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RESUMEN

Introduccién: El propésito de esta investigacion fue evaluar el efecto del humo del tabaco en la mucosa bucal
“in vivo” usando un modelo animal.

Materiales y métodos: La poblacién de estudio estuvo constituida por 20 ratas hembras Sprague Dawley, 10
expuestas al humo de 10 cigarrillos diarios por 16 semanas (GEC) y un grupo control no expuesto (GC). Las ratas
fueron sacrificadas y se extrajo la lengua para su estudio histopatolégico. Variables categéricas fueron compara-
das mediante la prueba U de Mann-Whitney. Valores p <0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
Resultados: La mucosa lingual del GEC mostré mayores cambios epiteliales proliferativos que el GC, como
hiperplasia basal (p= 0,001), acantosis (p= 0,0001), hipercromatismo y picnosis nuclear (p= 0,010 y 0,014
respectivamente), y displasia epitelial (p= 0,0001). En el corion de la mucosa del GEC se observé un incre-
mento del infiltrado inflamatorio crénico (p= 0,007); y aunque no hubo aumento en el nimero de vasos
sanguineos en el GEC, es importante resaltar que la ubicacién de los mismos fue muy préxima al epitelio de
revestimiento expuesto al tabaco.

Discusion: El presente estudio, usando un modelo animal, demuestra que el humo del tabaco induce cambios
precoces en la arquitectura tisular y morfologia de células epiteliales de la mucosa bucal de aspecto macros-
cdpicamente sano.
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SUMMARY

Introduction: The purpose of this study was to evaluate the histopathological changes in oral tissues of rats
exposed to tobacco smoke.

Materials & methods: 20 female rats Sprague Dawley were included in the study and 10 rats exposed to
environmental tobacco smoke of 10 cigarettes daily for 16 weeks. All animals were sacrificed and tissues
extracted, died using HGE and finally evaluated under light microscope. Categorical variables were compared
using U Mann-Whitney test. P values<0.05 were considered statistically significant.

Results: Oral mucosa of rats exposed to tobacco showed augmented epithelial changes as basal hyperplasia
basal (p= 0,001), acanthosis (p= 0,0001), nuclear hyperchromatism and picnosis (p= 0,010 y 0,014
respectively), and epithelial dysplasia (p= 0.0001). Increased chronic inflammatory infiltrate was also observed
in this group (p= 0.007), as well as, a higher number of blood vessels although difference was not statistically
significant.

Discussion: Tobacco inhalation showed to produce tissue alterations of macroscopically healthy mucosa of
rats. This study, using an animal model, demonstrated microscopical oral mucosa changes produced by
tobacco smoke without clinical alterations.
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INTRODUCCION

El tabaquismo, hoy en dia, ha sido definido como
una enfermedad crénica contagiosa caracterizada por
una dependencia a la nicotina, que cursa con perio-
dos de abstinencia y recaidas, asociada a todas las
formas de consumo del tabaco (1). Debido a la alta
frecuencia del consumo de tabaco inhalado, diver-
sos estudios han reportado los efectos producidos
por la exposiciéon de forma pasiva al humo que se
produce, cuyos constituyentes hacen que sea un gas
menos acido mas facilmente absorbible (2-4).

Diversos componentes del tabaco han sido implica-
dos en el proceso de carcinogénesis bucal, el cual se
da en multiples fases y requiere la adquisicién de
propiedades fundamentales como autoproliferacién
celular, insensibilidad a las senales antiproliferativas,
evasion de la apoptosis, potencial replicativo ilimita-
do, mantenimiento de la vascularizacién, invasion a
los tejidos y metastasis (5). Ciertos elementos de la
fase particulada del humo del tabaco como, por
ejemplo, los hidrocarbonos aromaticos policiclicos y
los compuestos fendlicos, suelen actuar como ini-
ciadores en dicho proceso, mientras que los que
componen la fase gaseosa pueden jugar un rol de
promotores o cocarcinégenos, que estimulan a cé-
lulas que ya han sido iniciadas (6,7).

En tal sentido, se tiene que una vez que dichos com-
puestos se encuentran en el organismo sufren un pro-
ceso de metabolizacion del cual se liberan productos
que se unen covalentemente al ADN de las células
produciendo dano al material genético y evasion de
los mecanismos de reparacién celular por inhibicién
del gen p53, traduciéndose en un aumento de la activi-
dad replicativa y proliferativa induciendo cambios cito-
légicos y estructurales de los tejidos, siendo el tejido
epitelial uno de los principalmente afectado (8-12).
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Partiendo del hecho de que existe una progresién en
los cambios microscépicos antes que puedan evi-
denciarse cambios macroscépicos en los tejidos
bucales por accién de dichos compuestos, el propo-
sito de este trabajo fue evaluar el efecto microscépi-
co de la exposicion crénica al humo del cigarrillo en
la mucosa bucal de ratas.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion animal

Se incluyeron en el estudio 20 ratas hembras Rattus
norvegicus, de la cepa Sprague Dawley, entre 250 y
300 gramos de peso, las cuales fueron adquiridas en
el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
y trasladadas al Bioterio del Instituto de Biologia Ex-
perimental, Facultad de Ciencias de la Universidad
Central de Venezuela, para el cuidado y mantenimien-
to de los animales bajo las “Normas de cuidado y
uso de animales con propésitos cientificos ano 2004”
(13), donde se llevé a cabo la fase experimental.

Protocolo de administracion del humo de
cigarrillos

La fase experimental tuvo una duracién de 16 sema-
nas (74 dias de exposicion). Las ratas fueron separa-
das en 2 grupos al azar, 10 de ellas constituyeron el
grupo expuesto al humo del cigarrillo (GEC) y 10
fueron el grupo control no expuesto (GC).

Para la administracion del humo de cigarrillos el gru-
po que seria expuesto era colocado en un lugar ais-
lado del grupo control para evitar el minimo contac-
to de este ultimo al humo. Dicha administracién se
realizé por medio del succionador de Gleras, el cual
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aspiré un cigarrillo con una presién minima de 80
mm de Hg, en un minuto aproximadamente, expul-
sando el humo a través de una vélvula y con la ayuda
de una manguera el mismo se llevo al interior de la
jaula metélica que se mantuvo parcialmente cerrada
para lograr la permanencia del humo en contacto
con las ratas por un tiempo minimo estimado de 5
minutos (Fig. 1).

Los cigarrillos fueron administrados aumentando la
cantidad de forma progresiva, comenzando con un
cigarrillo hasta llegar a un méaximo 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 més 5 minutos
para la dispersiéon del humo) lo que dio un total de
60 minutos diarios.

Culminada la fase de exposicién las ratas fueron sa-
crificadas utilizando sobredosis de Nembutal sédico.
Posterior a la extraccién de la lengua, el 6rgano fue
sumergido en una solucién de formalina tamponada
al 10%, preparada a un pH de 7,4.

Variables y andlisis estadistico

El anélisis descriptivo de la mucosa lingual fue divi-
dido en caracteristicas arquitectonicas y citolégicas
del epitelio e intensidad del infiltrado inflamatorio
presente asi como cantidad de vasos sanguineos en
el corion. El analisis estadistico se realiz6 mediante
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Fig. 1. Sistema de administracién del humo del tabaco.

el uso del software SPSS versién 17.0, por medio de
éste se determind la frecuencia de cada variable y se
realiz6 el andlisis descriptivo y comparativo de las
variables. Las variables cualitativas fueron estimadas
y los datos comparados mediante la Prueba no para-
métrica de Mann-Whitney. El nivel de significancia
fue establecido en 0,05 (o.= 0,05) y valores p meno-
res a 0,05 fueron considerados como estadistica-
mente significativos.

RESULTADOS

En cuanto a las caracteristicas estructurales del epi-
telio, el GEC mostré6 mayores cambios proliferativos
que el GC, observandose una marcada acantosis
presente en 8 de las 10 muestras analizadas (80%) e
hiperplasia basal (70%), estando ausente en la totali-
dad de las muestras del grupo control con diferen-
cias estadisticamente significativas de (p= 0,0001 y
0,001, respectivamente). Cambios citolégicos impor-
tantes como hipercromatismo (50%) y picnosis nu-
clear (60%) también estuvieron presentes en mues-
tras del GEC con valores de p= 0,010 y 0,014.

En base a las caracteristicas presentes se diagnosti-
c6 la patologia epitelial presente siguiendo los crite-
rios establecidos por la Organizacién Mundial de la
Salud (14): del GEC, un 10 % (n= 2) de las muestras
analizadas presentaron hiperplasia epitelial (Fig. 2A),
un 35% (n= 7) presentaron displasia epitelial leve
(Fig. 2B) y s6lo 1 (5%) evidenci6 una displasia epite-
lial moderada (Fig. 2C), estos rasgos histopatolégi-
cos estuvieron ausentes en el GC y en ninguna mues-
tra se observo displasia epitelial severa ni carcinomas
invasivos.

Con respecto a los cambios observados en el corion
de la mucosa lingual, el infiltrado inflamatorio pre-
sente era de tipo crénico, con una tendencia de leve
a moderada en las muestras analizadas del GEC y de
ausente a leve en el GC, esta diferencia es manifiesta
estadisticamente significativa (p= 0,007) (Fig. 3).

Por otra parte, no hubo diferencias estadisticas en
cuanto a la cantidad de vasos sanguineos presentes
en las muestras de ambos grupos de estudio, sin
embardo, es resaltante la ubicacién muy préxima al
epitelio observada en las muestras del GEC (Fig. 4).
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Fig. 2. Patologia epitelial presente en mucosa lingual de ratas expuestas al humo del cigarrillo, tincion H-E. A: Hiperplasia Epitelial; B: Displasia
epitelial leve; C: Displasia epitelial moderada.

DISCUSION

Estudios con roedores han demostrado que compo-
nentes del tabaco inducen cambios precoces en la
arquitectura tisular y morfologia de células epitelia-
les de la mucosa bucal, evidenciando que posterior
a la exposicién a carcindgenos derivados del cigarri-

Fig. 3. Infiltrado Inflamatorio de intensidad moderada en el corion
de la mucosa lingual de ratas del GEC. Tincién H-E.
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llo, bien sea por via inhalatoria, oral o de forma t6pi-
ca sobre las mucosas, se produce un estimulo sobre
los queratinocitos, los cuales reaccionan aumen-
tando la tasa de proliferacién y desarrollando cam-

Fig. 4. Ubicacién subepitelial de vasos sanguineos en el corion de la
mucosa lingual de ratas del GEC. Tincién H-E.
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bios citolégicos que indican una mayor actividad
nuclear (15-17).

En investigaciones realizadas en ratas Sprague
Dauwley, expuestas al humo de cigarrillos, se obser-
v6 que los componentes del humo del tabaco sobre
la induccién de los genes que participan en el meta-
bolismo de los carcindgenos quimicos, siendo una
ruta sugerida para la carcinogénesis la activacién de
los genes de la fase |, principalmente el citocromo
P450 dependiente de los hidrocarbonos arométicos
policiclicos, los cuales forman reactivos intermedios
biol6gicamente activos que interfieren con un locus
especifico del ADN resultando en mutaciones que
son iniciadoras de la carcinogénesis, siendo el blan-
co principal la mutacién del gen p53 y ras, lo cual ha
sido corroborado en investigaciones més recientes
en mucosa bucal de humanos (18, 19). En este sen-
tido, la alteracion de estos genes en roedores por
exposiciéon crénica al humo de cigarrillos puede ex-
plicar los cambios observados en la presente investi-
gacioén, en la mucosa bucal de las ratas del GEC, en
las cuales se pudo observar alteraciones en la arqui-
tectura del epitelio y en la morfologia de los querati-
nocitos (20-22).

En la presente muestra de estudio se pudo eviden-
ciar cambios epiteliales como anisonucleosis e hi-
percromatismo, con incremento proliferativo en la
capa basal y estrato espinoso que produjeron una
hiperplasia epitelial, pero conforme la exposicién se
mantuvo en el tiempo, las células comenzaron a ce-
der demostrando picnosis.

No obstante, la respuesta desarrollada ante la expo-
sicién a los carcinégenos varia de un individuo a
otro determinado por el perfil genético, en la carci-
nogénesis por quimicos hay un nimero de pasos
que se dan bajo el control genético como lo son la
activacion metabdlica y catabolismo de los carciné-
genos quimicos, su acceso a los tejidos blancos,
susceptibilidad de las células blanco, caracteristicas
patofisioldgicas del tejido epitelial y la capacidad para
reparar el ADN (23, 24). En resultados obtenidos se
observé que bajo las mismas condiciones experimen-
tales de tiempo de exposicion y dosis de cigarrillos
los cambios en el epitelio se presentaron de tres
maneras distintas: como hiperplasia epitelial, displa-
sia epitelial leve y displasia epitelial moderada.

En cuanto a las caracteristicas del infiltrado inflama-
torio 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 cigarri-
llos en comparacién con el grupo control, se pudo
notar que hubo una variacién con respecto a lo re-
portado en otras investigaciones, ya que infiltrado
inflamatorio de leve a moderado se observé en aso-
ciacién a las patologias epiteliales de menor severi-
dad como hiperplasia y displasia epitelial leve, mien-
tras que en la displasia epitelial moderada estuvo
presente un infiltrado inflamatorio leve.

Se ha encontrado una asociacién positiva en aque-
llos tejidos que son expuestos a una irritacién créni-
ca por el humo del cigarrillo que inducen una infla-
macién subsecuente. La infiltracién de células
inflamatorias esté asociada a la presencia de lesio-
nes malignas, el cual se incrementa conforme va
progresando la patologia epitelial, es decir en la evo-
lucién desde una hiperqueratosis progresando a dis-
plasias epiteliales hasta llegar al carcinoma de célu-
las escamosas (25-27).

Finalmente, diversos estudios han apoyado el in-
cremento de la vascularidad por estimulos de los
productos del cigarrillo, otros han senalado a tra-
vés de estudios in vitro y en humanos la disminu-
cién del nimero de vasos subepiteliales, principal-
mente en las vias aéreas y el parénquima pulmonar,
y también de forma sistémica (28, 29). El hallazgo
en relacién a los vasos sanguineos presentados en
esta investigacion, en las muestras pertenecientes
al grupo expuesto al humo de cigarrillos con respec-
to al grupo control, la ubicacién tan préxima al epi-
telio, de manera caracteristica en el vértice de las
papilas dérmicas podria proveer el aporte sanguineo
necesario para suplir la demanda de nutrientes re-
queridos por las células proliferando de forma incre-
mentada (30).

Estos resultados sugieren que la inspeccion visual y
el examen rutinario bucal no parecieran ser el méto-
do ideal para la prevencién y deteccion de desérde-
nes potencialmente malignos ya que los cambios
microscépicos no son visibles clinicamente, al me-
nos en las etapas tempranas de exposicion al taba-
quismo. El presente estudio, usando un modelo ani-
mal, demuestra que el humo del tabaco induce
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cambios precoces en la arquitectura tisular y morfo-
logia de células epiteliales de la mucosa bucal de
aspecto macroscépicamente sano.
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