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RESUMEN

El Tabaquismo ha sido catalogado por la Organizacion Mundial
de la Salud como una enfermedad crdonica caracterizada por una
dependencia a la nicotina, que se desarrolla principalmente
asociada al tabaco inhalado, produciendo efectos tanto en
consumidores activos como en las personas que inhalan el humo

de forma pasiva.

El proposito de esta investigacidén fue evaluar el efecto del humo
del cigarrillo en la mucosa y el tejido 6seo de la cavidad bucal en

un modelo animal con ratas.

La poblacion estuvo constituida por 20 ratas Sprague Dawley,
divididas en 2 grupos de 10 animales distribuidos al azar, un
grupo estuvo expuesto al humo de 10 cigarrillos diarios por 16
semanas y un grupo control no expuesto. Las ratas fueron
sacrificadas y se extrajo la lengua unida a la mandibula para el

estudio histopatologico.



Se observaron cambios en el epitelio de la mucosa lingual en el
grupo expuesto al humo de cigarrillos con diferencias
estadisticamente significativas como: hiperplasia basal
(p= 0,001), acantosis (p= 0,0001), hipercromatismo y picnosis
nuclear (p= 0,010 y 0,014 respectivamente), de acuerdo a estas
caracteristicas se pudo hacer el diagnostico de hiperplasia
epitelial en 2 casos, displasia epitelial leve en 7 casos y s6lo una

muestra evidencié displasia epitelial moderada.

En el corion de la mucosa del grupo expuesto al humo de
cigarrillos se observo infiltrado inflamatorio crénico leve vy
moderado. Aunque no hubo incremento en el nimero de vasos
sanguineos, es importante resaltar la ubicacién de los mismos
muy proxima al epitelio. En el hueso el promedio del numero de
lagunas o6seas fue mayor en el grupo expuesto al humo de

cigarrillos pero estadisticamente no fue significativo (p= 0,395).



Se concluye que los componentes del humo del tabaco inducen
cambios precoces en la arquitectura y morfologia de células
epiteliales de la mucosa bucal que varian desde hiperplasia
epitelial hasta displasia epitelial moderada que pudieran
progresar a carcinomas si la exposicion a los carcinégenos del

cigarrillo persiste.



l. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

1.1. EI TABAQUISMO

1.1.1. Definicion.

La adiccion al consumo de cigarrillos hoy en dia ya no es
considerada como un simple habito sino que ha sido catalogada
por la Organizacion Mundial de la Salud como una enfermedad
denominada Tabaquismo, que se define como una enfermedad
cronica caracterizada por una dependencia a la nicotina que

cursa con periodos de abstinencia y recaidas.

Ya para el aiio de 1992, la Organizacion Panamericana de la
Salud publicé un Boletin con la informacion sobre la situacién de
los paises de América con respecto al uso del tabaco, sefialando
gue los cambios socioecondmicos que se estaban generando en
la época estaban incidiendo de manera directa sobre la
tendencia que tenia el tabaquismo, debido a que muchas mujeres
ya se estaban incorporando a la economia activa y con esto
también adoptaban patrones de consumo de cigarrillo similar al

de los hombres.



Asi mismo, muchos adolescentes comenzaron a experimentar el
uso del tabaco, haciendo que el inicio de la enfermedad se

ubicara en una edad mas temprana (Peruga y cols, 2002).

A pesar de que los analisis de tendencias y de mortalidad
proporcional atribuibles al tabaquismo eran dificiles de
interpretar, a través de los registros del cancer recopilados por la
Organizacion Panamericana de la Salud, se pudo obtener que
hubo un incremento en el numero de muertes por cancer de
pulmon tanto en hombres como en mujeres entre 45 y 60 afios de
edad, de lo que se dedujo que en esos grupos de edad no podia
haber otra causa que provocara este tipo de cancer que no fuera

el cigarrillo (Boletin de OPS, 1992; Peruga y cols, 2002).

Con el paso del tiempo, la epidemia del tabaquismo se fue
extendiendo y es asi como en el afio de 1998, la Organizacion
Mundial de la Salud publica unas nuevas estadisticas,
reportando que para la fecha ya existian mas personas con
tabaquismo, y los fumadores estaban consumiendo un mayor

namero de cigarrillos por dia.

En esa oportunidad se realiz6 un estimado de consumo anual por

persona en todo el mundo, y en los paises de América Latina,



incluyendo Venezuela se encontr6 que cada persona consumia

entre 500 y 1499 cigarrillos al afio (Fig.1).

Fig. 1. Consumo de Cigarrillo a nivel mundial.
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Debido a la situacion alarmante en el aumento del consumo del
cigarrillo y que cada vez mas personas sean diagnosticadas de
Tabaquismo, los organismos internacionales de salud
continuaron realizando estudios epidemiol6gicos y para el afio
2007, la Organizacién Panamericana de la Salud publica un
boletin sobre Estadisticas Sanitarias Mundiales, sobre 10

problemas de salud publica donde incluye el tabaquismo (Fig. 2).



En dicho boletin se resalta el hecho de que el consumo de
tabaco es mayor en los estratos mas pobres de la sociedad, y
este patron se repite en las 6 regiones mundiales incluidas en el
estudio, pese a que a las compafiias tabacaleras se les asigne
una alta suma de impuestos, para hacer que el producto tenga un
alto costo y de alguna manera sea inaccesible pero ocurre un

desvio de recursos hacia la compra de los mismos.

Figura 2. Consumo diario de tabaco segun Ila
Organizacion Panamericana de la Salud.
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1.2. EL TABACO.

1.2.1. Componentes.

La mayoria de los productos del tabaco son elaborados de la
planta Nicotiana tabacum, de esos componentes, 55 han sido
identificados por la Agencia Internacional de Investigaciones del
Cancer (IARC) los cuales muestran suficiente evidencia de
carcinogenicidad en animales de laboratorio y en humanos. Los
principales carcindégenos que se han identificados son: las
nitrosaminas, numerosos hidrocarbonos aroméaticos policiclicos,

polonio radioactivo y benzene.

El humo del tabaco es una mezcla compleja de cerca de 5000
compuestos quimicos. Los componentes del tabaco estan
representados en cuatro grupos principalmente: Carbohidratos
(40% de su peso seco), los componentes nitrogenados (10%),
acidos carboxilicos (10%) y compuestos fenélicos en un 5-10%

(Préfontaine y cols, 2006).

El humo que es inhalado bucalmente por el fumador activo, es un
aerosol constituido por dos fases, una gaseosa y una particulada

gue contiene los carcindgenos (hidrocarbonos aromaticos



policiclicos, aldehidos), que son generados a una temperatura de
combustion de aproximadamente 800 a 900 °C. De todas las
particulas inhaladas un 80% son depositadas en el tracto
respiratorio, en especial en la region traqueo - bronquial (Kuper

y cols, 2002;Husgafvel - Pursiainen, 2004).

El producto de la combustion de la celulosa y otros carbohidratos
son principalmente los aldehidos, acidos organicos y fenoles.
Las proteinas y aminoacidos del cigarrillo son los precursores de
aminos alifaticos, pirroles, y aminos aromaticos heterociclicos,

tales como, indol, imidazol, piridina (Préfontaine y cols, 2006).

Los hidrocarbonos aromaticos policiclicos, que incluyen el
Benzopirene, son formados por la combustion incompleta del
cigarro durante el fumar y son bien reconocidos como
carcinégenos que han sido inductores de tumores de pulmén en
animales de laboratorio expuestos por inhalacion. El pulmén
humano puede metabolizar este compuesto por una via que
conduce a una modificacion covalente del ADN (formacion de
ADN aducto), lo cual ha sido corroborado por estudios que han
reportado los cambios mutacionales en el gen p53 que causa

este componente (Hecth, 1997; Kupper y cols, 2002).



Una vez que los carcindgenos del cigarrillo han sido inhalados y
alcanzan el torrente sanguineo, requieren una activacion
metabdlica para surtir sus efectos dafiinos, los que
afortunadamente son contrarrestados por mecanismos
protectores que posee el organismo para lograr la detoxificacion
de los mismos. Cuando ocurre un desbalance entre estos dos
mecanismos es cuando aumenta el riesgo para desarrollar

cancer (Kupper y cols, 2002).

La Nicotina es uno de los principales constituyentes del cigarrillo
y es absorbida rapidamente por las pequefias vias respiratorias y
en el pulmon debido a la gran area de superficie proporcionada
por los alvéolos y la dilucion facilitada de este componente por el
pH de los fluidos corporales, lo que permite que atraviese las
membranas celulares con una tasa de absorcién pulmonar similar

a una administracion intravenosa (Lakind y cols, 1999).

Una vez que la nicotina es absorbida, es aclarada rapidamente
del torrente sanguineo como resultado de un rapido metabolismo
y captacién de los tejidos. Este componente tiene una vida media
en el organismo de 2 horas pero al ser metabolizada (oxidada)
por las enzimas hepéticas forma un metabolito denominado

Cotinina, el cual tiene una vida media mas prolongada de 20 a



24 horas, siendo éste el responsable de la formacion de ADN
aducto, formado por una unidon covalente entre la cotinina y el
ADN de la células (Woodward y Al-Delaimy, 1999). La Nicotina
conforma del 0,05 al 4% del cigarrillo y los fumadores extraen

de 1 a 2 mg de nicotina por cigarrillo (Kuper y cols, 2002).

1.2.2. Tipos de Consumo del Tabaco.

Existen diferentes tipos de consumo del tabaco y puede variar de
una region geografica a otra, actuando de manera influyente la
cultura de cada una. El consumo se realiza de dos formas
principales que son: la forma de tabaco inhalado o combustible
gue representa el 85% de consumo a nivel mundial y el tabaco

no inhalado o no combustible.

En la primera forma de consumo, es necesaria la combustion de
las virutas del tabaco, para generar un humo constituido por una
fase gaseosa y una fase particulada, en las cuales se diluyen los
componentes que luego son inhalados y pasan al torrente
sanguineo alcanzando concentraciones plasmaticas suficientes

para causar efectos locales y a distancia (Kupper y cols, 2002).



Este humo se genera de de dos fuentes, una principal la cual es
inhalada por quien fuma activamente y una fuente secundaria la
cual se desprende del extremo encendido y que pasa

directamente al medio ambiente para ser inhalados por otros.

El tabaco combustible es preparado en diferentes
presentaciones, entre ellas se encuentran el tabaco que es
fumado a través de pipas; los cigarrillos, que consisten en
multiples virutas enrolladas en papel de celulosa y los cigarros
puros que son manufacturados y estas virutas son envueltas en
una hoja seca del tabaco. Estas presentaciones del tabaco son
fumados de manera directa aunque, en algunas regiones del
mundo, incluyendo Venezuela, existe todavia la tendencia de
fumar de forma invertida, con el extremo encendido hacia la
porcion interna de la boca, lo cual produce altas temperaturas
intrabucales que causan efectos locales sobreafiadidos (Kupper

y cols, 2002).

Por otra parte, el tabaco no inhalado también posee diferentes
formas de presentacién y diversas maneras de consumo. Este
puede utilizarse en forma de pasta para masticar o ser colocado
en distintas zonas de la cavidad bucal por largo tiempo hasta

gque sea disuelto. Esta pasta puede ser de tabaco solamente o



también suele ser mezclada con otros productos como la nuez de

betel, cal, aceite de sésamo e incluso chocolate.

A pesar de las distintas maneras de consumo del tabaco
anteriormente expuestas, el consumo del tabaco fumado o
combustible, es hoy en dia el responsable de una pérdida del
20% aproximadamente de las expectativas de vida y sus efectos
negativos sobre la salud no sélo se aplican a los fumadores por
si mismos sino que también puede causar serios problemas en

fumadores pasivos (Bozkurt y cols, 2006).

El humo ambiental derivado del tabaco, estad constituido en un
85% por el gas que se expele producto de la combustion del
extremo ardiente del cigarrillo y que pasa directo al aire
(“Sidestream Smoke”) y un 11% de pequeias contribuciones de
otras fuentes incluyendo el humo espirado por los fumadores
activos (Mainstream Smoke). Los constituyentes quimicos de
ambos son los mismos pero existen diferencias en la tasa de
emision puesto que intervienen factores como la temperatura de
combustion del tabaco, pH y grado de dilucion con el aire

(Husgafvel - Pursiainen, 2004).



La fuente secundaria del humo derivado del cigarrillo “sidestream
smoke” es producido a una temperatura aproximada de 600 C y
en condiciones menos ricas en oxigeno, en consecuencia, el
producto de la combustion es distinto al inhalado por el fumador
activo. Este contiene mas anhidrido carbonico (CO), menos
diéxido de carbono (CO;) y altos niveles de productos como
aminos y nitrosaminas (Woodward y Al- Delaimy, 1999;

Husgafvel - Pursiainen, 2004).

Este gas es menos acido que el humo inhalado bucalmente (pH
7) y esto es debido a las elevadas cantidades de amonio, y
como resultado, la nicotina esta presente en grandes cantidades
en la forma no ionizada, por lo que es mas rapidamente
absorbida en el organismo. El tamafio de las particulas en el
sidestream smoke varia de acuerdo a muchos factores,
incluyendo la edad del que fuma, temperatura del ambiente y
humedad; generalmente las particulas en este gas son mas
pequefias que las presentes en el humo inhalado por el fumador
activo, y debido a esto se dispersan mas rapidamente en
espacios cerrados. El Sidestream smoke, es una mezcla emitida

directamente al medioambiente (Kuper y cols, 2002).



De los miles de componentes quimicos presentes en el humo del
tabaco, alrededor de 400 han sido cuantificados y por lo menos
200 han sido identificados como toxicos y carcinégenos tanto
para el humano como para los animales de laboratorio. Si bien la
mayoria de estos componentes se encuentran en la fase
particulada que principalmente es absorbida por los fumadores
activos también han sido encontrados en la porcién gaseosa que
es aspirada pasivamente por los que rodean a un fumador, es asi
como, que en fumadores pasivos la absorcién de la nicotina ha

sido reportada en un 60% a 80% (Husgafvel- Pursiainen, 2004).

Al respecto, Woodward y Al- Delaymi (1999) sefialan que la
deposicion de las particulas del humo derivado del tabaco, es
influenciada por las variables bioldgicas concernientes a la
manera de inhalacién y a la configuracion del tracto respiratorio,
por tanto, la fraccion de las particulas del humo del tabaco
ambiental son depositadas en el tracto respiratorio en un
porcentaje estimado entre el 10 y 20 %, en contraste con las
particulas, producto de la inhalacién del fumador activo las

cuales varian en un porcentaje entre el 70 y 90%.



1.2.3. Efecto de los componentes del tabaco en el

organismo.

La Nicotina es el componente del tabaco responsable de la
adiccion o dependencia a éste, lo cual es un trastorno que afecta
los procesos cerebrales, emocionales, perceptuales vy

motivacionales.

En el sistema nervioso central existe una serie de Receptores
nicotinicos para Acetilcolina, los cuales son pentameros
constituidos por una subunidad alfa (a7, a8 o a9) o una
combinacion de una subunidad a con una 3 como el a432, que es
el receptor mas frecuentemente encontrado. En condiciones
fisiolégicas la Acetilcolina, que constituye el ligando endégeno
se une a éstos receptores y cambian su conformacion abriendo
canales catiénicos que permiten la entrada de iones al interior de

las neuronas (Paradiso y Steinbach, 2003).

Cada cigarrillo contiene 0,9 mg de nicotina y cuando una persona
inhala el humo de forma activa, este componente alcanza una
concentracién plasméatica aproximada de 0, 5 microgramos, los
cuales son suficientes para atravesar la barrera hemato-

encefédlica y actuar como un agonista de la Acetilcolina



uniéndose a sus receptores, de ésta manera los activa y de
forma directa o indirecta permite la liberacion de dopamina, que
es la responsable de la sensacion de bienestar que experimentan

los fumadores (Paradiso y Steinbach, 2003) .

Esta liberacion de dopamina inducida por la nicotina, favorece y
refuerza la adiccion al cigarrillo, puesto que interviene el sistema
mesolimbico dopaminérgico que se encuentra ubicado en una

zona del cerebro conocida como mesencéfalo.

Dos zonas muy importantes para la dependencia de sustancias
son el area tegmentaria ventral, que es rica en neuronas que
contienen el neurotransmisor dopamina cuyos cuerpos celulares
envian proyecciones hacia regiones del cerebro implicadas en la
emocién, el pensamiento, la memoria, la planificacion y ejecucién
de los comportamientos; y una zona con la que estd comunicada,
denominada nudcleo accumbens, que es el area del cerebro
implicada en la motivacion, el aprendizaje y en el sefialamiento
del valor motivacional de los estimulos. La nicotina aumenta la
liberacién de dopamina en el nucleo accumbens, y se cree que
esto es un acontecimiento importante en el reforzamiento

(Vaccarino y Rotzinger, 2005).



La disponibilidad que pueda existir de la nicotina hace que todos
los receptores se activen de forma sincronizada, pero la
exposicién crénica y a concentraciones bajas mantenidas hace
que algunos de estos receptores adopten una conformacion en
reposo o de inactividad por tiempo prolongado, lo que conlleva a
un incremento en la cantidad de los mismos sobre la superficie
de la membrana para compensar la oferta o alta disponibilidad
del metabolito. Esto explica la tolerancia que se desarrolla luego
de cada cigarrillo, lo que trae como consecuencia que sea
necesario aumentar la cantidad de nicotina para lograr el efecto

de placer (Paradiso y Steinbah, 2003; Dani & Heinimann, 1996).

Por este mismo mecanismo, cuando en una persona disminuye la
concentraciéon de nicotina de forma considerable, bien sea
durante el suefio, en periodos de abstinencia o incluso entre
cada cigarrillo, los receptores nicotinicos que se encontraban
inactivos recuperan su conformacién original (Vaccarino vy

Rotzinger, 2005).

Debido a la cantidad aumentada de los mismos se desarrolla una
respuesta exagerada por hiperexcitabilidad a la acetilcolina, lo
gue conduce a la aparicién de los sintomas de irritabilidad y

malestar asociados a la abstinencia y al estar implicado el



sistema mesolimbico dopaminérgico se induce una conducta de

basqueda del cigarrillo para suplir la necesidad.

La dependencia a la nicotina estad reforzada por la accién de
otros componentes del tabaco que pueden intervenir en el
mecanismo de busqueda de gratificacion y bienestar, estudios
han demostrado que en el cerebro de fumadores existen
inhibidores de la Monoamino oxidasa B, enzima que se encarga
de la degradacion de la dopamina, permitiendo que el efecto de
placer provocado por accion de la nicotina sea potenciado (Dani

y Heinemann, 1996).

Los productos carcinogénicos del tabaco pueden ser absorbidos
por inhalacion o ingestién y de alli pasar a la circulacién. Una
vez dentro del organismo, estos componentes son metabolizados
en el higado en dos fases, en una primera fase, son convertidos
en metabolitos electrofilicos activos por enzimas oxidativas y
luego en una segunda fase las enzimas producen conjugados
que hacen estos metabolitos méas hidrofilicos y por lo tanto
pueden ser excretados por la célula mas facilmente (Kuper y

cols, 2002)



Desafortunadamente, los metabolitos producidos en la fase | son
mas potencialmente dafiinos para el ADN que los productos
guimicos originales, la activacion de éstos carcindgenos es
catalizada principalmente por el citocromo P 450, el cual acepta
selectivamente moléculas derivadas de los carcindgenos
guimicos, como sustratos, los cuales se intercalan con el ADN de
las células que se estan formando, pues se une de una forma
covalente, produciendo asi un dafio al material genético y la
activacion de oncogenes y ademas la formacion de epoxidos que
no son facilmente degradados por la epoxido hidrolasa, la
glutation transferasa o cualquier otra enzima detoxificadora

(Parke, 1994).

Las células que contienen ADN aducto, suelen evadir los
mecanismos de reparacién celular lo que conduce que éste error
genético persista y produzca una mutacién, ademas, el cigarrillo
produce la liberacion de radicales libres que también puede

inducir dafios al ADN (Kuper y cols, 2002).

En fases tempranas de la carcinogénesis ocurren cambios en la
naturaleza quimica de los proteoglicanos y glucocalix de la
célula, lo que trae como consecuencia que se pierda la adhesidn

y se formen brechas entre las uniones intercelulares permitiendo



gque quimicos toxicos alcancen el estrato basal del epitelio,
ocasionando dafios en el ADN de las células progenitoras (Parke,

1994)

La exposicion al humo ambiental derivado del tabaco también
puede inducir dafios a nivel del ADN nuclear y mitocondrial,
ademas de causar la formacion de ADN y Hemoglobina aductos
por la unién covalente entre los componentes nucléicos vy
proteicos con los derivados del cigarrillo como los hidrocarbonos
aromaticos policiclicos. La Cotinina puede también unirse
covalentemente a proteinas sanguineas como la Hemoglobina

(Kuper y cols, 2002).

Tales efectos han sido estudiados en investigaciones con
roedores que han sido expuestos a cuerpo completo al humo de
cigarrillos, como es el caso de Lee y cols (1992), que posterior a
la exposicién al humo por catorce dias consecutivos encontraron
la formacion de ADN aducto en células de pulmén y corazén, lo
gue evidencia los efectos de los componentes del tabaco

(Husgafvel- Pursiainen, 2004).

El ADN aducto resulta de la union covalente entre éste y los

productos carcinogénicos, y se produce como resultado del



proceso de activacion; si persisten las regiones criticas de los
genes sin reparar, ellos pueden causar cambios en oncogenes,
genes de supresion tumoral y otros genes implicados en el

sistema del control del crecimiento celular (Hetch, 1997).

Otras investigaciones también han demostrado que la exposicidn
de forma pasiva al humo del tabaco puede inducir en el
organismo la presencia de células con micronucleos o picnosis
en la médula 6sea o0 en sangre periférica como eritrocitos
normocromicos y en macrofagos alveolares pulmonares
(Balansky y cols, 1999). Asi mismo, la exposicion al humo de
cigarrillos en roedores ha provocado alteraciones a nivel del gen

p53 (Dumble y cols, 2004).

1.3. LESIONES BUCALES PRODUCIDAS POR EL

CONSUMO DEL TABACO

El uso del tabaco ha sido asociado como factor etioldgico
predominante en ciertas enfermedades, entre las que resaltan las
enfermedades respiratorias, cardiovasculares y el cancer, siendo

especialmente ligado al cancer de pulmon.



Asi mismo, existen diferentes lesiones en cavidad bucal que son
producidas por el consumo de tabaco bien sea inhalado o en
forma de pasta para masticar, muchas de las cuales tienen un
potencial para evolucionar hacia la malignidad, sin dejar a un
lado aquellas francamente malignas como lo son el carcinoma de
células escamosas incluyendo el Verrucoso (Bandczy y Squier,

2004).

Entre las lesiones bucales causadas por el consumo de tabaco

se encuentran:

1.3.1. Leucoplasia.

Esta lesiobn representa un 80 % de los desdrdenes
potencialmente malignos, y se define como una placa blanca
que no puede ser caracterizada ni clinica ni histopatoléogicamente
como cualquier otra enfermedad y que no esta asociada a
cualquier agente fisico o quimico excepto al tabaco (Bouquot y

cols, 2006; Van der Waal, 2008).

Al igual que en el cancer bucal, el tabaco es el principal factor

etioldogico asociado a la leucoplasia, existiendo una estrecha



relacion no solo con su origen sino también con la progresién

hacia la malignidad.

Esta lesion aparece mas frecuentemente en el borde bermellén
del labio, en la mucosa del carrillo, borde lateral de lengua y en
piso de boca. Clinicamente se clasifica en: Homogénea
(generalmente una placa delgada, de color uniforme) y No
Homogénea, de superficie irregular, o nodular, y en algunas
ocasiones el color blanco se entremezcla con areas
eritematosas, denominandose Eritroleucoplasia (Bouquout y cols,

2006; Banoczy y Squier, 2004; Neville y Day, 2002).

Histopatologicamente la leucoplasia puede abarcar un rango muy
amplio, puesto que microscépicamente pueden exhibir desde una
hiperqueratosis y/o acantosis, hasta distintos grados de displasia
epitelial, por lo que pueden ser subdivididas en displasicas o no
displasicas, dependiendo si los cambios en la arquitectura del

tejido van acompafado o no de atipia celular.

Es posible que el efecto irritante local de los componentes del
cigarrillo pueda modificar la produccibn de mediadores

inflamatorios o citoquinas que regulan la proliferacion celular, e



inducir hiperplasia epitelial en los tejidos expuestos (Ringdahl y

cols, 1997).

La Organizacion Mundial de la Salud (2005) establecio 5
estadios para el diagnostico de la patologia epitelial observada
microscéOpicamente en lesiones leucoplasicas, que son:

» Estadio 1. Hiperplasia: En la cual puede haber una
acantosis y/o hiperplasia basal, sin mostrar cambios de
atipia celular.

» Estadio Il. Displasia epitelial leve: La arquitectura del
epitelio se ve alterada so6lo en el tercio basal, acompafiado
de cambios citolégicos.

» Estadio IIl. Displasia epitelial moderada: La arquitectura
del epitelio abarca tanto el tercio inferior o basal y medio.

» Estadio IV. Displasia epitelial severa: Todo el epitelio se
encuentra alterado, observandose cambios citolégicos de
atipia en forma generalizada.

» Estadio V. Carcinoma in Situ: Se puede observar gran
desorganizacion del epitelio con atipia celular bien
marcada, sin invasioén al tejido conectivo subyacente, para
algunos pat6logos no existe distincion entre este estadio y

el anterior (Barnes y cols, 2005).



Estudios han establecido que la tasa de transformacién maligna
que tiene la leucoplasia que varia entre el 1 y el 28%, pudiendo
darse esta transformacion en meses o en afos. La forma clinica
no homogénea es la que mas frecuentemente ha tenido mayor

tasa de transformacion maligna (Bouquot y cols, 2006).

1.3.2. Eritroplasia.

Se define como una placa eritematosa que no puede ser
atribuible a cualquier otra enfermedad conocida, ni asociada a un

factor traumatico, vascular o inflamatorio (Bouquot y cols, 2006).

Clinicamente pueden presentar una superficie lisa o en algunos
casos granular. Se ubican con mayor frecuencia en cara ventral
de lengua, piso de boca y paladar blando. Se considera una
lesion con un alto potencial de malignidad puesto que al examen
microscépico generalmente revela un carcinoma in situ o un
carcinoma superficialmente invasivo.

Las eritroplasias no tienen distincibn por género y afectan

principalmente a individuos adultos mayores.



1.3.3. Estomatitis Nicotinica.

Es una alteracion de la mucosa del paladar por efecto del uso del
cigarrillo, bien sea de forma convencional o invertida, lo cual
hace que la misma comience a engrosarse observandose
clinicamente como una placa blanquecina, que en ocasiones
pueden desarrollarse en la superficie elevaciones papulares, en
la que los conductos excretores de las glandulas salivales
menores se encuentran eritematosos (Taybos, 2003; Neville y

Day, 2002).

Estos cambios han sido asociados a las altas temperaturas
intrabucales que se producen por la combustion del cigarrillo.
Histopatol6gicamente, se puede observar hiperqueratosis,
ectasia ductal, sialodiquitis, sialoadenitis y displasia epitelial

(Messadi y cols, 2003).

1.3.4. Melanosis de fumador.

Es una pigmentacion anormal de la mucosa bucal que es
producida por efecto de los componentes del tabaco, bien sea
fumado o del tabaco en pasta para ser masticado, los cuales

estimulan a los melanocitos a producir mas melanina. La mucosa



del carrillo es el sitio mas frecuentemente afectado seguido del

paladar.

Microscopicamente se distingue por la aproximaciéon de la
abundancia de melanocitos en la capa basal del epitelio. Dicha
lesibn no requiere tratamiento puesto que al cesar el consumo
del tabaco los cambios revierten a la normalidad. (Mirowski y

Waibel, 2002).

1.3.5. Queratosis del Tabaco no fumado.

Es otra alteracion asociada al consumo de tabaco masticado, que
se produce en la mucosa sobre la cual es colocada la pasta, que
generalmente es la mucosa del carrillo, en el fondo del vestibulo
y la mucosa labial, que es dependiente de la cantidad de tabaco
colocado, el tiempo de permanencia en contacto con la mucosa y

la susceptibilidad de cada individuo (Messadi y cols, 2003).

Inicialmente la mucosa se observa ligeramente blanquecina pero
con un aspecto translicido que tiende a desaparecer cuando la
misma es distendida, con el paso de tiempo llegan a formarse
verdaderas placas engrosadas, blancas con algunas zonas

grisaceas. Microscépicamente, se puede observar una



hiperqueratosis y acantosis (Messadi y cols, 2003; Neville y

Day, 2002).

1.3.6. Carcinoma de Células Escamosas.

Como se ha mencionado anteriormente, el consumo de tabaco ha
sido estrechamente asociado al cancer bucal. Estudios
epidemioldgicos han demostrado que existe un riesgo de 5 a 9
veces mayor para desarrollar cancer bucal en los fumadores, y
éste riesgo aumenta conforme lo hace el numero de cigarrillos
consumidos por dia. Sin embargo, el mayor riesgo para
desarrollar cancer esta ligado al consumo de tabaco fumado que

al masticado (Neville y Day 2002).

Clinicamente se puede presentar como lesiones tumorales de
superficie irregular o como lesiones ulcerativas, de bordes
elevados y engrosados, que se ubican con mayor frecuencia en
el borde lateral de la lengua y en el piso de la boca, pero
también se pueden presentar en la encia, paladar duro y labio.
Este tumor crece rapidamente y se extiende en profundidad,
pues tiene una gran capacidad invasiva y metastatiza
rapidamente, en primer lugar a los ganglios linfaticos regionales

(Bouquot y cols, 2006; Taybos, 2003; Neville y Day 2002).



Estos tumores suelen ser asintomaticos, pero con el avance de la
enfermedad pueden aparecer signos y sintomas asociados a la
invasion de estructuras anatémicas adyacentes a la lesiébn como
musculos, huesos y piel, presentandose asi dificultad para

hablar, deglutir, abrir la boca.

Microscopicamente se puede evidenciar una diferenciaciéon
escamosa variable, disrupcion de la membrana basal con
extension hacia los tejidos subyacentes. Se distinguen tres
grados de diferenciacion, que son: Bien diferenciado,
moderadamente diferenciado 'y pobremente diferenciado

(Bouquot y cols, 2006; Barnes y cols, 2005).

En los carcinomas bien diferenciados, las células epiteliales se
asemejan al tejido que les dio origen, llegando a ser evidente la
formacion de perlas de queratina. En los moderadamente
diferenciados, las células demuestran pleomorfismo nuclear e
intensa actividad mitética, incluyendo mitosis atipica y en los
pobremente diferenciados, estdn constituidos por células
inmaduras e indiferenciadas, siendo éstos los de peor pronéstico

(Barnes y cols, 2005).



Ademas de todas estas lesiones, el consumo del tabaco influye
de manera negativa sobre las estructuras de soporte dentario. En
un estudio realizado por Tanaka y cols (2005), encontré una
asociacion positiva entre la exposicion al humo de tabaco
ambiental y la pérdida de dientes, sobretodo en mujeres que
estaban expuestas en el hogar, a mas de 10 cigarrillos por dia,
comparadas con resultados similares obtenidos en aquellas que
fumaban activamente en las que parecia haber una relacién
dosis — respuesta, siendo mayor la pérdida dental cuando

aumenta la cantidad de cigarrillos por dia.

A pesar de las observaciones antes mencionadas, los autores
sefialan no precisar las causas exactas que puedan atribuir de
forma directa la pérdida de dientes al cigarrillo, sabiendo que la
exodoncia es el ultimo status de la historia de enfermedad dental
toman en consideracion, gque entre los mecanismos potenciales
de los efectos del cigarrillo sobre la salud bucal son tanto locales
como sistémicos, tales como: vasoconstriccion local de los
tejidos, la inmunosupresién y la respuesta inflamatoria
exagerada, asi como la disminucién de las concentraciones

séricas de IgA e IgG (Tanaka y cols 2005).



1.4. CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS PRODUCIDOS POR

EL CONSUMO DEL TABACO.

1.4.1. Cambios en la Mucosa Bucal.

Como se ha mencionado anteriormente, el cigarrillo es el
principal factor etiolégico asociado a desdérdenes potencialmente
malignos como la leucoplasia y eritroplasia, las cuales se
caracterizan por presentar alteraciones en la arquitectura del
epitelio y en las caracteristicas morfologicas celulares de este
tejido asi como también a la patologia epitelial francamente
maligna como los carcinomas en cavidad bucal.
Debido a las variaciones que pueden presentarse en la
interpretacién de la patologia epitelial por parte de los patdlogos,
se han sido establecidos criterios para el diagndstico de la
Displasia Epitelial, la cual se clasifica en:

» Displasia epitelial leve o Grado |

» Displasia epitelial moderada o Grado Il

» Displasia epitelial severa o Grado Il (Barnes y cols, 2005).

Ademdas de estas caracteristicas de estratificacion irregular,
también se han aceptado como criterios para las displasias

epiteliales, la pérdida de polarizacion de las células basales,



incremento en el numero de mitosis, queratinizacién prematura
(disqueratosis), perlas de queratina dentro de los mamelones
epiteliales y la apariencia bulbosa de los mismos, debido esta
altima caracteristica al aumento de la proliferacion celular en esa
zona que hace que adopten una forma redondeada (Barnes y

cols, 2005).

Asi mismo, existen alteraciones especificas en las que las
células adoptan caracteristicas primitivas e inmaduras, que
también son incluidas como elementos diagndsticos en las
displasias epiteliales, tales como: variaciobn anormal en el
tamafo del nucleo (anisonucleosis), hipercromatismo nuclear,
variacion anormal en la forma del nucleo (pleomorfismo nuclear),
variacion anormal en el tamafio y forma de la célula (anisocitosis
y pleomorfismo celular, respectivamente), incremento en la
proporcién nuacleo-citoplasma, figuras mitéticas anormales no
sb6lo en forma sino también de ubicacién inusual sobre la capa
basal, incremento en el nimero y tamafio de nucléolos (Barnes y

cols, 2005).

La mucosa bucal esta recubierta por un dinamico epitelio que se
encuentra en un constante proceso de recambio y proliferacion

de sus células basales. Por consiguiente, para el mantenimiento



de la estructura y funcién epitelial, los procesos de proliferacion,
diferenciacion y apoptosis en estos tejidos deben estar
sometidos a una estricta y delicada regulacion (Loro y cols.

2005).

Los acontecimientos moleculares que se observan durante el
crecimiento celular son complejos y consisten en un despliegue
creciente de moléculas y vias intracelulares, siendo estos de
suma importancia ya que las anomalias de esas vias pueden ser
la base del crecimiento incontrolado del cancer, asi como de las
respuestas celulares anormales que se producen en diversas

enfermedades.

Todas las rutas que conducen a la estimulacién e inhibicion de la
proliferacion celular convergen en un solo punto denominado
ciclo celular, el cual se cumple en el nlcleo de todas las células
y gue esta regulado por ciertos genes especificos. Dicho ciclo
consta de cuatro fases que son: Fase G1; en la cual las células
aumentan su tamafio y sintetizan todas la enzimas necesarias
para la replicacion del ADN, una Fase S o de Sintesis en la cual
ocurre la replicacion del material genético; una tercera Fase
denominada G2, en la cual la célula se prepara nuevamente

mediante la sintesis de proteinas y enzimas necesarias para la



division celular y finalmente la Fase de Mitosis, donde ocurre
division de las células con formacion de una célula idéntica a la

gue le dio origen (Panno, 2005).

La apoptosis o muerte celular programada es una forma de
muerte celular cuyo objetivo es el de eliminar las células del
huésped que ya no son necesarias a través de la activacion de
una serie coordinada y programada de acontecimientos internos,
gue se inicia por un grupo de productos génicos cuya funcién
especifica es precisamente ésta. Este es un importante
mecanismo de defensa en la prevencion y eliminaciéon de las
células malignas, por consiguiente, su alteracion pudiera
contribuir al desarrollo y crecimiento cancerigeno

(Okazaki y cols, 2002).

En la regulacién del ciclo celular participan dos grupos
principales de genes, los protoncogenes, que son los encargados
de regular la divisién y proliferacion celular, que cuando estan
alterados se denominan Oncogenes. Y estan los denominados
Genes de Supresion Tumoral, los cuales inhiben la proliferacion
celular y evitan que las células adquieran caracteristicas

malignas (Perwes y cols, 2001).



Actualmente se ha identificado que la carcinogénesis implica una
inactivacion de genes de supresion tumoral simultAneamente a

una activacion de oncogenes (Perwes y cols, 2001).

Toda la informacion necesaria para que una célula se transforme
en una célula neoplasica puede ser atribuida a cambios en el
genoma; basado en el hecho de que en el mismo reside toda la
informacion relacionada a cualquier proceso celular (Grizzi y

cols, 2006).

La carcinogénesis se da en multiples fases que implican un
cambio de tejidos sanos a desdrdenes potencialmente malignos y
gue posteriormente adquieren un fenotipo de tumor maligno
metastasico (Kim y cols, 2001; Chimeneos y cols, 2004,

Tsantoulis y cols, 2007).

Esta progresion se ha asociado a una inestabilidad gendmica en
las células, por lo que se postula que el desarrollo del cancer es
el resultado de la acumulacién de errores genéticos en un mismo
tejido (Kim y cols, 2001; Chimeneos y cols, 2004; Tsantoulis y

cols, 2007).



Una gran cantidad de informacion en un genoma olvidado es la
contenida en las mitocondrias. Esta organela produce casi la
totalidad de la energia requerida para la funcion celular, y es
inevitable que en este proceso se formen y liberen radicales
reactivos del oxigeno, los cuales dafian a los acidos nucléicos,
lipidos y proteinas. El genoma mitocondrial es menos protegido y
tiene un mecanismo reparador menos eficiente comparado con
el del genoma nuclear, no sorprende entonces que el genoma
mitocondrial tiene un alto porcentaje de mutacion que podria
jugar un papel importante en la carcinogénesis (Dakubo y cols,

2007).

Los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello han
sido sugeridos como ejemplos para la carcinogénesis, proceso
gue se da en multiples pasos en un campo de tejidos expuestos

a carcinégenos (Shin y cols, 2001).

Donde lesiones potencialmente malignas son observadas en
areas adyacentes a las lesiones francamente malignas. Uno de
los pasos en ese proceso que conduce a la formacion del cancer
es la “acumulacion del dafo genético” que depende de la

frecuencia y el grado de exposicion a los carcindgenos, la



sensibilidad inherente al individuo y la reactividad del tejido a

dichos carcinégenos (Shin y cols, 2001).

La inestabilidad gendmica ha sido propuesta como el principal
factor determinante en la tasa de acumulaciéon de dafos
genéticos especificos en varios canceres humanos (Shin y cols,

2001).

El desarrollo del cancer requiere la adquisicion de propiedades
fundamentales: autoproliferacion, insensibilidad a las sefales
antiproliferativas, evasion de la apoptosis, potencial replicativo
ilimitado, mantenimiento de la vascularizacion, invasion a los

tejidos y metastasis (Rakoff- Nahoum, 2006).

Este proceso encierra tres fases principales que son: iniciacién,
promocion y progresion. La Iniciacion, esta dada por cambios en
el genoma de la célula, como pueden ser, mutaciones puntuales,
delecciébn 'y amplificacion de la sefial de genes vy
reordenamientos cromosémicos que conducen a cambios

celulares irreversibles (Rakoff- Nahoum, 2006).



Luego el desarrollo del tumor es “promovido” por Ila
supervivencia y expansion clonal de éstas células iniciadas y
finalmente “progresa” por un crecimiento sustancial en tamafio y

metastasis (Rakoff- Nahoum, 2006).

No obstante, la adquisicion de propiedades autébnomas por parte
de la célula cancerigena no es suficiente para el crecimiento
completo del tumor sino que este proceso involucra tanto a
células anormales como células no alteradas, constituyendo asi
una poblacion heterogénea, lo cual explica la necesidad de la
angiogénesis para el crecimiento de tumores, con la contribucién
implicita de las células endoteliales en dicho proceso (Rakoff-

Nahoum, 2006).

Asi mismo, Coussens y Hanahand (1999), sefialan que el
crecimiento de ciertos tumores es similar al proceso de
cicatrizacion, que comprende dos fases, una primera fase en
donde el organismo trata el tumor en sus inicios como una herida
y el mismo crece por accion del estroma “control indirecto”, como
ocurre en el proceso fisiolégico reparativo, en el cual ciertas
moléculas como el factor de crecimiento endotelial puede iniciar
la angiogénesis. Luego en una segunda fase mas tardia

comienzan aparecer factores pro- inflamatorios que son



derivados directamente de las células tumorales y que permiten

la promocion y progresion del mismo.

Para la promocion del cancer no solamente es necesaria la
supervivencia de las células sino también su expansién clonal,
como se mencionO anteriormente, por lo que ciertos mediadores
inflamatorios como las citoquinas y eicosanoides son capaces de
estimular la proliferacion tanto de las células no alteradas como

las tumorales (Rakoff- Nahoum, 2006).

El paso decisivo en la carcinogénesis implica el irreversible
cambio cualitativo en una o mas caracteristicas genéticas de las
células, aunque ésta modificacion dirige la transformacion de
una célula normal a una neoplasica, puede o no conducir a
cambios visibles en su aspecto citoldégico o histologico (Grizzi y

cols, 2006).

Estudios estadisticos de aspectos moleculares sugieren que
hacen falta entre 6 y 10 alteraciones genéticas, para que se
produzca una transformacion maligna de la mucosa bucal.
Existen diferentes tipos de marcadores celulares y tisulares, que,

desde una perspectiva molecular, pueden proporcionar



informacion adicional a la recopilada en el examen clinico y en el

estudio histopatoldgico (Chimenos y cols, 2004).

Las células con ADN dafiado son usualmente destruidas a través
de la apoptosis, sin embargo, las células aberrantes pueden
escapar del control de crecimiento normal y por mutaciones
adquiridas pueden evadir la apoptosis y desarrollarse un cancer.
La carcinogénesis requiere de multiples cambios genéticos que
pueden ocurrir en el mismo sitio por exposiciones repetidas a los

productos genotéxicos del tabaco (Kuper y cols, 2002).

La complejidad de la mezcla de los diversos constituyentes del
tabaco puede influir de manera distinta en cada individuo, es
decir, diferentes carcin6genos pueden causar distintos tipos de

dafos (Kuper y cols, 2002).

Las células de los mamiferos poseen mecanismos de proteccion
contra la transformacion neopldsica que estd normalmente
latente y que so6lo son activadas cuando confrontan sefiales
proliferativas aberrantes, tal como la sefial dada por un oncogen
activado. Estos mecanismos genéticos consisten en la
eliminacién por si mismos de células oncogénicamente

estresadas del pool de células proliferativas. Esto puede ser



hecho por activacion de la muerte celular a través de la
Apoptosis inducida por Oncogenes (OIA) o por ejecucion de otro
mecanismo que conduce a un permanente arresto del ciclo
celular conocido como Senescencia inducida por Oncogenes

(Collado y Serrano, 2005).

La proteina antiapoptdtica Bcl-2 se encuentra en la membrana
mitocondrial. Es una familia de proteinas que constituyen la
pieza central del programa apoptoético, las mismas exhiben dos
dominios BH1 y BH2, que regulan la formacion de dimeros entre
antagonistas de la apoptosis (Bcl -2 y Bcl — X) y Agonistas

(Familia Bax).

Altas concentraciones de Bcl-2 pueden prevenir la induccion de
varias formas de apoptosis (Whyte y cols, 2002), dando lugar al
desarrollo de carcinomas, favoreciendo la aparicion de
mutaciones y progresion tumoral. La funcién de la BAG1l es
inversa a la de Bcl-2 (Panno, 2005).

Las proteinas de la familia Bcl-2 contienen miembros tanto
proapoptdticas como antiapoptéticas y regulan la muerte celular
controlando la permeabilidad de |la membrana mitocondrial. La
desregulaciéon de la integridad mitocondrial es crucial para

facilitar la activacién de la cascada de la caspasa que conduce a



cambios morfolégicos de apoptosis. Bcl-2 funciona como el
prototipo antagonista de la activacion de la cascada de la
caspasa por bloqueo de Bax, el cual conduce a la pérdida de la

integridad de la mitocondria (Deng y cols, 2004).

Se sabe que algunas proteinas inductoras de apoptosis, tales
como Bax y Bad, pueden inactivarse en lesiones cancerigenas.
Se ha evidenciado en lesiones de carcinoma bucal que Ila
proteina Bax estd disminuida (Préfontaine y cols, 2006). En una
reciente publicacion se hace referencia a que la nicotina, uno de
las principales sustancias del cigarrillo, produce la supervivencia

celular por inactivacion de la proteina Bax (Zhang y cols, 2006).

Slaugther y cols (1953), introducen el término de “Cancerizacién
del Campo” para describir la existencia de carcin6genos
generalizados que inducen tempranamente cambios genéticos en
el epitelio en el cual ocurren multiples lesiones independientes,
conduciendo al desarrollo de tumores multifocales.

Esta teoria intenta explicar el por qué se dan las recurrencias del
cancer bucal posterior a la eliminaciéon quirdrgica del tumor, y es
gue cuando ocurre una exposicion a carcinégenos crea un amplio
campo de células preneoplasicas molecularmente alteradas en el

epitelio del tracto aerodigestivo del cual se desarrollan multiples



tumores y permanecen aun cuando clinicamente se observen sin

lesion (Dakubo y cols, 2007).

La “Cancerizacion del Campo” indica dos niveles para la
progresion del cancer: una progresion molecular en la que las
células se muestran con una apariencia normal pero van
adquiriendo un dafio gendmico acumulativo y una progresion
fenotipica en donde las células neoplasicas con alteraciones
genomicas acumuladas comienzan a evidenciar cambios

estructurales (Dakubo y cols, 2007).

Hay tres defectos en los mecanismos regulatorios de las células,
gue se presumen son conducentes a la inestabilidad gendmica,
especialmente los que ayudan a éstas a responder ante el estrés
como lo son: defectos en la proliferacién celular, defectos en los
procesos de reparacion del ADN y defectos en la maquinaria
para la replicacién del ADN y segregacién cromosémica.

La funcién de p53 ha sido reportada que es de gran importancia
en todos estos procesos, por ejemplo, en células normales
expuestas a carcinégenos generalmente ocurre un arresto o
demora para entrar a la fase G; del ciclo celular antes de entrar
a la fase S. Esta demora ha sido propuesta, como un importante

punto de control necesario que permite reparar las zonas



daffiadas del ADN antes que éste sea replicado (Shin y cols,

2001)

Las aberraciones del gen p53 son las alteraciones genéticas mas
frecuentes en el cancer oral. La deteccion de esta proteina suele
indicar la ineficacia de los mecanismos estabilizadores, es decir,
hay una pérdida de la funcion proapoptética, lo que da lugar a un

crecimiento continuo tumoral (Tsantoulis y cols, 2007).

En condiciones fisiolégicas, esta proteina protege la integridad
del ADN ya que al detectarse la presencia de material genético
alterado, la misma inhibe la entrada de la célula a la fase de
Sintesis del Ciclo Celular y con esto previene que se duplique la
informacion genética errada, igualmente restringe el paso de la
fase G2 a la Fase de Mitosis impidiendo con esto que se
prolongue la estirpe celular alterada.

Dichas restricciones son posibles debido a que p53 regula la
expresion de otros genes, induciendo asi arresto celular por la
expresion de p21 o cuando se ha ocasionado un dafo irreparable
del ADN induce Apoptosis al incrementar la expresion del gen

bax y bloqueando la expresion de Bcl — 2 (Panno, 2005).



La desregulacion de este gen se ha encontrado en muchos tipos
de tumores y ocurre en un 57 % de todas las neoplasias bucales,
pero recientemente también ha sido encontrada en areas
distantes macroscopicamente normales, lo que corrobora Ila
hipotesis de que alteraciones en la expresion de este gen
constituye uno de los cambios mas precoces en el desarrollo de

lesiones malignas (Tsantoulis y cols, 2007).

Las mutaciones del gen p53 ocasionan principalmente pérdida de
la funcion en la supresion de tumores y muy raramente producen
gue éste adquiera una actividad oncogénica. EI fumar cigarrillos
ha sido establecido como el factor principalmente asociado al
cancer de pulmén. Los codones principalmente afectados por
mutacién son el 157, 158, 248, 249 y 273. La mayoria de esas
mutaciones encontradas en esos codones estan representadas
por transversiones entre la Guanina y la Timina, y éstas han sido
asociadas a los bezopirenes del cigarrillo (Perwez y cols, 2001).

Los benzopirenos han sido los principalmente asociados a la
causa de la mutacion del gen p53 y los codones mas
frecuentemente afectados son el 157, 248 y 273, y estos autores
apoyan que las mutaciones son de tipo transversiones en las

posiciones de la timina y la guanina (Bitton y cols, 2005).



Debido a que estudios in vitro han indicado que el producto del
gen p53 esta criticamente involucrado en la desregulacién de los
puntos restrictivos claves del ciclo celular después de una
variedad de injurias celulares, quizas participa en los
mecanismos de supervivencia para la deteccion del ADN dafiado,
por lo que ha sido propuesto que las células con la funcién de
p53 alterado podrian mostrar un incremento de la inestabilidad
genomica después del insulto celular. En los tejidos expuestos a
carcinégenos (como por ejemplo, el tracto aerodigestivo superior
en pacientes fumadores) con alteracion de la funcién de p53
podria esperarse que muestre un incremento en la inestabilidad
genomica y acelerar la tasa de alteraciones genéticas (Shin y

cols, 2001).

Para Cruz y cols (2002), la expresiéon de la proteina p53 en
biopsias donde existen displasias orales y carcinomas in situ es
precedida por cambios histoléogicos malignos en meses o
semanas, la inmunolocalizacién de la p53 aparece en estadios
muy precoces del carcinoma de células escamosas. En todo
caso, la mutacién de la p53 o0 su sobreexpresion no son
suficientes, para que se desarrolle el carcinoma oral. Esta
alteracidén se encuentra en una proporcion que varia entre el 11y

el 80% de los carcinomas aerodigestivos (Kok y cols, 2006). En



estudios realizados por Kato y cols (2001), se ha encontrado que
en un 63% de los carcinomas bucales se sobreexpresa la p53 y

en un 36% hay mutaciones de la p53.

En un estudio realizado por Voravud y cols (1993), se determino
la tasa de acumulacién de dafio genético en carcinomas de
células escamosas de cabeza y cuello y en las desoérdenes
potencialmente malignos adyacentes a través de |las
aberraciones numéricas de los cromosomas y encontraron que el
epitelio bucal de personas que no fumaban y por tanto libres de
cancer no poseian polisomias cromosdémicas mientras que el
epitelio de los tejidos histologicamente normales y adyacentes
tanto a las lesiones malignas como a las potencialmente
malignas exhibi6é tal aberracion, lo que sugiere que la
inestabilidad gendmica es el comienzo en el tejido preneoplasico

en el cual se desarrollara el tumor.

Estudios muy tempranos acerca de los cambios morfolégicos de
la capa basal en des6rdenes potencialmente malignos, sefialan
gue en los tejidos expuestos crénicamente a carcinégenos puede
ocurrir un aumento en el espesor de la capa progenitora
posiblemente explicado por el aumento de actividad metabdlica,

expresado por un aumento en el rea nuclear de dichas células



por incremento en la sintesis de ADN, asi como también, por el

aumento en el numero de células (Shabana y cols, 1987).

Parke (1994), sefala que la activacion metabdlica de los
carcindégenos quimicos por parte del citocromo P4501, producen
un dafio al material genético de la célula progenitora que
coincide con la activacion de la proteina kinasa C, lo que
aumenta la replicacion del ADN e induce Hiperplasia logrando
que la falla genética sea preservada y perpetuada en un clon de

células con ADN defectuoso.

1.4.2. Cambios en el Hueso Alveolar.

El tabaquismo es el principal factor de riesgo asociado a la
enfermedad periodontal, caracterizada por la destruccion del
tejido de soporte del diente, con pérdida de los mismos y de la
insercién, asi como también la formacién de sacos (César — Neto

y cols, 2006; Van Dyke y Dave, 2005).

A nivel 6seo, se ha encontrado que la nicotina muestra un efecto
bifasico, con efectos antiproliferativos de los osteoblastos y en

muy bajo nivel un efecto estimulante.



El extracto del humo del cigarrillo inhibe la proliferacion de las
células osteoprogenitoras y la diferenciaciobn a células
osteoblasticas. La respuesta quimiotactica para ambos tipos de
células por la fibronectina y el factor de crecimiento plaquetario,
ambas importantes moléculas para la reparacion y remodelado
0seo, fueron inhibidas por el extracto del humo del cigarrillo

(César — Neto y cols, 2006).

Diversos estudios se han realizado para evaluar los efectos de
los componentes del cigarrillo, siendo la nicotina uno de los
principales, se ha encontrado que, in vitro, inhibe el crecimiento
de los fibroblastos, la produccién de fibronectina y colageno e
impide la formacién de los ndédulos mineralizados por los
osteoblastos puesto que estimula la diferenciacion de los
osteoclastos y la resorcion del fosfato de calcio (Katono y cols,

2009; Henemyre y cols, 2003).

Estudios previos realizados por estos autores, demostraron que
la nicotina inhibe la produccion de proteinas de la matriz
extracelular como osteopontina y coldgeno tipo | por los

osteoblastos. (Katono y cols, 2009).



Al continuar indagando sobre la materia, demostraron que los
niveles de expresion de enzimas que degradan la matriz
extracelular como las Metaloproteinasas 1, 2 y 3 son
incrementados cuando es afiadida la nicotina a los medios de
cultivos celulares, mientras que un efecto contrario ocurria con
los Inhibidores de las Metaloproteinasas, los cuales disminuian
en presencia del componente tabaquico antes mencionado

(Katono y cols, 2009).

Esto sugiere que la digestion del Colageno tipo | de la matriz
organica 6sea por la metaloproteinasas 1, es el primer paso en
la reabsorcion del tejido 6seo, la cual es completada por la
accion de las metaloproteinasas 2, que degrada aun mas los
fragmentos de las proteinas desnaturalizadas (Katono y cols,

2009).

Los osteoblastos estan involucrados en la diferenciacion de los
osteoclastos, y lo hacen a través de un contacto célula a célula,
puesto que los precursores de los osteoclastos expresan en su
membrana un receptor activador de NF- kB (RANK), que
reconoce un ligando RANKL de la membrana de los osteoblastos

y que induce la diferenciacion en presencia del Factor



estimulante de colonia de macréfagos y monocitos (Tanaka y

cols, 2006).

La expresion del ligando RANK en los osteoblastos es modulada
por la paratohormona (PTH), 25 dihidroxivitamina D3,
Prostaglandina E2 y la interleuquina 11. La funcién de este
ligando no sélo se limita a la diferenciacion de los precursores a
osteoclastos maduros sino que también esta asociado a su

supervivencia, fusion y activacion.

Por otra parte, la Osteoprotegina, es una proteina soluble,
miembro de la familia del Factor de Necrosis Tumoral (FNT), que
actua cubriendo al receptor, interfiriendo asi en la sefial RANK —

RANKL.

Tanaka y cols, (2006), realizaron un estudio para establecer el
efecto de la adiciébn de nicotina sola y nicotina asociada a
Lipopolisacarido a cultivos de células osteoblasticas y células
parecidas a osteoclastos, obteniendo resultados interesantes
para entender la explicacibn del mayor indice de reabsorcién
O0sea alveolar en pacientes fumadores que en no fumadores. La
adicion de nicotina en estos cultivos de osteoblastos, produjo

una disminucion de la proliferacion celular y de la actividad de la



fosfatasa alcalina, lo que sugiere una formacion y mineralizacién

de hueso menor.

De la misma manera, la nicotina aumenta la produccién de
Prostaglandina E2, lo que a su vez conlleva a una mayor
expresion del Ligando RANK y disminucién de Osteoprotegina lo
gue favorece la union RANK- RANKL, lo cual es potenciado por
la mayor producciéon del FEC- MC, logrando la diferenciacion de
osteoclastos con la consiguiente reabsorcion (Tanaka y cols,

2006).



1. JUSTIFICACION

El tabaquismo es considerado actualmente como una de las
principales causas de morbilidad y muerte en nuestra sociedad
moderna. En los ultimos afos, el desarrollo de esta enfermedad ha
tomado un gran auge de tal manera que se ha extendido como una
epidemia en todo el mundo, lo cual ha sido influenciado por los

cambios socioeconémicos.

Actualmente los patrones de consumo del tabaco han evolucionado,
de tal manera que la prevalencia en el consumo de cigarrillos es igual
tanto en hombres como en mujeres y la edad de inicio de la
enfermedad es cada vez mas temprana, ubicAndose en los primeros
afios de la adolescencia. En este sentido, estudios han demostrado
gue en las personas que inician mas precozmente el consumo de
tabaco es mayor y los intentos para abandonarlo tienen menor éxito,
lo que hace que aproximadamente la mitad de los fumadores activos
fallecen por enfermedades relacionadas con su consumo, reduciendo
entre 20 y 25 afios la esperanza de vida de los individuos que

presentan esta adiccién (Morabia y cols, 2002).

En las ultimas décadas se ha demostrado claramente que el tabaco es
el principal factor involucrado en el proceso de carcinogénesis bucal.
Més de 4.000 sustancias pueden ser aisladas de un cigarrillo, siendo

la nicotina la sustancia responsable de la adiccién y de diversos



efectos dafinos. Esta sustancia es rapidamente absorbida por el
tracto respiratorio, la mucosa bucal y la piel, sus efectos varian segun
la dosis y el tipo de célula. También puede alterar algunas funciones
celulares, como el crecimiento, la adhesién y la sintesis de proteinas

(Taybos, 2003).

Estas sustancias interactlan directamente y en primera instancia con
los queratinocitos de la mucosa bucal, por tanto, la alteracién de
estas células contribuye al desarrollo de cambios histopatolégicos
gue posiblemente se inician con una hiperqueratosis, pasando por
varios grados de displasia hasta llegar a un carcinoma in situ o

francamente invasivo (Winn, 2001).

Si bien son alarmantes todos los efectos dafinos que producen los
derivados del tabaco en el organismo de los que consumen
activamente, actualmente también se ha demostrado que la
exposicion al tabaco ambiental produce efectos similares en aquellos

que nunca han fumado.

Es por ello que, las Organizaciones Internacionales de Salud en
conjunto con los organismos gubernamentales en cada pais realizan
esfuerzos para lograr el control del consumo de tabaco y proteger a

guienes no fuman del humo de los demas.



Existe por tanto la necesidad conocer los cambios microscopicos de
la mucosa bucal y del tejido 6seo mandibular, sometidos a la accién
guimica de los componentes quimicos del cigarrillo que son inhalados
de forma pasiva, aun cuando no exista evidencia clinica de patologia
alguna, con la finalidad de incidir positivamente en la reduccion y
prevencion de nuevos casos, asi como también apoyar las acciones

gue conlleven al cese del tabaquismo.

Por otra parte, el estudio del modelo animal nos permitiria conocer el
proceso de carcinogénesis bucal lo cual implica un impacto en el
tratamiento adecuado y descenso de la tasa de mortalidad vy

morbilidad.



I1l. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

3.1. Objetivo General.

Evaluar el efecto del humo del cigarrillo en la mucosa y el tejido 6seo

de la cavidad bucal en un modelo animal con ratas.

3.2. Objetivos Especificos.

1.

Identificar y comparar los cambios arquitectéonicos y citoldgicos
epiteliales de la mucosa bucal de ratas expuestas y no expuestas

al humo de cigarrillos.

Determinar y comparar las caracteristicas histopatolégicas del
corion de la mucosa bucal de ratas expuestas y no expuestas al

humo de cigarrillos.

Evaluar y comparar los cambios en el corion relacionados al
infiltrado inflamatorio de la mucosa bucal de ratas expuestas y no

expuestas al humo de cigarrillos.

Evaluar y comparar el nimero de vasos sanguineos en la mucosa

bucal de ratas expuestas y no expuestas al humo de cigarrillos.



5. Determinar y comparar las caracteristicas histopatologicas del
tejido 6seo de la cavidad bucal de ratas expuestas y no expuestas

al humo de cigarrillos.



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Poblacién animal:

Se incluyeron en el estudio 20 ratas hembras Rattus norvegicus,
de la cepa Sprague Dawley, entre 250 y 300 gramos de peso
(Fig. 3), las cuales fueron adquiridas en el Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas (IVIC) y trasladadas al Bioterio de
el Laboratorio de Inmunologia y Quimioterapia, del Instituto de
Biologia Experimental, Facultad de Ciencias de la UCV, para el
cuidado y mantenimiento de los animales bajo las Normas de
cuidado y uso de animales con propésitos cientificos (2004),

donde se llevd a cabo la fase experimental.

=

Fig. 3. Género: Rattds, Especie: norvegicus; Cepa: Sprague
Dawley.



Una vez trasladas a este centro, se esper6 una semana para

permitir la adaptacion de las ratas al nuevo ambiente (Fig. 4)

Fig. 4. Género:Rattus, Especie: nrvegius; Céhp;:"SpraguDawley.

4.2. Materiales.

4.2.1. Jaulas Metdlicas: Las ratas se mantuvieron en cajas
metalicas de 48 x 40 x 15 centimetros, provistas por el bioterio.
Se utilizé una caja para cada grupo de estudio, siendo
albergadas en las mismas un numero de diez (10) ratas en cada
una, respetando el 4rea de superficie minima por cada animal a

fin de evitar estrés por hacinamiento.



La porcion superior de la misma estaba constituida por una rejilla
para permitir la respiracién adecuada de los animales, y el piso
cubierto con aserrin para conformar el lecho o cama que
garantiza el confort y absorbe los desechos biol6égicos, siendo

cambiadas de forma interdiaria (Fig. 5).

Fig. 5. Caja metélica con depdsito para alimentos y agua.

4.2.2. Cigarrillos: Se seleccion6 la marca Belmont, como la
marca comercial mas frecuentemente utilizada por la poblacidn
venezolana. Se us6 un total de 35 cajetillas grandes que
contienen 20 cigarrillos y fueron administrados una cantidad

exacta de 676 cigarrillos.



4.2.3. Succionador de Gleras: Para generar el humo a partir de
los cigarrillos se utiliz6 un succionador Marca Medi Pump el cual

funcion6 a una presién minima de 80 mm de Hg (Figuras 6 y 7).

Fig. 7. Succionador de Gleras. Vista Superior



4.2.4. Mangueras plasticas: Se utilizaron dos (2) mangueras de
1 metro de longitug y 0,8 cms de diamétro, para llevar el humo
desde el extremo del filtro del cigarrillo al succionador y de la
valvula de escape de éste a la jaula con las 10 ratas
experimentales. Asimismo, se utilizé una llave para aumentar la
resistencia y a su vez disminuir la presién de aspiracién en la

manguera a la cual se conectaba el cigarrillo (Figuras 8 y 9).

Fig. 8. A. Manguera de aspiracion en la cual se int roducia el cigarrillo,
B. Manguera para expulsiéon del humo en el interior de la jaula.



Fig. 9. Llave para control de presién de aspirado d el cigarrillo:
A. Vista lateral. B. Vista Frontal.



4.2.5. Caja plastica: Se utilizé una caja plastica de 48 x 40 x 15
centimetros, a la cual se le hicieron multiples orificios en cada
pared para cubrir la jaula durante la exposicion al humo de los
cigarrillos y permitir un mayor tiempo de permanencia dentro de

la misma (Fig. 10).

Fig. 10. Caja Plastica con multiples orificios late rales.



4.2.6. Solucién Anestésica: Para el sacrificio de los animales
se utiliz6 una soluciébn de Nembutal Sodico preparado a una
doble concentracion. La solucion estuvo constituida
gquimicamente por 225 ml de agua destilada, 25 ml de alcohol

absoluto y 3 gr de Nembutal Sodico.

4.2.7. Formalina tamponada al 10%: La fijacién de las muestras
se realizd por inmersién en soluciéon de formalina, con un pH de
7.4 y constituida por: 6 g de fosfato sédico monobasico, 9,75 ¢
de fosfato sédico dibasico, 1350 ml de agua destilada, 150 ml de

formol al 10%.

4.2.8. Hematoxilina y Eosina.



4.3. Disefio Experimental:

4.3.1. Primera Etapa

La fase experimental tuvo una duraciéon de 16 semanas lo que
equivale a 74 dias de exposiciéon. Las ratas fueron separadas en

2 grupos al azar. Cada grupo se traté de la siguiente manera:

Grupo 1: Grupo control (n=10), el cual no estuvo expuesto al
humo de los cigarrillos durante la etapa experimental. Las ratas
se mantuvieron en una jaula metalica con acceso libre a comida

y agua (ad libitum) (Figura 11).
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Fig. 11. Grupo Control no expuesto al humo de cigar rillos.



Grupo 2: Grupo expuesto al humo del cigarro (n=10), el cual se
expuso al humo de 10 cigarrillos diarios durante la etapa
experimental. Las ratas se mantuvieron en una jaula metalica con
iguales dimensiones de la del grupo anterior. Los animales
tuvieron acceso libre a comida y agua (ad libitum)(Figuras 12 y

13).
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Fig. 12. Grupo Experimental expuesto al humo de cig arrillos.
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Fig. 13. Grupo experimental expuesto al humo de cig arrillos.
Vista mas cercana.



La administracion del humo de cigarrillos se realiz6 por medio de
un succionador de Gleras, el cual aspir6 un cigarrillo con una
presion minima de 80 mm de Hg, en un minuto aproximadamente,
expulsando el humo a través de una valvula y con la ayuda de
una manguera el mismo se llevé al interior de la jaula metalica
gque se mantuvo parcialmente cerrada para lograr la permanencia
del humo en contacto con las ratas por un tiempo minimo

estimado de 5 minutos (Figura 14).

Fig. 14. Disefio experimental para administracion de | humo de
cigarrillos.



Los cigarrillos fueron administrados aumentando la cantidad de
forma progresiva, comenzando con un cigarrillo hasta llegar a un
maximo de 10 cigarrillos diarios, cantidad que se mantuvo en un
periodo de 16 semanas. El tiempo de contacto con el humo de
cada cigarrillo fue de 6 minutos aproximadamente (1 minuto de
consumo del cigarrillo mas 5 minutos para la dispersion del
humo) lo que dio un total de 60 minutos diarios, para sumar 68
horas y 20 minutos de exposicion en todo el tiempo que durd la

fase experimental (Figl5h).

Fig. 15. Exposicion al humo de cigarrillos. Vista s uperior.

El humo de cigarrillos fue administrado en 74 dias, que en

términos de vida media, equivale un tiempo promedio de 5, 16



afios en el humano, dado que la vida media de las ratas Sprague

Dawley es de 2.75 afos.

4.3.2. Sacrificio de los animales.

Culminada la fase de experimentacion las ratas fueron
sacrificadas utilizando sobredosis de Nembutal Sédico, por una
puncion intraperitoneal de 3ml a una doble concentracion del
medicamento (Fig. 16). Los animales murieron al cabo de 10
minutos y la muerte era confirmada por dislocacion cervical (Fig.

17).

Fig. 16. Puncién Intraperitoneal del Nembutal Sédic o.



Fig. 17. Dislocacién Cervical del animal 10 minutos después de la
colocacion del anestésico.

4.3.3. Diseccion de Organos.

Posterior a la muerte se coloco al animal en posicién cubito
dorsal, sobre una lamina de anime, sujetandolo con la ayuda de
alfileres en las 4 extremidades para facilitar la diseccion (Fig.

18).

Fig. 18. Colocacion del animal en posicion cubito d orsal.

Posteriormente se procedid a realizar una incision longitudinal,

en forma de cruz, partiendo desde la porcion inferior hasta la



region buco-facial, seccionando el labio inferior para proceder a

exponer la mandibula (Figura 19).

Fig. 19. Incision longitudinal sobre la piel: A. Pu nto de partida
porcion inferior. B. Extension hasta labio inferior . C. Separacion de la
piel y serosa.

De la misma manera se realiz6 otra incisién para acceder a las
cavidades abdominal y toracica, retirando el esterndn y parte de
las costillas siguiendo en linea recta a través de la traquea hasta

alcanzar la porcion bucal (Fig. 20).



Fig. 20. Incision longitudinal para acceder a las c avidades
abdominal y toracica.

Se disecaron los musculos mandibulares hasta alcanzar la
articulacion témporo-mandibular, liberandola de ambos lados y
asi extraer la mandibula unida a la lengua, esdéfago, laringe,
trdquea, pulmones y corazén, seccionando en la porcion distal

del eséfago (Fig. 21).



Fig. 21. A. Diseccién de musculos mandibulares y i beracion de
articulaciones temporomandibulares. B. Mandibula y lengua adosada a
piso de boca. C. Sistema cardio — respiratorio.

Finalmente, se separ6 la cabeza del cuerpo seccionando a nivel
cervical y se realizé6 una incisién sobre el craneo, para luego
fragmentarlo y extraer el cerebro y cerebelo (Figuras 22). Por
altimo se extrajo el paladar con la mucosa que lo recubre (Figura

23)



Fig. 22. A. Incision lineal sobre el craneo. B. Des alojo del Cerebro.
C. Cerebro y Cerebelo.
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Fig. 23. Paladar.

Seguidamente se extrajeron otros érganos abdominales como

higado, bazo, pancreas y rifiones (Figura 24).



Fig. 24. Rifiones, Bazo, Pancreas, Higado, Pulmones, Corazén,
Traquea, Lengua y Mandibula.

4.3.4. Preparacion Histologica de Tejidos.

Posterior a su extraccion, los 6rganos fueron sumergidos en una
solucion de formalina tamponada al 10%, preparada a un pH de
7.4, similar al pH interno de las ratas para garantizar la fijacion
de las estructuras celulares y tisulares lo mas parecido a su

condicion en vida (Figura 25).



Fig. 25. Fijacion por inmersién en formalina tampon ada al 10%.

Las muestras de tejido lingual fueron colocadas en casetes e

introducidas en una maquina procesadora de tejidos, marca Start

Tissue — Tek II, en la cual se cumplieron las siguientes fases:

1.

2.

Deshidratacion con alcoholes de gradacion creciente.
Aclaramiento con xilol, que desplaza el alcohol para
permitir

la miscibilidad con la parafina fundida.

Embebimiento en parafina liquida.

Inclusion en parafina.

. Cortes de 5 microGmetros con un microtomo y montaje en

l[Aminas portaobjeto.

. Tincion con Hematoxilina y Eosina.



De la misma manera se procedié al procesado de las
hemimandibulas. Previamente fueron descalcificadas en
Osteomoll (4cido nitrico al 7%) por 5 dias, y luego se
continué con el proceso anteriormente descrito para la

técnica de preparaciéon de los tejido.

4.4. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz0 mediante el uso del software
SPSS version 17.0, por medio de éste se determind la frecuencia
de cada variable y se realiz6 el analisis descriptivo vy

comparativo de las variables.

El analisis descriptivo de las variables cuantitativas como el
namero de vasos sanguineos en el corion de la mucosa lingual y
el numero de lagunas 6seas en hueso mandibular se realizé al
observar las caracteristicas y cuantificar el nimero de éstos en
cada campo microscépico a una magnificacion de 40x, y se
obtuvo el promedio de un total de 10 campos estudiados. Dichas

variables fueron comparadas mediante la prueba de t de student.



Las variables cualitativas fueron estimadas y los datos
comparados mediante la Prueba no paramétrica de Mann-

Whitney.

El nivel de significancia (p) valores menores a 0,05 fueron

considerados como estadisticamente significativos.



V. RESULTADOS

5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUCOSA LINGUAL.

5.1.1. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DEL

EPITELIO.

El analisis descriptivo del epitelio de la mucosa lingual fue
dividido en: las caracteristicas atribuibles a la arquitectura del
tejido, caracteristicas morfolégicas celulares de cada capa de

dicho epitelio y caracterizacién de la patologia epitelial presente.

5.1.1. a. Queratinizacion.

La mucosa lingual de las ratas esta constituida por un epitelio
plano estratificado queratinizado, que generalmente es del tipo
ortoqueratinizado pero en algunas zonas puede mostrar un
patron de paraqueratinizacion. En este estudio un 100% de las
muestras analizadas (n= 20), es decir, la totalidad del grupo
control y del grupo expuesto al humo del cigarrillo exhibieron un

patrén de ortoqueratinizacién (Grafico 1 y Figura 27).



Grafico 1. Frecuencia del patron de queratinizacién en la

Poblacién Animal.
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Figura 26. Muestra de Mucosa Lingual. Epiteiop ano estratificado
ortoquer atinizado: A. Grupo expuesto al humo de cigarrillos, B. Grupo
Control.



5.1.1.b. Estrato Espinoso.

Al estudiar las caracteristicas de las capas celulares del epitelio
se observé una marcada acantosis presente en un 40% de la
totalidad de las muestras, correspondiendo este valor a 8 de las
10 muestras analizadas pertenecientes al grupo expuesto al
humo de cigarrillos, estando ausente en la totalidad de las
muestras del grupo control, demostrando una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos con un valor

de p= 0,0001 (Gréafico 2 y Figura 28).

Grafico 2. Distribucidén de la presencia de acantosis segun el

grupo de estudio.
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Figura 2 7. Muestra de mucosa i'ngual. Acantosis presente en el Grupo
expuesto al humo de cigarrillos (A), y ausente en e | Grupo c ontrol (B).

5.1.1. c. Capa Basal.

Con respecto al estudio de la capa basal o progenitora, en el
epitelio normal tanto del humano como de los roedores estas
células componen una capa Unica, constituida por células
cilindricas que tienen la capacidad de dividirse para formar
nuevas células. En el andlisis de las muestras se encontré6 que
s6lo un 35% (n=7) de todas las muestras analizadas mostraron
una duplicacion de esta capa progenitora, lo cual es conocido
como hiperplasia basal, sin embargo, aunque con respecto a
toda la poblaciébn es un porcentaje relativamente bajo, es
importante resaltar que representa un 70% de las muestras
pertenecientes al grupo experimental, lo cual equivale a 7 de 10

casos estudiados, por lo que se observdé una diferencia



estadisticamente significativa con respecto al grupo control

(p= 0,001) (Gréafico 3 y Figura 29).

Gréafico 3. Distribucidén de la hiperplasia basal seg  4n el grupo
de estudio.

| Monocapa

| Duplicada

Figura 28. Muestra de mucosa lingual. Hiperplasia b asal presente
en el Grupo Experimental expuesto al humo de cigarrill os (A),y
ausente en el Grupo Control (B).



5.1.1.d. Tamano del Nucleo.

Al analizar las muestras se encontré que un 60% (n= 12) de toda
la poblacion animal, es decir, 4 del grupo control y 8 del grupo
expuesto al humo del cigarrillo presentaron un aumento en el
tamafo nuclear (anisonucleosis), alterando la relacion nucleo-
citoplasma normal de las células epiteliales. Para el grupo
experimental expuesto al humo de cigarrillos, 8 de las 10 laminas
evaluadas presentaron células con nucleos aumentados de
tamafo sobretodo en la capa basal pero este hallazgo también
estuvo presente en 4 muestras del grupo control por lo que no
hubo diferencias estadisticamente significativas (p= 0,068)

(Grafico 4 y Figura 30).



Grafico 4. Distribuciéon de la anisonucleosis segun el grupo
de estudio.
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Figura 29. Muestra de mucosa | ingual. Anisonucleosis en células
de la capa basal presente en el Grupo expuesto al humo de
cigarrillos (A), y ausente en el Gr upo Control (B).



5.1.1. e. Hipercromatismo Nuclear.

En el analisis de las muestras se encontr6 que un 50% de los
casos analizados (n=5) correspondientes al grupo expuesto al
humo de cigarrillos evidenciaron la presencia de hipercromatismo
nuclear, estando ausente esta caracteristica en el 100% (n=10)
de las muestras del grupo control por lo que hubo diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (p= 0,010)

(Grafico 5 y Figura 31).

Grafico 5. Distribucion del hipercromatismo nuclear se gun el

grupo de estudio.
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Figura 30. Muestra de mucosa lingual. Hipe mo nuclear
presente en el Grupo expuesto al humo de cigarrillo s (A),y
ausente en el Grupo Control (B).

5.1.1. f. Picnosis.

Continuando con el analisis de las caracteristicas morfoldgicas
referentes al nicleo de las células se observé que la picnosis
estuvo presente en un 60% de las muestras correspondientes al
grupo expuesto al humo de cigarrillos, en el cual 6 de los 10
casos analizados demostraron la presencia de picnosis tanto en
células de la capa basal como en capas parabasales, mientras
que en el grupo control estuvo ausente en la totalidad (n=10) de
los casos analizados, lo que determin6 una diferencia
estadisticamente significativa (p= 0,014) cuando ambos grupos

de estudios fueron comparados (Grafico 6 y Figura 32).



Grafico 6. Distribucion de la presencia de picnosis segun los

grupos de

estudio.
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5.1.1. g. Mitosis.

En cuanto a la actividad replicativa en la mucosa lingual, en el
grupo expuesto al humo de cigarrillos se observo que un 60% de
la muestras (n=6) exhibieron mitosis en la capa basal del epitelio
mientras que en el grupo control se observé en 7 de los 10 casos
analizados. Mitosis parabasales fueron observadas en un 20%
(n=2) de las muestras del grupo expuesto al humo de cigarrillos y
en un 10% (n=1) de las muestras del grupo control, esto
representa un 80% (n=16) de toda la poblacién lo que demuestra
que 8 de 10 muestras analizadas en cada grupo de estudio
evidenciaron la presencia de mitosis, estando el mayor
porcentaje de ellas en la capa basal del epitelio (65%). Esto
refleja que no hubo diferencia estadisticamente significativa

entre ambos grupos (p= 0,815) (Graficos 7, 8 y Figura 33).



Grafico 7. Frecuencia de Mitosis en la poblacién an  imal.
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Grafico 8. Distribucion de la prese ncia de mitosis segun el

grupo de estudio.
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Figura 32. Muestra de mucosa lingual. Obsérvese mit osis presente
en el Grupo expuesto al humo de cigarrillos: (A) en células de
capa basal (B) y en capa parabasal del epitelio.

5.1.1.h. Patologia Epitelial.

Luego de analizar las caracteristicas y determinar los cambios
tanto citolégicos como en la arquitectura del epitelio en las
muestras, se establecié el diagnéstico de la patologia epitelial
presente, de acuerdo a los criterios establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (Barnes, y cols 2005),
demostrando que el 50% (n=10) de la totalidad de las laminas
analizadas, que corresponden al 100% de las muestras
pertenecientes al grupo expuesto al humo de cigarrillos
presentaron algun tipo de patologia epitelial, desglosandose de

la siguiente manera: un 10 % (n= 2) de las muestras analizadas



correspondientes al grupo experimental presentaron hiperplasia
epitelial (Figura 34, A), un 35% (n= 7) presentaron displasia
epitelial leve (Figura 34, B) y solo 1 (5%) evidencié una
displasia epitelial moderada (Figura 34,C), en ninguna muestra

se observd displasia epitelial severa ni carcinomas invasivos.

Por su parte todas las muestras del grupo control no exhibieron
cambios en la arquitectura ni alteraciones citoldgicas displasicas
epiteliales demostrando diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de estudio (p= 0,0001) (Graficos 9

y 10).

Grafico 9. Frecuencia de patologia epitelial en la poblacién
animal de estudio.
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Grafico 10. Di stribucién de la patologia epitelial segun el

grupo de estudio.
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Figura 33. Mu estra de mucosa | ingual del Grupo expuesto al humo
de cigarrillos . Obsérvese (A) Hiperplasia epitelial, (B) Displasia
epitelial leve, (C) Displasia epitelial moderada.



5.1.2. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DEL CORION

En el analisis descriptivo de la lamina propia o corion se tomaron
en consideracion dos aspectos principalmente: las
caracteristicas relacionadas al Infiltrado Inflamatorio y al
namero de Vasos Sanguineos presentes por campos

microscoépicos.

5.1.2.a. Caracteristicas relacionadas con el infilt rado

inflamatorio.

Al estudiar las caracteristicas del infiltrado inflamatorio, se
encontré6 que en las muestras analizadas el infiltrado presente
era de tipo crénico, siendo su intensidad variable, dependiendo
del grupo de estudio: en el grupo expuesto al humo de
cigarrillos la intensidad del mismo era mayor con respecto a la
observada en el grupo control, puesto que la tendencia fue de
leve en un 50% (n=5) a moderado igualmente en un 50% vy
distribuyéndose en el corion muy cercano al epitelio y de forma

perivascular.

En el grupo control la tendencia en cuanto a la intensidad fue de

ausente a leve con similar distribucién de las frecuencias, es



decir, 50% de las muestras para cada nivel. Esta diferencia es
manifiesta estadisticamente significativa (p= 0,007) (Grafico 11

y Figuras 35y 36).

Grafico 11. Distribuciéon de la intensidad del infiltrado

inflamatorio segun el grupo de estudi o.
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Figura 34 . Grupo expuesto al humo de cigarr illos. Infiltrado

inflamatorio leve.

Figura 35. Grupo expuesto al humo de cigarrillos. Infiltrado

inflamatorio moderado



5.1.2. b. Caracteristicas relacionadas a los vasos sanguineos.

El analisis descriptivo de los vasos sanguineos reflej6 que en el
grupo expuesto al humo de cigarrillos se observéo un valor
minimo de 1 vaso por campo y un valor maximo de 4.8 con un
promedio de 2.57 + 0.37, mientras que en grupo control se
observo valor minimo de 1.1 vaso por campo y un valor maximo
de 5.5 con un promedio de 2.69 + 0.37. Al comparar ambos
grupos de estudio se tiene una media de 2.45 + 0.257 y no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas
(p= 0.274), debido a que los mismos presentaban caracteristicas
uniformes en cuanto al tamafo y forma, asi como también en la

cantidad (Grafico 12) .

Sin embargo, a pesar de que numéricamente no hubo diferencias
notables, se observé como un dato resaltante la distribuciéon que
presentaban estos vasos sanguineos en las muestras
pertenecientes al grupo experimental expuesto al humo de
cigarrillos, en las cuales Ilos elementos vasculares se
encontraban muy cercanos al epitelio, sobre todo en los vértices

de las papilas dérmicas del tejido conjuntivo (Figura 37).



Grafico 12. Comparacion de promedios de vasos sangu ineos

entre grupo expuesto al humo de cigarrillos y grupo control.
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Figura 36. Muestra de mucosa lingual. Obsérvese vasos
sanguineos en papilas d érmicas presentes en el g rupo expuesto

al humo de cigarrillos.

5.2. ANALISIS DESCRIPTIVO DEL TEJIDO OSEO.

En las muestras analizadas correspondientes al grupo expuesto
al humo de cigarrillos se observdé un mayor niumero de lagunas
Oseas, presentando un valor minimo de 41.1 lagunas 6seas por
campo y un valor maximo de 86.5 por campo, con un promedio
de 61.45 + 4,12, mientras que en el grupo control se presenté un

valor minimo de 39.6 lagunas 6seas por campo y un valor



maximo de 67.1 por campo, con un promedio de 54.47 + 3,13.
Al comparar ambos grupos de estudio se tiene una media de
58,55 + 2.64, a pesar del mayor promedio en el niamero de
lagunas Oseas observadas en el grupo expuesto al humo de
cigarrillos la diferencia no fue estadisticamente significativa (p=

0.395) (Grafico 13, Figura 38).

Grafico 13. Comparacion de promedios de lagunas 6se as
entre grupo experimental expuesto al humo de cigarr illos y

grupo control.
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Figura 37 . Muestra de mandibula. (A). Grupo expuesto al humo de

cigarrillos. (B) Grupo control. Flechas indican lagunas o0seas.



V1. DISCUSION

La proliferacion celular es un proceso bioldogico de Vvital
importancia para todos los seres vivos, no solo en el inicio de
formacién intrauterina sino también a lo largo de toda la vida.
Este ciclo estd bajo el control de una serie de proteinas
codificadas por genes de supresion tumoral y oncogenes, cuando
ocurre una desregulacién en alguno de los dos grupos es cuando

se origina el cancer.

A raiz del incremento en el numero de personas con tabaquismo
alrededor del mundo, se han realizado diversas investigaciones
para evaluar los efectos que tienen los componentes del humo
del cigarrillo sobre la mucosa bucal tanto en fumadores activos
como en quienes inhalan de forma pasiva, estableciendo
modelos experimentales en animales para inducir la formacion de

tumores, siendo los roedores los mayormente utilizados.



A pesar de que ha sido dificil reproducir el humo ambiental que
es inhalado por humanos, estudios experimentales han simulado
y diseflado la generacién de dicho humo a partir de cigarrillos
para valorar los efectos causados por la exposicion crénica al
humo del tabaco en roedores, y se han encontrado efectos
similares sobre los tejidos los cuales han sido medidos a través
de pruebas especificas como la formacién de ADN aducto, para
demostrar la carcinogenicidad de los productos del tabaco sobre
animales de experimentacién (Lee y cols, 1992; lzzotti y cols,

1999; Husgafvel- Pursiainen, 2004).

Al respecto, lzzotti y cols (1999), reportaron que altos niveles de
ADN aducto fueron detectados en distintos 6rganos de ratas
expuestas en cuerpo completo al humo de cigarrillos. Tales
efectos también han sido reportados en otras investigaciones
con roedores que han sido expuestos al humo de cigarrillos,
como es el caso de Lee y cols (1992), que posterior a la
exposicién al humo por catorce dias consecutivos encontraron la
formacién de ADN aducto en células de pulmén y corazén, lo que

evidenciaba los efectos de los componentes del tabaco.



Partiendo del hecho que la carcinogénesis bucal es un proceso
que se da en multiples fases, Hoffmann y cols (1983),
propusieron que los componentes de la fase particulada del
humo del tabaco, como por ejemplo los hidrocarbonos aromaticos
policiclicos y los compuestos fendlicos, suelen actuar como
iniciadores en dicho proceso, mientras que los que componen la
fase gaseosa pueden jugar un rol de promotores o
cocarcinégenos, que estimulan a células que ya han sido

iniciadas.

El hecho de que en la fase gaseosa existan componentes que
funcionan como promotores reviste especial interés en la
exposicion al humo del tabaco ambiental. Si bien es cierto que
los fumadores pasivos no tienen contacto directo con los
carcinégenos que puedan iniciar el proceso, se sabe que el
cancer es multifactorial y por lo tanto pueden existir, en el
organismo de quien no fume, células iniciadas por otros agentes

oncogénicos que sean estimuladas o promovidas, favoreciendo



asi su expansion clonal y perpetuar el dafio genético en varias

células hijas.

La distribuciéon de las lesiones moleculares y celulares depende
de varios factores como lo son: la toxicocinética y fendmeno del
primer paso hepatico, metabolismo local de cada d&rgano,
eficiencia de los mecanismos de reparacion del ADN y remocidn
de ADN aducto y la tasa de proliferacion celular que influencia el
reemplazo de las células pro-mutagénicas por células no
afectadas. Todos los organismos poseen un sistema antioxidante
de defensa para prevenir que radicales libres del oxigeno
produzcan estrés oxidativo, tejidos dafiados y mutaciones, siendo
directamente dependiente de la concentracion de glutatién

transferasa en los tejidos (Parke, 1994).

De esta manera, los pequefios roedores consumen la glutatién
transferasa de los tejidos en los procesos de detoxificacion,

mientras que los animales mas grandes y los humanos utilizan el



agua, y la epoxido hidrolasa para dicho proceso, siendo ésta una
de las razones que hace a los roedores mas susceptibles a los
efectos toxicos de los radicales libres derivados de procesos
oxidativos para la activacion de carcinégenos quimicos,
exhibiendo asi mas posibilidades de desarrollar canceres

espontaneos (Parke, 1994).

Estudios han sefialado que las células epiteliales que delinean
las vias respiratorias tanto intratoracicas como extratoracicas,
asi como también la mucosa bucal y nasal, exhiben un patron
similar en la expresion de genes en respuesta al humo del
cigarrillo, en lo que respecta a aquellos responsables de la
detoxificacién, regulacion del ciclo celular y adhesién celular, lo
qgque indica que el fumar induce cambios en un campo comun de
células dafiadas a través de las vias respiratorias (Sridhar y cols,

2008).

Reportes anteriores avalan los resultados obtenidos en la
presente investigacion (Pressentin y cols, 1999; Kitakawa y cols,

2006; Caldeira y cols, 2007), en ellos se presentan cambios en el



epitelio posterior a la exposicion a carcindégenos derivados del
tabaco, bien sea por via inhalatoria, por via oral o por colocacién
de forma tépica sobre las mucosas, evidenciando que si se
produce un estimulo para que los queratinocitos reaccionen,
aumentando la tasa de proliferacion celular y desarrollando

cambios citolégicos que indican una mayor actividad nuclear.

Un ejemplo lo observamos en un estudio realizado en roedores
por Pressentin y cols (1999), donde se evalu6 la mutagenicidad
de algunos carcindgenos presentes en el tabaco (benzopirene,
benzantracene, nitrosaminas, nitrosonornicotina) sobre los

tejidos de la cavidad bucal.

Posterior al sacrificio de los animales se pudo constatar que
todos los compuestos tuvieron efectos mutagénicos sobre la
lengua y el resto de tejidos de la cavidad bucal, con efectos

similares en otros 6rganos como el pulmén, lo que demuestra su



capacidad para actuar como iniciadores en el proceso de

carcinogénesis bucal y pulmonar.

Es asi como, Gebel y cols, (2004), en una investigacion realizada
en ratas Sprague Dawley, que fueron expuestas al humo de
cigarrillos, demostraron el efecto que tiene la inhalacion de los
componentes del humo del tabaco sobre la induccion de los
genes que codifican tanto la Fase | de activacion como la Fase Il

de metabolismo de los carcinégenos quimicos.

Una principal ruta sugerida por este autor para la induccion del
cancer relacionado al humo del tabaco, es por la activacién de
los genes de la fase |, principalmente el citocromo P450
dependiente de los hidrocarbonos aromaéaticos policiclicos, los
cuales forman reactivos intermedios biolégicamente activos que
interfieren con un locus especifico del ADN resultando en
mutaciones que son iniciadoras de la carcinogénesis, siendo el

blanco principal la mutacion del gen p53 y ras.



Genes de la fase Il, tales como Ygcs y nqol son inducidos por los
compuestos fenélicos del humo del tabaco, sugiriendo que
derivados del catecol y la hidroquinona estan fuertemente
asociados a la activacién de la respuesta de los genes de esta
fase de detoxificacion en tejidos expuestos al humo del tabaco.
La accién de estos genes protege a las células de los radicales
libres, ademas estabilizan a la proteina p53 en presencia de
estrés oxidativo lo que juega un rol importante en la prevencién

del cancer (Gebel y cols, 2004).

Asi mismo, se ha encontrado en células del epitelio nasal de
ratas expuestas al humo del tabaco, proteinas codificadas por
los genes de la fase Il o de detoxificacidon, que intervienen en el
aclaramiento de xenobidticos lipofilicos a través de su
glucoronidacion, lo que los hace solubles en agua y mas
facilmente eliminados de organismo. Sin embargo, Gebel y cols,
(2004), resaltan un dato de interés observado en los tejidos de

las ratas, y es el hecho de la disminucidon de la expresion de los



genes de la fase Il en respuesta al estrés oxidativo relacionado
al humo del tabaco en aquellas ratas que fueron expuestas por
tres semanas en contraste con aquellas que fueron expuestas
s6lo 3 horas, a pesar de que, estos genes recuperan sus
funciones luego de 20 horas que se suspende el aporte de los

carcindgenos.

Esto sugiere que a pesar de que se desarrolla una respuesta
adaptativa de los genes durante exposiciones cronicas, puede
ocurrir una disminucion de la sensibilizaciéon para ser activados
por exposiciones repetidas |lo que conlleva a una respuesta
inadecuada ante el estrés oxidativo relacionado al humo del

tabaco.

En este sentido, la alteracion de estos genes en roedores por
exposicion cronica al humo de cigarrillos puede explicar los
cambios observados en la presente investigacion, en la mucosa
bucal de las ratas del grupo experimental, en las cuales se pudo
observar alteraciones en la arquitectura del epitelio y en la

morfologia de los queratinocitos.



Si bien se ha demostrado que no todos los componentes del
humo del cigarrillo inducen los mismos cambios en todos los
seres vivos, el perfil genético que varia de un individuo a otro
también influye de manera significativa en la forma en la que
responde cada tejido a los carcinégenos quimicos derivados del
tabaco, esto hace que exista una variabilidad en el desarrollo de
patologias epiteliales, pudiendo presentarse en unos una
hiperplasia en el epitelio y en otros displasias, existiendo

también variaciones aun en el grado de severidad de éstas.

En un estudio realizado en ratas por Kitano, (2000), para evaluar
como influia el perfil genético individual en el control de la
susceptibilidad o resistencia para desarrollar carcinomas en
lengua por carcin6genos quimicos, seflala que en la
carcinogénesis por quimicos hay un numero de pasos que se dan

bajo el control genético como lo son: la activacion metabdlica y



catabolismo de los carcinégenos quimicos, su acceso a los
tejidos blancos, susceptibilidad de las células blanco,
caracteristicas patofisiologicas del tejido epitelial y la capacidad

para reparar el ADN.

Las diferencias en el polimorfismo genético que influye en tales
pasos es lo que determina la susceptibilidad y resistencia de
cada individuo para desarrollar lesiones potencial o francamente
malignas. Esto corrobora los resultados obtenidos en esta
investigacién, al observar que bajo las mismas condiciones
experimentales de tiempo de exposicion y dosis de cigarrillos los
cambios en el epitelio se presentaron de tres maneras distintas:
como hiperplasia epitelial, displasia epitelial leve y displasia

epitelial moderada.

En cuanto al efecto del humo de cigarrillos sobre el epitelio,
varios estudios han demostrado que la exposicién crénica a tales

componentes produce alteraciones morfolégicas en los tejidos de



la cavidad bucal no sélo por la accidén local sino también por un
efecto sistémico de estos productos sobre las células de la
mucosa, siendo los queratinocitos los principalmente afectados.
Tal y como lo demuestra Caldeira y cols, (2007), en un estudio
realizado recientemente donde evaluaron las alteraciones
morfoldégicas ocurridas en la mucosa bucal de ratas que

recibieron nicotina por via sistémica en un lapso de 90 dias.

A través de este estudio se demostré el efecto sistémico que
tiene la nicotina sobre los queratinocitos de la mucosa bucal, ya
que se evidenciéo una disminucion del espesor del epitelio
(atrofia) en la mucosa de las ratas expuestas a la nicotina con
respecto al del grupo control, acompafado de alteraciones
citolégicas en la capa basal caracterizada por disminucién en el
tamafio del ndcleo y del area citoplasmatica. Asi mismo,
alteraciones a nivel ultra-estructural fueron encontradas en las
células de la capa basal tales como desorganizacién de la
membrana basal, nlcleo irregular e incremento en el espacio

intercelular.

Aunque los resultados obtenidos por Caldeira y cols, (2007),

difieren con los del presente estudio, se demuestra que existe un



efecto sistémico de los componentes del tabaco sobre las células
epiteliales de la mucosa bucal. En contraste con los cambios
arrojados por ese estudio, los que se presentan en esta
investigacidn corresponden mas bien a un aumento en el espesor
del epitelio, observandose una acantosis marcada en la totalidad
de los casos pertenecientes al grupo expuesto al humo de

cigarrillos.

De la misma manera, se observaron cambios citolégicos vy
estructurales en la capa basal del epitelio, pero en este caso
existido una hiperplasia basal y se evidenciéo aumento del tamafio

nuclear (anisonucleosis) en algunas células de esta capa.

En este orden de ideas, Kitakawa y cols, (2006), publican un
estudio en el cual compararon ensayos de carcinogénesis en
lenguas de ratas y hamsters utilizando dos carcindégenos,

administrados por dos vias distintas.



Los resultados obtenidos revelaron que pasadas las 4 primeras
semanas de tratamiento topico con el benzantracene, la mucosa
exhibié hiperqueratosis e hiperplasia, con un aumento en el
espesor de la capa espinosa (acantosis). A las 12 semanas la
patologia epitelial habia progresado hacia una displasia epitelial
moderada y severa con alteraciones citolégicas como
pleomorfismo e hipercromatismo. Y finalmente a las 20 semanas
se observd la presencia de carcinomas de células escamosas

bien diferenciados.

A pesar de que el disefio experimental difiere del utilizado en la
presente investigacidon, se puede apreciar el efecto que ejerce un
componente presente en el humo del tabaco sobre las células
epiteliales de la mucosa lingual. Si bien, no se determina la
cantidad exacta a la que pudo estar expuesta la poblaciéon animal
al inhalar el humo de cigarrillos los cambios histopatolégicos son
similares en la misma mucosa de estudio, puesto que luego de
16 semanas de exposicidon se pudo observar hiperplasia epitelial,
asi como también, displasia epitelial leve y displasia epitelial

moderada.



Otro estudio realizado por Tang y cols, (2004), en el cual
disefiaron un modelo experimental de carcinogénesis bucal en
roedores, utilizando 4- nitroquinolina- 1- 6xido (4NQO),
administrandola a un grupo por via oral en el agua de consumo
diario y a otro grupo de forma topica, encontraron la presencia
de lesiones tumorales después de 16 semanas, tanto en la
mucosa lingual como en el esdfago. Histopatologicamente
exhibieron incremento en el espesor del epitelio (hiperplasia
epitelial), displasia epitelial, carcinoma in situ y carcinomas de
células escamosas, identificados por la invasion hacia el tejido

conjuntivo.

Debido a que la nitroquinolina es un carcinégeno que induce
mutagénesis, las lesiones precancerosas y cancerosas en la
lengua de los roedores se desarrollaron después de un periodo
de tratamiento y de exposicion continua posiblemente por el
resultado de la acumulaciobn de mutaciones genéticas,
progresando en el tiempo desde hiperplasia y displasias
epiteliales a carcinomas invasivos, con evidencias de aumento

en la proliferacién de las células de la mucosa lingual.



Parke (1994), sefala que la activacion metabodlica de los
carcindégenos quimicos por parte del citocromo P4501, producen
un dafio al material genético de la célula progenitora que
coincide con la activacion de la Proteina kinasa C, lo que
aumenta la replicacion del ADN e induce Hiperplasia logrando
que la falla genética sea preservada y perpetuada en un clon de

células con ADN defectuoso.

Estudios muy tempranos acerca de los cambios morfolégicos de
la capa basal en desordenes potencialmente malignas, sefialan
que en los tejidos expuestos crénicamente a carcindégenos puede
ocurrir un aumento en el espesor de la capa progenitora
posiblemente explicado por el aumento de actividad metabdlica,
lo que igualmente puede ser expresado por un aumento en el
area nuclear de dichas células por incremento en la sintesis de
ADN, asi como también, por el aumento en el numero de células

(Shabana, 1987).

Dado que los componentes del cigarrillo son carcindégenos

guimicos que al ser inhalados y pasar al torrente sanguineo



pueden alcanzar las células de la mucosa bucal, los estudios
anteriormente mencionados pueden explicar los cambios
histopatolégicos observados en la presente investigacion, en
cuanto a la respuesta celular ante la exposicion crénica al humo

del cigarrillo.

El aumento en la actividad metabdlica para reparar el ADN, se
puede evidenciar por la anisonucleosis, hipercromatismo lo que a
su vez se tradujo una duplicacion de la capa basal y una
acantosis que produjeron una hiperplasia epitelial, pero conforme
la exposicibn se mantuvo en el tiempo, las células cedieron
demostrando picnosis. Asi mismo, la actividad replicativa
aumentado se hizo manifiesta a través del numero de mitosis las
cuales se presentaron de ubicacion inusual en las capas

parabasales del epitelio.

En un estudio realizado por Derka y cols, (2006), en los que
indujeron carcinogénesis bucal por quimicos en un grupo de 40
hamsters Syrian golden, se evaluaron las caracteristicas
histopatolégicas y su asociacion con la expresion de Ki-67, Bcl-2
y Bax, en la mucosa y tumores formados posterior a la aplicacién

topica.



Los autores reportaron que en el grupo que menor tiempo estuvo
expuesto al carcindégeno evidenciaron displasia epitelial,
observandose estadios mas avanzado de invasion temprana y
carcinomas bien y moderadamente diferenciados conforme
aumenté la cantidad de tiempo en contacto con el

benzantranceno.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el presente
estudio, puesto que hubo cambios histopatolégicos de displasia
epitelial en 8 de las 10 muestras analizadas del grupo

experimental expuesto al humo de cigarrillos.

Por otra parte, sumado al incremento en la proliferacion celular
gue se manifiesta como una hiperplasia epitelial, otro de los
cambios citolégicos que evidencian la presencia de displasia
epitelial es la transformacion degenerativa del nldcleo o picnosis,
lo cual ha sido demostrado por Balansky, (1999), y fue observado
en el presente estudio en el grupo de ratas expuestas al humo de

cigarrillos.



En un estudio realizado por Coggins y cols, (1992), reportaron
gue un grupo de ratas Sprague Dawley expuesto a la mayor
concentracion de humo de cigarrillos se evidenci6 cambios
histopatoldégicos en la zona mas anterior de la mucosa nasal,
correspondientes a hiperplasia epitelial e infiltrado inflamatorio

cronico con escasos polimorfonucleares.

Se han realizado investigaciones para analizar la relacion
existente entre la presencia de infiltrado inflamatorio en los
tejidos y el desarrollo del cancer y se ha encontrado una
asociacion positiva en aquellos tejidos que son expuestos a una
irritacion cronica por el humo del cigarrillo que inducen una

inflamacion subsecuente (Rakoff- Nahoum, 2006).

En cuanto a las caracteristicas del infiltrado inflamatorio
observado en la presente investigacion se tiene que a pesar que
el grado de intensidad fue mayor en el grupo experimental
expuesto al humo de cigarrillos en comparacién con el grupo

control, se pudo notar que hubo una variacién con respecto a lo



reportado en otras investigaciones, ya que infiltrado inflamatorio
de leve a moderado se observdé en asociacion a las patologias
epiteliales de menor severidad como hiperplasia y displasia
epitelial leve, mientras que en la displasia epitelial moderada

estuvo presente un infiltrado inflamatorio leve.

Se han realizado diversas investigaciones sobre la respuesta
inflamatoria a los componentes del humo del tabaco en las vias
aéreas y pulmones que son los primeros tejidos que tienen
contacto con los componentes de este gas y ha sido postulado
gque el humo del tabaco induce a los macréfagos y a las células
epiteliales pulmonares a secretar agentes quimiotacticos que son
capaces de atraer mas células inflamatorias al sitio afectado (Nie

y cols, 2008; Kubo y cols, 2005).

En vista que la inflamacion inducida por el humo del tabaco
juega un rol importante en el desarrollo de la enfermedad

pulmonar obstructiva crénica, se ha reportado que en esta



enfermedad hay un incremento en el numero de células CD8 en
el epitelio y submucosa, y ademas estos leucocitos expresan el
receptor CXCR3 el cual se une a su ligando especifico
produciendo un mayor reclutamiento de células T bajo la accién

del humo del tabaco (Nie y cols, 2008).

Bajo la accién del humo del tabaco sobre los tejidos los
leucocitos infiltran las vias aéreas y pulmones desencadenando
el proceso inflamatorio y promueven el dafio tisular por la
produccion de diversas citoquinas tales como IL-4, IL-8, IFNy Yy

FNTq.

Los elevados niveles de IL-8 en ratones pueden estimular una
respuesta citotéxica en los linfocitos CD8 manteniendo su
memoria y asegurando su supervivencia. En el estudio realizado
por Nie y cols, (2008) para evaluar la respuesta inflamatoria
posterior a la exposicién al humo del tabaco a corto plazo en
ratones con deleccién del gen CXCR3, se encontré que a pesar
del estimulo proinflamatorio del humo hubo una disminucién en la
cantidad de linfocitos CD8 tanto en las vias aéreas como en el

pulmon.



Sin embargo, otros reportes muestran el efecto inductor del
estroma, y es que las células inflamatorias, proveen de
nutrientes y sefales proliferativas necesarias para el
crecimiento de las nuevas células que han adquirido un ADN
dafiado, aunque, en un primer contacto, el huésped tiene un
mecanismo de defensa dedicado a percibir y eliminar las células

transformadas (Rakoff- Nahoum, 2006).

Asi mismo se ha observado que la infiltracion de células
inflamatorias esta asociada a la presencia de lesiones malignas,
el cual se incrementa conforme va progresando la patologia
epitelial, es decir en la evoluciobn desde una hiperqueratosis
progresando a displasias epiteliales hasta llegar al carcinoma de

células escamosas (Gannot y cols, 2002).

Estos autores sefialan que, estas fases hacia la malignidad
tienen distintos perfiles inmunoldégicos, cuando el status
histopatolégico progresa 'y adquiere caracteristicas de
malignidad el infiltrado inflamatorio cambia de células no

especializadas a Linfocitos T y B, pero este cambio es gradual, y



alcanza un pico maximo con las lesiones que exhiben displasia

epitelial moderada o severa.

En este sentido, Liu y cols, (2007), reportaron que existen
ciertas células inflamatorias asociadas a las células tumorales
de los carcinomas de células escamosas, tales como macrofagos
y linfocitos. Los macréfagos asociados a tumores pueden
representar hasta el 70% de las células leucocitarias presentes
en el estroma y ha generado controversias sobre su papel en la

promocion o inhibicién en la progresion tumoral.

Ultimamente se ha conocido que estos macrofagos son una
importante fuente de factores proangiogénicos, que estimulan la
proliferacion de las células endoteliales, su migracién y su
diferenciacion. La angiogénesis también es facilitada por
proteasas liberadas por los macro6fagos, tales como las
metaloproteinasas 1, 2, 3, 9, 12 y la uroquinasa activadora del

plasminogéno (Liu y cols, 2007).

La accidon de todas estas proteasas degradan la membrana basal
de las ceélulas endoteliales y otras proteinas de la matriz

extracelular, desestabilizando la vasculatura local y permitiendo



la migracion y proliferaciéon de las células endoteliales formando
asi nuevos vasos que sigan nutriendo a las células tumorales.
Esta actividad proteolitica también favorece la migracién vy
extravasacion de estas células tumorales en el proceso

metastasico (Liu y cols, 2007).

La angiogénesis o neoformacion de vasos sanguineos es un
factor fundamental en el crecimiento, invasion y metastasis de un
tumor. Un significativo aumento de la vascularidad ocurre
durante la transicion de una mucosa normal, pasando por los
diferentes grados de displasia hasta llegar al carcinoma de
células escamosas invasivo (Liu y cols. 2007, Hanahan vy

Weinberg, 2000).

Se ha demostrado que un adecuado aporte sanguineo es
necesario para el desarrollo de los tumores (Liu y cols. 2007),
sin embargo, llama la atencién que en el presente estudio no se
observé aumento en el niumero de vasos sanguineos en el grupo

expuesto al humo de cigarrillos.



Si bien algunos autores han apoyado el incremento de la
vascularidad por estimulos de los productos del cigarrillo, otros
autores han sefialado a través de estudios in vitro y en humanos
la disminucibn del numero de vasos subepiteliales,
principalmente en las vias aéreas y el parénquima pulmonar, y
también de forma sistémica (Yamada y cols, 2008; Nagai y cols,

2005).

En un estudio comparativo realizado por los autores
anteriormente citados, donde se evaluo la microvasculatura
subepitelial entre fumadores y no fumadores se encontré6 una
disminucién de la densidad y en el diametro de los vasos
sanguineos en los fumadores lo que podia sugerir ademas una

disminucién en el flujo sanguineo local.

Esto puede explicar, en parte, el hallazgo en relaciéon a los vasos
sanguineos presentados en esta investigacion, a pesar de que
no hubo diferencias estadisticamente significativas en la
cantidad de vasos en las muestras pertenecientes al grupo
expuesto al humo de cigarrillos con respecto al grupo control, la
ubicacion tan proxima al epitelio, de manera caracteristica en el

vértice de las papilas dérmicas podria proveer el aporte



sanguineo necesario para suplir la demanda de nutrientes

requeridos por las células proliferando de forma incrementada.

Con respecto, a los cambios en el tejido O0seo investigaciones
han reportado que existe un efecto antiproliferativo sobre los
osteoblastos y las condiciones para la reabsorcion 6sea se ven
favorecidas por induccion de la nicotina en la produccion de
proteasas que degradan las fibras de la matriz extracelular y
ademas estimulan la diferenciacién, activacion y fusion de los
osteoclastos lo que se traduce en una menor formacién de hueso
y reabsorcion 6sea incrementada (Katono y cols, 2009; Tanaka y

cols, 2006; César — Neto, 2006; Henemyre y cols, 2003).

En la presente investigacibn no se presentaron cambios
estadisticamente significativos en relacion al numero de lagunas
Oseas entre el grupo experimental y el grupo control, pero a
través de la representacion grafica se puede inferir que el tejido
del grupo expuesto al humo del cigarrillo pudiese demostrar un
mayor numero de lagunas con una mayor exposicién tanto en

tiempo como en dosis de cigarrillos.



VII. CONCLUSIONES

La exposicion crénica al humo del cigarrillo produjo cambios en
la mucosa bucal de ratas, que alteré la arquitectura del tejido
epitelial, por induccién de la proliferacion celular que se hizo
manifiesta a través de la duplicacion de la capa basal y aumento
del espesor del estrato espinoso, sin afectar el patrén de

gueratinizacion.

Los componentes del humo del cigarrillo estimularon una mayor
actividad nuclear que condujo a la manifestacion de alteraciones
citolégicas en los queratinocitos lo cual fue expresado como

hipercromatismo y picnosis nuclear.

El humo del cigarrillo no fue capaz de alterar la tasa de mitosis
del epitelio de la mucosa lingual, sin embargo, cambios

nucleares como picnosis fueron inducidos.



El humo del cigarrillo produjo cambios en el epitelio que variaron
desde una hiperplasia epitelial, displasia epitelial leve hasta una
displasia epitelial moderada, sin producir lesiones clinicamente

evidentes.

La exposicion repetida al humo del cigarrillo indujo una
respuesta inflamatoria cronica en el corion de la mucosa bucal,
provocando la infiltracion de células inflamatorias que variaron
de intensidad leve a moderada dependiendo de los cambios

epiteliales.

No se observaron cambios relacionados al tamafio y namero de
vasos sanguineos en el corion de la mucosa bucal por efecto del
humo de cigarrillos, sin embargo, la exposicién crénica a los
componentes tabaquicos pudo influir en la ubicacién de estos en
proximidad al epitelio, lo cual sugiere que debido a la intensa
actividad metabdlica de las células que experimentan cambios
por efecto de los componentes del tabaco necesitan un mayor

aporte de nutrientes para suplir la demanda.



Los cambios histopatolégicos por efecto del humo del cigarrillo
en el tejido O0seo de la cavidad bucal de las ratas del grupo
experimental expuesto al humo de cigarrillos sugieren que existe
una tendencia a demostrar cambios en el niumero de lagunas
Oseas directamente proporcional al tiempo de exposicion al

humo de cigarrillos.
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