, a pesar que los
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primeros articulos sobre blanqueamiento dental nocturno fueron publicados hace 15
afios. Por lo tanto no se puede evaluar el nimero de efectos adversos a esta etapa. *
72)

Condiciones tales como danos tisulares preexistentes o uso continuo de alcohol y/o
tabaco cuando se utilizan blanqueadores dentales pueden exacerbar sus efectos
toxicos. El peroxido de hidrogeno aun en concentraciones tan bajas como 3% puede

®8)_ Por lo tanto se debe

ser especialmente dafino en tejidos injuriados previamente
tomar cuidados particulares en administrar agentes blanqueadores a pacientes con
gingivitis, enfermedad periodontal o lesiones gingivales preexistentes o aquellos que
son consumidores de alcohol y/o tabaco. "

La sensibilidad dentaria es el efecto colateral comun del blanqueamiento dental. Datos
de varios estudios revelaron que mas de 65% de los pacientes reportaron sensibilidad
dentaria. Ocurre generalmente en el etapa inicial del tratamiento y es transitoria. La
sensibilidad dentaria normalmente persiste por 4 dias después del cese del
tratamiento, pero también se ha reportado duracién mas de 39 dias.

Por otro lado 25 a 40% de los pacientes reportaron irritacion gingival durante el
tratamiento.

Todos los materiales blanqueadores demuestran difusiéon del per6xido de hidrogeno a
través de la dentina. Pocos investigadores se han interesado por los posibles efectos
fisiopatol6gicos en tejidos bucales y pulpar de tratamientos de larga duracién. Las
creencias de seguridad de uso se basan primordialmente en usos previos de los
peroxidos como enjuagues de uso corto coayudantes a la higiene bucal de rutina. Es
importante la investigacién sobre el efecto a largo plazo sobre la pulpa. La pulpa dental
es vulnerable a través de la dentina expuesta en pacientes con retraccion gingival y la
encia puede exponerse directamente al peréxido de hidrégeno durante el tratamiento.
Cantidades significativas de peroxidos se difunden después de aplicacion de
blanqueadores con peréxido de hidrégeno o peréxido de carbamida. “?

Con respecto a la liberacion de mercurio de las amalgamas dentales, los datos de
laboratorio sefialan que la cantidad de mercurio varia con el tipo de amalgama y tipo de
blanqueador, y est4 entre 4 a 30 veces mayor que en los controles.

Se ha sugerido que el blanqueamiento puede aumentar la solubilidad del ionémero de

vidrio y otros cementos.
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Ademas la fuerza de adhesién entre esmalte y dentina dentaria y materiales de resina
se reduce durante las primeras 24 horas después del blanqueamiento. Por lo cual se
debe esperar para la realizacién de restauraciones una o dos semanas después del
blanqueamiento para asegurar suficiente adherencia y retencion a los dientes. También
es motivo de posponer un tiempo las restauraciones para la seleccion apropiada del
color.

En el caso de cintas blanqueadoras, se ha reportado que el usuario puede
ocasionalmente deglutir la cinta. Esto significara exposicion a 12 mp de perdxido de
hidrégeno. En varios de estos casos se reportaron sintomas gastrointestinales
menores. El lavado gastrico con 4-10 mg de peroxido de carbamida produjo
ulceraciones de la mucosa géstrica de ratas en 1 hora. @

Otro aspecto analizado es la mutagenicidad del peréxido de hidrégeno. ECETOC, 1996
reportd mutacion en sistemas in Vitro de genes de Salmonella Typhimurium,
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisce y células mamiferas; dafo primario de
reparacion de ADN; aberraciones cromosomicas en células mamiferas debido a
peréxido de hidrégeno. ©°

También se encontr6é que el peréxido de hidrégeno al 0.2 pug/ml induce transformacién
celular en hamsteres sirios en ensayos embrionarios ©?

Con respecto a la genotoxicidad en vivo estudios con metodologia moderna han
explorado la reparacién del ADN en células de higado de ratas con administracion de

peréxido de hidrégeno intravenosa por 30 min. ('

, asi como también se ha investigado
la formacién de micro nucleos en ratones con dos semanas de beber agua con
peréxido de hidrégeno ®® o después de una inyeccion peritoneal simple, todos estos
casos con resultados negativos.

Ademas el peroxido de hidrégeno amplié la transformacion iniciada por el MNI N-metil-
N-nistosoulea de las células MYP3 de la linea de células del epitelio de la vejiga de
ratas. Mas aun el perdxido sélo también produjo transformacion. La transformacion
inducida por ambas sustancias o el perdxido de hidrégeno sélo formé carcinoma de
células transicionales de alto grado cuando fueron inyectadas en ratas denudadas. ©°
Existen también reportes de toxicidad aguda por peroxido de hidrégeno por ingesta en
nifos y por irrigacién abundante de herida granulomatosa %

También se ha reportado embolia por oxigeno en varios infantes después de irrigacion

intestinal con peréxido de hidrégeno para remover meconium de los intestinos. ?°)
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Se ha observado toxicidad por dosis repetidas en ratas a los cuales se les administraba
peroxido de hidrégeno en el agua de beber con dosis mayores a 1% presentaron
pronunciada pérdida de peso y muerte. "

El peroxido de hidrégeno tiene débil potencial para inducir efecto carcinégeno local
como un carcin6geno completo y como promotor tumoral. Los mecanismos de accion
no son claro, pero no se puede excluir el mecanismo genotodxico. Con respecto a la
promocién tumoral pueden operar varios mecanismos: genotoxicidad directa, alteracion
de la reparacion del ADN y la inflamacion crénica.

El abuso de tabaco y alcohol son el riesgo principal para el cancer de la cavidad bucal .
Si el perdxido de hidrégeno puede actuar como promotor, puede incrementar el riesgo
de céncer bucal en personas que ya tienen el riesgo incrementado debido al uso de
tabaco, el abuso del alcohol o la predisposicién genética. "?

Defectos genéticos proporcionan a los humanos mayor susceptibilidad al peréxido de
hidrogeno. La acatalasemia es deficiencia genética de la catalasa eritrocitica. Los
individuos acatalasémicos son mas susceptibles al peréxido de hidrogeno por el
desorden hereditario de tipo autonémico recesivo en sus enzimas metabdlicas.. Este
padecimiento es raro de 0.2 a 0.4%. Existen dos variantes: la suiza, donde la mutacién
del gen se traduce en la produccién de una catalasa inestable que facilita las
infecciones por estreptococos y heumococos Y la japonesa (enfermedad de Takahara)
que ocurre generalmente en el Oriente, donde hay sintesis disminuida de la catalasa y
las manifestaciones son infecciones a nivel bucal.

Otro grupo de individuos mas sensibles al peréxido de hidrégeno son las personas con
deficiencia de 6GPD (6-glucoso fosfato dehidrogenasa), un desorden genético de los
eritrocitos que produce inestabilidad de las células afectadas para mantener los niveles
suficientes de NADPH para la reduccién del glutation oxidado. ?

Un tercer grupo de personas que pueden ser mas sensibles al peroxido de hidrégeno
son las personas con xerostomia, cuando las glandulas salivales son inactivas y se
afecta la degradacioén de los peréxidos.

IARC ha concluido que el peréxido de hidrégeno presenta evidencias “limitadas” de
carcinogenicidad en animales experimentales

Debido a la degradacion del peréxido de hidrégeno en la cavidad bucal es improbable
que el uso de blanqueadores represente riesgo de cancer bucal en personas que no

tienen el riesgo incrementado.
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Las membranas bioldgicas son altamente permeables al peréxido de hidrégeno y se
espera que este es tomado rapidamente por las células de la superficie, pero al mismo
tiempo es efectivamente metabolizado por ellas. No esta claro hasta que punto la
sustancia puede llegar a la circulaciéon sanguinea sin cambios.

Sin embargo, basandose en un caso clinico se ha sugerido estudios sobre cancer
bucal en pacientes usuarios de blanqueadores dentales '

Por otra parte referente a los aspectos legales no se exige advertencia en EEUU por
peroxido de hidrégeno en soluciones hasta 5%. Las soluciones de 5 a 20% son
etiquetadas como dafinas debido a irritacién ocular o cutéanea. De acuerdo a Annex |l
de las Directivas de los Productos Cosméticos los productos de higiene bucal no deben
contener méas de 0.1% de peréxido de hidrégeno. @

La Comision Europea de Salud y proteccién del consumidor concluye lo siguiente en
relacion al uso de productos blanqueadores:

El uso de productos blanqueadores con peréxido de hidrégeno o lo equivalente para
sustancias liberadoras de peroxido de hidrégeno hasta 0.1% es seguro. El uso de
sustancias con mas de 0.1% hasta 6% se considera seguro después de consultar al
dentista. Los datos nuevos no proveen la solidez necesaria para demostrar la
seguridad de uso de productos blanqueadores con peroxido de hidrégeno hasta 6% de
venta libre y disponibilidad directa para el consumidor en sus diferentes formas
(cubetas, tiras, etc.). Se debe tener cuidado particular con el uso de productos
blanqueadores por personas con gingivitis u otra enfermedad periodontal o
restauraciones defectuosas. Condiciones tales como lesiones tisulares previas o uso
de tabaco y alcohol pueden exacerbar los efectos téxicos del peréxido de hidrogeno.
También precisa que no puede cuantificar el riesgo potencial de serios efectos
adversos en relacion al uso de productos blanqueadores.

1.2.9. Definicion de abreviaciones

Por la naturaleza del tema hubo la necesidad de utilizar algunas abreviaciones que se
especifican a continuacién:
DMBA - Dimetilbenzantraceno, hidrocarburo aromatico policiclico utilizado como

carcinégeno
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ERO (inglés ROS) — Especies Reactivas de oxigeno incluye moléculas con
inestabilidad de electrones altamente reactivas como radicales libres y otros que tienen
facilidad de formarlos

RL — radicales libres moléculas o atomos que tienen por lo menos un electron no
apareado

IARC - Agencia Internacional de Investigaciones sobre el Cancer

TPA - 12-o0 tetradecanoil-forbol 13 acetato, promotor tumoral

ADN - Acido desoxirribonucleico

ADA - Asociacion Dental Americana

SCCP - Comité Cientifico de la Comisién Europea de Defensa del Consumidor sobre
cosméticos y productos no alimenticios

CAT- Catalasa

GPx- Glutation peroxidasa

SOD- Superoxido dismutasa

AA- Acido araquiddnico

MPO- mieloperoxidasa, enzima de los PMNs

1.3. Sistema de hipotesis

Hipotesis General ) )
LA APLICACION TOPICA PROLONGADA DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN LA
MUCOSA BUCAL DEL HAMSTER PRODUCE CAMBIOS QUE DEPENDEN DE LA
CONCENTRACION DE ESTE.

Hipotesis de trabajo

H,: La aplicacion tépica prolongada del peroxido de hidrégeno al 3% en la mucosa
bucal del hamster produce cambios preneoplasicos.

H.: La aplicacién topica prolongada del peréxido de hidrogeno al 30% en la mucosa

bucal del hamster produce cambios cancerigenos.

1.4. Operacionalizacion de variables

VARIABLES PRINCIPALES DEL ESTUDIO

| VARIABLES | RELACION CAUSAL | NATUR. |NIVEL | INDICADOR |
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PRINCIPAI’_ES MEDIC.
AE’LICACION INDEPEND. CUALIT. | ORDINAL |H202 AL 3%
TOPIQA DE H202 AL
PERO}(IDO 30%
HIDROGENO EN
CONCENTRACION
DIFERENTE
CAMBIOS EN LA DEPENDIENTE
MUCOSA DEL
HAMSTER
DIMENSIONES
¢ GROSOR DEL EPITELIO CUANT. |PROPOR. |[mm
¢ GROSOR DE LA CAPA DE
QUERATINA CUANT. [PROPOR. |mm
e CAPAS DE CELULAS
ESPINOSAS CUANT. |PROPOR. |numero
e PAPILOMATOSIS
° CRESTAS EPITELIALES CUALIT. | NOMINAL presen/ausen
PRONUNCIADOS
° HIPERCROMATISMO CUALIT. | NOMINAL presen/ausen
NUCLEAR
e INTERRUPCION DE LA CUALIT. | NOMINAL | presen/ausen
MEMBRANA BASAL CUALIT. |NOMINAL | presen/ausen
* DISPLASIA CUALIT. |ORDINAL |leve
moderada
severa
* CARCINOMA CULIT. NOMINAL | presen/ausen
abundante
CUALIT. |ORDINAL |regular

e CELULAS
INFLAMATORIAS EN EL
TEJIDO CONECTIVO

escasa
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Il. PROBLEMA DE ESTUDIO

2.1. Planteamiento del problema

El peroxido de hidrégeno tiene un amplio uso en odontologia, como por ejemplo para
desinfeccion de heridas, en irrigacion de conductos, para prevencion y control de la
enfermedad periodontal y para blanqueamiento dental. Aunque este ultimo tiene cerca
de un siglo de estar aplicandose resurge en la actualidad debido a una gran demanda
por los criterios estéticos que prevalecen y la sociedad de consumo que promociona el
uso de estos productos. Incluso se trata el tema de blanqueamiento en adolescentes y
ninos. Lo més preocupante es la existencia de productos de venta libre y disponibilidad
directa para el publico.
Por otro lado las investigaciones acerca de los efectos del perdxido de hidrogeno
tienen largo tiempo, pero aun no se llega a una conclusion definitiva, no se ha hecho
un seguimiento a los casos de blanqueamiento que pueden tener ya 15 o mas afnos,
los disenos de los estudios generalmente son enfocados sobre la evaluacion clinica de
la efectividad de los blanqueadores dentales y son pocos lo estudios acerca de los
efectos en la mucosa bucal y en el organismo.
Es por ello que este estudio plantea analizar si el agua oxigenada (peréxido de
hidrogeno) en distintas concentraciones tiene potencial carcinogénico sobre la mucosa
bucal de hamsteres.
Formulandonos el problema
¢El uso del peroxido de hidrogeno al 3 y 30% aplicado en forma
topica sobre la mucosa oral del hamster produce cambios histologicos
en esta?

2.2. Justificacion

El uso de varios materiales y sustancias en odontologia siempre ha sido relacionado

con la preocupacion acerca de su inocuidad y estudios a diferentes niveles de la
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bioseguridad de los materiales. Los resultados de estos estudios no siempre coinciden
y despiertan inquietudes y nuevos enfoques en la investigacion.

Particularmente en relacién al agua oxigenada o el peréxido de hidrogeno y su uso en
la odontologia existen dos momentos importantes.

En primer lugar la utilizacion de peréxido de hidrégeno como uno de los componentes
de la formula de Keyes para tratamiento no quirargico de la enfermedad periodontal
que consideraba el uso de perdxido de hidrogeno, bicarbonato de sodio y cloruro de
sodio en forma simultanea o en forma individual para control de los microorganismos
periodontopéaticos y como un método accesible para el paciente que le permita evitar el
avance de la enfermedad en forma casera. Los reportes cientificos acerca de la
efectividad de este método son contradictorios, algunos favorables que muestran

resultados positivos de mejoramiento de la salud gingival en estudios clinicos @ ' ¢

8) %. 8 v los que no son

59, 79) El

, otros que no encuentran diferencias con grupos control
favorables y advierten riesgos de irritaciones en los tejidos de la cavidad bucal
avance Yy las practicas posteriores dieron énfasis en aplicacion de productos més
efectivos como por ejemplo la clorexidina.

Por otra parte la priorizacién en la actualidad de la necesidad de blanqueamiento
dental y su demanda cada vez mas frecuente por las personas actualiza la inquietud
acerca de la seguridad de uso del per6xido de hidrogeno. Sabemos que las distintas
formas de blanqueamiento pueden implicar: un régimen de duracion relativa, en el
tratamiento por lo general la duracién es aproximadamente de dos semanas de uso
nocturno por el paciente de cubetas con gel de peréxido de carbamida al 10%, el cual

1.44.59 " Asi mismo el uso de pastas y

se descompone en peréxido de hidrégeno al 3% !
enjuagues dentales que contienen perdxido de hidrégeno como elemento blanqueador
y cuyo uso es de criterio del paciente, es decir, estos productos estan en venta libre y
disponibilidad directa. Por otro lado, en coloraciones dificiles como las producidas por
tetraciclina o por tabaco y de otra naturaleza se ha utilizado el blanqueamiento por
varios meses y en concentraciones mucho mas altas 2

Es por todo ese amplio espectro de uso del peréxido de hidrégeno en el campo de la
odontologia que existe la necesidad de evaluacién de la seguridad de uso de esta

sustancia.

2.3. Objetivos de la investigacion
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Objetivo general:
Determinar los cambios histol6gicos que produce la aplicacion tépica del peroxido de

hidrégeno en diferentes concentraciones sobre la mucosa oral del hamster.

Objetivos especificos:

1. Evaluar los cambios histologicos que produce la aplicacién tépica del perdxido
de hidrégeno al 3 % en la mucosa bucal del hamster (grupo experimental A).

2. Evaluar los cambios histoldgicos que produce la aplicacidn topica del perdxido
de hidrégeno al 30 % en la mucosa bucal del hamster (grupo experimental B).

3. Evaluar los cambios histolégicos que produce la aplicacién topica del agua
destilada en la mucosa bucal del hamster (grupo control C).

4, Comparar los cambios histolégicos entre los grupos con aplicacion tépica de
peroxido de hidrégeno al 3%, 30% y agua destilada en la mucosa bucal del

hamster.

55



Il. MATERIAL Y METODOS

3.1. Tipo de Estudio

La presente investigacidn es experimental, transversal y prospectiva. El caracter
experimental se debe al analisis de los cambios que ocurren bajo cierta condicién de
intervencion organizada, transversal debido a una evaluacion al finalizar el experimento
y prospectiva debido al registro de la informacion conforme ocurren los hechos.
Especificamente el disefio experimental es tipo casos y control en animales de
laboratorio, donde se crearon condiciones para observar el efecto de la variable
independiente aplicada en concentraciones variadas. Es un estudio de bioseguridad de

segundo nivel.

3.2. Poblaciéon y muestra

Siendo la naturaleza del presente estudio, una interrogante acerca de la bioseguridad
de una solucién utilizada, se considerd conveniente el estudio in vivo en animales de
laboratorio en funcion de indagar sobre los posibles efectos indeseables de esta
sustancia.

La eleccion del animal de laboratorio a utilizar se bas6 en las caracteristicas que este
posee, los antecedentes de investigaciones anteriores, asi mismo en las posibilidades
de su adquisicién, mantenimiento y manipulacion.

Se seleccioné como mas apropiado para el estudio el hdmster dorado, llamado
también hamster sirio o como la nomenclatura lo designa Mesocricetus auratus.

Las caracteristicas unicas del hamster dorado, tales como la tolerancia inmunogénica
para los tumores, parasitos, virus y bacterias; la posesion de dobles bolsas reversibles

en las mejillas que sirven como una ventana natural para la investigacién microscopica
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de la corriente sanguinea y el crecimiento de tumores transplantados y de 6rganos
embrionarios; su larga papilla renis que permite la microcaracterizacién de los ductos
colectores de la papila renal y el analisis de la orina; la susceptibilidad a caries dental;
la degeneracion muscular debido a la deficiencia de la vitamina E; el fendbmeno de
hibernacién y otros importantes propiedades han sido explorados en los laboratorios a
través del mundo entero haciendo del hamster dorado un animal de laboratorio dotado
e invalorable para cierta clase de investigacion biomédica.

El trabajo se realizé en el Bioterio del Instituto de Investigacién de Altura de la U.P.C.H.

Unidad de analisis

La unidad de analisis esta representada por mucosa bucal de la bolsa de la mejilla del
hamster, en la cual se aplic6 la sustancia objeto del estudio (perdxido de hidrégeno en
concentraciones de 3% o 10 volumenes y de 30% o de 100 volumenes y el agua
destilada para el grupo control) y la cual fue sometida a biopsia y estudio histoldgico,
para observar los cambios en la mucosa a nivel de epitelio y tejido conectivo
subyacente.

Muestra

La muestra fue constituida por 60 hamsteres dorados machos de aproximadamente un
mes y medio de edad y peso alrededor de 100 g. Los hamsteres fueron divididos
aleatoriamente en tres grupos con 20 hamsteres cada grupo.

Grupo A : Aplicacion de peroxido de hidrégeno al 3%

Grupo B : Aplicacién de peroxido de hidrégeno al 30%

Grupo C : Control con aplicacion de agua destilada

3.3. Material y método
3.3.1. Procedimientos y Técnicas

Procedimientos experimentales
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Los hamsteres fueron identificados individualmente y grupalmente con
un nimero (de 1 a 20 en el grupo A, de 21 a 40 en el grupo By de 41 a
60 en el grupo C) mediante el sistema de perforacidon y muescas en la
oreja para la observacion y registro de los cambios correspondientes.

Se ubicaron cinco hamsteres por jaula, disponiendo asi de 11 jaulas en
total (4 A, 4By 3C).

Se realiz6 control del peso mensual.

Los procedimientos de limpieza del jaula y bafo a los hamsteres fue
Quincenal

El tiempo de ambientacion de los hamsteres con agua y alimentos ad
limitum fue de dos semanas

La aplicacién del peréxido de hidrégeno en los grupos experimentales y
en el grupo control se dio tres veces por semana (lunes, miércoles y
sabado) con micropipeta graduable en la cantidad de 2 ml por
aplicacién, usando tips descartables.

La hora aproximada de la aplicacion fue de 11 am, considerando que el
hamster es un animal nocturno y las mayores actividades de
alimentacién y otras las realiza durante la noche, tratando de evitar la
influencia de los alimentos en la accién de la sustancia aplicada.

Antes de la aplicacidn se realizaba palpacion de las mejillas para evaluar
si algunos hamsteres tenian alimentos almacenados en la bolsa y en el
caso se presentaba esta situacion se expulsaba el contenido
masajeando suavemente la mejilla en direccion a la boca hasta que el
hamster botaba todo el contenido.

La alimentacion fue suspendida dos horas antes y después de la
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aplicacién. El agua se suspendia 2 horas después.

10. La duracion del estudio fue de seis meses (24 semanas por 3
aplicaciones semanalmente un total de 72 aplicaciones por animal)

11. El sacrificio de los animales se realizd en una campana de cristal en la
cual se colocaba una gasa embebida con cloroformo.

12. Se realiz6 biopsia de las bolsas de la mejilla derecha e izquierda;

13. Se hizo preparacion de cortes histologicos y coloracion con

hematoxilina-eosina.

3.3.2. Recoleccion de Datos

La técnica de recoleccion de datos fue de observacion microscépica con
microscopio éptico binocular de luz incorporada a un aumento de 40x 10 y un
ocular graduado con mediciones para poder medir el grosor del epitelio
poliestratificado. También se realizé conteo de las capas de células espinosas.
Se registaron los hallazgos histoldgicos en un ficha de registro de informacion, la

cual se presenta en el anexo 30

3.3.3. Procesamiento y analisis de la informacion

Los datos fueron procesados con el software estadistico SPSS version 13 y las
tablas con Excel.

Se utilizé el grafico de caja y control para comparacién entre las muestras debido
a que utiliza como parametro de tendencia central la mediana que en
distribuciones de tipo diferente de la normal es mejor representante de lo
caracteristico del grupo. También se utilizaron gréaficos de barras para comparar
aspectos cualitativos expresados en porcentajes.

Se analizé las distribuciones de los datos con la prueba de Kolmogorov-Smirnov y
Shapiro-Wilk.
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Considerando que la mayoria de los conjunto de datos presentaban
distribuciones distintas de la normal se utilizaron pruebas no paramétricas de
comparacion de los grupos aun cuando la variable fue cuantitativa.

En este caso se utilizaron las siguientes pruebas estadisticas de contrastacion:
Kruskal-Wallis para comparar tres o mas grupos independientes (las
caracteristicas de grosor del epitelio , grosor de la capa de queratina y capas de
células espinosas entre los grupos con H202 al 30%, 3% y agua destilada)

Mann Whitney para comparar dos muestras independientes agrupando H.O,
30%-H,0, 3%; H202 3%-AD

Wilcoxon de rangos con signo para comparar dos muestras independientes: lado
de aplicacion y no aplicacion para cada uno de los grupos de estudio

Chi cuadrada para comparar asociacibn entre variables nominales
(presencia/ausencia de papilomatosis y/o las demdas caracteristicas entre los
grupos de estudio)
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IV. RESULTADOS

Los resultados muestran el efecto del peréxido de hidrégeno en concentraciones al
30% y 3% sobre la mucosa bucal de la mejilla del hamster dorado. El periodo de
aplicacién fue de 24 semanas, con aplicaciones tres veces semanalmente con una
micropipeta depositando la sustancia en la bolsita de la mejilla del hamster. El grupo
control recibié aplicacion de agua destilada por el mismo periodo de tiempo y con la
misma frecuencia. Se evalud los cambios que se produjeron en las caracteristicas
histolégicas del epitelio escamoso poliestratificado en los tres grupos experimentales:
el de H.O, al 30%, el de H,O, al 3% y el de agua destilada en ambos lados de
aplicacién de la sustancia respectiva (bolsa de la mejilla derecha) y el otro lado de no

aplicacién de la sustancia (bolsa de la mejilla izquierda).

Es asi que el primer hallazgo registrado fue el gran engrosamiento del epitelio
poliestratificado del lado de la aplicacion de la sustancia en los grupos con aplicacion
de peroxido de hidrégeno. El aumento del grosor total del epitelio poliestratificado fue
mayor en el grupo con aplicacion de H,O, al 30%, lo cual fue estadisticamente
significativo comparando con el grupo de H,O, al 3% y con el grupo de agua destilada.
También se presentdé aumento del grosor total del epitelio polietratificado en el grupo
con HyO, al 3% en comparacién con el grupo de agua destilada, diferencia
estadisticamente significativa como se muestra en Tabla y Grafico N°1.

Tabla 1. Comparacién del grosor total del epitelio poliestratificado (mm) entre los
grupos con aplicacion de peroxido de hidrégeno al 30%, 3% y agua destilada. LADO
DE APLICACION.

Parametro de Lado de aplicacion

evaluacién H.0, 30% H.0, 3% Agua destilada
MEDIA 7.33 1.96 1.4

S 6.09 0.79 0.43
MEDIANA 5.3 1.85 1.3
RANGO 7.8 0.7 0.4
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INTERCUARTILICO

n 20 20 20
Prueba de normalidad anexo 1
H202 30%-3%-AD Kruskal - Wallis p 0.000 anexo 1
H202 30%-3% Mann Whitney p 0.000 anexo 1
H202 3% - AD Mann Whitney p 0.000 anexo 1

Gréfico 1. Grosor total del epitelio. Lado de aplicacion.
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Esta caracteristica de aumento del grosor total del epitelio poliestratificado, se pudo
observar en forma similar también en el lado de no aplicacion de la sustancia en los
grupos experimentales con H,O, al 30% y al 3% y la diferencia presentada en este lado
de no aplicacién fue de la misma forma significativa. Tabla y Grafico N°2.

Tabla 2. Comparacién del grosor total del epitelio poliestratificado (mm) entre los
grupos con aplicacién de peréxido de hidrégeno al 30%, 3% y agua destilada.
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LADO DE NO APLICACION

Parametro de Lado de no aplicacion

evaluacién H,0, 30% H.0, 3% Agua destilada
MEDIA 5.69 2.32 1.5
S 4.56 1.36 0.75
MEDIANA 5 2 1.5
RANGO

INTERCUARTILICO 4.6 0.9 0.8
n 20 20 20
Prueba de normalidad anexo 2

H202 30%-3%-AD Kruskal - Wallis p 0.000 anexo 2

H202 30%-3% Mann Whitney p 0.000 anexo 2

H202 3% - AD Mann Whitney p 0.000 anexo 2

Gréfico 2. Grosor total del epitelio. Lado de no aplicacion.

250+ * =250

200 200

150 o 150

100 100
89
*10
*

69

504 e 150 5.0
8 *117

= 4

0,04 o0

GROSOR TOTAL EPITELIO mm LADO APLICACION

I T T
H202 30% H202 3% AD

GRUPO EXPERIMENTAL

Por lo tanto en los grupos experimentales con H,O, al 30% y al 3%, se presentd un
aumento significativo del grosor total del epitelio poliestratificado asi como al lado de
aplicacién también en el lado de no aplicacién al comparar con el grupo de agua
destilada; y lo que respecta al grupo con agua destilada no hubo aumento del grosor
del epitelio en ninguno de los lados. Es decir, en todos los grupos experimentales, el
lado de aplicacion y no aplicacion se comportaron en forma similar, no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre ellos. Tablas y Graficos N° 3, 4 y 5 (p>0.05)
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Tabla 3. Comparacion del grosor del epitelio poliestratificado (mm) en el grupo con
aplicacion de peréxido de hidrogeno al 30%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

GRUPO

EXPERIMENTAL Lado aplicacion Lado no aplicacion
MEDIA 7.33 5.69

S 6.09 4.56
MEDIANA 5.3 5

RANGO

INTERCUARTILICO 7.8 4.6

n 20 20

Test de Wilcoxon de rangos con signo p 0.966 anexo 3

Graéfico 3. Grosor total del epitelio con H202 al 30%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION
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Tabla 4. Comparacién del grosor total del epitelio poliestratificado (mm) en el grupo con

H202 al 3%. LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

GRUPO

EXPERIMENTAL Lado aplicacion Lado no aplicacion
MEDIA 2.18 2.32

S 0.88 1.36
MEDIANA 2 2

RANGO

INTERCUARTILICO 1.1 0.9

n 78 78

Test de Wilcoxon de rangos con signo  p 0.095  anexo 4



Grafico 4. Grosor total del epitelio con H202 al 3%.
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Tabla 5. Comparacion del grosor total del epitelio poliestratificado (mm) en el grupo con
aplicaciéon de AGUA DESTILADA. LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

GRUPO

EXPERIMENTAL Lado aplicacion Lado no aplicacion
MEDIA 1.52 1.5

S 0.38 0.75
MEDIANA 1.5 1.5
RANGO

INTERCUARTILICO 0.5 0.8

N 40 40

Test de Wilcoxon de rangos con signo  p 0.480

anexo 5
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Grafico 5. Grosor total del epitelio con agua destilada.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.
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Habiendo encontrado influencia de la aplicacién del H,O, al 30% y 3% en el aumento
del grosor del epitelio poliestratificado de la mucosa bucal del hdmster se consider6 de
interés la precisidn, si este aumento del grosor era a expensas de aumento de una
mayor produccidbn de queratina (una hiperqueratinizacién) o a expensas de
proliferacion del estrato celular escamoso (acantosis) o de ambos procesos. Por lo cual
se determind el grosor de la capa de queratina de los grupos experimentales en ambos
lados de aplicacién y de no aplicacion de la sustancia en estudio. Asi como también se
realiz6 el conteo de numero de capas de células a nivel del estrato espinoso en los
grupos en ambos lados.

Con respecto al grosor de la capa de queratina se hallé engrosamiento significativo de
esta, lo cual fue mucho mayor en el grupo con H,O, al 30% en comparacién con el
grupo con H,O, al 3% y también en comparacién con el grupo de agua destilada (Mann
Whitney p 0.000 y p 0.022 respectivamente). Tabla y Grafico N°6.

Tabla 6. Comparacién del grosor de la capa de queratina del epitelio poliestratificado
(mm) entre los grupos con aplicacién de peroxido de hidrégeno al 30%, 35 y agua
destilada. LADO DE APLICACION.

Parametro de Lado de aplicacion
evaluacion H,0, 30% H,O0, 3%  Agua destilada
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MEDIA 1.37 0.55 0.4

S 0.85 0.41 0.23
MEDIANA 1.1 0.4 0.3
RANGO

INTERCUARTILICO 1.5 0.3 0.3
n 20 20 20

Prueba de normalidad anexo 6

H202 30%-3%-AD Kruskal - Wallis p 0.000 anexo 6

H202 30%-3% Mann Whitney p 0.000 anexo 6

H202 3% - AD Mann Whitney p 0.022 anexo 6

Grafico 6. Grosor de la capa de queratina. LADO DE APLICACION.
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Este hallazgo que se dio en el lado de aplicacién, se presenté en forma muy similar en
el lado de no aplicacion de la sustancia, en lo que la tendencia de aumento del grosor
de la capa de queratina se refiere en los grupos con aplicacion de peroxido de
hidrégeno, siendo estadisticamente significativo con respecto al grupo con agua
destilada (Kruskal-Wallis p 0.000). Sin embargo, el aumento fue en proporciones
mucho menores que en el lado de la aplicacion, es asi que en este lado de la no
aplicacién no se observo diferencia significativa entre los grupos con H,O, al 30% y
con H,O; al 3% (Mann Whitney p 0.131) lo que si se dio en el lado de aplicacidén de la
sustancia. Tabla y Grafico N°7.
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Tabla 7. Comparacién del grosor de la capa de queratina del epitelio poliestratificado
(mm) entre los grupos con aplicaciéon de peroxido de hidrégeno al 30%, 35 y agua
destilada. LADO DE NO APLICACION.

Parametro de Lado de no aplicacion
evaluacién H,0, 30% H,0,3%  Agua destilada
MEDIA 0.96 0.71 0.38
S 0.77 0.69 0.28
MEDIANA 0.7 0.5 0.3
R

INTERCUARTILICO 1 0.4 0.3
n 27 77 40
Prueba de normalidad anexo 7

H202 30%-3%-AD Kruskal - Wallis p 0.000 anexo 7

H202 30%-3% Mann Whitney p 0.131 anexo 7

H202 3% - AD Mann Whitney p 0.000 anexo 7

Grafico 7. Grosor de la capa de queratina. LADO DE NO APLICACION.
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Al comparar los lados de aplicacién y no aplicacion entre los grupos experimentales de
H.O, al 30%, al 3% y el de agua destilada con respecto al grosor de la capa de
queratina no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa entre los lados.
Tablas y Graficos N° 8,9y 10.

Tabla 8. Comparacién del grosor de la capa de queratina del epitelio poliestratificado
(mm) en el grupo con aplicacion de peroxido de hidrégeno al 30%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.
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GRUPO

EXPERIMENTAL Lado aplicacion  Lado no aplicacion
MEDIA 1.37 0.96

S 0.85 0.77
MEDIANA 1.1 0.7
RANGO

INTERCUARTILICO 1.5 1

n 20 26

Test de Wilcoxon de rangos con signo p 0.187 anexo 8

Grafico 8. Grosor de la capa de queratina con H202 al 30%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

w
|

(%)
1

GROSOR CAPA QUERATINA mm H202 30%

1

T I
LADO DE APLICACION LADO DE NO APLICACION

Tabla 9. Comparacién del grosor de la capa de queratina del epitelio poliestratificado
(mm) en el grupo con aplicacién de peréxido de hidrogeno al 3%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

GRUPO

EXPERIMENTAL Lado aplicacion Lado no aplicaciéon
MEDIA 0.55 0.71

S 0.41 0.69
MEDIANA 0.4 0.5
RANGO

INTERCUARTILICO 0.3 0.4

N 20 77
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Test de Wilcoxon de rangos con signo  p 0.250 anexo 9

Grafico 9. Grosor de la capa de queratina con H202 al 3%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.
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Tabla 10. Comparacién del grosor de la capa de queratina del epitelio poliestratificado
(mm) en el grupo con aplicacién de agua destilada.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

GRUPO

EXPERIMENTAL Lado aplicacion Lado no aplicacion
MEDIA 0.4 0.38

S 0.23 0.28
MEDIANA 0.3 0.3
RANGO

INTERCUARTILICO 0.3 0.3

n 20 40

Test de Wilcoxon de rangos con signo  p 0.590 anexo 10
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Grafico 10. Grosor de la capa de queratina con agua destilada.

Lado de aplicacion y no aplicacion.
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Aparte de la hiperqueratosis que se produjo con la aplicacién del peroxido de
hidrégeno, la otra causa del aumento del grosor del epitelio poliestratificado fue la
acantosis, es decir, la hiperplasia 0 aumento del numero de células a nivel del estrato
espinoso. Esto fue sumamente notorio en el grupo con H,O, al 30% comparado asi
como con el grupo de H,O, al 3%, también comparado con el grupo de agua destilada
(Kruskal-Wallis p 0.000). Sin embargo, aunque el aumento de numero de células
espinosas fue menor en el grupo con H,O, al 3% también este aumento fue
estadisticamente significativo al comparar con el grupo de agua destilada (Mann
Whitney p 0.014) Tabla y Grafico N°11.

Tabla 11. Comparacién de las capas de células espinosas del epitelio poliestratificado
entre los grupos con aplicacion de peréxido de hidrégeno al 305, 3% y agua destilada.
LADO DE APLICACION.

Parametro de Lado de aplicacion

evaluacién H.0, 30% H,0,3%  Agua destilada
MEDIA 12.25 3.15 2.6

S 11.73 1.28 0.59
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MEDIANA 6.5 3 3

RANGO

INTERCUARTILICO 17 1 1
n 27 78 42
Prueba de normalidad anexo 11

H202 30%-3%-AD Kruskal - Wallis p 0.000 anexo 11

H202 30%-3% Mann Whitney p 0.000 anexo 11

H202 3% - AD Mann Whitney p 0.014 anexo 11

Grafico 11. Capas de células espinosas. LADO DE APLICACION.
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Se present6 este cuadro de acantosis manifiesta también en el lado de no aplicacién
de la sustancia en ambos grupos con aplicacion de peroxido de hidrégeno de 30% y de
3%. (Kruskal Wallis p 0.000). En este lado si se hall6 diferencia entre el grupo con H,O,
30% y el grupo con H202 3%, asi como entre el grupo con H,O, 3% con el grupo de
agua destilada (Mann Whitney p 0.000 y p 0.004 respectivamente) Tabla y Grafico N°
12.

Tabla 12. Comparacién de las capas de células espinosas entre los grupos con
aplicacién de peroxido de hidrégeno al 305, 3% y agua destilada.
LADO DE NO APLICACION.

Parametro de Lado de no aplicacion
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evaluacion H,0, 30% H,0, 3% Agua destilada

MEDIA 8.37 3.32 2.55
S 5.47 1.71 0.64
MEDIANA 6 3 3
RANGO

INTERCUARTILICO 6 2 1

n 27 78 38
Prueba de normalidad anexo 12

H202 30%-3%-AD Kruskal - Wallis p 0.000 anexo

12

H202 30%-3% Mann Whitney p 0.000 anexo 12

H202 3% - AD Mann Whitney p 0.004 anexo 12

Grafico 12. Capas de células espinosas. LADO DE NO APLICACION.
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Al comparar el lado de aplicacion y de no aplicacién de la sustancia como en las
ocasiones anteriores no se hallé diferencia entre ellos (p>0.05) Tablas y Gréaficos N°
13, 14y 15.

Tabla 13. Comparacién de las capas de células espinosas del epitelio poliestratificado
en el grupo con aplicacion de peroxido de hidrégeno al 30%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

GRUPO

EXPERIMENTAL Lado aplicacion Lado no aplicacion
MEDIA 12.25 8.37

S 11.73 5.47
MEDIANA 6.5 6

RANGO 17 6
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INTERCUARTILICO
n 27 27
Test de Wilcoxon de rangos con signo  p 0.614 anexo 13

Gréfico 13. Capas de células espinosas con H202 al 30%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

40,0 |

30,0 32
*

200

100

CAPAS CELULAS ESPINOSAS H202 30%

00—

| . | .
LADO APLICACION LADO NO APLICACION

Tabla 14. Comparacién de las capas de células espinosas en el grupo con aplicacién
de peroéxido de hidrégeno al 3%. LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

GRUPO

EXPERIMENTAL Lado aplicacion Lado no aplicacion
MEDIA 3.15 3.32

S 1.28 1.71
MEDIANA 3 3

RANGO

INTERCUARTILICO 1 2

N 78 78

Test de Wilcoxon de rangos con signo  p 0.605 anexo 14
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Grafico 14. Capas de células espinosas con H202 al 3%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.
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Tabla 15. Comparacién de las capas de células espinosas del epitelio poliestratificado
en el grupo con aplicacion de agua destilada.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

GRUPO

EXPERIMENTAL Lado aplicacion Lado no aplicacion
MEDIA 2.6 2.55

S 0.59 0.64
MEDIANA 3 3

RANGO

INTERCUARTILICO 1 1

N 42 38

Test de Wilcoxon de rangos con signo p 0.683 anexo 15

Gréfico 15. Capas de células espinosas con agua destilada.
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LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.
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Se analizaron también otras caracteristicas histolégicas del epitelio poliestratificado de
la mucosa bucal del hamster como la presencia de papilomatosis, de crestas epiteliales
pronunciado, de hipercromatismo nuclear y la solucién de continuidad de la membrana
basal.

En el lado de aplicacién de la sustancia respectivas se hallé diferencia significativa
entre los grupos experimentales en lo que respecta a la presencia de crestas epiteliales
pronunciados (Tabla y Grafico N° 18 Chi cuadrada p 0.001), a la presencia de
hipercromatismo nuclear (Tabla y Grafico N° 20 Chi cuadrada p 0.031) y la interrupcion
de la membrana basal (Tabla y grafico N° 22 Chi cuadrada p 0.043). Sélo no hubo
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales en el lado de
la aplicacion en relacion a la presencia de papilomatosis en el epitelio poliestratificado

de la mucosa bucal del hamster (Tabla y Grafico N° 16 Chi cuadrada p 0.098).

Tabla 16. Comparacién de la presencia de papilomatosis en el epitelio poliestratificado
entre los grupos con aplicacion de perdxido de hidrégeno al 30%, 3% y agua destilada.
LADO DE APLICACION.

PAPILOMATOSIS H202 30% H202 3% AGUA DESTILADA
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f % f % f %
PRESENCIA 8 40 9 45 3 15
AUSENCIA 12 60 11 55 17 85
TOTAL 20 100 20 100 20 100

Chi cuadrada gl2 p0.098

Grafico N216 .Presencia de papilomatosis.
LADO DE APLICACION.
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Tabla 18. Comparacién de la presencia de crestas epiteliales pronunciados en el
epitelio poliestratificado entre los grupos con aplicacion de peréxido de hidrogeno al

30%, 3% y agua destilada. LADO DE APLICACION.

CRESTAS EPIT. H202 30% H202 3% AGUA DESTILADA
PRONUNCIADOS f % f % f %
PRESENCIA 16 80 6 30 5 25
AUSENCIA 4 20 14 70 15 75
TOTAL 20 100 20 100 20 100

Chi cuadrada gl 2 p 0.001

77



Grafico N218 .Presenciade crestas epiteliales
pronunciados. LADO APLICACION
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Tabla 20. Comparacién de la presencia de hipercromatismo nuclear en el epitelio

poliestratificado entre los grupos con aplicaciéon de peroxido de hidrégeno al 30%, 3% y

agua destilada. LADO DE APLICACION.

HIPERCROMATISMO  H202 30% H202 3% AGUA DESTILADA
NUCLEAR f % f % f %
PRESENCIA 8 40 6 30 1 5
AUSENCIA 12 60 14 70 19 95
TOTAL 20 100 20 100 20 100
Chi cuadrada gl2 p0.031 anexo 20
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Grafico N%20 .Presenciade hipercromatismo
nuclear.LADO DE APLICACION
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Tabla 22. Comparacion de

interrupcién de

la membrana basal del

epitelio

poliestratificado entre los grupos con aplicacion de peréxido de hidrégeno al 30%, 3% y

agua destilada. LADO DE APLICACION.

MEMBRANA H202 30% H202 3% AGUA DESTILADA
BASAL INTERR. f % f % f %
PRESENCIA 3 15 0 0 0 0
AUSENCIA 17 85 20 100 20 100
TOTAL 20 100 20 100 20 100

Chi cuadrada gl2 p0.043 anexo 22
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Grafico N®*22 .Membrana basalinterrumpida.
LADO DE APLICACION
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Un poco distinto se comportaron estas caracteristicas del epitelio poliestratificado en el

lado de la no aplicacién de la sustancia donde s6lo se encontr6é diferencia entre los

grupos en relacion a la presencia de hipercromatismo nuclear (Tabla y Grafico N2 21
Chi cuadrada p 0.017).

Tabla 21. Comparacién de la presencia de hipercromatismo nuclear en el epitelio

poliestratificado entre los grupos con aplicaciéon de peroxido de hidrégeno al 30%, 3% y
agua destilada. LADO DE NO APLICACION.

HIPERCROMATISMO  H202 30% H202 3% AGUA DESTILADA
NUCLEAR f % f % f %o
PRESENCIA 7 35 5 25 0 0
AUSENCIA 13 65 15 75 20 100
TOTAL 20 100 20 100 20 100

Chi cuadrada gl2 p0.017 anexo 21
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Grafico N221 .Presencia de hipercromatismo nuclear.
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Las demas caracteristicas del epitelio poliestratificado

como de presencia de

papilomatosis, crestas epiteliales pronunciados e interrupcién de la membrana basal no

presentaron diferencias entre los grupos de estudio en el lado de la no aplicacion. (p >
0.05 Tablas y Gréaficos N° 17, 19 y 23).

Tabla 17. Comparacion de la presencia de papilomatosis en el epitelio poliestratificado

entre los grupos con aplicacion de perdxido de hidrégeno al 30%, 3% y agua destilada.

LADO DE NO APLICACION.

PAPILOMATOSIS H202 30%

H202 3% AGUA DESTILADA

f % f % f %
PRESENCIA 7 35 5 25 4 20
AUSENCIA 13 65 15 75 16 80
TOTAL 20 100 20 100 20 100

Chi cuadrada gl2 p 0.551
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Grafico N®17 .Presencia de papilomatosis.
LADO NO APLICACION
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Tabla 19. . Comparacién de la presencia de crestas epiteliales pronunciados en el
epitelio poliestratificado entre los grupos con aplicacion de peréxido de hidrégeno al
30%, 3% y agua destilada. LADO DE APLICACION.

CRESTAS EPIT. H202 30% H202 3% AGUA DESTILADA
PRONUNCIADOS f Y% f % f %
PRESENCIA 9 45 7 35 3 15
AUSENCIA 11 55 13 65 17 85
TOTAL 20 100 20 100 20 100

Chicuadrada gl2 p0.116



Grafico N219 .Presencia de crestas epiteliales
pronunciados. LADO NO APLICACION
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Tabla 23. Comparacion de interrupcion de la membrana basal del epitelio
poliestratificado entre los grupos con aplicacion de peréxido de hidrégeno al 30%, 3% y
agua destilada. LADO DE NO APLICACION.

MEMBRANA H202 30% H202 3% AGUA DESTILADA
BASAL INTERR. f % f % f %
PRESENCIA 1 5 0 0 0 0
AUSENCIA 19 95 20 100 20 100
TOTAL 20 100 20 100 20 100

Chi cuadrada gl2 p 0.362 anexo 23
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Grafico N®23 .Membrana basalinterrumpida.
LADO DENO APLICACION
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En sintesis cuando comparamos el lado de aplicaciéon y no aplicacion en el grupo con
H.O, al 30% estos tuvieron caracteristicas similares con respecto a la presencia de
papilomatosis, hipercromatismo nuclear e integridad de la membrana basal (p>0.05),
solamente se hallé diferencia en la presencia de crestas epiteliales pronunciados (Chi
cuadrada p 0.022). Tabla y Grafico N® 24.

Tabla 24. Comparacién de las caracteristicas del epitelio poliestratificado en el grupo
con aplicacién de peroxido de hidrégeno al 30%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

CARACTERI'STICA Lado aplicacion  Lado no aplicacién
DE COMPARACION f % f %

PAPILOMATOSIS' 8/20 40 7/20 35

CRESTAS EPITELIALES? 16/20 80 9/20 45

HIPERCROMATISMO NUCLEAR® 8/20 40 '7/20 35

MEMBRANA BASAL

INTERRUMPIDA" 3/20 15 1/20 5

1 Chi Cuadrada gl 1 p 0.744
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2 Chi Cuadrada gl 1 p 0.022 anexo 24
3 Chi Cuadrada gl 1 p 0.744
4 Chi Cuadrada gl 1 p 0.292

Grafico N224. Caracteristicas epiteliales con
H202 al 30%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.
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Al compara estas caracteristicas entre el lado de aplicacion y de no aplicacién del
grupo con H,O; al 3% no se encontré diferencia entre ellos (Tabla y Grafico N°25 Chi
cuadrada p>0.05).

Tabla 25. Comparacién de las caracteristicas del epitelio poliestratificado en el grupo
con aplicacién de peroxido de hidrégeno al 3%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

CARACTERI’STICIA Lado aplicacién  Lado no aplicacién
DE COMPARACION f % f %
PAPILOMATOSIS' 9/20 45 5/20 25
CRESTAS EPITELIALES? 6/20 30 7/20 35
HIPERCROMATISMO NUCLEAR® 6/20 30 5/20 25
MEMBRANA BASAL INTERRUMPIDA® 0 0 0 0

1 Chi Cuadrada gl 1 p0.185 anexo 25

2 Chi Cuadradagl1 p0.114
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3 Chi Cuadrada gl 1 p0.125
4 Chi Cuadrada no calculable
variable=constante

Grafico N225. Caracteristicas epiteliales con
H202 al 3%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.
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En relacién al desarrollo de displasia y carcinoma se observo en el lado de aplicacion
del grupo con aplicacién de H202 al 30% 11/20 casos de displasia (65%), 3/11 casos
de carcinoma epidermoide invasivo (15%). De los casos de displasia presentados en
este grupo 8/20 (40%) correspondian a displasia leve, 3/20 (15%) de displasia
moderada y 2/20 (10%) de displasia severa. En el lado de aplicacién del H202 al 3%
hubo 6/20 (30%) de casos de displasia leve, no se presentd displasia moderada,
severa, ni carcinoma epidermoide. Tabla y Grafico N°26.

Tabla 26. Comparacién de la presencia de displasia y carcinoma
en el epitelio poliestratificado entre los grupos con aplicacion de
H202 30%, H202 3% y agua destilada. LADO DE APLICACION

H202 AGUA
DISPLASIA/ 30% H202 3% DESTILADA
CARCINOMA f % f % f %
SIN DISPLASIA 4 20 14 70 20 100
DISPLASIA LEVE 8 40 6 30 0 0
DISPLASIA MODERADA 3 15 0 0 0 0
DISPLASIA SEVERA 2 10 O 0 0 0
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CARCINOMA INVASIVO 3 15

0 0 0 0

TOTAL

20 100

20 100 20 100

Chi cuadrada gl 8 p 0.000
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Grafico N®26 . Presencia de displasia o carcinoma
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Similar fue el desarrollo de las lesiones de displasia y carcinoma en el lado de la no

aplicacién. Tabla y Grafico N°27.

Tabla 27. Comparacién de la presencia de displasia y carcinoma

en el epitelio poliestratificado entre los grupos con aplicacion de
H202 30%, H202 3% y agua destilada. LADO DE NO APLICACION

H202 AGUA
DISPLASIA/ 30% H202 3% DESTILADA
CARCINOMA f %o f Y% f Y%
SIN DISPLASIA 10 50 17 85 20 100
DISPLASIA LEVE 6 30 3 15 0 0
DISPLASIA MODERADA 2 10 O 0 0 0
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DISPLASIA SEVERA 1 5 0 0 0 0
CARCINOMA INVASIVO 1 5 0 0 0 0
TOTAL 20 100 20 100 20 100
Chi cuadrada gl 8 p 0.0264

Grafico N227 .Presenciade displasia o carcinoma
LADO DENO APLICACION
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Por otro lado también se observaron cambios en el tejido conectivo y diferencias entre
los grupos de estudio con aplicacién de peroxido de hidrégeno al 30% y al 3% en
comparacion al grupo con agua destilada en el lado de la aplicacion ( Tabla y Grafico
N? 28 p Chi cuadrada p 0.000) y en el lado de la no aplicacion (Tabla y Grafico N° 29
Chi cuadrada p 0.021); produciéndose la presencia de una cantidad mucho mayor de
células de tipo linfocitos, monocitos y macréfagos en ambos lados de aplicacién y de
no aplicacion, es decir, una reaccién de inflamacion en respuesta al agente agresor. Al
comparar, especificamente los lados de aplicacion y no aplicaciéon en el grupo con
H.O, al 30% no hubo diferencias estadisticamente significativas, en ambos lado se
habia dado la reaccidén de respuesta inflamatoria en forma similar (Tabla y Grafico N°
30 Chi cuadrada p 0.318). Sin embargo, en el grupo con H,O, al 3% se hubo
diferencias estadisticamente significativas entre al lado de aplicacién y no aplicacion
(Tabla y Grafico N° 31 Chi cuadrada p 0.026).
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Tabla 28. Comparaciéon de la presencia de células inflamatorias a nivel del tejido
conectivo entre los grupos con aplicacion de peréxido de hidrégeno al 30%, 3% y agua
destilada. LADO DE APLICACION.

CELULAS H202 30% H202 3% AGUA DESTILADA
TEJ. CONECTIVO f Y% f % f Y%
ABUNDANTE 11 41 12 18 2 5
REGULAR 10 37 28 42 12 29
ESCASA 6 22 26 40 27 66
TOTAL 27 100 66 100 41 100

Chi cuadrada gl 4 p 0.000 anexo 26

Grafico N°28 .Presencia de células inflamatorias
en eltejido conectivo. LADO DE APLICACION

OABUNDANTE
BREGULAR
mMESCASA

70

60
50
40 4
30
20

%

10 4

H202 30% H202 3% AD

Grupo expérimental

Tabla 29. Comparacion de la presencia de células inflamatorias a nivel del tejido
conectivo entre los grupos con aplicacion de peréxido de hidrégeno al 30%, 3% y agua
destilada. LADO DE NO APLICACION.

CELULAS H202 30% H202 3% AGUA DESTILADA
TEJ. CONECTIVO f % f Y% f %
ABUNDANTE 7 22.6 12 19.4 4 10.25
REGULAR 14 45.2 13 21 8 20.5
ESCASA 10 32.2 37 59.6 27 69.25
TOTAL 31 100 62 100 39 100

Chi cuadrada gl 4 p 0.021 anexo 27
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Grafico N229 .Presenciade células inflamatoriasl a
nivelde tejido conectivo. LADO DE NO APLICACION
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Tabla 30. Comparacién de la presencia de células inflamatorias a nivel del tejido
conectivo en el grupo con aplicacion de peréxido de hidrogeno al 30%.

LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

CANTIDAD DE CELULAS Lado aplicacion  Lado no aplicacién
EN EL TEJIDO CONECTIVO f % f %
ABUNDANTE 11 41 7 22.6
REGULAR 10 37 14 45.2
ESCASA 6 22 10 32.2
TOTAL 27 100 31 100
Chi Cuadrada gl 2 p 0.318 anexo 28
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Grafico N®30.Presencia de células inflamatorias
eneltejido conectivo H202 30%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.
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Tabla 31. Comparacién de la presencia de células inflamatorias a nivel del tejido
conectivo en el grupo con aplicacion de peréxido de hidrogeno al 3%.
LADO DE APLICACION Y NO APLICACION.

CANTIDAD DE CELULAS Lado aplicacién  Lado no aplicacion
EN EL TEJIDO CONECTIVO f % f %
ABUNDANTE 12 18 12 19.4
REGULAR 28 42 13 21
ESCASA 26 40 37 59.6
TOTAL 66 100 62 100

Chi Cuadrada gl 2 p 0.026 anexo 29
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Grafico N231.Presenciade células inflamatorias
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V. DISCUSION

En el presente estudio se encontrd presencia de alteraciones a nivel celular y tisular
como engrosamiento del epitelio debido al aumento de la capa de queratina
(hiperqueratosis) e hiperplasia de las células espinosas (acantosis), crestas epiteliales
pronunciados, hipercromatismo nuclear e interrupcion de la membrana basal, por lo
tanto, en el grupo con aplicacién de H.O, al 30% se dio la evoluciéon de lesiones
preneoplasicas como displasias leves, a moderadas o a carcinoma in situ y carcinoma
infiltrante. También se observaron cambios en el grupo con aplicacion de H,O, al 3%,
pero con menor severidad y en menor proporcion, pero los cuales marcaron diferencia

con el grupo control de agua destilada.

Con respecto a la displasia epitelial de diferente grado de severidad o carcinoma in
situ, la OMS, especifica un conjunto de caracteristicas, entre ellas “el aumento en la
proporcion nucleo/citoplasma”, y “el aumento de los nucleolos” en ambas lesiones
displasia y cancer in situ. Sin embargo, considera que mas frecuente se observan en el
cancer inicial que en la displasia, “el pleomorfismo nuclear y celular”, “la pérdida de
polaridad de las células basales”, “ |la estratificacién epitelial irregular y los “bordes de
la red en forma de gota”. Este ultimo indicador, llamado en el presente estudio crestas
epiteliales pronunciados se observo con frecuencia en ambos grupos, y en algunos
casos del grupo tratado con H,O, al 30% se pudo ver la pérdida de polaridad de las
células epiteliales y solucién de continuidad de la membrana basal. Como senalan
Okazaki Y et al ¥ estos cambios relacionados con el progreso carcinogénico son Utiles
para diagnostico del potencial maligno.

Se conoce que las especies reactivas de oxigeno, entre ellos el peréxido de hidrégeno
tienen la capacidad in Vitro de producir lesiones importantes por dos mecanismos
principales alteracion de la cadena de ADN (mediante rotura simple del cadena o
reacciones quimicas con las bases y mutaciones) o alteracién de las propiedades de
las membranas celulares por peroxidacion lipidica. Sin embargo, la existencia del
sistema de antioxidantes es la encargada de mantener en equilibrio este proceso
oxidacion - reduccidén y cuando se da una mayor cantidad de especies reactivas de
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oxigeno o deficiencia del sistema antioxidante se produce el llamado estrés oxidativo
con diferentes consecuencias como por ejemplo la formacion de lesiones
cancerigenas. La conclusion de IARC es que el peréxido de hidrégeno presenta
evidencias “limitadas” de carcinogenicidad en animales experimentales como
carcinégenos completos o como promotor tumoral

Sin embargo hay que considerar que durante muchos afnos se ha analizado el efecto
del H,O, como iniciador tumoral, promotor tumoral y su actividad carcinogénica
completa en lo referente a su mecanismo de accion, el tiempo latente de produccién de
lesiones, el tipo de alteraciones que ocasiona, las concentraciones, las vias de
administracién y los blancos de su actividad.

84.46.30.51.91) v | presente estudio también, que han encontrado

Existen varios trabajos
evidencias sobre el H,O, actuando como carcin6geno principalmente en la mucosa
bucal, del duodenum o gastrica y en piel.

Reforzando esta opinién se encuentra el trabajo de Zouain-Ferreire SL, et al ®" del
2002 en el cual cuatro blanqueadores disminuyeron la fraccion de supervivencia de
varias cepas de E. Coli, siendo el efecto mayor en aquellas cepas con capacidad mas
baja de reparacion de ADN, llegando los autores a la conclusién que los blanqueadores
dentales generan efectos biolégicos parecidos a las radiaciones ionizantes.

Es importante considerar la opinion de la Comisién Europea de Salud y proteccién del
consumidor SCCP @ en relacién al uso de productos blanqueadores que el uso de
productos blanqueadores con peréxido de hidrégeno o lo equivalente para sustancias
liberadoras de peroxido de hidrégeno hasta 0.1% es seguro y que el uso de sustancias
con mas de 0.1% hasta 6% se considera seguro después de consultar al dentista
debido a que los datos nuevos no proveen la solidez necesaria para demostrar la
seguridad de uso de productos blanqueadores con peroxido de hidrogeno hasta 6% de
venta libre y disponibilidad directa para el consumidor en sus diferentes formas
(cubetas, tiras, etc.)

En este sentido al comparar los resultados del presente estudio con los hallados por
Weitzman et al ®¥ quienes evaluaron también el efecto del H,O, en la carcinogénesis
oral de hamsteres se coincide en encontrar la presencia de cambios patoldgicos
asociados con lesiones preneoplasicas como hipercromatismo nuclear y displasia, asi
como de células inflamatorias en el grupo con aplicacion de H.O, al 30%. Sin embargo,
ellos no llegaron de encontrar desarrollo de carcinoma epidermoide en este grupo y en
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el presente trabajo si se observé la evolucién hasta carcinoma in situ y carcinoma
infiltrante. Cuando revisamos los resultados reportados por estos investigadores se
pudo notar que los cambios que ellos encontraron a las 19 semanas se intensificaron
mucho mas a las 22 semanas, donde termin6 el estudio. Esto podria significar que un
tiempo mas conllevaria probablemente a un mayor dano tisular del que encontraron.
Ademas la frecuencia de aplicacion fue de dos veces semanal, mientras que en
nuestro estudio fue de tres veces por semana y con una duracion mayor de dos
semanas, es decir, en total se recibieron mucho mas aplicaciones (44 versus 72).

También en el estudio de Marshal M. et al 9

en el cual concluyeron que la respuesta
tumorogénica de un carcin6geno ya establecido (DMBA) fue reducida con la
coadministracién del H,O, y bicarbonato de sodio, consideramos la posibilidad que el
tiempo de duracién del estudio entre 16 a 20 semanas no fue lo suficiente. Asi como
también en el estudio de Takahashi M. et al "® que administraron peréxido de
hidrégeno al 1% en el agua de beber de ratones por 7 semanas para verificar la
actividad de promotor tumoral de este después de aplicacién del carcin6geno N-metil-
N-nitro-nitrosoguanida (MNNG6) y concluyeron que la cantidad de tumores no se
incremento.

En relacion a este tema del tiempo necesario para la formacion de la lesidon
cancerigena por H,O, parece depender de aspectos variados como, la via de
administracién, el tipo de animales de experimentacion y su susceptibilidad, y la
concentracion del peréxido de hidrogeno. Sin embargo, por los resultados obtenidos
que hay un periodo necesario de iniciacion y desarrollo de la lesidon cancerigena que no
esta tan en relacion directa con la concentracién. El menor periodo de desarrollo de
carcinoma lo cita Marshall M. et al ®® quienes sefialaron que la progresién de cambios
queratdticos y/o disqueratosis a las 6 semanas con ocurrencia de carcinomas se dio en
aproximadamente la mitad de los animales examinados a la 12va semana por la accion
del DMBA en la mucosa de la mejilla del hamster.

En relacion a este punto del tiempo necesario para el desarrollo de una lesién lto et al
(50. 51, 52) reglizaron una serie de estudios sobre el peréxido de hidrégeno de diferentes
concentraciones (0; 0.1% y 0.4%) administrado a ratones en el agua de beber
manifiestan que a una mayor concentracion habia mas hiperplasias, adenomas y
carcinomas principalmente en el duodenum y la mucosa gastrica. Hecho que también

se confirmé en el presente trabajo, donde mayores cambios se produjeron en el grupo
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con H,O, al 30%, por lo que se observa que la accién del H,O, depende de la
concentracion de este. Estos autores reportaron en el primer estudio el desarrollo de la
primera lesién a las 42 semanas, pero en el segundo estudio en el cual cambiaron
ciertas condiciones describieron nodulos de lesiones hiperplasicas, adenomas y
carcinomas desde el dia 90 (aproximadamente semana 13). En contraste con ellos en
el presente estudio se halldé las lesiones avanzadas a la semana 24 cuando los
hamsteres fueron sacrificados, pero existe la posibilidad de haberse instalado un
tiempo antes. Ademas las diferencias tienen relacién con la via de administracién y el
tipo de animal de experimentacidn, ya que ellos cuando reportaron 42 semanas para la
aparicion de lesiones utilizaron ratones de una linea y en el segundo estudio donde la
aparicion de lesiones fue en la semana 13 se utilizo otra linea de ratones al parecer
con mayor susceptibilidad para desarrollo de lesiones cancerigenas. Al respecto al
tema de aparicién de la lesion maligna, en un estudio de disefio un poco distinto de
Hirota y Yokohama “® donde se analizé la actividad de promocién tumoral del peréxido
de hidrégeno, utilizando como iniciador tumoral metilazoxymetianolacetato (MAM) al
sacrificar los animales a la semana 21 se observd ya tumores de tipo
adenocarcinomas. Este tiempo de desarrollo del carcinoma fue mas cercano a los
resultados del presente estudio, donde se hallaron las lesiones avanzadas a la semana
24.

También en el presente estudio se observé inflamacion a nivel de tejido conectivo de
los grupos con aplicacién de H,O, de tipo inflamacion crénica. Aunque el estudio de
Rees T, y Orth Ch ©® reportaron dos casos clinicos de ulceraciones e incomodidad
relacionadas con el uso de peroxido de hidrogeno al 3% como enjuague bucal, en el
segundo de ellos el resultado de la biopsia resalta el cuadro de inflamacion crénica. Sin
embargo, si no estuviera la dificultad de establecer el origen de este cuadro de
inflamacién se estaria confirmando la capacidad del perdxido de hidrégeno de
ocasionar inflamacién, pero al ser la paciente de edad avanzada, fumadora desde hace
muchos anos y aun mas haber iniciado el uso de peréxido de hidrégeno como medio
de controlar la apariciéon de ulceraciones en la cavidad bucal, no existe la certeza de la

causa de este proceso inflamatorio crénico.
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Para finalizar, los hallazgos histolégicos encontrados en el presente estudio permiten
considerar el perdxido de hidrogeno como agente de potencial maligno. Como
manifiesta Burningham et al ") en 2004 en el VI Congreso Internacional de Cabeza y
Cuello al encontrar entre los 19 pacientes de cancer primario de Cabeza y Cuello del
Centro Médico de la Universidad de Georgetown entre 1997 y 2003 tres (19%)
pacientes con antecedentes de uso de blanqueadores dentales en el pasado sefialan
que los hechos no sugieren necesariamente relacidon causa-efecto entre el uso de
estos productos y el desarrollo de cancer bucal; sin embargo, los radicales libres
generados en el proceso del blanqueamiento tienen potencial carcinogénico, por lo
tanto el uso de estos productos en esta poblacion de pacientes se deberia estudiar

mas ampliamente.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES:

La aplicacion tépica prolongada del peréxido de hidrégeno al 3% produce
cambios histolégicos en la mucosa bucal del hamster compatibles con una
lesibn  precancerosa caracterizados por hiperqueratosis, acantosis,
hipercromatismo nuclear, asi como displasia a nivel leve.

El peroxido de hidrogeno al 30% produce cambios histolégicos en la mucosa
bucal del hamster caracterizados por hiperqueratosis, acantosis,
hipercromatismo nuclear, crestas epiteliales pronunciadas o en forma de gota e
interrupcién de la continuidad de la membrana basal, asi como también el
desarrollo de displasia de diferente grado y carcinoma a nivel epitelial.

La lesién cancerosa se produjo con un total de 72 aplicaciones en total del
peroxido de hidrégeno al 30% durante las 24 semanas de duracion del
experimento.

A nivel de tejido conectivo la aplicacion tépica prolongada de perédxido de
hidrégeno ocasiona inflamacion crénica mas frecuente en el grupo con 30%
seguido por el de 3%.

No hubo diferencias entre las caracteristicas observadas en el lado de
aplicacién y el lado de no aplicacion del peréxido de hidrégeno, lo que nos
indica que este ejercia efecto en ambos lados de la cavidad bucal y que el
mismo proceso de aplicacion no introdujo diferencias entre los lados.
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RECOMENDACIONES:

1. Se recomienda la realizacion de mas estudios clinicos, experimentales o de
laboratorio acerca del uso del perdxido de hidrégeno con disefo longitudinal y
poblacién grande, en grupos que reciben tratamiento bajo cuidados
profesionales o en la poblacién que utiliza productos de venta libre vy
disponibilidad directa.

2. Considerando el potencial carcinogénico del peréxido de hidrégeno bajo ciertas
condiciones de uso tomar cuidados en el analisis de beneficio-riesgo de su uso
en la poblacion, especificamente, tener especial consideracion en los grupos de
riesgo como pacientes con xerostomia, con enfermedad periodontal, acatalasia,
consumidores de alcohol y fumadores, o de edad avanzada.

3. Informar el paciente que desea recibir tratamiento con productos de este tipo
sobre los beneficios y riesgos del uso de perdxido de hidrégeno.

4. Establecer vigilancia epidemioldgica sobre el uso de sustancias con peroxido de
hidroégeno en odontologia
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ANEXO 1

Tes de normalidad

GROSOR DEL EPITELIO TOTAL
LADO APLICACION

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
GRUPO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
H202 30% 0.172 24 0.063 0.852 20 0.002
H202 3% 0.183 20 0.078 0.846 20 0.005
AD 0.215 20 0.016 0.828 20 0.002
GET
Kruskal-Wallis Test
Rangos
GRUPO H202 N R. medio
H202 30% 24 119.88
H202 3% 79 76.29
AD 43 42.49
Total 146
Chi cuadrada 52.478
o] 2
Sig 0.000
GET
Mann-Whitney Test

Ramgo suma de

GRUPQOS N medio rangos
H202 30% 24 79.17 1900
H202 3% 79 43.75 3456
Total 103
Mann-Whitney U 296
Wilcoxon W 3456
z -5.09
Asymp. Sig. (2-
tailed) 0.000
H202 3% 79 72.54 5731
AD 43 41.21 1772
Total 122
Mann-Whitney U 826
Wilcoxon W 1772
z -4.69
Asymp. Sig. (2-
tailed) 0.000
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ANEXO 2
GROSOR DEL EPITELIO TOTAL
LADO NO APLICACION

Prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
GRUPO Estadistico gl Sig. Estadistico gl
H20230% 0.174 20 0.112 0.809 20
H202 3% 0.148 20 0.20 0.840 20
AD 0.152 20 0.20 0.865 20
Test Kruskal-Wallis
Rango
GRUPO N medio
H202 30% 37 114.824
H202 3% 78 76.949
AD 39 43.192
Total 154
Chi-Square 49.099
o] 2
Asymp. Sig. 0.000
Mann-Whitney Test
Rangos
Suma
GRUPO N R medio R
H202 30% 37 80.24 2969
H202 3% 78 47.45 3701
Total 115
Mann-Whitney U 620
Wilcoxon W 3701
Z -4.931885
Asymp. Sig. (2-
tailed) 0.000
H202 3% 78 69 5382
AD 39 39 1521
Total 117
Mann-Whitney U 741
Wilcoxon W 1521
Z -4.51862
Asymp. Sig. (2-

tailed) 0.000




ANEXO 3
Test Wilcoxon de rangos con

signo ,

H202 30% LADO DE APLICACION Y NO

APLICACION

Rangos N R. medio Suma R
Negativos 11 13.500 148.5
Positivos 13 11.654 151.5

Total 24

z 0.043

Asymp. Sig. (2-

tailed) 0.966

ANEXO 4

TEST DE WILCOXON DE RANGOS CON
SIGNO

GROSOR TOTAL DEL EPITELIO

H202 3% LADO APLICACION-LADO NO APLICACION

Rangos negativos 15 19.5 292.5
Rangos negativos 25 21.1 527.5
Empates 22

Total 62

z 1.670

Asymp. Sig. (2-

colas) 0.095

ANEXO 5

TEST DE WILCOXON DE RANGOS CON SIGNO
AGUA DESTILADA

LADO DE APLICACION - LADO DE NO

APLICACION

Rangos N R Medio Suma R
Negative Ranks 22 20.023 440.5
Positive Ranks 17 20.0 339.5
Total 39

Z -0.706

Sig 0.480
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ANEXO 6
GROSOR CAPA QUERATINA LADO

APLICACION

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.

H202
30% 0.213 20 0.018 0.908 20 0.059
H202 3% 0.309 20 0.000 0.560 20 0.000
AD 0.214 20 0.017 0.902 20 0.044

Test de Kruskal-Wallis

R.

GRUPO DE H202 N Medio

H202 30% 29 113.02

H202 3% 73 69.05

AD 43 52.71

Total 145

Chi-Square 37.62

gl 2

Asymp. Sig. 0.000

Test de Mann Whitney

H202 30%-3%; H202 3%-AD

Rangos

GRUPO H202 N R Medio SumaR

H202 30% 29 75.09 2177.5

H202 3% 73 42.13 3075.5

Total 102

Mann-Whitney U 374.5

Wilcoxon W 3075.5

Z -5.108

Sig (2 colas) 0.000

H202 3% 73 63.92 4666.5

AD 43 49.29 2119.5

Total 116

Mann-Whitney U~ 1173.5

Wilcoxon W 2119.5

Z -2.29

Sig (2 cola) 0.022
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ANEXO 7

GROSOR CAPA QUERATINA

LADO NO APLICACION

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.
0.1347 20 0.2 0.876 20 0.015
0.2169 20 0.01 0.769 20 0.000
0.2561 20 0.00 0.761 20 0.000
Test de Kruskal-Wallis
R.
GRUPO DE H202 N Medio
H202 30% 26 91.29
H202 3% 77 78.84
AD 40 46.29
Total 143
Chi-Square 23.544
gl 2
Asymp. Sig. 0.000
Test de Mann-Whitney
R.
GRUPQO H202 N Medio  Suma R.
H202 30% 26 59.58 1549
H202 3% 77 49.44 3807
Total 103.00
Mann-Whitney U 804
Wilcoxon W 3807
4 -1.508
Sig (2 colas) 0.13
H202 3% 77 68.40 5267
AD 40 40.9 1636
Total 117
Mann-Whitney U 816
Wilcoxon W 1636
4 -4.206
Asymp. Sig. (2-
tailed) 0.000
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ANEXO 8

GROSOR CAPA QUERATINA

Test Wilcoxon de rangos con signo
H202 30% LADO DE APLICACION Y NO APLICACION

N R. medio Suma R.

Rangos 13 16.27 211.5
Negativos 12 9.46 113.5
Positivos 1

Total 26

V4 -1.319

Asymp. Sig. (2-

tailed) 0.187

ANEXO 9

GROSOR CAPA QUERATINA
Test Wilcoxon de rangos con

signo
H202 3% LADO DE APLICACION Y NO APLICACION

Rangos N R. medio SumaR.
Negativos 26.000 32.33 840.5
Positivos 37.000 31.770 1175.5

Empates 10.000

Total 73.000

z -1.151

Asymp. Sig. (2-

tailed) 0.250

ANEXO 10

GROSOR CAPA QUERATINA
Test Wilcoxon de rangos con

signo

AD LADO DE APLICACION Y NO APLICACION

Rangos N R. medio SumaR.
Negativos 19 16.34 310.5
Positivos 14.000 17.89 250.5

Empates 7.000

Total 40.000

4 -0.538

Asymp. Sig. (2-

tailed) 0.590

115



ANEXO 11

CAPAS CELULAS ESPINOSAS

LADO APLICACION

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.

H202
30% 0.223 27 0.001 0.747 27  0.000
H202 3% 0.304 78 0.000 0.821 78  0.000
AD 0.302 42 0.000 0.734 42 0.000

Test de Kruskal-Wallis

R.

GRUPO DE H202 N Medio

H202 30% 20 113.35

H202 3% 78 69.09

AD 42 52.71

Total 140

Chi-Square 34.22

gl 2

Asymp. Sig. 0.000

Test de Mann-Whitney

R.

GRUPO H202 N Medio  SumaR.

H202 30% 20 75.575 1511.5

H202 3% 78 42.8141 3339.5

Total 98

Mann-Whitney U 258.5

Wilcoxon W 3339.5

z -4.80

Asymp. Sig.(2-

colas) 0.000

H202 3% 78 65.78 5130.5

AD 42 50.70 2129.5

Total 120

Mann-Whitney U 1226.5

Wilcoxon W 2129.5

z -2.45

Sig (2 colas) 0.014
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ANEXO 12
CAPAS CELULAS ESPINOSAS

LADO NO APLICACION
Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.

H202
30% 0.223 27 0.001 0.747 27 0.000
H202 3% 0.305 78 0.000 0.725 78 0.000
AD 0.282 38 0.000 0.801 38 0.000

Test de Kruskal-Wallis

R.

GRUPO DE H202 N Medio

H202 30% 27 123.96

H202 3% 78 66.26

AD 38 46.86

Total 143

Chi-Square 62.447

gl 2

Asymp. Sig. 0.000

Test de Mann-Whitney

R.

GRUPO H202 N Medio  SumaR.

H202 30% 27 86.1852 2327

H202 3% 78 41.5128 3238

Total 105

Mann-Whitney U 157

Wilcoxon W 3238

Z -6.74

Asymp. Sig.(2-

colas) 0.000

H202 3% 78 64.25 5011.5

AD 38 46.6974 1774.5

Total 116

Mann-Whitney U 1033.5

Wilcoxon W 1774.5

Z -2.83

Sig (2 colas) 0.005
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ANEXO 13

CAPAS CELULAS ESPINOSAS
Test Wilcoxon de rangos con

signo ,
H202 30% LADO DE APLICACION Y NO
APLICACION

N R. medio Suma R.

Rangos 13 16.27 211.5
Negativos 8 14.8125 118.5
Positivos 12 7.625 91.5
Empates 0

Total 20

z 0.504

Asymp. Sig. (2-

tailed) 0.614

ANEXO 14

CAPAS CELULAS ESPINOSAS

Test Wilcoxon de rangos con signo
H202 3% LADO DE APLICACION Y NO APLICACION

Rangos N R. medio Suma R.
Negativos 25 26.34 658.5
Positivos 28 27.59 772.5

Empates 25

Total 78

V4 -0.517

Asymp. Sig. (2-tailed) 0.605

ANEXO 15

CAPAS CELULAS ESPINOSAS

Test Wilcoxon de rangos con signo
AD LADO DE APLICACION Y NO APLICACION

Rangos N R. medio Suma R.
Negativos 11 11.45 126
Positivos 10 10.5 105

Empates 17

Total 38

Z 0.408

Asymp. Sig. (2-

tailed) 0.683
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ANEXO 16
PRESENCIA DE
PAPILOMATOSIS

TEST CHI CUADRADA

LADO DE APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 4.65 2 0.098
Likelihood Ratio 5.027 2 0.081
Linear-by-Linear Association 2.766 1 0.096
N of Valid Cases 60
No hay valores esperados menores de 5

ANEXO 17
PRESENCIA DE PAPILOMATOSIS
TEST CHI CUADRADA
LADO DE NO APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 1.19 2 0.551
Likelihood Ratio 1.18 2 0.554
Linear-by-Linear Association 1.13 1 0.287
N of Valid Cases 60
No hay valores esperados menores de 5
ANEXO 18

PRESENCIA DE CRESTAS EPITELIALES
PRONUNCIADOS

TEST CHI CUADRADA

LADO DE APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 14.95 2 0.001
Likelihood Ratio 15.63 2 0.000
Linear-by-Linear Association 12.02 1 0.001
N of Valid Cases 60

No hay valores esperados menores de 5
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ANEXO 19

PRESENCIA DE CRESTAS EPITELIALES
PRONUNCIADOS

TEST CHI CUADRADA

LADO DE NO APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 4.31 2 0.116
Likelihood Ratio 4.59 2 0.101
Linear-by-Linear Association 4.09 1 0.043
N of Valid Cases 60
No hay valores esperados menores de 5
ANEXO 20
PRESENCIA DE HIPERCROMATISMO
NUCLEAR

TEST CHI CUADRADA

LADO DE APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 6.93 2 0.031
Likelihood Ratio 8.18 2 0.017
Linear-by-Linear Association 6.42 1 0.011
N of Valid Cases 60
No hay valores esperados menores de 5
ANEXO 21
PRESENCIA DE HIPERCROMATISMO
NUCLEAR
TEST CHI CUADRADA
LADO DE NO APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 8.13 2 0.017
Likelihood Ratio 11.66 2 0.003
Linear-by-Linear Association 7.53 1 0.006

N of Valid Cases

3 casillas tuvieron fe menores de 5
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ANEXO 22
MEMBRANA BASAL INTERRUMPIDA
TEST CHI CUADRADA

LADO DE APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 6.32 2 0.043
Likelihood Ratio 6.91 2 0.032
Linear-by-Linear Association 4.66 1 0.031
N of Valid Cases 60

3 casillas tuvieron fe menores de 5

ANEXO 23
MEMBRANA BASAL INTERRUMPIDA
TEST CHI CUADRADA

LADO DE NO APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 2.03 2 0.362
Likelihood Ratio 2 2 0.328
Linear-by-Linear Association 2 1 0.221
N of Valid Cases 60

3 casillas tuvieron fe menores de 5
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ANEXO 24

CARACTERISTICAS EPITELIALES

CON H202 30%
TEST CHI CUADRADA

LADO DE APLICACION Y NO APLICACION

PAPILOMATOSIS

Sig 2
Chi-Square Tests Valor gl colas
Pearson Chi-Square 0.107 1 0.744
Continuity Correction(a) 0.000 1 1.000
Likelihood Ratio 0.107 1 0.744
Fisher's Exact Test 1.000
Linear-by-Linear Association 0.104 1 0.747
N of Valid Cases 40
CRESTAS EPITALIALES PRONUNCIADOS
Sig 2
Chi-Square Tests Valor gl colas
Pearson Chi-Square 5.23 1 0.022
Continuity Correction(a) 3.84 1 0.050
Likelihood Ratio 5.38 1 0.020
Fisher's Exact Test 0.048
Linear-by-Linear Association 5.10 1 0.024
N of Valid Cases 40
HIPERCROMATISMO NUCLEAR
Sig 2
Chi-Square Tests Valor gl colas
Pearson Chi-Square 0.11 1 0.744
Continuity Correction(a) 0 1 1
Likelihood Ratio 0.11 1 0.744
Fisher's Exact Test 1
Linear-by-Linear Association 0.10 1 0.747
N of Valid Cases 40
MEMBRANA BASAL INTERRUMPIDA
Sig 2
Chi-Square Tests Valor gl colas
Pearson Chi-Square 1.111 1 0.292
Continuity Correction(a) 0.278 1 0.598
Likelihood Ratio 1.158 1 0.282
Fisher's Exact Test 0.605
Linear-by-Linear Association 1.083 1 0.298
N of Valid Cases 40

Tablas de contingencia 2x2 No hay fe menor de 5
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ANEXO 25

CARACTERISTICAS EPITELIALES
CON H202 3%
TEST CHI CUADRADA

LADO DE APLICACION Y NO
APLICACION

PAPILOMATOSIS

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 1.76 1 0.185
Continuity Correction(a) 0.99 1 0.320
Likelihood Ratio 1.78 1 0.183
Fisher's Exact Test 0.320
Linear-by-Linear Association 1.71 1 0.190
N of Valid Cases 40
CRESTAS EPITALIALES
PRONUNCIADOS

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 0.114 1 0.736
Continuity Correction(a) 0 1 1
Likelihood Ratio 0.114 1 0.736
Fisher's Exact Test 1
Linear-by-Linear Association 0.111 1 0.739
N of Valid Cases 40
HIPERCROMATISMO NUCLEAR

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 0.125 1 0.723
Continuity Correction(a) 0 1 1
Likelihood Ratio 0.126 1 0.723
Fisher's Exact Test 1
Linear-by-Linear Association 0.122 1 0.727
N of Valid Cases 40
MEMBRANA BASAL INTERRUMPIDA

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square

LA
Continuity Correction(a) NO SE ESTIMA PRUEBA
Likelihood Ratio POR LO QUE LA MAGNITUD
Fisher's Exact Test ES CONSTANTE

Linear-by-Linear Association
N of Valid Cases

Tablas de contingencia 2x2 No hay fe menor de 5



ANEXO 26
CELULARIDAD EN EL
TEJ.CONECTIVO

TEST CHI CUADRADA

LADO DE APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 20.09 4 0.000
Likelihood Ratio 20.16 4 0.000
Linear-by-Linear Association 18.55 1 0.000
N of Valid Cases 134
No hay fe menor de 5
ANEXOQO 27

CELULARIDAD EN EL TEJ.CONECTIVO

TEST CHI CUADRADA
LADO DE NO APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 11.55 4 0.021
Likelihood Ratio 11.58 4 0.021
Linear-by-Linear Association 6.97 1 0.008

N of Valid Cases 132

No hay fe menor de 5

ANEXO 28

CELULARIDAD EN EL TEJ.CONECTIVO

H202 30%
TEST CHI CUADRADA

LADO DE APLICACION Y NO
APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 2.29 2 0.318
Likelihood Ratio 2.30 2 0.317
Linear-by-Linear Association 1.93 1 0.165

N of Valid Cases 58

No hay fe menor de 5
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ANEXO 29

CELULARIDAD EN EL TEJ.CONECTIVO
H202 3%

TEST CHI CUADRADA

LADO DE APLICACION Y NO

APLICACION

Chi-Square Tests Valor gl Sig 2 colas
Pearson Chi-Square 7.291 2 0.026
Likelihood Ratio 7.423 2 0.024
Linear-by-Linear Association 1.974 1 0.160
N of Valid Cases 128

No hay fe menor de 5
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FICHA DE REGISTRO DE INFORMACION N¢

ANEXO 30

1.Grupo:

2.NUmero del hamster:

3.Peso al inicio:

4.Cambios a nivel de epitelio

LADO DE APLICACION LADO DE NO APLICACION

41. GROSOR EPITELIO en mm

4.2. GROSOR DE LA

CAPA QUERATINA en mm

4.3. CAPAS DE CELULAS en nimero

ESPINOSAS

4.4. Papilomatosis Sl NO

4.5. Crestas epiteliales

pronunciados Sl NO
4.6. Hipercromatismo nuclear Sl NO
4.7. Interrupcién de la membrana basal Sl NO

5. Células de inflamacién ABUNDANTE

REGULAR

POCO

6. Peso final
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ANEXO 31: FOTOS

1. PRESENCIA DE ABUNDANTE CELULAS INFLAMATORIAS
A NIVEL DEL TEJIDO CONECTIVO EN EL GRUPO CON H202 AL 30%

2. ACANTOSIS- AUMENTO DEL GROSOR DEL EPITELIO
POLIESTRATIFICADO POR HIPERPLASIA DEL ESTRATO ESPINOSO
H202 30%
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3. DESARROLLO DE CARCINOMA EPIDERMOIDE H202 30%
MITOSIS ATIPICA, NUCLEOS GRANDES HIPERCROMATICOS

4. CRESTAS EPITELIALES PRONUNCIADOS
“BORDES DE LA RED EN FORMA DE GOTA”

128



5. HIPERQUERATOSIS

6. PLEOMORFISMO NUCLEAR Y CELULAR, MITOSIS
ATIPICAS, NUCLEOS GRANDES HIPERCROMATICOS
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7. ESCASAS CELULAS INFLAMATORIAS TEJIDO
CONECTIVO GRUPO AGUA DESTILADA

8. REGULAR CANTIDAD DE CELULAS INFLAMATORIAS
A NIVEL DEL TEJIDO CONECTIVO
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