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GLOSARIO DE ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

CUPRAC: Capacidad antioxidante clprica reductora.
EO: Estrés Oxidativo.

EVA: Escala Visual Analdgica.

FRAP: capacidad de reduccion férrica del plasma.
GDC: Gingivitis descamativa crénica.

H,0;: Perdxido de hidrdégeno.

HAD: Escala de Ansiedad-Depresion.

LPO: Lique plano oral.

MDA: Malonaldehido.

NO: Oxido nitrico.

OHIP: Perfil de Impacto de Salud Oral.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PCR: Proteina C reactiva.

RL: Radicales libres.

RLF: Reacciones liquenoides por farmacos.
ROS: Especies de oxigeno reactivo.

SBA: Sindrome de Boca Ardiente.

SOD: Superoxido dismutasa.

TAC: Actividad antioxidante total.

TEAC: Capacidad antioxidante equivalente trolox.
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RESUMEN

Objetivos: Este estudio evaluo el estrés oxidativo en saliva de pacientes con

LPO vy verifico la eficacia de la aplicacion local de Chamaemelum nobile a

nivel clinico como bioquimico.

Métodos: Para alcanzar el objetivo han sido realizados tres estudios

diferentes. El estudio 1 evalu6 la presencia del ESTRES OXIDATIVO EN SALIVA

de los pacientes con LPO. Para ello se analizaron muestras de 20 pacientes

con LPO, 19 con sindrome de boca ardiente (SBA) y 31 sujetos control. Se
examinod la cavidad oral de cada paciente y los pacientes respondieron a un
cuestionario de calidad de vida (OHIP-14) y al cuestionario de xerostomia. Se
midieron los siguientes parametros en la saliva total no estimulada: capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), capacidad antioxidante total (TAC),
capacidad antioxidante cUprica reductora (CUPRAC), y la capacidad de
reduccion férrica del plasma (FRAP), proteina C reactiva (PCR), 6xido nitrico,

nitratos y nitritos.

El estudio 2 ha sido enfocado en la evaluacién de EFICACIA CLINICA DE
CHAMAEMILUM NOBILE AL 2J%. Para ello se incluyeron 60 pacientes con LPO

clinicamente e histopatologicamente diagnosticados. Treinta pacientes fueron

tratados con manzanilla y 30 con un placebo.

El estudio 3 evalué el EFECTO DE LA CAMOMILA SOBRE TAC SALIVAL EN
PACIENTES CON LPO. La muestra consistié en 55 pacientes con LPO clinica e

histopatologicamente diagnosticados. Veintiséis pacientes fueron tratados con

manzanilla y 29 con un placebo. La saliva no estimulada (basal) se recogio el

primer dia del estudio y 4 semanas después.

Resultados: Estudio 1. El grupo LPO mostré diferencias estadisticamente
significativas en las especies reactivas de oxigeno (ROS) (26916 cps/g) en
comparacion con el grupo control (P<0,05). En el grupo SBA, ROS fue 36028
cps/g con una diferencia significativa en comparacion con el grupo de control

(P<0,05). Se encontraron niveles significativamente mas altos de oxido nitrico
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salival (254,2 umol/g) y nitrito (182,6 umol/g) en pacientes con LPO en
comparacion con SBA y grupos control (P<0,05).

Estudio 2. Hubo una marcada mejoria en la sintomatologia de los pacientes
con LPO con dolor disminuido (P<0,001), sensacion de ardor (P<0,001),
picazon (P = 0,011), OHIP-14 (P<0,001) e indice de Thongprasom (P = 0,001).
Estudio 3. Al inicio (T1) no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en el TAC entre los dos grupos de pacientes. Después de cuatro
semanas de tratamiento, se detectd un aumento estadisticamente
significativo en el FRAP en el grupo placebo (0,323 [0,090-0,467] frente a
0,406 [0,197 - 0,848] mmol/g * 10-3) (P<0,05). Se observaron correlaciones
significativas entre dolor y drenaje y TEAC1, CUPRAC y FRAP; y entre la
xerostomia y el TEAC1, TEAC2, CUPRAC y FRAP.

CONCLUSIONES: Los resultados del presente estudio sugieren que el LPO se

asocia con estrés oxidativo e inflamacion. La aplicacion topica de manzanilla
mejora la sintomatologia (dolor, ardor y escozor) y la calidad de vida en los
pacientes de LPO, aunque no ha tenido efecto significativo sobre marcadores

de estrés oxidativo durante el periodo del estudio.

PALABRAS CLAVE: Liquen plano oral, estrés oxidativo, capacidad

antioxidante, saliva, marcadores de estrés oxidativo, Chamaemelum nobile.
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SUMMARY

Objectives: This study evaluated the oxidative stress in saliva of patients

with OLP and verified the efficacy of the local application of Chamaemelum

nobile at the clinical level as a biochemist.

Methods: To achieve the objective three different studies have been

performed. Study 1 evaluated the presence of OXIDATIVE STRESS IN SALIVA of
patients with OLP. For this purpose, samples from 20 patients with OLP, 19

with burning mouth syndrome (SBA) and 31 control subjects were analyzed.
The oral cavity of each patient was examined and the patients responded to a
quality of life questionnaire (OHIP-14) and xerostomia inventory. The
following parameters were measured in total unstimulated saliva: Trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC), total antioxidant capacity (TAC),
reducing cupric antioxidant capacity (CUPRAC), and plasma ferric reduction

capacity (FRAP), protein C Reactive (PCR), nitric oxide, nitrates and nitrites.

Study 2 has been focused on the evaluation of CLINICAL EFFICACY OF
CHAMAEMILUM NOBILE AT 2%. For this, 60 patients with clinically and

histopathologically diagnosed OLP were included. Thirty patients were treated

with chamomile and 30 with a placebo.

Study 3 evaluated the EFFECT OF CAMOMILE ON SALIVAL TAC in patients with
OLP. The sample consisted of 55 patients with LPO clinically and

histopathologically diagnosed. Twenty-six patients were treated with
chamomile and 29 with placebo. Unstimulated (basal) saliva was collected on

the first day of the study and 4 weeks later.

Results: Study 1. The LPO group showed statistically significant differences
in reactive oxygen species (ROS) (26916 cps/g) compared to the control group
(P<0.05). In the SBA group, ROS was 36028 cps/g with significant difference
compared to the control group (P<0.05). Significantly higher levels of salivary
nitric oxide (254.2 umol/g) and nitrite (182.6 umol/g) were found in patients

with OLP compared with SBA and control groups (P<0.05).
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Study 2. There was a marked improvement in the symptomatology of OLP
patients with decreased pain (P<0.001), burning sensation (P<0.001), itching
(P =0.011), OHIP-14 (P<0.001), and Thongprasom index (P = 0.001).

Study 3. At baseline (T1) no statistically significant differences were detected
in TAC between the two groups of patients. After four weeks of treatment, a
statistically significant increase was detected in FRAP in the placebo group
(0.323 [0.090-0.467] vs. 0.406 [0.197 - 0.848] mmol/g *10-3) (P<0.05).
Significant correlations were observed between pain and drainage and TEAC1,
CUPRAC, and FRAP; and between xerostomia and the TEAC1, TEAC2, CUPRAC,
and FRAP.

CONCLUSIONS: The results of the present study suggest that LPO is

associated with oxidative stress and inflammation. Topical application of
chamomile improves symptomatology (pain, burning and stinging) and quality
of life in OLP patients, although it has not had a significant effect on

oxidative stress markers during the study period.

KEY WORDS: Oral lichen planus, oxidative stress, antioxidant capacity,

saliva, markers of oxidative stress, Chamaemelum nobile.
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1. INTRODUCCION
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1.1. LIQUEN PLANO ORAL
1.1.1. GENERALIDADES

El liquen plano es una enfermedad cronica, inflamatoria, mucocutanea y
recurrente que afecta a piel y mucosas, siendo una de las afecciones mas
frecuentes , y que se encuentra exclusivamente en la especie humana. Segun
dice Borello (1971) en su libro “Las lesiones blancas de la mucosa bucal” el
rasgo mas destacado de esta enfermedad es su pleomorfismo tanto en su

localizacion dérmica como en la mucosa.

Dicha patologia cursa a brotes o a periodos de remisiones espontaneas y
reagudizaciones, ha sido descrita en multiples formas o variantes, que
evidentemente han complicado su estudio. Existe un acuerdo universal por el
cual las lesiones bucales constituyen la manifestacion extracutanea mas
frecuente de la enfermedad, incluso siendo la Unica manifestacion de la
misma. Los casos de liquen plano que se inician en la boca sélo el 15-20% van
a presentar mas adelante alteraciones cutaneas en distintas localizaciones

como piel, ufas, cuero cabelludo y otras mucosas (Siltra, 1972).

Tiene una prevalencia aproximadamente entre el 0,5 y el 2% de la poblacion
general, siendo para algunos autores la enfermedad no infecciosa mas
frecuente de la cavidad bucal llegando al representar el 20% de los
diagnosticos de la practica de medicina bucal (Bagan JV y cols 1995; Scully y

cols 1998; Carrozzo; Eisen y cols 2005; Scully y Carrozzo 2008).

Segln Cerero Lapiedra (1991) las lesiones bucales son mas frecuentes de lo
que las estadisticas muestran debido al curso asintomatico de muchas de estas
lesiones en la boca. Presenta un pico maximo entre los 35 y 55 anos, y resulta
poco frecuente en jovenes y excepcional en nifios. Asi mismo se ha observado
una mayor prevalencia en el sexo femenino en una proporcion de 2:1. De igual

manera es un padecimiento casi exclusivo de piel blanca.

La etiologia del LPO es desconocida, aunque su patogénesis incluye un

trastorno inmune en el que los linfocitos CD8 citotdxicos atacan las células
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epiteliales (Scully y Carrozzo, 2008; Van der Waal, 2009; Roopashree y cols.
2010; Lodi y cols. 2012; Mignogna y cols. 2007; Van der Meij y cols. 2007) y se
produce una respuesta inmune anormal mediada por células T. Hay una
hipotesis de que el aumento del estrés oxidativo y un desequilibrio en el
sistema de defensa antioxidante puede estar involucrado en la patogénesis del
LPO (Ergun y cols. 2011; Sezer y cols. 2007; Upadhyay y cols. 2010; Sander y
cols. 2005; Mortazavi y cols. 2013; Vlkova y cols. 2012; Agha-Hosseini y cols.
2012, 2009; lannitti y cols. 2012; Battino y cols. 2008; Valko y cols. 2007;
Lopez-Jornet y cols. 2014; Batu y cols. 2015; Abdolsamadi y cols. 2014;
Hashemy y cols. 2016; Barikbin y cols. 2011; Kaur y cols. 2015; Nagao y cols.
2001). Por esta razon, en los Ultimos afos se ha observado un mayor interés
en investigar la oxidacion de sistemas bioldgicos, incluidos los radicales libres,
especialmente las especies de oxigeno reactivo (ROS), el estrés oxidativo y los
mecanismos de defensa antioxidante en el LPO, asi como otras enfermedades
inflamatorias y carcinégenas cronicas degenerativas (Ergun y cols. 2011; Sezer
y cols. 2007; Upadhyay y cols. 2010; Sander y cols. 2005; Mortazavi y cols.
2013; Vlkova y cols. 2012; Agha-Hosseini y cols. 2012, 2009; lannitti y cols.
2012; Battino y cols. 2008; Valko y cols. 2007; Lopez-Jornet y cols. 2014).
Existen muchos factores posiblemente relacionados con la aparicion del liquen
plano oral, algunos de estos contribuyentes, dentro de los que figuran los

factores emocionales y el estrés, y estan descritos en la figura 1.1.
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Fact. predisponentes, hereditarios
0 genéticos

» Antigenos HLA
* Liquen plano familiar

— Fact. desencadenantes )

* Factores psicoldgicos
» Materiales odontolégicos

* Farmacos
—_ Fact. inmunolégicos }
* Lesidon de queratinocitos basales y otros cambios epiteliales
secundarios

-

— Posibles factores de inicio
» Factores microbianos

J Factores que agravan las lesiones

» Tabaco
* Placa dental
» Factores irritativos

— Otros factores relacionados )

+ Diabetes e hipertension arterial
+ Alteraciones hepaticas

Figura 1.1. Factores etiopatogénicos mas importantes en el LPO.

1.1.2. Manifestaciones orales

En los casos de LPO aparecen lesiones cronicas multicéntricas y bilaterales
que cambian de aspecto, forma y localizacion. Es muy raro que las lesiones
desaparezcan por completo ya que persisten durante muchos anos con
periodos de exacerbacion, en los que se dan normalmente con mas frecuencia
las lesiones eritematosas y erosivas acompanandose de un aumento del dolor y
la sensibilidad y periodos de calma en los que son mas evidentes las estrias

(estrias de Wickham), papulas o placas (Scully y Carrozzo, 2008).
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Las lesiones se pueden manifestar en distintas localizaciones tales como
mucosa masticatoria, mucosa de revestimiento, dorso lingual o borde

bermelldon de los labios (Mignogna y cols. 2005; Bermejo y cols. 2010).

Segln Bagan y cols. (2012), las localizaciones mas habituales son las

siguientes:

Mucosa yugal (90%).

- Lengua (50%).

- Encias (27%).

- Bermellon de los labios (17%).
- Paladar (8%).

- Suelo de la boca (3%).

Las lesiones eritematosas que afectan a la encia producen la conocida
"gingivitis descamativa cronica” que es el tipo mas comdn de liquen plano
gingival (Scully y Porter, 1997). Este se caracteriza por un eritema brillante y
difuso que afecta tanto a la encia libre como a la adherida originando lesiones
atréfico y erosivas con tendencia a la descamacion. Tienden al sangrado
espontaneamente o al minimo traumatismo, estas lesiones erosivas se
asemejan a las observadas en otras enfermedades vesiculo-erosivas tales
como el penfigoide, pénfigo, enfermedad lineal por Ig A y gingivitis por
cuerpo extrano (Gordon y Daley, 1997). Estas enfermedades también
producen gingivitis descamativa que no es facil identificarla como lesiones por
liquen plano si no se acompana de la existencia de otras lesiones reticulares

en la encia o en cualquier otra localizacion en la cavidad oral.

INTRODUCCION Pagina 17



ESTUDIO DE MARCADORES SALIVALES Y EFICACIA DE LA APLICACION DE ANTIOXIDANTES
NATURALES EN LA ENFERMEDAD DE LIQUEN PLANO ORAL

1.1.3. Clasificacion clinica

Segln el criterio de Bagan y cols. (2012), clasificaremos las lesiones orales del

liquen plano en (Figura 1.2.):

) )
LPO |
LPO rojo
blanco
L
| | | |
| ) | )
) A
reticular placa atrofico erosivo
N ) )

Figura 1.2. Clasificacion de las lesiones de LPO segun Bagan y cols. (2012)

LPO blanco:

1.1 Reticular:

Es la forma mas frecuente, se presenta como una serie de estrias
blancas, finas, radiantes y ligeramente elevadas conocidas con el
nombre de "estrias de Wickman”, las cuales pueden estar rodeadas de

un borde eritematoso (Mallaoglu, 2000) (Imagen 1) .

1.2 En placa:

Se manifiesta como parches blancos homogéneos, ligeramente
elevados que no se desprenden al raspado. Estas lesiones se asemejan a
las manifestadas por la leucoplasia, por lo que hay que hacer un
correcto diagnostico diferencial. Estas placas suelen ser asintomaticas y
se consideran una forma cronica y rebelde al tratamiento, por lo que se

ha sugerido que podrian deberse a una evolucion de la forma reticular y
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atréfica causada por un agente irritativo como por ejemplo el tabaco
(Mallaoglu, 2000; Lépez y cols. 1993; Bricker, 1994) (Imagen 2).

Imagen 1. LPO reticular en zona de trigono retromolar.

Imagen 2. Placa de LPO en lengua.
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LPO rojo:
2.1 Atrofico:
Constituido por areas difusas y mal definidas. Su color se debe a los
vasos sanguineos presentes en las zonas de inflamacion que se

trasparentan debido a un adelgazamiento del epitelio.

2.2 Erosivo:

Es la segunda forma mas comun de manifestacion del liquen plano oral
(20% del total). Las lesiones se producen por la rotura del epitelio

dando lugar a ulceras crénicas Unicas o multiples (Imagen 3).

Imagen 3. LPO atréfico-erosivo en zona palatina.
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1.1.4. DIAGNOSTICO

Para realizar un correcto diagnostico hay que seguir una serie de pasos que se
caracterizan por una completa anamnesis, un correcto juicio clinico y por

supuesto un buen estudio histopatoloagico.

Se debe realizar una historia clinica y en la anamnesis se recogera toda la
informacion importante sobre la sintomatologia y proceso de la patologia que
desarrolla, por lo que hay que tener un preciso protocolo en el que debe

quedar reflejado:

» Antecedentes familiares: aunque la etiopatogenia no esta muy clara si
gue conocemos que existe una predisposicion genética.

» Antecedentes personales: medicacion que esta tomando el paciente,
caracteristicas psicoldgicas o enfermedades sistémicas que padece.

= Otras manifestaciones como alguna manifestacion extraoral.

» Sintomatologia: dolor, ardor, quemazon y sangrado espontaneo.

» Localizacién y forma clinica.

= Evolucion de las lesiones, ya que al ser una patologia crénica es
importante conocer desde cuando se manifiestan las lesiones asi como

las remisiones espontaneas o los periodos de exacerbacion.

En la actualidad los criterios diagnosticos proponen una nueva clasificacion
basada en la propia definicion de liquen plano oral realizada por la OMS, en la
que revisan los criterios diagnosticos del liquen plano oral y de las lesiones
liquenoides orales, incluyendo criterios clinicos e histopatoldgicos (Van der
Mej y cols. 2003, 2007) (Figura 1.3).
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__| Criterios clinicos )

* Presencia de lesiones bilaterales, con tendencia a la simetria.

* Presencia de lesiones blancas ligeramente elevadas con patréon
reticular.

* Lesiones erosivas, atroficas, ampollosas o en placa.

Criterios histopatologicos

* Prevalencia de infiltrado celular en banda bien definido en la
regién superficial del tejido conectivo, constituido principalmete
por linfocitos.

« Signos de regeneracion licuefactiva en la capa de las células
basales.

 Ausencia de displasia epitelial.

Figura 1.3. Clasificacion de Van der Mej y cols, 2003.

Un diagnostico final de LPO requiere que se complementen ambos criterios.

1.1.5. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

La mucosa oral puede verse afectada por un gran numero de desérdenes
reactivos, infecciosos, inflamatorios y mediados inmunologicamente, por lo
que en el LPO hay que realizar un diagnostico diferencial con otras lesiones
blancas y rojas de aspecto similar (MatesanzPérez y Bascones-Martinez, 2009)
(Figura 1.4):

Lesiones blancas de la cavidad Lesiones rojas de la cavidad
oral oral
candidiasis eritroplasia
nevus blanco esponjoso pénfigo
hiperqueratosis dermatitis herpetiforme
leucoplasia lupus eritematoso discoide
guemaduras quimicas penfigoide cicatricial

Figura 1.4. Lesiones de aspecto similar a las de LPO.
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1.1.6. TRANSFORMACION MALIGNA

Uno de los aspectos mas importantes relacionados con esta enfermedad es el
caracter premaligno que puede poseer. Hay varios estudios prospectivos a
largo plazo que muestran una tasa de transformacion maligna del 1% durante

un periodo medio de cinco anos (Van der Meij y cols, 2003).

Las formas erosivas han sido descritas en la literatura especializada con
relativa frecuencia, como asociadas a la aparicion de lesiones epiteliales
malignas (Barnar 1993; Gandolfo y cols 2004; Bascones y cols 2005; Bascones y
cols 2007; Blanco Carrion 2000; Bermejo 2009). Sin duda, uno de los
elementos morfoldgicos mas importantes es la presencia de la displasia
epitelial, criterio de exclusion, como un posible elemento predictor de su
posible desarrollo neoplasico, aspecto por el cual se discute mucho por los
investigadores de esta enfermedad, este continua siendo un tema de gran

controversia.

El desarrollo de un cancer asociado a un liquen plano bucal fue descrito por
primera vez por Hallopeau, en 1910, a partir de entonces se han llevado a

cabo diversas investigaciones que manifiestan bastante controversia entre si.

Gonzalez-Moles y cols. (2008) han realizado recientemente una revision
completa a cerca de la transformacion maligna del LPO. En ella proponen una
hipotesis de las posibles bases moleculares que podrian estar detras de dicha
transformacion. Segun estos autores las células epiteliales, en el LPO,
responden al intenso ataque de los linfocitos T mediante una baja frecuencia
de fenomenos de apoptosis y un incremento de la proliferacion celular,
consiguiendo asi la preservacion de la estructura epitelial. Los estimulos anti-
apoptéticos y proliferativos son generados por el infiltrado inflamatorio como
una defensa, activando el sistema p53 relacionado con la reparacion del ADN
en una alta proporcion de las células, por estas razones, el rango de
transformacion maligna es muy bajo en un epitelio que podria ser propenso a

desarrollar un carcinoma.
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1.1.7. TRATAMIENTO

Ante un paciente con LPO hay que seguir un orden en nuestros planteamientos

terapéuticos (Cerero 2004; Matesanz-Pérez, Bascones-Martinez, 2009; Lavanya
y cols. 2012; Lodi y cols. 2012).

1.

Realizar un completo estudio etiopatogénico:

Descartaremos la existencia de reacciones liquenoides por farmacos
(RLF), si pensamos que el paciente esta tomando algin medicamento
que puede producirle una RFL procederemos a su supresion o
cambiaremos por otro en el que no se haya encontrado relacion con el
LPO, por supuesto previa notificacion al médico que se lo haya
prescrito.

También comprobaremos si hay algin tipo de material de restauracion
odontologica que este originando en la mucosa proxima lesiones
liquenoides a través del contacto directo, por lo que procederiamos a
su sustitucion por otro material.

Analizaremos la presencia de factores irritativos mecanicos tales como
dientes cortantes o lesivos sobre la mucosa. Trataremos de pulir o en el
caso de no poder realizar un tratamiento conservador procederiamos a

la exodoncia de la pieza.

Una vez se haya completado el apartado anterior pasaremos a tratar a

nuestro paciente, pero previamente tendremos que hacer una

clasificacion de la situacion de las lesiones para asi aplicar el

tratamiento mas adecuado para cada caso:

A. Lesiones muy localizadas en la mucosa oral (Lopez-Jornet y
Camacho Alonso 2010), (Lopez-Jornet y cols. 2004), (Campisi y cols.
2004; Ungphaiboon y cols. 2005; Lodi 2012).

l. Lesiones Unicamente reticulares: estas lesiones no necesitan

tratamiento, pero hay que comentarle al paciente de lo que
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”Ic

se trata, el curso de la patologia y por lo tanto se recomienda
un seguimiento con revisiones periédicas cada 6 meses.
Lesiones atrofico-erosivas: estas lesiones se tratan mediante
pomadas de acetonido de triamcinolona al 0,1% en orabase
con aplicaciones de 2 veces al dia en las lesiones mientras
permanezcan. También se puede prescribir aceténido de
fluocinolona al 0,1% o bien el propionato de clobetasol al
0,05% ambos en orabase. El propionato de clobetasol al
0,025% en orabase consigue una remision total en el 62,5% de
los casos con LPO sintomatico (Lozada-Nur y cols. 1991).
Gonzalez Moles y cols. 2002 realizaron un estudio utilizando
propionato de clobetasol al 0,05% en solucién acuosa
consiguiendo una remision completa del dolor y la ulceracion
en el 93% de los pacientes con lesiones orales erosivas
severas. En otro estudio (Gonzalez-Moles y cols. 2003 ) los
mismos autores usaron una férula para aplicar el propionato
de clobetasol y encontraron una remisiéon completa del dolor
y la ulceracién en todos los pacientes con lesiones gingivales
erosivas severas. No obstante, el tratamiento con clobetasol
no es eficaz en un bajo porcentaje de casos (Lozada-Nur vy
cols. 1991; Sand y cols. 2002), especialmente en pacientes
con LPO asociado a enfermedades hepaticas (Gonzalez-Moles
y cols. 2002).

Lesiones atrofico-erosivas con gran componente erosivo: en
estos casos se utilizan las infiltraciones perilesionales
empleando triamcinolona en preparados depot. Se colocan
40mg de este preparado precedido de un poco de anestesia

infiltrativa. Este proceso puede repetirse a los 10-12 dias.
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B. Lesiones muy extendidas en la mucosa oral (Campisi y cols. 2004;
Ungphaiboon y cols. 2005; Lodi 2012).

I. Lesiones atrofico-erosivas: se administra prednisona o sus
equivalentes farmacologicos en dosis de 40mg durante 5 dias y

posteriormente 20mg durante 7 dias por via oral.

En el supuesto de que este protocolo terapéutico anteriormente descrito no
muestre los resultados esperados, se puede emplear la ciclosporina en

orabase o en solucion oleosa.

El efecto adverso mas frecuente producido por el uso oral de corticoides es la
candidiasis oral, tanto en su forma eritematosa como pseudomembranosa. La
candidiasis oral aparece en un 25-55% de los pacientes que usan corticoides y

puede causar malestar, sobre todo una sensacion de quemazon en la boca.

A pesar de la gran variedad de agentes terapéuticos empleados en el
tratamiento del liquen plano oral, factores como la dosis optima del farmaco,
la duracion del tratamiento, la seguridad y su verdadera eficacia contintan
siendo desconocidos (Lodi y cols. 2012), hay muchos efectos adversos a parte
del anteriormente mencionado (candidiasis) que han llevado incluso a algunos
pacientes a suspender el tratamiento. Los efectos adversos asociados
tratamientos con inmunosupresores pueden ir desde la alteracion en los
niveles de transaminasa, hiperlipidemias, queilitis, alopecia, alteraciones del
sabor y la sensacion de ardor. Algunos de los pacientes tratados con
pimecrélimus pueden experimentar sensacion de quemazon oral tras la
aplicacion o parestesia de la mucosa (Volz y cols, 2008). Ademas los
teratogénicos y su uso en mujeres lactantes deberia estar contraindicado (Al-
Hashimi, 2007; Petruzzi y cols, 2013).

Por lo tanto ya que las opciones terapéuticas mas comunes para el
tratamiento de LPO producen efectos adversos (Scully y Carrozzo, 2008; Van

der Waal, 2009; Roopashree y cols. 2010; Lodi y cols. 2012; Mignogna y cols.
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2007; Van der Meij y cols. 2007), se sigue investigando para poder llegar a la
utilizacion de otros productos tales como la camomila que sean a la vez
eficaces y carezcan de los efectos segundarios que puedan llegar a tener los

anteriormente descritos.

La Fitoterapia aporta plantas de accion antiinflamatoria y antioxidante que
pueden ayudar a mitigar la inflamacion: circuma, té verde, camomila, regaliz
y caléndula entre otras. La manzanilla o camomila es una hierba
perteneciente a la familia de las Asteraceas o Compuestas, originaria de
Europa y Asia occidental. La planta crece hasta 50 cm de altura, tiene un tallo
delgado, ramificado, con hojas alternas de color verde claro y flores que se
agrupan en una cabezuela amarilla rodeada de una corona de pétalos blancos,
semejantes a las margaritas y que tiene un olor caracteristico, aromatico y

agradable.

En la medicina herbaria se utilizan
generalmente dos especies de
manzanilla, la Matricharia
chamomilla (Matricaria recutita,
camomila alemana, camomila
hingara) y la Chamaemelum nobile

(camomila romana), ambas similares

en apariencia fisica, propiedades
quimicas y en sus aplicaciones
Figura 4. Flor de Chamaemelum nobile . .

generales. Estudios experimentales,
le atribuyen a la manzanilla varias propiedades farmacoldgicas. Entre éstas se
incluyen, efectos antiinflamatorios, antibacterianos, antivirales,
antiespasmodicos, cicatrizantes y sedantes. Mas recientemente, se han
indicado también efectos antitumorales, antihiperglicémicos,

inmunomoduladores y antioxidantes.

La camomila se ha utilizado para tratar diversos trastornos como heridas,

Ulceras, eczema, inflamaciones de la piel, magulladuras, quemaduras, erosion
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de los pezones, infecciones de los oidos, trastornos oculares como obstruccion
de los canales lacrimales y conjuntivitis, hemorroides, mastitis, etc... En
infusion ha sido empleada para el manejo de trastornos nerviosos como
ansiedad, angustia, nerviosismo, pesadillas, insomnio y otros problemas del
suefo y también parar tratar varios trastornos gastrointestinales como
flatulencia, indigestion, Ulceras e irritacion del estomago, coélicos, diarrea,
nauseas y vomitos. También se ha utilizado en casos de cefalea, neuralgias y
migrana ya que posee una variedad de flavonoides activos tales como alfa
bisabolol, azuleno, matricina y camazuleno, todos los cuales tienen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiespasmaodicas,
antibacterianas e inmunorreguladoras. Ademas, el consumo de té de
manzanilla mostro la mejora del estado oxidativo total salival en el personal
de quirofano en un estudio de Sami y cols. (2015). Sin embargo, a juicio de los
autores, no existen datos sobre los posibles efectos de la manzanilla sobre los

antioxidantes salivales en pacientes con LPO.

Las cabezas de las flores secas son empleadas en medicina para preparar
infusiones (té), extractos liquidos, capsulas o tabletas para uso interno. Estas
preparaciones pueden ser sélo de manzanilla o combinaciones de ésta con
otras hierbas. Las flores de manzanilla pueden ser aplicadas en la piel en
forma de compresas, lavados, tinturas, cremas y unguentos, usadas como
enjuague bucal, y en lavados y gotas oculares. Se demostré que la camomila
es beneficiosa en el tratamiento de enfermedades bucales, tales como la
mucositis (Braga y cols, 2015). En general, la manzanilla es considerada una
hierba segura, con pocos riesgos o efectos adversos, cuando se administra
siguiendo las indicaciones terapéuticas recomendadas. Puede producir suefo,
por lo que se recomienda cautela si se conducen vehiculos o si se opera con
maquinaria pesada. Tedricamente, la manzanilla puede provocar
contracciones del utero y eventualmente pudiera conducir a abortos por lo
que se sugiere evitar su uso durante el embarazo. Esta contraindicado su uso

en pacientes con alergia a plantas del género asteracea como la ambrosia,
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crisantemos, margaritas y caléndulas entre otras por el elevado riesgo de

desarrollar reacciones alérgicas graves.

1.2. SALIVA

La saliva es un liquido segregado por las glandulas salivales, de viscosidad
variable, segin el estado de hidratacion y la fase digestiva. Tiene una
composicion parecida a la del plasma y contiene agua, iones, mucina,
proteinas plasmaticas, leucocitos y detritos celulares. Sirve para lubricar los
alimentos, facilitando su masticacion y la formacion del bolo alimenticio e
inicia la digestion del almidon gracias a su contenido en a-amilasa. Ejerce

ademas un efecto de arrastre y limpieza de los dientes y la mucosa bucal.

Su contenido en agua asciende a un 95-98%, y dependiendo de la glandula de
la que la obtengamos varia su contenido en minerales, electrolitos, hormonas,
enzimas, inmunoglobulinas, citoquinas y otros compuestos. Su pH es de 6.0-
7.0.

Los multiples componentes de la saliva protegen la integridad de los tejidos
orales y pueden proporcionar informacion sobre enfermedades locales y
sistémicas. Aunque el valor diagnostico de los marcadores biolégicos debe ser
evaluado en funcion de cada entidad en particular, la saliva es una
herramienta (til para identificar y monitorear la enfermedad, y bien vale la
pena explorar en este sentido debido a la simplicidad de la recoleccidon de

muestras (Wang y cols. 2015; Tothova y cols. 2015; Valko y cols. 2007).
La saliva ofrece muchas ventajas como un fluido de diagnostico:

» coleccion no invasiva y muy facil.
* la recogida de muestras se puede repetir indefinidamente.

« facil almacenamiento y transporte de la muestra.

Pero uno de los obstaculos para su uso es la falta de conocimiento sobre el
comportamiento variable de los analitos en muestras de saliva. La presencia

de analitos en la saliva es debido a su fuga de la sangre, a la produccion local
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en las glandulas salivales, o ambos. Sus concentraciones pueden variar
dependiendo del flujo salival o la concentracion de proteina total (lannitti y
cols. 2012), por lo que son necesarios los estudios futuros para aclarar las

dudas existentes.

La saliva como medio diagnostico permite reconocer las concentraciones de
una serie de componentes tanto endogenos como exogenos presentes en el
organismo, los avances cientificos y tecnologicos recientes estan produciendo
mejoras continuadas en aspectos como la determinacion de los componentes
salivales, la obtencion de muestras comparativas y el aumento de la
especificidad y la sensibilidad de los procedimientos utilizados. Estos
progresos apuntan hacia una nueva era, en la que tendra gran importancia el

diagnostico molecular en la cavidad bucal (Slavkin HC. 1999).

En la actualidad se estan llevando a cabo numerosos estudios a cerca de la

patologia de LPO a través de la saliva.
1.3. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la produccion de
radicales libres y antioxidantes. Un exceso de especies de oxigeno reactivo
(ROS) puede danar los lipidos, las proteinas o el ADN, inhibiendo sus funciones
normales. Como resultado, el estrés oxidativo se ha relacionado con diversas
enfermedades, como aterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas,
diabetes y el envejecimiento. Una reduccion de la capacidad antioxidante de
la saliva también se asocia con la enfermedad periodontal y la caries dental
(Valko y cols. 2007).

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante (Antololovich
y cols. 2002; Cintra y cols. 2001; Moreira y cols. 2003; Robards y cols. 1999)
ya sea in vitro o in vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas
in vitro de la capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o

alimento, consiste en determinar la actividad del antioxidante frente a
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sustancias cromogenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de

forma proporcional a la concentracion (Arena y cols. 2001; Moyer y cols. 2002).

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de
las capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también
depende del microambiente en que se encuentra el compuesto. Los
compuestos interactlan entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o

inhibitorios.

El ensayo de Capacidad Antioxidante Total (TAC: Total Antioxidant Capacity)
ofrece muchas ventajas y es considerada una herramienta util como marcador
del estrés oxidativo en fluidos corporales y tejidos, y también es utilizado
como una herramienta apropiada para la evaluacion de la terapia
antioxidante. La capacidad antioxidante total también puede ser empleada
para valorar, individualizar y dar seguimiento a la efectividad de un
tratamiento antioxidante y no sobremedicar o dar tratamientos insuficientes
al paciente (Wilfredo Manon Rossi, Gabino Garrido, Alberto J. Nunez Sellés
2016).

Diversos estudios tanto en suero como en saliva han demostrado que hay dano
oxidativo con disminucién de la defensa antioxidante y el aumento de los
lipidos, ADN y proteinas en el liquen plano (Sander y cols. 2005), y que los
pacientes con LP presentan niveles mayores de o&xido nitrico (NO),
malondialdehido (MDA) y superdxido dismutasa (SOD), y niveles menores de
catalasa eritrocitica (CAT) comparado con los controles (Sezer y cols. 2005).
La investigacion de los marcadores del estrés oxidativo como un medio para
explicar el papel que la saliva podria desempenar en la patologia de LPO es
escasa y esta mal documentada.

A continuacion se muestra una Tabla 1.5 con los autores que han investigado

el estrés oxidativo con relacion al liquen plano oral:
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Tabla 1.5. Estrés oxidativo - liquen plano

2005

(4 - HNE), 8 - hidroxi -
desoxiguanosina (8 - OHdG)

Nagao y cols. Liquen plano 62 (58 Suero Retinol, a-tocoferol, Bajos niveles de retinol sérico o
2001 reticular, 4 atrofico Zeaxantina / luteina carotenoides no son factores de
y erosivo) Y criptoxantina, riesgo para la aparicion de liquen
248 Control Licopeno, a-caroteno plano.
Y b-caroteno
Sander y cols. Liquen plano Tejido (MDA), 4 - hidroxinonenale Modificaciones oxidativas defensa

Pueden estar involucrados en
procesos fisiopatologicos.

Battino y cols.

20 Liquen plano

Saliva y suero Acido urico, GGT, y niveles de

Disminucion de la saliva acido Grico y

2008 20 control albumina un aumento de la gamma glutamil
transferasa sérica (GGT), asi como en
la capacidad antioxidante total de la

saliva.
Agha-Hasseini 30 Liquen plano Saliva no Saliva MDA TAC MDA mas alto, sin TAC.
2009 30 control estimulada
Sezer y cols. 40 Liquen plano oral Suero NO,SOD, NO, MDA, CAT mayor LPO, CAT

2007 40 control CAT menor.

Ergun y cols. 21 LP Saliva y suero La actividad antioxidante total Aumento del estrés oxidativo y

2011 20 control (TAA) y la peroxidacion lipidica desequilibrio en el antioxidante.

Abdel-Karim 30 Lichen plaus Suero Mayor nivel de suero y tejido NO,
2012 20 control MDA y SOD nivel menor significativo
de suero y tejido de CAT.
Vlkova y cols. 16 pacientes con Saliva Las sustancias que reaccionan TBARS salivar y AGEs fueron
2012 lesiones premalignas con el acido tiobarbiturico significativamente mayores en los
orales (leucoplasia, (TBARS), los productos pacientes que en los controles. No se
liquen plano, avanzados de la proteina de encontraron diferencias en AOPP. El
eritroplakia) oxidacion (AOPP), los productos TAC y la expresion de la superoxido
16 control de glicacion avanzada (AGE) y dismutasa fueron mas bajos en los
la capacidad antioxidante total pacientes que en los controles de la
(TAC). misma edad.
Disminucion del estado antioxidante.
Agha-Hosseini y 32 LPO, 26 Saliva MDA, la capacidad antioxidante LPO y OSCC son mas susceptibles a
cols. carcinoma oral 30 total (TAC) y la 8-hidroxi-2'- un desequilibrio de estado de estrés
2012 control desoxiguanosina (8-OHdG) oxidativo antioxidante.
Abdolsamadi y 36 LPO Saliva TAC, MDA vitamina A, Cy E MDA fueron mas altos
cols. 2013 36 control Y la capacidad antioxidante total fue
menor disminuir la vitamina C, E.
Lopez Jornet y 70 pacientes (40 con Saliva MDA MDA fueron mas altos

18 controles
saludables

Y los productos avanzados de la
proteina de la oxidacion
(AOPPs)

cols. 2014 LPO y 30 control) Capacidad antioxidante total Y la capacidad antioxidante total fue
menor.
Batu y cols. 18 LPO, Suero y saliva Actividad de prolidasa, MDA, Aumento de la prolidasa y del estrés
2015 32 pacientes OLCR acido sialico oxidativo y

Desequilibrio en el sistema de
defensa antioxidante
Fluidos de pacientes con LPO y LCR.

40 fibrosis
submucosa oral
40 carcinoma de
celula escamosas
control

Desoxiguanosina (8-OHdG),
malondialdehido (MDA) y
vitaminas Cy E

Hashemy y cols. 25 pacientes con Suero La proteina C reactiva (PCR), Aumento de la MDA y la disminucion
2016 LPO y 23 control (MDA) y la capacidad del TAC sérico en comparacion con
antioxidante total (TAC), todos los sujetos sanos.
estos
Los factores fueron reevaluados
después de 14 dias de
tratamiento
Kaur y cols. 40 liquen plano Saliva ADN y dano lipidico con 8- El carcinoma de células escamosas y
2016 40 leucoplasia oral, hidroxi-2- los pacientes precancerosos

mostraron niveles significativamente
mas altos de 8-OHdG salival y
MDA y niveles mas bajos de vitaminas
Cy E en comparacion con los niveles
en sujetos sanos normales.

*Superoxidodismutasa (SOD), Malondialdehido (MDA), Glutation reducido (GSH), (TAOC) capacidad
antioxidante total, glutathione peroxidasa (GPX) y Oxido nitrico (NO)
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2.1 JUSTIFICACION E HIPOTESIS

El liquen plano oral (LPO) es una enfermedad crdénica mucocutanea, de

caracter autoinmune e inflamatoria, de etiologia desconocida, en la que los
linfocitos T actUan agresivamente sobre las células de la capa basal del
epitelio de la mucosa (Scully y Carrozzo, 2008). El LPO afecta a alrededor del

0,1-4% de la poblacion y es mas comdn en las mujeres. La etiopatogenia de

esta patologia es desconocida, aunque existen datos suficientes para sugerir
que los mecanismos inmunoldgicos son fundamentales para el inicio y la
continuacion del proceso. En la actualidad se acepta que el LPO representa
una respuesta inmune mediada por células en las que la interaccion de los
linfocitos-epitelio tiene lugar contra antigenos de los queratinocitos
epiteliales basales que culmina en la degeneracion hidrépica de la capa basal
del epitelio (Scully y Carrozzo, 2008; Roopashree y cols. 2010; Van der Waal
I., 2009; Bermejo Fenoll y cols. 2009; Van der Meij y cols. 2007).

Las manifestaciones clinicas se presentan como patrones (erosivos) ulcerosos,

atroéficos, reticulares, papulares y en placas. La lesion reticular es la forma
mas frecuente de LPO y aparece como una red de estrias blancas
superpuestas, seguidas de patrones (erosivos) ulcerosos, atroficos y placas. El
LPO reticular suele ser asintomatico pero las formas atroficas y ulcerosas
(erosivas) del LPO pueden causar sintomas que varian de sensacion de ardor a
dolor intenso. Las lesiones aparecen con frecuencia en ambos lados de la

mucosa bucal y también en la lengua, encias o sitios multiples.

La posible malignizacion del liquen plano oral sigue en la actualidad como un

tema de controversia, este riesgo de malignizacion sugiere la realizacion de
nuevas investigaciones a fin de determinar los factores involucrados en este

proceso.

Por lo tanto las opciones terapéuticas mas comunes para el tratamiento de
LPO incluyen corticosteroides, retinoides, ciclosporina, tacrolimus,
fototerapia y cirugia, aunque el tratamiento a menudo produce efectos
adversos (Scully y Carrozzo, 2008; Van der Waal, 2009; Roopashree y cols.
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2010; Lodi y cols. 2012; Mignogna y cols. 2007; Van der Meij y cols. 2007), por
lo que se sigue investigando para poder llegar a la utilizacion de otros
productos como por ejemplo la camomila que sean eficaces, no tan agresivos

y sin los efectos segundarios que puedan llegar a tener los anteriores.

La produccion de radicales libres es uno de los mecanismos de accion
implicados en la patogenia de la carcinogénesis. Evidenciar que existe una
posible asociacion entre el aumento de la produccion de radicales libres y/o
disminucion de los componentes del sistema de defensa (estrés oxidativo) con
el curso clinico de estas patologias, posibilita un mejor conocimiento de las
mismas para intentar influir positivamente en la evolucion clinica de los

pacientes afectados.

La medicion de la actividad antioxidante total en los fluidos corporales puede
servir como un biomarcador de diagnéstico y como una herramienta

innovadora para evaluar la progresion de la enfermedad.
Por lo tanto las hipotesis de nuestro estudio son las siguientes:

» Determinar si hay una relacion directa de los niveles en saliva del estrés
oxidativo con la patologia de liquen plano oral.

» Analizar el efecto positivo de la aplicacion topica del gel de camomila en
las lesiones de la patologia del liquen plano oral.

» Demostrar que un aumento del estrés oxidativo y un desequilibrio en el
sistema de defensa antioxidante estan involucrados en la patogénesis del

liquen plano oral.
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2.2 OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo pueden ser descritos en dos niveles; un objetivo
general que determina el planteamiento global de la investigacion, y unos
objetivos especificos que articulan y ordenan los diversos aspectos del

objetivo general.

Por lo tanto el objetivo principal es analizar el estrés oxidativo en la saliva

de pacientes con LPO y ver la eficacia de la camomila tanto a nivel clinico

como bioquimico en la mejora de dicha patologia.

El objetivo general ha sido desglosado en una serie de objetivos especificos
que nos permiten sistematizar y responder a los diferentes aspectos que

plantea nuestro estudio.

Objetivos especificos:

1. Estudiar la posible presencia de estrés oxidativo en la saliva completa no
estimulada de los pacientes con LPO respecto a un grupo control.

2. Analizar la eficacia clinica de la aplicacion topica de la Chamaemelum
nobile al 2% durante un mes de tratamiento frente a placebo en pacientes
con LPO.

3. Determinar el posible efecto de la aplicacion topica de Chamaemelum

nobile sobre los marcadores salivales en pacientes con LPO.
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3.1. PACIENTES Y METODO
3.1.1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de nuestro estudio incluye pacientes diagnosticados de Liquen
plano oral por el departamento de Medicina Bucal situado en la Clinica

Odontolodgica del Hospital Universitario Morales Meseguer de Murcia.

3.1.1.1. En este estudio se llevaron a cabo una serie de criterios de

inclusion y exclusion a la hora de la seleccion de los pacientes con

patologia de LPO participantes:

3.1.1.1.1. Criterios de inclusion:

» Ser paciente mayor de 18 anos.

« Tener un diagnostico clinico e histopatologico de LPO con los
criterios clinicos e histopatologicos para LPO propuestos por Van
der Waal (2009).

» Sintomatologia de LPO mayor de una puntuacion 2 en una escala
EVA.

» No haber recibido ningln tratamiento para la LPO en las dos
ultimas semanas si se trataba de tratamiento topico, o en las
ultimas cuatro semanas en el caso de las terapias sistémicas

* Firma del consentimiento informado escrito antes de participar

en el estudio.
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Tabla 3.1 Criterios diagndsticos (Van der Meij 2003)

CRITERIOS CLINICOS

« Presencia de lesiones bilaterales, mas o menos simétricas.

« Presencia de estrias blancas (forma reticular).

e Las lesiones erosivas, atroficas, bullosas y tipo placa son sélo
aceptadas como un subtipo en la presencia de lesiones reticulares
en otro lugar de la mucosa oral.

» Para todas las lesiones que se parecen al LPO pero no completan
el criterio mencionado deberia ser usado el término

“clinicamente compatible con”.

CRITERIOS HISTOPATOLOGICOS

* Presencia de infiltrado en banda bien definido que es reducido a
una parte del tejido conectivo y que consiste principalmente de
linfocitos.

 Signos de “degeneracion hidropica” en la capa basal celular.

* Ausencia de displasia epitelial.

« Cuando las caracteristicas histopatoldgicas son menos obvias

deberia ser usado el término “histolégicamente compatible con”.

DIAGNOSTICO FINAL

Para llevar a cabo un diagnostico final deben ser incluidos tanto los
criterios clinicos como histopatologicos, ya que el diagnostico de LPO

requiere el cumplimiento de ambos criterios.

3.1.1.1.2. Criterios de exclusion:

e Tener un LPO asintomatico.

* Alergias a algunos de los componentes del producto.
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Consumo de farmacos desencadenantes de reacciones
liquenoides.

Lesiones de LPO en contacto con amalgamas de plata.

Presencia de displasia en la histopatologia del LPO.

Estar embarazada o en lactancia.

No firmar el consentimiento informado.

Haber recibido tratamiento previo para el LPO en las 2 o 4
ultimas semanas.

Medicacién con un inmunosupresor.

Enfermedad periodontal .

3.1.1.2. Los pacientes pertenecientes a la patologia de sindrome de

boca ardiente (SBA) tomados en este estudio también fueron sometidos a

criterios de inclusion y exclusion a la hora de la seleccion:

3.1.1.2.1. Criterios de inclusion:

Ser paciente mayor de 18 anos.

Diagnostico positivo de SBA segun Scala (2003): Se caracteriza
por la presencia de sensacién de ardor, escozor u otras
disestesias orales, como sensacion de arenilla o de una
mucosidad molesta sobre la mucosa oral; sin embargo, no se
observan en la exploracion clinica lesiones anormales ni se
acompana de alteraciones de laboratorio. Segun los criterios
establecidos por la Sociedad Internacional de Cefaleas
(Clasificacion Internacional de las Cefaleas, segunda edicion),
esta clasificado bajo el epigrafe de causas centrales de dolor
facial, y se define como una sensacién dolorosa de ardor
espontanea que se presenta sobre una mucosa oral sin lesiones ni

hallazgos en la exploracion.
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3.1.1.2.2. Criterios de exclusion:
» Pacientes con antecedentes de malignidad de cabeza y cuello
» Pacientes con antecedentes de radioterapia en la cabeza y el
cuello
» Diabetes mellitus mal controlada.
« Enfermedad tiroidea cronica.
« Sindrome de Sjogren conocido.
» Embarazo.

» Falta de voluntad para dar su consentimiento para participar.

3.1.1.3. El grupo control estaba formado por pacientes sanos reclutados

consecutivamente de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Murcia.
Se excluyeron los pacientes que toman cualquier medicamento o con habitos
que podrian potencialmente interferir en el estudio, como inmunosupresores,
antiinflamatorios no esteroideos. También se excluyeron los sujetos con
enfermedad sistémica significativa (por ejemplo, diabetes mellitus, cancer o

enfermedad coronaria), o mujeres embarazadas o lactantes.

Para todos los pacientes se completd una historia clinica (datos de filiacion,
antecedentes personales y familiares, anamnesis, exploracion clinica,
odontograma) y se determino la presencia de cualquier patologia sistémica

relevante o medicacion que el paciente estuviese tomando en ese momento.

- Datos de filiacion.

- Anamnesis.

- Antecedentes personales y familiares.
- Tratamientos farmacologicos.

- Habitos toxicos (tabaco, alcohol).

- Circunstancias personales.

- Exploracion clinica.

- Odontograma.

- Examenes complementarios.
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A todos los pacientes se les realizd una historia clinica completa y una
exploracion de la cavidad oral minuciosa para determinar el tipo clinico de
LPO (reticular-papular o atréfica-erosiva) y los sitios intraorales involucrados.
La exploracion intraoral y la toma de registro de datos se llevaron a cabo por
un solo examinador, un especialista en medicina oral . Las lesiones orales se
clasificaron como tipo reticular cuando aparecieran placas o estrias blancas o
papulas en ausencia de sintomas mientras que la forma erosiva se considerd

cuando hubo lesiones eritematosas o ulceradas.

En el grupo de pacientes con LPO se anotaron las siguientes caracteristicas

clinicas de las lesiones de liquen:

- Tipo de LPO.

- Localizacién de las lesiones de LPO:
1. Borde rojo labial 6. Paladar duro
2. Mucosa labial 7. Mucosa faucial
3. Mucosa yugal 8. Dorso lingual
4. Mucosa alveolar 9. Vientre lingual
5. Encia 10. Suelo de la boca

- Presencia y distribucion de las lesiones de liquen plano

- Tiempo de evolucion de las lesiones de liquen en boca

- Necesidad de tratamiento local con corticoides en el momento del
estudio.

- En este grupo de pacientes, se valoro la sintomatologia de las lesiones

de LPO en el momento de la visita.
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3.1.2. VARIABLES CLINICAS DE ESTUDIO

A todos los pacientes se les realizé un protocolo incluido en el anexo 4.

> Se realizd una historia clinica para cada paciente, estos fueron

sometidos a una exploracion clinica oral y la severidad del LPO se

evalud mediante la puntuacion Thomgprasom (2003), de 0 a 5 puntos.

: no lesion.

: estrias blancas, no area eritematosa.

: estrias blancas con areas atroéficas < 1cm2.
: estrias blancas con areas atroficas > 1cm?.

: estrias blancas con areas erosivas < 1cm?.

°
U N W N =~ O

: estrias blancas con areas erosivas > 1cm? o lesion ulcerativa.

» Escala Visual Analégica (EVA) sintomatologica

La intensidad de los sintomas orales (dolor, ardor o escozor) fue registrada
mediante una Escala Visual Analogica de 10 cm de longitud, donde el cero
equivale a la ausencia de dolor y el valor 10 a la existencia de sintomatologia

extrema.

» Perfil de Impacto de Salud Oral (OHIP-14)

Este test mide como influyen las enfermedades orales en el impacto social de
sentirse bien. Consiste en 14 preguntas que capturan las siete dimensiones

formuladas en el modelo tedrico de salud oral de Locker:

1. Limitacion de la funcion.

2. Dolor fisico.

MATERIAL Y METODOS Pagina 43



ESTUDIO DE MARCADORES SALIVALES Y EFICACIA DE LA APLICACION DE ANTIOXIDANTES
NATURALES EN LA ENFERMEDAD DE LIQUEN PLANO ORAL

Disconfort psicoldgico.
Incapacidad fisica.
Incapacidad psicoldgica.

Incapacidad social.

NS e W

Discapacidad.

Cada pregunta se contesta en funcion de una escala Likert de puntuacion (de

0 a 4 puntos):

- 0 =nunca.

- 1 =casi nunca.

- 2 = ocasionalmente.

- 3 = bastante frecuente.

- 4 =muy frecuente.

El OHIP-14, a diferencia de otros test de calidad de vida, presenta un valor
resumen final del test, el OHIP-14 (todos los items) cuyo valor indica la mejor
o peor calidad de vida oral del paciente: 14 (items) X 0-4 (rango posible de
respuesta tipo Liker) = 0 (mejor calidad de vida oral)/196 (peor calidad de

vida oral).

> Escala de Ansiedad- Depresiéon (H.A.D)

Se utiliza la version en castellano de la escala de ansiedad y depresion
hospitalaria (HAD) de Zimong y Snaith. Esta escala esta compuesta de 14
items, puntuables mediante escala Liker de 0 a 3 (donde el 0 indica la menor

ansiedad o depresion, y el 3 la mayor ansiedad o depresion).

La parte de la encuesta dedicada al estudio de la ansiedad (7 preguntas)
puede ser puntuada desde 0 a 21 (donde la puntuacion de 8 -10 es el limite a

partir del cual el paciente puede considerarse ansioso).

Finalmente, la parte de la encuesta dedicada al estudio de la depresion (7

preguntas) puede ser puntuada desde 0 a 21 (donde la puntuacion).
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> Test de drenaje

Para la recogida del fluido el paciente debe depositar la saliva producida en
un recipiente graduado durante un periodo de tiempo de cinco minutos. Las
muestras se recogieron de forma estandarizada entre las 10:00 y las 12:00
horas de la manana en la Clinica Odontoldgica Universitaria del Hospital

Morales Meseguer de la Region de Murcia segun los protocolos estandar.

> El Inventario de Xerostomia (Xerostomia Inventory)

Este cuestionario se compone de 11 item referidos a las Gltimas cuatro
semanas, se valorara la frecuencia con la que los pacientes padecen sequedad
bucal, asi como también sequedad cutanea, conjuntiva y olfatoria. Las
respuestas generadas por el paciente seran de 0 a 5, mayor puntuacién indica

mayor severidad de la xerostomia.

Tabla 3.2. Test de severidad para xerostomia (Xerostomia Inventory)
(Thomson y cols., 1999) referido en las Gltimas 4 semanas: desde una

puntuacion de O Nunca hasta 5 Siempre

Nunca (0) (1) (2) (3) (4) (5) Siempre

1. ;Con qué frecuencia ha sentido su boca seca?

. Mi boca esta seca

. Mis labios estan secos

. Me levanto en mitad de la noche a beber liquido
. Mi boca esta seca cuando como comida

. Tomo liquidos para ayudarme a tragar la comida

. Chupar caramelos mejora la sensacion de boca seca

0O N o0 U N W N

. Mi garganta esta seca
9. La piel de mi cara esta seca
10. Mis ojos estan secos

11. El interior de mi nariz esta seco
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Todos los pacientes pertenecientes al estudio (LPO y control) no tenian
lesiones periodontales inflamatorias ni visibles lesiones de caries detectadas

después de una exploracion llevada a cabo por un experimentado odontologo.
3.2. PRODUCTOS DEL ESTUDIO

Los productos utilizados fueron Chamaemelum nobile al 2% y un placebo de
composicion idéntica pero sin el ingrediente de manzanilla. Tanto los
pacientes como los investigadores no conocian la asignacion de grupos
(tratamiento/placebo). Los geles (0,5 ml) se aplicaron de manera uniforme en
la cavidad oral tres veces al dia en las areas que presentaron sintomas

durante un periodo de 4 semanas.

Figura 5. Botella utilizada en el estudio para cada paciente, el color ambar es para no poder

distinguir entre tratamiento y placebo.

3.3. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio en el que utilizamos como producto la camomila se trata de un
ensayo clinico, aleatorizado, controlado, prospectivo y a doble ciego. Se
incluyeron finalmente a 60 pacientes durante un periodo de 4 semanas de
duracion (nUmero de registro de prueba Identificador: NCT02421770). Se llevo
a cabo de acuerdo a los principios de la Declaracion de Helsinki (Anexo 9.5), y

fue aprobado por la Comision de Bioética de la Universidad de Murcia (Anexo
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9.3). Cuando un sujeto decidia interrumpir su participacion en el estudio, el
investigador siempre debia contactar con el mismo para obtener informacion
sobre los motivos de la interrupcion y los posibles acontecimientos adversos.
Siempre que fuera posible, el sujeto acudiria a una visita de control final en
el momento de la interrupcién o al cabo de poco tiempo de interrupcion de la

misma. Esquema del diseno del estudio figura 6:

Sujetos de Estudio (n=70)

Excluidos 10
6 no cumplen los criterios
{ 4 rechazan
Randomizacién (n=60) ]
GRUPO TRATAMIENTO GRUPO PLACEBO (n=32)
(n=28)
l Abandonos l
2 pacientes abandonan el 3 pacientes abandonan el
tratamiento placebo

l Analisis l

Analizados n=26 T Esquema del dis¢ Analizados n=29 l

% PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS:

o Visita 1 (dia 0): Durante la primera visita de los pacientes se le

realizaron los siguientes procedimientos:

Verificacion de los criterios de inclusion.

Realizacion de la historia médica.

Firma del consentimiento informado.

Exploracion de la cavidad oral.
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- Registro de la intensidad del dolor mediante la escala EVA, asi
como su localizacion.

- Registro del test de OIHP-14.

- Registro del test de xerostomia.

- Drenaje a cinco minutos del flujo salivar.

- Registro de los test de ansiedad-depresion (HDA).

o Visita 2 (15 dias desde el dia 0): Se realizd una llamada telefonica a

los pacientes para preguntarles como llevaban el tratamiento, si
notaban mejoria de sus sintomas asi como la aparicion de algun
efecto adverso; y para motivarles a continuar con el mismo.
Los cuestionarios que se pasaron a los 15 dias fueron:

- EVA

- Registro del test de OIHP-14

- Registro del test de xerostomia

o Visita 3 (30 dias desde el dia 0): En la tercera visita se les realizo los

siguientes procedimientos para finalizar el estudio:
- Exploracion de la cavidad oral
- Test de intensidad del dolor (EVA)
- Drenaje a cinco minutos
- Test OIHP-14
- Test de xerostomia

- Test de ansiedad-depresion

TEST DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Para valorar la respuesta al tratamiento se siguieron unos criterios

establecidos por Carrozo y Gandolfo (1999).
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Respuesta al tratamiento:

- Completa remision (CR): pocos o ningun sintoma; las lesiones
desaparecen o quedan estrias blancas.

- Parcial remision (PR): los sintomas se han reducido; hay estrias
blancas con areas eritematosas.

- No respuesta (NR): los sintomas persisten y las lesiones han

empeorado.
REGISTRO DE FLUIDO SALIVAL

Se les pidi6é a los pacientes que se abstuvieran del cepillado de dientes o
tomar alimentos o cualquier otra sustancia, por ejemplo, medicamentos o
cosméticos labiales antes de la recogida de saliva. Cada paciente se enjuago
la boca con agua destilada. Todas las muestras se recogieron a temperatura
ambiente, que era estable. La saliva no estimulada se obtuvo utilizando el
método de drenaje (Navazesh y Kumar, 2008), sin movimientos de
masticacion, en viales de plastico seco, con el sujeto de prueba sentado en
una posicion relajada durante un tiempo de 5 min. En todos los casos, las
muestras de saliva fueron tomadas por la manana entre las 10:00 y las 12:00
horas. La presencia de contaminacion como por ejemplo: sangre en las
muestras fueron retiradas del estudio por escala de inspeccion visual. La
saliva se centrifugd inmediatamente después de la recogida a 3000g durante
10 minutos. El sobrenadante se transfirio a tubos Eppendorf y se almacen6 a -

80°C hasta su analisis.

Figura 7. Recogida de saliva mediante drenaje
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3.4. EL ANALISIS ANTIOXIDANTE

ENSAYO DE TEAC1

TEAC1 se basé en el método descrito por Arnao y cols. (1998). En resumen,
ABTS (2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) es un sustrato de
peroxidasa, que cuando se oxida en presencia de H,0, en una reacciéon de
peroxidacion, genera un radical cation radical (ABTS « + ) (2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

La formacion de ABTS' produce un color azul verdoso y los antioxidantes
presentes en la muestra suprimen esta produccion de color en un grado que se
considera proporcional a sus concentraciones. ABTS™™ se genero utilizando
HRP, H,0, y ABTS. Para realizar el ensayo, se anadieron 5uL de la muestra al
medio de reaccion que contenia ABTS 2 mmol/L, HRP 0,25 pmol/L y 40
pmol/L de H,0; en tampdn fosfato 50 mmol/l (pH 7,5); la desaparicion del
radical se estimoé por la disminucidon en la absorbancia a 700 nm. El método
fue calibrado con las soluciones Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico, Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO, EE.UU.) con concentraciones de
entre 0,045 y 2 mmol/L. Los resultados del ensayo se expresaron en milimoles

de equivalentes Trolox por litro.

ENSAYO DE TEAC2

TEAC2 se determiné utilizando el método descrito por Erel (2004), basado en
la decoloracion de 2,2'-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) por
antioxidantes segin sus concentraciones y capacidades antioxidantes. El
cambio de color se midié como un cambio en la absorbancia de luz a 660 nm.
El ensayo se calibro con Trolox y la actividad se expresé como mmol L. Todos
los analitos se analizaron con un analizador automatico (AU 600 analizador

bioquimico automatizado, Olympus, Minneapolis, Minnesota, EE.UU.).
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ENSAYO DE CUPRAC

El ensayo CUPRAC se basa en la reduccién de Cu®*" en Cu'* por la accion de los
antioxidantes no enzimaticos presentes en la muestra. El complejo oxidante
consistié en Cu?* acido -bathocuproinedisulfonic (Cu®*-BCS) (sal disodica del
acido bathocuproinedisulfonic), que reacciona con los antioxidantes de la
muestra y se reduce a un acido Cu'*-bathocuproinedisulfonic (Cu'*-BCS), un
complejo estable que tiene una absorbancia maxima a 490 nm (Campos y cols.
2009). Se supone que la capacidad antioxidante de la muestra que es igual a
la extension de la formacién del complejo Cu'*-BCS. Para el ensayo se
utilizaron las concentraciones finales de 0,25 mmol/L de sal de acido
bathocuproinedisulfonic disédico (reactivo 1) y 0,5 mmol/L CuSO, (reactivo
2). En resumen, se pipeted un volumen 5uL de muestra. A continuacion, se
anadieron 195puL del reactivo 1y se tomd una primera lectura. Posteriormente
se anadieron a la reaccion 50puL del reactivo 2, se tomo una segunda lectura y
se utilizo la diferencia entre la primera y la Ultima absorbancia para calcular
la actividad antioxidante. La solucion de Trolox en concentraciones de 2,0,
1,0, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625 y 0,0 mmol/L se utilizé para calibrar el ensayo.
Los resultados obtenidos de las muestras de ensayo se compararon con una
curva estandar obtenida con Trolox y se expresaron en milimoles de

equivalentes de Trolox por litro.

ENSAYO FRAP

La medida de FRAP (férrico reduciendo la capacidad de plasma) se baso en el
método descrito por Benzie y Strain (1996) con algunas modificaciones. ELl
método se basa en el principio de que los antioxidantes presentes en la
muestra reducen el complejo férrico-tripyridyltriazine (Fe*-TPTZ) a la
tripyridyltriazina ferrosa (Fe*'-TPTZ), que tiene un color azul. La intensidad
del color es proporcional a la capacidad reductora de los antioxidantes
principalmente no enzimaticos en el plasma (Benzie y Strain, 1996). En

resumen, se pipetearon 300uL de reactivo FRAP recién preparados y se
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anadieron 10pL de muestra al reactivo. Se tomaron lecturas de absorbancia a
600 nm antes y después de la adicion de la muestra. La curva de calibracion
se obtuvo con concentraciones conocidas (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1,0
mmol/L) de solucion de Fe (ll), y los resultados se expresaron en milimoles

equivalentes de Fe (Il) por litro.

El estado de OXIDACION DE LA PROTEINA SALIVAL se evalu6 midiendo las

concentraciones avanzadas de producto de proteina de oxidacion (AOPP)

como se describe por Witko-Sarsat y cols. (1996) con algunas modificaciones.
En resumen, se mezclaron 50\mu L de muestra con 160\mu L de yoduro de
potasio 0,074 mol/L y 25\mu L de acido acético (50%), y se incubaron a 37°C
durante 40 segundos. Se tomd nota de la absorbancia a 340 nm. Se uso
cloramina-T (0 a 500 pmol/L) para generar una curva de calibracion. El
coeficiente de variacion intra-ensayo fue inferior al 10% para las muestras de

saliva.

Las ESPECIES DE OXIGENO REACTIVO (ROS) se estimaron mediante el ensayo

de quimioluminiscencia mediado por luminol (Vong y cols. 2014). Se

mezclaron 10yl de muestra de saliva con 90ul de NaCl (0,9%), 125uL de
luminol (0,5 mmol/L) y 25uL de peroxidasa de rabano (HRP, 0,025 mmol/L).
La quimioluminiscencia se midié con una microplaca (VICTOR 1420 multilabel
counter, PerkinElmer Lifesciences, Wallac Oy, Turku, Finlandia) en recuentos
por segundo (cps) .El coeficiente de variacion intra-ensayo fue inferior al 11%

para las muestras de saliva.

La actividad esterasica total (TEA) se analizd midiendo la hidrélisis del
acetato de p-nitrofenol como p-nitrofenol como se ha descrito previamente
por Tecles y cols. (2016). La actividad enzimatica se calculé a partir de la
velocidad de generacion del producto de la hidrolisis 4-NA, 4-nitrofenol, a 405
nm, pH 7,4 (absortividad molar 14.000 M_1cm_1) y expresado en Ul/L. Las
propiedades no enzimaticas de la hidrolisis de 4-NA se restaron de la hidrdlisis

total sustituyendo la muestra de saliva por agua desionizada.
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NO, NITRATOS Y NITRITOS en muestras de saliva se midieron de acuerdo con

los métodos descritos por Miranda y cols. (2001), con algunas modificaciones

segln Garcia-Robledo y Sokratis Papaspyrou (2014). Los coeficientes de
variacion intra-ensayo de nitratos, salitre y nitratos fueron inferiores al 11%,

7%y 15%, respectivamente.

Las CONCENTRACIONES DE PROTEINA C-REACTIVA (PCR) se midieron en

saliva usando TR-IFMA propio. Se pipetearon 200 ng/pocillo de anticuerpos

anti-PCR de cabra biotinilados en pocillos de microtitulacion revestidos con
estreptavidina y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacion, se lavaron las tiras 4 veces y se anadieron 200 ml/pocillo de
muestras o patrones disueltos en tampon de ensayo (Tampon de Ensayo,
PerkinElmer Lifesciences, Wallac Oy, Turku, Finlandia). Ambas muestras y
patrones se incubaron durante 1 hora, y después de un segundo lavado, se
anadieron a cada pocillo 200 ml de anticuerpos anti-CRP de raton etiquetados
con europio. Las tiras se incubaron durante 45 minutos y después se lavaron
de nuevo. Finalmente, se anadieron 200 ml/pocillo de solucion de mejora y se
incubaron las tiras durante 5 min. La fluorescencia mejorada, proporcional a
la cantidad de PCR en la muestra, se midid con un contador multilabel
(contador multilabel VICTOR 1420, PerkinElmer Lifesciences, Wallac Oy,

Turku, Finlandia).

Todos los analitos mostraron coeficientes de variacion inter e intra-ensayo

inferiores al 15%.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se registraron como medianas y percentiles (a menos que se
indique lo contrario). Estos fueron calculados utilizando procedimientos
descriptivos estadisticos y software rutinario (GraphPad Software, San Diego,
CA, EE.UU.). Los resultados se evaluaron para la normalidad de la distribucion
aproximada mediante la prueba de D'Agostino y Pearson, dando una
distribucion no paramétrica; se utilizd la prueba de Mann-Whitney para
comparar T1y T2 dentro de los grupos, y para hacer comparaciones entre los
grupos. Las correlaciones entre las variables se estimaron usando analisis de
correlacion de Spearman. El nivel de significacion se establecido como p<0,05.
Para contrastar si el cambio entre las mediciones (antes de comenzar y a las 4
semanas ) depende del grupo (tratamiento o placebo), se ha realizado el
analisis Modelo Lineal General (MLG): ANOVA factorial mixto o ANOVA de
medidas parcialmente repetidas. Este analisis nos permitira estudiar el efecto
que sobre las variables dependientes (clinicas, dolor, drenaje y xerostomia)
ejercen los factores intra-sujeto (antes y a las 4 semanas) e inter-sujeto

(grupo) y la interaccion de éstos y la significacion estadistica en ellos.
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4. RESULTADOS
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4.1. ESTRES OXIDATIVO EN SALIVA DE LPO VERSUS CONTROLES
VERSUS SBA

La muestra estudiada estaba formada por tres grupos de pacientes el grupo 1
(n=31) control; el grupo Il por pacientes con LPO (n=20) y el ultimo (n=19) por
pacientes con sindrome de boca ardiente (SBA). Las caracteristicas generales
de las muestras se muestran en la tabla 4.1. Al estudiar las variables clinicas
de cada uno de los grupos observamos la presencia de xerostomia mas alta en

el grupo de pacientes con SBA con diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 4.1. Caracteristicas generales de las muestras

Control n=31 LPO n=20 SBA n=19 P
Edad 33,0 (18,0 - 67,0) 57,5 (37,0 - 75,0) 70,0 (54,0 - 83,0) 0,008
Sexo, M/F 11/20 0/20 1/19 NS
Evolucion 2,0 (0,5-9,0) 2,5 (1,0 - 5,0) NS
OHIP-14 10,0 (2,0 - 36,0) 18,5 (4,0 - 40,0) 0,07
Inventario de 14 (3 - 31) 26 (5 - 45) 0,003

xerostomia

La capacidad antioxidante total salival se determind por los métodos TEAC1,
TEAC2, CUPRAC y FRAP y fue estadisticamente significativamente mayor en
pacientes con LPO y SBA, en comparacion con el grupo control (Tabla 4.2).
ROS fue menor en los dos grupos de pacientes comparandolos con controles
sanos (P<0,001 en ambos casos). AOOP, NO y nitratos fueron mayores en
ambos grupos de pacientes, aunque la significacion estadistica respecto al

grupo de control se observo solo en el grupo de LPO.

El grupo de LPO mostré mayores niveles de PCR salival estadisticamente
significativos en comparacion con los niveles en pacientes sanos y con SBA

(Figura 8).
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Figura 8. Concentracion de proteina C reactiva salival (CPR) en controles sanos (n = 31), y

pacientes con LPO (n = 20) y SBA (n = 19). Las lineas horizontales muestran valores medianos,

los recuadros muestran entre 25 y 75 percentiles.

Correlaciones de grupos LPO:

Se identificaron correlaciones entre el inventario de xerostomia. Resultados y
TEAC1 (mM; r = 0,526; P = 0,011); FRAP (MM, r = 0,509, P = 0,013); CUPRAC

(mM; r = 0,477; P = 0,019); Y TEAC2 (mM, r = 0,466, P = 0,022).

Correlaciones del grupo SBA:

Se identificaron correlaciones entre el inventario de xerostomia. Resultados y
ROS (r = 0,548, P = 0,008), y Nitratos (R = 0,462, P = 0,043). También se

identificaron correlaciones entre la puntuacién media de la calidad de vida de

OHIP-14 y ROS (R = 0,635, P = 0,002).

Tabla 4.2. Datos medios (25-75 percentiles) de marcadores de estrés oxidativo salival en
controles sanos (n = 31) y pacientes con LPO (n = 20) y SBA (n = 19).

Analito

TEAC1, mmol/L
TEAC2, mmol/L
CUPRAC, mmol/L

FRAP, mmol/L
TEA, IU/L
AOOP, umol
ROS, cps

NO, umol
Nitritos, umol

Nitratos, umol

Control

0,296 (0,210

0,172 (0,128 -
0,154 (0,104 -

0,249 (0,169

226,4 (107,4 -
38033 -
17,85 (10,94 -

39679

22,02 (7,10
17,62 (1,41

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 vs. grupo control.

(
(
(
(
61,45 (30,44 -
(
(
(

- 0,541)
0,303)
0,245)

- 0,677)
68,30)
360,6)

40944)

88,60)

- 83,95)

- 72,25)

LPO
0,546 (0,468 - 0,771)"*
0,305 (0,237 - 0,519)***
0,282 (0,223 - 0,493)***
0,613 (0,478 - 1,085)***
49,78 (29,23 - 59,97)
4481 (305,3 - 1577,0)**
29600 (29525 - 29914)**
145,7 (107,6 - 326,1)*
141,0 (76,95 - 328,8)**
23,85 (2,01 - 70,93)

SBA

0,478 (0,389 - 0,678)"
0,261 (0,197 - 0,449)*
0,265 (0,194 - 0,422)**
0,844 (0,397-0,878)*
45,70 (36,11 - 68,53)
331,7 (1334,9 - 568,2)

29707 (29497 - 29952)**
159,3 (20,35 - 245,7)
95,75 (32,95 - 203,2)
29,00 (0,75 - 94,00)
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4.2. EFICACIA CLINICA DE LA CHAMAEMELUM NOBILE AL 2%
/PLACEBO EN PACIENTES CON LPO APLICADO DE FORMA TOPICA
EN GEL DURANTE UN PERIODO DE 4 SEMANAS

4.2.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio de pacientes con
LPO .

Se incluyeron 60 pacientes con LPO de los cuales del grupo de tratamiento
finalizaron 26 y del grupo placebo 29. Al final del tratamiento la muestra
estaba formada por 55 pacientes entre pacientes de LPO y control. En la tabla
4.3 se observan las caracteristicas de edad, sexo y habitos de cada uno de los

grupos (prueba t de Student y x*de Pearson ).

Tabla 4.3. Edad, sexo y habitos de cada uno de los grupos (prueba t de Student y x* de Pearson )

Tratamiento Placebo p
(n=26) (n=29)
Edad. media (SD) 63,1 (14,3) 62,8 (10,3) 0,917
Sexo 0,251
Hombre 10 (38,5) 7 (24,1)
Mujer 16 (61,5) 22 (77,9)
Tabaco 0,786
Si 6 (23,1) 5(17,2)
No 19 (73,1) 22 (75,9)
Ex fumador 1(3,8) 2 (6,9)
Alcohol 0,550
Si 3 (11,59) 2 (6,9)
No 23 (88,5) 27 (93,1)

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
considerando las medidas de pretratamiento (tabla 4.4). Estos resultados
permiten ofrecer garantias de que los resultados observados indican que no
hay sesgo en la formacion de los grupos en relacion a las variables de
resultado antes del tratamiento. Con esto podremos garantizar que los grupos
son homogéneos en los niveles pre de las variables y por tanto comparables

con los niveles posteriores al analizar las variables clinicas.
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Tabla 4.4. Caracteristicas clinicas de cada uno de los grupos antes de iniciar el estudio

Tratamiento Placebo

(n=26) (n=29)

Mediana; IQR Mediana; IQR p-valor
GRADO1 2; 2-4 2; 2-4 0,586
DOLOR 1 5; 4-6 4; 3-5 0,065
ARDOR1 3;1-5 3;1-4 0,473
ESCOZOR1 1; 0-5 2; 0-4 0,599
THONGPRASOM 1 2;2-2 1;1-2 0,100
ANSIEDAD1 7; 5-9 8; 6-10 0,277
DEPRESION1 4; 1-6 6; 2-8 0,079
OHIP-14 (1) 12; 10-15 12; 10-13 0,139

La prueba U de Mann-Whitney se usa para comprobar la heterogeneidad de dos muestras ordinales.

En la Tabla 4.5 se presentan los descriptivos y contrastes estadisticos del
analisis Modelo Lineal General (MLG): ANOVA de un factor con medidas
repetidas para las variables con efectos significativos (principales o
interaccion). Cabe destacar, que cuando el efecto de la interaccidén es
significativo, la interpretacion de los efectos principales pierde importancia

por lo que se procede a comentar la interaccion.

En todas las variables la interaccion de grupo y tiempo mostré un efecto
significativo, lo que indica que el paso del tiempo influyd de manera distinta
en los pacientes, dependiendo de si participd en el grupo de tratamiento o
no. En el pre test las diferencias entre grupo no fueron significativas mientras
que el post test el nivel de las variables en el grupo de tratamiento fue
significativamente inferior con respecto al grupo placebo (p<.001). Por otra
parte, en el grupo de tratamiento el nivel en las variables disminuyd
significativamente del pre al post (p<.001), mientras que en el grupo placebo
el cambio no fue significativo (p>.05). Las interacciones se muestran en la

Figura 9.
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Tabla 4.5. Analisis Modelo Lineal General MLG: Medias .desviacion tipica (DT) y contrastes

estadisticos.
Medidas Efecto

Variable (n) Pre Post Grupo Tiempo Grupo*Tiempo

Media (DT) Media (DT) p-valor (eta?) p-valor (eta?) p-valor (eta?)
Dolor 0,107 (0,05) <0,001 (0,75) <0,001 (0,77)
Tratamiento(26) 5,15 (1,7) 1,88 (1,3)
Placebo (29) 4,21 (1,8) 4,31 (1,9)
Ardor 0,322 (0,02) <0,001 (0,44) <0,001 (0,37)
Tratamiento(26) 3,04 (2,3) 1,12 (1,5)
Placebo (29) 2.66 (2) 2,52 (2,1)
Escozor 0,204 (0,03) <0,001 (0,21) 0,011 (0,12)
Tratamiento(26) 2,35 (2,6) 1,15 (1,5)
Placebo (29) 2,59 (2,2) 2,38 (2,4)
THONGPRASOM 0,738 (0,00) <0,001 (0,51) 0,001 (0,19)
Tratamiento 2,08 (0,9) 1,09 (0,5)
(26)
Placebo (29) 1,72 (0,9) 1,64 (0,7)
OHIP-14 0,470 (0,01) <0,001(0,66) <0,001 (0,53)
Tratamiento(26) 12,88 (3,5) 8,38 (3)
Placebo (29) 11,48 (2,6) 10,86 (2,4)
ANSIEDAD 0,258 (0,03) 0,307 (0,02) 0,044 (0,08)
Tratamiento(25) 7,2 (2,4) 7,32 (2,4)
Placebo (25) 8,4 (3,6) 8,04 (3,4)
DEPRESION 0,089 (0,06) 0,060 (0,07) 0,264 (0,03)
Tratamiento(25) 3,8(2,9) 3,64 (2,9)
Placebo (24) 5,38 (3,7) 5,33 (3,7)
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Figura 9. Efecto del tratamiento en las variables de estudio.

Como vemos en la figura anterior se ve una clara disminucion del dolor en los
pacientes sometidos al tratamiento, asi como también un claro descenso del
ardor y el escozor, por lo que se ve una notable mejoria de la sintomatologia
de estos pacientes. En los sujetos del grupo placebo no se observan cambios
significativos pero también vemos mejoria en la calidad de vida de los

pacientes del grupo de tratamiento y mejora de las lesiones.
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Figura 10. Liquen plano oral en imagen 1 antes de tratamiento y en imagen 1a después de 4
semanas de tratamiento. Imagen 2: liquen plano oral en encia antes de tratarlo y en la

imagen 2a después de 4 semanas de tratamiento con Chamaemelum nobile al 2%.

Tabla 4.6. Respuesta al tratamiento segun los criterios de Carrozzo y Gandolfo (1999)
x4(2)=31.71; p< .001

Tratamiento Placebo

(n=26) (n=29)
Respuesta n (%) n (%)
Completa 5(19,2) 0
Parcial 19 (73,1)a 5(17,2)b
No respuesta 2 (7,7)a 24 (82,8)b

Al analizar no se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos
respecto al tiempo de evolucidon de la patologia de LPO (entre 6 meses y 8

anos) con relacion a la gravedad de las lesiones. La mediana de la gravedad
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del LPO fue de grado 2 (2-4) en el grupo de tratamiento y 2 (2-4) en el grupo
placebo, sin diferencias estadisticamente significativas (p=0.58), por lo que no
se relacion6 la gravedad de las lesiones con el tiempo de evolucion de las

mismas.

4.3. EFECTO DE LA CHAMAEMELUM NOBILE AL 2% SOBRE TAC EN
SALIVA DE LOS PACIENTES CON LPO:

En este tercer objetivo, finalmente, la muestra de saliva fue recogida de un
total de 55 pacientes mediante drenaje antes y cuatro semanas después del
tratamiento con camomila. En el grupo de tratamiento, 10 sujetos eran
hombres (38,5%) y 16 eran mujeres (61,5%). En el grupo placebo, 7 (24,1%)
eran hombres y 22 (77,9%) mujeres (p=0,25). La edad media en el grupo de
tratamiento fue 63,1 + 14,36 anos y 62,8 + 10,3 en el grupo placebo (p=0,91).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de
los grupos con respecto al tiempo de evolucion del LPO, que oscilo entre 6
meses y 8 anos con respecto a la gravedad de las lesiones. La mediana (rango)
de la gravedad de la patologia de LPO fue 2 (2-4) en el grupo de tratamiento y
2 (2-4) en el grupo placebo (p = 0.58).

La tabla 4.7 muestra los datos medianos (rango intercuartilico) de TEAC1,
TEAC2, CUPRAC y FRAP en la linea de base (T1) ya las cuatro semanas para
ambos grupos. En la linea de base (T1) no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los analitos entre los dos grupos
de pacientes. Después de cuatro semanas de tratamiento, se detectd un
aumento estadisticamente significativo en el FRAP en el grupo placebo (P
<0,05). No se detectaron otros cambios estadisticamente significativos para

ninguno de los otros analitos.

RESULTADOS Pagina 63



ESTUDIO DE MARCADORES SALIVALES Y EFICACIA DE LA APLICACION DE ANTIOXIDANTES
NATURALES EN LA ENFERMEDAD DE LIQUEN PLANO ORAL

Tabla 4.7. Datos medianos (rango intercuartilico) para TEAC1, TEAC2, CUPRAC y FRAP en la
linea de base (T1) y cuatro semanas después (T2) en los grupos placebo y de tratamiento.

Analito Placebo Tratamiento
T1 T2 P T1 T2 P
TEACT, 0,201 0,233 0,390 0,288 0,278 0,477
mmol/L (0,136 - 0,299) (0,150 - 0,393) (0,166 - 0,404) (0,209 - 0,445)
TEAC2, 0,400 0,421 0,972 0,457 0,397 0,946
mmol/L (0,258 - 0,589) (0,223 - 0,522) (0,295 - 0,513) (0,276 - 0,526)
CUPRAC, 0,130 0,191 0,401 0,199 0,225 0,391
mmol/L (0,088 - 0,255) (0,116 - 0,359) (0,113 - 0,348) (0,149 - 0,408)
FRAP, 0,323 0,406 0,039 0,392 0,464 0,781
mmol/L (0,090 - 0,467) (0,197 - 0,848) (0,195 - 0,685) (0,298 - 0,568)

Cuando los datos de los dos grupos y los dos muestreos se agruparon, se
observo una correlacion significativa entre el dolor y el drenaje y TEAC1,
CUPRAC y FRAP; y entre xerostomia y TEAC1, TEAC2, CUPRAC y FRAP (Tabla
4.8).

Tabla 4.8. Correlacion entre la capacidad antioxidante total y los parametros clinicos.

Variable Dolor Drenaje Xerostomia
r; P r; P r; P
TEAC1, mmol/L NS NS 0,233; 0,013

TEAC2, mmol/L
CUPRAC, mmol/L

FRAP, mmol/L

0,239; 0,010
0,182; 0,040

0,331; <0,001

-0,323; 0,001
-0,359; <0,001

-0,345; <0,001

0,326; 0,001
0,271; 0,005

0,322; 0,001

'NS: no significativo
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5. DISCUSION
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5.1. ESTRES OXIDATIVO EN SALIVA DE LPO VERSUS CONTROLES
VERSUS SBA

La saliva es un medio que refleja la salud general del organismo (Mandel,
1989; 1980), como muestra posee una serie de ventajas y limitaciones con
respecto a cualquier otro fluido biologico. Posee facilidad de obtencion,
almacenamiento, transporte de la muestra y bajo coste. En relacion al
paciente, es una muestra que se obtiene de forma no invasiva, por lo que se
encuentra libre de estrés, no existen problemas para poder obtener muestras

repetidas y poder monitorizar un analito seriado.

La saliva es rica en antioxidantes y actia como la primera linea de defensa
contra el estrés oxidativo. Los aumentos en los niveles de ROS estan
implicados en la patogénesis de muchas enfermedades incluyendo
enfermedades cardiovasculares, diabetes y enfermedad periodontal (Wang y
cols. 2015; Téthova y cols. 2015; Valko y cols. 2007). En el presente estudio,
la capacidad antioxidante salival total se incrementé y ROS disminuyd en
pacientes con LPO y SBA en comparacion con los sanos control. Ademas, la

saliva de pacientes con LPO presento niveles mas altos de NO, nitrito y PCR.

El LPO es un proceso inflamatorio cronico en el que el o6xido nitrico juega un
papel importante, sintetizado a partir del aminoacido L-arginina por la enzima
oxido nitrico sintasa. El oxido nitrico, una molécula de sefalizacion, actua
como una "espada de doble filo" que afecta a muchos procesos fisiologicos y
patoldgicos. Los niveles bajos de oxido nitrico se asocian con acciones
hemostaticas, como funciones inmunes, flujo sanguineo, agregacion
plaquetaria, neurotransmision y memoria, mientras que el exceso de
producciéon de oxido nitrico esta involucrado en trastornos inflamatorios e
inmunologicos, dolor, enfermedades neuroldgicas, aterosclerosis y cancer
(Korde Choudhari y cols. 2013). También desempeia un papel importante en
la aparicion y progresion de los tumores, con la participacion de mecanismos
como el dano del ADN, la induccion de la angiogénesis tumoral y la promocion

de la invasion tumoral y la metastasis. Se han publicado varios estudios sobre
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el papel del d6xido nitrico en la etiopatogenia del LPO (Ohashi y cols. 1999;
Mehdipour y cols. 2014). En este estudio se encontraron niveles
incrementados de NO y nitritos en la saliva de pacientes con LPO con
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los grupos SBA
y control. También se identifico una correlacion entre los niveles de NO vy el
tiempo de evolucion de LPO. Estos hallazgos coinciden con Ohashi y cols.
(1999), quienes obtuvieron un aumento de los niveles de NO en la saliva de
pacientes con LPO y Ulceras aftosas recurrentes. Sunitha y Shanmugam (2006)
también encontraron un aumento de los niveles de NO en la saliva recolectada
de los pacientes con LPO en comparacion con los sujetos control, indicando
que los niveles salivales NO pueden estar involucrados en la fisiopatologia de
lesiones y ulceras erosivas de LP. Sin embargo, Brennan y cols. (2000)
investigaron el NO en 30 pacientes con LPO reticular mediante el analisis
inmunohistoquimico pero no lograron validar ninguna diferencia significativa
entre los pacientes con LPO y los sujetos control, tal vez esto podria
explicarse porque estos autores utilizan muestras de tejido para el analisis

que pueden haber producido resultados falsos negativos.

La proteina C reactiva (PCR), un marcador de inflamacion (Pepys y cols.
2003), sintetizado principalmente en el higado, ha sido reconocido como un
importante marcador bioldgico de una amplia gama de condiciones tales como
inflamacion sistémica, osteomielitis, artritis reumatoide y vasculitis. Algunos
estudios también han revelado una asociacion entre los niveles de PCR y la
inflamacion crénica, que se correlaciona con lesiones potencialmente
malignas. Kumar ABS y Bahar G y cols. (2011) respaldan la hipdtesis de que los
aumentos de PCR preceden a la aparicién de algunos canceres como el cancer
de pulmédn, el cancer colorrectal y también sefalan un mal prondstico del
carcinoma de células escamosas (SCC); sin embargo, la naturaleza exacta de
la participacion de la PCR en el desarrollo y progresion del cancer sigue siendo
poco clara (Kumar y cols. 2011; Bahar y cols. 2007).

La funcion principal de esta proteina radica en la defensa del huésped (Pepys

y cols. 2003). El presente estudio encontré aumento de la PCR en muestras de
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saliva tomadas de pacientes con LPO en comparacion con pacientes con SBA 'y
sujetos control con diferencias estadisticamente significativas. Aunque este
marcador en suero es ampliamente utilizado en la practica clinica, pocos

estudios han evaluado los niveles de PCR en saliva.

Hasta la fecha, ninguna otra iniciativa de investigacion ha examinado una
posible asociacion entre la PCR y la LPO como trastorno potencialmente
maligno. La PCR puede desempenar un papel en la carcinogénesis, actuando
como biomarcador pronostico de trastornos potencialmente malignos y cancer
oral (Pepys y cols. 2003) una posibilidad que requiere una investigacion mas

profunda.

El sindrome de boca ardiente (SBA) es una enfermedad de origen desconocido
sin etiologia definida que se caracteriza por sensaciones dolorosas de ardor en
la cavidad bucal. Los pacientes refieren una sensacidon persistente de
quemazon, pero la exploracion visual de la mucosay los resultados de pruebas
analiticas no detectan anormalidades que las expliquen. Aunque
relativamente comin, se sabe poco aun acerca de su etiologia vy

fisiopatologia.

Los hallazgos del presente estudio ponen en relieve el descenso de los niveles
de ROS en los pacientes afectados por SBA. Estos resultados no concuerdan
con Tatullo y cols. (2012) que realizaron la evaluacion del estrés oxidativo en
la sangre de 18 pacientes SBA y 5 sujetos control, obteniendo mayores niveles
de estrés oxidativo entre los pacientes con SBA cuando la condicion se

encontraba en su fase mas dolorosa.

El presente estudio se incluyeron 20 pacientes con LPO y 19 con SBA, ambas
entidades que a menudo se acompanan de xerostomia, por lo que los datos
derivados del analisis de la saliva requieren una evaluacion cuidadosa ya que
algunos analitos pueden ser modificados por el flujo salival (Imura y cols.
2016; Agha-Hosseini y cols. 2016; Spadari y cols. 2015; Lee y cols. 2015). La
saliva es sensible al cambio y por esta razon el estudio aplico condiciones

estandar para la recoleccion de muestras, que fue realizada por un solo
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clinico bajo las mismas condiciones ambientales y ritmos circadianos,

excluyendo a cualquier paciente con enfermedad periodontal.

Una limitacion del estudio fue que la exclusion de las muestras de saliva con
la contaminacion sanguinea se aplico sobre la base de la inspeccion visual, por
lo tanto en este trabajo no se midi6 el nivel de transferrina salival para
determinar el nivel de contaminacion sanguinea en muestras de saliva de este
modo pequenas huellas de sangre podrian haber alterado los niveles de

proteina en las muestras de saliva.

5.2. Eficacia clinica de la Chamaemelum nobile al 2%/placebo
en pacientes con LPO aplicado de forma tépica en gel durante

un periodo de 4 semanas de duracién

En este ensayo clinico aleatorizado doble ciego de tratamiento versus placebo
encontramos que la aplicacion del gel de tratamiento resultd ser
significativamente mas eficaz que un placebo. Los resultados muestran que la
aplicacion topica de gel de Chamaemelun nobile al 2% a la mucosa oral 3
veces al dia mejord los sintomas de LPO, las lesiones y la calidad de vida del
paciente.

La manzanilla se ha utilizado para tratar diversas patologias de la mucosa oral
debido a sus propiedades antiinflamatorias y analgésicas con resultados
variables (Mazokopakis y cols. 2005; Braga y cols. 2015; Batista y cols. 2014;
Reddy y cols. 2010; Ramos-e-Silva y cols. 2006; Seyyedi y cols. 2014; Carl y
Emrich 1991; Fidler y cols. 1996). Sin embargo, en la medida en que los
autores son conscientes, después de realizar una exhaustiva revision
bibliografica en las bases de datos cientificas no hemos encontrado ninguna
investigacion previa sobre la manzanilla utilizada para tratar las lesiones de
LPO.

Durante el periodo del estudio no se observd ningin efecto adverso en

ninguno de los grupos. Cinco de los pacientes (19,2%) en el grupo de
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tratamiento respondieron completamente al tratamiento y 19 (73,1%)
mostraron una respuesta parcial después de 4 semanas de tratamiento.
Ademas, la calidad de vida de los pacientes medida mediante el test OHIP-14

mejord incluso en ausencia de resolucion de todos los sintomas.

El LPO es a menudo tratado con farmacos como los corticosteroides y los
inhibidores de la calcineurina, cuya toxicidad y efectos secundarios
(candidiasis, xerostomia, sensacion de ardor, osteoporosis, diabetes mellitus,
hipertension, insuficiencia suprarrenal) a veces limitan su uso (Zakrzewska y
cols. 2005; Lodi y cols. 0212; Lopez-Jornet y cols. 2010). En estos casos,
puede ser util, si no esencial, adoptar una terapia alternativa. En este
escenario, la fitoterapia se ha adoptado como una alternativa terapéutica
para aliviar los sintomas y mejorar la calidad de vida de los pacientes con
LPO. También ofrece las ventajas de bajo costo, disponibilidad y ausencia de
efectos adversos (Thongprasom y cols. 2013; Chainani-Wu y cols. 2011;
Srivastava y cols. 2010, 2009; McKay y Blumberg, 2006; Singh y cols. 2011). De
hecho, la fitoterapia ha sido ampliamente aceptada y la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) apoya la investigacion cientifica en su eficacia en este
campo, esto ha conducido la investigacion a una gama de remedios
homeopaticos naturales incluyendo curcuminoides, quercetina para tratar
sintomas generales de LPO, y miel aplicada a las lesiones erosivo-atroficas
(Thongprasom y cols. 2013; Chainani-Wu y cols. 2011; Rivarola de Gutierrez y
cols. 2014; Choonhakarn y cols. 2008; Salazar-Sanchez y cols. 2010; Mousavi y
cols. 2009; Sanatkhani y cols. 2014).

Choonhakarn y cols. (2008) observaron sintomas mejorados en el 81% de los
pacientes con LPO tratados con Aloe Vera, con remisién completa en el 7%,
mientras que solo el 4% de los pacientes del grupo placebo mostraron mejoria.
Reddy y cols. (2012) utilizaron un gel de aloe vera, comparandolo con
acetonido de triamcinolona y concluyeron que el gel de aloe vera puede
considerarse un tratamiento alternativo seguro. Sin embargo, Salazar-Sanchez

y cols. (2010) evaluaron la eficacia de las aplicaciones topicas de aloe vera
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para el tratamiento de LPO en comparacion con un placebo; y no encontraron

diferencias estadisticamente significativas en relaciéon con el dolor.

Los componentes de la manzanilla incluyen la apigenina 7-0-glucosido, la
luteolina, los compuestos terpénicos, el chamazuleno y el alfa-bisabolol, la
miricetina y la rutina, todos los cuales muestran una fuerte actividad anti-
inflamatoria (Srivastava y cols. 2010; Srivastava y cols. 2009; Avallone y cols.
2000; Zargaran y cols. 2014).

Srivastava y cols. (2009) investigaron el mecanismo de accion de la manzanilla
sobre la inhibicion de la produccion de PGE2. Concluyeron que esto se debia a
la supresion de la expresion del gen COX-2 y la inhibicion directa de la
actividad de la enzima COX-2. Estas pueden ser acciones importantes para la
prevencion de la inflamacion y asi contribuir a los efectos antiinflamatorios,

antineoplasicos e inmunorreguladores de la manzanilla.

Varias investigaciones han demostrado que la manzanilla controla la
inflamacion en la cavidad bucal y los enjuagues bucales de manzanilla se han
prescrito para lesiones aftosas, gingivitis, laringitis y mucositis oral
(Mazokopakis y cols. 2005; Braga y cols. 2015; Batista y cols. 2014; Reddy y
cols. 2010; Ramos-e-Silva y cols. 2006; Seyyedi SA y cols. 2014; Thongprasom
y cols. 2003; Kyokong y cols. 2002). También se ha utilizado ampliamente
para tratar enfermedades periodontales. Pourabbas y cols. (2005) y Batista y
cols. (2014) observaron reducciones en el sangrado gingival como resultado de
la aplicacion de manzanilla. Reddy y cols. (2010) informaron que las
propiedades antiinflamatorias y antibacterianas de la manzanilla ayudaron a

reducir la inflamacion oral causada por periodontitis.

Aunque la manzanilla ha sido evaluada en estudios previos en relaciéon con
enfermedades orales, no se ha ensayado para tratar el LPO, por lo que no es
posible comparar el presente trabajo con hallazgos previos. La manzanilla es
un producto de bajo coste y facilmente disponible. Se han observado algunos

efectos secundarios (generalmente leves ) y se recomienda monitorizar a los
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pacientes que toman anticoagulantes como la warfarina (Amy y cols. 2000)

debido a un posible riesgo de interaccion.

Hay investigaciones previas que sugieren que la manzanilla utilizada en una
variedad de concentraciones podria ser eficaz en la reduccion del tiempo
necesario para la cicatrizacion de heridas (Martinsy cols. 2009). La
concentracion utilizada en el presente estudio se eligio como se habia
utilizado para tratar otras enfermedades de la mucosa (Mazokopakis y cols.
2005; Braga y cols. 2015; Batista y cols. 2014; Reddy y cols. 2010; Ramos-e-
Silva y cols. 2006; Seyyedi SA y cols. 2014; Singh y cols. 2011).

Los pacientes tratados con manzanilla mostraron mejoria estadisticamente
significativa en comparaciéon con el grupo placebo. No se observaron efectos
adversos.

Una limitacion posible en el presente estudio podria ser que, aunque las
respuestas al tratamiento se evaluaron utilizando los criterios recomendados
por Gandolfo y cols. (1999), no se han establecido métodos normalizados para
evaluar la gravedad de la enfermedad y no existen criterios consensuales para
determinar los niveles de mejoria o curacion, ademas, la evolucion de la
enfermedad varia entre un paciente y otro segun su forma clinica. Wang y Van
der Waal (2015) en un trabajo reciente hicieron una revision critica de los
sistemas de evaluacion de respuesta a los tratamientos indicando la necesidad
de disenar un sistema de puntuacion de la calidad de vida adaptado a los

pacientes con LPO.

El presente estudio también tenia un tamano de muestra relativamente
pequeno, aunque el tamano era légico y estadisticamente aceptable en
términos de lograr los objetivos del estudio. El estudio tiene una duracion de
cuatro semanas donde se evalud la eficacia de tratamiento frente a placebo.
Los estudios con mas tiempo de seguimiento pueden ser necesarios para
confirmar el presente hallazgo de que las aplicaciones topicas de
Chamaememlum nobile son un tratamiento alternativo eficaz para LPO. Se
necesitan estudios adicionales de naturaleza multicéntrica e involucrando

series de pacientes mayores y periodos de tratamiento mas largos con el fin
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de obtener mas informacion sobre la eficacia de la manzanilla para el
tratamiento del LPO.

5.3. EFECTO DE LA CAMOMILA SOBRE TAC EN SALIVA DE LOS
PACIENTES CON LPO

Existen evidencias de que el LPO esta asociado con el estrés oxidativo en la
saliva, ya que diversos biomarcadores oxidativos como TAC, malondialdehido
(MDA), acido Urico o gamma-glutamil transferasa (Sezer y cols. 2008; Ergun y
cols. 2011; Lopez-Jornet y cols. 2014; Tvarijonaviciute y cols. 2016) se
mostraron alterados en esta enfermedad. El TAC salival se midié previamente
en controles sanos y en los pacientes con LPO (Agha-Hosseini y cols. 2009;
Ergun y cols. 2011; Tvarijonaviciute y cols. 2016), mientras que no se
encontraron estudios sobre la dinamica del TAC en la saliva de pacientes con
LPO. La mejora de este conocimiento podria ayudar a aclarar el
comportamiento y la posible implicacion de los antioxidantes en la progresion
de la enfermedad. Por esta razon, en el presente estudio se evalud el TAC
salival en un grupo de pacientes con LPO sometido al tratamiento con

unguento de manzanilla y en grupo placebo.

La capacidad antioxidante salival se puede medir con una variedad de
métodos. El presente estudio utilizd los métodos mas utilizados para medir la
capacidad antioxidante total, ya que se sugirio que el mejor enfoque era
combinar diferentes ensayos de TAC (Cao y Prior, 1998; Tvarijonaviciute y
cols. 2016). La determinacion de un TAC de manera global ofrece el beneficio
de la evaluacion de todos los componentes antioxidantes de una muestra, en
contraste con la determinacion de cada componente antioxidante por
separado, lo que es intensivo en mano de obra, consume mucho tiempo y es
caro (Erel 2004ab). Por ejemplo, la medicion de la capacidad antioxidante
equivalente a trolox (TEAC) refleja las concentraciones plasmaticas de
albumina, urato, acido ascorbico, a-tocoferol y bilirrubina, mientras que el

valor de FRAP se refleja principalmente niveles de acido Urico (hasta 60%) y
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menos acido ascorbico y a-tocoferol (Benzie y Strain 1996; Erel 2004b). Por
esta razon, en el presente estudio, el TAC salival se evalu6 mediante cuatro
métodos diferentes. Esto permite una mayor comprension del
comportamiento de los diferentes antioxidantes para el seguimiento de la

evolucion de las enfermedades cronicas con riesgo de malignidad, como LPO.

Es importante mencionar que los pacientes incluidos en el presente estudio no
presentaron una forma muy dolorosa de la enfermedad (el indice de gravedad
medio fue 2 sobre 5 en ambos grupos), lo que permitio la aplicacion de
tratamiento alternativo o incluirlos en el grupo placebo. Seria éticamente
inadecuado incluir a los pacientes gravemente enfermos y mantenerlos
durante un mes sin ningln tratamiento (en el caso del grupo placebo). Sin
embargo, esto debe tenerse en cuenta al extrapolar los resultados a otros
estudios, ya que la diferente gravedad de la enfermedad podria resultar en un

comportamiento diferente de los antioxidantes (Pascual y cols. 1998).

Los datos del presente estudio sugieren que los antioxidantes totales salivales
aumentan en pacientes con LPO en el grupo placebo, ya que se detect6 un
FRAP mayor en el grupo placebo después de cuatro semanas con respecto a
los datos basales. Para el conocimiento de los autores, este es el primer
estudio, en el que se evaluo la evolucion del TAC salival en los controles y los
pacientes con LPO. Sin embargo, aunque se necesitan mas estudios, podria
postularse que los pacientes con LPO de gravedad mediana-baja sin el
tratamiento (grupo placebo) empeoran y necesitan mas proteccion por los
antioxidantes para contrapesar las concentraciones elevadas de ROS asociadas
con el liquen plano y que esta correlacionada con la gravedad de las lesiones
(Batu y cols. 2015). Esta hipotesis también seria apoyada por los mayores
niveles de TAC, evaluados por TEAC1, TEAC2, CUPAC y FRAP, en LPO en
comparacion con los controles (Tvarijonaviciute y cols. 2016). De manera
similar, Agha-Hosseini y cols. (2009) encontraron mayor TAC salival, utilizando
el método FRAP, en pacientes con LPO en comparacion con controles, aunque
esto no fue estadisticamente significativo. En contraste, Ergun y cols. (2011)

no encontraron diferencias significativas en el FRAP salival entre los pacientes
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sanos y LPO. Aunque son necesarios mas estudios para investigar esta
cuestion, al menos en parte, podria explicarse por la inclusion de pacientes
con diferentes grados de gravedad de LPO, aunque se indicaran otros estudios
para aclarar este tema.

El uso del tratamiento topico con Chamaemelum nobile al 2% durante un mes
estuvo asociado con la mejoria clinica en pacientes con LPO (Lopez-Jornet y
Aznar-Cayuela, 2016). Sin embargo, no hemos podido detectar cambios en el
TAC salival, hecho que podria indicar la estabilizacion de la enfermedad. Sin
embargo, el presente estudio se realizd solo un corto periodo de tiempo al
tratar una enfermedad croénica, siendo una de las principales limitaciones del
presente estudio. Por lo tanto, se necesitan mas estudios de larga duracion
para evaluar los posibles efectos de la Chamaemelum nobile sobre los
marcadores salivales relacionados con la inflamacion y el estrés oxidativo en

pacientes con LPO.

Cuando se evaluaron las variables clinicas en relacion con los niveles de TAC
salival, se observd correlacion positiva entre TAC y dolor. Este hallazgo, al
menos en parte, podria explicarse por el hecho de que el dolor da lugar a un
aumento del cortisol (un glucocorticoide enddgeno), que a su vez se asocio
con una mayor capacidad antioxidante del suero (Seo y Yoon, 2008,
Tvarijonaviciute y cols. 2015) . Ademas, se observaron correlaciones negativas
y positivas entre TAC salival y drenaje y xerostomia, respectivamente. Estas
dos correlaciones se complementan y se confirman entre si, e indican que en
los casos en que se produce menos saliva y por lo tanto la sensacion de boca

seca aumenta los niveles de TAC salivales son mayores.

Por lo tanto queda de manifiesto la necesidad de seguir con la investigacion
en este campo ya que puede ser de gran relevancia para este tipo de

patologias.

Nuestro trabajo forma parte de la investigacion conjunta llevada a cabo por el
Departamento de Estomatologia en el area de la Medicina Oral y grupos de

Laboratorio Interdisciplinario de Analisis Clinicos Interlab-UMU, Facultad de
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Medicina Veterinaria, Campus Regional de Excelencia Internacional ‘Campus
Mare Nostrum'’, Universidad de Murcia, por lo que no se pretende que esto sea

un texto aislado sino una linea creciente de investigacion.
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6. CONCLUSIONES
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Una vez analizados los resultados de este estudio llegamos a las siguientes

conclusiones:

1.

Los pacientes con LPO presentan un aumento estadisticamente
significativo de TAC salival y disminucion de ROS, asi como los
marcadores de inflamacién PCR, NO y nitritos con respecto a un grupo

control .

Encontramos que la aplicacion topica de gel de Chamaemelum nobile al
2% en la mucosa oral 3 veces al dia mejora de forma estadisticamente
significativa la sintomatologia (dolor, ardor y escozor) y la calidad de
vida en los pacientes de LPO durante el mes de tratamiento, por lo que
puede ser considerado como un tratamiento alternativo eficaz para el
LPO.

Al analizar la saliva no estimulada de los pacientes con LPO antes y
después del tratamiento con Chamaemelum nobile al 2% en la mucosa

oral, no encontramos ningun efecto a corto plazo sobre el TAC salival.

Se precisa mas investigacion sobre los mecanismos de accion de la
camomila con el fin de aprovechar mejor sus efectos en beneficio del

paciente con LPO.
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Abstract

Background The purpose of this study was to compare the clinical therapeutic efficacy of topical applications of

chamomile vs. a placebo for treating oral lichen planus (OLP).

Methods This double-blind study, randomly divided 60 patients with OLP into two groups, 30 treated with 2% Cha-
maemelumn nobife gel (0.5 mL/3 times a day) and 30 treated with a placebo (Trial Registration NCT02421770). A visual
analogue scale was used to rate pain, itching and buming sensation, and Thongprasom Index, the Oral Health Impact
Profile 14 (OHIP-14) and the Hospital Anxiety-Depression Scale. Patients were evaluated at baseline and after 4 weeks

of treatment.

Results Patients treated with chamomile showed significant improvements after 4 weeks for pain (P < 0.001), buming
sensation (P < 0.001), itching (P = 0.011), OHIP-14 (P < 0.001) and Thongprasom index (P = 0.001); 92% of patients
treated with chamomile showed a partial or total response, while only five subjects (17%) in the placebo group showed

any improvement.

Conclusion The topical application of 2% chamomile gel is an effective treatment for OLP,
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Introduction

A variety of approaches have been used to treat oral lichen pla-
nus (OLP) including corticosteroids, retinoids, topical cyclos-
porine, antimicrobials azathioprine, calcineurin inhibitors and
surgery .The main disadvantage of these treatments are their sec-
ondary effects."™ Several studies have investigated the applica-
tion of chamomile for treating different oral diseases,
particularly gingivitis, mucositis, aphthous stomatitis, but most
were not randomized, controlled trials for the application of
chamomile to treat OLP patients.*'" The purpose of this study
was to compare the clinical therapeutic efficacy of topical
applications of chamomile for treating OLP vs. a placebo.

Materials and methods
Patients

The study was designed to meet CONSORT guidelines. The
sample consisted of patients diagnosed with oral lichen planus at

JEADV 2016, 30, 1783-1786

the Department of Oral Medicine (Faculty of Medicine and
Dentistry, University of Murcia, Spain). The study protocol ful-
filled the criteria established in the Declaration of Helsinki, and
was approved by the Ethics Committee of the University of
Murcia.

Inclusion criteria were — patients diagnosed clinically and histo-
logically with OLP according to van der Waal criteria'? patients
who had not received any treatment for OLP in the previous
2 weeks in the case of topical treatments or in the last 4 weeks in
the case of systemic therapies. Exclusion criteria were — allergy to
some ingredient of the products tested the use of drugs capable of
inducing lichenoid reactions, OLP lesions in contact with silver
amalgam fillings, the presence of dysplasia in the histopathological
study of OLP and the presence of extraoral lesions.

Study design

This randomized, double-blind, parallel-group study had a dura-
tion of 4 weeks (Trial Registration Number Identifier:

@ 2016 European Academy of Dermatology and Venereology
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NCT02421770). Treatment and allocation were randomized
centrally using the website http://www.randomization.com.

Study products

The product assayed was 2% Chamaemelum nobile, with a gel
consistency supplied in 500 ml containers, as was the placebo.
Both products consisted of the same excipients and composition
— water, hydroxyethyl, sorbitol <0.1%, E-202 (potassium sorbate)
<0.1%, E-223 (sodium metabisulfite} <0.1%, food colouring
<0.1%, Chamomile aroma <0.1% (Ababbo, Murcia, Spain) -
except that the experimental gel included 2% chamomile and the
placebo did not. Both preparations had the same colour. An
operator external to the study, coded the products in identical
opaque containers. A randomization code was kept in an opaque
envelope in a safe environment and opened only at the end of the
study. Both patients and researchers were blind to group assign-

sensation, no itching, and 10 = extreme pain, burning sensation
or itching.

The lesions’ clinical characteristics were scored using Thong-
prasom,® Hospital Anxiety-Depression Scale'’ and Oral Health
Impact Profile to evaluate oral quality of life"*assessments;
patients were evaluated at baseline and after 4 weeks of treat-
ment.

Treatment responses were assessed using criteria recom-
mended by Carrozzo and Gandolfo®; complete remission = few
or no symptoms, the lesions disappear or white streaks remain;
partial remission = symptoms have decreased, there are white

Table 1 Patient sample characteristics (age, sex, smoking, alco-
hol consumption) by group (Student's t-test and Pearson 37}

ment (treatment/placebo).The patients received the product Treatment (n = 26)  Placebo (n =29)  P-value
together with instructions for their correct use. The preparations  Meanage (SD) 631 (14.9) £2.8 (10.3) 0.917
(0.5 mL/3 times a day) were applied uniformly to the oral cavity  Gender 0.251
in the areas that presented symptoms, spreading the gel with the Male 10(38.5) 7 (24.1)
finger. Patients were asked not to eat or drink for 20 min after Fomale 16(81.5) 248
- . Smoking 0.786
o lication a :
each application and to continue treatment for 1 month Ves 6(23.1) 5(172)
No 19(73.1) 22 (75.9)
Measurements Ex-smoker 1(3.8) 2(6.9)
Symptoms were evaluated using visual analogue scales (VAS) for  Alcohol 0.550
pain, burning sensation and itching at baseline and after 4 wecks Yes 3{11.59 2(6.9)
of treatment. According to VAS scores, 0 = no pain, no burning No 231885) i)
Enroliment Assessed for aligibility
n=70
Excluded, n=10
+ Not meeting inclusion criteria, n=5
+ Declined to participate, n=5
Randomized
n=60
[
Allocation | ]
Allocated to active treatment group, n=30 Allocated to placebo group, n =30
* Received all d intervention, n =30 * Received allocated intervention, n =30
= Did not receive active treatment, n= 0 * Did not receive placebo, n=0
Follow-up Lost to follow-up, n=2 Lost to follow-up, n=1
Discontinued intervention, n=2 Discontinued intervention, n =0
Analysis 30 day

Analysed, n= 26

Figure 1 Flow diagram.

Analysed, n= 29

JEADV 2018, 30, 17831786
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streaks with erythematous areas; no response = the symptoms
persist and the lesions worsened.

Data were analysed using the spss version 12.0 statistical pack-
age (SPSS® Inc., Chicago, IL, USA). A descriptive study of each
variable was performed. To compare changes between the two
data sets (at baseline and after 4 weeks) by group (treatment or
placebo), general linear model analysis was performed with
mixed factorial anova for partially repeated measurements. The
statistical significance of these models was complemented by
adjusted isolation index (Eta’) to evaluate the percentage of
variance of the dependent variable, associated with time passed
between baseline and 4 weeks after treatment. Statistical signifi-
cance was established as P < 0.05.

Table 2 Clinical characteristics by group at baseline (Mann-Whit-
ney U-test)

T (n=26) Placebo(n=29) P-value

Median; IQR Median; IQR
SCORING 1 2,2-4 2,24 0.586
PAIN 1 546 4,35 0.065
BURNING SENS.1  3:1-5 314 0.473
ITCHING 1 1,0-5 2,0-4 0.599
THONGPRASOM 1 2;2.2 11-2 0.100
ANXIETY 1 759 8:6-10 0.277
DEPRESSION 1 4 1-8 6:2-8 0.079
OHIP-145P 1 12;10-15 12;10-13 0,138

Results

Of the 60 randomized patients, 55 completed the 4 weeks of
treatment (26 in the chamomile group and 29 in the placebo
group) (Fig. 1). Demographic data, patients’ habits and clinical
characteristics are shown in Tables 1 and 2.

The most frequently occurring OLP location was the buccal
mucosa (98%), followed by the tongue (19%) and the gums
(18%). Pre-treatment values showed no significant differences
between groups. After 4 weeks, treatment group variables were
significantly lower than at baseline (P < 0.001), while the pla-
cebo group showed no
(P > 0.05) (Table 3).

Ninety-two per cent of patients treated with chamomile gel
showed some response to treatment after 4 weeks, while in the
placebo group, only five patients (17%) showed a response
(Fig. 2). Five patients (19.2%) in the treatment group showed
complete resolution of the symptoms but no patient in the pla-
cebo group presented a complete response (Table 4). No adverse
effects were observed in either of the groups during the study,

statistically significant changes

Discussion
The results show that the topical application of chamomile gel
to the oral mucosa three times a day improved OLP symptoms,
lesions and patient quality of life.

Oral lichen planus often requires long-term therapy, and so
patients may present other medical problems such as diabetes,

Table 3 General linear model: mean, standard deviation (SD) and statistical contrasts

Varlable (n) Measuremenis Effect
Pre Post Group Time Group*Time
Mean (SD) Mean (SD) P-value (eta’) P-value (eta?) P-value (eta®)
Pain 0.107 {0.05) <0.001 (0.75) <0.001 (0.77)
Treatment (26) 515(1.7) 1.88({1.3)
Placebo (29) 4.21(1.8) 4.31(1.9)
Burning 0.322 (0.02) =0.001 (0.44) =0.001 (0.37)
Treatment (26) 3.04(23) 112 (1.5)
Placebo (29) 2.66(2) 252 (2.1)
Itehing 0.204 {0.03) <0.001 (0.21) 0.011 (0.12)
Treatment (26) 2.35(2.8) 1.15 (1.5)
Placebao (29) 2.88(2.2) 238(24)
THONGPRASOM 0.738 (0.00) <0,001 {0.51) 0.001 (0.18)
Treatment (26) 2.08 (0.9} 1.09 (0.5)
Placebo {29) 1.72(0.9) 1.64 (0.7)
OHIP-14 0.470 (0.01) <0.001(0.66) <0.001 (0.53)
Treatment (26) 12.88 (3.5) 8.38(3)
Placebo (29) 11.48 (2.6) 10.86 (2.4)
ANXIETY 0,258 (0.03) 0.307 (D.02) 0.044 (0.08)
Treatment (25) T2(24) 7.32(24)
Placebo (25) B.4(3.8) 8.04 (3.4)
DEPRESSION 0.089 (0.06) 0.060 (0.07) 0.264 (0.03)
Treatment (25) 3.8(2.9) 3.64 (2.9)
Placebo (24) 5.38(3.7) 533(3.7)
JEADV 2016, 30, 1783-1786 @ 2016 European Acadermy of Dermataiogy and Venereciogy
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One possible limitation in this study could be that, although
responses to treatment were assessed using criteria recom-
mended by Carrozzo and Gandolfo ef al,” no standardized
methods for evaluating the severity of the disease have been
established, and there are no consensual criteria for determining
levels of improvement or cure.'”

The study evaluated the efficacy of 4 weeks of treatment.
Studies with longer follow-ups may be needed to confirm the
present finding that topical applications of chamomile are an
effective alternative treatment for OLP.
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OBJECTIVES: The aim of this study was to evaluate
oxidative stress factors and C-reactive protein in the
saliva of patients with oral lichen planus (OLP) and
burning mouth syndrome (BMS).

METHODS: This consecutive, cross-sectional study
included 20 patients with OLP, 19 with burning mouth
syndrome (BMS), and 3| control subjects. The oral cavity
of each patient was examined and patients responded to
a quality of life questi ire (OHIP-14) and the xeros-
tomia inventory. The following parameters were mea-
sured in whole non-stimulated saliva: trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC); total antioxidant capacity
(TAC); cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC);
ferric reducing ability of plasma (FRAP); C-reactive
protein (CRP); nitric oxide; nitrates; and nitrites.
RESULTS: The OLP group presented statistically signif-
icant differences in reactive oxygen species (ROS)
(29 600 cps) in comparison with the control group (39
679 cps) (P < 0.05). In the BMS group, ROS was 29
707 cps with significant difference in comparison with the
control group (P < 0.05). Significantly higher salivary
nitric oxide (145.7 pmol) and nitrite (141.0 pmol) levels
were found in OLP patients in comparison with control
group (P < 0.05).

CONCLUSION: Increases in nitric oxide and C-reactive
protein were found in the saliva of OLP patients in
comparison with BMS and control patients. Further
studies are required to confirm these findings.
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Introduction

The multiple components of saliva protect the integrity of
oral tissues and can provide information about local and
systemic diseases. Therefore, saliva is a useful ol for
identifying and monitoring disease, and well worth explor-
ing because of the simplicity of sample collection (1, 2).

Oxidative stress is defined as an imbalance between the
production of free radicals and antioxidants, and it was
related to various diseases such as atherosclerosis, neurode-
generative diseases, diabetes, and aging among others (2).
Presence of oxidative stress in saliva has been also
described and was associated with periodontal disease and
dental caries (1, 3).

Oral lichen planus (OLP) and burning mouth syndrome
(BMS) are chronic diseases of the oral mucosa characlerized
by persistent pain and/or discomfort that compromises quality
of life of patients (3, 4), OLP is an inflammatory disease of
unknown origins. Its pathogenesis has yet to be fully
understood (4). although oxidative stress would appear to
play an important role. [n 2007, Sezer et al. (5) observed an
increase in oxidative stress, since detected increased perox-
idation lipids together with an imbalance in the antioxidative
defense system, in patients with cutaneous lichen planus,
which suggests that reactive oxygen species (ROS) could be
involved in the pathogenesis of LP: recent studies have
supported these findings (6—10). Sunitha and Shanmugam
(11)also found an increase in nitric oxide levels in LP patients
in comparison with control subjects and concluded that free
radicals represent a route in pathogenesis and that excess
salivary nitric oxide could be involved physiopathologically
in the erosive lesions of lichen planus.

BMS is characterized by a burning sensation that affects
the oral mucosa and by the absence of clinical or laboratory
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data that might otherwise explain this symptom. The
pathogenesis of this entity remains unclear and has gener-
ated controversy in recent years (3). Its etiopathogenesis is
complex and probably involves interactions between local
and systemic and/or psychogenic factors (3). Although
increases in ROS mechanisms in the pathogenesis of pain
have been investigated, no such studies have been con-
ducted among patients with BMS (6, 12-14). Nor is there
much published research into oxidative stress among
patients with BMS. Nevertheless. markers associated with
the oral mucosa defense system (MUC1 y TLR2) in patients
with BMS have been studied, observing increased MUCI in
patients with BMS in comparison with patients with OLP
and control subjects, which suggests that MUCI plays an
important role in the appearance and evolution of burning
mouth (12).

Overall, research about markers of oxidative stress and
inflammation as means of explaining the role that saliva
might play in OLP and BMS is scarce and poorly
documented. For this reason, this study aimed to evaluate
possible presence of oxidative stress in the saliva of patients
with OLP and BMS. measuring total antioxidant capacity
(TAC), salivary protein oxidation status, and ROS. In
addition, biomarkers related with inflammation such as NO,
nitrates, nitrites, and C-reactive protein (CRP) levels were
also determined.

Materials and methods

Participants

This cross-sectional, consecutive study included 20 patients
with OLP. 19 with BMS, and 31 control subjects attending
the dental clinic at the Morales Meseguer University
Hospital (University of Murcia, Spain). The study protocol
was approved by the University of Murcia Research and
Ethics Committee. Informed consent was obtained from all
participants.

OLP patients

Inclusion criteria: Patients aged over 18 years, presence of
lichen planus affecting the oral mucosa that fulfilled the
clinical and histopathological eriteria for OLP proposed by
van der Waal (4).

Exclusion criteria: Presence of epithelial dysplasia, in
receipt of drug treatment (including specific OLP treatment
such as systemic corticosteroids, retinoic acid, or immuno-
suppressants), presence of lesions that were asymmetrical or
close to silver amalgam restorations, smoking. Subjects with
significant systemic diseases (e.g., diabetes mellitus, cancer,
or coronary heart disease) and pregnant or lactating women
were also excluded.

BMS patients

Inclusion criteria: Positive diagnosis of BMS according to
Scala (3) and the International Classification of Headache
Disorders.

Exclusion criteria: Patients with a history of head and
neck malignancy, radiation therapy to the head and neck
area, poorly managed diabetes mellitus, chronic thyroid
disease, known Sjogren’s syndrome, pregnancy, or unwill-
ingness to give consent to participate.
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Control subjects
The control group was made up of healthy patients recruited
consecutively from the University of Murcia Dental School.
Exclusion criteria: Patients receiving medication or with
habits that might potentially interfere with the study, such
as the administration of immune suppressants, non-
steroidal anti-inflammatories. vitamins. smoking, or alcohol
consumption. Subjects with significant systemic diseases
(e.g., diabetes mellitus, cancer or coronary heart disease.
infection), or pregnant or lactating females were also
excluded.

Oral examination
A clinical history was registered for each subject. and
complete examination of the oral cavity was performed by
an oral medicine professional. A periodontal examination of
each patient was made. and any patients with periodontitis
were excluded.

All patients responded to the following questionnaires

I The Xerostomia Inventory (15): The xerostomia
inventory takes the form of a questionnaire designed
to investigate symptoms. It consists of 11 items.
Patients respond by scoring from zero to five according
to the absence (0) or severity (5) of the symptom. a
higher score indicating greater severity.

2 Oral Health Impact Profile (OHIP-14) (16): This
questionnaire detects changes in oral quality of life. It
consists of 14 items that explore different aspects of
oral function and quality of life.

Saliva collection

Patients were asked not to brush their teeth, take food, or
any other substance for 2 h before saliva collection. Each
patient rinsed his/her mouth with distilled water before
collection. All the samples were collected at stable room
temperature. Non-stimulated saliva was obtained using the
draining method (17) in the absence of chewing movements,
in dry plastic vials with the test subject sitting in a relaxed
position. In all cases. saliva samples were taken in the
morning between 9:00 and 11:00 am. Samples with blood
contamination (determined by visual inspection) were
excluded.

Laboratory methods

Saliva was centrifuged immediately after collection at
3000 rpm for 10 min 4°C, placed in an Eppendorf tube,
and stored at —80°C until analysis <1 month in all cases.

Sample analvsis
TAC was evaluated by measurement of TEAC1, TEAC2,
CUPRAC, FRAP.

TEACI assay

TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity) 1 was
based on the method described by Arnao et al. (18), In
brief, ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfo-
nic acid) is a peroxidase substrate, which when oxidized in
the presence of H,0, in a peroxidative reaction, generates a
radical cation radical (ABTS™) (2.2'-azino-bis-3-ethyl-
benzthiazoline-6-sulfonic acid).
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The formation of ABTS™ produces a blue-green color
and the antioxidants present in the sample suppress this
color production to a degree that is considered proportional
to their concentrations. ABTS™ was generated using
horseradish peroxidase, H;O, and ABTS. To perform the
assay, 5 ul of the sample was added to the reaction medium
containing 2 mmol/l ABTS, 0.25 uymol/l HRP and
40 pmoll H;0; in 50 mmol/l phosphate buffer (pH 7.5):;
disappearance of the radical was estimated by the decrease
in absorbance at 700 nm. Trolox (6-hydroxy-2,5.7.8-tetra-
methylchroman-2-carboxylic acid, Sigma-Aldrich Co, St
Louis, Mo, USA) solution at concentrations of 2.0, 1.0, 0.5,
0.25, 0.125. 0.0625 and 0.0 mmol/l were used to calibrate
the assay. The assay results were expressed in millimoles of
Trolox equivalents per liter.

TEAC2 assav

TEACZ was determined using the method described by Erel
(19), based on 2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sul-
fonate) decolorization by antioxidants according to their
concentrations and antioxidant capacities. The color change
was measured as a change in light absorbance at 600 nm.
The first reagent consisted in 40 mmol/l acetate buffer (pH
5.8) and the second reagent contained 2 mmol/l H,O» and
10 mmol/l ABTS in 30 mmol/l acetate buffer solution (pH
3.6). The assay was calibrated with Trolox and activity was
expressed as mmol/l. All analytes were assayed with an
automated analyzer (AU 600 automated biochemical ana-
lyzer, Olympus, Minneapolis, Minn, USA).

CUPRAC assay

The CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity) assay
is based on the reduction of Cu”" into Cu'" by the action of
the non-enzymatic antioxidants present in the sample. The
oxidant complex consisted of Cu*” -bath-ocuproinedisulfo-
nic acid (Cu®" -BCS) (bathocuproinedisulfonic acid dis-
odium salt), which reacts with the antioxidants in the sample
and is reduced to a Cu'" -bathocuproinedisulfonic acid
(Cu'” -BCS), a stable complex that has a maximum
absorbance at 490 nm (20). The anuoxidant capacity of the
sample is assumed to be equal to the extent of the complex
Cu'" -BCS formation. Final concentrations of 0.25 mmol/]
bathocuproinedisulfonic acid disodium salt (reagent 1) and
0.5 mmol/l CuSO, (reagent 2) were used for the assay. In
brief, a5 pl volume of sample was pipetted. Then. 195 pl of
the reagent | were added and a first reading at 480 nm was
taken. Subsequently, 50 pl of the reagent 2 were added to the
reaction. A second reading was taken and the difference
between the first and the last absorbance was used to calculate
antioxidant activity. Trolox solution at concentrations of 2.0,
1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 and 0.0 mmol/l were used to
calibrate the assay. The results obtained from test samples
were compared with a standard curve obtained with Trolox
and were expressed as millimoles of Trolox equivalents per
liter.

FRAPFP assay

FRAP (ferric reducing ability of plasma) measurement was
based on the method described by Benzie and Strain (21)
with some modification. The method relys on the principle
that antioxidants present in the sample reduce the ferric-
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tripyridyltriazine (Fe** -TPTZ) complex to ferrous
tripyridyliriazine (Fe** -TPTZ), which has a blue color.
The color intensity is proportional to the reducing capacity
of the mainly non-enzymatic anuoxidants in the plasma
(Benzie and Strain, 1996). In brief, 300 ul freshly prepared
FRAP reagent were pipetted and 10 ul of sample were
added to the reagent. Absorbance readings at 600 nm were
taken before and after the addition of the sample. The
calibration curve was obtained with known concentrations
(0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 mmol/1) of Fe (II) solution.
and the results were expressed in millimoles Fe(Il) equiv-
alents per liter. Total esterase activity (TEA) was measured
as previously described (22).

Salivary protein oxidation staus was evaluated by
measuring advanced oxidation protein product (AOPP)
concentrations as described by Witko-Sarsat et al. (1996)
(23) with some modification. In brief, 50 pl of sample was
mixed with 160 ul of 0.074 M potassium iodide and 25 pl
of acetic acid (50%), and incubated at 37°C for 40 s:
absorbance was read at 340 nm. Chloramine-T (0-500 pM)
was used to generate a calibration curve. The intra-assay
coefficient of vanation was below 10% for saliva samples.

Reactive oxygen species (ROS) were estimated by
luminol-mediated chemiluminescence assay (24). In brief,
10 pl of saliva sample was mixed with 90 pul of NaCl
(0.9%), 125 pl of luminol (0.5 mM), and 25 ul of horse-
radish peroxidase (HRP. 0.025 mM). Chemiluminescence
was measured with a microplate reader (VICTOR 1420
multilabel counter; PerkinElmer Lifesciences, Wallac Oy:
Turku. Finland) in counts per second (cps). The intra-assay
coefficient of variation was below 11% for saliva samples.

NO, Nitrates, and Nitrites in saliva samples were
measured according to methods described by Garcia-
Robledo and Sokratis Papaspyrou (25). Intra-assay coeffi-
cients of variation for salivary NO, nitrites, and nitrates were
below 11%. 7%, and 15%, respectively.

C-reactive protein levels were measured in saliva using
homemade TR-IFMA. In brief, 200 ng/well of biotinylated
goat anti-CRP antibodies was pipetted into streptavidin-
coated microtitration wells and incubated for 1 h at room
temperature. Next, strips were washed four times and
200 ml/well of samples or standards dissolved in assay
buffer (Assay Buffer, PerkinElmer Lifesciences, Wallac Oy,
Turku, Finland) was added. Both samples and standards
were incubated for 1 h, and after a second wash, 200 ml of
europium-labeled mouse anti-CRP antibodies was added to
each well. The strips were incubated for 45 min and then
washed again. Finally, 200 ml/well of enhancement solution
was added, and strips were incubated for 5 min. The
enhanced fluorescence, proportional to the quantity of CRP
in the sample., was measured with a multilabel counter
(VICTOR 1420 mulilabel counter, PerkinElmer Life-
sciences, Wallac Oy, Turku, Finland).

Statistical analvsis

All data were registered as medians and percentiles
(unless otherwise stated). These were calculated using
routine descriptive statistical procedures and software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Results
were evaluated for approximate normality of distribution
using the D’Agostino and Pearson omnibus normality
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" test, giving a nonparametric distribution; the Kruskal-  between the mean OHIP-14 quality of life score and ROS
Wallis test with multiple comparison and the Dunn's  (r = 0.635; P = 0.002).
post-test were used to compare different groups. Corre-
lauo?s betwee{l vanablcs were estimated using Spear- Bliscussion
man’s correlation analysis. A value of P <0.05 was
considered statistically significant. Saliva was suggested to be a biofluid that reflects the general
health of the organism. As saliva is rich in antioxidants, it
Results can act as the first line of defense against oxidative stress
(5-9). Oxidative stress was involved in the pathogenesis of
General characteristics of the included patients are shown  many diseases including cardiovascular disease, diabetes,
in Table 1. Salivary total antioxidant capacity as deter- and periodontal disease (1). In the present study, the salivary
mined by TEACI, TEAC2, CUPRAC, and FRAP meth-  TAC was increased and ROS decreased in patients with
ods was statistically significantly higher in patients with ~ OLP and BMS compared with control subjects. Further-
OLP and BMS, when compared with control group  more, saliva from OLP patients presented higher NO, nitrite,
(Table 2). ROS was lower in the two patients groups in and CRP levels.
comparison with healthy controls (P < 0.001 in both OLP is a chronic inflammatory process in which nitric
cases). AOOP, NO, and nitrates were higher in both  oxide plays an important role, synthesized from amino acid
groups of patients, although statistical significance with L-arginine by the enzyme nitric oxide synthase. Nitric
respect o control group was observed only in OLP group.  oxide, a signaling molecule, acts as a ‘double-edged sword’
OLP group showed statistically significantly higher  that affects many physiological and pathological processes.
salivary CRP levels when compared with healthy and Low levels of nitric oxide are associated with hemostatic
BMS groups (Fig. 1). actions, such as immune functions, blood flow, platelet
aggregation. neurotransmission, and memory, while excess
OLP group correlations production of nitric oxide is involved in inflammatory and
Correlations were identified between xerostomia inventory immunological disorders, pain, neurological diseases,
results and TEAC1 (mM; r= 0.526; P = 0.011% FRAP  atherosclerosis, and cancer (26-28). It also plays an
(mM: r = 0.509; P =0.013); CUPRAC (mM: r = 0477:  important role in the appearance and progression of tumors,
P =0.019); and TEACZ (mM: r = 0.466: P = 0.022). with the participation of mechanisms such as DNA damage,
the induction of tumor angiogenesis, and the promotion of
BMS group correlations tumor invasion and metastasis. Several studies have been
Correlations were identified between the xerostomia inven- published on the role of nitric oxide in the etiopathogeny of
tory results and ROS (r = 0.548, P = 0.008). and Nitrates . OLP (26, 27). In a sample of 40 cutaneous LP patients,
(r = 0462, P=0.043). Correlations were also identified Sezer et al. (5) found NO increases in serum. Mehdipour
Table 1 General characteristics of the samples
Control n = 31 OLPn=20 SBAn =19 P
Age 330 (18.0-67.00 37.5 (37.0-75.00 700 (54.0-83.0) 0.008
Sex. MIW L1/200 020 119 NS
Evelution 2.0 (0.5-9.0) 2.5 (1.0-5.0) N§
OHIP HLD (2.0-36.0) 18.5 (4.0-40.0) 007
Xerostomia 14 (3-31) 26 (5-45) 0.003
inventory
Table 2 Median {25-75 percentile) data of salivary oxidative stress markers in healthy controls (n = 31) and patients suffering from OLP (n = 20} and
SBA (n=19)
Analyte Control oLp BMS
TEACL mM 0.206 (0.210-0.541) 0.546 (0.468-0.771y*** 0,478 (0.389-0.678)*
TEAC2, mM 0.172 (0.128-0.303) 0.305 (0.237-0.519)*+* 0.261 (0.197-0449)~
CUPRAC, mM 0.154 (D.104-0.245) (1282 (0.223-).493 )=+ 0.265 (0.194-0.422)**
FRAP, mM 0.249 (0.169-0.677) (0,613 (0.478-1085)*»* 0.844 (0.397-0878)**
TEA, U/ 01.45 (30.44-68.30) 49,78 (29.23-59.97) 4570 (36.11-68.53)
AOOP, pmaol 226.4 (107.4-360.6) 448.1 (305.3-1577.0)** 3317 (1334.9-568.2)
ROS, cps 39 679 (38 03340 944) 29 600 {29 525-29 914)*** 29 707 (29 497-209 952)*
NO, pmol 17.85 (10.94-88.60) 145.7 (107.6-326.1)~ 159.3 (20.35-245.7)
Nitrite, pmol 22.02 (7.10-83.95) 141.0 (76.95-328.8)* 95.75 (32.95-203.2)
Nitrate, pmal 17.62 (1.41-72.25) 23.85 (2.01-70.93) 29.00 (0.75-94.00)
*P < 0,05 **P < 0.01: ***P < 0.001 vs. control group.
| Oral Pathol Med
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Figare 1 Salivary C-reactive protein (CRP) concentration in healthy
controls (1 = 31), and patients with OLP (n = 20) and BMS (n = 19).
Horizontal lines show median values, boxes show 25-75 percentiles, and
whiskers show ranges.

et al. (27) analyzed NO levels in serum of OLP patients
finding higher levels than among control subjects; the
authors commented that it would appear that NO could act
on T4 lymphocytes and inhibit their apoptosis through
regulation of mitochondrial intermembrane ionic strength
causing erosion and ulceration as a result of cell damage.
The present study found increased levels of NO and nitrites
in the saliva of OLP patients with statistically significant
differences in comparison with the BMS and control groups;
a correlation between NO levels and OLP evolution time
was also identified. These findings agree with Ohashi et al.
(26), who obtained increased NO levels in the saliva of OLP
patients and recurrent aphthous ulcers. Sunitha and Shan-
mugam (11) also found increased NO levels in saliva
collected from OLP patients in comparison with control
subjects indicating that NO salivary levels may be involved
in the physiopathology of LP erosive lesions and ulcers.
However, Brennan et al. (28) investigated NO in 30 patients
with reticular OLP by means of immunohistochemical
analysis but failed to validate any significant difference
between OLP patients and control subjects; perhaps this
might be explained by the study’s use of tissue samples for
analysis, which may have produced false-negative results.

CRP, a marker of inflammation (29-32), synthetized by
the liver and adipocytes, has been recognized as an
important biological marker of a wide range of conditions
such as systemic inflammation, osteomyelitis, rheumatoid
arthritis, and vasculitis. Some studies have also revealed an
association between CRP levels and chronic inflammation,
which correlates to premalignant lesions. Some researchers
back the hypothesis that CRP increases precede the
appearance of some cancers such as lung cancer, colorectal
cancer, and also signal a bad prognosis of squamous cell
carcinoma (SCC); however, the exact nature of CRP
involvement in the development and progression of cancer
remains unclear (31).

The main function of this protein lies in the defense of the
host (29). The present study found increased CRP in saliva
samples taken from OLP patients in comparison with BMS
patients and control subjects with statistically significant
differences. While this marker in serum is widely used in
clinical practice, few studies have evaluated CRP levels in
saliva.

Hashemy et al. (32) found no differences in CRP serum
levels between patients with OLP and control subjects but
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perhaps their results might be explained by the different
methods applied in their analysis. To date, no other research
initiative has looked into a possible association between
CRP and OLP as a potentially malignant disorder. CRP may
play a role in carcinogenesis, acting as a prognostc
biomarker of potentially malignant disorders including oral
cancer, a possibility that calls for further investigation.

BMS is of complex etiopathology, involving interactions
between local, systemic and/or psychogenic factors (3). The
present study’s findings highlight the decreased levels of
ROS in patients affected by BMS. These results disagree
with Tatullo et al. (14) who carried out oxidative stress
assessment in the blood of 18 patients with BMS and five
control subjects, obtaining higher oxidative stress among
patients with BMS when the condition was at its most
painful phase, which progressively returned to normal when
pain subsided.

The present study included patients with OLP or BMS.
both entities that are often accompanied by xerostomia, so
that data deriving from saliva analysis needed careful
assessment as some analytes can be modified by saliva flow
(8, 10, 33). Saliva is sensitive to change, and for this reason,
the study applied standard conditions for sample collection,
which was performed by a single clinician under the same
environmental conditions and circadian rhythms, excluding
any patients with periodontal disease. One study limitation
was that the exclusion of saliva samples with blood
contamination was applied on the basis of visual inspection.
but tiny traces of blood could have altered protein levels in
the saliva samples.

In conclusion, the smdy found increased antioxidant
biomarkers in both OLP and BMS patients. Increased levels
of the marker of inflammation CRP were observed in OLP
patients, as well as increased NO production. The findings
suggest that the evaluation of these markers could be
beneficial in clinical practice to classify the risk of new
events, and to aid the choice of differential interventions for
this population. The field demands further investigation to
identify potential ‘salivary biomarkers® for early diagnosis
and/or the monitoring of human discases.
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ANEXO 9.1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

D/ D@ et i ttieieeeeeeeeeeeeeseeeeessseesecssseeessssssessesssssessssssssssssssssesssssssessssanae de ... anos de

DECLARO BAJO MI RESPONSABILIDAD:

Que he sido informado del proposito y naturaleza del tratamiento al que seré
sometido, cuyo objetivo es formar parte del Proyecto de Investigacion
titulado: EFICACIA CLINICA DE LA APLICACION TOPICA ANTIOXIDANTE EN
PACIENTES CON LIQUEN PLANO ORAL, asi como los riesgos que pueden

existir en el mismo.
Que no padezco ninguna enfermedad que no haya declarado.

Que acepto y autorizo la realizacion de los examenes complementarios
necesarios para el tratamiento (sialometrias basal y estimulada) asi como las

encuestas de bienestar y salud oral.

Que autorizo la utilizacion del material de mi examen para que se utilice de

manera anénima en la enseianza, investigacion o publicacion cientifica.

Que doy mi consentimiento para realizar el tratamiento programado y las
alternativas al mismo que puedan surgir, eximiendo de las responsabilidades
juridicas y legales derivadas de las causas de la realizacion de dicho

tratamiento.

Que doy mi consentimiento explicito para que mis datos sean incluidos en un
fichero que estara sometido a y con las garantias de la ley 15/1999 de

proteccion de datos.
Y para que asi conste a todos los efectos.

Murcia,........... (o [T (o [T
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ANEXO 9.2. NOTA INFORMATIVA AL PACIENTE

La unidad docente de Medicina Bucal de la Universidad de Murcia le invita a
participar en un estudio que tiene por objetivo valorar la EFICACIA CLIiNICA
DE LA APLICACION TOPICA ANTIOXIDANTE PACIENTES CON LIQUEN PLANO
ORAL.

La duracion del estudio es de 4 semanas, lo cual implica que usted solamente
se tendra que desplazar al centro dos veces en ese periodo de tiempo, el dia
de la primera visita, en el que se le incluira en el estudio, y en la visita de

finalizacion del estudio, 4 semanas después de la primera.

A las 2 semanas de haber acudido a la primera visita, el investigador se
pondra en contacto con usted, mediante una llamada telefénica, para
controlar la evolucion de los sintomas, al igual que para registrar cualquier

posible efecto adverso que se presentara.

La sustancias que se van a utilizar en el estudio son Chamaemillum nobile al
2% y una sustancia de las mismas caracteristicas externas que tiene efecto
placebo. Este principio activo ya ha sido utilizado en humanos

especificamente en la mucosa oral.

Debemos de tener en cuenta que en el caso de que no surja efecto, no debe

de empeorar sus sintomas.

No se han encontrado efectos secundarios para la camomila, aunque su uso
esta contraindicado si tiene algin tipo de hipersensibilidad a esta sustancia,
se puede utilizar en mujeres embarazadas y en lactancia, y no afecta al

manejo de la maquinaria.

Si padeciera algin sintoma adverso debera de ponerse en contacto con la Dra.
Pia Lopez Jornet en el siguiente nimero de teléfono 868-888583/9. Del mismo
modo, que si le surgiera cualquier duda sobre el estudio o necesite una mayor

informacion.
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En el transcurso del estudio puede ser necesaria alguna prueba
complementaria, analitica de sangre, etc. lo que conllevara a visitas médicas

adicionales.

Para llevar a cabo este estudio su colaboraciéon resulta completamente
necesaria, siempre de forma anonima y voluntaria, pudiendo renunciar a
seguir con el estudio en cualquier momento, sin que esto afecte a la relacion
con su médico ni repercuta en cuidados y tratamientos posteriores por parte

de este.

Todos los datos van a ser utilizados segin las medidas de seguridad
establecidas por la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de caracter
personal y si estos datos se transmitieran a terceros se hara segun lo
establecido en la mencionada Normativa y en el R.D. 994/99. Ademas usted
tiene el derecho al acceso, rectificacion y cancelacion de sus datos en

cualquier momento.
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ANEXO 9.3. INFORME DE LA COMISION DE ETICA DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

UNWERSESRDC?E Vicerrectorado de CingBLL
A Investigacion === Elica
— ig P CAMPUS MARE NOATRUM

INFORME DE LA COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION
DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Jaime Peris Riera, Catedrético de Universidad y Secretario de la Comision
de Etica de Investigacién de la Universidad de Murcia

CERTIFICA:

Que D? Maria Pia Lopez Jornet ha presentado el proyecto de
investigacion titulado "Trafamiento topico Chamaemelum nobile 2% en
pacientes con Liquen plano oral”, a la Comision de Etica de Investigacion de la
Universidad de Murcia.

Que dicha Comisién analizé toda la documentacion presentada, y de
conformidad con lo acordado el dia 4 de marzo de 2015", por unanimidad, se
emite INFORME FAVORABLE.

Y para que conste y tenga los efectos que correspondan, firmo esta
certificacion, con el visto bueno del Presidente de la Comisién, en Murcia a 6
de marzo de 2015.

Vo Be
EL PRESIDENTE DE LA COMISION
DE ETICA DE INVESTIGACION

DE LA UNIVERSIDAD DE MURCIA
; UL oN |

e

! A los efectos de Io establecido en el art. 27.5 de la Ley 30/1992 de 26 de noviembre de Régimen Juridico de las
Administraciones Publicas y del P.A.C. (B.O.E, 27-11), se advierte que el acta de |a sesion citada esta pendiente de
aprabacion
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ANEXO 9.4. CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS (CDR)

Caddigo de protocolo

ESTUDIO PACIENTES LIQUEN PLANO ORAL

CODIGO PACIENTE

INICIALES PACIENTE

PRIMER SEGUNDO

MOIIEI APELLIDO  APELLIDO

CODIGO PACIENTE LPO-

INICIALES PACIENTE
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VISITA 1: BASAL

Fecha de la visita Basal: ..... [eeead] vunn

DATOS DEL PACIENTE

Edad ......... [oeeiii .. Anos Sexo: ...... 1: Masculino 2: Femenino

Fecha de nacimiento: ......... [oeeiii... A

Historia clinica N2: ....................

CRITERIOS DE INCLUSION

Paciente mayor de 18 af0S.......covvuiiiniiiie i [vin...

Liquen plano Oral..........o.oueiii e [iiiennn.

Consentimiento informado escrito antes de patrticipar en el estudio............. [iciiinnn.
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CRITERIOS EXCLUSION

Consumo de farmacos con reaccion liquenoide......

Embarazo o 1actanCia........cooone oo [ovennn.

No firmar el consentimiento informado

DESARROLLO DEL ESTUDIO

¢, Se ha instruido al paciente respecto a la pauta correcta

de utilizacién del medicamento? Sh......... NO......

¢, Se ha entregado al paciente un bote para

usar durante las cuatro semanas de duracién del tratamiento (etiquetado como basal)

Sl......... .NO.......
PLANIFICACION DE LAS VISITAS DEL ESTUDIO
INVESTIGADOR: Dra. ...,
Frma: . [, [oeoii...
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CONSENTIMIENTO INFORMADO (ANEXO 9.1)

¢ El paciente ha leido la hoja de “Informacién al paciente” y ha dado su
consentimiento por escrito para participar en el estudio?

El paciente ha recibido la hoja de informacion general

(o700 1 {=1¢) o - RN [oeeei... [oeeii...

MEDICACION CONCOMITANTE

Por favor, indique la medicacion concomitante del paciente en la hoja de

MEDICACION CONCOMITANTE

PRESENCIA DE ESTRIAS Sl...... NO.......

PRESENCIA DE AREAS ATROFICAS Sl...... NO.....

PRESENCIA DE AREAS EROSIVAS SlI...............

« Datos del paciente: edad, fecha de nacimiento y sexo.
» Verificacidon de los criterios de seleccion: inclusion/exclusion.
*  Medicacion concomitante.

« Criterios Clinicos segun Thongprason y cols, 1992:
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- 0:nolesion.

- 1: estrias blancas, no drea eritematosa.

: estrias blancas con dreas atréficas < 1ecm?
: estrias blancas con dreas atrdficas > 1lecm?

: estrias blancas con dreas erosivas < 1cm2.

1
OO N WO N

: estrias blancas con dreas erosivas > 1cm? o lesidon ulcerativa.

e Escala Visual Analégica para el dolor, ardor o escozor (0 = no
sinfomatologia, 10 = sinfomatologia extrema).

e OHIP-Sp (Spanish version of the Oral Health Impact Profile): cuestionario
de calidad de vida.

« Escala HAD: cuestionario de ansiedad-depresion hospitalaria que
determina los problemas psicoldgicos.

« Toma de registros fotograficos.

ENFERMEDADES SISTEMICAS
MEDICACION

HABITOS

Tabaco Si Numero cigarrillos / No

Ex fumador Si

Consumo de Alcohol:>11.5g/dia — 0 puntos 1.5a 11.5 -1 punto <1.5 — 2 puntos

Tratamientos utilizados:
Corticoides topicos
Corticoides sistémicos

Otros tratamientos LPO
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1. Tiempo de evolucién de la enfermedad:

2. Presencia de lesiones metacéntricas y bilateralidad.
e Localizacion:

1. borde rojo

2. mucosa labial
3. mucosa yugal
4. mucosa alveolar
5. encia

6. paladar duro

7. mucosa faucial
8. lengua dorso
9. lengua vientre

10. suelo de boca

¢ Tipo: LPO:

3. Predominio blanco versus LPO predominio rojo.

INICIALES PACIENTE

Localizacion Mbucal Encia Paladar Lengua F Vesti Suelob Labios
Numero
Tamaiho
Forma clin.

Total :

ANEXOS Pagina 118



ESTUDIO DE MARCADORES SALIVALES Y EFICACIA DE LA APLICACION DE ANTIOXIDANTES
NATURALES EN LA ENFERMEDAD DE LIQUEN PLANO ORAL

4. Sintomatologia:

ESCALA VISUAL ANALOGICA (EVA) : DOLOR

0 (bien) (mal) 10
ESCALA VISUAL ANALOGICA: ARDOR 0 10
ESCALA VISUAL ANALOGICA: ESCOZOR 0 10
CODIGO PACIENTE LPO- Estudio histologico

indice de O'Leary:

- Depositos Blandos:

0 — No hay depésitos ni pigmentaciones.

1 — Existen depdsitos en no méas del 1/3, o no hay pigmentacion.

2 — Existen depdsitos que cubren mas del 1/3, pero menos que 2/3.
3 — Los depdsitos cubren méas de 2/3 de la superficie dentaria.

-Depoésitos Duros:

0 — No hay tartaro.

1 — Tartaro supragingival no es mas de 1/3.

2 — Tartaro supragingival cubre mas de 1/3, pero no mas de 2/3 (es tipico en
molares superiores)

3 — Cubre mas de 2/3 o existe banda de tartaro subgingival que rodea la
porcion cervical del diente (mas tipico en piezas anteroinferiores por la salida
de la Gl. Submaxilar).

ANEXOS Pagina 119



ESTUDIO DE MARCADORES SALIVALES Y EFICACIA DE LA APLICACION DE ANTIOXIDANTES
NATURALES EN LA ENFERMEDAD DE LIQUEN PLANO ORAL

Pruebas funcionales saliva:

Test de severidad para xerostomia (Xerostomia Inventory)

(Thomson v cols., 1999) referido en las ultimas 4 semanas
(PUNTUACION MAXIMA 55)

Situaciones Nunca Rara vez Ocasionalmente Bastantes Muchas
veces veces

1. ¢Con qué frecuencia ha sentido su boca seca?

2. Mi boca esta seca

3. Mis labios estan secos

4. Me levanto en mitad de la noche a beber liquido

5. Mi boca esta seca cuando como comida

6. Tomo liquidos para ayudarme a tragar la comida

7. Chupar caramelos mejora la sensacion de boca
seca

8. Mi garganta esta seca

9. La piel de mi cara esta seca

10. Mis ojos estan secos

11. El interior de mi nariz esta seco

TEST DE DRENAJE ml /5 min Caracteristicas

CRITERIOS CLINICOS THONGPRASOM Y COLS, 1992

: NO LESION

: ESTRIAS BLANCAS, NO AREA ERITEMATOSA

: ESTRIAS BLANCAS CON AREAS ATROFICAS < 1 cm?

: ESTRIAS BLANCAS CON AREAS ATROFICAS > 1 cm?

: ESTRIAS BLANCAS CON AREAS EROSIVAS < 1 cm?

: ESTRIAS BLANCAS CON AREAS EROSIVAS > 1 cm2 O LESION ULCERATIVA

OhhWN=0
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OHIP-14sp ORAL HEALTH IMPACT PROFILE-Spanish Version

Piense en los Ultimos 3 meses y responda con qué frecuencia su sequedad de
boca le ha generado alguna de las siguientes situaciones:

Situaciones Nunca Rara vez | Ocasionalmente | Bastantes Muchas
veces veces

Problemas al pronunciar correctamente

Sensacién de mal sabor

Sensacién de molestia o dolor

Incomodidad a la hora de comer

Timidez

Preocupacion

Insatisfaccién con la alimentacion que lleva

Interrupciéon de comidas

Tension o ansiedad

Verglienza o lastima

Susceptibilidad/Irritabilidad con los demas

Alteracion de sus tareas/ocupaciones habituales

Sensacién de tener una vida menos
satisfactoria

Totalmente incapaz de llevar una vida normal
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Escala Hospitalaria de ansiedad-depresion (HAD)

NOMBRE: FECHA:

LOS MEDICOS CONOCEN LA IMPORTANCIA DE LOS FACTORES EMOCIONALES EN LA MAYORIA
DE ENFERMEDADES. SI EL MEDICO SABE CUAL ES EL ESTADO EMOCIONAL DEL PACIENTE,
PUEDE PRESTARLE ENTONCES MAYOR AYUDA.

ESTE CUESTIONARIO HA SIDO CONFECCIONADO PARA AYUDAR A QUE SU MEDICO SEPA COMO
SE SIENTE USTED AFECTIVA Y EMOCIONALMENTE. NO ES PRECISO QUE PRESTE ATENCION A
LOS NUMEROS QUE APARECEN AL MARGEN IZQUIERDO. LEA CADA PREGUNTA Y SUBRAYE LA
RESPUESTA QUE USTED CONSIDERE QUE COINCIDA CON SU PROPIO ESTADO EMOCIONAL EN
LA ULTIMA SEMANA.

NO ES NECESARIO QUE PIENSE MUCHO TIEMPO CADA RESPUESTA; EN ESTE CUESTIONARIO
LAS RESPUESTAS ESPONTANEAS TIENEN MAYOR VALOR QUE LAS QUE SE PIENSAN MUCHO.

A | Me siento tenso/a o nervioso/a:

3 Casi todo el dia

2 Gran parte del dia
1 De vez en cuando
0 Nunca
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D Sigo disfrutando con las mismas cosas de siempre:
0 Ciertamente igual que antes

1 No tanto como antes

2 Solamente un poco

3 Ya no disfruto con nada

A | Siento una especie de temor como si algo malo fuera a suceder:

3 Siy muy intenso
2 Si, pero no muy intenso
1 Si, pero no me preocupa
0 No siento nada de eso
D Soy capaz de reirme y ver el lado gracioso de las cosas:
0 Igual que siempre
1 Actualmente algo menos
2 Actualmente mucho menos
3 Actualmente en absoluto

A | Tengo la cabeza llena de preocupaciones:

3 Casi todo el dia

2 Gran parte del dia
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1 De vez en cuando
0 Nunca
D Me siento alegre:
3 Nunca
2 Muy pocas veces
1 En algunas ocasiones
0 Gran parte del dia

A | Soy capaz de permanecer sentado/a tranquilo/a y relajadamente:

0 Siempre
1 A menudo
2 Raras veces
3 Nunca
D Me siento lento/a o torpe:
3 Gran parte del dia
2 A menudo
1 A veces
0 Nunca

A | Experimento una desagradable sensacion de “nervios y hormigueo”:
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0 Nunca

1 Solo en algunas ocasiones

2 A menudo

3 Muy a menudo
D He perdido el interés por mi aspecto personal:
3 Completamente
2 No me cuido como deberia hacerlo
1 Es posible que no me cuide como debiera
0 Me cuido como siempre lo he hecho

A | Me siento inquieto/a como si no pudiera parar de moverme:

3 Realmente mucho

2 Bastante

1 No mucho

0 En absoluto
D Espero las cosas con ilusion:
0 Como siempre
1 Algo menos que antes
2 Mucho menos que antes
3 En absoluto
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A | Experimento de repente sensaciones de gran angustia o temor:

3 Muy a menudo
2 Con cierta frecuencia
1 Raramente
0 Nunca
D Soy capaz de disfrutar con un buen libro o con un buen programa de radio o
television:
A menudo
0
Algunas veces
1
Pocas veces
2
Casi nunca
3

Revise el cuestionario por si ha olvidado de responder a alguna pregunta

Espacio a rellenar por el médico.

D (8-10)

A (8-10)
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EFECTOS SECUNDARIOS DEL TRATAMIENTO:
NINGUNO

MAL SABOR

Se valora la respuesta al tratamiento segun los criterios establecidos por Carrozo

y Gandolfo.
En general, el uso de este producto ha sido:

1. Extremadamente beneficioso (desaparicion de todos o la mayoria de los

sintomas)
2. Beneficioso (solo persisten sintomas minimos)
3. Un poco beneficioso (alivio de algunos sintomas con poca satisfaccion)

4. Sin cambios (no hay cambios en los sintomas o0 necesita otro tratamiento)

)]

. Perjudicial (empeoramiento o incremento de sintomas)

CUMPLIMIENTO DEL USO DEL PRODUCTO

Cumplimiento Dias de uso

Cumplimiento:

1.- Correcto (aceptable; uso real aproximado >80 % del previsto): Uso minimo de 22
dias.
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2.- Regular (aceptable; uso real aproximado entre 60-80% del previsto): Uso entre 22 -
17 dias.

3.- Insuficiente (no aceptable; uso real aproximado < 60% del previsto): Uso inferior a
17 dias.

ABANDONO / RETIRADA

¢ El paciente ha abandonado el estudio antes de finalizarlo? NO Sl

En caso afirmativo, causa del abandono:

1. Ineficacia del tratamiento.

2. Acontecimiento adverso

3. Pérdida en el seguimiento
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ACONTECIMIENTOS ADVERSOS

Por favor, indique si el paciente ha presentado algun acontecimiento adverso a
lo largo del tratamiento:

Descripcion Gravedad Relacion Frecuencia | Intensidad | Fecha Fecha Medidas
adoptadas y
Causal Inicio Final resultado

A. Gravedad: 1 (Grave); 2 (No grave)

B. Relacién causal: A (Probable); B (Posible); N (Sin relacién causal); O (No
clasificado)

C. Frecuencia: 0 (una vez); 1 (ocasionalmente); 2 (Frecuentemente); 3

(Permanentemente)

D. Intensidad: 1 (Leve); 2 (Moderado); 3 (Intensa)
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ANEXO 9.5. DECLARACION DE HELSINKI DE LA
ASOCIACION MEDICA MUNDIAL

Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos.

Adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964
y enmendada por la

292 Asamblea Médica Mundial, Tokio, Japon, octubre 1975
352 Asamblea Médica Mundial, Venecia, ltalia, octubre 1983
412 Asamblea Médica Mundial, Hong Kong, septiembre 1989

482 Asamblea General Somerset West, Sudafrica, octubre 1996

522 Asamblea General, Edimburgo, Escocia, octubre 2000

Nota de Clarificacién del Parrafo 29, agregada por la Asamblea General de la
AMM,

Washington 2002

Nota de Clarificacién del Parrafo 30, agregada por la Asamblea General de la
AMM,

Tokio 2004

592 Asamblea General, Seul, Corea, octubre 2008
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A. INTRODUCCION

1. La Asociacion Médica Mundial (AMM) ha promulgado la Declaracion de
Helsinki como una propuesta de principios éticos para investigacion
médica en seres humanos, incluida la investigacion del material humano
y de informacién identificables. La Declaracion debe ser considerada
como un todo y un parrafo no debe ser aplicado sin considerar todos los
otros parrafos pertinentes.

2. Aunque la Declaraciéon esta destinada principalmente a los médicos, la
AMM insta a otros participantes en la investigacidn médica en seres
humanos a adoptar estos principios.

3. El deber del médico es promover y velar por la salud de los pacientes,
incluidos los que participan en investigacién médica. Los conocimientos
y la conciencia del médico han de subordinarse al cumplimiento de ese
deber.

4. La Declaracion de Ginebra de la Asociacion Médica Mundial vincula al
médico con la férmula "velar solicitamente y ante todo por la salud de mi
paciente”, y el Cédigo Internacional de Etica Médica afirma que: "El
médico debe considerar lo mejor para el paciente cuando preste
atencién médica".

5. El progreso de la medicina se basa en la investigacién que, en ultimo
término, debe incluir estudios en seres humanos. Las poblaciones que
estan subrepresentadas en la investigacion médica deben tener un
acceso apropiado a la participacion en la investigacion.

6. En investigacibn médica en seres humanos, el bienestar de la persona
que participa en la investigacién debe tener siempre primacia sobre
todos los otros intereses.

7. El propésito principal de la investigacion médica en seres humanos es
comprender las causas, evolucién y efectos de las enfermedades vy
mejorar las intervenciones preventivas, diagnésticas y terapéuticas
(métodos, procedimientos y tratamientos). Incluso, las mejores

intervenciones actuales deben ser evaluadas continuamente a través de
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la investigacion para que sean seguras, eficaces, efectivas, accesibles y
de calidad.

8. En la préactica de la medicina y de la investigacién médica, la mayoria de
las intervenciones implican algunos riesgos y costos.

9. La investigacion médica esta sujeta a normas éticas que sirven para
promover el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud
y sus derechos individuales. Algunas poblaciones sometidas a la
investigaciéon son particularmente vulnerables y necesitan proteccion
especial. Estas incluyen a los que no pueden otorgar o rechazar el
consentimiento por si mismos y a los que pueden ser vulnerables a
coercion o influencia indebida.

10. Los médicos deben considerar las normas y estandares éticos, legales
y juridicos para la investigacion en seres humanos en sus propios
paises, al igual que las normas y estdndares internacionales vigentes.
No se debe permitir que un requisito ético, legal o juridico nacional o
internacional disminuya o elimine cualquiera medida de proteccion para
las personas que participan en la investigacion establecida en esta

Declaracion.

B. PRINCIPIOS BASICOS PARA TODA INVESTIGACION MEDICA

11. En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la
salud, la dignidad, la integridad, el derecho a la autodeterminacién, la
intimidad y la confidencialidad de la informacién personal de las
personas que participan en investigacion.

12. La investigacion médica en seres humanos debe conformarse con los
principios cientificos generalmente aceptados y debe apoyarse en un
profundo conocimiento de la bibliografia cientifica, en otras fuentes de
informacién pertinentes, asi como en experimentos de laboratorio
correctamente realizados y en animales, cuando sea oportuno. Se debe
cuidar también del bienestar de los animales utilizados en los

experimentos.
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13. Al realizar una investigacion médica, hay que prestar atencion
adecuada a los factores que puedan dafnar el medio ambiente.

14. El proyecto y el método de todo estudio en seres humanos debe
describirse claramente en un protocolo de investigacion. Este debe
hacer referencia siempre a las consideraciones éticas que fueran del
caso y debe indicar cdmo se han considerado los principios enunciados
en esta Declaracion. El protocolo debe incluir informacién sobre
financiamiento, patrocinadores, afiliaciones institucionales, otros posibles
conflictos de interés e incentivos para las personas del estudio y
estipulaciones para tratar o compensar a las personas que han sufrido
danos como consecuencia de su participacién en la investigacion. El
protocolo debe describir los arreglos para el acceso después del ensayo
a intervenciones identificadas como beneficiosas en el estudio o el
acceso a otra atencion o beneficios apropiados.

15. El protocolo de la investigacién debe enviarse, para consideracion,
comentario, consejo y aprobacion, a un comité de ética de investigacion
antes de comenzar el estudio. Este comité debe ser independiente del
investigador, del patrocinador o de cualquier otro tipo de influencia
indebida. El comité debe considerar las leyes y reglamentos vigentes en
el pais donde se realiza la investigacion, como también las normas
internacionales vigentes, pero no se debe permitir que éstas disminuyan
o eliminen ninguna de las protecciones para las personas que participan
en la investigacion establecidas en esta Declaracion. ElI comité tiene el
derecho de controlar los ensayos en curso. El investigador tiene la
obligacién de proporcionar informacion del control al comité, en especial
sobre todo incidente adverso grave. No se debe hacer ningun cambio en
el protocolo sin la consideracién y aprobacion del comité.

16. La investigacion médica en seres humanos debe ser llevada a cabo
sblo por personas con la formacién vy calificaciones cientificas
apropiadas. La investigacion en pacientes o voluntarios sanos necesita
la supervisidon de un médico u otro profesional de la salud competente y

calificado apropiadamente. La responsabilidad de la proteccion de las
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personas que toman parte en la investigacion debe recaer siempre en un
médico u otro profesional de la salud y nunca en los participantes en la

investigacién, aunque hayan otorgado su consentimiento.

17. La investigacién médica en una poblaciéon o comunidad con desventajas

o vulnerable sélo se justifica si la investigaciébn responde a las
necesidades y prioridades de salud de esta poblacién o comunidad vy si
existen posibilidades razonables de que la poblacién o comunidad, sobre
la que la investigacién se realiza, podra beneficiarse de sus resultados.

18. Todo proyecto de investigacion médica en seres humanos debe ser

precedido de una cuidadosa comparacion de los riesgos y los costos
para las personas y las comunidades que participan en la investigacion,
en comparacién con los beneficios previsibles para ellos y para otras
personas o comunidades afectadas por la enfermedad que se investiga.

19. Todo ensayo clinico debe ser inscrito en una base de datos disponible

al publico antes de aceptar a la primera persona.

20. Los médicos no deben participar en estudios de investigacion en seres

21.

humanos a menos de que estén seguros de que los riesgos inherentes
han sido adecuadamente evaluados y de que es posible hacerles frente
de manera satisfactoria. Deben suspender inmediatamente el
experimento en marcha si observan que los riesgos que implican son
mas importantes que los beneficios esperados o si existen pruebas
concluyentes de resultados positivos 0 beneficiosos.

La investigacién médica en seres humanos so6lo debe realizarse cuando
la importancia de su objetivo es mayor que el riesgo inherente y los
costos para la persona que participa en la investigacion.

22. La participacién de personas competentes en la investigacion meédica

debe ser voluntaria. Aunque puede ser apropiado consultar a familiares
o lideres de la comunidad, ninguna persona competente debe ser
incluida en un estudio, a menos que ella acepte libremente.

23. Deben tomarse toda clase de precauciones para resguardar la intimidad

de la persona que participa en la investigacion y la confidencialidad de

ANEXOS Pagina 134



ESTUDIO DE MARCADORES SALIVALES Y EFICACIA DE LA APLICACION DE ANTIOXIDANTES
NATURALES EN LA ENFERMEDAD DE LIQUEN PLANO ORAL

su informacion personal y para reducir al minimo las consecuencias de
la investigacion sobre su integridad fisica, mental y social.

24. En la investigacion médica en seres humanos competentes, cada
individuo potencial debe recibir informacion adecuada acerca de los
objetivos, métodos, fuentes de financiamiento, posible conflictos de
intereses, afiliaciones institucionales del investigador, beneficios
calculados, riesgos previsibles e incomodidades derivadas del
experimento y todo otro aspecto pertinente de la investigacion. La
persona potencial debe ser informada del derecho de participar o no en
la investigacion y de retirar su consentimiento en cualquier momento, sin
exponerse a represalias. Se debe prestar especial atencién a las
necesidades especificas de informacion de cada individuo potencial,
como también a los métodos utilizados para entregar la informacion.
Después de asegurarse de que el individuo ha comprendido la
informacion, el médico u otra persona calificada apropiadamente debe
pedir entonces, preferiblemente por escrito, el consentimiento informado
y voluntario de la persona. Si el consentimiento no se puede otorgar por
escrito, el proceso para lograrlo debe ser documentado y atestiguado
formalmente.

25. Para la investigacién médica en que se utilice material o datos humanos
identificables, el médico debe pedir normalmente el consentimiento para
la recoleccién, andlisis, almacenamiento y reutilizacién. Podra haber
situaciones en las que serda imposible o impracticable obtener el
consentimiento para dicha investigacion o podria ser una amenaza para
su validez. En esta situacidn, la investigacién s6lo puede ser realizada
después de ser considerada y aprobada por un comité de ética de
investigacion.

26. Al pedir el consentimiento informado para la participacién en la
investigacién, el meédico debe poner especial cuidado cuando el
individuo potencial estd vinculado con él por una relacion de

dependencia o si consiente bajo presion. En una situacion asi, el
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consentimiento informado debe ser pedido por una persona calificada
adecuadamente y que nada tenga que ver con aquella relacién.

27. Cuando el individuo potencial sea incapaz, el médico debe pedir el
consentimiento informado del representante legal. Estas personas no
deben ser incluidas en la investigacidon que no tenga posibilidades de
beneficio para ellas, a menos que ésta tenga como objetivo promover la
salud de la poblacién representada por el individuo potencial y esta
investigacibn no puede realizarse en personas competentes y la
investigacion implica s6lo un riesgo y costo minimos.

28. Si un individuo potencial que participa en la investigacion considerado
incompetente es capaz de dar su asentimiento a participar 0 no en la
investigacion, el médico debe pedirlo, ademéas del consentimiento del
representante legal. El desacuerdo del individuo potencial debe ser
respetado.

29. La investigacion en individuos que no son capaces fisica o0 mentalmente
de otorgar consentimiento, por ejemplo los pacientes inconscientes, se
puede realizar sélo si la condicion fisica/mental que impide otorgar el
consentimiento informado es una caracteristica necesaria de la
poblacion investigada. En estas circunstancias, el médico debe pedir el
consentimiento informado al representante legal. Si dicho representante
no esta disponible y si no se puede retrasar la investigacion, el estudio
puede llevarse a cabo sin consentimiento informado, siempre que las
razones especificas para incluir a individuos con una enfermedad que no
les permite otorgar consentimiento informado hayan sido estipuladas en
el protocolo de la investigacion y el estudio haya sido aprobado por un
comité de ética de investigacion. El consentimiento para mantenerse en
la investigacion debe obtenerse a la brevedad posible del individuo o de
un representante legal.

30. Los autores, directores y editores todos tienen obligaciones éticas con
respecto a la publicacion de los resultados de su investigacion. Los
autores tienen el deber de tener a la disposicion del publico los

resultados de su investigacion en seres humanos y son responsables de
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la integridad y exactitud de sus informes. Deben aceptar las normas
éticas de entrega de informacién. Se deben publicar tanto los resultados
negativos e inconclusos como los positivos o de lo contrario deben estar
a la disposicién del publico. En la publicacion se debe citar la fuente de
financiamiento, afiliaciones institucionales y conflictos de intereses. Los
informes sobre investigaciones que no se cifan a los principios descritos

en esta Declaracion no deben ser aceptados para su publicacion.

C. PRINCIPIOS APLICABLES CUANDO LA INVESTIGACION MEDICA SE
COMBINA CON LA ATENCION MEDICA

31.El médico puede combinar la investigacion médica con la atencién
médica, sélo en la medida en que tal investigacion acredite un justificado
valor potencial preventivo, diagnostico o terapéutico y si el médico tiene
buenas razones para creer que la participacion en el estudio no afectara
de manera adversa la salud de los pacientes que toman parte en la
investigacion.

32.Los posibles beneficios, riesgos, costos y eficacia de toda intervencion
nueva deben ser evaluados mediante su comparacién con la mejor
intervencién probada existente, excepto en las siguientes circunstancias:

33.El uso de un placebo, o ningun tratamiento, es aceptable en estudios
para los que no hay una intervencion probada existente.

34.Cuando por razones metodoldgicas, cientificas y apremiantes, el uso de
un placebo es necesario para determinar la eficacia y la seguridad de
una intervencién que no implique un riesgo, efectos adversos graves o
dafo irreversible para los pacientes que reciben el placebo o ningun
tratamiento. Se debe tener muchisimo cuidado para evitar abusar de
esta opcion.

35.Al final de la investigacién, todos los pacientes que participan en el
estudio tienen derecho a ser informados sobre sus resultados y

compartir cualquier beneficio, por ejemplo, acceso a intervenciones
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identificadas como beneficiosas en el estudio o a otra atencion
apropiada o beneficios.

36.El médico debe informar cabalmente al paciente los aspectos de la
atencion que tienen relacién con la investigacion. La negativa del
paciente a participar en una investigacion o su decision de retirarse

nunca debe perturbar la relacién médico-paciente.

Cuando en la atencion de un enfermo las intervenciones probadas han
resultado ineficaces o no existen, el médico, después de pedir consejo de
experto, con el consentimiento informado del paciente o de un representante
legal autorizado, puede permitirse usar intervenciones no comprobadas, si, a
Su juicio, ello da alguna esperanza de salvar la vida, restituir la salud o aliviar el
sufrimiento. Siempre que sea posible, tales intervenciones deben ser
investigadas a fin de evaluar su seguridad y eficacia. En todos los casos, esa
informacion nueva debe ser registrada y, cuando sea oportuno, puesta a
disposicién del publico.
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