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Resumen

Titulo: Disefios de investigacion en la evaluacién de formulaciones para el control

quimico del biofilm dental.

Introduccion:

Las enfermedades periodontales son patologias infecciosas, altamente
prevalentes, que afectan a los tejidos que sostienen los dientes, y que tienen
importantes consecuencias a nivel bucodental y sistémicas. El control eficaz de las
enfermedades periodontales depende de la identificacion y tratamiento de la
infeccion establecida y la consiguiente prevenciéon de recurrencias. En la
actualidad, el mercado ofrece una gran cantidad de productos para el control
quimico del biofilm dental y, por tanto, se hace imprescindible la validacion, a
través de estudios cientificos, de dichos productos, tanto para comprobar su

eficacia y su seguridad, como su ajuste a la legislacion vigente.

Objetivos:

Analizar la validez e idoneidad de cuatro modelos experimentales
diferentes para comparar los efectos de distintas formulaciones en el control
quimico de la placa.

En el modelo experimental 1.1, el objetivo fue evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro, mediante un test de contacto, de enjuagues comerciales
que incluyen 0.12% de clorhexidina en su formulacidn.

En el modelo experimental 1.2, el objetivo fue evaluar la actividad
antimicrobiana in vivo, mediante un modelo de recuentos salivales, de enjuagues
comerciales que incluyen 0.12% de clorhexidina en su formulacidn.

En el modelo experimental 2, el objetivo fue evaluar la eficacia clinica y
microbiolégica a corto plazo de una nueva formulacién en enjuague oral, con una
baja concentracion de clorhexidina (0.05%), y cloruro de cetilpiridinio, utilizado
como método adicional de higiene oral en pacientes en cuidado periodontal de
soporte.

Por ultimo, en el modelo experimental 3, el objetivo fue evaluar el efecto de
una formulacion de colutorio que combina bencidamina mas cloruro de
cetilpiridinio en la prevencion de la formacidn de nueva placa, en comparacién con

colutorios de cloruro de cetilpiridinio solo y placebo. Y también, determinar el
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efecto de la asociacion de bencidamina mas cloruro de cetilpiridinio sobre los
tejidos gingivales y la microflora periodontal y comparar la tolerabilidad de estas

formulaciones.

Material y métodos:

El modelo 1.1 evalué la actividad antimicrobiana in vitro a través de una
modificacion de la prueba de contacto, para la que se seleccionaron veinte especies
bacterianas, con un contacto de un minuto de duraciéon con cada producto a
evaluar. Después del contacto, el indculo se cultivo y los resultados se expresaron
en términos de supervivencia/resistencia y el porcentaje de supervivencia en
comparacién con una solucién salina control.

El modelo 1.2. fue un ensayo in vivo que consisti0 en un estudio de
recuentos bacterianos en saliva a doble ciego, aleatorizado y cruzado en una
poblacién de muestra de 10 voluntarios que se enjuagaron durante un minuto con
cada producto probado. Las muestras de saliva se obtuvieron antes del enjuague y
después, transcurridos cinco minutos, una, tres, cinco y siete horas. Estas muestras
se cultivaron tanto en atmodsfera aerdbica como anaerdbica. Se calculd el
porcentaje de supervivencia bacteriana. Las comparaciones entre los productos
fueron realizadas mediante ANOVA y la prueba de la t de Student pareada.

El modelo 2 consistié6 en un ensayo clinico aleatorizado, controlado con
placebo, con dos grupos: grupo de prueba, enjuague dos veces al dia con el
producto de prueba (con clorhexidina al 0.05% y cloruro de cetilpiridinio al
0.05%) y el grupo control, con un placebo. Se incluyeron 33 pacientes con
periodontitis cronica ya tratados, y se establecieron dos visitas, la basal y tras 15
dias. Las variables de resultados clinicos que se incluyeron fueron los indices de
placa y gingivales, asi como la profundidad de la bolsa. Se procesaron muestras
subgingivales mediante cultivo. También se evaluaron las variables basadas en los
pacientes y los efectos adversos. Los resultados se compararon mediante la prueba
t de Student, chi-cuadrado, y la prueba de Mann-Whitney.

El modelo 3 fue un ensayo clinico en fase I, en un solo centro, con
observador ciego, cruzado, aleatorizado, controlado con al menos 10 dias de
aclaramiento entre dos tratamientos consecutivos. Se usaron dos controles, un

control positivo, que contenia cloruro de cetilpiridinio, y un control negativo
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Resumen

(placebo). A los sujetos se les asign6 de forma aleatorizada recibir una de las seis
posibles secuencias de tratamiento tras una sesion de profilaxis oral y la retirada
de cualquier medida de higiene oral para los siguientes 4 dias, a excepcion del
enjuague asignado. Se programaron siete visitas. Por cada periodo de tratamiento,
los sujetos se enjuagaron 3 veces al dia durante 4 dias. Los productos de
tratamiento fueron bencidamina al 0.15% mas cloruro de cetilpiridinio al 0.05%
en colutorio; cloruro de cetilpiridinio en colutorio al 0.05%; y colutorio placebo
(incluyendo 8.1% de alcohol). Las variables fueron indices de placa y gingivitis,
recuentos bacterianos y tolerabilidad. Se llevd a cabo una comparacion intergrupo
de los indices de placa y los indices gingivales mediante el analisis de la varianza
seguido de un disefio de cuadrado latino incluyendo periodo, secuencia, sujeto
dentro de la secuencia y efectos de tratamiento como fuentes de variacion. Las
unidades formadoras de colonias anaerobicas total fueron comparadas mediante

un ANOVA, identificando diferencias mediante el test de rangos multiples.

Resultados:

En el modelo 1.1, la prueba de contacto in vitro no mostré supervivencia en
ninguna de las especies ensayadas con clorhexidina mas cloruro de cetilpiridinio,
mientras que tres especies (Lactobacillus casei, Streptococcus mitis y Parvimonas
micra) fueron resistentes a los otros tres productos. El producto que contenian
clorhexidina sola asi como el formulado con clorhexidina mas fluoruro sédico
demostraron resistencias adicionales (tres y cuatro especies, respectivamente).

En el modelo 1.2, la prueba de recuentos bacterianos salivales in vivo
mostré mayores reducciones para clorhexidina mas cloruro de cetilpiridinio y para
clorhexidina con alcohol en bacterias aerobias y anaerobias, con una duracion de
cinco horas. Se detectaron diferencias significativas en multiples momentos,
cuando estos dos productos eran comparados tanto con el control como con los
otros productos probados.

En el modelo 2, los indices de placa y gingivales, asi como el registro de
recuentos bacterianos totales se redujeron en el grupo test, pero las diferencias
entre grupos fueron sélo estadisticamente significativas para los registros de placa
y bacterias. Se observo una reduccion significativa en las proporciones de flora y

en la frecuencia de deteccidn de Porphyromonas gingivalis en el grupo test.
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En el modelo 3, la formulacién que contenia bencidamina 0.15% mas
cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mostré una eficacia en los niveles de placa
estadisticamente significativa respecto a los otros dos grupos, mientras que tanto
desde el punto de vista microbioldgico, como de eficacia en indice gingival y otros
parametros clinicos, asi como los efectos adversos, no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos.

Conclusiones:

Como conclusion general, se sefiala que el tipo de modelo de investigacion
aplicado en los estudios incluidos, no resta validez a los resultados que se derivan
de los mismos.

Tanto el test de contacto breve como el modelo in vivo de recuentos
salivales han permitido comparar la actividad microbiana de enjuagues
comerciales que incluyen clorhexidina al 0.12% en su formulacion. De ellos, el que
combina clorhexidina al 0.12% y cloruro de cetilpiridinio al 0.05% fue el Unico que
demostré eficacia in vitro contra todas las cepas evaluadas y el que mostro la
mayor eficacia in vivo para mantener la disminucidn de bacterias en saliva.

Un disefio de ensayo clinico aleatorizado a corto plazo permitié concluir
que un colutorio con una baja concentracion de clorhexidina (0.05%) y cloruro de
cetilpiridinio, tenia actividad inhibitoria de placa, asi como efecto sobre la
microflora anaerdbica subgingival total.

Para evaluar la formacién de nueva placa, un disefio de modelo cruzado
permitié concluir que el producto que combinaba bencidamina y cloruro de
cetilpiridinio demostr6 una actividad inhibitoria de la placa superior comparado
con una formulacién con cloruro de cetilpiridinio solo, y un menor incremento de

diferentes patogenos bacterianos especificos asociados con gingivitis.
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Summary

Title: Research designs for the evaluation of chemical biofilm control antimicrobial

agents.

Introduction:

Periodontal diseases are highly prevalent infections affecting the tooth
supporting tissues and their progression may have important consequences for the
affected subject’s oral and general health. Effective control of periodontal diseases
depends on the identification and treatment of this infectious process and the
subsequent prevention of its recurrence. Currently, the market offers a huge
variety of products for the chemical control of dental biofilm and therefore, it is
essential to validate these products through scientific studies, both in terms of

effectiveness as well as safety and adherence to current legislation.

Objectives:

Evaluate the validity and appropriateness of four different experimental
models that compare the effects of different formulations in chemical plaque
control. In the experimental model 1.1, the objective was the in vitro evaluation of
the antimicrobial activity of different commercially available 0.12% chlorhexidine
mouth rinse formulations using a contact test.

In the experimental model 1.2, the aim was to evaluate the in vivo
antimicrobial activity of different commercially available 0.12% chlorhexidine
mouth rinse formulations using a model based on salivary counts.

In the experimental model 2, the objective was to evaluate the clinical and
microbiological short-term efficacy of a new oral rinse formulation with a low
concentration of chlorhexidine (0.05%) and cetylpyridinium chloride, when used
adjunctive to oral hygiene measures in patients in supportive periodontal care.

Finally, in the experimental model 3, the objective was to evaluate the effect
of a mouth rinse formulation combining benzydamine and cetylpyridinium
chloride, compared with cetylpyridinium chloride alone and placebo, in preventing
de novo plaque formation and assess the effect of the combination of benzydamine
and cetylpyridinium chloride on gingival tissues and the periodontal microflora

and compare the tolerability of these formulations.
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Material and methods:

Model 1.1 assessed the in vitro antimicrobial activity by means of a modified
contact test. Twenty bacterial species were selected, and contact was applied
during one minute with each product to be assessed. After the contact, the
inoculum was cultured and the results were expressed in terms of
survival/resistance and survival percentage as compared to a saline control.

Model 1.2 was an in vivo study based on bacterial saliva counts with a
double-blind, randomized crossover design in a sample population of 10
volunteers who rinsed for one minute with each of the tested products. Saliva
samples were obtained before and after rinsing (after five minutes, one, three, five
and seven hours). These samples were cultured in both aerobic and anaerobic
environments. The percentage of bacterial survival was calculated. The
comparisons between the products were carried out through the ANOVA test and
Student’s paired t-test.

Model 2 was a randomized and placebo controlled clinical test, with two
groups: test group, with two daily rinses with the test product (chlorhexidine
0.05% and cetylpyridinium 0.05%) and control group, which was treated with a
placebo. 33 patients with already treated chronic periodontitis were included and
two appointments were scheduled: baseline and 15 days later. The clinical
outcome variables included plaque and gingival indices, as well as probing pocket
depth. Subgingival samples were processed through culturing. Also patient-based
variables and adverse effects were calculated. Results were compared by means of
Student’s t-test, x? and Mann-Whitney test.

Model 3 was a single-centre, blinded, crossover randomized controlled
phase I clinical study with at least 10 days of wash-out between two consecutive
treatments. Two controls were used: one positive control, which contained
cetylpyridinium and a negative one (placebo). The subjects were randomly
assigned to receive one of the six possible treatment sequences after a session of
oral prophylaxis and the avoidance of any oral hygiene measure during the
following four days, with exception of the mouth rinse assigned. Seven visits were
scheduled. During each treatment period, the volunteers rinsed three times a day
for four days. The treatment products were the following mouth rinses: 0.15%

benzydamine plus 0.05% cetylpyridinium chloride; 0.05% cetylpyridinium
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Summary

chloride; and placebo mouth rinse (with 8.1% alcohol). The outcome variables
were plaque and gingivitis indices, bacterial counts and tolerability. An intergroup
comparison was carried out of plaque and gingival indices through variance
analysis, followed by a Latin-square design, including the following sources of
variation: period, sequence, subject within the sequence and treatment effects. The
total anaerobic colony-forming units were compared through the ANOVA test,

identifying differences by means of the multiple rank test.

Results:

In model 1.1, the in vitro contact test showed no survival in either species
tested with chlorhexidine and cetylpyridinium chloride, while three species
(Lactobacillus casei, Streptococcus mitis and Parvimonas micra) were resistant to
the other three products. The product containing only chlorhexidine and also the
chlorhexidine products that were formulated with sodium fluoride showed more
additional resistant strains (three and four species, respectively).

In model 1.2, the in vivo salivary bacterial counts test showed greater
reductions for chlorhexidine with cetylpyridinium chloride and chlorhexidine with
alcohol for aerobic and anaerobic bacteria, during five hours. Significant
differences were detected at multiple time points when these two products were
compared with both the control and the other tested products.

In model 2, the plaque and gingival indices, as well as total bacterial counts
were reduced in the test group, but the differences between groups were
statistically significant only for plaque and bacteria scores. A significant reduction
in the proportions of flora and frequency of detection of Porphyromonas gingivalis
in the test group was observed.

In model 3, the formulation containing 0.15% benzydamine and 0.05%
cetylpyridinium chloride was significantly more effective in the inhibition of
plaque formation, when compared to the other two groups, while in terms of
microbiological outcomes, efficacy on gingival index and other clinical parameters,
as well as adverse effects, no statistically significant differences were observed

among the groups.
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Conclusions:

As general conclusion, the type of research model applied in the included
studies does not undermine the validity of the results provided by them.

Both the short contact test as the salivary counts in vivo model have proved
their validity to compare microbial activity of commercial mouth rinses including
0.12% chlorhexidine in its formulation. From these, the mouthwash that combines
0.12% chlorhexidine and 0.05% cetylpyridinium chloride was the only one that
demonstrated efficacy in vitro against all tested strains and showed the highest in
vivo efficacy in maintaining the reduction of bacterial counts in saliva.

A randomized clinical trial design with short term follow-up led to the
conclusion that a mouthwash with a low concentration of chlorhexidine (0.05%)
and cetylpyridinium chloride had plaque inhibitory activity as well as effect on
total anaerobic subgingival microflora.

A cross pattern design, evaluating the formation of new plaque, led to the
conclusion that the product that combined benzydamine and cetylpyridinium
chloride showed greater plaque-inhibitory activity compared to a formulation with
cetylpyridinium chloride alone and showed a smaller increase in different specific

bacterial pathogens associated with gingivitis.
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Introduccion

INTRODUCCION

El papel que desempefia la placa bacteriana (biofilm dental) en la etiologia
de las enfermedades periodontales (gingivitis y periodontitis) es bien conocido y
aceptado. Desde el punto de vista patoldgico, la gingivitis es reversible, siempre y
cuando se elimine la placa bacteriana que se encuentra alrededor de los dientes.
Este hecho es tan importante que puede controlar el proceso inflamatorio de
gingivitis, evitando ademas que tenga lugar pérdida de los tejidos de soporte, es
decir, la progresidn a periodontitis. Por tanto, el mantenimiento de un adecuado
control del biofilm supragingival, mediante la higiene oral, es esencial para la
prevencion de las enfermedades bucales asociadas a la placa, como son las
enfermedades periodontales y la caries.
Durante décadas, las recomendaciones sobre higiene bucal se han centrado
principalmente en un régimen mecanico, que ha demostrado ser altamente
efectivo en ayudar a controlar la caries y las enfermedades periodontales. Sin
embargo, estudios epidemiologicos han demostrado que una buena parte de la
poblacién no lleva a cabo un adecuado control de higiene mecanico (Barnett 2006).
Debido a que la alta prevalencia de caries y enfermedades periodontales constituye
un problema de alcance mundial, se ha hecho necesario la biisqueda y aplicacién
de otras estrategias, ademas de los métodos mecanicos, para eliminar la placa. En
este sentido, se ha considerado que los agentes quimioterapéuticos pueden
desempefiar una funcién clave como coadyuvantes de los métodos mecanicos para
la prevencidn y tratamiento de las enfermedades periodontales. Aproximadamente
hace tres décadas, los investigadores y clinicos determinaron que las
recomendaciones de los profesionales de la salud oral debian estar basadas en una
evidencia cientifica clinicamente relevante. Existe gran cantidad de literatura
cientifica sobre la eficacia de este tipo de productos quimioterapéuticos. Sin
embargo, dada la multiplicidad de los productos probados y la variabilidad de los
disefios de estudios y medidas de resultado utilizadas, a menudo es dificil para los
profesionales de la salud bucodental hacer llegar a los pacientes recomendaciones

cientificamente fundamentadas (Garcia 2008).
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1. Las enfermedades periodontales

El término enfermedad periodontal se refiere a una enfermedad
inflamatoria que afecta a las estructuras blandas y duras que soportan los dientes
(AAP 2015).

En este grupo de cuadros clinicos de origen infeccioso se produce la
afectacion de las estructuras de soporte del diente y se clasifican en dos grandes
grupos: gingivitis y periodontitis. La gingivitis es un proceso inflamatorio de los
tejidos blandos alrededor de los dientes (la encia), sin migracion apical del epitelio
de unién y, por tanto, sin destruccion de los tejidos de soporte del diente. La
periodontitis es también un proceso inflamatorio que se extiende a las estructuras
de soporte del diente y se caracteriza por la migracidon apical de la insercion
epitelial y la destruccion progresiva del ligamento periodontal y del hueso alveolar

(Lindhe 2008).

La enfermedad periodontal también estd influenciada por la respuesta
inflamatoria e inmune individual. Asi mismo, puede verse modificada mediante
una serie de factores, como el tabaco, ciertas drogas y cambios hormonales que

tienen lugar en la pubertad y el embarazo (Kinane 2001).

No todos los pacientes con gingivitis desarrollaran una periodontitis. La
etiologia primaria de ambas es el biofilm microbiano subgingival. El control de este
biofilm o placa dental es la manera mas eficaz de prevenir y tratar ambas
enfermedades. En este proceso de enfermedad inflamatoria persistente tiene lugar
una destruccion tisular. La variacion en la expresion de la enfermedad es el
resultado de la interaccion de la genética del hospedador, el entorno y los factores
microbianos. A este respecto, los componentes moleculares y celulares implicados
en la destruccion de los tejidos periodontales derivan predominantemente del

hospedador (Kinane y Attstrom 2005).
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1.1. Etiologia

La gingivitis se produce por la acumulacién inespecifica de la placa
bacteriana, que inicia ese proceso inflamatorio. En la periodontitis, otros factores,
ademas de las bacterias, determinan el inicio y la evolucién de la enfermedad

(Lindhe 2008).

Loe y cols. (Loe y cols. 1965) y Theilade y cols. (Theilade y cols. 1966)
demostraron que la placa dental causaba gingivitis. En un estudio de 28 dias, con
21 dias sin cepillado dental, observaron gingivitis entre el dia 10 y 21 en todos los

sujetos de su muestra de individuos inicialmente sanos.

La periodontitis es considerada como una enfermedad inflamatoria de los
tejidos de soporte dentales causada por microorganismos especificos que
conducen a la destrucciéon progresiva del ligamento periodontal, hueso alveolar y
cemento, con la formacidon de bolsas y pérdida de insercion o ambas, que conlleva a
corto o largo plazo la pérdida dentaria, con las consiguientes implicaciones

funcionales, sistémicas y estéticas.

La etiopatogenia de las distintas formas de periodontitis suele seguir un
patréon comun, aunque la participacién de cada uno de los factores implicados
tiende a modificar la presentacion clinica y su clasificacion. Se ha demostrado que
el factor etiolégico principal es la placa microbiana dental, principalmente aquella
que se localiza a nivel subgingival, constituyendo un medio ecolégico con
predominio de especies anaerobias o aerobias facultativas, debido al bajo potencial

de oxidorreduccion existente (Kinane 2001).

La placa subgingival estd intimamente relacionada con la placa
supragingival de superficies lisas, especialmente con la que se acumula en el
margen gingival. Son los microorganismos supragingivales los que, por
continuidad, colonizan el surco gingival. Sin embargo, las condiciones especiales de
este ultimo y los estados de salud o enfermedad periodontal determinan, al menos

en parte, que la placa subgingival difiera de la supragingival (Noguerol 2002).
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La placa existe en armonia con el individuo en salud. El mantenimiento de la
salud depende del equilibrio entre la agresion bacteriana y la respuesta de ese
individuo. La enfermedad es consecuencia de la ruptura de ese equilibrio,
producida por cambios en la naturaleza o cantidad de las bacterias o bien en la
respuesta del individuo (Socransky y cols. 1998). Sin embargo, la secuencia
temporal de los acontecimientos es incierta actualmente. El cambio resultante en
las condiciones del entorno influye en la organizacion, composicién y expresion
genética del biofilm, todo lo cual puede contribuir a modificar la agresion
microbiana. Otros factores que pueden afectar al equilibrio incluyen los cambios
en la conducta, el comienzo de otras enfermedades, o los cambios en la respuesta

inmune del individuo (Sanz y Quirynen 2005).

Dependiendo del individuo, la progresion de gingivitis a periodontitis
requiere distintos periodos de tiempo. Brecx y cols. (Brecx y cols. 1988) sugirieron
que, en una situacion normal, son necesarios mas de 6 meses para que la lesion de
gingivitis cambie a periodontitis. Ademas, este paso de gingivitis a periodontitis
solo ocurre en un subgrupo de poblacién (Albandar y cols. 1999). La razon por la
que algunos pacientes desarrollan una periodontitis mas facilmente que otros es
muy dificil de describir y se cree que es multifactorial. Deberia tenerse en cuenta
que los cambios durante la gingivitis, incluso en lesiones de gingivitis establecida
prolongada son, en gran parte reversibles, mientras que los cambios durante la
periodontitis, la pérdida de hueso y la migracion apical de la insercion epitelial, son
irreversibles. La periodontitis es una patologia con dafios acumulativos y una vez
que el hueso se ha perdido es muy complejo recuperarlo, y muchos pacientes van

incrementando la pérdida de hueso de soporte dentario durante afios.

El proceso patogénico de las enfermedades periodontales es, en gran
medida, el resultado de la respuesta del individuo a la destruccion tisular inducida
por las bacterias. Estos procesos destructivos son iniciados por las bacterias pero
son propagados por las propias células del individuo, de forma que es la respuesta
del hospedador la que resulta en una destruccion tisular, es decir, es éste quien

produce enzimas que afectan al tejido (Kinane 2001).
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1.2. Epidemiologia

La medida de enfermedad mas habitual en estudios epidemioldgicos es la
prevalencia. Es la proporcion de individuos en un grupo que muestran una
enfermedad en un momento determinado. El estado periodontal de un individuo,
mucho menos de un grupo, es dificil de describir de forma concisa. Es dificil
comparar los resultados de estudios que utilizan diferentes métodos de medida vy,
por tanto, compararlos puede ser erréneo si se ignoran los efectos de estas

metodologias (Brown y Loe 1993).

Los indices y los métodos que se utilizan para describir la presencia de
periodontitis han cambiado en las ultimas décadas (Haisman-Welsh y Thomson
2012), evolucionando desde el enfoque de indices periodontales como el de
Russell (Russell 1956), pasando por el Indice Periodontal Comunitario de
Necesidades de Tratamiento (CPITN) (Ainamo y cols. 1982), hasta llegar al
enfoque actual de pérdida de insercién. A pesar de haber sido una evolucién
necesaria complica las comparaciones epidemioldgicas, sobre todo debido a la
heterogeneidad que implica persistir en métodos con el uso de indices obsoletos
en algunos estudios. También hay indicios recientes de que los protocolos de
registros parciales que se utilizan para recopilar los datos disponibles pueden
haber dado lugar a una subestimacion de la verdadera prevalencia y gravedad del
trastorno (Papapanou 2012). No obstante, es posible contar con una vision general
del estado periodontal en las personas adultas a partir de los datos
epidemioldgicos limitados que estan disponibles. Estos datos tienden a ser de los
paises desarrollados.La base de datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS
2015) no arroja mucha claridad a partir de las estimaciones de los 38 paises que
figuran en ella, ya que se basan en un sistema de registro informativo que puntua
las distintas estimaciones entre paises con unas variaciones muy considerables
(Murray 2014).

La dificultad en el analisis de la epidemiologia de las enfermedades
periodontales radica en que la totalidad de la literatura en este campo se
encuentra plagada de definiciones de casos de enfermedad periodontal. Los

estudios han utilizado un impresionante conjunto de sintomas y signos clinicos
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como gingivitis, sangrado al sondaje, profundidad de bolsa, pérdida de insercion
clinica, asi como determinaciones radioldgicas de pérdida de hueso alveolar (Beck
y cols. 1990, Machtei y cols. 1992, Locker y Leake 1993). Debido a la inconsistencia
en el uso de estos indicadores de enfermedad, son inevitables grandes variaciones
en la definicién de periodontitis. Para complicar mas este punto en cuestion, hay
una amplia variacion en los valores umbrales de los indicadores utilizados en la
definicion de un “caso”, asi como en las definiciones de incidencia y progresion de
la enfermedad. Existen estudios que también han utilizado la pérdida de dientes -
ultimo estadio de la periodontitis- como una variable de resultado adicional en el
contexto de la determinacidon de riesgo (Krall y cols. 1994, Krall y cols. 1997,
Machtei y cols. 1999, Chen y cols. 2001). Otro aspecto a tener en cuenta en
términos de definicion de casos es el uso del registro de parametros de boca
parcial o completa (Albandar y Kingman 1999, Albandar y cols. 1999, Elter y cols.
1999, Beck 1994, Beck y cols. 1995). Varios estudios han documentado que el uso
de registros de boca-parcial generalmente conduce a una subestimacion tanto de la
prevalencia como de la severidad de la enfermedad (Hunt 1987, Hunt y Fann 1991,

Kingman y cols. 1988, Kingman y Albandar 2002).

Por todas las razones indicadas, parece esencial una decisién de consenso
sobre la adopcion de un criterio uniforme tanto para la prevalencia como para la
incidencia de la periodontitis con el fin de avanzar en la investigacion

epidemioldgica analitica de la periodontitis (Sanz y Quirynen 2005).

Debido a esta razén, la OMS elaboré un documento (OMS 1997) en el que se
determinaban los criterios diagndsticos utilizados para “encuestas de salud
bucodental”, en el cual, el estado periodontal queda evaluado con el indice CPI y el
registro de la pérdida de insercién. El indice CPI utiliza las mismas categorias y
criterios diagnosticos que el antiguo CPITN, lo cual permite hacer una comparaciéon

de resultados con encuestas anteriores (Bravo-Pérez 2005, Llodra-Calvo 2012).

A pesar de todas estas limitaciones en cuanto al analisis epidemioldgico de

los datos disponibles, autores como Albandar y Tinoco (Albandar y Tinoco 2002)
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han ido extrayendo conclusiones generales a cerca de la prevalencia global de

periodontitis.

Asi, la prevalencia de periodontitis es mas baja en poblaciones de raza
caucasiana del oeste de Europa y en Norteamérica. Las poblaciones jovenes de
otras etnias presentan una mayor prevalencia de periodontitis. Las formas de
periodontitis crdénica, no agresivas, son mas de diez veces mas prevalentes que las
periodontitis agresivas, siendo la forma no agresiva una enfermedad
principalmente asociada a placa dental, mientras que las formas agresivas estan
iniciadas por la placa pero estdn ademas asociadas con factores de modificacién
sistémicos que incrementa la predisposicion de los sujetos a la enfermedad. Otros
estudios epidemioldgicos indican que el 5-20% de poblaciones de todo el mundo
sufren diferentes formas severas de periodontitis (Brown y Loe 1993, Hugoson y
Jordan 1982).

La placa dental y la inflamacion de los tejidos gingivales estan presentes en
la poblacidn y fuertemente ligadas, independientemente de la edad, sexo y raza o
etnia. Mas del 82% de los adolescentes estadounidenses presentan gingivitis y
signos de sangrado gingival. Esta prevalencia es similar o mayor para nifios y
adolescentes en otras partes del mundo.

Parece existir una relacion menos pronunciada entre placa dental y
periodontitis avanzadas, segin datos de epidemiologia global. Las formas
avanzadas de periodontitis afectan habitualmente solo a un subgrupo de poblacién
global. Asi, subgrupos de poblacion relativamente pequefios en todo el mundo
exhiben formas avanzadas de pérdida de insercion periodontal con formacion de
bolsas periodontales profundas. La relativamente baja prevalencia de periodontitis
avanzada en muchas de las poblaciones estudiadas puede ser en parte atribuido a
la falta de estandarizacion de los disefios de estudio y de los criterios de medida
utilizados (Albandar y Rams 2002). Sin embargo, de forma general, se calcula que
la periodontitis afecta a mas de 50% de la poblacidn adulta y su forma grave afecta
a 11% de los adultos, siendo la periodontitis severa la sexta enfermedad mas

prevalente de la humanidad (Kassebaum y cols. 2014, Tonetti y cols. 2015a).
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Respecto a Espafia, en el periodo 1993-2000 se produjo una reduccion de la
prevalencia de gingivitis y de presencia de calculo en las edades jovenes. Mientras
que en 1993 tan solo el 25% de los adolescentes de 15 afios estaban
periodontalmente sanos; en el 2000 el 55% no presentaba ni sangrado ni calculo.
En el periodo 2000-2005 asistimos a una estabilizacion de patologia. Las cifras son
totalmente superponibles, por ejemplo, a la edad de 15 afios, la prevalencia de
calculo ha pasado del 28,2% en el 2000 al 28,6% en 2005.

En el grupo de 35-44 afos, si se analiza la prevalencia de bolsas
periodontales (ya sean moderadas o severas), se encuentran unas cifras
totalmente superponibles a las halladas en la anterior encuesta de 2000 (25.4%
actual versus 25.6% en 2000). Las cifras para la encuesta de 1993 eran del 49.2%.
Por lo tanto, después de una clara mejoria en el periodo 1993-2000, en el periodo
2000-2005 la situacion parece estabilizada. En el grupo de 65-74 anos, la
prevalencia de bolsas, ya sean moderadas o severas, se encuentra en unas cifras
similares para las dos ultimas encuestas (38% en 2005 versus 44% en 2000).
Desde el estudio de 1993, los criterios de disefio y tamafio muestral y la
preparacion de los exploradores son totalmente idénticos, facilitando la
comparacion de los hallazgos obtenidos. Vuelve a reafirmarse que tan solo una
minima parte de la poblaciéon desarrolla formas mas severas de procesos
periodontales, cuya prevalencia podemos situar entre el 4-11% en la actualidad
segun la “Encuesta de Salud Oral 2010” de la Universidad de Granada (Bravo-Pérez

2005, Llodra-Calvo 2012).

Puesto que, en general, ni el nivel social ni el tipo geografico (urbano,
periurbano, rural) intervienen en la prevalencia de los procesos periodontales, se
debe senalar que este hecho tiene una gran repercusion en términos de salud
publica, ya que por una parte, se trata de un proceso muy prevalente (aunque en
estadios iniciales, que es imprescindible interceptar a tiempo) y por otra parte, es
un proceso muy sensible a tratamientos basicos, sencillos y de bajo coste, con una
clara repercusion en lo que a recursos humanos y planificacidn sanitaria se refiere.
Los esfuerzos para la prevencién y tratamiento de estas enfermedades deben
continuar dirigiéndose a la concienciacion de la poblacion sobre la necesidad de la

higiene oral y el diagndstico precoz de las mismas y a la formacién de
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profesionales, odontologos e higienistas para tratar las formas moderadas, mas

prevalentes, de periodontitis (Bravo-Pérez 2005, Llodra-Calvo 2012).

1.3. Evoluciéon y Co-Morbilidad

La periodontitis es la mayor causa de mortalidad dentaria en muchos paises
industrializados y en muchas naciones desarrolladas (Ong 1998, Chapple y cols.
2015).

Las enfermedades periodontales iniciadas por la placa supragingival son
evitables en gran medida. Sin embargo, algunos pacientes pierden los dientes por
periodontitis, a pesar de acudir regularmente a citas de mantenimiento (Hirschfeld
y Wasserman 1978, Hirschfeld y Wasserman 1978, McFall, Jr. 1982, Haffajee y cols.
1997). La morbilidad a nivel dentario y bucal tiene implicaciones en la estética y
psicologia del paciente y también estd demostrado que puede tener consecuencias

a nivel sistémico (Chapple y cols. 2015).

A pesar de los 3000 afios de historia en los que se lleva demostrando la
influencia del estado oral sobre la salud general, es solo en las décadas recientes
cuando se ha demostrado cientificamente la asociaciéon entre enfermedades
periodontales y condiciones sistémicas como enfermedades cardiovasculares,
diabetes, asi como mayor riesgo de resultados adversos del embarazo (Seymour y

cols. 2007).

La periodontitis puede aumentar el riesgo de enfermedades
cardiovasculares en sujetos susceptibles. Se necesitan ensayos de intervencion y
estudios caso-control longitudinales potentes para identificar cémo la
periodontitis y las intervenciones periodontales pueden tener un impacto sobre las
enfermedades cardiovasculares (Persson y Persson 2008). De forma similar, el
reconocimiento de la amenaza que supone la enfermedad periodontal para
individuos con enfermedades crénicas como la diabetes, enfermedades
respiratorias y osteoporosis es relativamente reciente (Seymour y cols. 2007).

La diabetes mal controlada puede considerarse un factor de riesgo para el

incremento de la severidad de la periodontitis. Los efectos de la terapia

35



M.S. Santos Beneit

periodontal sobre el control de la inflamacion y la glucemia sistémica, necesitan
confirmarse en ensayos clinicos controlados aleatorizados a gran escala (Salvi y

cols. 2008).

A pesar de estas relaciones epidemioldgicas, los mecanismos para explicar
varias de estas asociaciones no son totalmente conocidos. Sin embargo, se han
postulado algunas hipétesis, que incluyen susceptibilidad comun, inflamacién
sistémica con incremento de mediadores y citoquinas circulantes, infeccion directa
y reactividad cruzada o mimetismo molecular entre antigenos bacterianos y
antigenos propios. Con estos datos, esta claro que la infeccién oral puede
representar un factor de riesgo significativo para enfermedades sistémicas y, por
lo tanto, el control de la infeccidon oral es esencial en la prevencion y el manejo de

estas condiciones sistémicas (Seymour y cols. 2007).

Analizando criticamente las asociaciones establecidas entre las
enfermedades periodontales y algunas patologias sistémicas, parece claro que la
evidencia reciente justifica la proposicién de la periodontitis como un factor de
riesgo para una respuesta metabolica alterada en diabéticos. Menos clara parece la
asociacién con enfermedades en el aparato respiratorio, aunque se haya
demostrado asociacion entre una mala higiene oral y la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y con neumonias por aspiracion. La asociacién entre
infecciones periodontales y enfermedades cardiovasculares parece mostrar de
manera fiable una relaciéon de causalidad, aunque con una fuerza de asociacion de
baja a moderada, existiendo gran cantidad de factores de confusiéon que pueden
afectar a estos estudios. Entre los mecanismos propuestos para justificar estas
asociaciones, pero que no se han demostrado, se han sugerido factores genéticos
comunes que pueden interaccionar como factores de riesgo, al ser activados por la

presencia continua de estimulos bacterianos (Sanz-Alonso 2001).

Para actualizar la situacion sobre la asociacién entre las enfermedades
periodontales y las patologias sistémicas es fundamental referirse al consenso de
expertos de todo el mundo. La Federacion Europea de Periodoncia (EFP) y la

Academia Americana de Periodoncia (AAP) organizaron el 92 Workshop Europeo
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en Periodoncia, que tuvo lugar en Espafa en 2012, con el objetivo de establecer
una base de conocimientos de consenso sobre la evidencia cientifica a cerca de la
asociacidn entre la periodontitis y enfermedades sistémicas. Mas de 70 expertos en
la especialidad de periodoncia fueron invitados a participar en el taller y fueron
asignados a uno de estos tres grupos de trabajo: diabetes y enfermedad
periodontal; enfermedades cardiovasculares y enfermedad periodontal; resultados
adversos del embarazo y enfermedad periodontal. Los grupos de trabajo revisaron
la evidencia cientifica en sus respectivas areas y desarrollaron una declaracion de

consenso sobre cada tema.

De este grupo de trabajo se pudo concluir que, respecto a la evidencia entre
la asociacion entre diabetes y periodontitis, los datos epidemiolégicos disponibles
demuestran que la periodontitis severa afecta negativamente al control glucémico
en la diabetes y también a la glucemia en pacientes no diabéticos. Ademas, en
pacientes con diabetes existe una relaciéon directa entre la gravedad de la
periodontitis y las complicaciones de la diabetes. Existe incluso evidencia inicial
que indica un mayor riesgo de aparicidon de diabetes en pacientes con periodontitis
severa. La diabetes tipo 2 es precedida por inflamacion sistémica, lo cual lleva a la
célula B pancreatica a reducir su funcién, a la resistencia a la insulina y a la
apoptosis. Se constata un aumento de la evidencia cientifica que apoya que puede
elevarse la inflamacidn sistémica como resultado de la entrada a la circulacion de
microorganismos periodontales y sus factores de virulencia, lo que proporciona
mecanismos bioldgicos que sustentan el impacto adverso de la periodontitis sobre
la diabetes y sus complicaciones. En las revisiones de la literatura que se llevaron a
cabo existen ensayos clinicos aleatorizados que demuestran de forma consistente
que la terapia periodontal mecanica se asocia con una reducciéon de
aproximadamente un 0.4% en la HbAlc a los 3 meses, lo que supone un impacto
clinico equivalente a afiadir un segundo medicamento en un régimen
farmacologico indicado para la diabetes (Chapple y Genco 2013, Taylor y cols.
2013, Borgnakke y cols. 2013, Engebretson y Kocher 2013).

En cuanto a la relacion entre enfermedad cardiovascular y periodontitis, y a

través de la misma via de entrada de bacterias en el torrente sanguineo, la
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respuesta inflamatoria inmune se activa por multiples mecanismos. Varios
modelos animales han demostrado que dicha respuesta favorece la formacién de
ateromas, su maduracion y exacerbacidon. También existe evidencia epidemiologica
consistente de que la periodontitis supone un riesgo mayor de futuras
enfermedades cardiovasculares, independientemente de otros factores evaluados.
El tratamiento periodontal reduce la inflamacidn sistémica, como se evidencia por
la reduccion de la proteina C-reactiva y el estrés oxidativo, lo que conduce a
mejoras en las medidas clinicas y bioquimicas de sustitucion de la funcién
endotelial vascular (Tonetti y Van Dyke 2013, Reyes y cols. 2013, Schenkein y Loos
2013, Dietrich y cols. 2013, D'Aiuto y cols. 2013).

Por ultimo, el grupo que elaboré el informe de consenso sobre la evidencia
de la asociacion entre resultados adversos del embarazo y periodontitis también
sefial6 que la entrada de los microorganismos orales a la circulacion sanguinea
hace posible su llegada al medio ambiente fetal, donde causan respuestas
inflamatorias e inmunes que afectan a la unidad feto-placentaria. Ademas, dichas
bacterias en su recorrido pueden llegar al higado, donde se producen como
respuesta agentes inflamatorios que, a su vez, llegaran al feto en desarrollo. Los
estudios clinicos demuestran que existe una asociacion entre el bajo peso al nacer,
el parto prematuro y la preeclampsia con la presencia de periodontitis en la madre,
una vez que todos los demas factores de riesgo han sido tenidos en cuenta. No
obstante, la fuerza de asociacion varia entre los distintos estudios y algunos no
muestran asociacién, lo cual puede deberse a diferencias en el disefio de los
estudios, sus poblaciones y los diferentes métodos de evaluacion y clasificacion de
enfermedad periodontal. Los resultados de los ensayos clinicos han demostrado
que, en general, el raspado y alisado radicular llevado a cabo durante el segundo
trimestre del embarazo no mejora significativamente resultados adversos del
embarazo, como parto prematuro y bajo peso al nacer. Una de las razones para
ello, pudiera ser que la interaccién entre periodontitis y embarazo sea mas
compleja de lo que entendemos en la actualidad (Sanz y Kornman 2013, Madianos

y cols. 2013, Engebretson y Kocher 2013, Michalowicz y cols. 2013).
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1.4. Tratamiento

Esta generalmente aceptado que la terapia anti-infecciosa es la piedra
angular del tratamiento periodontal. El control eficaz de las enfermedades
periodontales depende de la identificacion y tratamiento de la infecciéon
establecida y la consiguiente prevencién de recurrencias (Slots 2002). Como
minimo, el tratamiento periodontal inicial y preventivo debe tener como objetivo
el control de los microorganismos capaces de afectar la integridad del tejido
conjuntivo periodontal. Ya que casi todos los casos de enfermedad periodontal son
desordenes infecciosos, pueden ser prevenidos basicamente o tratados
eficazmente a través del control de los microorganismos patégenos de la placa

supragingival y subgingival.

La mayoria de las opciones terapéuticas para tratar gingivitis o
periodontitis deben elegirse segin la extension y la gravedad de la enfermedad y
con un claro conocimiento de los riesgos y beneficios del tratamiento.
Normalmente, el odontdlogo ha contado en gran medida con el desbridamiento
mecanico (raspado y alisado radicular) para combatir las infecciones
periodontales. En ocasiones, parece necesario emplear ademas estrategias
antimicrobianas alternativas o adicionales y/o acceso quirturgico para un eficaz

desbridamiento de las lesiones periodontales profundas (Slots y Jorgensen 2002).

Ya a mediados del siglo pasado, Ramfjord propuso un plan general de
tratamiento que constaba de cuatro fases: sistémica, higiénica, correctiva y de
mantenimiento o terapia periodontal de soporte (Ramfjord 1953). Aunque en cada
fase se ha hecho necesario actualizar detalles especificos segin la nueva
informacion disponible, las lineas generales basicas de la terapia siguen siendo
validas. Teniendo en cuenta el tipo de tratamiento proporcionado, la terapia
periodontal podra fracasar o ser menos efectiva en la ausencia de un adecuado

seguimiento periodontal de soporte (Pihlstrom 2001).

Fase sistémica: incluye la consideracién apropiada de las enfermedades sistémicas

-diabetes, discrasias sanguineas, entre otras- y su impacto en la causa o
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tratamiento de la enfermedad. De igual forma, debe contemplarse en esta fase el
tabaquismo como habito que condiciona la respuesta al tratamiento.

Fase higiénica: el proposito de esta fase es eliminar las causas locales de
enfermedad periodontal que sean posibles, incluyendo placa bacteriana y calculo,
restauraciones defectuosas y otras que pudieran estar asociadas a la inflamacién
periodontal. Incluye también la educacion del paciente y las instrucciones de
higiene oral, extraccidon de dientes de prondstico imposible, colocaciéon de protesis
provisionales, tratamiento endoddntico, raspado y alisado radicular y uso de
agentes antimicrobianos locales o sistémicos. Es una practica comun evaluar los
resultados de la fase higiénica tras aproximadamente 6-8 semanas y tomar

decisiones en ese momento sobre el tratamiento posterior.

Fase correctiva: incluye procedimientos dirigidos a corregir los efectos de la
enfermedad periodontal sobre los tejidos periodontales, dientes y sistema
masticatorio. Comprende ajustes oclusales, fabricacion de férulas oclusales,
tratamiento ortoddncico, cirugia periodontal para desbridamiento, reseccién o
regeneracioén y colocacion de implantes. Como norma general, la cicatrizaciéon
inicial ocurre seis semanas después de la cirugia periodontal, pero para asegurar la
estabilidad de los contornos tisulares, es deseable posponer las restauraciones

finales hasta 5-6 meses tras la cirugia periodontal.

Fase de mantenimiento: parece ser efectiva una profilaxis dentaria profesional cada
3-4 meses. Durante estas citas de terapia periodontal de soporte se actualiza la
historia médica y los dientes y tejidos orales se examinan para detectar signos de
enfermedad o trauma oclusal. Si los registros de los parametros periodontales
muestran evidencia de progresion de la enfermedad, debe instaurarse el
tratamiento adicional adecuado. Ademads, debe reforzarse la motivaciéon en los
procedimientos de higiene asi como administrar flior tépico a los pacientes

susceptibles a caries (Pihlstrom 2001).

40



Introduccion

2. Biofilm microbiano y bacterias periodontales

2.1. Biofilm

De acuerdo con Dawes y cols. (Dawes 1963), placa dental es “el material
blando tenazmente unido a la superficie de los dientes que no se elimina
facilmente mediante enjuague con agua”. Mas tarde, la placa dental se describio
como una especie de membrana bioldgica o biofilm, definido como una comunidad
sésil de microorganismos interdependientes organizados entre un exopolimero
que esta unido a superficies so6lidas (Davey y O'toole 2000). Muy similar es la
definicion que describe la placa dental como la comunidad de microorganismos
que se encuentra en la superficie de los dientes en forma de biofilm, embebida en
una matriz extracelular de polimeros de origen microbiano y del hospedador
(Marsh 2004). Se estima que 1mm3 de placa dental, que pesa cerca de 1mg,
contiene mas de 200 millones de células bacterianas (Scheie 1994, Socransky
1970). Otros microorganismos, como micoplasmas, levaduras y protozoos,
también aparecen en la placa madura. Los polisacaridos y otros productos forman
la llamada matriz de la placa, la cual representa un 10% a 40% del volumen total

de la placa supragingival (Scheie 1994).

La formaciéon de placa dental humana se inicia mediante la deposicion de
una fina biopelicula, principalmente derivada de glicoproteinas salivales, sobre la
superficie del diente (Sonju y Rolla 1973). Los aspectos fisico-quimicos de la
insercion bacteriana son complejos (Wade y Slayne 1997) y parece implicar
muchos y diversos procesos y factores, incluidos la energia libre superficial y la
rugosidad de la superficie (Quirynen y cols. 1990). Cuando una o dos capas de
bacterias estan presentes sobre la superficie del diente en individuos sanos, el
sistema inmune del sujeto puede hacer frente a esos microorganismos pudiendo
asi presentar salud gingival. Por tanto, interrumpir la acumulaciéon de placa es de
gran importancia. La vitalidad de la placa dental humana temprana es
relativamente baja comparada con la de la placa mas tardia; mientras que solo el
20% de las bacterias son vitales una hora tras la profilaxis, un 70% de ellas son

vitales un dia tras la limpieza (Weiger y cols. 1995a). El promedio de acumulacion
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de bacterias es mas corto durante las primeras horas que durante las siguientes
(Weiger y cols. 1995b). Durante los primeros dias de acumulacién de placa, la
composicion bacteriana puede cambiar de flora simple, primariamente cocos, a
una mas compleja, con un numero aumentado de organismos filamentosos y, mas
tarde, espiroquetas (Loe y cols. 1965, Theilade y cols. 1966). Sin embargo, no esta
claro si es el incremento en la masa de placa, su complejidad o ambas lo que se
necesita para que la gingivitis se desarrolle (Brecx 1997). Lo que si esta claro es
que la relevancia de los microorganismos en el desarrollo de practicamente todos

los tipos de enfermedad periodontal es indiscutible (Slots y Jorgensen 2002).

Las bacterias orales no existen como entidades independientes sino que
funcionan como una comunidad microbiana coordinada, organizada espacialmente
y metabodlicamente integrada. La gran mayoria de los microorganismos en la
naturaleza se encuentran adheridos a las superficies, donde crecen en forma de
biofilms (Marsh 2005). El concepto de biofilm fue definido en 1978 por Costerton y
cols. Lo describen como poblaciones microbianas embebidas en una matriz,
adheridas unas a las otras y/o a variadas superficies (Costerton y cols. 1995).
Ademas, la capacidad de adherirse y ser retenida en una superficie es una
estrategia de supervivencia fundamental para muchos organismos procariotas. Las
especies bacterianas que lo componen se encuentran espaciadas y organizadas
funcionalmente y, en muchos casos, cuentan con una microflora muy diversa. Estos
microorganismos estan involucrados en un amplio rango de interacciones fisicas,
metabolicas y moleculares, las cuales son esenciales para su crecimiento y
supervivencia, permitiéndoles persistir en lo que a menudo aparece como un
entorno hostil. Este estilo de vida en comunidad proporciona enormes beneficios

potenciales a los organismos participantes (Caldwell y cols. 1997, Shapiro 1998).

El microscopio de barrido de laser confocal ha revelado que la placa
supragingival puede tener una arquitectura estructurada. Pueden observarse las
distintas comunidades bacterianas organizadas en forma de seta o torre separadas
entre si por microcanales de agua (Costerton y cols. 1995, Socransky y Haffajee
2002, Sbordone y Bortolaia 2003). Estos canales o “poros” se observan también en

la interfase placa/entorno oral con la superficie del diente (Wood y cols. 2000,
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Auschill y cols. 2001, Zaura-Arite y cols. 2001). Esta técnica de microscopia
también ha aportado hallazgos como que la vitalidad bacteriana varia en las
distintas zonas del biofilm, con la presencia de mas bacterias viables en la parte
central de la placa y tapizando los canales (Auschill y cols. 2001). Debido a las
dificultades de acceso a la vision directa con el microscopio confocal, la
informacion sobre la arquitectura de la placa subgingival es limitada. Secciones
histolégicas examinadas con microscopia Optica convencional sugieren una
organizacion compleja de microorganismos en las que pueden existir distintos
biofilms asociados a dientes y asociados a células epiteliales, con la posibilidad de
una zona menos densa entre ambos (Socransky y Haffajee 2002). Estas regiones
pueden diferir en su composicion microbiana, en su estado fisiologico y, en

consecuencia, en su respuesta al tratamiento antimicrobiano.

Las especies microbianas que viven en este tipo de comunidad tienen mayor
capacidad de obtener nutrientes del ecosistema, asi como de tolerar los factores
ambientales no microbianos, como pH, niveles de oxigeno, temperatura, presion
osmotica, potencial de 6xido-reduccion. Cuentan también con mecanismos para
hacer frente a la resistencia ambiental atribuible al hospedador (Socransky y

Haffajee 2005).

Estudios in vitro han demostrado que la placa como biofilm es menos
susceptible a los agentes antimicrobianos, ya que el agente puede ser neutralizado
o unido a otras bacterias, con lo que puede resultar en una menor penetracion del
mismo; las bacterias ademas, pueden expresar un nuevo fenotipo salvaguardando
la comunidad microbiolégica ante condiciones adversas (Socransky y Haffajee
2002, Boles y cols. 2004). Los antimicrobianos llegan en menores concentraciones
(concentraciones no efectivas frente a las bacterias) a las zonas profundas del
biofilm, ya que estarian protegidas por la matriz de exopolisacaridos. Al ser
atacadas con dosis subletales, las bacterias tienen capacidad para desarrollar
resistencia frente a los antimicrobianos Al crecer en forma sésil, las bacterias
activan genes que proporcionan mayor resistencia frente a los antimicrobianos en
comparacién con las formas plancténicas. En las zonas profundas del biofilm, que

tienen un menor aporte de nutrientes, las bacterias estarian en forma quiescente,
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que es un estado bacteriano no susceptible a los antimicrobianos (Donlan y
Costerton 2002, Fine y cols. 2001). Esta mayor resistencia de las bacterias cuando
crecen en biofilm se traduce en que, para que sea efectivo, se deben multiplicar
incluso por mil las concentraciones necesarias del antimicrobiano. Esto explicaria
en parte por qué a veces no concuerdan los resultados clinicos con los obtenidos in

vitro (Serrano-Granger y Herrera 2005).

Sin embargo, se han publicado estudios sobre colutorios de clorhexidina y
colutorios de aceites esenciales en los que queda demostrada, en ambos casos, la
capacidad de los mismos para penetrar en el biofilm y producir una accién

bactericida suficiente (Fine y cols. 2001).

2.2. Especies bacterianas

Muchas especies bacterianas actualmente implicadas en las periodontitis
pueden encontrarse en sujetos periodontalmente sanos en bajo numero (van
Winkelhoff y cols. 2002). Existen suficientes datos como para considerar como
patégenos periodontales a las especies Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(antes Actinobacillus actinomycetemcomitans), Tannerella forsythia (antes
Bacteroides forsythus) y Porphyromonas gingivalis, ya que cumplen unos criterios
establecidos (criterios de Socransky) como bacterias fuertemente asociadas a la
etiologia de la periodontitis (Slots y Rams 1991, Socransky y Haffajee 1992,
Socransky y cols. 1998).

Los organismos que habitan en una localizacién determinada constituyen
una comunidad. Los constituyentes organicos e inorganicos que caracterizan esa
localizacion particular junto con el ensamblaje de especies bacterianas que
coexisten en ese lugar forman una ecosistema (Socransky y Haffajee 2005). En el
desarrollo de un ecosistema ciertas especies bacterianas son las pioneras en
colonizar. Estas especies son a menudo reemplazadas por otras especies después
de que hayan alterado el habitat, haciendo posible una sucesién bacteriana.
Muchos estudios ya demostraron la sucesion bacteriana en el desarrollo de la placa

dental humana (Ritz 1967, Socransky y cols. 1977, Zee y cols. 1996).
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Ciertas especies son colonizadores tempranos en el desarrollo del biofilm.
Se establecen y actdan como receptores para la colonizaciéon de otros
microorganismos. Respecto a los mecanismos que gobiernan la especificidad de
estas interacciones entre especies, existe un papel critico de co-agregacion en la
organizacion interespecies (Kolenbrander y cols. 2006). Se han descrito las bases
moleculares de esas interacciones para pares definidos de especies, detallando la
naturaleza de los receptores y adhesinas especificos involucrados. Segin se
demostré, muchas especies tienen un grupo limitado de especies asociadas,
mientras que otras posibles especies “puente”, como Fusobacterium nucleatum, se
adhieren a un amplio rango de especies. Mientras que la adhesion a una superficie
solida y la co-agregacion pueden ser criticas en la selecciébn de especies
colonizadoras para un biofilm dado, otros factores desempefian un importante
papel en el desarrollo de estas estructuras. Por ejemplo, las sefales entre las
bacterias parecen ser importantes reguladores de genes que controlan el

desarrollo del biofilm (Haffajee y Socransky 2006).

Como estimacion, se sugiere que mas de 700 especies pueden colonizar la
cavidad oral y mas de 400 especies diferentes pueden colonizar los biofilms

subgingivales (Haffajee y Socransky 2006).

Ademas de identificarse bacterias periodontales como potenciales factores
de riesgo de iniciacion y progresion de periodontitis, se han identificado
combinaciones de especies que se han denominado “clusters”. Estas
combinaciones pueden actuar de manera sinérgica, sobre todo mediante su
capacidad de evasion de las defensas del hospedador. Utilizando técnicas de
biologia molecular para identificacién bacteriana mediante hibridacion ADN-ADN
(Socransky y cols. 1994), las cuales permiten analizar un gran volumen de
muestras y un gran numero de especies bacterianas, se han identificado cinco
grupos, que han demostrado una asociacién estadisticamente significativa

(Socransky y cols. 1998):
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Grupo rojo: T.forsythia, P.gingivalis y Treponema denticola. Este grupo se asocia
claramente a condiciones clinicas con mayor grado de sangrado y profundidad de

bolsa.

Grupo naranja: Con un nucleo central bastante estable, formado por Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Parvimonas micra, F.nucleatum (subespecies
vicentii, nucleatum y polymorphum) y Fusobacterium periodonticum, y un grupo de
bacterias asociadas a ellas, como Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus,
Campylobacter showae, Campylobacter gracilis, y Streptococcus constellatus.

Ademas, el grupo naranja tiene una estrecha relacion con el rojo.

Grupo amarillo: Dentro de este grupo Streptococcus mitis, Streptococcus oralis y
Streptococcus sanguis presentan una relacion muy fuerte, incluyéndose también

Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius y otras especies de Streptococcus.

Grupo verde: Con Eikenella corrodens, Capnocytophaga gingivalis,
Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga ochracea, Campylobacter concisus y A.

actinomycetem comitans serotipo a.

Grupo purpura: Solo Veillonella parvula y Actinomyces odontolyticus, muy

asociados entre si, y algo menos con los grupos naranja, verde y amarillo.

Sin grupo: Especies sin asociaciones claras eran A. actinomycetemcomitans

serotipo b, Actinomyces naeslundii 2 (Actinomyces viscosus) y Selenomonas noxia.

La distribucion y asociaciones dentro y entre grupos sefialan, junto con
otros datos, la secuencia de sucesién bacteriana en la formacién de placa
(Kolenbrander y cols. 2006). Parece que A.viscosus y el grupo amarillo serian los
colonizadores tempranos. Luego llegaria el grupo verde, especies puente para la

llegada del grupo naranja y, finalmente, el grupo rojo.

Existe, pues, una reorganizacion en el desarrollo del biofilm que lleva un

tiempo antes de que ocurra la maduracién. Aunque este tiempo varia mucho de
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una superficie de diente a otra, los datos que se conocen indican que siete dias
probablemente no sea tiempo suficiente como para que se complete el desarrollo
de la comunidad climax final (Haffajee y cols. 2008)Quiza las comunidades mas
estrechamente unidas sean aquellas de los grupos amarillo y de Actinomyces spp.
Estos grupos se encuentran incluso mas relacionados con los biofilms
supragingivales que con los subgingivales. Las especies de Streptococcus dominan
la formacién del biofilm temprano supragingival y son reemplazadas con el tiempo

por especies de Actinomyces.

Existe una fuerte relacidon entre la composicion de las muestras de placa
supragingival y las medidas clinicas de inflamacion. Muchas especies estan
significativamente elevadas en sitios que exhibian eritema gingival o sangrado al
sondaje. Las especies que mas se incrementan en localizaciones adyacentes a zonas
inflamadas son miembros de los complejos naranja y rojo. Esta relacion de
especies del grupo naranja y del grupo rojo con la inflamacién esta en

concordancia con los hallazgos de biofilms subgingivales.

Ademas de la adhesion selectiva de especies especificas a superficies
dentarias o a la pelicula adquirida y debido a distintos patrones de co-agregacion
que ocurren entre especies bacterianas, el estatus clinico de las estructuras
periodontales adyacentes también influye en la composiciéon del biofilm
supragingival, posiblemente proporcionando uniones moleculares interespecies y
contribuyendo al enriquecimiento de ciertas comunidades por medio de nutrientes

(Haffajee y cols. 2008).

3. Prevencion de enfermedades periodontales

Los resultados detallados y recomendaciones especificas del 112 Workshop
Europeo sobre Periodoncia se presentan en cuatro informes de consenso (Chapple
y cols. 2015, Jepsen y cols. 2015, Sanz y cols. 2015, Tonetti y cols. 2015a) dentro de
los principios de prevencion de enfermedades periodontales y enfermedades peri-
implantarias, tanto primarios como secundarios, asi como las complicaciones de la

periodontitis. Los informes se basan en 16 revisiones sistematicas de la literatura
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relevante y meta-andlisis, que proporcionan una guia para los profesionales, los
pacientes y la poblacién general. Representan la opinidn de expertos en Europa,
respaldada por representantes de la AAP. Se abordan sistematicamente las bases
cientificas de la prevencion primaria y secundaria (Tonetti y cols. 2015a). El
proposito de los programas de prevencidn primaria es evitar el inicio y desarrollo
de enfermedades periodontales. Dichos programas deberian ir dirigidos a
poblaciones de individuos sanos, generalmente nifios y adultos jovenes, con el fin
de conseguir un tejido periodontal sano inmediatamente después de la erupcion de
los dientes temporales y permanentes (Axelsson y cols. 2002). Un diagndstico
periodontal adecuado junto a una evaluacién de los factores a nivel del paciente
(factores de riesgo y actitudes) debe determinar la seleccion del tipo mas adecuado
de atencién preventiva profesional. La eliminacién de la placa mecanica a nivel
profesional como el unico elemento de la atencién preventiva profesional, es un
enfoque inapropiado, ya que la educacion y el cambio de comportamiento son
fundamentales para que el estado de salud mantenga una mejora sostenida
(Tonetti y cols. 2015a). Una vez que la enfermedad se ha instaurado, la prevencion
secundaria tiene por finalidad evitar la recurrencia de la enfermedad tras un
tratamiento exitoso, lo que se consigue a través de programas de mantenimiento
periodontal (Axelsson y cols. 2002). Se ha puesto énfasis en la necesidad de
comunicar al publico la importancia critica de sangrado gingival como una sefial
temprana de la enfermedad, asi como que el control de los factores de riesgo para
la periodontitis tales como el tabaquismo y la diabetes son una parte integral de
los enfoques de prevencion primaria y secundaria. Los programas de prevencion
secundaria, por tanto, se dirigen a un grupo de alto riesgo, como lo demuestra un
diagnostico previo de la periodontitis. Los pacientes deben entrar en un programa
de prevencidn secundaria una vez que han completado la fase activa de la terapia y
se han alcanzado los objetivos finales de la terapia. Hay consenso, por tanto, en que
estos pacientes deben seguir un régimen de cuidado periodontal de apoyo
especifico (Tonetti y cols. 2015a). La prevencidn terciaria tiene por finalidad evitar
que, una vez que ya estd instaurada la enfermedad, empeore y se produzcan
complicaciones y por tanto, es la instauracion de tratamiento, ya sea por medios

quirargicos o no quirurgicos (Axelsson y cols. 2002).
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La prevencion primaria es la mejor estrategia en el cuidado de la salud.
Respecto a las enfermedades periodontales, incluye intervenciones educacionales
sobre enfermedades periodontales y factores de riesgo relacionados, asi como la
eliminacion de la placa regularmente por parte del individuo y por parte del
profesional. Esta bien documentado que la gingivitis siempre precede a la
periodontitis, por tanto parece plausible aceptar que la mejoria en las condiciones
de higiene oral que conducen a prevencion o reduccién de la gingivitis es un
beneficio en la prevencién de la transicion de gingivitis a periodontitis (Lang y cols.
2005, Chapple y cols. 2015). Aunque se reconoce que la higiene oral personal es el
componente clave de la prevencion de la enfermedad periodontal y que, a largo
plazo, los resultados exitosos de la terapia periodontal estan supeditados a las
practicas de higiene oral eficaces y coherentes, la poblacion no alcanza, en general,
adecuadamente el control de la placa correspondiente (Petersen y cols. 2005). Por
tanto, es necesario facilitar los cambios de comportamiento que conduzcan a un
mayor control de la placa. Los profesionales de la salud bucodental necesitan
identificar y adoptar técnicas eficaces que ayuden a los pacientes a cambiar el
comportamiento de la salud oral, pero hay consenso en que, en general, los
proveedores de atencion de la salud oral carecen de un enfoque estructurado y
demostrado para facilitar los cambios de comportamiento que mejoran el control
de placa (Tonetti y cols. 2015b). Una revision sistematica (Newton y
Asimakopoulou 2015) sobre los enfoques psicolégicos de un cambio de
comportamiento para mejorar el control de la placa en los pacientes con
periodontitis indica que el cambio en los habitos de higiene oral esta dirigido a
comunicarles las consecuencias nocivas del mal control de placa, la susceptibilidad
suya propia a la periodontitis y los beneficios del cambio, facilitado todo ello,
mediante la fijacion de objetivos (es decir, la identificacion del cambio con el
paciente), la planificacidn (es decir, trabajar con el paciente para decidir cuando,
donde y como se llevaran a cabo el cambio de comportamiento) y la auto-
monitorizacion (es decir, el aprendizaje del paciente para evaluar su propio

comportamiento en relacion con los objetivos).

Por otro lado, muchos de los factores de riesgo modificables pueden ser

controlados mediante intervenciones para cambiar una conducta utilizando
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técnicas de entrevista motivacional (Moyers y Rollnick 2002). Se ha descrito un
modelo integrado de cambio de conducta (Prochaska y DiClemente 1983) e
introducido para su uso en la profesion dental (Ramseier 2003). Sin embargo, de
los factores de riesgo modificables, solo se ha documentado el cese del habito de
fumar como medida preventiva en pacientes periodontales (Ramseier 2005). En
general, una breve conversacion con el paciente de hasta 5 minutos, que ofrezca
consejos e incluya un grado de asesoramiento en relaciéon con el consumo de
tabaco aumenta la tasa de abandono del habito de fumar (Ramseier y Suvan 2015).
La evidencia demuestra que los pacientes aceptan y esperan la participacion de

profesionales de la salud oral en el abandono del tabaco (Tonetti y cols. 2015b).

Pero sin duda, el elemento preventivo mas estudiado en las enfermedades
periodontales es el denominado control de placa o control del biofilm
supragingival. Se han investigado numerosos métodos y agentes por su capacidad
para reducir la placa supragingival y por tanto, prevenir o controlar las
enfermedades periodontales (Ciancio 1995, Fine 1995, Mandel 1988, Newman

1986). Destacan dos grandes grupos, mecanicos y quimicos.

3.1. Control de placa mecanico

La eliminacion de placa supragingival a través del cepillado manual es el
método principal de mantener una buena higiene oral en la mayoria de las
poblaciones (Fischman 1997). Las instrucciones de higiene oral deben basarse en
la cuidadosa selecciéon de herramientas (tipo de cepillo de dientes y utensilios
interdentales) y de técnicas para su uso adaptado a las necesidades y preferencias
del paciente (Tonetti y cols. 2015b).

Se han realizado muiltiples estudios que intentan determinar los factores
involucrados en la eficacia del cepillado manual. Los dos factores claves parecen
ser el tiempo empleado y la frecuencia del cepillado (Cummins 1997). Otros
factores importantes son la destreza del paciente, su motivacién y la toma de
conciencia de los beneficios de una buena higiene oral (Cummins 1997). Las
percepciones de los beneficios de un cambio de comportamiento y de la gravedad

de la enfermedad periodontal (incluyendo el riesgo de padecerla) estan
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relacionadas con el cumplimiento de las instrucciones de higiene oral en pacientes
periodontales adultos. Las intervenciones facilitadas por parte del profesional que
estan basadas en el uso de la fijacion de metas, apoyo para el seguimiento de su
progresion y planificacion del cambio de comportamiento, son eficaces para
mejorar las conductas relacionadas con la mejora de la salud oral (Newton y

Asimakopoulou 2015).

Se han realizado disefios muy diversos de cepillos tanto manuales como
eléctricos y, tras la evaluacion de su eficacia, se ha concluido de forma general que
tanto el cepillo convencional como el eléctrico eliminan de manera efectiva los
depdsitos de placa de las superficies vestibulares, linguales y oclusales, siempre
que el paciente haya recibido las instrucciones adecuadas. Es un hecho claro que el
cepillo mas efectivo es el que se utiliza apropiadamente (Cancro y Fischman 1995).
Hasta la fecha, ningin método de cepillado de dientes en particular ha sido
determinado como claramente superior a los demas (Van der Weijden y Slot
2015). Sin embargo, el cepillo no accede de forma apropiada al espacio interdental.
Por tanto, el uso de instrumentos como la seda dental, cepillos interproximales,
palillos o puntas de goma, se hace aconsejable como complemento al cepillado
para una higiene dental efectiva (Cummins 1997, Chapple y cols. 2015, Salzer y
cols. 2015).

La revision sistematica de la literatura cientifica permite afirmar que el
cepillo eléctrico con oscilacion rotatoria reduce mas la placa y la gingivitis que el
cepillado manual (Yaacob y cols. 2014, Chapple y cols. 2015, Van der Weijden y
Slot 2015). A este respecto, se insiste en que una mayor estandarizacion de los
disefios y observacion de las pautas metodoldgicas podria beneficiar tanto a
futuros ensayos clinicos como a la realizacién de meta-analisis (Robinson y cols.
2005, Chapple y cols. 2015). Ademas, en la actualidad no existen aun meta-analisis
que exploren el impacto del disefio del cepillo de dientes en la inflamacién gingival

(Chapple y cols. 2015).

Existe evidencia de que las instrucciones de higiene oral parecen ser un

elemento importante en la prevencién de la periodontitis (Worthington y cols.
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2013). Es decir, hasta tal punto es importante el cepillado mecanico que el hecho
de combinar el raspado y alisado radicular con instrucciones de higiene oral mas
que efectuar raspado y alisado solamente, puede lograr mayores cambios en las
medidas de la placa dental y sangrado o inflamacién gingival que ningin

tratamiento (Needleman y cols. 2015).

A pesar de ser el control de placa mecanico el método mas ampliamente
utilizado, se dan situaciones en que es insuficiente para lograr los objetivos de
salud dentaria y gingival. Existe actualmente consenso en que, a pesar de ser la
eliminacion mecanica de la placa la piedra angular de la gestion exitosa de la
enfermedad periodontal, en pacientes de alto riesgo, parece que el umbral critico
de la acumulacidon de placa para desencadenar la periodontitis es bajo, y estos
pacientes se pueden beneficiar de los agentes coadyuvantes para la prevenciéon
primaria de la periodontitis. Cuando se utiliza como un tratamiento adyuvante al
cepillado, el uso de agentes quimicos antimicrobianos en enjuague bucal o
incorporado en el dentifrico fluorado, solo o en combinacién, ofrece mejoras claras
y significativas en el manejo de la inflamacién gingival y la prevencion de la

acumulacion de placa (Chapple y cols. 2015).

Las indicaciones para el uso de productos quimicos coadyuvantes al control
mecanico se pueden resumir en las siguientes (Addy y Moran 1997a), ya que se

siguen citando con posterioridad (Van Strydonck y cols. 2008):

en la fase higiénica del tratamiento periodontal;

- tras cirugia oral como prevencion secundaria;

— tras cirugia de fijacion intermaxilar;

- en pacientes disminuidos fisicos o mentales;

- enaquellos médicamente comprometidos, con propensidn a infecciones;

— en ulceras aftosas recurrentes;

- en pacientes con ortodoncia;

- en pacientes ancianos, con periodos de hospitalizaciéon largos o con una

enfermedad terminal.
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También hay que tener en cuenta, cuando se hace referencia al uso de
coadyuvantes quimicos, que en la cavidad oral existen muchos nichos no accesibles
a los medios mecanicos para el control del biofilm (Quirynen y cols. 1995,

Greenstein 2004).

3.2. Control de placa quimico

Ademas de las distintas situaciones mencionadas, en las que seria util el
empleo de agentes quimioterapéuticos, pueden darse problemas de higiene en
areas de dificil acceso, como ya se ha mencionado, o carencias en cuanto a la
habilidad manual, constituyendo asi una serie de limitaciones del control mecanico
de la placa (Quirynen y cols. 1995, Greenstein 2002, Greenstein 2004). Desde un
punto de vista puramente epidemiolégico, la capacidad de los pacientes para
mantener la higiene oral apropiada es a veces limitada (Artnik y cols. 2008). La
discapacidad fisica o falta de coordinacion adecuada de las manos pueden limitar
la capacidad de algunos pacientes para limpiar sus dientes correctamente (Bizarra
y Ribeiro 2009). Ademas, los factores de retencion de placa, tales como lesiones de
caries, obturaciones o mal ajuste de coronas pueden presentar obstaculos que

reducen la accesibilidad y la limpieza adecuada (Litonjua y cols. 2011).

La utilizacion de diversos productos quimicos que han demostrado cierta
accion sobre el biofilm dental debe considerarse como un complemento al control
mecanico de la placa (Rugg-Gunn y Macgregor 1978, Lavstedt y cols. 1982, Addy
1986, Wennstrom y Lindhe 1986, Slots y Rams 1990, Wennstrom 1992, Rams y
Slots 1992, Goodson 1994, Albandar y cols. 1995, Van der Weijden y Hioe 2005,
Chapple y cols. 2015), puesto que este reduciria el grosor del biofilm y alteraria su
estructura, haciéndolo mas susceptible a la accién de los distintos sistemas de
control quimico (Reich 2002, Van der Weijden y Slot 2011). Recientemente, como
consecuencia de la celebracion del 112 Workshop Europeo en Periodoncia, se ha
publicado una revision sistematica y meta-analisis que sigue corroborando que el
uso de formulaciones con agentes especificos para el control quimico de la placa
proporcionan mejoras estadisticamente significativas en términos de reduccion en

los indices de placa, gingivales y de sangrado (Serrano y cols. 2015). De esta forma,
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el control de placa mecanico puede no ser suficiente por si solo para prevenir la
aparicion o reaparicion de enfermedades periodontales en una amplia proporcién
de la poblacidon. Para apoyar este hecho se han defendido varias justificaciones, que
incluyen el tiempo limitado de utilizacion de dichos medios mecanicos (Beals y
cols. 2000), la practica limitada también de la higiene interdental (Lang y cols.
1995, Stewart y cols. 1997, Macgregor y cols. 1998), la tendencia a volver a los
niveles basales de placa en pacientes ya instruidos en higiene oral (Stewart y cols.
1997) y, en definitiva, la incapacidad de eliminar eficazmente las biopeliculas

supragingivales de una parte considerable de la poblacién (Serrano y cols. 2015).

3.2.1. Modo de accién

Seguin su modo de accidn, los agentes quimicos para el control de placa se

pueden dividir en las siguientes categorias (Addy y Moran 1997b):

- Agentes antimicrobianos: tienen efecto bacteriostatico y bactericida in vitro que
no puede extrapolarse a una eficacia probada in vivo contra la placa.

- Agentes inhibidores o reductores de placa: solo han demostrado reducir la
cantidad y/o que afecta a la calidad de la placa in vitro e in vivo, lo cual puede o no
ser suficiente para influenciar a la gingivitis y/o a la caries. En EE.UU. se
denominan agentes antiplaca.

- Agentes antiplaca: tienen un efecto sobre la placa suficiente para producir un
efecto reductor en los niveles de gingivitis y/o caries. En EE.UU. se denominan
agentes antigingivitis.

- Agentes antigingivitis: reducen la inflamacion gingival sin necesariamente

influenciar a la placa bacteriana (incluye agentes antiinflamatorios).

Sin embargo, a lo largo de toda la presente tesis, los términos “inhibidores
de placa”, “antiplaca” y “antigingivitis” se han decidido utilizar de acuerdo con la
aclaracion de terminologia sugerida por la Federacion Europea de Periodoncia
(Addy 1994):

= Agente inhibidor de placa: reduce la placa a niveles suficientes para

prevenir el desarrollo de gingivitis.
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= Agente antiplaca: reduce de forma prolongada y profunda la placa de
manera suficiente para prevenir el desarrollo de gingivitis.
= Agente antigingivitis: efecto anti-inflamatorio en la salud gingival mediada

no necesariamente a través de un efecto sobre la placa.

De hecho, el ultimo Workshop Europeo en Periodoncia divide en dos
subcategorias principales los agentes adicionales al tratamiento mecanico cuya
finalidad es contribuir a la resolucién de la inflamacién gingival, siendo dichas

categorias: agentes anti-placa y agentes anti-inflamatorios (Polak y cols. 2015).

3.2.2. Actividad

Los efectos de las sustancias quimicas para el control bacteriano se

clasifican en cuatro categorias.

Antiadhesivos: Evitan la adhesion bacteriana (antiadhesivos). Los agentes
antiadhesivos actian sobre la pelicula superficial para prevenir la fijacion inicial de
las bacterias formadoras de la placa primaria. Estos agentes se utilizan también en
la industria, en el hogar y en el medio ambiente.

Antimicrobianos: Inhiben la division bacteriana (antimicrobianos). Pueden
inhibir la formacién de placa por uno de los dos mecanismos siguientes o su
combinacién. El primero es la inhibicién de la proliferacién bacteriana, dirigido
contra las bacterias formadoras de la placa primaria. Es decir, ejercen su accion
impidiendo su crecimiento, antes o después de la fijacion de las bacterias, pero
antes de su division. Se trata de un efecto bacteriostatico. El segundo efecto es de
tipo bactericida, por medio del cual el agente antibacteriano destruye todos los
microorganismos que se estan adhiriendo o estan ya adheridos.

Eliminadores de placa (“cepillado quimico”): Como los detergentes, que serian
potencialmente toxicas si se aplicasen dentro de la cavidad oral.

Efecto sobre la matriz: Las enzimas, como las proteasas, dirigidas contra las
matrices bacterianas podrian ser potencialmente eficaces, pero carecen de

comprobacion dentro de la cavidad oral.
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Antipatogénicos: Alterarian la ecologia de la placa. Desde el punto de vista teorico
es posible que un agente pueda tener un efecto inhibidor de la expresion
patogénica de los microorganismos de la placa, pero es un enfoque no aplicado en

la cavidad oral (Lindhe 2008).

Muchas sustancias antibacterianas tienen efectos bactericidas vy
bacteriostaticos combinados, muy pocos solo poseen efecto bacteriostatico per se,

como el fluoruro sédico (Brecx 1997).

3.2.3. Sustantividad

Los compuestos utilizados como antisépticos también han sido divididos de
acuerdo con su sustantividad, que es la asociacidn prolongada entre un material y
su sustrato. Es decir, debe liberarse a su sitio de acciéon durante el tiempo de uso y
quedar retenido ahi durante un periodo de tiempo lo suficientemente prolongado
tras el uso del producto como para que ejerza su efecto bioldgico. Esta definicion se
modific6 por “duracién de accion in vivo”, como asi aparece en el segundo
Workshop Europeo en Periodoncia (Lang 1997).

Los agentes que exhiben poca sustantividad (solo minutos) se categorizaron como
agentes antimicrobianos de primera generacion, incluyéndose ciertos
antibidticos, compuestos de amonio cuaternario, compuestos fendlicos de aceites
esenciales, fluoruros, incluyendo monofluorurofosfato y fluoruro sédico, agentes
oxidantes, alcaloides de plantas, y finalmente, iodinas como povidona iodada.

Los agentes antimicrobianos de segunda generacion se caracterizan por una
alta sustantividad, retencion de 25-30% tras el enjuague. Dichos compuestos
permanecen activos in situ durante horas. Se incluyen en esta categoria las
bisbiguanidas, como la clorhexidina, enjuagues de amino fluoruros y fluoruro
estafioso y el triclosan cuando se asocia con un copolimero de polivinilmetileter y
copolimero de acido maleico.

Los agentes antimicrobianos de tercera generacion se han caracterizado por su
capacidad para inhibir o interrumpir la formaciéon de placa mientras que no
presentan un efecto demostrable sobre las bacterias (Addy y cols. 2007). El

morfolinoetanol derivado del delmopinol es un ejemplo de esta categoria de
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agentes quimicos de control de placa. El delmopinol ha mostrado inhibicién de
placa y gingivitis (Collaert y cols. 1992, Moran y cols. 1992, Hase y cols. 1995). Los
hallazgos sobre el delmopinol sugieren que puede interferir con la formacion de la
matriz de la placa, reduciendo la adherencia de las bacterias que forman la placa en
primer término o de las bacterias que se suceden (Simonsson y cols. 1991). La
eficacia del delmopinol al 0.2% en el control de la placa y la gingivitis esta
confirmada a partir de los datos de mas de 1000 pacientes analizados en meta-
analisis (Addy y cols. 2007). Sin embargo, aunque parece tener una sustantividad
menor que otros antimicrobianos de segunda generacidon (Moran y cols. 1992), al
no tener el delmopinol un efecto directo sobre las bacterias, es dificil cuantificar su
sustantividad a través de los métodos empleados habitualmente en estudios

comparativos con otros antisépticos.

A pesar de seguir siendo el control mecanico de la placa el método de
referencia, el uso combinado con el control quimico puede ofrecer, en las distintas
limitaciones de las practicas de higiene cotidianas, una mayor eficacia, ya que la
utilizacién de medios mecanicos reduce el volumen de la placa, lo que facilita una

mayor reduccidn posterior por medios quimicos (Ramberg y cols. 1992).

4. Productos de higiene oral

El término “producto para la higiene oral” describe tanto dispositivos
mecanicos como formulaciones quimicas disefiados para proporcionar salud oral y
beneficios cosméticos al usuario. En cuanto a salud, su objetivo es la prevencion de
enfermedades debidas a la placa bacteriana, como son la caries, gingivitis y

periodontitis (Addy y Moran 1997b).

Entre los productos de higiene oral mecanicos se encuentran el cepillo, que
puede ser manual -convencional e interproximal- o eléctrico y el hilo dental. Llevar
a cabo una adecuada higiene bucal es muy dificil para muchos pacientes. Aunque
los pacientes periodontales reconozcan la importancia de la eliminacién diaria de
la placa dental, muy pocos pacientes se cifien a regimenes prescritos de higiene

bucal. Las instrucciones utilizadas para la higiene bucal han puesto énfasis en el
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uso de un cepillo de dientes suave complementado con seda dental o cepillos
interdentales. Al utilizar seda dental o cepillos interdentales se puede deshacer la
placa interproximal y la mayoria de la placa subgingival coronal y, si se utilizan
diariamente, pueden ayudar a prevenir el desarrollo progresivo de la enfermedad

periodontal (Slots y Jorgensen 2002).

En las ultimas décadas, las revisiones de los agentes para el control quimico
de la placa parecen arrojar pruebas solidas para apoyar el beneficio de aumentar
los métodos mecanicos de cepillado y uso de hilo dental en adultos con agentes
quimioterapéuticos para el control de la placa y la gingivitis (Serrano y cols. 2015).
Entre otros, los enjuagues bucales que contienen 0.12% de clorhexidina o aceites
esenciales, y los dentifricos que contienen triclosan con 2% de copolimero Gantrez
o fluoruro de estafio con hexametafosfato de sodio, reducen el nivel de inflamacién

gingival (Gunsolley 2006, Drisko 2013).

4.1. Formulaciones de productos de higiene oral quimicos

La preferencia de una u otra formulacién de compuestos quimicos para el
control de placa por parte de los fabricantes esta influenciada en gran medida por
la eleccién de los ingredientes activos, ya que con frecuencia interactiian con

ciertos compuestos comunmente utilizados (Forward y cols. 1997).

Dentro de las formas de presentacién de las distintas formulaciones, los
dentifricos y los colutorios son los mas utilizados por los pacientes en general.
Desde una perspectiva coste-beneficio, la forma farmacéutica ideal para la
liberacion de agentes quimicos de control de placa es la pasta dentifrica, ya que se
usara en todo caso con el cepillado, pero las preferencias del publico y la facilidad

para su formulacion han favorecido el uso de colutorios (Addy y cols. 2007).

Los ingredientes mas comunmente utilizados que se emplean en las pastas
y los colutorios comercializados son los que a continuacion se exponen (Fauli

1993).
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En pastas dentifricas:

Agentes abrasivos o de pulido: Se debe resaltar la importancia de cumplir con el
indice de abrasividad permitido, que viene dado por el tamafio (<10-20um), forma
y dureza de sus particulas, puesto que su proposito es una accion abrasiva suave
contra la placa y la eliminacién de tinciones. Cominmente se utilizan el carbonato
calcico, el bicarbonato s6dico micronizado, el fosfato dicalcico dihidratado, la

alimina y silicatos.

Espesante: Controla la estabilidad y consistencia de la pasta. Pueden ser
hidrosolubles (carragenatos, alginatos, carboximetilcelulosa sédica) o no
hidrosolubles (silicato de aluminio y magnesio, silicato de magnesio y sodio y silica

coloidal).

Agente surfactante o detergente: Proporciona la espuma que facilita la retirada

de restos alimentarios y ayuda a la dispersion del producto en la boca.

Gelificantes: Aglutinan en forma de suspension estable los diferentes

componentes solidos de la pasta dentifrica.

Humectante: Ayuda a reducir la pérdida de humedad e incluyen, entre otros,

glicerina, sorbitol, xilitol y propilen glicol.

Saborizantes: El sabor, asi como la presentacién, son caracteristicas
determinantes para la aceptacion de una formulacion u otra. El saborizante ideal
generalmente deja sensacion de frescor. Se utilizan para este fin: aceite de menta,
metilsalicilato, anis, canela, fresa, timol, aceite de limon y eucalipto. Ademas, como
edulcorante, con el fin de aportar un sabor dulce, se utiliza sacarosa, sacarina

(benzosulfamida), xilitol y ciclamatos.

Conservantes: Protegen la formulacion del efecto de los microorganismos. Su

dificultad de eleccion es que muchos de ellos no son efectivos a los diferentes pH
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utiles. Los benzoatos pertenecen a este grupo de agentes. También se emplean

otros como silicato sddico o diclorofenol.

Colorantes: La gama que se utiliza esta regulada por la Unién Europea.

Blanqueadores del producto: Dioxido de titanio.

Blanqueadores de los dientes: Perdxido de carbamida, bicarbonato sédico

micropulverizado, trifosfatopentasdédico.

Principios activos: Las diferentes formulaciones llevan vehiculados una serie de

productos con el fin de mejorar la calidad y las propiedades profilacticas orales de

las mismas. Entre ellos se encuentran:
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Bacteriostaticos: Se han utilizado, entre otros: hexoclorofeno, cloruro de
benzetonio, clorhexidina.

Compuestos metalicos: Pueden tener diversos fines, como aumentar el
efecto de los fluoruros (sales de indio), astringentes (sales de aluminio),
bactericidas (sales de estafio).

Enzimas: Con el fin de ayudar a descomponer las proteinas, los lipidos y los
almidones. Actian sobre el metabolismo de la placa bacteriana y el sistema
glucolactoperoxidasa. Un ejemplo son las dextranasas.

Fluoruros: La inclusion de fltor en las pastas dentifricas data del principio
de la década de los afos cincuenta. En la actualidad, se utilizan en forma de
fluoruros inorganicos simples (fluoruro sédico, fluoruro de estano,
monofluorofosfato sédico), fluoruros organicos (fluoruro de aminas) y
fluoruros metalicos (fluoruro de zirconio, fluoruro de zirconio e indio,
fluoruro de manganeso, fluoruro de aluminio). Dentro de este grupo destaca
el fluoruro de estafio puesto que la incorporacién de un i6n metalico al
flaor, el estafio (Sn), le confiere importantes propiedades bactericidas y
bacteriostaticas. Su principal mecanismo frente a la gingivitis es la
inhibiciéon de varias enzimas proinflamatorias (Paraskevas y Van der

Weijden 2006, Gunsolley 2006).
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» Ingredientes anticalculo: Dificultan la adherencia del calculo a las
superficies dentarias. Se han utilizado: etridonatodisddico, sales de zinc y
titanatos organicos. Dentro de los agentes que inhiben la formacion y
crecimiento de cristales, tienen especial relevancia los fosfatos, como el
hexametafosfato de sodio, que ha mostrado su efectividad en retrasar la
velocidad de precipitacion del fosfato calcico de la placa y es, ademas, muy
resistente a la inactivacién por parte de las enzimas salivales (White y cols.
2002).

» Ingredientes remineralizantes: Favorecen las condiciones de
remineralizaciéon del esmalte. Son distintos iones, fldor, fosfato y calcio.

= Inhibidores enzimaticos: Reducen la produccién de los acidos procedentes
del metabolismo del azucar al inhibir las enzimas implicadas en la glucolisis

(N-laurilsarcosinato sddico).

En colutorios:

Los ingredientes con los que se pueden formular permiten adjudicarles muy
diversas funciones, algunas muy préximas a las que se consideran
medicamentosas. Por este motivo, el formulador debe prestar una especial
atencion a las normativas legales vigentes en la Union Europea (Parra Juez 1995).

Basicamente, contienen los siguientes ingredientes junto con el ingrediente activo:

Alcohol: Los colutorios son generalmente soluciones acuosas en las que puede
existir un contenido variable de alcohol etilico. Este aumenta el impacto del sabor,
solubiliza el agente activo y algunos otros ingredientes y proporciona también
algiin poder de preservacion de microorganismos. Durante afios se ha considerado
que un 25% de alcohol era adecuado para una 6ptima solubilizacion de los
componentes aromaticos. Por diversos motivos, las formulaciones actuales han
reducido notablemente la presencia de alcohol, que se sitia entre un 15y un 7% o
menos en la mayoria de los colutorios (Parra Juez 1995). La preocupacion por el
contenido de alcohol en ciertas formulaciones se justifica sobre la base de la
asociaciéon establecida entre el consumo de alcohol y el riesgo de desarrollar

cancer orofaringeo (Teles y Teles 2009). Sin embargo, no hay apoyo en la literatura
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cientifica (Elmore y Horwitz 1995, Cole y cols. 2003) que concluya que hay una
asociaciéon entre los enjuagues orales que contienen alcohol y el desarrollo de

cancer orofaringeo (La 2009, Gandini y cols. 2012).

Surfactantes: Elimina los detritus de la boca, proporciona efectos antibacterianos
y también ayuda a la solubilidad de los demas agentes. Esta incorporacion de un
agente tensoactivo a las formulaciones debe cumplir los requisitos de ser insipido,
atoxico y no irritante para la mucosa oral. Son detergentes sintéticos, de los cuales
el mas utilizado por su seguridad y eficacia durante décadas en todo el mundo es el
tensoactivo anidnico lauril sulfato soédico. Son, asi mismo, especialmente
adecuados laurilsarcosinato (que preserva la actividad enzimatica de la saliva) y el
laurilsulfoacetato sd6dico (Parra Juez 1995). Los mas usados son lauril sulfato
sodico (anidnico) y cloruro de cetilpiridinio (catidnico), que puede utilizarse este
ultimo como surfactante, aunque tienen mas utilidad como antiséptico debido a

sus propiedades antibacterianas y antiplaca.

Agentes de sabor: Proporciona las propiedades de sensacién de aliento fresco.
Son los mismos que en las pastas y algunos incluyen aceites esenciales (eucalipto,
mentol, timol y metilsalicilato). Con los nombres de aceite esencial, aceite etéreo o
aceite volatil se identifican las mezclas complejas de sustancias organicas volatiles,
de muy diversa composicion quimica, que se hallan presentes en ciertas plantas.
Los componentes aromaticos de un colutorio no suelen superar el 2% de la

féormula acabada.

Humectantes: Algunos colutorios los contienen (glicerina, sorbitol, propilenglicol)
con la finalidad de evitar que una rapida evaporacion pueda provocar

cristalizaciones en la abertura del envase (Parra Juez 1995).

Principios activos: Pueden actuar en calidad de antisépticos, astringentes o
calmantes, entre otros.

= Antisépticos: cineol, cloramina, cloruro de benzalconio, creosota, cresol,

eugenol, fenol, guayacol, hexitidina, povidona, resorcinol, timol, triclosan,

fluoruros.
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= Antibidticos, antifiingicos, sulfamidas: bacitracina, neomicina, nistatina,
sulfanilamida.

= Astringentes: acetato de aluminio, cloruro de zinc.

= Antiinflamatorios: bencidamina, hidrocortisona.

= Anestésicos locales: benzocaina, lidocaina, para-aminobenzoato de etilo,
procaina, tetracaina.

= Sedantes: eugenol o esencia de clavo, hidrato de cloral.

= Anticaries: derivados del fluor. El contenido en flior no debe superar el
0.15% de la formula acabada, aunque esta autorizado el uso de mezclas de
distintas sales.

= Anticalculo: se utilizan para este fin agentes quelantes (capaces de
secuestrar calcio) que pueden interferir en el proceso de mineralizacion.

Pertenecen a este grupo los pirofosfatos tetrasédico y tetrapotasico.

4.2. Desarrollo de la formulaciéon

El desarrollo de una formulacién consta de cuatro fases:

Eleccion del ingrediente activo para la salud gingival

Este primer paso se encuentra muy ligado a la via de administraciéon que se
pretende. En el caso de la via de administracién de medicamentos o agentes
activos sin perfusion de tejidos y dentro de la via digestiva, se encuentra la
administracion oral, que puede realizarse a través de la deglucion o bien de la
mucosa bucal. Para una misma via de administracion, en la mayoria de los casos, se
puede obtener un efecto local o sistémico. Si se busca un efecto local, éste debe
producirse en una zona préxima al lugar de administracidn, no interesa que el
agente se absorba, es decir, que se incorpore a una célula del organismo con
destino a la circulacidn sistémica, aunque se absorba en células locales.

La pasta y el enjuague bucal son utilizados, generalmente, no mas de un minuto
dos veces al dia. Después, muchos de los ingredientes activos que no se han
absorbido se debilitan. Los que se prefieren son los de alta sustantividad

(clorhexidina) o los de rapida accion (cloruro de cetilpiridinio).
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Identificacion de excipientes compatibles

La posibilidad de interaccion de los ingredientes activos cominmente utilizados en
las formulaciones necesita ser comprobada durante todo el proceso del desarrollo
del producto. En la pre-formulacién, puede ser efectivo un simple proceso de
barrido, como seria comprobar la creacién de un precipitado de soluciones
mezcladas entre el excipiente test y el ingrediente activo. Seria, por tanto,
necesario variar la concentracion de los excipientes en este momento del proceso.
Empleando disefios experimentales correctos se pueden encontrar sinergismos,
efectos antagodnicos, indiferentes o aditivos entre los distintos ingredientes (Pons y

cols. 1992).

Confirmacion de la biodisponibilidad del agente activo

Numerosos exdmenes de laboratorio validan la actividad previsible del agente. En
esta fase también se utilizan métodos de laboratorio para medir la retencion de los
ingredientes, asi como para determinar la concentracion minima inhibitoria del
agente contra un panel de microorganismos orales en cultivo puro (Forward y cols.
1997).

Se entiende por biodisponibilidad la fracciéon de farmaco o ingrediente activo que
alcanza inalterado la circulacién sistémica. Este concepto se considera tanto en
magnitud (cantidad real que alcanza el torrente circulatorio) como en velocidad
(tiempo que tarda esa fraccion en alcanzar la concentracién maxima).

Se denomina liberacién al paso del farmaco o agente activo no disponible en el
lugar de absorcion (es decir, antes de abandonar la formulacién que lo vehiculiza)
a agente disponible y disuelto capaz de atravesar membranas. En las formas
liquidas convencionales el principio activo se puede encontrar en disolucion,
suspension o emulsion. Si se administra disuelto estara plenamente disponible

para ser absorbido.

Obtencion de la prueba final de eficacia en ensayos clinicos

Como se explicara mas adelante.
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4.2.1. Vehiculos

El vehiculo mas comun en los colutorios actualmente es el agua, junto con el
glicerol o propilenglicol como coadyuvantes (Fauli 1993). Se emplean en las
formulaciones para diluir el compuesto total hasta un volumen o peso

determinado.

Los factores generales que rigen la liberacién y el aclaramiento de los
agentes en boca son la solubilidad, la unién idénica, el pH y la estabilidad (Cummins

1997):

Solubilidad

En presentaciones de productos donde el tiempo de aplicacion es corto, la
liberacion del agente desde el vehiculo se favorece generalmente si el agente esta
en forma soluble. Por ejemplo, la sal digluconato de clorhexidina se utiliza en
enjuague debido a su alta solubilidad en agua. Del mismo modo, el triclosan, que es
poco soluble en medio acuoso, se solubiliza en el ingrediente que da sabor o en el
surfactante del dentifrico.

Las disoluciones de mayor interés en tecnologia farmacéutica son las de

solidos en liquidos, dado que en la elaboracion de estas formulaciones liquidas, la
etapa de disoluciéon de algunos componentes puede ser determinante para la
obtencion de una formulacién 6ptima.
Como ejemplo, uno de los recursos para solubilizar solutos escasamente solubles
en agua es la adicion de agentes tensoactivos, los cuales son sustancias antifilicas,
es decir, presentan en su estructura una parte lipdfila y otra hidréfila, de manera
que al introducir un agente tensoactivo en un medio acuoso, sus moléculas se
orientan de forma que permite a un soluto poco hidrosoluble unirse a la zona
apolar del tensoactivo, aumentando asi su solubilidad en agua.

A este respecto, la clorhexidina es el antiséptico mas efectivo del grupo de
las biguanidas. Es importante considerar que se trata de una base fuerte muy poco
soluble en agua, por lo que en la practica clinica se utiliza como digluconato, ya que
es la sal que presenta mayor solubilidad. El digluconato de clorhexidina se

comercializa como materia prima en solucién acuosa al 20%. A partir de esta
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concentracion se elaboran todas las diluciones utilizadas como antisépticos tanto

para especialidades farmacéuticas como para férmulas magistrales (SEFH 2013).

Unidn iénica
Los agentes cargados eléctricamente, como los iones metdlicos, los
compuestos de amonio cuaternario y la clorhexidina, se unen a sus sitios

receptores mediante fuertes interacciones idnicas.

pH

Ya que el pH del vehiculo de liberacion rige el estado de ionizacion del
agente y en menor extension del sitio de recepcion expuesto al vehiculo, el pH es
critico para la maximizacidn de la retencion y liberacidn del agente. Es habitual que
se utilicen agentes estabilizantes de pH, puesto que se aconseja que la formulacién
esté lo mas cerca posible de la neutralidad: 6,5 a 7. Para la clorhexidina, tanto un
pH bajo como la presencia de iones metalicos como el calcio, reducen la retencién y

por tanto, la eficacia clinica del agente.

Estabilidad

Es necesaria, por ultimo, una estabilidad intrinseca del agente en si mismo,
asi como dentro de la formulacién, de forma que una vez liberado a la boca, los
procesos enzimaticos salivales o bacterianos no conlleven su desactivacion y
consecuente pérdida de actividad clinica. Los agentes antiplaca organicos, como la

clorhexidina o el triclosan, son muy estables a la degradacién enzimatica.

4.2.2. Liberacion

Existen dos fases secuenciales respecto a la retencion de un agente en la
boca: liberacidn desde el vehiculo a la saliva (liberacién supragingival) o al fluido
crevicular gingival (liberacion subgingival) y la subsiguiente canalizacidn hacia las
areas receptoras orales. Ambas fases se rigen por cinéticas de primer orden, en las
cuales, la retencidn del agente esta dirigida por su concentracion.

La retencion y distribucién inicial de un agente en la cavidad oral viene

determinada por dos factores: la fuerza de unidn del agente a su variedad de sitios
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receptores y el ratio de formacion de estas interacciones de union entre agentes y
receptores (Cummins 1997).

Las formas de union al receptor oral consisten, generalmente, en moléculas
de alto peso molecular, proteinas de unién, mientras que en saliva y fluido
crevicular pueden existir moléculas de bajo peso molecular (Cummins y Creeth

1992).

Los agentes antimicrobianos efectivos clinicamente parecen liberarse a
multiples localizaciones en la cavidad oral, siendo retenidos en la placa
supragingival, la pelicula dentaria y los tejidos blandos orales. Dependiendo del
modo de accion especifico, pueden ser sitios de accidn bioldgica o reservorios del
agente. Los tejidos blandos orales son, probablemente, los sitios de mayor
retencidn, pero posiblemente no desempeifien un papel directo significativo en la
accion antimicrobiana. Una gran cantidad de datos sugiere que la saliva es el
principal sitio de accién de los agentes antimicrobianos; sin embargo, también
existen datos que otorgan esa importancia respecto al sitio de mayor actividad del

agente, a la placa o a la pelicula dentaria (Cummins 1997).

4.2.3. Aclaramiento

El aclaramiento de un agente en la boca esta también controlado por dos
factores: la fuerza de union del agente a los receptores y el ratio de liberacion de
ese agente desde los sitios receptores. Por tanto, el aclaramiento se relaciona
directamente con el equilibrio entre saliva y agente unido al receptor (supra o
subgingival). En este equilibrio influye de una manera importante la composiciéon y

el flujo salival (Cummins y Creeth 1992).

4.2.4. Requerimientos de la forma farmacéutica

Los requerimientos propuestos para una forma farmacéutica con el
proposito de beneficiar la salud periodontal son seis (Cummins y Creeth 1992).
= Debe proporcionar un entorno estable para el agente desde el punto de

vista fisico, quimico y microbiologico.
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= La formulacion debe realizarse cuidadosamente para asegurar una 6ptima
liberacion y biodisponibilidad del agente desde el vehiculo al sitio de accion
durante su uso.

= Deberia ser confortable para el paciente.

= Su uso no deberia producir efectos adversos, como tincidn, irritacion
mucosa o descamacidn, ni inducir cambios patogénicos en la flora oral.

= Debe cumplir los requerimientos de la legislacién vigente asi como las
recomendaciones de las organizaciones profesionales.

=  Por altimo, debe ofrecer una relacién coste-beneficio favorable.

4.2.5. Tipos de forma farmacéutica

Las formas farmacéuticas para liberacion supragingival son: pasta,
colutorio, gel, spray, chicle, tableta, hilo dental, barniz e irrigador. De ellas, el
colutorio es la forma de dosificacion mas simple. Generalmente, esta presentacion
farmacéutica consta de una base de agua o de agua y alcohol, junto con
humectantes, surfactantes e ingredientes de sabor. Una gran parte de agentes son
compatibles con este vehiculo, aunque no lo son los compuestos estafiosos por su
alta susceptibilidad a la inactivacion por hidrolisis. Normalmente se aplican por

periodos cortos de tiempo, entre 30 y 60 segundos.

Los agentes para el control de placa subgingival o para modular la respuesta
de los tejidos periodontales en lesiones establecidas, pueden aplicarse de forma
sistémica mediante capsulas o tabletas o de forma local mediante irrigadores o

fibras subgingivales.

Segun la literatura cientifica reciente revisada, los enjuagues bucales logran
consistentemente mejores resultados, en general, que los dentifricos, mientras que
también hay que sefalar que la combinacién de un dentifrico y un enjuague no se
ha podido evaluar adecuadamente. Esto es debido al nimero limitado de estudios
disponibles, ya que ninguna de las revisiones sistematicas disponibles ha analizado
una amplia variedad de agentes. La mayoria de dichas publicaciones acaban

centrandose en un agente especifico o un grupo limitado de agentes. Sin embargo,
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el formato ideal para la administracion de una formulacion parece ser el dentifrico,
ya que su uso es comun en la poblacion junto con el cepillado de dientes,

reduciendo el coste afiadido de la utilizacion de otro agente (Serrano y cols. 2015).

4.3. Evaluacion de los productos quimicos de higiene oral

La comunidad cientifica, los profesionales y algunas agencias de gobierno
han sentado los principios para el disefio de estudios necesarios para evaluar

productos orales preventivos y terapéuticos (Addy y Moran 1997b).

Respecto a la evaluacidn cientifica, uno de los primeros estudios cruzados a
doble ciego de una droga para uso dental se publicé en 1960 (Cooke y Armitage
1960), teniendo en cuenta que la primera referencia a un enjuague oral, como
practica formal para el tratamiento de enfermedades de la encia, se remonta a la
medicina china de los afios 2700 a.C. Sin embargo, no fue hasta 1530, en Alemania,
cuando se publicé el primer trabajo impreso dedicado en exclusiva a la terapéutica
dental. Recomendaba realizar enjuagues orales tras las comidas para eliminar
cualquier adherencia a los dientes que pudiese destruirlos y producir mal olor

(Fischman 1997).

Las formulaciones, en muchos casos, son posibilidades légicas en su
concepcion pero podrian carecer de actividad bioldgica. Algunas formulaciones
utilizadas en la primera mitad del siglo pasado tenian potencial para causar dafio
local o toxicidad sistémica (Addy y Moran 1997b). El control de la formulacién y la
evaluacion cientifica de su eficacia son cuestiones relativamente recientes. La
legislacion médica en muchos paises demanda una amplia documentacién
toxicologica acerca de los ingredientes utilizados en los productos de higiene oral,

generandose listas de ingredientes aprobados que son revisados continuamente.

Ningun protocolo puede contestar todas las cuestiones relativas a la eficacia
de un agente o formulacidn. De la misma forma, seria imposible aplicar algunos de
los métodos recomendados a todos los agentes disponibles o, mas en particular, al

enorme numero de formulaciones disponibles. La evaluacidén es necesario que sea
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un proceso paso a paso, del cual se espera que proporcione una gran cantidad de

datos que apoyen la eficacia del producto final para uso publico.

Los métodos de evaluacion incluyen métodos in vitro e in vivo (Addy y
Moran 1997b). Se han utilizado modelos animales pero, excepto para evaluacion
toxicologica, pueden ser cuestionados por motivos éticos y cientificos, por lo que

no se consideraran en adelante.

El disefio de protocolos para evaluar agentes y productos quimicos de

higiene oral ha sido desarrollado, en algun grado, atendiendo a su modo de accidn.

4.3.1. Métodos in vitro

La naturaleza dinamica de la boca y los numerosos factores endogenos y
exdgenos pueden afectar al uso y a la accion de los productos de higiene oral. Por
tanto, estas variables no pueden ser imitadas in vitro. Sin embargo, cuando se
interpretan con cuidado, los datos in vitro pueden proporcionar informacién util,

de apoyo o explicatoria respecto a los agentes de higiene oral y sus formulaciones.

Test (o pruebas) antimicrobianos

Las propiedades antimicrobianas de agentes especificos pueden
determinarse a través de la medicion de la concentracién minima inhibitoria y de
curvas de crecimiento o supervivencia usando cepas bacterianas o aislamientos
frescos. Se pueden determinar los perfiles antibacterianos para un agente en
particular o una familia de agentes contra un rango de microorganismos orales
relevantes y estos datos usarse para interpretar hallazgos de formulaciones que
contengan los mismos agentes (Moran y Addy 1984). Generalmente, los test
antimicrobianos para productos o formulaciones utilizan la dilucién maxima
inhibitoria de la formulacién contra organismos test (Moran y cols. 1988).
Combinando los datos de concentracion minima inhibitoria y dilucién maxima
inhibitoria se puede determinar la biodisponibilidad proporcional del ingrediente

activo para algunos agentes y formulaciones.

70



Introduccion

Estudios sobre bacterias aisladas

La actividad in vitro de los diversos agentes se puede valorar con los

siguientes métodos (Organizacion Mundial de Sanidad Animal 2012):

= Difusion en agar (disco-placa):

Sobre el medio de cultivo incluido en una placa de Petri con un in6culo
bacteriano estandarizado se coloca un disco de antimicrobiano de una
concentracion determinada. Seguin el didmetro del halo de inhibicién medido en
milimetros y de acuerdo con parametros previamente establecidos, se obtiene una
zona de inhibicion del crecimiento que es proporcional a la sensibilidad de la
bacteria frente al antimicrobiano presente en el disco.

Cuando su concentracion llega a ser tan diluida que no logra inhibir el
crecimiento de la bacteria ensayada, termina la zona de inhibicion. El diametro de
esta zona de inhibicion alrededor del disco antimicrobiano se corresponde con la
concentracion minima inhibitoria (CMI) para esa combinacidn concreta de bacteria
y antimicrobiano. En otras palabras, la zona de inhibicién se correlaciona de modo
inversamente proporcional con el valor de la CMI para la bacteria ensayada. En
general, cuanto mayor es la zona de inhibicion, menor es la concentracion del
antimicrobiano que se requiere para inhibir el crecimiento de los

microorganismos.

* Dilucién en medio liquido y en medio sélido:

La finalidad de estos métodos es determinar la concentracion mas baja del
antimicrobiano ensayado que es capaz de inhibir el crecimiento de la bacteria
analizada. Los métodos para determinar la sensibilidad a los antimicrobianos que
se basan en diluciones parecen ser mas reproducibles y faciles de cuantificar que

los basados en difusion.
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= Dilucién en caldo:

Puede hacerse en forma de macrodiluciéon o microdilucién. Se emplea un
indculo bacteriano estandarizado y diluciones dobles progresivas del
antimicrobiano. Tras la incubacidn se hacen subcultivos en placas y de esta forma
se calculan las CMI (concentracion minima inhibitoria ) y CMB (concentraciéon
minima bactericida) en relacion a un control sin antimicrobiano.

El método se puede realizar tanto en tubos con un contenido minimo de 2 ml
(macrodilucién) como en volumenes mas pequefios, utilizando placas de

microtitulacion (microdilucion).

Debido a que en la actualidad la mayor parte de las pruebas para
antimicrobianos mediante microdilucion en medio liquido se preparan
comercialmente, este método es menos flexible que el basado en la dilucién en
medio sélido o en la difusiéon en disco en cuanto a su capacidad para admitir

cambios necesarios derivados del programa de control y seguimiento.

= Dilucién en medio sélido agar:

Se inoculan varias cepas bacterianas definidas en un medio solidificado con
agar contenido en placas que incorporan concentraciones dobles progresivas de
antimicrobiano y una testigo sin antimicrobiano. Tras la incubacién pertinente se

determinara la CMI de acuerdo con los criterios ya expuestos.

Los test de contacto in vitro se han utilizado para evaluar diferentes agentes
antimicrobianos (Goldenheim 1993, D'Arcangelo y Varvara 1998). Se ha
desarrollado una modificacion, el test de letalidad en intervalo corto con el fin de
evaluar la eficacia in vitro de agentes activos y diferentes formulaciones. Se trata de
una modificacion de los test de contacto estdndar que han sido utilizados para
determinar los tiempos de letalidad de antimicrobianos. Esta modificacion surge
debido a que el tiempo de contacto debe ser mas corto para un antimicrobiano
utilizado como colutorio, ya que el tiempo de contacto usual de estos productos en

la cavidad oral es alrededor de 1 minuto (Herreray cols. 2003).
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= Actividad bactericida del suero (ABS):

Sirve para determinar la eficacia de un tratamiento antimicrobiano en
procesos graves. El método es muy similar al de las macrodiluciones empleando un
indculo bacteriano estandarizado y diluciones de suero; se calcula la concentraciéon

inhibitoria y bactericida del mismo.

Estudios sobre bacterias en biofilm

Tradicionalmente, el recuento de bacterias en placas de agar ha sido el
meétodo in vitro de eleccion para la determinacidn de la viabilidad bacteriana. Este
método tiene limitaciones claras, como los tiempos relativamente largos
necesarios para el crecimiento de la colonia o las diferencias en el medio de
crecimiento utilizado, entre otras (Breeuwer y Abee 2000). El uso de métodos
morfologicos, como la microscopia confocal laser, es ttil para evaluar la estructura
y fisiologia de biofilms, pero no permite la evaluacion de los cambios en la
viabilidad bacteriana cuando los biofilms estdn expuestos a compuestos
antisépticos (Takenaka y cols. 2008). Los métodos moleculares independientes de
los cultivos para la identificacidon y cuantificacion de las bacterias orales se han
desarrollado ampliamente durante los ultimos afios, pero todavia no son muy
utilizados en los laboratorios de rutina, debido a la persistencia relativamente
elevada del ADN después de la muerte celular, entre un dia y 3 semanas, lo que
puede sobrestimar el nimero de células vivas después de un tratamiento
antiséptico (Josephson y cols. 1993). Una posible alternativa es el método de
bioluminiscencia trifosfato de adenosina (ATP), que ha sido utilizado como un
ensayo cuantitativo para evaluar bacterias viables en diferentes muestras
bioldgicas, asi como en la placa dental (Chen y Cushion 1994, Arakawa y cols. 2004,
Pan y cols. 2010). Este método se basa en la actividad de la ATP de los nucleo6tidos
como un elemento clave en el intercambio de energia de todos los sistemas
bioldgicos. E1 ATP esta presente en todas las células metabolicamente activas, ya
que vincula los procesos catabdlicos y anabdlicos. Cuando se lisan las células, el
ATP liberado se puede medir por bioluminiscencia. Con esta técnica se logra una

evaluacion cuantitativa rapida de las bacterias viables en muestras de biofilm,
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pudiéndose probar la eficacia de los enjuagues bucales antisépticos (Sanchez y
cols. 2013). Varios estudios han intentado estudiar, a través de distintos métodos,
el efecto de los enjuagues bucales en biofilms in vitro (Zaura-Arite y cols. 2001,
Shapiro y cols. 2002, Hope y Wilson 2004, Takenaka y cols. 2008, Sliepen y cols.
2010). Existen, por tanto, métodos rapidos tales como la evaluacion directa de
biofilms bajo el microscopio con el uso de la tincién especifica, que son capaces de
discriminar entre las bacterias vivas y muertas, pero que no proporcionan
suficiente especificidad o sensibilidad. Por el contrario, los métodos basados en
cultivos pueden ser muy especificos, pero son lentos, requieren limites de
deteccion mas altos y dependen en gran medida de las habilidades técnicas del
operador. En este contexto, se desarrollan metodologias que demuestran no sélo
una alta sensibilidad y especificidad, sino también una velocidad suficiente para la
deteccidon de eficacia antimicrobiana cuando se utiliza un agente antibacteriano
bien conocido. Tales técnicas engloban los procedimientos de diagndstico
microbiolégico con técnicas basadas en los acidos nucleicos, como la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR), los cuales han sido ampliamente empleados para la
identificacién y cuantificacidn de las bacterias orales (Sanz y cols. 2004, Boutaga y
cols. 2007, Boutaga y cols. 2006), pero no generalmente utilizados para evaluar la
eficacia antimicrobiana, puesto que el ADN bacteriano puede persistir en el
ambiente por mucho tiempo después de la muerte celular y, por lo tanto, el
diagnostico basado en el ADN puede sobreestimar el nimero de bacterias vivas
después de un tratamiento antimicrobiano, como se sefialé anteriormente (Nocker
y cols. 2006, Sanchez y cols. 2014). Para superar este problema, se han
desarrollado métodos basados en el uso de tinciones, tales como monoazida de
propidio (PMA). Este compuesto es impermeable a las membranas celulares
intactas, y por lo tanto, solo puede reaccionar con el ADN en las células que estan
muertas o con la integridad de su membrana comprometida. Se trata de aplicar la
capacidad de estos colorantes para detectar integridad de la membrana celular, y
por lo tanto distinguir entre células viables e irreversiblemente dafiadas (Nocker y
Camper 2009, Nocker y cols. 2007). Este compuesto (PMA) es capaz de localizarse
en el interior de las células muertas, e intercalarse en el ADN cuando se expone a la
luz, pero no es posible su ubicacion en el interior de células vivas para reaccionar

con el ADN de dichas células vivas. Por lo tanto, en las mezclas tratadas con
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monoazida de propidio en células vivas y muertas, el ADN de las células muertas
no puede ser amplificado en la PCR (Nocker y cols. 2006), es decir, solo es capaz de
detectar bacterias vivas. Los resultados que aportan estudios realizados con esta
técnica estan de acuerdo con aquellos que demuestran que el nimero de bacterias
viables se reduce con el envejecimiento del biofilm (Sanchez y cols. 2014).

Un biofilm inmaduro alberga aproximadamente el 80% de células
bacterianas vivas, mientras que uno maduro presenta aproximadamente el 50%

(Branda y cols. 2005).

Las bacterias en el medio oral crecen en forma sésil, presentando con esta
forma una mayor resistencia a los antimicrobianos. De esta manera, los resultados
obtenidos de modelos artificiales de biofilms orales se asemejan mas a la realidad
que los procedentes de modelos sobre bacterias aisladas (Xu y cols. 2000, Shapiro
y cols. 2002, Haffajee y cols. 2003). Se han publicado estudios que demuestran la
capacidad de los aceites esenciales y de la clorhexidina para penetrar en el biofilm
y producir una accién bactericida (Netuschil y cols. 1995, Pan y cols. 2000,
Arweiler y cols. 2003, Shapiro y cols. 2002, Ouhayoun 2003). Se ha observado que
la supervivencia bacteriana después de distintos tratamientos antimicrobianos es
mucho menor cuando las bacterias se cultivan en su forma plancténica que cuando
se realiza sobre biofilms (Zaura-Arite y cols. 2001, Davies 2003, Sedlacek y Walker
2007, Filoche y cols. 2010, Bridier y cols. 2011, Sanchez y cols. 2013, Blanc y cols.
2014).

En el desarrollo y validacion de modelos de biofilm de laboratorio (Pan y
cols. 2004, Guggenheim y cols. 2001, Filoche y cols. 2010) deben considerarse
varios criterios, como pelicula salival; indculo bacteriano; nutrientes especificos;
pH; temperatura; potencial redox o sustantividad de agentes activos, entre otros

(Pany cols. 2004, Guggenheim y cols. 2001, Filoche y cols. 2010, Pan y cols. 2010).

La dificultad que existe en el estudio de las bacterias orales esta
relacionada, entre otras consideraciones, con el gran niimero de interacciones que
tienen lugar entre dichas bacterias y la complejidad técnica para el analisis de los

procesos internos del biofilm. Se han desarrollado, por tanto, sistemas in vitro -
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modelos de laboratorio-, en los que se simula el ambiente oral (Tang y cols. 2003,
Blanc y cols. 2014). Una amplia variedad de técnicas de analisis molecular y de
microscopia se utilizan para estudiar las condiciones bioquimicas y
microbiolégicas presentes durante la formaciéon y maduracion de biofilms orales.
Estos sistemas han utilizado principalmente placa subgingival dispersa o una
seleccidn de bacterias subgingivales o supragingivales especificas en ensayos con
placa de microtitulacion -multiples pocillos que se utilizan como pequefios tubos
de ensayo-, o también el sistema fermentador de profundidad constante
(Guggenheim y cols. 2001, Foster y Kolenbrander 2004, Sedlacek y Walker 2007).
Con el fin de describir la estructura, la viabilidad y la cinética de bacterias dentro
del biofilm oral, se han desarrollado modelos in vitro utilizando especies
bacterianas de la microbiota subgingival que se cultivan en discos de
hidroxiapatita recubiertos por saliva durante 72 horas y expuestos por inmersion
durante un minuto al antimicrobiano evaluado (Sanchez y cols. 2011, Sanchez y
cols. 2013). Debido a que estos modelos desarrollados en placas de microtitulaciéon
no contemplan la dinamica de fluidos encontrada in vivo y ademas carecen de
algunos nutrientes esenciales y condiciones fisico-quimicas, como pH y potencial
redox, que tienen lugar en la cavidad oral, se han investigado otros modelos de
biofilm in vitro que reproducen con mayor precision las complejas condiciones del
entorno oral (Blanc y cols. 2014). Basado en un modelo de colonizacién espacio-
temporal, algunos autores han trabajado con especies multiples en sus modelos
(Foster y Kolenbrander 2004, Wei y cols. 2006, Helmerhorst y cols. 1999, Corbin y
cols. 2011). El objetivo de utilizar un modelo de flujo (Blanc y cols. 2014) es
simular las condiciones que las bacterias normalmente encuentran en el entorno
oral, como pH, temperatura, atmosfera y flujo, ya que dichos biofilms estan
expuestos en boca a un constante flujo de saliva, asi como de fluido crevicular
gingival, lo que determina las propiedades fisiolégicas, de estructura y
composicion del biofilm a través de modificaciones en la expresién genética
bacteriana cuando se someten a diversas condiciones. Los modelos estaticos no
son capaces de simular estas condiciones. De hecho, varios estudios han
demostrado que la estructura y propiedades del biofilm son diferentes
dependiendo si se formaron bajo condiciones estaticas o de flujo (Vaughan, Jr. y

cols. 2010, Drescher y cols. 2011).
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A través del conocimiento de las caracteristicas y etapas de desarrollo de los
biofilms se posibilita la busqueda de enfoques novedosos para el tratamiento y
prevencidn, tanto en el ambito médico como el industrial. Otras terapias
potenciales incluyen enzimas que disuelvan los polimeros de la matriz, reacciones
quimicas que bloqueen la sintesis de la matriz del biofilm y el empleo de analogos
de proteinas y péptidos sefializadores que interfieran con la comunicacién célula-

célula, indispensables para la formacion de un biofilm (Stewart y Costerton 2001).

En cuanto a establecer la eficacia de los agentes in vivo, los datos
antimicrobianos in vitro de productos que contienen los mismos agentes pueden
proporcionar una prediccion limitada de la actividad in vivo. Por ejemplo, los iones
metalicos parecen aumentar la actividad de algunos antisépticos (Giertsen y cols.
1987) mientras que las proteinas y la saliva reducen su actividad (Hjeljord y cols.
1973, Roberts y Addy 1981). Sin embargo, en principio, los tests antimicrobianos
in vitro son malos predictores de actividad in vivo, particularmente respecto a la
inhibiciéon de placa (Gjermo y cols. 1970, Gjermo y cols. 1973). Esta deficitaria
correlacion entre accidn in vitro y efecto in vivo surge debido a que las pruebas de
laboratorio no pueden medir la persistencia de accion de un agente
antimicrobiano, llamada sustantividad. Esta propiedad parece ser crucial para que
un agente sea efectivo. De todas formas, es importante lograr optimizar
metodologias para evaluar y cuantificar las comunidades microbianas, asi como
para estudiar el impacto en estos biofilms de las diferentes estrategias
antimicrobianas preventivas y terapéuticas, tanto mecanicas como farmacologicas
(Claydon 2008, Teles y Teles 2009, Barnett 2006, Gunsolley 2010). Con este
objetivo y dirigidos principalmente al control quimico de la placa, se han
desarrollado modelos de biofilm in vitro (Guggenheim y cols. 2001, Shapiro y cols.
2002, Hope y Wilson 2006, Walker y Sedlacek 2007, Sanchez y cols. 2011). Estas
investigaciones han demostrado que la eficacia de los agentes antimicrobianos se
reduce por las propiedades fisicas y bioldgicas bien establecidas de los biofilms
orales maduros. De hecho, cuando los mismos agentes se prueban con las mismas
células bacterianas en crecimiento plancténico, han demostrado una mayor

actividad antimicrobiana (Filoche y cols. 2010, Fine y cols. 2001, Davies 2003).
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Las perspectivas de futuro en la investigacion de la sensibilidad/resistencia
a los antimicrobianos tienen en cuenta el constante desarrollo de los métodos que
utilizan la gendmica comparativa, pruebas genéticas, micromatrices, técnicas de
amplificacion de acido nucleico (PCR) y de secuenciacion del ADN, ya que ofrecen
la promesa de un aumento de la sensibilidad, especificidad y velocidad en la

deteccidn de genes de resistencia especifica conocidos (Perreten y cols. 2005).

4.3.2. Métodos in vivo

Una vez que un determinado agente muestra su eficacia en los estudios in
vitro, se pone a prueba para observar su efectividad en modelos de estudio in vivo
con el fin de analizar las posibles interacciones del producto con el medio bucal

(con la saliva, con otros productos utilizados en la higiene oral).

Estudios de retencion oral

Los niveles de agente antimicrobiano en placa y en saliva pueden medirse
como indicadores de la retencion oral (Bonesvoll y cols. 1974). Sin embargo, hay
que interpretarlo con precaucion, ya que la retencién es solo un aspecto de la
sustantividad y no necesariamente sinonimo de actividad.

La manera de analizar quimicamente la retencién en las expectoraciones es
calculando la diferencia entre la dosis inicial y la dosis que retorna en la
expectoracion, deduciéndose lo que ha quedado en boca restando de la dosis
original. Esta forma de calcular la retencién de un agente no aporta datos sobre la
diferencia entre la absorcion y la adsorcién del producto ni determina cuanto se ha
tragado. Para intentar mejorar este calculo de retencion de un agente se disefiaron,
por ejemplo, estudios con clorhexidina radiomarcada.

Dichos estudios de retencion oral con clorhexidina radiomarcada
(Bonesvoll y cols. 1974) indican una retencion oral inicial del 30% del antiséptico
con una dosis de 20 mg. Los niveles salivales de clorhexidina demostraron persistir
durante varias horas, considerandose que representaba una liberacion lenta del

antiséptico. Sin embargo, la idea de que una liberacidon lenta de los agentes
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antimicrobianos proporciona un ambiente bacteriostatico en saliva (Gjermo y cols.

1974) parece no del todo logica ya que parte del agente se perderia tragando.

En la mayoria de las series publicadas, la determinacién de la actividad
antimicrobiana de clorhexidina en la saliva se llevd a cabo mediante técnicas
microbiolégicas de cultivo en placa (Moran y cols. 1992, Jenkins y cols. 1994c,

Elworthy y cols. 1996, Balbuena y cols. 1998, Tomas y cols. 2008).

Sin embargo, algunos autores han cuestionado la fiabilidad de estos
métodos y, como alternativa, han propuesto el uso de métodos basados en
fluorescencia, es decir, que utilizan fluorocromos especificos para marcar bacterias

vivas y muertas (Weiger y cols. 1998).

Los primeros estudios que evaluaban la clorhexidina como un agente
antimicrobiano establecieron la importancia de la persistencia de accion de dichos
agentes en la boca para interferir con la formacion de placa (Roberts y Addy 1981,
Schiott y cols. 1970). La clorhexidina ha demostrado, no solamente retencidn, sino
lo que es mas importante, persistencia de accién en boca medida durante horas
(Schiott y cols. 1970). Esta persistencia de acciéon se deriva, al menos para
antisépticos cationicos, de la adsorcion a superficies orales sin pérdida de accién

antimicrobiana.

Después de un enjuague con clorhexidina, la saliva ejerce una accidon
antimicrobiana durante solo una a dos horas (Addy y Wright 1978), aunque la
supresion de bacterias salivales persiste hasta 14 horas (Schiott y cols. 1970). Esto
indica que la supresion de la multiplicaciéon de bacterias sobre las superficies
orales persiste, ya que la saliva no tiene su propia flora natural, sino que deriva de

las superficies mucosas que forman parte de la boca.

Test antimicrobianos in vivo

El método incluye voluntarios que reciben un unico enjuague por la

mafiana, con recuentos bacterianos salivales tomados inmediatamente antes del
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enjuague y en determinados periodos de tiempo a lo largo del dia tras el enjuague.
Mediante este método, se pueden evaluar multiples agentes, generalmente en un
disefio cruzado (Elworthy y cols. 1996, Addy y Moran 1997b). Para evaluar agentes
antimicrobianos, la medida de la magnitud y duraciéon en la disminuciéon de
bacterias salivales que se produce mediante una unica exposicion al producto es
un elemento util de prediccidon de sustantividad (Schiott y cols. 1970). A esto se
puede afiadir que los datos son utiles para predecir la inhibicion de placa: los
agentes que muestran la mayor y mas duradera supresion de bacterias salivales
son generalmente los mas efectivos (Roberts y Addy 1981).

Durante las ultimas décadas, el recuento de bacterias salivales ha sido un
método aceptado por la comunidad cientifica para investigar el efecto
antibacteriano in vivo de la clorhexidina (Addy y Moran 1997b, Pitten y Kramer

1999, Sekino y cols. 2003, Cousido y cols. 2010).

Estudios de placa experimental

Los estudios de crecimiento de placa a corto plazo se utilizan mas
comunmente para seleccionar productos de higiene oral. El disefio del estudio
generalmente utiliza la medida de crecimiento de placa bajo la influencia de un
agente test como unico método de control de placa, desde un punto de partida de
placa cero. El método fue originalmente utilizado para colutorios (Loe y Schiott
1970), pero también se puede usar con dentifricos transformandolos en una
textura denominada “slurry” o “compuesto acuoso”. Los periodos de estudio tienen
un rango de 16 horas a varios dias (Addy y cols. 1983, Harrap 1974). Son disefios
generalmente cruzados, por tanto permiten poner a prueba multiples productos.
Es necesario que se den consideraciones sobre la duraciéon del periodo de
aclaramiento debido al potencial remanente de algunos agentes como la
clorhexidina (Newcombe y cols. 1995), aunque equilibrar en la aleatorizacion el
orden de uso puede ayudar a evitar los efectos acumulados de usos previos de
otros productos (Newcombe 1992). En vista del corto periodo de tiempo de estos
estudios, es posible generalmente monitorizar la dosis para asegurar un

cumplimiento perfecto.
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Estudios de gingivitis experimental

Los estudios de gingivitis experimental (Loe y Schiott 1970) se derivan de
una modificacion del protocolo de Loe y cols. (Loe y cols. 1965) utilizado para
demostrar la relacidn causal entre placa y gingivitis. El método se us6 primero para
demostrar las propiedades reductoras de placa de la clorhexidina (Loe y Schiott
1970). En dicha modificacién, los periodos de estudio generalmente se extienden
de 12 a 28 dias, y se registra el desarrollo de placa y también de gingivitis desde
cero o cerca de cero al inicio respectivamente, bajo la influencia de un agente a
prueba (Wennstrom 1988). Los estudios pueden ser paralelos o cruzados en
cuanto a su disefio. Se requieren largos periodos de aclaramiento para evitar la
gingivitis remanente. En este tipo de estudios no es posible una supervision total

debido a los fines de semana.

Estudios de uso en casa. Principios de su diseiio

Muchos, si no todos los productos de higiene oral, se usan de manera
conjunta con el cepillado. Los estudios de uso en casa pueden variar en cuanto a
duracion desde unos pocos dias (Clerehugh y cols. 1989), semanas (Moran y Addy
1991) o varios meses (Johansen y cols. 1975). Los estudios a mas largo plazo se
disefian en paralelo invariablemente y tanto la duraciéon del estudio como los
parametros medidos generalmente dependen de la fase de evaluacidn del producto
y del nimero de formulaciones a prueba.

Sin embargo, en el presente, para cualquier producto, las pautas que se
imponen finalmente son que la eficacia contra placa y gingivitis y, mas
particularmente, la seguridad en el uso deberian derivar de estudios de uso en casa
a seis meses. Estos estudios a largo plazo, en concreto de nuevos agentes o
compuestos, generalmente determinan los efectos secundarios locales y cualquier
cambio en la ecologia microbiana oral. Todos ellos obligan a aumentar los costes
en personal, materiales y complejidad del estudio. Dicha complejidad lleva consigo
la existencia de una serie de variables que influyen en el resultado de los estudios

de uso en casa (Addy y Moran 1997b) y que se explican a continuacion.
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a. Disefio del estudio

Todos los estudios que evaliuan la eficacia de un agente, formulacién o
producto deberian conformarse segun principios cientificos. Es importante que
antes de comenzar la investigacion, el estudio tenga un disefio apropiado, para lo
cual la pregunta a la que debe contestar el estudio deberia anticiparse y de esta
forma ayudar a determinar el disefio (Chilton y Fleiss 1986). Concretamente, en los
ensayos que analizan productos quimicos de higiene oral, deberia considerarse de
antemano cémo va a ser utilizado el agente: estrictamente controlado, su uso

ordinario, si va a ser aplicado por el profesional o por el sujeto.

La estratificacion tiende a incrementar la eficiencia del estudio y
proporciona mas informacion sobre la eficacia del agente. Los sujetos deberian
estratificarse por edad, sexo y niveles basales de placa y gingivitis. Los
examinadores deberian calibrarse para reducir el error intra-examinador. La
duracion de estos estudios deberia ser al menos de 6 meses para dar informacién
relevante en cuanto a efectividad y seguridad (Chilton y Fleiss 1986), aunque son
también posibles estudios de mas corta duracién, que pueden aportar informacion

interesante.

El ensayo clinico ciego, aleatorizado y controlado es la base desde la que
evaluar todas las formulaciones, incluyendo los productos de higiene oral (Chilton
y Fleiss 1986). Los datos epidemiol6gicos pueden proporcionar asociaciones utiles
de variables, por ejemplo, entre placa y severidad de la gingivitis, llevando a los
estudios clinicos a probar la eficacia clinica de una variable particular (Loe y cols.

1965).

Los estudios pueden ser paralelos, por grupos de individuos asignados a
una formulacion particular. La asignacion de los sujetos al producto es
generalmente aleatorizada. Se intenta hacer que los grupos estén equilibrados para
hacer cada grupo lo mas similar posible a los otros. Dicho equilibrio puede
establecerse, tal y como se ha sefialado, con variables como la edad, el sexo, la

higiene oral y el ser o no fumador, entre otras.
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Un disefio alternativo es el estudio cruzado, en el cual todos los sujetos
utilizan todos los agentes que se ponen a prueba durante periodos separados,
generalmente de igual duracion. El orden del uso del producto es aleatorizado,
siendo el sujeto su propio control. Los estudios cruzados, comparado con los
estudios paralelos, tienen considerablemente mayor poder de detectar la
significacion estadistica de las diferencias. Sin embargo, existen limitaciones
logisticas para su uso, particularmente cuando los periodos de estudio son largos o
se esperan resultados terapéuticos duraderos. Los efectos remanentes de un
tratamiento hasta el siguiente es un problema potencial de los disefios cruzados
(Wade y Addy 1992) y los periodos de aclaramiento necesitan ser suficientemente

largos para solventarlo.

En todo caso, para validar el uso de un determinado colutorio de uso
domiciliario seria conveniente realizar ensayos clinicos que sigan criterios
aceptados de manera generalizada, como los propuestos por la Asociacion Dental

Americana, (Council on Dental Therapeutics 1986), es decir:

= La poblacion de estudio debe representar a los usuarios tipicos del
producto.

= El producto de estudio debe ser usado en un régimen normal y comparado
con un control, placebo -control negativo- u otro producto activo si es
posible —control positivo-.

= Debe ser un estudio paralelo o cruzado.

= Los estudios deben tener como minimo, seis meses de duracion.

= Se requieren, por lo menos, dos estudios realizados por investigadores
independientes, que encuentren beneficios significativos en el control de la
placa y/o la gingivitis, para avalar el uso del producto.

= Deben tomarse muestras microbiologicas para estudiar la placa no solo
cuantitativamente, sino también cualitativamente.

= Deben tomarse indices de placa y gingivitis y muestras microbioldgicas al
inicio, a los seis meses y en un periodo intermedio.

= El perfil microbiolégico deberia demostrar que los microorganismos

patégenos u oportunistas no muestran sobrecrecimientos ni resistencias
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durante el estudio, es decir, hay seguridad desde el punto de vista
microbiolégico.

= El perfil toxicolégico de los productos deberia incluir la valoraciéon
carcinogénica y mutagénica.

= Deben comprobarse los posibles efectos secundarios que pudieran surgir.

b. Cumplimiento

Todos los métodos clinicos sufren problemas potenciales de cumplimiento,
y esto solo se puede intentar solventar en este tipo de estudios de uso en casa si se

supervisa la dosis, sin embargo no evita el fracaso en cuanto a dicho cumplimiento.

En lo que respecta al paciente, el fraude en la investigacion médica tiene
caracteristicas especiales, ya que el fallo de la observancia de la prescripcion
aunque, desde luego no constituye un delito, puede influir decisivamente en los

resultados de un ensayo clinico.

El problema de la falta de observancia de la prescripcion induce a exponer
un aspecto de las normas de buena practica clinica que da lugar a un elevado
porcentaje de irregularidades en caso de auditorias o de inspecciones por parte de
las autoridades sanitarias: la supervision de la distribucién de las muestras de un
producto en desarrollo clinico. En primer lugar, el investigador esta obligado a
registrar, con toda exactitud, la prescripcion que efectiia a cada paciente incluido
en un ensayo clinico y, ademas, debe efectuar un recuento de las unidades que éste
debe devolverle una vez terminado el periodo de tratamiento. La finalidad de este
registro estriba, légicamente, en comprobar el grado de cumplimiento de la
prescripcion. Aunque en realidad parece que este método exagera ampliamente el
grado de cumplimiento (Pullar y cols. 1989), sigue siendo exigido porque se trata
del procedimiento mas simple de los disponibles para dicha finalidad, en todo caso
mucho mas simple que afiadir marcadores bioldgicos a las muestras, efectuar
determinaciones de niveles plasmaticos o utilizar dispensadores que registran
electronicamente cada abertura de frasco u otro contenedor que el paciente

efectiie. Por otra parte, el investigador debe devolver al promotor todas las
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muestras que no han sido utilizadas; esta medida tiene por objeto asegurar que los
productos en fase de desarrollo clinico sean administrados exclusivamente a

pacientes incluidos en ensayos clinicos.

c. Tamaiio muestral

En el disefio de un ensayo clinico, los tamafios de la muestra deberian ser lo
suficientemente grandes como para detectar diferencias estadisticamente
significativas si es que existieran. Un gran nimero de sujetos, es decir, un gran
tamafio muestral, permite generalmente aproximarse a una distribuciéon normal,
dando como resultado el uso de analisis estadisticos paramétricos.

Se plantea también la confusa cuestion de significacion clinica versus
significacidon estadistica. Idealmente, los grupos deberian ser lo suficientemente
numerosos como para demostrar que las diferencias son tanto estadisticamente
como clinicamente significativas. La significacion clinica puede evaluarse como
sigue:

= Eficacia de referencia: lograr un efecto similar al de otros productos
establecidos.

= Eficacia positiva: lograr un efecto similar o mayor que el de la formulaciéon
mas eficaz hasta la fecha.

= Eficacia de enfermedad: lograr un efecto sobre un factor causal que reduzca
una enfermedad o condicidn.

= Eficacia proporcional: lograr una reduccion proporcional previamente

convenida en un parametro comparado con el control.

d. Unidad de andlisis

En el analisis de los efectos de los productos de higiene oral el paciente es la
unidad de andlisis, ya que los dientes individuales situados en la misma boca no
pueden considerarse como una respuesta independiente a un producto de higiene
oral. El analisis de la localizaciéon incrementa en gran medida la posibilidad de
encontrar falsos positivos o errores alfa, ya que los tamafios muestrales estan

efectivamente incrementados por el numero de localizaciones. Ademas, los
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estudios son comparaciones entre formulaciones y/o un control. Las
comparaciones intergrupos son los uUnicos analisis significativos. Los analisis
intragrupo que estudian los cambios desde los datos basales dentro de un grupo de
tratamiento, pueden ser de interés en evaluar el patréon de un cambio, pero no

debe usarse para describir diferencias aparentes entre formulaciones.

e. Controles

Respecto al uso de controles, éstos aseguran que los efectos de la
formulacién son necesariamente debidos a la formulacién a prueba. Una serie de
factores podrian también explicar las mejoras (Addy 1995):

* Una mejoria espontanea en un estado de salud.

= Pérdida del ciego del examinador que predisponga a una preferencia
intencional o no intencional.

= Respuesta al placebo: una mejoria percibida por el paciente.

= El efecto Hawthorne: acciones de mejora del paciente durante el periodo de
observacion del estudio.

= El efecto de otro ingrediente en la formulaciéon igual o mejor que el

supuesto ingrediente activo.

Una serie de factores pueden influenciar la eleccion de controles para
ensayos clinicos sobre productos de higiene oral. Es importante si esta siendo
evaluado un agente o la totalidad de un producto programado para uso publico.
Estas categorias de investigacidon son importantes ya que la evidencia sostiene que
un agente no tiene necesariamente que contar con el grado de eficacia de un
producto que contenga ese agente. Por ejemplo, el triclosan solo tiene una accién
inhibitoria de la placa limitada, pero, junto a otros ingredientes contenidos en

productos comerciales, incrementa su actividad.

Dependiendo de los factores indicados, los siguientes controles pueden

utilizarse en ensayos clinicos solos o en combinacion (Addy 1995):
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= Control placebo: aquel sin actividad alguna esperada contra la condicién
bajo investigacion.

= Control ingrediente activo negativo: aquel que es idéntico al producto en
prueba o formulacidn sin el ingrediente o ingredientes activos.

= Control de referencia: un producto ya en uso por el publico o un agente ya
evaluado.

= Control positivo: una formulacion efectiva aceptada o la formulaciéon mas

efectiva disponible hasta la fecha.

Idealmente, todos los controles deberian tener caracteristicas similares a la
formulacién a prueba, incluyendo color, gusto y consistencia. Esto posibilita el
doble ciego -sujeto y examinador- durante el estudio pero, por una serie de

razones, no siempre es posible.

El placebo puede proporcionar informacion sobre el efecto quimico maximo
de formulaciones en estudios sin cepillado o, por el contrario, en estudios con

cepillado puede ser valioso para evaluar la magnitud del efecto Hawthorne.

Entre los agentes de control de placa, la clorhexidina tiende a considerarse
como control positivo o control de referencia, con el que poder comparar otros
quimicos (Addy 1986). Sin embargo, solo se acepta este hecho respecto a la
clorhexidina en enjuague y, por tanto, solo es valida como control positivo en
estudios de colutorios. Se usa a menudo en estudios clinicos de barrido que
utilizan un control positivo y un control placebo. Esto tiene dos ventajas (Harper y
cols. 1995). En primer lugar, la actividad de la formulaciéon a prueba puede
posicionarse entre los dos extremos de eficacia y en segundo lugar, en estudios
ciegos aleatorizados, los datos de los controles proporcionan informacién sobre si
el estudio esta siendo realizado de manera adecuada, comparando con los

resultados de estudios previos que hayan usado controles similares.
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f. Proteccidn del paciente

El paciente o sujeto debe estar protegido como lo define la Declaracién de
Helsinki, que es una propuesta de principios éticos promulgada por la Asociacién
Médica Mundial cuya finalidad es orientar a los médicos y a otras personas que
realizan investigacion médica en seres humanos. Los protocolos deben revisarse y
acordarse con un comité ético independiente o una junta de analisis institucional y

compilarse de acuerdo con las regulaciones locales (ISCIII 2013).

Por ultimo, respecto a los estudios de uso en casa, sefialar que el numero de
posibles agentes que pueden ser utiles como productos de higiene oral es
considerable y por tanto, el nimero de posibles formulaciones resulta enorme. Por
este motivo, embarcarse en primera instancia en estudios de uso en casa a largo

plazo para todas las formulaciones posibles seria imposible.

La investigacion clinica, por tanto, tiende a ser un proceso paso a paso que
culmina en la evaluacion final de una formulaciéon o producto simple dentro de
protocolos de estudio conformados con las pautas para evaluar productos de
higiene oral. Los estudios in vivo pueden, ademas, utilizarse para demostrar que el
agente conocido es un ingrediente activo tanto en una formulacién nueva como en
una formulacién establecida que contenga el mismo ingrediente. Asi mismo, no se
puede obviar la necesidad de llevar a cabo estudios de uso en casa a largo plazo

con una nueva formulacidn para probar también su seguridad.

5. Resultados de la evaluacion de productos de higiene oral

Como se ha detallado anteriormente, la asociacion entre placa dental y
gingivitis ha sido bien establecida y por tanto, la importancia del control de placa
eficaz se ha enfatizado en el transcurso de los afios (Slots y cols. 1978, Stamm
1986, Tanner y cols. 1996, Theilade y cols. 1966). Hasta la fecha, la eliminacion
mecanica de la placa sigue siendo el medio primario y mas ampliamente aceptado
de mantener una buena higiene oral (Axelsson y Lindhe 1978, Bakdash 1995, Lang

y cols. 1973, Loe 1979). Como coadyuvantes a los métodos mecanicos, los
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productos de higiene oral contienen agentes quimioterapéuticos con una variedad
de mecanismos antimicrobianos beneficiosos y deseables (Axelsson y Lindhe 1987,

DePaolay cols. 1989, Lobene y cols. 1979).

En el mercado global, los productos de higiene oral con objetivos
terapéuticos se han vendido con y sin pautas apropiadas o control para su

seguridad y eficacia.

5.1. Prueba de eficacia

La Federacién Dental Internacional estableci6 en 1999 (FDI Commission.
1999) unas pautas para evaluar la eficacia de las pastas dentales. Proporcionaba
meétodos para evaluar la eficacia de una pasta dentifrica en relacion a la demanda
de prevencidn y control de caries dental, tratamiento de la hipersensibilidad y
otras condiciones orales que afectan a las estructuras de soporte de los dientes

para el mantenimiento de la salud oral (Wu y Savitt 2002).

Las pautas para la evaluacién de los productos quimioterapéuticos sin
receta para el control de la placa y gingivitis ya se habian establecido, como se ha

visto previamente segin la ADA (Council on Dental Therapeutics 1986).

Sin embargo, aparte de dichas pautas o recomendaciones, la FDA (Food and
Drug Administration, Estados Unidos) no ha publicado reglas para la evaluacion y
regulacion de dichos productos. Segin este organismo oficial estadounidense, el
concepto actual de droga es “cualquier articulo propuesto para el uso en el
diagnostico, curacion, mitigacion, tratamiento o prevencion de la enfermedad” o
cualquier articulo “propuesto para afectar a la estructura o alguna funcion del

cuerpo”.

En 1999, la FDA publicé un monografico final sobre los productos y drogas
anticaries que se dispensan sin receta médica (FDI Commission. 1999). Dicho
organismo llegd a percatarse de la fuerte promocion de productos que se

adquieren sin receta con un atributo antiplaca, concepto éste que como se explico
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anteriormente engloba efecto antigingivitis en la nomenclatura americana. Es
decir, todos estos atributos incluian la reducciéon o prevencion de la placa, tartaro,
calculo, pelicula, depositos pegajosos, bacterias en crecimiento, gingivitis, encias
enfermas, inflamadas o hinchadas, piorrea, etc. Se presentaron a la FDA para ser
revisados datos de mas de 45 productos de higiene oral comercializados que
contenian 31 ingredientes activos manufacturados por 22 compafiias. Los
miembros del subcomité también revisaron la literatura actualizada y los datos

pertinentes sobre los ingredientes individuales a prueba.

Tal y como se sefalé con anterioridad, la evidencia de la eficacia de un
producto requiere, segin la ADA (Council on Dental Therapeutics 1986) un
minimo de dos estudios dirigidos por investigadores independientes o grupos de
investigacion. Estos estudios deben seguir las pautas que ya se indicaron
anteriormente, en el apartado en el que se especificaban los principios de disefio
de estudios de uso en casa. En resumen, la duraciéon deberia ser, al menos de 6
meses y se le da preferencia al disefio del estudio aleatorizado doble ciego. Los

métodos de analisis estadistico deberian determinarse antes del estudio.

Debido a que la clorhexidina es considerada como medicamento en Estados
Unidos y por tanto, dispensada con necesidad de receta, no se encuentra incluida
en el monografico final de 1a FDA. A pesar de ello, ya que en Espafia es considerada
la clorhexidina para uso oral un cosmético y, puesto que ademas se trata del
compuesto que se considera el estandar de referencia en colutorio respecto a su
eficacia como reductor de placa en estudios de evaluacion de productos de higiene
oral (Addy 1986), se incluye a continuacion un resumen de las distintas finalidades

de uso en las que la clorhexidina ha demostrado su eficacia.

La clorhexidina, como molécula catidnica, se une a la pared de la célula
bacteriana cargada negativamente y tiene una accién bacteriostatica mediante la
alteracion del balance osmotico de la pared celular, provocando la liberacion de
moléculas de bajo peso molecular (potasio y fésforo). También posee una accién
bactericida a altas concentraciones, ya que provoca la muerte celular por citolisis,

es decir altera la permeabilidad celular bacteriana, de manera que se liberan los
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principales componentes celulares causando la precipitacién de las proteinas
plasmaticas (Puig y cols. 2008). La adhesiéon de clorhexidina a la superficie
dentaria es facilitada por un cepillado previo para dispersar el biofilm dental. Esto
facilita la accion antibacteriana del agente a la vez que reduce sus efectos locales

adversos sobre la superficie dentaria (Zanatta y cols. 2010).

Se encuentran disponibles diferentes concentraciones en el mercado (desde
0.02% a 0.3%). Al contrario que con otras preparaciones, los colutorios permiten
actuar en la cavidad oral entera. El tipo de accion es dosis dependiente: 0.02%-

0.06% bacteriostatico y 0.1%-0.2% bactericida (Puig y cols. 2008).

El uso continuado de un colutorio que contenga clorhexidina no ha sido
asociado a resistencias bacterianas o a la proliferacion excesiva de organismos

oportunistas (Eick y cols. 2011).

Se ha demostrado que el uso de colutorios de clorhexidina a
concentraciones de 0.12% o 0.2% implica una mejora significativa en los indices de
placa (Koljalg y cols. 2002, Gunsolley 2006), en los indices de inflamacion gingival
(Chaves y cols. 1994, Stookey y cols. 2005) y en los indices de sangrado gingival
(Gunsolley 2006, Chaves y cols. 1994). Todos estos indices son considerados

indicadores indirectos de progresion de la enfermedad periodontal.

Dentro de los antimicrobianos, la clorhexidina y los aceites esenciales
parecen tener una validez equivalente para reducir los depoésitos de placa, la
gingivitis y el sangrado gingival (Chaves y cols. 1994, Lang y cols. 1998, Charles y
cols. 2004).

La actividad in vitro de la clorhexidina contra Candida albicans y otras
especies de Candida hace posible recomendar su uso para la prevencién de
candidiasis en las formas leves y moderadas de la enfermedad, especialmente en la
estomatitis subplaca. Su uso también es recomendado para limpiar las protesis

sumergiéndolas en la soluciéon unos minutos (Giuliana y cols. 1999).
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De forma similar, otros sujetos con elevado riesgo de desarrollar
enfermedades estomatologicas o dentales, como los pacientes irradiados de cabeza
y cuello o bajo quimioterapia también pueden beneficiarse del uso de productos
con clorhexidina, ya que la inhibicién de la formacidon de placa puede reducir

moderadamente el riesgo de mucositis y sobreinfecciones (Nashwan 2011).

Varios estudios han puesto su objetivo en determinar la eficacia de la
clorhexidina en reducir la presentacién de una alveolitis tras la extraccion del
tercer molar. Su uso en gel al 0.2% cada 12 horas 7 dias es considerada
actualmente la mejor solucién para la prevencion de esta complicacion comun en

las extracciones dentales (Caso y cols. 2005).

Continuando en el area de implicacién oral, la clorhexidina puede
desempefiar un importante papel en el tratamiento de la halitosis, especialmente
en reducir los niveles de colonizacién de bacterias relacionadas con esta afecciéon
en el dorso de la lengua. Colutorios que contienen 0.05% de clorhexidina, 0.05% de
cetilpiridinio y 0.14% de lactato de zinc parecen reducir significativamente los
registros organolépticos, asi como los niveles de compuestos sulfurosos volatiles

en pacientes con halitosis (Fedorowicz y cols. 2008).

Por ltimo, también en el terreno de la endodoncia, diferentes
concentraciones de clorhexidina en solucion se han sugerido para la irrigaciéon de
los canales radiculares durante los tratamientos de conductos, especificamente la
solucion de clorhexidina al 0.12% muestra un efecto antibacteriano similar al
hipoclorito sédico (de Assis y cols. 2011). Estas irrigaciones no parecen interferir
con el sellado apical, incluso a largo plazo (Ferguson y cols. 2003). Por todo ello la
irrigacion con clorhexidina se puede recomendar como irrigacion final antes de la

obturacion del canal radicular (Haapasalo 2011).

En areas extraorales, en estudios que evaluan la antisepsia preoperatoria de
operador y paciente, se ha demostrado que reduce la carga bacteriana de la piel,
disminuyendo asi el riesgo de infeccidn del sitio quirdrgico (Tanner y cols. 2008).

Ademas, también la utilidad de la clorhexidina es particularmente significativa en
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el caso de la prevencion de la recolonizacién bacteriana en el sitio quirdrgico
durante el periodo postoperatorio, cuando el area es dificil de limpiar siguiendo los
procedimientos normales de higiene (Cortellini y cols. 2008).

Asi mismo, las enfermedades periodontales y la mala higiene oral han sido
asociadas con la neumonia nosocomial. La neumonia asociada a la ventilaciéon en
pacientes intubados endotraqueales es una causa importante de morbilidad y
mortalidad en pacientes hospitalizados en unidades de cuidados intensivos
(Scannapieco y cols. 2003). A partir de la literatura disponible y analizada a través
de un meta-analisis se concluye que, en general, la descontaminaciéon con
clorhexidina puede reducir la incidencia de la neumonia asociada a ventilacion

mecanica en un 30% (Chlebickiy Safdar 2007).

5.2. Prueba de seguridad

La FDA requiere que la prueba de seguridad sea llevada a cabo antes de
emprender cualquier ensayo clinico. Después, los ingredientes activos, incluidos en
un monografico de drogas sin receta médica, deben estar caracterizados
adecuadamente y descritos en un compendio oficial, como la Farmacopea de los
Estados Unidos o el Formulario Nacional (Nacional Formulary). La descripcion de
dichos ingredientes activos debe proporcionar, entre otras, caracteristicas fisicas y
quimicas o de estabilidad.

Pueden excluirse de la prueba aquellos ingredientes que se han utilizado
previamente en productos dentales aprobados. También puede excluirse un
ingrediente que ya esta incluido en un monografico de drogas sin receta médica y
que actualmente se vaya a usar en una concentracion similar para un propdsito y

periodo de tiempo similar.

La ADA (ADA 2007) determina criterios de seguridad basandose en los siguientes
aspectos:
= Riesgos de reacciones adversas y efectos secundarios significativos cuando
el ingrediente se usa de acuerdo con las instrucciones.
= Potencial de producir efectos secundarios inesperados, como irritacion,

ulceracidn, erosion y decoloracion de estructuras orales.
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= Margen de seguridad y potencial para un uso incorrecto.

= Valoracion del ratio riesgo-beneficio.

La prueba toxicoldgica deberia incluir subpoblaciones animales que reflejen
poblaciones humanas y requiere que hubiese disponibles estudios in vivo
adecuados de toxicidad aguda y cronica en varias especies animales. Estos estudios
pueden incluir: introduccion de una dosis por sonda gastrica, introduccion de dosis
de repeticion, estudios de irritacion oral, estudios de farmacocinética y

biodistribucién, asi como estudios de sensibilizacién dérmica entre otros.

Para ingredientes que vayan a ser utilizados diariamente y a largo plazo,
deberian considerarse:
= Estudios del potencial toxicoldgico reproductivo y carcinogénico.
= Estudios clinicos y microbiologicos, ya que el uso a largo plazo de un
colutorio y/o pasta dentifrica puede alterar el equilibrio de la microflora en

la cavidad oral.

Estos ultimos incluyen cambios monitorizados en poblaciones microbianas
representativas para asegurar que no tienen lugar sobrecrecimientos de patégenos
con potencial de resistencia intrinseca en condiciones que, se espera, sean de uso
sin receta. Se deberian monitorizar especies microbianas orales representativas y
su proporcion relativa de microflora oral cultivable en placa subgingival y saliva,
por encima de un periodo de 6 meses de uso continuo del producto. Los patégenos
evaluados pueden incluir, pero no limitarse, a especies de Candida y otras
levaduras, Staphylococcus aureus y otras especies de Staphylococcus, Streptococcus
p-hemolitico y bacilos entéricos gram-negativos. Se deberian realizar evaluaciones
microbioldgicas de cambios en la flora asociados con enfermedad gingival, previas
al comienzo del uso, en un intervalo de tiempo inmediato y a la conclusion del
estudio. Ademas, deberian evaluarse las concentraciones inhibitorias minimas in
vitro de una variedad de microorganismos orales para determinar si se ha
desarrollado un incremento en la resistencia debido al uso prolongado del

producto.
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Como conclusion del informe de la ADA (Council on Dental Therapeutics
1986), se admite que solo unos pocos de los ingredientes activos en el mercado
satisfacen los criterios ya indicados y se recomiendan como seguros y eficaces para
el control de la placa y la gingivitis. Estos incluyen: cloruro de cetilpiridino
(colutorio), una combinacién de aceites esenciales (colutorio Listerine®), y
fluoruro estafioso (dentifrico, para gingivitis solo). Debido a que el triclosan no se
eligi6 para su inclusion en el monografico de drogas dispensadas sin receta médica,
este ingrediente se aprobé como agente antiplaca y antigingivitis mediante una

nueva aplicacion de la droga.

Como se ha sefialado anteriormente, la clorhexidina se considera una
antimicrobiano de prescripcion médica en Estados Unidos (FDA 2011) y la
bencidamina es un medicamento tanto alli como en Espafia y por tanto, quedan

fuera del informe de la ADA para drogas sin receta (ADA 2007).

Sin embargo, de la misma manera y por el mismo motivo -considerarse el
estandar de referencia-, que en el apartado anterior sobre eficacia, a continuacién

también se detallan aspectos evaluados sobre la seguridad de la clorhexidina.

Distintos ensayos clinicos han descrito la presentacion de efectos
secundarios asociados al uso de la clorhexidina, sin embargo, todos ellos son
completamente reversibles una vez que se suspende el tratamiento (Addy y cols.

2005).

El efecto secundario mas comun es un incremento de la pigmentacion de los
dientes, materiales de restauracidn, bases protésicas acrilicas y dorso lingual. La
pigmentacion de la superficie dentaria parece ser mas evidente en la presencia de
placa que no se habia eliminado previamente y cuando se asocia con la presencia
de compuestos cromogenos particulares de la dieta, como iones metalicos y
polifenoles, primariamente encontrados en el café y té (Watts y Addy 2001). Se han
propuesto productos con bajas concentraciones de clorhexidina (0.05-0.06%)
debido a cierta capacidad de efecto antiplaca mientras reduce la probabilidad de

pigmentacion (Hoffmann y cols. 2001). Hasta la fecha, la eficacia de soluciones
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antisépticas que contienen 0.2% de clorhexidina con metabisulfitos o acido
ascorbico como medio para evitar la alteracion del color dentario, se ha
investigado en pocos estudios y, por tanto, estos medios no han sido
completamente clarificados (Cortellini y cols. 2008, Bernardi y cols. 2004, Solis y

cols. 2011).

Aunque no esta clara si la formacion de calculo subgingival se ve afectada
por la presencia de clorhexidina, si parece estar involucrada en el incremento de la
formacién de calculo supragingival, lo cual es debido a la capacidad de la
clorhexidina de formar precipitados tanto con las proteinas salivales como con las
sales inorganicas sobre la superficie de los dientes (Zanatta y cols. 2010, Hase y
cols. 1998). Sin embargo, estos depodsitos de calculo pueden ser eliminados

mediante higiene oral profesional.

De manera circunstancial, se ha descrito disgeusia temporalmente (Helms y
cols. 1995). De igual forma, las sensaciones de ardor y sequedad en mucosa oral
también han tenido lugar de modo temporal (Stookey y cols. 2005, Hase y cols.
1998). Ocasionalmente, se han descrito lesiones descamativas y eritematosas

(Ellepola y Samaranayake 2001).

En los informes postventa, las condiciones mas comtinmente sefialadas son

estomatitis, gingivitis, glositis, dlceras y edema de lengua (FDA 2011).

Respecto a los efectos adversos sistémicos, estudios animales preclinicos
sobre ratas y otros mamiferos descartaron la presencia de efectos carcinogénicos,
mutagénicos y teratogénicos. Asi mismo, estos estudios determinaron la dosis letal

maxima (NLM 2015).

Algunos autores han informado de reacciones de hipersensibilidad tras
aplicacion tépica sobre mucosa. Incluyen algunos casos de shock anafilactico,
incluso a muy baja dosis (Krautheim y cols. 2004). Sin embargo, no existen datos

disponibles de la frecuencia de presentacion de estos episodios.

96



Introduccion

La mayoria de los casos publicados de hipersensibilidad a clorhexidina en la
literatura se refieren a aplicaciones cutaneas o a través de catéteres de vias
endovenosas, siendo los episodios de dermatitis de contacto los mas frecuentes,
sobre todo en pacientes con episodios previos de hipersensibilidad a la
clorhexidina (Ebo y cols. 1998). Por este motivo, ciertos autores recomiendan
realizar pruebas preoperatorias de sensibilidad a clorhexidina (Nakonechna y cols.

2014).

En lo que respecta al uso de colutorios con clorhexidina, la revision de la
literatura aporta un caso de eritema fijo (Moghadam y cols. 1991) y otro de

urticaria (Sharma y Chopra 2009).

No se han reportado casos de toxicidad sistémica causada por aplicaciones
topicas o ingestion accidental en adultos. Sin embargo, si existen casos de ingestion
accidental en nifios, los cuales han resultado en signos y sintomas de intoxicaciéon
aguda tales como gastralgia o vomitos (Kurtoglu y cols. 2000). Los datos de
seguridad para la mayoria de los productos que contienen clorhexidina no se han
establecido para los menores de 18 afios, por tanto su uso en este grupo de

poblacién no esta aprobado por la FDA (Milstone y cols. 2008).

La clorhexidina es pobremente absorbida a través de la piel intacta del
adulto. Sin embargo, se ha publicado que cierta absorcion percutanea se produce a

nivel de trazas, en particular en recién nacidos prematuros (Mullany y cols. 2006).

La clorhexidina es una sustancia de clase B en lo que respecta a su potencial
efecto teratogénico durante el embarazo, lo que significa que los estudios en
animales no han demostrado dafio alguno para el feto, aunque no se han llevado a
cabo adecuados ensayos clinicos en humanos. En cuanto a la lactancia, no hay
datos disponibles sobre si la clorhexidina se excreta a través de la leche materna

(FDA 2011).
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6. Pautas de evaluacion de productos de higiene oral en Espafa

El primer intento de la era moderna de establecer normas éticas para la
experimentacion en el ser humano lo constituy6 el llamado Cédigo de Nuremberg,
elaborado al final de la Segunda Guerra Mundial en respuesta a los crimenes
cometidos (en ocasiones bajo la apariencia de investigacion clinica) en campos de
concentracion nazis. Este codigo, no obstante, hacia mas hincapié en los intereses
de la sociedad que en los del propio paciente y se referia a los riesgos de caracter
vital, pero no a las molestias que puede sufrir un paciente al ser incluido en un
ensayo clinico. Por este motivo, en 1964 la Asociacién Médica Mundial adopté la
denominada Declaracion de Helsinki sobre investigacion biomédica en el ser
humano, posteriormente modificada en Tokio en 1975 y ratificada en las
reuniones de la Asamblea Médica Mundial de Venecia en 1983, de Hong Kong en
1989, de Somerset West (Sudafrica) en 1996 y de Edimburgo en 2000. Los
principios fundamentales de la Declaracidon de Helsinki estriban en la necesidad de
que el protocolo de un ensayo clinico sea aprobado por un Comité Etico y la
necesidad de consentimiento previo, libre e informado del paciente incluido en el

mismo.

Ni el Codigo de Nuremberg ni la Declaracion de Helsinki gozan de fuerza
legal en Europa. Pero hay que tener en cuenta que el Comité de Ministros del
Consejo de Europa aprobé en 1990 una recomendacion sobre "Investigacion
meédica en el ser humano", que recoge los elementos basicos de la Declaracion de

Helsinki.

Por otra parte, las agencias de regulacion y las asociaciones de la industria
farmacéutica de la Unidon Europea, Estados Unidos y Japén han promovido la
Conferencia Internacional de Armonizacidn, cuyo objetivo es facilitar el desarrollo
y la disponibilidad de nuevos medicamentos. Entre los multiples temas abordados,
se encuentran las normas de buena practica clinica, que se detallan en el
reglamento elaborado por la Unién Europea en 2014 (R (UE) n2 536/2014 del
Parlamento Europeo y del Consejo de 16 de abril de 2014) y que fueron aprobadas
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por primera vez por el Comité de Especialidades Farmacéuticas de la Unién

Europea en enero de 1996 (Reglamento UE 2014).

En conclusion, la calidad de un ensayo clinico depende de un protocolo
correcto, de unos formularios de registro de casos adecuadamente disefiados y de
que el investigador clinico esté realmente interesado en la pregunta planteada en
el ensayo clinico. Las normas de buena practica clinica pueden contribuir a que se
cumplan estas premisas pero, fundamentalmente, se trata de un instrumento
disefiado para demostrar que el ensayo se ha efectuado de acuerdo con las mas
estrictas exigencias cientificas, respetando los derechos de los pacientes incluidos

en el mismo y asegurando la validez de los datos y de los resultados obtenidos.

Los limites entre distintas categorias de productos no siempre estan claros.
Aunque estan determinadas las definiciones de lo que es un medicamento, un
producto sanitario, un cosmético y un producto de higiene personal, los limites no
siempre estan claros y hay zonas de frontera entre las diferentes categorias. A
veces, estas zonas de frontera son aprovechadas por algunas empresas para hacer
alegaciones de salud en productos que no pueden tenerlas. Sin embargo, la Ley de
Garantias y Uso Racional del Medicamento soluciona en buena medida el problema
de los productos frontera, porque establece que, en caso de duda, el producto en
cuestion sera considerado medicamento y se le aplicara la legislacion que regula la

fabricacion, distribucién y uso de farmacos.

Por tanto, respecto a la distincidon entre cosmético y medicamento, aunque
los dos se encuentran definidos en la Ley 29/2006 (Ley de Garantias), hay que
tener en cuenta varios elementos clave resumidos a grandes rasgos. Uno de ellos es
el lugar de aplicacion: en los cosméticos es en las partes superficiales del cuerpo,
dientes y mucosas bucales, mientras que los medicamentos se extiende a cualquier

zona del organismo.

El modo de administracion es otra premisa a tener en cuenta: topico en el
caso del primero y cualquiera si es medicamento. El lugar de acciéon también es

importante: superficial si hablamos de cosmético y local o sistémica si nos
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referimos al segundo. Y, por ultimo, la accién: si la finalidad es proteger sera un

cosmético, mientras que si el objetivo es la prevencion, sera medicamento.

La frontera entre cosméticos y biocidas es la frontera que mas discusiones
implica. Por ejemplo, si se habla de un gel de ducha o jabén que tiene como
finalidad la limpieza o higiene, se trata de un cosmeético pero, por el contrario, si el
objetivo es la desinfecciéon de las manos por el personal sanitario, entonces es

biocida.

Segun la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS
2015), la valoracidn de decidir si es un medicamento o un cosmético corresponde a
las autoridades nacionales, que consideraran caso a caso teniendo en cuenta todas
las caracteristicas del producto, en particular su composicidn, sus propiedades
farmacoloégicas, el conocimiento cientifico, la forma de uso, su apreciaciéon por los

consumidores y su riesgo.

En absoluto es lo mismo un cosmético que un medicamento, aunque un
producto puede ser ambos. La diferencia puede llegar a ser importante. Un
cosmético mejora la apariencia sin alterar la estructura o funciones del cuerpo; un
medicamento si tiene este efecto, y por tanto tiene principios activos de los que

carece un cosmético que no sea también un medicamento.

Las diferencias son muy notables. En el cosmético, los conceptos basicos son
limpiar, perfumar, modificar aspecto, corregir olores, proteger y mantener en buen
estado. En la definicion de medicamento se habla de enfermedades o dolencias,
mientras en la definicibn de cosmético queda muy claro que la prevencion,
diagnostico y tratamiento de enfermedades no entran dentro de sus funciones. Por
todo ello, encontramos una clara diferencia entre cosmético y medicamento a nivel

de funcién.
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6.1. Medicamentos

En nuestro pais, todo medicamento, entendido como cualquier sustancia de
origen mineral, animal o vegetal con efectos medicinales, se autoriza y registra en
el Ministerio de Sanidad y Consumo. La autorizacién se realiza a través de la
Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), que evalua la
documentaciéon que presenta un laboratorio farmacéutico. Después, autoriza su
marca, su prospecto, con indicaciones, contraindicaciones, y se le asigna un

numero en el registro, que figura en el envase.

Cuando los medicamentos llegan al mercado son razonablemente seguros,

no obstante siguen sometidos a un control permanente, la farmaco-vigilancia.

El Sistema Espafol de Farmaco-vigilancia de medicamentos de uso humano
esta integrado por los 17 Centros Autonomicos y la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS). La AEMPS se coordina con las
Agencias de los Estados miembros de la Unidon Europea y con la Agencia Europea

del Medicamento (EMEA).

La seguridad de un medicamento se persigue en todas sus fases, en la
investigacion, en el desarrollo, en las pruebas con animales y personas y después
de la comercializacion. Un proceso que se lleva a cabo durante mucho tiempo y
cuyo objetivo final es producir un farmaco de calidad, eficaz y seguro. Sin embargo,
los estudios obligados y previos a la comercializacion de un farmaco tienen algunas
limitaciones. El resultado es la llegada al mercado de un producto farmacéutico

que debe considerarse “razonablemente” seguro para el uso recomendado.

El desarrollo de un medicamento a partir de una nueva entidad quimica de
sintesis o de un extracto natural, o a partir de un producto biotecnoldgico, es un
proceso complejo que implica la participacion conjunta de diferentes disciplinas.
De media, se tardan unos 10 afos desde el descubrimiento hasta la

comercializacion y solo uno entre 10.000 compuestos probados llega al mercado.
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Dos son las etapas mas importantes que debe superar un nuevo compuesto

antes de ser autorizado como medicamento:

- Una etapa preclinica de investigacion y desarrollo.

Durante las pasadas décadas ha existido un rapido desarrollo de la
tecnologia, lo cual permite producir una gran cantidad de moléculas y comprobar
su actividad bioldgica en bastante menos tiempo que el tradicionalmente
empleado para ese fin. Estas tecnologias comprenden la llamada “quimica
combinatoria” y el “cribado de alto rendimiento”. El desarrollo de estas tecnologias
ha supuesto aumentar la sintesis de nuevos compuestos desde aproximadamente
50 moléculas por investigador al afio hasta decenas de miles, ademas de poder
probar la actividad bioldgica de todas ellas muy rapidamente. En esta etapa se
comprueba que la sustancia funciona correctamente segin para lo que se ha
disefiado y que es segura, experimentando in vitro (cultivo celular) e in vivo con
animales. En esta fase se presta especial atencién para comprobar que la sustancia
no sea toxica y, en particular, que no sea cancerigena, mutagénica (que puede
producir cambios en el material genético) o teratogénica (que puede causar
malformaciones fetales). También se comprueba como se absorbe y como se
elimina la sustancia en los organismos vivos (animales). Es importante seleccionar
un compuesto de entre las moléculas candidatas con caracteristicas quimicas y
biofarmacéuticas (de formulacion y administracion del farmaco) preferibles para

cada caso en concreto.

- Una etapa clinica, una vez superada la anterior, en la que las pruebas se hacen
con personas voluntarias. Suele ser la parte mas larga (de 2 a 10 afios) y se

compone de cuatro fases:

= Fase I. Las pruebas se hacen con grupos pequefios de voluntarios sanos
(entre 20 y 80 participantes), excepto con sustancias oncoldgicas o
potencialmente toxicas, que se hacen directamente con enfermos que

pueden beneficiarse de los efectos terapéuticos (Mendoza 2008).

102



Introduccion

En esta fase se valora como actia el organismo sobre el farmaco y también
lo que la sustancia produce al organismo. Es decir, se busca conocer el

mecanismo de accion, los parametros farmacocinéticos y la tolerabilidad.

Fase II. Las pruebas se hacen con un nimero mayor de pacientes (20 a 300
sujetos) diagnosticados pero sin tratamiento. En este caso lo que se quiere
comprobar es la eficacia, la dosis adecuada y ampliar datos de la seguridad,
segun los efectos secundarios que se presenten cuando se administra, al
menos, durante dos semanas. Puede durar de varios meses a varios afos
(Mendoza 2008). Durante esta fase la formulacién comercial debe ser

desarrollada para permitir una produccién a escala comercial.

Fase IIl. Se hacen pruebas aleatorias y controladas con un placebo
(sustancia sin efecto) o con una sustancia frecuentemente usada para tratar
la enfermedad. De esta manera se compara la eficacia del nuevo farmaco
con otro ya existente o, si se hace con un placebo, con el hecho de no tratar.
Se hace con un amplio nimero de pacientes (300-3000) y a doble ciego.
Permite, por tanto, confirmar estadisticamente la eficacia y seguridad del
compuesto. Esta fase puede durar varios afios. En Espafia, todos los datos
sobre la informacion (ficha técnica, prospecto, informes de expertos...), la
calidad (caracteristicas de la materia prima...), la seguridad y la eficacia
(resultados de los estudios realizados) se envian a la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios o a la Agencia Europea de
Medicamentos (cuando se trata de ambito europeo) para obtener la licencia
de comercializacidn. Alli los revisan y en caso necesario solicitan mas datos,
en un proceso que puede llegar a un afio o mas. Si no existen problemas y se
demuestra que el medicamento cumple los requisitos, se registra para que
haga su entrada en el mercado. Una vez que el nuevo medicamento ha
pasado todos los controles previos y recibe la autorizaciéon para ser

comercializado, empieza una nueva etapa de control.

Fase IV. Vigilancia postcomercializaciéon. En estos momentos se pone a

prueba la efectividad y seguridad del farmaco cuando se emplea en un gran
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numero de pacientes durante un largo periodo de tiempo. Para controlar
este proceso se pone en marcha la farmaco-vigilancia, que se ocupa de las
actividades relacionadas con la deteccidn, valoracion, conocimiento y
prevencidon de los efectos adversos o cualquier otro problema relacionado
con el farmaco. La farmaco-vigilancia es un concepto amplio que abarca la
vigilancia postcomercializacion, la gestion de los posibles riesgos, la
prevencion de los fallos, la comunicacidn de la informacion y la promocion
de un uso racional y adecuado del farmaco. Los problemas mas frecuentes
relacionados con el fairmaco se refieren al uso inadecuado, sobredosis,
dependencia, ineficacia, interacciones con otros farmacos o alimentos y

reacciones adversas.

En el sistema de farmaco-vigilancia participan:

* Los laboratorios farmacéuticos, que tienen la responsabilidad de seguir
recogiendo datos sobre la seguridad del medicamento, una vez
comercializado.

» Las agencias reguladoras, que se encargan de autorizar los
medicamentos, siendo también responsables de la seguridad después de
la comercializacion y de la gestiéon de la informaciéon que reciben, tanto

de las compafiias farmacéuticas como de los profesionales sanitarios.

La AEMPS es quien tiene en Espafia las competencias en materia de
regulacion de medicamentos. Por tanto, es quien debe cambiar el uso y las
condiciones de autorizacion de un producto sanitario cuando lo considera

necesario.

La mayoria de las agencias reguladoras, incluida la Agencia de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos (FDA), la Agencia de Control del Medicamento
(MCA) del Reino Unido y la Agencia Europea para la Evaluaciéon de Medicamentos
(EMEA) consideran que estas fases de los ensayos clinicos aportan datos
suficientes para demostrar que un nuevo producto puede ser certificado como

seguro y eficaz.
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6.2. Cosméticos

Puesto que la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS) se coordina con las Agencias de los Estados miembros de la Unidén
Europea y con la Agencia Europea del Medicamento (EMEA), conviene detallar que
es el Reglamento publicado en el Diario Oficial de la Unién Europea en 2009 el que
armoniza integramente las normas comunitarias a fin de lograr un mercado
interior para los productos cosméticos, garantizando al mismo tiempo un elevado
nivel de proteccion de la salud humana. Dicho Reglamento (R (CE) n2 1223/2009
del Parlamento Europeo y del Consejo de 30 de noviembre de 2009) es de obligado
cumplimiento desde 2013 y se refiere solo a los productos cosméticos y no a los

medicamentos, los productos sanitarios o los biocidas (Reglamento UE 2009).

La delimitaciéon se deriva, fundamentalmente, de la definicion detallada de
los productos cosméticos, la cual contiene indicaciones tanto de los lugares de
aplicacion de estos productos como de las finalidades que se persiguen con su
empleo, tal y como se sefiald anteriormente. Los productos para cuidados bucales o

dentales, por tanto, quedan incluidos en lo que se consideran cosméticos.

Procede precisar qué datos deben ponerse a disposicion de las autoridades
competentes. Estos datos deben incluir todos los elementos necesarios
relacionados con la identidad, la calidad, la seguridad para la salud humana y los
efectos reivindicados por el producto cosmético. En particular, esta informacion
sobre el producto debe incluir un informe del producto cosmético que acredite que

se ha realizado una evaluacién de la seguridad.

Procede respaldar el principio general de que el fabricante es responsable
de la seguridad de su producto.
Para abordar las preocupaciones de seguridad es necesaria la evaluacién de
riesgos de determinadas sustancias por el Comité Cientifico de Seguridad de los
Consumidores (CCSC), creado en 2008. Se crea una estructura consultiva de

Comités cientificos y expertos en el ambito de la seguridad de los consumidores, la
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salud publica y el medio ambiente. Se trata de un organismo de evaluaciéon de

riesgos independiente.

A fin de informar a los consumidores, los productos cosméticos deben
incluir los ingredientes de su composicidn, asi como indicaciones precisas y
facilmente comprensibles en cuanto al plazo para su utilizacién. En el caso de los
productos cosméticos importados, cada importador sera la persona responsable

para el producto cosmético especifico que introduzca en el mercado.

Evaluacion de la seguridad

Antes de la introducciéon de un producto cosmético en el mercado, la
persona responsable velara por que haya sido sometido a una evaluacion de la
seguridad sobre la base de la informacién pertinente, y por que se elabore un
informe sobre la seguridad del producto cosmético. La persona responsable se

asegurara de que:

= El uso previsto para el producto cosmético y la exposicion sistémica
anticipada a los ingredientes particulares de la formulacién final se tengan
en cuenta en la evaluacion de la seguridad.

= Se utilice un enfoque apropiado sobre el valor de la evidencia en la
evaluacion de seguridad para examinar los datos procedentes de todas las
fuentes existentes.

= El informe sobre la seguridad del producto cosmético se actualice con la
informacion pertinente que se genere tras la introduccion del producto en
el mercado.

» La evaluacion de la seguridad del producto cosmético sera efectuada por
una persona que posea un diploma u otro titulo de cualificaciones oficiales
reconocidas tras la finalizacion de un titulo universitario de estudios
tedricos y practicos de Farmacia, Toxicologia, Medicina o una disciplina

similar, o estudios reconocidos como equivalentes por un Estado miembro.
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Reivindicaciones del producto

La Comision establecera, en cooperacion con los Estados miembros, un plan
de accidn para las reivindicaciones (por parte del fabricante) o atributos utilizadas
y fijara prioridades para determinar criterios comunes que justifiquen la
utilizacién de una reivindicacidon. A mas tardar, el 11 de julio de 2016, la Comisién
presentara al Parlamento Europeo y al Consejo un informe sobre el uso de las
reivindicaciones o atributos que se le otorga a un producto con arreglo a los
criterios comunes establecidos por la Comision. Si en el informe se concluyera que
las declaraciones de propiedades utilizadas en los productos cosméticos no se
ajustan a los criterios comunes, la Comision, en cooperaciéon con los Estados

miembros, adoptara las medidas apropiadas para velar por su cumplimiento.

Control del mercado

Los Estados miembros revisaran y evaluaran periodicamente (cada cuatro

afios como minimo) el funcionamiento de sus actividades de control.
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JUSTIFICACION

Las enfermedades periodontales son patologias infecciosas, altamente
prevalentes, que afectan a los tejidos que sostienen los dientes y que tienen
importantes consecuencias a nivel bucodental (p. ej. pérdida de dientes) y
sistémico (p. ej. asociacion con diabetes o enfermedades cardiovasculares). El
control eficaz de las enfermedades periodontales depende de la identificacién y
tratamiento de la infeccion establecida y la consiguiente prevencion de

recurrencias.

El abordaje mecanico del biofilm bacteriano causante de las enfermedades
periodontales ha demostrado ser efectivo tanto en el tratamiento como en la

prevencidn de estas patologias.

Sin embargo, el control de placa mecanico puede no ser suficiente por si
solo para prevenir la aparicion o reapariciéon de enfermedades periodontales en
una amplia proporcion de la poblaciéon. De hecho, recientemente, en el 112
Workshop Europeo en Periodoncia, se sigue corroborando que el uso de
formulaciones con agentes especificos para el control quimico de la placa
proporciona mejoras en la eliminacion de las biopeliculas supragingivales de una
parte considerable de la poblacidn, debido a diversos aspectos que limitan la

eficacia de la higiene oral mecanica.

En la actualidad, el mercado ofrece una inmensa variedad de productos
para el control quimico del biofilm dental y, por tanto, se hace imprescindible la
validacion, a través de estudios cientificos, de dichos productos, tanto para
comprobar su eficacia y su seguridad, como su ajuste a la legislacion vigente, ya sea

como cosméticos o productos sanitarios o, eventualmente, como medicamentos.

En la literatura existe una gran cantidad de ensayos clinicos aleatorizados
que establecen, si estdn bien disefiados, una relacion de causalidad, pero sin
detenerse a estudiar la posibilidad de que un disefio experimental distinto pudiera

afectar a la validez interna de los resultados.
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Hipdtesis

HIPOTESIS

General

La validez de los resultados de los estudios de investigacion para evaluar
productos de higiene oral es independiente del tipo de disefio del modelo

experimental aplicado.

Especificas

Modelo experimental 1.1:

El test de contacto in vitro es util para, analizando los recuentos bacterianos

de las distintas cepas, diferenciar los efectos de los distintos productos evaluados.

Modelo experimental 1.2:

La evaluacion de los recuentos bacterianos salivales in vivo, en un ensayo
clinico cruzado, aleatorizado, a doble ciego, como modelo de estudio, también

permite discriminar entre los efectos de diferentes formulaciones.

Ambos modelos de estudio serian aptos para corroborar que la presencia
del mismo agente a la misma concentracion dentro de distintos colutorios
patentados no garantiza una eficacia antimicrobiana similar, ya que las

modificaciones en la formulacién podrian afectar a su actividad.

La presencia o no de alcohol en las formulaciones podria ser un factor
principal para la actividad de estos productos. De manera que la hipdtesis se
concreta en que si el alcohol se eliminase de la formulacion se realizarian
modificaciones mayores para mantener una alta actividad antimicrobiana, como es

la introduccién de un agente activo adicional.
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Modelo experimental 2:

Mediante un ensayo clinico aleatorizado, a doble ciego, prospectivo,
controlado por placebo en grupos paralelos comparados, se podria poner de
relieve que con la reduccion en la concentracion del agente activo deberia decrecer
la incidencia y severidad de los efectos adversos del uso del producto evaluado. Sin
embargo, para evitar una reduccién en su eficacia clinica, la composicion del
enjuague bucal necesitaria ser reformulada, tal y como afiadiéndole otro agente

antimicrobiano.

Modelo experimental 3:

El disefio experimental en fase [ consistente en un ensayo clinico
aleatorizado, a doble ciego, cruzado y controlado, seria util para comparar la
prevencidn de la formacion de nueva placa de distintas formulaciones y sus efectos

sobre tejidos gingivales y su microflora, asi como su tolerabilidad.
Los cuatro modelos experimentales que se plantean se presentan de menor

a mayor evidencia cientifica, comenzando por el modelo in vitro y finalizando con

ensayos clinicos aleatorizados.
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Objetivos

OBJETIVOS
Objetivo general:

Analizar la validez e idoneidad de cuatro modelos experimentales
diferentes para comparar los efectos de distintas formulaciones en el control
quimico de la placa.

Objetivos especificos:

Los cuatro modelos experimentales llevados a cabo (puesto que la primera
publicaciéon contiene dos), se exponen de manera secuencial con evidencia
creciente, comenzando con el modelo in vitro y finalizando con ensayos clinicos
aleatorizados.

Modelo experimental 1.1:

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro, mediante un test de contacto,

de enjuagues comerciales que incluyen 0.12% de clorhexidina en su formulacion.
Modelo experimental 1.2:

Evaluar la actividad antimicrobiana in vivo, mediante un modelo de
recuentos salivales, de enjuagues comerciales que incluyen 0.12% de clorhexidina
en su formulacidn.

Modelo experimental 2:

Evaluar la eficacia clinica y microbioldgica a corto plazo de una nueva

formulacion en enjuague oral, con una baja concentracion de clorhexidina (0.05%)

y cloruro de cetilpiridinio, utilizado como método adicional de higiene oral en

pacientes en cuidado periodontal de soporte.
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Modelo experimental 3:

Evaluar el efecto de una formulacién de colutorio que combina bencidamina
mas cloruro de cetilpiridinio en la prevencion de la formacién de nueva placa, en
comparacién con colutorios de cloruro de cetilpiridinio solo y placebo.

Determinar el efecto de la asociaciéon de bencidamina mas cloruro de cetilpiridinio
sobre los tejidos gingivales y la microflora periodontal y comparar la tolerabilidad

de estas formulaciones.
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Material y método. Resultados

Herrera D, Roldan S, SantaCruz I, Santos S, Masdevall M, Sanz M.

“Differences in antimicrobial activity of four commercial 0.12% chlorhexidine
mouthrinse formulations: an in vitro contact test and salivary bacterial counts
study”.

Journal of Clinical Periodontology 2003; 30 (4): 307-314.

Resumen

Objetivo. Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro e in vivo de cuatro enjuagues

comerciales con clorhexidina 0.12%.

Material y métodos. El primer experimento consistié en evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro a través de una modificaciéon de la prueba de contacto, para
la que se seleccionaron veinte especies bacterianas, con un contacto de un minuto
de duracion con cada producto a evaluar. Después del contacto, el indculo se
cultivd y los resultados se expresaron en términos de supervivencia/resistencia y
el porcentaje de supervivencia en comparacion con una solucién salina control. La
segunda evaluacion o experimento fue un ensayo in vivo que consistio en un
estudio de recuentos bacterianos en saliva a doble ciego, aleatorizado y cruzado en
una poblacion de muestra de 10 voluntarios que se enjuagaron durante un minuto
con cada producto probado. Las muestras de saliva se obtuvieron antes del
enjuague y después, transcurridos cinco minutos, una, tres, cinco y siete horas.
Estas muestras se cultivaron tanto en atmosfera aerdbica como anaerdbica. Se
calculo el porcentaje de supervivencia bacteriana con respecto a la linea base para
cada momento evaluado en el tiempo. Las comparaciones entre los productos

fueron realizadas mediante ANOVA y la prueba de la t de Student pareada.

Resultados. La prueba de contacto in vitro no mostro6 supervivencia en ninguna de
las especies ensayadas con clorhexidina mas cloruro de cetilpiridinio, mientras que
tres especies (Lactobacillus casei, Streptococcus mitis y Parvimonas micra) fueron
resistentes a los otros tres productos. El producto que contenian clorhexidina sola
asi como el formulado con clorhexidina mas fluoruro sédico demostraron

resistencias adicionales (tres y cuatro especies, respectivamente). La prueba de
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recuentos bacterianos salivales in vivo mostr6 mayores reducciones para
clorhexidina mas cloruro de cetilpiridinio y clorhexidina con alcohol en bacterias
aerobias y anaerobias, con una duracion de cinco horas. Se detectaron diferencias
significativas en multiples momentos, cuando estos dos productos eran

comparados tanto con el control como los otros productos probados.

Conclusiones. Se detectaron importantes diferencias, tanto in vitro como in vivo
en la actividad antimicrobiana entre productos con clohexidina 0.12%. La
formulacion con alcohol fue mas activa que aquellas sin alcohol, a excepcion de la
formulada con clorhexidina y cloruro de cetilpiridinio, en la que la adicion de
cloruro de cetilpiridinio no solo compensaba sino que aumentaba la actividad

antimicrobiana.
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Differences in antimicrobial
activity of four commercial 0.12%
chlorhexidine mouthrinse
formulations: an in vitro contact
test and salivary bacterial counts
study

Herrera D, Rolddn S, Santacruz I, Santos S, Masdevall M, Sanz M: Differences in
antimicrobial activity of four commercial 0.12% chlorhexidine mouthrinse
formulations: an in vitro contact test and salivary bacterial counts study. J Clin
Periodontol 2003; 30: 307-314. © Blackwell Munksgaard 2003.

Abstract

Aim: To evaluate the in vitro and in vivo antimicrobial activity of four commercial
0.12% chlorhexidine mouthrinses.

Material and methods: The in vitro antimicrobial activity test consisted in a modified
contact test where 20 selected bacterial species were tested during 1 min with each test
product. After the contact, the inoculum was cultured, and the results were expressed
in terms of survival/resistance and the percentage of survival as compared to a saline
control. The in vivo test consisted of a double-blind, randomized, crossover salivary
bacterial counts study. 10 volunteers rinsed during 1 min with each tested product.
Saliva samples were obtained before rinsing, and after 5 min, and 1, 3, 5 and 7h.
These samples were cultured both aerobically and anaerobically. Percentages of
survival, in regard to baseline, were calculated for each time point. Comparisons
among products were tested using ANova and selected paired r-test.

Results: The in vitro contact test showed no survival in any tested species with
CHX+CPC, while three species (Lactobacillus casei, Streptococcus mitis and
Peptostreptococcus micros) were resistant to the other three products. CHX and
CHX+NaF demonstrated additional resistant species (three and four species,
respectively). The in vivo salivary bacterial counts test showed higher reductions of
CHX+CPC and CHX+ALC in aerobic and anaerobic bacteria, lasting for 5 h.
Significant differences were detected at multiple time points, when these two products
were compared both with the control and the other tested products.

Conclusion: Important differences in activity, among 0.12% CHX products, were
detected by both in vitro and in vivo tests. The formulation with alcohol was more
active than those without alcohol, excepting the formulation with CHX+CPC, in
which the reformulation and addition of CPC not only compensate but rather increase
the antimicrobial activity.
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Chlorhexidine (CHX) is, beyond a
doubt, the most studied and efficacious

standard), to which all other antiplaque
agents should be compared (Jones

antimicrobial agent in the chemical
control of dental plaque, being consid-
ered as the positive control (gold-

1997). It is a cationic bis-biguanide,
with a wide antibacterial activity, low
toxicity on mammalian cells, and a high

affinity to attach to skin and mucous
membranes. Its mechanism of action
includes direct damage to the internal
cytoplasmatic membrane, being bacter-
iostatic at low dosages and bactericidal
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Material y método. Resultados

Santos S, Herrera D, Lopez E, O'Connor A, Gonzalez I, Sanz M.

“A randomized clinical trial on the short-term clinical and microbiological effects of
the adjunctive use of a 0.05% chlorhexidine mouth rinse for patients in supportive
periodontal care”.

Journal of Clinical Periodontology 2004; 31 (1): 45-51.

Resumen

Objetivo. Evaluar la actividad clinica y microbiolégica de una nueva formulacion
para enjuague bucal, utilizada como un complemento a la higiene oral, para los

pacientes en cuidados periodontales de soporte.

Material y métodos. Se realizé un ensayo clinico aleatorizado, controlado con
placebo, con dos grupos: grupo de prueba, enjuague dos veces al dia con el
producto de prueba (con clorhexidina al 0.05% y cloruro de cetilpiridinio al
0.05%) y el grupo control, con un placebo. Se incluyeron 33 pacientes con
periodontitis cronica ya tratados, y se establecieron dos visitas, la basal y tras 15
dias. Las variables de resultados clinicos que se incluyeron fueron los indices de
placa y gingivales, asi como la profundidad de la bolsa. Se procesaron muestras
subgingivales mediante cultivo. También se evaluaron las variables basadas en los
pacientes y los efectos adversos. Los resultados se compararon mediante la prueba

t de Student, chi-cuadrado, y la prueba de Mann-Whitney.

Resultados. Los indices de placa y gingivales, asi como el registro de recuentos
bacterianos totales fueron reducidos en el grupo test, pero las diferencias entre
grupos fueron sélo estadisticamente significativas para los registros de placa y
bacterias. Se observd una reduccidn significativa en las proporciones de flora y en

la frecuencia de deteccidn de Porphyromonas gingivalis en el grupo test.

Conclusiones. A nivel clinico, los indices de placa mostraron una eficacia
estadisticamente significativa a favor de la formulacion test, mientras que no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos respecto a eficacia en

indices gingivales, cambios en niveles de insercidn ni efectos adversos.
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Existen diferencias estadisticamente significativas favorables a la formulacién
clorhexidina al 0.05% mas cloruro de cetilpiridinio al 0.05% respecto al control en

cuanto a resultados microbiolégicos.
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A randomized clinical trial on the
short-term clinical and
microbiological effects of the
adjunctive use of a 0.05%
chlorhexidine mouth rinse for
patients in supportive periodontal
care

Santos S, Herrera D, Lopez E, O’Connor A, Gonzdlez I, Sanz M: A randomized
clinical trial on the short-term clinical and microbiological effects of the adjunctive
use of a 0.05% chlorhexidine mouth rinse for patients in supportive periodontal care.
J Clin Periodontol 2004; 31: 45-51. © Blackwell Munksgaard, 2004.

Abstract

Objective: To evaluate the clinical and microbiological activity of a new mouth rinse
formulation, used as an adjunct to oral hygiene, for patients in supportive periodontal
care.

Patients and Methods: This was a randomized, placebo-controlled clinical trial with
two groups: test group, rinsing twice per day with the test product (with 0.05%
chlorhexidine and 0.05% cetylpyridinium chloride); and control group, rinsing with a
placebo. Treated chronic periodontitis patients were included, and two visits were
rendered, baseline, and after 15 days. Clinical outcome variables included plaque and
gingival indices, and probing pocket depth. Subgingival samples were processed by
culturing. Patient-based variables and adverse effects were also assessed. Outcome
variables were compared by -test, 7%, and Mann—Whitney test.

Results: The results belonged to 33 patients. Plaque and gingival indices, and the log
of bacterial total counts were reduced in the test group (p<0.01), but differences
between groups were only statistically significant (p <0.05) for plaque and bacterial
counts. A significant reduction in the proportions of flora (p <0.05) and frequency of
detection (p =0.01) of Porphyromonas gingivalis was observed in the test group.
Conclusions: The newly formulated mouth rinse demonstrated short-term plaque-
inhibitory activity. This was associated with a reduction in the total load of anaerobic
subgingival microflora.
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both mechanical and chemical antimi-
crobial intervention becomes the basis

Based on the evident limitations of
mechanical plaque control, there has

been a broad search for many years on
chemical agents that could supplement
patient-dependent mechanical plaque
control (Mandel 1988). In this manner,

of both primary and secondary preven-
tion of periodontal diseases.

In secondary prevention, successful
supportive periodontal care depends

upon the ability of oral health profes-
sionals to treat periodontal infections
successfully, and on the patient com-
pliance with the prescribed follow-up
care (Jorgensen & Slots 2001). Since
patient compliance is not always as
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Material y método. Resultados

Herrera D, Santos S, Ferrus |, Barbieri G, Trombelli L, Sanz M.
“Efficacy of a 0.15% benzydamine hydrochloride and 0.05% cetylpyridinium
chloride mouth-rinse on 4-day de novo plaque formation”.

Journal of Clinical Periodontology 2005; 32(6): 595-603.

Resumen

Objetivo. Evaluar el efecto de una formulacién de colutorio que combina
bencidamina mas cloruro de cetilpiridinio en la prevencion de la formacién de
nueva placa, en comparacion con colutorios de cloruro de cetilpiridinio solo y
placebo. También se establecié como objetivo determinar el efecto de la asociacion
de bencidamina mas cloruro de cetilpiridinio sobre los tejidos gingivales y la

microflora periodontal y comparar la tolerabilidad de estas formulaciones.

Material y métodos. Fue un disefio en fase I, en un solo centro, con observador
ciego, cruzado, aleatorizado, controlado con al menos 10 dias de aclaramiento
entre dos tratamientos consecutivos. Se usaron dos controles, un control positivo,
que contenia cloruro de cetilpiridinio, y un control negativo (placebo). A los sujetos
se les asigné de forma aleatorizada recibir una de las seis posibles secuencias de
tratamiento tras una sesion de profilaxis oral y la retirada de cualquier medida de
higiene oral para los siguientes 4 dias, a excepcidon del enjuague asignado. Se
programaron siete visitas. A los sujetos se les tratd durante 4 dias en cada sesion,
con un periodo de aclaramiento de 10 dias. La duracién del periodo experimental
fue de 43 dias, incluyendo la primera visita. Por cada periodo de tratamiento, los
sujetos se enjuagaron 3 veces al dia durante 4 dias, de acuerdo con el siguiente
régimen diario: 15ml durante 1min por la mafiana (tras el desayuno); 15ml
durante 1 min por la tarde (tras la comida) y 15ml durante 1min por la noche (tras
la cena). El enjuague se llevd a cabo tras las comidas y no se permitié comer nada
inmediatamente después (hasta 30 minutos). Los productos de tratamiento fueron
bencidamina al 0.15% mas cloruro de cetilpiridinio al 0.05% en colutorio; cloruro
de cetilpiridinio en colutorio al 0.05%; y colutorio placebo (incluyendo 8.1% de
alcohol). Las variables que se evaluaron fueron indices de placa y gingivitis,

recuentos bacterianos y tolerabilidad. Se llevd a cabo una comparacion intergrupo
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de los indices de placa y los indices gingivales mediante el analisis de la varianza
seguido de un disefio de cuadrado latino incluyendo periodo, secuencia, sujeto
dentro de la secuencia y efectos de tratamiento como fuentes de variacion. Las
unidades formadoras de colonias anaerobicas total fueron transformadas en
logaritmo para ajustarse a una distribucion normal y procesada mediante un
ANOVA para comparar todos los grupos, identificando diferencias mediante el test
de rangos multiples. En segundo lugar, se compararon pares de grupos mediante la
t-test pareada. Ambos tests se llevaron a cabo tras evaluar la distribucién normal
de las muestras. Si la normalidad no estaba presente, se elegia un test de Kruskal-
Wallis (en vez de ANOVA) o un test de rangos sefialados. Las unidades formadoras
de colonias de cada patogeno se transformaron en logaritmo. Solo se llevaron a

cabo comparaciones intragrupo mediante la t-test pareada.

Se calcul6 el porcentaje de flora por cada patdgeno. Se llevaron a cabo
comparaciones intragrupo usando el test de Kruskal-wallis y la determinacion
intragrupo mediante un test de rangos sefialados. La frecuencia de deteccion para
cada patégeno se comparo (sélo intragrupo) mediante el test chi-cuadrado. El ratio
de tolerabilidad clinica y la tolerabilidad subjetiva se evaluaron mediante el test

Wilcoxon de rangos sefialados.

Resultados. La formulacion que contenia bencidamina 0.15% mas cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% mostro6 una eficacia en los niveles de placa estadisticamente
significativa respecto a los otros dos grupos, mientras que tanto desde el punto de
vista microbiologico, como de eficacia en indice gingival y otros parametros
clinicos, asi como los efectos adversos, no hubo diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos.

Conclusiones. La combinaciéon de bencidamina al 0.15% mas cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% mostré6 una capacidad inhibitoria de la placa
estadisticamente significativa respecto al placebo y un efecto aditivo respecto a la
formulacion con cetilpiridinio 0.05% como Unico agente antimicrobiano. Los
efectos adversos clinicos y microbiolégicos fueron irrelevantes para las

formulaciones evaluadas.
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Efficacy of a 0.15% benzydamine
hydrochloride and 0.05%
cetylpyridinium chloride mouth
rinse on 4-day de novo plaque
formation

Herrera D, Santos S, Ferrus J, Barbieri G, Trombelli L, Sanz M. Efficacy of a 0.15%
benzydamine hydrochloride and 0.05% cetylpyridinium chloride mouth rinse on 4-day
de novo plaque formation. J Clin Periodontol 2005; 32: 595-603. doi: 10.1111/j.1600-
051X.2005.00718.x. © Blackwell Munksgaard, 2005.

Abstract

Objective: To evaluate the effect of a mouth-rinse formulation combining
benzydamine hydrochloride and cetylpyridinium chloride (BNZ+CPC) in preventing
de novo plaque formation, in comparison with CPC and placebo mouth rinses.
Patients and Methods: This was a controlled, observer-blind, cross-over study. In
this model of plaque re-growth, subjects received a session of oral prophylaxis and
were directed to withdraw oral hygiene measures for the next 4 days, using only the
mouth rinse assigned. The outcome parameters were the plaque index (PII) and
gingival index (GI). In addition, microbiological evaluation of the subgingival
microflora, by means of culture, was performed, as well as patient-based variables.
Data analysis was carried out using aNova for Latin-square design.

Results: The analysis of variance showed a significant statistical difference between
the BNZ+CPC association and placebo (p <0.0001). No differences between CPC and
placebo were detected considering multiple comparisons between treatments. The 90%
confidence interval of the differences between BNZ+CPC and CPC showed no
equivalence between treatments, being the P1I lower in the BNZ+CPC group. No
significant difference between groups in GI was observed. Mean anaerobic colony-
forming units (CFU) demonstrated a significant increase between visits in all groups
(p<0.001) and differences among groups were not significant. Subjects treated with
BNZ+CPC frequently reported ‘‘tingling mouth’” and ‘‘numbness mouth’’.
Conclusion: Within the limitations of the study model, the BNZ+CPC combination
showed a statistically significant plaque-inhibitory capacity, as compared with the
placebo mouth rinse, and an additive effect as compared with CPC. No relevant
clinical or microbiological adverse effects were detected.
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Dental plaque is a bacterial biofilm
adhering to the tooth surfaces. It is
mainly composed of complex bacterial
populations organized in a carbohydrate
matrix also containing a small number
of epithelial cells, leukocytes, macro-
phages and inorganic components such
as calcium and phosphorus. This biofilm

structure confers these bacterial popula-
tions a high resistance to most chemical
anti-bacterial compounds and makes the
use of mechanical oral hygiene proce-
dures such as tooth brushing, dental
flossing and inter-dental brushing the
most effective method for plaque re-
moval. However, the use of anti-micro-

bial compounds in mouth-rinse formu-
lations can play an important role in
maintaining oral health by preventing
plaque formation, and thus, preventing
gingivitis and caries.

Both benzydamine hydrochloride
(BNZ) and cetylpyridinium chloride
(CPC) are well-known drugs that are
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Discusion

DISCUSION

El descomunal y progresivo incremento en el nimero de investigaciones
cientificas, publicadas o no, hace muy dificil que los profesionales sanitarios, que
trabajan en situaciones clinicas complejas, puedan reunir la informacién adecuada
para la toma de decisiones clinicas que se puedan aplicar de manera
individualizada y racional a cada paciente, disminuyendo la probabilidad de

reacciones adversas graves y efectos secundarios no deseables.

Sobre la falta de fundamento de las decisiones clinicas, Cochrane, en 1972
llevo a cabo los primeros trabajos (Elstein 2004 ). Las revisiones sistematicas de la
literatura cientifica han facilitado la integracién de la mejor evidencia disponible
en la toma de decisiones clinicas y, por tanto, han contribuido a la extension de la
llamada “medicina basada en la evidencia”. Se debe evitar identificar este término
como si de un compendio de soluciones clinicas se tratara, considerando que lo
que se pretende es el equilibrio entre el juicio clinico o profesional procedente de
la experiencia y el conocimiento basado en las pruebas procedentes de la
investigacion y relativas a la cada vez mas numerosas opciones disponibles para

las intervenciones en las ciencias de la salud (Sackett y cols. 1996).

El disefio que se utilice para una determinada investigacion va a permitir
establecer el valor de cada publicacidn cientifica dentro de la Odontologia Basada
en la Evidencia. La validez interna de estos disefios indica el grado en el que las
distintas explicaciones pudieran ser responsables de los resultados que se
encuentren. Sobre la base de esta validez interna, los disefios de investigacion
pueden situarse en una escala de “evidencia”. Dicha validez también viene
determinada por la calidad metodolégica del estudio. Los estudios experimentales
clinicos (ensayos clinicos aleatorizados, disefios cruzados y de boca partida), en los
cuales el investigador introduce cambios o interviene, y mantiene los otros
factores constantes, presentan el mayor nivel de validez interna. Los estudios
observacionales (estudios de cohortes, estudios de casos y controles,

transversales, estudios de casos y series de pacientes), en los cuales los grupos se
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describen y comparan en su habitat natural, se pueden introducir preferencias y

sesgos, llevando a un menor nivel de evidencia (Aartman y van 2007).

Las cuestiones relacionadas con el diagndstico, prondstico y causalidad se
estudian a menudo con disefios de investigacion observacionales, mas que

experimentales (Sutherland 2001).

Pero siempre que sea posible, deberia utilizarse el disefio de estudio mas
potente. De esta forma, en la literatura odontologica este disefio es el ensayo
clinico aleatorizado, especialmente para cuestiones relacionadas con
intervenciones preventivas y terapéuticas (Sutherland 2001). Existen revisiones
sistematicas (Gunsolley 2006), con o sin meta-analisis, metodolégicamente
rigurosas que, a pesar de la extensa y altamente compleja literatura en este campo,

pueden traducirse en valiosas guias de la practica clinica (Garcia 2008).

Tal y como se detall6 en el apartado “evaluacion de los productos quimicos
de higiene oral” de la introduccion, los disefios in vitro cuentan con un grado de
evidencia cientifica reducido por las razones que se explicaron; de esta forma, los
modelos basados en recuentos salivales in vivo se encuentran en una posicion mas
elevada en la escala de evidencia. Por ultimo, los modelos de placa experimental y
ensayos clinicos son los que presentan un mayor grado de evidencia cientifica. Con
este enfoque y de manera creciente en escala de evidencia, es necesario evaluar
punto por punto la calidad de los métodos experimentales aportados en esta tesis
con el fin de comprobar que los sesgos estan limitados, contar con una idea precisa
de las comparaciones que pueden establecerse y conseguir una interpretacion

correcta de los resultados que se han obtenido.

Respecto al primer articulo publicado, el test de contacto in vitro aplicado
en el modelo experimental 1.1. es util para analizar los recuentos bacterianos de
las distintas cepas procedentes de la comparacion entre los productos evaluados.
La sensibilidad y especificidad del test de contacto breve justifica su aplicaciéon
como herramienta de comparacion de actividad antimicrobiana entre distintas

formulaciones. De sus resultados se deriva que la presencia del mismo agente

132



Discusion

antimicrobiano (clorhexidina), a la misma concentracién (0.12%), dentro de
distintos colutorios comercializados, no garantiza una eficacia antimicrobiana
similar. Asi mismo, las formulaciones sin alcohol, excepto la que afiadié cloruro de
cetilpiridinio, demostraron ser menos efectivas, tanto in vitro como in vivo. La
introduccion del cloruro de cetilpiridinio como agente activo adicional en la
formulacién, consigui6 mantener una alta actividad antimicrobiana como
contrapartida a la ausencia de alcohol. Dicha formulacién, ademas, demostré
eficacia in vitro contra todas las cepas evaluadas, sin aparecer resistencia alguna a

las mismas.

Un segundo modelo experimental basado en recuentos salivales se incluye
en este primer articulo, de manera que de las cuatro formulaciones con
clorhexidina al 0.12% comparadas en este modelo experimental 1.2, la
formulacion que combina clorhexidina al 0.12% y cloruro de cetilpiridinio al
0.05% demostrd ser igual de eficaz in vivo para mantener la disminucién de
bacterias en saliva durante un periodo de 5 horas que la que combina clorhexidina
al 0.12% con alcohol y mas eficaz que las otras dos, la que contiene clorhexidina
0.12% sin antimicrobiano afiadido y la que combina clorhexidina al 0.12% con
fluoruro sédico. El disefio del modelo de estudio cruzado permitié demostrar la
eficacia comparativa de las formulaciones a prueba, asi como la seguridad de todas

ellas respecto a la tolerancia de los efectos secundarios.

El segundo articulo publicado utiliza un disefio mas potente desde el punto
de vista de la evidencia cientifica, un ensayo clinico aleatorizado paralelo que
permite comprobar la eficacia antimicrobiana de la formulacién que combina
clorhexidina (0.05%) y cloruro de cetilpiridinio (0.05%), asi como su seguridad y
efectos secundarios dentro de la poblacidn a la que iria destinado su uso, como son
los pacientes con periodontitis tratada y en fase de mantenimiento. En este modelo
experimental 2, el colutorio formulado con una baja concentracion de clorhexidina
(0.05%) y cloruro de cetilpiridinio (0.05%) demostr6 una actividad inhibitoria de
placa en un periodo de dos semanas en pacientes bajo cuidados periodontales de
soporte. Dicha formulacion mostré una reduccién en la microflora anaerdbica

subgingival total. Sin embargo, la reduccién (respecto a los modelos
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experimentales del articulo previo) en la concentracion del agente activo (de
0.12% a 0.05%) no demostré una reduccion significativa de la incidencia y
severidad de los efectos adversos del uso del producto evaluado, ya que a pesar de
que la apreciacién subjetiva de los pacientes fue satisfactoria para al uso del
colutorio, la evaluacion objetiva de las tinciones dentarias observadas confirman

que la hipotesis planteada a este respecto debe ser rechazada.

Por ultimo, el ensayo clinico aleatorizado cruzado que se llevo a cabo en el
tercero y ultimo de los articulos publicados en esta serie, permite la comparacion
de la eficacia antimicrobiana de formulaciones que contienen cloruro de
cetilpiridinio (0.05%) como unico agente activo con otra que afiade bencidamina,
un agente con propiedades antimicrobianas. De igual forma, este modelo
experimental 3, permite evaluar los efectos secundarios de dichas formulaciones,
constatando su seguridad. El producto que combina bencidamina (0.15%) y
cloruro de cetilpiridinio (0.05%) demostré una actividad inhibitoria de la placa
superior comparada con una formulaciéon comercial con cloruro de cetilpiridinio
(0.05%), mostrando ademas un menor incremento de diferentes patégenos
bacterianos especificos asociados con gingivitis. Aun perteneciendo al grupo de los
medicamentos antiinflamatorios, la bencidamina no pudo demostrar un efecto

antiinflamatorio directo y significativo en los tejidos gingivales.

Como ya se ha subrayado, es el ensayo clinico aleatorizado el disefio
experimental considerado como paradigma del mejor disefio posible para evaluar
la eficacia de una intervencidn sanitaria, ya que es el que proporciona la evidencia
de mayor calidad acerca de la existencia de una relacion causa-efecto entre dicha
intervencion y la respuesta observada. Tanto es asi que los ensayos clinicos
suponen la principal fuente de las revisiones sistematicas de la literatura cientifica,
siendo éstas un tipo de investigacion en si mismas, principalmente de forma
retrospectiva, cuya calidad depende, en parte, de la metodologia de los estudios
revisados. En este sentido, la Colaboracidon Cochrane ha desempefiado un liderazgo
claro estableciendo un registro mundial de ensayos clinicos. Asi mismo, en la
ultima década del siglo pasado, se desarroll6 a nivel internacional un instrumento

llamado CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials, por sus siglas en
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inglés [Normas Consolidadas para las Publicaciones de Ensayos Clinicos]) que
también ayuda a los investigadores a mejorar la calidad de los ensayos clinicos
aleatorizados paralelos (Moher y cols. 2001). De igual forma, en esa década se
publicaron las recomendaciones QUORUM (Quality of Reporting of Meta-Analyses)
con la finalidad de evaluar la mecanica de la realizacién de un meta-analisis

(Moher y cols. 1999, Martin 2004).

El disefio de todos y cada uno de los cuatro modelos experimentales
presentados y publicados por nuestro equipo se ha realizado siguiendo punto por
punto las directrices de obligado cumplimiento, lo cual se analiza con detalle en el
desarrollo de este trabajo. En cada uno de los cuatro modelos se han obtenido
resultados estadisticamente significativos, por tanto, los cuatro muestran validez
interna (es decir, su disefio y realizacién han conseguido evitar los errores

sistematicos o sesgos).

Diseiio

En cuanto al disefio de los estudios, revisiones sistematicas recientes sobre
distintas formulaciones para higiene oral (Berchier y cols. 2010, Van Strydonck y
cols. 2008, Drisko 2013) han tomado en consideracion tanto disefios paralelos

como cruzados.

La ventaja de un disefio cruzado (Harper y cols. 1995, Pizzo y cols. 2006,
Quirynen y cols. 2001, Smith y cols. 1995), respecto a uno paralelo (Keijser y cols.
2003) es que las comparaciones de los tratamientos no estan influenciadas por la
variabilidad entre los sujetos, ya que la comparacién se lleva a cabo dentro del

propio individuo.

Segun la hipoétesis que se maneja en cada estudio y el modo de utilizacion
que se pretenda para el agente antimicrobiano a evaluar, debe determinarse de
antemano el disefio del estudio (Chilton y Fleiss 1986). Asi, tanto en el modelo

experimental 1.2 como en el modelo experimental 3 los disefios fueron cruzados.
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El modelo experimental 1.2 pretendia despejar la duda de si la presencia de 0.12%
de clorhexidina en colutorios comercializados garantiza una eficacia
antimicrobiana similar, por tanto, el hecho de que los mismos sujetos sean sus
propios controles minimiza el riesgo de error debido a la variabilidad entre sujetos
distintos que tendria lugar en un disefio paralelo. Del mismo modo, para el modelo
experimental 3, que tuvo por objetivo evaluar la prevencién en la formacién de
nueva placa de dos formulaciones diferentes con bencidamina y/o cloruro de
cetilpiridinio, se opté por un disefio cruzado. En este caso, ademas, el efecto sobre
los tejidos gingivales, que fue una variable analizada en todos los articulos, tuvo
mayor interés desde el punto de vista clinico, ya que se trata de un
antiinflamatorio, la bencidamina y por tanto, es fundamental tener en cuenta en

este tipo de disefio la variabilidad en la respuesta individual.

La posible desventaja de un efecto remanente o acumulativo de los
tratamientos previos de un disefio cruzado parece ser manejada adecuadamente
llevando a cabo un periodo de aclaramiento suficiente (Berchier y cols. 2010). Tras
cada periodo experimental, el sujeto entra en un periodo de tiempo suficiente
como para que los efectos remanentes de un tratamiento no tengan implicacion
hasta el siguiente. El periodo de aclaramiento resulta muy variable en la literatura
cientifica (Moran y cols. 1994, Jenkins y cols. 1994a, Harper y cols. 1995). Este
tiempo de aclaramiento puede ser, segun las distintas publicaciones, de 7 dias
(Garcia y cols. 2011), de 14 dias (Cousido y cols. 2010) o incluso de 23 dias
(Quirynen y cols. 2001). En el modelo experimental 1.2 fue una semana y, en el
modelo experimental 3, de 10 dias, mayor en este ultimo, ya que se trata de un
estudio de formacion de nueva placa, sin cepillado durante cuatro dias, lo cual
obliga a espaciar el uso de los distintos tratamientos lo suficiente como para que
los tejidos gingivales inflamados y bajo los efectos del tratamiento anterior,
retornasen a su situacion inicial de salud. Esto ultimo se facilitaba ademas,

practicandose una profilaxis profesional al final de cada periodo de tratamiento.

En el modelo experimental 2, al ser un ensayo a corto plazo en pacientes
con patologia bajo tratamiento periodontal de soporte, se prefirid6 un disefio en

paralelo, ya que segun los resultados de eficacia de la nueva formulacién a prueba,
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se pretendia realizar, como asi fue (Costa y cols. 2013) otro estudio de similares
caracteristicas pero a largo plazo, para lo cual es el disefio mas acertado, puesto

que se espera encontrar un efecto de tratamiento duradero en el tiempo.

A pesar de varias décadas de esfuerzos educativos, las publicaciones de
ensayos clinicos aleatorizados necesitan mejorarse (Dickinson y cols. 2000). Con
este fin, a mediados de la década de los afios 1990-2000 y, como se sefald
anteriormente, dos iniciativas independientes e internacionales formadas por
investigadores, estadisticos, epidemidlogos y editores biomédicos desarrollaron
una herramienta para ayudar a los autores a mejorar la calidad de los ensayos, que
fue conocida como CONSORT (Begg y cols. 1996, Moher y cols. 2001, Moher y cols.
2003, Moher y cols. 2012). Es un instrumento en constante evolucidon que esta
destinado principalmente a la redaccion o evaluacion de articulos sobre ensayos
clinicos aleatorizados paralelos (CONSORT 2015). Puede ser también utilizado por
los revisores y editores para identificar articulos con una descripcion inadecuada
de los ensayos y resultados potencialmente sesgados (Moher y cols. 1998). Tiene
relevancia incluso porque el enfoque basado en la evidencia utilizada para
desarrollar CONSORT también se ha utilizado para desarrollar normas para meta-

analisis de ensayos aleatorizados (Moher y cols. 1999).

Muestra poblacional

Para evitar un sesgo de seleccion es importante que la poblacién de estudio
represente los usuarios tipicos del producto. De esta forma, en el modelo
experimental 2 se seleccionaron pacientes en fase de cuidado periodontal de
soporte, puesto que se trata de un colutorio cuya finalidad es controlar la placa y la
gingivitis con el menor grado posible de efectos secundarios en pacientes con
patologia crénica. Los otros dos ensayos (modelo experimental 1.2 y modelo
experimental 3) se realizaron con voluntarios sanos, lo cual no es infrecuente en
estos casos en los que se van a comparar distintas formulaciones que se

suministran en el mercado sin receta a la poblacién general.
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Establecer el tamafio muestral apropiado para una investigacion es
frecuentemente complicado y representa solo una aproximacidn a la realidad, sin

embargo es muy necesario.

Dentro de las diferentes cuestiones que podran ser investigadas en un
estudio, es posible definir la principal. Con ello, entonces, se establecera qué clase
de datos deben ser obtenidos y la forma como seran analizados. Esto tiene mucha
importancia, puesto que el tamafio de la muestra depende del método de analisis a
emplear. En el modelo experimental 3 se especifica el modo de calcular el tamafio
muestral para la investigacion en concreto, que fue de 24 individuos. En estudios
previos (Moran y cols. 2000), la comparacidon del indice de placa entre el cloruro de
cetilpiridinio y el placebo ha mostrado una media de diferencia de 0.66 con una
desviacion estandar de 0.53. Fijando el umbral de 0.33 (50% del efecto con
respecto al placebo), un tamafio muestral de 24 sujetos proporcionaria un poder
del 90% (a=0.05, test de una cola) en demostrar la superioridad de la asociaciéon

bencidamina mas cloruro de cetilpiridinio con respecto al placebo.

De igual forma, para los modelos experimentales 1.2 y 2 (10 y 23 sujetos,
respectivamente) se revisoé qué valor de diferencia media para la comparacion de
las diversas variables entre los distintos productos se habia utilizado en la
literatura previa para estas comparaciones, asi como la desviacién estandar
hallada, estableciendo un poder de elevado porcentaje en demostrar la
superioridad de unas formulaciones respecto a otras con el nimero de individuos

que se seleccionaron como muestra poblacional.

Para conocer el tamafio muestral en los ensayos clinicos es necesario
aplicar una férmula que depende del disefio estadistico utilizado, el tipo de
respuesta medida, la distribucion estadistica de la respuesta y la hipoétesis a
comprobar, entre otras cuestiones. La determinacion del tamafio de la muestra es
un problema estadistico serio, dificil y a veces imposible de resolver de un modo
estricto si el modelo es excesivamente complicado o si no hay informacién previa

disponible (Martin 2004).
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Estratificacion

En los modelos experimentales incluidos en este trabajo se han tenido en
cuenta las caracteristicas de los sujetos que participan en los estudios respecto a
su edad, sexo, niveles de placa y gingivitis, entre otros aspectos, para que la
informacion que resulta sobre la eficacia de los antimicrobianos a prueba tenga

mayor validez.

Aleatorizacion

La asignacién aleatoria implica que todos los participantes en el
experimento tienen la misma probabilidad de entrar en cualquiera de los grupos
del estudio. La aleatorizacion es un procedimiento sistematico y reproducible por
el que los sujetos participantes en un ensayo clinico son distribuidos al azar en los

distintos grupos de tratamiento.

La importancia de la asignacidon aleatoria radica en que el disefio de
investigacion que se elige es el que mas se aproxima a la creacién de grupos de
pacientes similares. No solo respecto de los factores que se sabe que pueden
condicionar el resultado, tales como la gravedad de la enfermedad, sino también

respecto de otros factores cuya influencia sea desconocida.

Una cuestion adicional es si se oculté a los investigadores la asignacion
aleatoria. La ocultacién o cegamiento de la aleatorizacion no debe confundirse con
el cegamiento del tratamiento (disefio abierto, simple, doble o triple ciego) que se
comenta mas adelante. La ocultacion o cegamiento de la aleatorizacion consiste en
que el investigador desconoce la secuencia de aleatorizacidn, en otras palabras
desconoce a qué grupo sera asignado el proximo paciente que incluya en el ensayo
clinico. Esto resulta especialmente importante en los estudios abiertos o simple
ciego, en los que el investigador conoce cudl es el tratamiento que corresponde a
cada grupo. Ya que de forma consciente o inconsciente puede influir en la inclusiéon

o exclusion del paciente en el ensayo en funcién del tratamiento que deberia de
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recibir. Para ello el investigador debe conocer el grupo al que es asignado el
paciente solo cuando éste ya ha aceptado su participacion y firmado el

consentimiento informado.

Una inadecuada asignacién al azar se ha asociado con el sesgo en la

estimacion de la efectividad de las intervenciones (Moher y cols. 1998).

En todos y cada uno de los articulos que se aportan en esta tesis, la
aleatorizacion se realiz0 mediante un listado generado por ordenador,
manteniendo la asignacidn aleatoria oculta a los investigadores a lo largo de todo
el proceso a través de la utilizacion de contenedores numerados de modo
secuencial. La secuencia de asignacion aleatoria fue realizada por personal ajeno a

la investigacion clinica y de laboratorio.

Régimen de uso

Puesto que la clorhexidina es uno de los antimicrobianos en enjuague mas
ampliamente probado y ya que ademas forma parte de los articulos aportados en
este trabajo, debemos resaltar en este apartado que no existen ensayos clinicos
que determinen el modo oOptimo de administracion de dicho agente. A este
respecto, uno de los primeros estudios, muy citado (Loe y cols. 1976) sugiere

utilizar 20mg de clorhexidina dos veces al dia como dosis 6ptima.

En Europa, el desarrollo de la solucion de clorhexidina al 0.2% se convirtié
en la concentracion internacional estandar (Hase y cols. 1998). Otras publicaciones
consideran también dosis éptima alrededor de 20mg dos veces al dia (Cumming y
Loe 1973, Agerbaek y cols. 1975, Jenkins y cols. 1994b), que equilibra eficacia del
agente con efectos secundarios locales y aceptabilidad de usuario (Flotra y cols.

1971).

La inhibicion de placa es dosis dependiente. Se consiguen niveles de

inhibicion de placa similares con mayores volimenes de soluciones a mas baja
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concentracion (Bonesvoll y Gjermo 1978). Las concentraciones de 0.12% han
demostrado ser igualmente eficaces que 0.2% si el volumen del enjuague se
aumenta de 10 a 15 ml, administrando una dosis de 18 mg en cada ocasion (Keijser
y cols. 2003). Los efectos secundarios son también dosis dependientes, siendo
mayores por encima de 0.1% (Smith y cols. 1995). La FDA sugiere el uso de
clorhexidina (al 0.2% o 0.12%) como enjuague oral aplicando 10-15ml de
producto durante 30 segundos dos veces al dia durante un periodo limitado de

tiempo -2 semanas o un mes- (FDA 2011).

La revision de la literatura en individuos sanos en el transcurso de estas
ultimas décadas muestra que existen pequefias diferencias, estadisticamente
significativas, entre enjuagues de clorhexidina al 0.2% y 0.12% respecto a
inhibicion de placa a favor de la concentracién 0.2%. Muy pocos estudios aportan
datos suficientes de inflamacién gingival como para concluir que existan
diferencias estadisticamente significativas respecto a este parametro (Berchier y

cols. 2010).

Sin embargo, determinadas formulaciones al 0.12% han mostrado el mismo
efecto antibacteriano que otras con 0.2%, pero con un 30% menos de clorhexidina
en términos cuantitativos (Quirynen y cols. 2001). Esta observacion esta en
contraste con el hecho de que la actividad antibacteriana de la clorhexidina se
considere dependiente de la dosis in vivo (Harper y cols. 1995) y pudiera indicar
saturacion. Es decir, varios estudios han subrayado que el efecto inhibidor de la
placa de una solucién de clorhexidina es dependiente de la dosis con un efecto de
meseta alrededor de aproximadamente 30 a 40mg por dia (Jenkins y cols. 1994b,
Quirynen y cols. 2001). Los efectos secundarios son, sin embargo, dependientes de

la concentracion sin valores de meseta (Flotray cols. 1971, Quirynen y cols. 2001).

Las concentraciones al 0.05%, 0.12% y 0.2% son las que se han comparado
en la literatura cientifica de las ultimas décadas (Quirynen y cols. 2001, Sekino y
cols. 2004, Quirynen y cols. 2005, Cousido y cols. 2010, Escribano y cols. 2010), tal
y como venia siendo habitual anteriormente y se muestra en los modelos

experimentales presentados.
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Por otro lado, el cloruro de cetilpiridinio se ha utilizado en un rango de
concentraciones entre 0.045% y 0.1% (Gunsolley 2006), pero existe una gran
variedad de resultados dependiendo de las distintas formulaciones, lo cual pudiera
tener relacion con esta variabilidad en las concentraciones (Garcia y cols. 2011).
En nuestras tres publicaciones aportadas se emple6 una concentracion de 0.05%
de cloruro de cetilpiridinio, siendo ésta la mas habitualmente utilizada en los
ensayos clinicos sobre antimicrobianos (Quirynen y cols. 2001, Quirynen y cols.

2005, Escribano y cols. 2010, Garcia y cols. 2011).

De igual forma, la utilizacién de una concentraciéon de hidrocloruro de
benzidamina al 0.15% tres veces al dia es la mas repetida en formulaciones para
enjuague de este antiinflamatorio no esteroideo (Matthews y cols. 1987, Edres y
cols. 1997, Sardella y cols. 1999, Passali y cols. 2001), ya que ha demostrado con

esta dosis su efecto en el control de la inflamacién y el dolor local.

Duracion

La duracion de un ensayo clinico depende, por un lado, del tiempo
requerido hasta observar la respuesta al tratamiento y, por otro, del nimero de
individuos que han de intervenir en el ensayo. Una vez determinado qué es lo que
se va a medir, el nimero de individuos del ensayo y la celeridad con la que el
centro o centros pueden proporcionarlos, la duracion total del ensayo queda fijada

(Martin 2004).

La evaluacion del recuento de bacterias salivales tras un solo uso del
producto a prueba se ha realizado (Elworthy y cols. 1996, Addy y Moran 1997b)
con disefios cruzados en los que el periodo de aclaramiento puede ser desde una
semana, como en modelo experimental 1.2, hasta incluso 15 dias (Cousido y cols.
2010), con un periodo de evaluacion de 7 horas para el registro de las variables, ya

que se trata de disefios que tratan de evaluar la sustantividad de antimicrobianos.
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El disefio del estudio de crecimiento de placa a corto plazo tiene un rango
de 16 horas a varios dias (Addy y cols. 1983, Harrap 1974, Jenkins y cols. 19944,
Harper y cols. 1995, Moran y cols. 2000). El periodo de 4 dias es el mas
comunmente utilizado en la literatura para este tipo de disefios experimentales y,
por tanto, es el que se emple6 en el modelo experimental 3. Es necesario en este
tipo de disefios que se den especificaciones sobre la duracién del periodo de
aclaramiento debido al potencial efecto remanente de algunos agentes (Newcombe

y cols. 1995).

En nuestra segunda publicacion (modelo experimental 2), se pretendia
seleccionar una nueva formulacién para uso como coadyuvante en pacientes de
mantenimiento periodontal. Es sabido que los resultados para este nuevo producto
deben validarse en estudios a largo plazo. Sin embargo, para esta evaluacion
preliminar, se consider6 adecuado un disefio del ensayo clinico a corto plazo, con
una duraciéon de 2 semanas, el cual es valido para investigar los efectos sobre placa

y gingivitis (Gunsolley 2006).

Posteriormente, nuestro equipo llevd a cabo un ensayo de similares
caracteristicas de 6 meses de duracién (Costa y cols. 2013), periodo de tiempo que
se considera largo plazo en disefios en paralelo y es habitual en ensayos de uso en
casa para colutorios de control del biofilm oral (Stookey y cols. 2005, Charles y
cols. 2004, Hoffmann y cols. 2001, Lucas y Lucas 1999, Hase y cols. 1998, Lang y
cols. 1998, Chaves y cols. 1994, Jenkins y cols. 1993, Overholser y cols. 1990,
Grossman y cols. 1989), ya que ademas es la duracion recomendada por la
Asociacion Dental Americana para establecer la eficacia a largo plazo de las
formulas de enjuague bucal de uso domiciliario (Council on Dental Therapeutics
1986). De hecho, en una de las ultimas revisiones sistematicas sobre productos
para el control quimico de placa, solo se incluyeron ensayos clinicos aleatorizados

de, al menos, 6 meses de duracion (Serrano y cols. 2014).
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Controles

Dentro de los antimicrobianos utilizados para el control de placa, la
clorhexidina se ha considerado como control positivo o control de referencia con el
que poder comparar otros productos, valido solo en la forma farmacéutica de

colutorio (Addy 1986, Garcia y cols. 2011, Bozkurt y cols. 2005).

Los grupos de control positivo reducen la posibilidad de falsos negativos, es
decir, se espera que el grupo de control brinde un resultado positivo y permita al
investigador demostrar que el agente a prueba ha sido capaz de producir también

resultados positivos.

El control negativo es el proceso que consiste en utilizar el grupo de control
para asegurarse de que ninguna variable de confusiéon haya afectado los resultados
o eliminar las posibles fuentes de sesgo, ya que no se espera que arroje resultados

positivos.

Los controles aseguran que los efectos de la formulacion son
necesariamente debidos a la formulacién a prueba. El hecho ideal de que los
controles tengan caracteristicas similares a la formulacién a prueba, incluyendo
color, gusto y consistencia, posibilita el doble ciego -sujeto y examinador- (Addy

1995) durante el estudio.

En dos de los tres articulos (modelo experimental 1.2 y 3), se utilizaron
controles positivos y placebo. En el primero, se utilizé6 como control positivo una
formulacion con clorhexidina al 0.12% y 5% de alcohol, y suero salino estéril como
placebo. El ensayo 2 se llevd a cabo con un placebo y el ensayo 3 con un control
positivo —cloruro de cetilpiridinio- y un control negativo cuya composicion quimica
incluia un 8,1% de alcohol. En este ultimo caso, utilizar un placebo proporciona
informacion sobre el efecto quimico maximo de formulaciones, puesto que se trata
de un estudio sin cepillado, mientras que en el ensayo 2 puede ser util para evaluar
la magnitud del efecto Hawthorne, puesto que en este estudio se realizo el

tratamiento como coadyuvante al cepillado.
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Ciego

El sesgo de realizacion de los ensayos clinicos presentados se control6 a
través de los disefios a simple (modelo experimental 3) o doble (modelo

experimental 1.2 y 2) ciego.

El enmascaramiento o cegamiento del tratamiento consiste en una serie de
medidas o precauciones que se toman con el fin de que a lo largo del estudio, el
paciente, el investigador o ambos, incluso el analista estadistico, desconozcan el

tratamiento que se esta aplicando.

Los tipos de enmascaramiento pueden ser:

- Simple ciego: son aquellos ensayos en los que el sujeto desconoce el grupo de
tratamiento al que pertenece, aunque en ocasiones puede ser el investigador el que
desconoce la asignacion de tratamientos.

- Doble ciego: son aquellos ensayos en los que tanto el sujeto como el investigador
desconocen la asignacion a los grupos de tratamiento.

- Tripe ciego: son aquellos ensayos en los que, ademas del sujeto y el investigador,
el estadistico que trabaja con los datos registrados también desconoce la

asignacidn a los grupos de tratamiento.

La manera de conseguir mantener el enmascaramiento durante todo el
desarrollo del estudio fue a través del embalaje de los productos por fueray, en los
ensayos del primero y segundo articulo (modelos experimentales 1.2 y 2), a través
también de la similitud en las caracteristicas de envases, color, sabor y consistencia
de los liquidos empleados. En el ensayo del tercer articulo (modelo experimental
3), debido a diferentes aspectos, como el color y envase del colutorio a prueba, no
fue posible un disefio doble ciego. Por esta razon, el estudio se llevo a cabo con un

disefio de observador cegado.

En otros muchos casos no es posible mantener el enmascaramiento, como

es el caso de tratarse de una intervencidn quirurgica o de incluir algin tipo de
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técnica llevada a cabo por un profesional. Este caso se conoce (Martin 2006) como

estudio abierto (sujeto y médico/investigador conocen el grupo).

Variables

Ademas de determinar en un estudio lo que se desea comprobar, es decir, la
hipdtesis, es también crucial decidir qué tipo de resultado va a medirse y como se
va a hacer, para determinar la eficacia relativa de los tratamientos a comparar. La
medida de la respuesta al tratamiento puede ser un evento clinico o una medida
indirecta y debe tener las siguientes caracteristicas deseables: ha de ser facil de
diagnosticar u observar, ha de estar libre de errores de medida, ha de poder ser
observada con independencia del tratamiento, ha de tener relevancia clinica vy,
finalmente, ha de ser elegida antes de comenzar la recoleccién de los datos (Martin

2004).

La literatura médica presenta una gran cantidad de revisiones sistematicas
y de meta-analisis que proceden de ensayos clinicos aleatorizados y, por tanto, de
disefios experimentales sobre la eficacia de tratamientos farmacolégicos o de
productos quimicos. Aunque a veces se utilicen indistintamente los dos términos,
la revision sistematica no es igual al meta-analisis (Gisbert y Bonfil 2004). La
primera es el proceso que conduce a obtener los estudios cuyos resultados pueden
combinarse -0 no- matematicamente para poder ofrecer conclusiones. Cuando los
resultados de los estudios primarios se resumen pero no se combinan con métodos
estadisticos, el resultado puede denominarse revision sistematica “cualitativa”. Asi,
el método matematico llamado meta-analisis, que daria como resultado una
revision sistematica “cuantitativa” es solo una parte, aunque muy importante, de la
revision sistematica. Dicho de otro modo, un meta-analisis es la combinacién
estadistica de, al menos, dos estudios para obtener una estimaciéon o suma tnica

del efecto de la intervencion en salud que estamos evaluando.

Para evaluar el grado de evidencia cientifica existen diversas escalas que

puntudan la calidad de la informacién en funcién del tipo de estudio que la aporta y
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en todas ellas, las revisiones sistematicas y los meta-analisis ocupan las mejores
posiciones (Martin 2006). Por tanto, las variables que se han elegido en cada uno
de los ensayos seleccionados, estan en consonancia con aquellas utilizadas por los
distintos investigadores (Berchier y cols. 2010) de los ensayos clinicos que forman
parte de las revisiones sistematicas y meta-analisis de la literatura médica en cada

campo.

La seleccién de la forma mas adecuada para medir los resultados no parece
ser facil. Los indices mas utilizados para evaluar los niveles de gingivitis, de
acuerdo con la revision del 112 Workshop Europero en Periodoncia (Serrano y cols.
2015), son claramente Loe y Silness (Loe y cols. 1965) y el indice modificado por
Talbott y cols. en 1977 del indice de Loe y Silness (Talbott y cols. 1977). Para la
placa, el indice mas utilizado es el de Turesky y cols. (Turesky y cols. 1970).
Ademas, puede ser también recomendable un indice de sangrado dicotémico

(Serrano y cols. 2015).

La importancia del sangrado gingival como un indicador de riesgo para la
periodontitis se ha destacado en estudios recientes (Lang y cols. 2009, Needleman
y cols. 2015). Por tanto, el resultado primario a considerar en estudios de
productos para higiene oral tendria que ser la inflamacion gingival, medida con
indices como indice gingival, indice de sangrado del surco o de sangrado al sondaje
(Loe y cols. 1965, Muhlemann y Son 1971, Cowell y cols. 1975, Talbott y cols. 1977,
Lobene y cols. 1986). El indice de placa (Quigley y Hein 1962, Silness y Loe 1964,
Lange y cols. 1977), asi como la profundidad de sondaje y la pérdida de insercion
clinica se considerarian como variables de resultado secundarias (Polak y cols.

2015).

Sin embargo, la variable de resultado principal ha sido, en dos de los tres
estudios, el indice de placa, cuya descripcidn, para cada estudio, se detalla en el
apartado de material y métodos. La razon para ello es que el modelo experimental
2 es a corto plazo y, por tanto, el impacto de la inflamacion de los tejidos cuenta
con muy poco recorrido en el tiempo y el modelo experimental 3 es un modelo de

estudio basado en depdsito de nueva placa. En el modelo experimental 1.2 la

147



M.S. Santos Beneit

variable respuesta principal son los recuentos bacterianos en las muestras

salivales.

Las variables secundarias fueron el indice gingival, las unidades formadoras
de colonias, el porcentaje de flora y la frecuencia de deteccion de patdgenos,
respecto a variables microbioldgicas y el grado de tincion, asi como la tolerabilidad

clinica respecto a variables de seguridad.

Efecto del tratamiento y precision de resultados

La importancia clinica de un tratamiento se valora mediante la magnitud del

efecto hallado y la precision de los resultados (Guyatt y cols. 1994).

Los ensayos clinicos, al trabajar con muestras limitadas de poblacion,
obtienen estimaciones sobre el efecto de los tratamientos en esos pacientes
concretos. Interesa conocer, por tanto, cual sera la estimacion del efecto del
tratamiento en la poblacion general. Por ello, ademas de conocer la magnitud del
efecto, es necesario conocer la precision de esa estimacién a través de los
intervalos de confianza, que se refieren al intervalo dentro del que se encuentra la
verdadera magnitud del efecto con un grado prefijado de seguridad. Cuanto mas
estrecho sea el intervalo de confianza, mayor es la precision con la que se estima el
efecto. La precision de una medida, ademas de poderse conocer a través de los
intervalos de confianza, también puede expresarse numéricamente mediante
medidas de dispersién tales como la desviacion tipica o la varianza. Por ello,
cuanto mas estrecha sea la distribucion de resultados, menor sera la desviaciéon
tipica de la misma y mayor la precision de la medida. La precision depende pues,

unicamente, de la distribucion de los resultados (CEM 2014).
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Aplicabilidad

La valoracion de la aplicabilidad de los resultados de un ensayo clinico
concreto a nuestra poblacion susceptible del tratamiento debe incluir la
reproducibilidad de los resultados, el analisis de todas las variables clinicamente

importantes y la relacion entre los beneficios y los perjuicios y costes.

Como ya se ha puesto de manifiesto, el ensayo clinico controlado
aleatorizado es el mejor disefio para demostrar y comparar la eficacia de los
tratamientos. Este tipo de disefio tiene una gran validez interna. Pero las
caracteristicas “ideales” en las que se desarrollan limitan su aplicabilidad o validez
externa. Una forma de valorar la aplicabilidad de los resultados de un ensayo al
paciente individual es comprobar si sus caracteristicas se ajustan a las de los
pacientes incluidos en el estudio. Si nuestro paciente hubiera podido formar parte
del ensayo clinico. Si cumple todos los criterios de inclusion y ninguno de los de
exclusién y si sus caracteristicas son similares a las que se muestran en las
caracteristicas basales de los pacientes analizados en el ensayo clinico. Si es asi, los
resultados podrian ser aplicables. Si no es asi, habria que preguntarse si las

diferencias influirian de forma decisiva en los resultados.

La reproducibilidad de los resultados debe considerar también si la
actuacion terapéutica analizada es técnicamente aplicable en el medio en el que
trabajamos. Esto es especialmente importante cuando se trata de nuevos
tratamientos, sobre todo aquellos que requieren recursos o aprendizaje
especializados. Para decidir la aplicabilidad de los resultados de un ensayo clinico
debe realizarse un analisis final de los beneficios que aporta el tratamiento frente a

los perjuicios y costes.

Se debe tener en cuenta que, incluso antes de cualquier consideracion de
criterios de inclusidon o de exclusion, los individuos potencialmente seleccionados
son ya poco representativos de los individuos de la comunidad local, lo que puede
restar validez externa al estudio. La validez externa de un ensayo clinico

aleatorizado también depende de si los resultados han sido clinicamente
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relevantes (Rothwell 2005). A este respecto, se ha podido realizar un meta-analisis
de 7 articulos, dentro de una revision sistematica, que compara si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el uso de clorhexidina como
antimicrobiano al 0.12% y al 0.2% en individuos sanos, dando como resultado
pequefias diferencias en la inhibicion de placa a favor de 0.2% respecto a 0.12%.
Sin embargo, la relevancia clinica de esta diferencia es probablemente

insignificante (Berchier y cols. 2010).

De hecho, los resultados de ensayos clinicos aleatorizados y revisiones
sistematicas sugieren que la higiene oral domeéstica con toda una variedad de
ayudas, tanto mecanicas como quimicas, puede influir positivamente en el grado
de éxito que los pacientes pueden tener en el control de placa y la inflamacién
gingival. Sin embargo, en la mayoria de los estudios, los autores cuestionaron la
importancia clinica de los pequefios cambios que se encontraron, a pesar del hecho
de que fueron estadisticamente significativos. Se necesitan mas estudios para
confirmar clinicamente que el autocuidado diario regular y el uso de estos agentes
coadyuvantes se traducira en una menor prevalencia y severidad de la enfermedad

periodontal (Drisko 2013).

Evaluacion especifica de formulaciones para el control quimico de placa

Segun la Agencia para la Investigacion y Calidad de Estados Unidos (US
Agency for Healthcare Research and Quality), el mas elevado posicionamiento en la
escala de evidencia cientifica lo ocupa la revision sistematica con meta-analisis,
cuya evidencia proviene de ensayos controlados y aleatorizados bien disefiados
(AHRQ 2015). El objetivo principal de cualquier ensayo clinico aleatorizado es
evaluar la eficacia comparativa de diversos tratamientos, teniendo en cuenta que,
metodoldgicamente, presenta una alta validez interna debida al control que se

puede establecer sobre los distintos sesgos.

Una revisién sistematica con meta-andalisis es un estudio basado en la

integracion estructurada y sistematica de la informacién obtenida en diferentes
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estudios clinicos, sobre un problema de salud determinado. Consiste en identificar
y revisar los estudios controlados sobre un determinado problema, con el fin de
dar una estimacion cuantitativa sintética de todos los estudios disponibles. Dado
que incluye un nimero mayor de observaciones, una revision sistematica con
meta-analisis tiene un poder estadistico superior al de los ensayos clinicos que

incluye.

Con este razonamiento, la metodologia que se ha aplicado en todos y cada
uno de los modelos experimentales efectuados se basa en las caracteristicas de los
estudios que previamente han sido realizados por otros autores con la finalidad de
comparar productos de higiene oral en colutorio y que, posteriormente, se han
incluido en revisiones sistematicas con meta-analisis, como los realizados por
Gunsolley (Gunsolley 2006) o mas recientemente por Van Strydonck y cols. (Van
Strydonck y cols. 2012) o por Serrano y cols. (Serrano y cols. 2015), esta ultima
presentada en el Workshop europeo sobre prevencion de enfermedades

periodontales y periimplantarias.

En los cuatro modelos experimentales presentados, se ha podido
comprobar que las formulaciones a prueba tienen actividad antimicrobiana
(modelos experimentales 1.1 y 1.2) o frente a la placa (modelos experimentales 2 y
3) demostrada y estadisticamente significativa sin, ademas, incrementar las
resistencias de las distintas cepas evaluadas. A esto se puede afiadir una
explicacion. Los antisépticos orales afectan a un amplio espectro de
microorganismos y tienen mecanismos no especificos antimicrobianos, que afectan
a una gran variedad de dianas en la célula microbiana, inhibiendo asi una cierta
cantidad de procesos celulares. Esta es probablemente la razén principal para la
falta de desarrollo de resistencias bacterianas a los antisépticos. Las mutaciones
puntuales en el microorganismo pueden afectar a uno de los mecanismos de accién
de un antiséptico dado, pero rara vez se traduciria en la resistencia a todos los
mecanismos. De hecho, varios estudios han examinado la seguridad microbiolégica
a largo plazo de dentifricos y enjuagues bucales que contienen agentes antiplaca y

ninguno de ellos han informado de la aparicién de infecciones oportunistas, el
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crecimiento excesivo de bacterias patogenas o el desarrollo de especies resistentes

(Sreenivasan y Gaffar 2002).

Ademas de la eficacia antimicrobiana evaluada en el laboratorio, la
disminucién de la carga bacteriana en el biofilm oral se ha traducido en eficacia
clinica, como asi se demuestra a través de la significacion estadistica en las
diferencias de los valores que miden la cuantia de los depdsitos bacterianos a
través de los indices de placa. Sin embargo, en los disefios llevados a cabo no se ha
podido demostrar que los antimicrobianos a prueba tengan eficacia en el
desarrollo de la gingivitis, ya que los resultados obtenidos a través de las variables

que registraban este efecto, no lograron significacion estadistica.

A pesar de cumplir cada uno de los estudios con los requisitos exigibles a un
ensayo clinico, los estudios que intentan determinar los efectos de los colutorios
sobre la formacion de placa estan limitados no solo por el nimero de componentes
en la formulacion, sino también por la accién mecanica del cepillado (Addy y cols.
1983). Los métodos de estudio a corto plazo demuestran una reduccion
significativa en la formaciéon de placa en ausencia de cepillado (Barnett 2006) vy,
por tanto, dichos modelos de nueva formacion de placa como el llevado a cabo en
el tercer ensayo clinico aportado (modelo experimental 3), propuestos por
primera vez hace ya unas décadas (Addy y cols. 1983), son capaces de demostrar el

verdadero efecto antiplaca de los productos a prueba.

Por otro lado, el uso prolongado de agentes antimicrobianos como
coadyuvantes al control de placa mecanico plantea dos preocupaciones principales
con respecto a la seguridad: el desarrollo de microorganismos resistentes y el
riesgo de cancer oral asociado con el contenido de alcohol de las formulaciones de
enjuague bucal. En los parrafos anteriores se hace referencia a la escasa incidencia
de resistencias microbianas en el uso de productos quimicos de higiene oral diaria.
Sin embargo, diferentes cuestiones se han evaluado respecto a la interaccion del
alcohol contenido en los colutorios con el organismo, como si altera o no la
permeabilidad mucosa, si causa dafio celular o en definitiva, aumenta el riesgo de

cancer oral.
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Una revision de los estudios que sugiere una correlacion entre los
enjuagues bucales que contienen alcohol y el cancer oral, realizada por la
Asociacion Dental Americana (ADA) y por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) concluy6 que estos estudios presentan varias deficiencias
(Claffey 2003). Entre los problemas detectados en los estudios se observé la no
exclusion de los sujetos bajo el consumo de bebidas alcohdlicas o fumadores y la
inclusion del cancer faringeo en el andlisis, dado que la exposicion oral a los
enjuagues bucales no tiene por qué afectar a la faringe. Como ya se reflejo
anteriormente, no existe en la actualidad apoyo en la literatura cientifica para
afirmar que exista una asociacidn entre los colutorios que contienen alcohol y el

cancer orofaringeo (Elmore y Horwitz 1995, Cole y cols. 2003).

El riesgo carcinogénico es dependiente del nivel de exposicion al producto
en términos de la cantidad a la que el sujeto es expuesto y la duracién de la
exposicion. El etanol se metaboliza por el organismo produciéndose acetaldehido
(NIAAA 2015), siendo éste identificado como carcinégeno. Este compuesto aparece
de forma natural en muchas comidas, de manera que la cantidad diaria de
acetaldehido ingerida a través de la comida, bebidas y otras fuentes es mucho
mayor que con los colutorios segun la Autoridad Europea de Seguridad

Alimentaria (EFSA 2010).

Incluso cuando los colutorios se usan dos veces al dia, la exposicion total al
acetaldehido es despreciable en comparaciéon con la exposicién derivada del
consumo de comidas y bebidas alcohoélicas. A diferencia de lo que ocurre con la
ingesta de bebidas alcohdlicas, con el uso de colutorios orales se ingiere una
cantidad minima de etanol, de modo que muy poca cantidad de acetaldehido
retorna a la saliva desde el higado, lo que ayuda a explicar la gran diferencia
significativa en términos de exposicidn al acetaldehido y, por tanto, en el riesgo
carcinogénico (Homann y cols. 1997, Salaspuro y cols. 2002, Polesel y cols. 2005,
Lachenmeier y cols. 2009).

Se han realizado estudios in vitro sobre un modelo de mucosa oral utilizado

durante afios para investigar su patologia, examinando el transporte de quimicos a
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través del tejido oral. De ellos se deriva la observacién de que el pretratamiento de
este modelo de mucosa oral con 26.9% de etanol en condiciones que simulan un
enjuague no tiene efecto sobre la permeabilidad de la mucosa (Koschier y cols.
2011). Estos tratamientos no tuvieron efectos adversos sobre la viabilidad celular
y la histologia tisular, es decir, no producen dafio citotéxico significativo

(Moharamzadeh y cols. 2009).

El analisis cuantitativo de 18 estudios epidemiolédgicos publicados sobre el
uso de colutorios y malignidad oral (Gandini y cols. 2012) permite concluir que no
se detectd asociacion estadisticamente significativa entre el uso de colutorio con
alcohol y riesgo de cancer oral, incluyendo una tendencia no significativa de riesgo
con el aumento del uso diario. Estas conclusiones estan en concordancia con otras
revisiones de la literatura previas (Cole y cols. 2003, La 2009) en las que se afirma
que la evidencia epidemioldgica disponible descarta un vinculo entre el uso de

colutorios con alcohol y cancer oral.

A pesar de todo ello, en el modelo experimental 1.1 y 1.2, la introduccion de
un agente activo adicional, como es el cloruro de cetilpiridinio, ha demostrado que
se consigue mantener una alta actividad antimicrobiana, ya que la presencia o no
de alcohol resulté ser un factor importante para la actividad de estos productos, de
forma que dicha posibilidad ya se reflejaba en nuestra hipotesis de trabajo para el
primer articulo. Es decir, de las cinco formulaciones comparadas, las que no
contenian alcohol fueron menos efectivas, excepto la que combinaba clorhexidina
al 0.12% y cloruro de cetilpiridinio al 0.05%, que demostré mayor eficacia tanto in
vitro como in vivo. El hecho de elegir como sustituto del alcohol un antimibrobiano
como el cloruro de cetilpiridinio (ademas de otras modificaciones necesarias en la
formulacion), estd basado en que se trata de un miembro monocatidnico de la
familia de amonios cuaternarios que se adsorbe facilmente sobre las superficies
orales. Sin embargo, tiene una sustantividad limitada (Roberts y Addy 1981). Es un
agente cationico de superficie activa con un amplio espectro antimicrobiano capaz
de destruir patégenos gram-positivos y hongos en particular. Se sugiere que la
interaccién con la bacteria ocurre mediante la alteraciéon de la funcion de la

membrana, fuga de material citoplasmatico y, en ultima instancia, el colapso del
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equilibrio intracelular (Pitten y Kramer 2001). Este agente antimicrobiano ha
demostrado una mejora estadisticamente significativa en los indices de placa y
gingivitis (Haps y cols. 2008). No solo ha demostrado eficacia, sino también
seguridad como agente inhibitorio de la placa en un rango de concentraciones
entre 0.045 y 0.1%, pero existe una gran variedad de resultados dependiendo de
las distintas formulaciones (Gunsolley 2006). La evidencia existente sugiere que
los enjuagues bucales a base de cloruro de cetilpiridinio, cuando se utiliza como
complemento a la higiene bucal, ya sea con o sin supervision, proporcionan un
beneficio pequefio pero significativo adicional en la reduccion de la acumulacion

de placa y la inflamacion gingival (Haps y cols. 2008).

La estrategia de disminuir la concentraciéon de antimicrobianos como la
clorhexidina para minimizar los efectos secundarios que la evidencia cientifica le
atribuye, no tuvo éxito en cuanto a los resultados del segundo modelo
experimental, ya que las diferencias fueron estadisticamente significativas en

cuanto a grado de tincién de superficies para el colutorio a prueba.

Otros estudios posteriores estan en concordancia con nuestros resultados
(Quirynen y cols. 2005, Escribano y cols. 2010, Garcia y cols. 2011), en cuanto a
que la sustitucion de alcohol en una formulacion por el cloruro de cetilpiridinio no
disminuy6 la actividad antibacteriana, a pesar de que la concentracién de
clorhexidina (0.05%) fue reducida por debajo del umbral de 0.10%, nivel minimo
sugerido para una dptima actividad antibacteriana (Jenkins y cols. 1994b, Smith y

cols. 1995, Ernst y cols. 1998).

La informacion extraida de alguno de los ensayos clinicos (Quirynen y cols.
2005) que prueban clorhexidina y cloruro de cetilpiridinio a bajas concentraciones
(0.05%) se considera muy relevante en cuanto a efectividad y seguridad se refiere,
puesto que su duraciéon es de 6 meses, lo que se considera imprescindible para
considerar como eficaz y seguro un producto de higiene oral, segun las directrices
de instituciones de referencia tan importantes como la ADA (Council on Dental

Therapeutics 1986).
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Por ultimo, respecto a la aplicacidn de los resultados en la poblacion clinica
especifica, cabe destacar que dicha poblacidn - a la que va dirigida la prescripcion
de los antimicrobianos a prueba- estara formada, en gran medida, por individuos
sanos en los que se pretende un papel preventivo en la patologia derivada del
depdsito de biofilms bacterianos. De esta forma, tanto el modelo experimental 1.2
como el 3 incluyen individuos sin problemas periodontales. En el modelo
experimental 2, sin embargo, se seleccionaron pacientes en fase de cuidados
periodontales de soporte, ya que la muestra precisaba ser representativa de la
poblacién a la que va dirigida la nueva formulacidn a prueba, es decir, pacientes
con patologia periodontal que necesitan un control etioldgico de su enfermedad,
minimizando los efectos secundarios que los productos quimicos coadyuvantes les

pudieran ocasionar.

Como se ha sefialado anteriormente en el analisis de la aplicabilidad de los
estudios aportados, el grado en que cada disefio permite la generalizacion se

refiere a los aspectos relativos a la validez externa.

Desde un punto de vista metodoldgico, el mejor disefio experimental es
aquel que excluye las explicaciones alternativas de los resultados. Idealmente, los
resultados de un experimento tendran sélo una interpretacion. Cualquier factor o
fuente que no sea la variable independiente y que pudiera explicar los resultados
es una amenaza para la validez interna. Ya que los resultados que se extraen de
cada uno de los modelos experimentales aportados pueden ser atribuidos
inequivocamente a las variables independientes descritas, se puede afirmar que los

estudios son internamente validos.
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1. De manera general, se puede concluir que el tipo de modelo de investigacion
aplicado en los estudios incluidos (actividad antibacteriana in vitro, actividad
antibacteriana in vivo en saliva, ensayo clinico aleatorizado, modelo de
formacién de nueva placa), no resta validez a los resultados que se derivan de
los mismos. Por tanto, se puede afirmar que si el modelo experimental esta

bien disefado, la validez de los resultados que aporta es inequivoca.

2. Tanto el modelo in vitro mediante el test de contacto breve como el modelo in
vivo de recuentos salivales han demostrado su validez para comparar la
actividad microbiana de enjuagues comerciales que incluyen clorhexidina al
0.12% en su formulacion. Las formulaciones sin alcohol fueron menos
efectivas, tanto in vitro como in vivo, con la excepcidn del producto reformulado

con cloruro de cetilpiridinio.

3. El colutorio que combina clorhexidina al 0.12% y cloruro de cetilpiridinio al
0.05% fue el Unico que demostré eficacia in vitro contra todas las cepas

evaluadas -periodonto patégenos especificos y especies cariogénicas-.

4. De las cuatro formulaciones con clorhexidina al 0.12% comparadas, la
formulacién en la que se combinaba con cloruro de cetilpiridinio, mostro la

mayor eficacia in vivo para mantener la disminucidn de bacterias en saliva.

5. Un disefio de ensayo clinico aleatorizado, con dos semanas de seguimiento, en
pacientes bajo cuidados periodontales de soporte, permitié concluir que un
colutorio con una baja concentracién de clorhexidina (0.05%) y cloruro de
cetilpiridinio, tenia actividad inhibitoria de placa, asi como efecto sobre la

microflora anaerdbica subgingival total.

6. Un disefio de modelo cruzado, evaluando la formacion de nueva placa, permitié
concluir que el producto que combinaba bencidamina y cloruro de

cetilpiridinio demostr6 una actividad inhibitoria de la placa superior
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comparado con una formulacién con cloruro de cetilpiridinio solo, y mostré un
menor incremento de diferentes patdgenos bacterianos especificos asociados
con gingivitis. Sin embargo, no se pudo demostrar un efecto antiinflamatorio

directo y significativo.
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