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RESUMEN

La mayoria de carcinomas escamosos bucales son diagnosticados en estadios avanzados a pesar de la accesibilidad de la
cavidad bucal a la exploracion clinica. Es muy importante, por tanto, realizar un diagndstico precoz de las lesiones pre-
malignas y malignas de la cavidad bucal, y establecer programas de prevencion y control de los grupos de riesgo. Una
de las lineas de investigacion en este sentido se basa en la utilizacion de tinciones in vivo de la mucosa bucal como
pruebas de cribaje en poblaciones susceptibles, entre ellas el azul de toluidina y el lugol. El azul de toluidina es una tin-
cion acidofilica con una apetencia selectiva para los acidos nucleicos; su utilidad se basa en que las células displasicas y
anaplasicas contienen cuantitativamente mayor cantidad de 4cidos nucleicos y, por tanto, captan mas facilmente la tin-
cion. El lugol es una tincién con afinidad por el glucdgeno de las células epiteliales normales y no es retenido por las
células tumorales. El objetivo de este articulo es establecer, basandonos en la literatura publicada al respecto, la impor-
tancia de ambos métodos de tincion en el despistaje de las lesiones premalignas y malignas de la cavidad bucal.
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SUMMARY

Most patients with oral squamous cell carcinomas are diagnosed with advanced disease although oral cavity is easily
accessible to clinical examination. Therefore early diagnosis of malignant and premalignant lesions of the oral cavity is
of paramount importance, so is the screening of high risk groups. In vivo vital staining with toluidine blue and lugol’s
iodine might improve the diagnostic yield. Toluidine blue is an acidophilic dye that is retained by areas of increased
DNA and RNA cellular activity, and the in vivo test is based on the fact that dysplastic and anaplastic cells contain
quantitatively more nucleic acids than normal tissue. Lugol’s iodine solution is retained in normal squamous epithelial
cells by reaction of the iodine with glycogen. The purpose of this study is to review the literature published and deter-
mine the importance of both stains to assist in the assessment of patients at risk of developing malignant disease.
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INTRODUCCION

La utilizacion de las tinciones con azul de toluidina y
lugol se describen para el diagnéstico precoz del cancer
bucal como métodos citologicos, y, por tanto, quedan
englobadas en la sistematica de su prevencion.

Lo ideal en cuanto a la prevencion del cancer bucal,
como en todas las enfermedades, comprenderia las acti-
vidades a nivel de prevencion primaria, pero dado los
recursos tan limitados con que desafortunadamente
contamos en la actualidad en la proteccion especifica
del cancer bucal, sera a nivel de la prevencion secunda-
ria, diagnostico y tratamiento precoces, donde debere-
mos poner y mantener nuestra atencion. (1-3)

El objetivo de este trabajo es realizar una revision de la
literatura publicada sobre los métodos de tincion con
azul de toluidina y lugol como estrategias de preven-
cion del cancer bucal, de cada una de ellas por separa-
do, y de la combinacion de ambas tinciones, con el fin
de mejorar la sensibilidad y especificidad obtenida
hasta ahora utilizandolas por separado.

La elaboracion de este trabajo se ha llevado a cabo
mediante la busqueda bibliografica de todo lo publica-
do sobre el tema en libros de cirugia bucal, medicina
bucal, diagndstico y prevencion del cancer bucal y en
revistas de medicina y odontologia.

Estas altimas han sido seleccionadas mediante: el
programa informatico de base de datos Medline, el
Index Medicus y el Index to Dental Literature. Todas
estas fuentes han sido consultadas en el periodo com-
prendido entre los afios 1989 a 1994, a pesar de que
en casos puntuales hemos buscado algun articulo més
antiguo si nos era necesaria la informacién que con-
tenia.

Las publicaciones seleccionadas fueron articulos de
revision, por su enorme valor informativo, y articulos
cientificos que incluian estudios sobre el cancer bucal y
los métodos de tincion con azul de toluidina y lugol.

Se excluyeron determinados articulos, después de
haber tenido acceso a ellos, por considerar que la
poblacion o el tiempo de seguimiento no eran los ade-
cuados, o las conclusiones no estaban relacionadas con
el tema de revision.
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PRUEBA DEL AZUL DE TOLUIDINA

El azul de toluidina es un colorante acidofilico y meta-
cromatico que pertenece al grupo de las tiacidas. Su
caracteristica principal es que tifie selectivamente com-
ponentes acidos de los tejidos, tales como sulfatos, car-
boxilatos y radicales fosfato, principalmente los incor-
porados en el DNA y RNA de las células (4,5). Por
ello, el azul de toluidina se utiliza para hacer tinciones
nucleares “in vivo”; la prueba se basa en que las células
displasicas y anaplasicas contienen cuantitativamente
mayor cantidad de acidos nucleicos y, por tanto, retie-
nen la tincion.

La composicion de la solucion es la siguiente: azul de
toluidina (1 gramo), acido acético (10 cc.), alcohol al
100% (4’19 cc.), agua destilada (86 cc.). La técnica de
aplicacion consiste en aplicar en primer lugar acido
acético al 1% durante 30 segundos, a continuacion se
aplica azul de toluidina al 1 6 2% (segun realicemos
una aplicacion topica, o bien por medio de enjuagues)
durante 1 minuto, y, finalmente se vuelve a aplicar
acido acético al 1% durante 30 segundos. Una tincion
es considerada positiva si adquiere una coloracion azul
oscuro, tanto si se tifie la totalidad de la lesion como si
so6lo lo hace una parte de la misma (Figura N°I).

Para establecer una valoracion correcta de cualquier
prueba diagnostica deben tenerse en cuenta varios para-
metros: sensibilidad, especificidad, y prevalencia de la
enfermedad (6-10). La sensibilidad de una prueba se
define como la probabilidad de que un sujeto enfermo
genere un resultado positivo para la prueba:

Sensibilidad (S) = (Verdaderos positivos (VP)) / (VP +
Falsos negativos (FN))

La especificidad de una prueba se define como la pro-
babilidad de que un sujeto no enfermo genere un resul-
tado negativo para la prueba:

Especificidad (E) = (Verdaderos negativos (VN)) / (VN
+ Falsos Positivos (FP))

Verdaderos positivos (VP) son aquellos sujetos con la
enfermedad que dan un resultado positivo para la prueba.

Falsos positivos (FP) son aquellos sujetos no enfermos
que dan positivo para la prueba.

-



Falsos negativos (FN) son aquellos sujetos enfermos
que dan negativo para la prueba.

Verdaderos negativos (VN) son aquellos sujetos no
enfermos que dan negativo para la prueba.

La prevalencia de una enfermedad se define como la
proporcion de personas con una determinada condicion

en una poblacion definida y en un momento de tiempo
definido:

Prevalencia (P) = Personas con la enfermedad / Pobla-
cion total estudiada

Los parametros basicos que hemos definido nos permi-
ten establecer dos parametros mas, que son el valor
predictivo positivo y el valor predictivo negativo, que
nos ayudan a calcular la probabilidad que tiene una
prueba de generar falsos resultados.

El valor predictivo positivo (VPP) de una prueba es la
probabilidad de que una persona con una prueba positi-
va tenga la enfermedad.

El valor predictivo negativo (VPN) de una prueba es la
probabilidad de que una persona con una prueba nega-
tiva no tenga la enfermedad.

VPN = (VN / (VN + FN))
VPP = (VP / (VP + FP))

Otro parametro que no se debe olvidar en las pruebas
diagnosticas es la exactitud. La determinacion de la
exactitud de una prueba depende de su relacion con las
formas de saber si la enfermedad o una determinada alte-
racion esta presente verdaderamente o no. Generalmente
las Unicas pruebas exactas son aquellas que nos dan un
diagnostico definitivo, tales como los estudios histoldgi-
cos. Sin embargo, ante la imposibilidad de obtener un
diagnostico definitivo que a la vez sea precoz, estas
pruebas, mas exactas, son sustituidas por examenes mas
simples, al menos inicialmente, pero que tengan una sen-
sibilidad y especificidad aceptables; esta es la base de la
utilizacion de las pruebas de cribaje en el diagnostico
precoz de multiples enfermedades, entre ellas el cancer.

Aplicando estos parametros a la prueba del azul de
toluidina vemos que los falsos negativos hacen referen-
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Tabla 1. Sensibilidad y especificidad
de la prueba del azul de toluidina
segun diferentes autores

Sensibilidad | Especificidad
Neibel (11) 100% 100%
Shedd (12) 93 - 100% 87 - 100%
Lundgren (13) 97% 52%
Mashberg (14) 90 - 98% 91 - 94%
Silverman (15) 98% 70%
Barrellier (16) 95% 86%

cia a lesiones malignas que permanecen sin teflir; los
observamos en zonas muy necroticas y en lesiones muy
queratinizadas y ademas, los tumores de localizacion
submucosa tampoco se tifien. Los falsos positivos
hacen referencia a lesiones benignas que retienen la tin-
cion; los observamos en zonas infectadas y con infla-
macion, zonas con tejido de granulacion y en tejidos
postirradiados (Figura N°2).

En cuanto a los resultados obtenidos en los diferentes
estudios revisados son muy dispares (Tabla N°1).

Neibel y Chomet (11) fueron los primeros en aplicar
el test de azul de toluidina en la cavidad bucal y
refieren una especificidad y una sensibilidad del
100%. No observaron falsos positivos ni falsos nega-
tivos.

Shedd y colaboradores (12) refieren una sensibilidad
entre el 93 y el 100% y una especificidad entre el 87 y
el 100%.

Lundgren (13) observd una sensibilidad del 91% y una
especificidad del 52% en el diagndstico de lesiones
malignas a nivel de glotis.

Mashberg (14) establecié una sensibilidad entre el 90 y
el 98%, con un 6°7% de falsos negativos, y una especi-
ficidad del 91 al 94%, con un 8’5% de falsos positivos.
Comparando estos resultados con los obtenidos utili-
zando para el diagnostico nicamente criterios clinicos
observo que los falsos negativos aumentaban (sélo con
criterios clinicos 4’8%), mientras que los falsos positi-
vos disminuian (s6lo con criterios clinicos 28°5%), lo
cual indica una tendencia al sobrediagnéstico por parte
del clinico.

AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA /513



AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA
VOL 12 - Num 7 - 1996

Figura 1. Utilizacion de la tincion con azul de toluidina en enjuagues.
Aspecto de la boca de un paciente con factores de riesgo. El resultado de
la prueba es negativo.

Figura 2b. Tincion
con azul de toluidina
(falso positivo).

Silverman (15) establecio una sensibilidad del 98% y
una especificidad del 70% y concluye que es un buen
soporte diagndstico a la exploracion clinica.

Barrellier y cols. (16) lo propusieron como método
ambulatorio para el despistaje de lesiones premalignas y
malignas de la cavidad bucal. Describieron una sensibi-
lidad del 95% y una especificidad del 86%.

De todos los datos obtenidos en los diferentes estudios

consultados podemos decir que la prueba de tinciéon con
azul de toluidina se puede utilizar como ayuda en el
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Figura 2a. Lesion
tuberculosa de la
mucosa yugal.

diagnostico de lesiones premalignas y malignas de la
cavidad bucal. Su uso como técnica de despistaje o de
busqueda de casos de cancer bucal viene limitado por
varios factores: los falsos positivos, los falsos negativos
y la prevalencia. A este respecto Rosenberg y colabora-
dores (17) realizaron una valoracion estadistica utilizan-
do la técnica del meta-analisis, a partir de los trabajos
ya comentados, y concluyeron que el numero de falsos
negativos que genera esta prueba es reducido, lo cual
hace que la sensibilidad sea alta y su valor predictivo
negativo elevado; esto nos da seguridad, ya que supone
que el riesgo de que alguien que tenga céncer burle la
prueba es bajo. Sin embargo, el nimero de falsos positi-
vos es elevado, lo cual hace que su especificidad sea
baja y su valor predictivo positivo también; esto supone
que se diagnostican como posiblemente malignas
muchas lesiones que no lo son, con lo cual el nimero de
biopsias posteriores a la tincion es elevado.

TINCION CON YODURO DE LUGOL

El yoduro de lugol es una tincion utilizada por su afini-
dad por el glucogeno de las células epiteliales, esto da
como resultado una tincion de color verde-marrén. La
técnica se basa, por tanto, en que las células que conten-
gan mas glucdgeno retendran la tincion, y aquellas con
menor contenido en glucégeno no la retendran. Las
células epiteliales normales contienen gran cantidad de
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Figura 3a. Lesion blanca en el reborde lingual.

glucogeno, sin embargo las células carcinomatosas
contienen muy poco glucdégeno, no solamente en las
lineas celulares mas superficiales sino en la profundi-
dad y, por tanto, la reaccidon con el yoduro de lugol no
se producira o serda muy tenue, lo cual nos dara una
zona no tefiida tras la aplicacion de la solucion (Figura
n°3). La composicion de la solucién es la siguiente:
yoduro de lugol (2 gramos), yoduro de potasio (4 gra-
mos), agua destilada (100 cc.).La técnica de aplicacion
consiste en aplicar primeramente acido acético al 1%
durante 20 segundos, a continuacién se aplica la solu-
cion de lugol al 2% durante 20 segundos y , finalmente,
se vuelve a aplicar acido acético al 1% durante 20
segundos.

Para llevar a cabo la valoracion correcta de la prueba
deberemos tener en cuenta los parametros ya comenta-
dos: sensibilidad, especificidad y prevalencia. El calcu-
lo y significado de estos parametros y de los que se
derivan de ellos ya ha sido comentado.

Los estudios consultados sobre este tipo de tincion
hacen referencia en su mayor parte a su aplicacion
como método de despistaje del cancer esofagico (18-
24). Unicamente Epstein y cols. (25) lo proponen
como técnica de despistaje del cancer bucal y descri-
ben una sensibilidad del 87% y una especificidad del
84%.

Los falsos positivos que aparecen con esta prueba
son debidos a zonas inflamatorias y ulceradas. Los
falsos negativos aparecen en zonas con queratosis
superficial.

Figura 3b. Aplicacion topica de la tincion con yoduro de lugol. Captacion
del colorante: prueba negativa.

Figura 4. Material para realizar las tinciones con azul de toluidina y
yoduro de lugol.

UTILIZACION CONJUNTA DE AMBAS TINCIO-
NES EN EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CAN-
CER BUCAL

Debido a las caracteristicas de ambas tinciones, azul de
toluidina y lugol, para diferenciar células neoplasicas
de células normales de la mucosa bucal una opcion
interesante seria la combinacion extemporanea de
ambas. Realizamos primero la tincién con yoduro de
lugol y tras limpiar la lesion sospechosa aplicamos azul
de toluidina. La finalidad de este procedimiento se basa
en que asi podria conseguirse un aumento de la especi-
ficidad y reducir el nimero de falsos positivos (Figura
N°4).

A este respecto, Epstein y cols. (25) llevaron a cabo un
estudio en el que compararon la utilizacién de azul de

AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA /515



AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA
VOL 12 - Nim 7 - 1996

Tabla 2. Resultados obtenidos
por Epstein y cols (25)

S E VPP | VPN
Azul de Toluidina| 0,925 | 0,632 | 0,841(0,800
Lugol 0,875 10,842 |0,941(0,762
Ambas tinciones | 0,850 | 0,895 | 0,944|0,739

toluidina y lugol por separado con la utilizacion de
ambas tinciones conjuntamente. La especificidad (E), la
sensibilidad (S) y los valores predictivo positivo (VPP)
y negativo (VPN) fueron los siguientes (Tabla N°2).

Observamos, por tanto, que el uso de ambas tinciones
supone un incremento en la especificidad. Estos resul-
tados sugieren que el uso del azul de toluidina es util
por su elevada sensibilidad, pero tiene una especifici-
dad baja debido a los falsos positivos que genera. Por
el contrario, el lugol tiene una mayor especificidad y
una menor sensibilidad. Por tanto, el uso de ambas tin-
ciones parece que mejora los resultados y que debilita
los defectos de cada una de ellas considerada por sepa-
rado.

No obstante, existe una clara controversia sobre el uso
de las pruebas de tincion en el diagndstico precoz del
cancer bucal. Los resultados obtenidos en los diferentes
estudios consultados son muy dispares al respecto. A
pesar de ello, la mayoria coinciden en que el azul de
toluidina es una técnica util ya que permite una mejor
delimitacion de los margenes a biopsiar ante lesiones
clinicamente sospechosas, y, por otro lado, permite
identificar lesiones que han pasado desapercibidas a la
exploracion clinica.

Debe tenerse en cuenta que en ningun caso se conside-
ra estas pruebas como sustitutos de la biopsia en el
diagnostico definitivo del céncer bucal, su utilidad
estaria, sin embargo, encuadrada en el marco de la pre-
vencion del cancer bucal. Ambas pruebas de tincion
cumplen los criterios exigidos a una prueba de cribaje:
aceptabilidad (son sencillas, economicas, rapidas de
realizar y no son molestas para el paciente), y validez
(su sensibilidad y especificidad son aceptables e inclu-
so superiores a otras pruebas de cribaje de cancer, tal
como la prueba de Papanicolau utilizada en el diagnos-
tico precoz de céncer de cérvix uterino, que tiene una
sensibilidad del 52 al 64%).

516/AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA

En cuanto al yoduro de lugol, basandonos en la biblio-
grafia, observamos que presenta una especificidad
superior al azul de toluidina.

Como resultado de todo lo expuesto creemos pertinente
el uso combinado de ambas tinciones como método de
cribaje de cancer bucal, aunque debe seguirse investi-
gando al respecto.
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