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ABREVIATURAS
A: Alcohol.
AA: Acetaldehido.
aC: Area celular.
ADH: alcohol deshidrogenasa.
ADN: Acido desoxirribonucleico.
ALDH: acetaldehido deshidrogenasa.
B: Reactividad en estrato basal.
BP: Benzopirenos.
CA: Anhidrasa carbonica.
CARP: Anhidrasa carbonica relacionada a proteina.
CB: Cancer bucal.
CCEB: Carcinomas de células escamosas bucales.
cGMP: Guanosina monofosfato ciclico.
CHs-CH.-OH: Alcohol etilico o etanol.
CIS: Carcinoma in-situ.
CNS: Sistema nervioso central.
CYP: Citocromo P450.
dL: Decilitro.
eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial.
EBV: Virus Epstein-Barr.
FAD: Flavina adenina dinucleétido.
FMN: Flavina mononucle6tido.
FNT a: Factor de necrosis tumoral a.
FSM: Fibrosis de la sub-mucosa.
H: Homogénea.
HIF: Factor inducible de hipoxia.
H>0>: Peroxido de hidrogeno.
HSV: Virus herpes hominis.
IARC: Agencia internacional para la investigacion del cancer.
IC: Intervalo de confianza.
IL6: Interleuquina 6.
INOS: Oxido nitrico sintasa inducible.
IX: Nueve.
M: Mate.
M: Reaccion en estrato medio.
MEQS: Sistema microsomal oxidativo del etanol.



NADP: Nicotinamida adenina dinucleétido.
NNAL: 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol.
NNN: Nitrosonornicotina.

NNK: cetona nitrosamina nicotina.

ON: Oxido nitrico.

NO:: Nitrito.

NOs: Nitrato.

NOS: Oxido nitrico sintasa.

NONS: Oxido nitrico sintasa neuronal

‘OH": Oxidrilos.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
OR: Odd ratio.

OSMF: Fibrosis de la sub-mucosa.

P: Parcheada.

PAP: Papanicolaou.

PAH: Hidrocarburos aromatico policiclicos.
pC: Perimetro del citoplasma.

pN: Perimetro del ndcleo.

S: Reaccion en estrato superficial.

T: Tabaco.

TAM: Tabaco, alcohol y mate.

VPH: virus del papiloma humano.



RESUMEN

El cancer bucal es multifactorial, la mayor parte de los autores coinciden en
afirmar que la asociacion del consumo de tabaco y alcohol aumenta el riesgo de
desarrollo. Sin embargo el aumento del ndmero de casos sin los factores
tradicionales ha llevado a considerar otros factores como enfermedades e
infecciones bucales, higiene oral deficiente, mal estado bucal, traumatismo
cronico, una dieta deficiente, factores de caracter ambiental y otros llamados
emergentes como la infeccién por virus del papiloma humano y el consumo de

mate.

Objetivo: Analizar la expresion de marcadores de malignidad en células
exfoliadas y biopsias de la mucosa bucal, en voluntarios consumidores de tabaco,

alcohol y mate.

Material y métodos: Se incluyeron 80 individuos voluntarios adultos sanos; que
asistieron de forma espontanea a las catedras de Estomatologia A y B de la
Facultad de Odontologia de la UNC. Se obtuvieron células con citobrush de tres
zonas de la mucosa bucal clinicamente sana del lado derecho: A-piso de boca, B-
mucosa yugal y C- paladar blando. En pacientes con lesiones estomatolégicas que
requerian extirpacion quirdrgica se separd un sector de mucosa sana de la biopsia
(7 pacientes con habitos y 9 sin habitos), y se determind la expresion de NOS2 y
CA-IX mediante Inmunohistoquimica Se aplicé el test de Kruskal Wallis.

Resultados: En el presente trabajo se observo que las personas que consumian
tabaco, alcohol y mate, en forma individual o conjunta, presentaron una reduccion
en la relacion N/C siendo mas evidente con la intensidad del habito. En biopsias
de mucosa bucal clinicamente normal de pacientes consumidores de tabaco,
alcohol y mate mostraron mayor de positividad de NOS2 y CA IX con diferentes
grados de expresion a nivel epitelial. Mientras que las mucosas sin factores de

riesgo con ambos marcadores, resultaron débilmente o no reactivas.



Conclusion: Los cambios morfolégicos observados permiten establecer que el
consumo de tabaco, de alcohol y de mate en exceso produce alteraciones celulares
que podrian asociarse a cambios tempranos de una cancerizacion de campo. La
presencia de de NOS2 y CA-IX nos confirman el dafio celular observado en la
citomorfometria, aln cuando todavia no se habian evidenciado cambios clinicos
ni histopatolégicos en la mucosa bucal. La presente observacion puede significar
un aporte al conocimiento de la biologia de los cambios iniciales de la

carcinogeénesis.



Summary

Oral cancer (OC) is a multifactorial disease, most of the authors agree that the
association with tobacco and alcohol consumption increases the risk of
development. The increase in the number of cases without the traditional factors,
has led to consider other risk factors such as poor oral hygiene, poor oral
condition, chronic trauma, poor diet, environmental factors and others as human

papilloma virus infection and mate consumption called emerging factors.

Objective: To analyze the expression of markers of malignancy in exfoliate cells
and biopsies of the normal oral mucous of volunteers consuming tobacco, alcohol

and mate.

Patients and methods: 80 healthy volunteers were included. Cells were obtained
with citobrush from three locations of clinically healthy oral mucosa of the right
side: A-floor of the mouth, B- buccal mucosa and C- soft palate. In patients with
oral lesions requiring surgical treatment, a section of healthy mucosa biopsy was
obtained (7 patients with habits and 9 without habits) were studied. The
expression of NOS2 and CA IX was analyzed by immunohistochemistry. Kruskal

Wallis test was applied.

Results: In this study it was found that individuals who smoke or consumed
alcohol and matte, individually or jointly, showed a reduction in N / C ratio being
more evident with the intensity of the habit. In clinically normal biopsies of
smokers, alcohol and matte consumers, oral mucosa showed higher positivity for
CA-1X and NOS2, with different degrees of expression at the epithelial level;

while patients without risk factors, were weakly or not reactive with both markers.

Conclusion: The morphological changes observed allow us the conclusion that
consumption of tobacco, alcohol and mate in excess, produces cellular changes
that may be associated with early changes in a field cancerization. The presence of
NOS2 and we CA-IX confirm the cell damage observed in the cytomorfometry,
although not yet had shown non clinical or histopathological changes in the oral
mucosa. This observation may mean a significant contribution to the knowledge

of the biology of the initial changes of carcinogenesis.



INTRODUCCION

La mayor parte de los autores coinciden en afirmar que la asociacion del consumo
de tabaco y alcohol aumenta el riesgo de desarrollo del cancer bucal (1-30, 45, 48,
70); también se han descripto otros factores de riesgo como enfermedades e
infecciones bucales, higiene oral deficiente lo que produciria un sobrecrecimiento
bacteriano, mala salud bucal, mal estado dental(8, 16, 26,31-37, 38, 43, 47),
trauma dentario o protético (38, 39), dieta con bajos niveles de nutrientes (16, 20,
26, 37, 40-42, 44, 46, 49, 50),consumo de mate (51-58), herencia (16, 18, 26, 40,
43, 59-61), factores de caracter ambiental (26), como también la posibilidad de
intervencion de algunos virus como el del papiloma humano (HPV) (16, 18, 26,
40, 62-64, 69-71, 75, 76), el virus herpes hominis (HSV) vy el virus de Epstein-
Barr (EBV) (44,65-68,72-74).

El tabaco como factor de riesgo

El tabaco es una solanacea tipica de América que posteriormente fue llevada a
Europa. Los nativos de América inhalaban o masticaban la planta con nicotina
para estimular el sistema nervioso central (91, 109, 110). Cuando una persona
inhala el humo del cigarrillo, la nicotina que se encuentra en él se absorbe
rapidamente en el torrente sanguineo a través de los pulmones y la mucosa oral y
alcanza el cerebro en siete segundos. Una vez en el cerebro, la nicotina produce
una sensacién placentera que lleva a través del tiempo a la adiccion (79, 83, 84,
91, 109). La nicotina aumenta el estado de alerta del usuario e intensifica el
desempefio mental, la frecuencia cardiaca y la presion arterial, y disminuye el
flujo sanguineo al miocardio. Esta sustancia también estimula la liberacion de
epinefrina, que a su vez incita al sistema nervioso central a liberar beta endorfinas
que pueden inhibir el dolor (91, 109).

A partir de los afios 40 se iniciaron investigaciones para relacionar el tabaquismo
con la aparicion de determinadas enfermedades, principalmente respiratorias y

pulmonares (106).

El tabaco es reconocido por su asociacion epidemiologica con numerosos tipos de

cancer, habiéndose aislado mas de 4000 compuestos quimicos toxicos,



mutagénicos y carcinogénicos que junto con el alcohol, son considerados los
principales factores de riesgo en el desarrollo del cancer bucal. (1, 8, 20, 25, 28,
33, 30, 44, 45). El papel independiente de cada uno de ellos parece estar claro, sin
embargo el resultado de su asociacion, permite ser explicado por tres modelos
posibles: -un modelo aditivo: en el que se suman los efectos producidos por cada
factor en forma independiente; - uno exponencial: seguin el cual los efectos se
multiplicarian y -el modelo sinérgico o intermedio apoyado por la mayor parte de
los autores que consideran que el efecto producido por ambos factores, es superior
a la simple suma de sus efectos de forma independiente (1, 3, 15, 24, 111). Se ha
demostrado que el uso de tabaco tiene un efecto carcinégeno directo sobre el
epitelio de la cavidad bucal, pero su asociacién con alcohol aumentaria el riesgo
en 6 a 15 veces, en relacién a una persona que no tiene ninguno de estos habitos
toxicos (6, 103, 104, 105).

Estar en contacto con el humo de cigarrillo es arriesgado, el riesgo de cancer oral
es 87% mayor en aquellos que nunca han fumado, pero que han sido expuestos al
mismo en forma pasiva o tabaquismo involuntario (9, 77). Todas las formas de

tabaco son carcinogénicas y capaces de causar cancer (3, 9, 78, 79,92-94).

La nicotina no es un carcindgeno, resulta citotoxico y puede actuar como co-
factor en la carcinogénesis, esta sustancia es el principal alcaloide psicoactivo del
tabaco y a través del tiempo es adictivo (79, 83, 84, 91). Estudios in vivo
muestran que la nicotina en concentraciones tan bajas como al 2% pueden causar
dafo epitelial, y es capaz de producir alteraciones de la permeabilidad del epitelio
a carcinogenos (83). Una persona que fuma 25 cigarrillos por dia absorbera
aproximadamente 0,43 mg nicotina/kg peso corporal (85). Mas del 80% de la
nicotina absorbida sufre metabolismo en el higado, la cotinina es el principal
metabolito. La concentracion en sangre de cotinina en los fumadores es de 200-
400 ng / ml (1.1-2.2 M) (86). Evidencia experimental in vitro a partir de estudios
sobre cultivos celulares, estudios in vivo en roedores, en seres humanos indican
gue la nicotina en si, independientemente de otros constituyentes del tabaco,
pueden estimular una serie de efectos de importancia en el desarrollo del cancer
(87, 88). La nicotina afecta la circulacion periférica, causando una
vasoconstriccion gingival importante, lo que disminuye el aporte de elementos de

reparacion por parte de la sangre al tejido gingival y, por consiguiente, se debilita



la capacidad de cicatrizacion de este tejido. También puede estar suprimido el
sistema inmune, a causa de una reduccion de la quimiotaxis y fagocitosis por parte

de los leucocitos.

Ademas, la nicotina causa dafios a la matriz extracelular de fibroblastos
gingivales. Una concentracion menor a 0,075% causa muerte celular, una de
0,075% causa una vacuolizacion de los fibroblastos y una del 0,05% inhibe la
produccion de fibronectina y colégeno tipo 1l, ocasionando una ruptura de la
matriz extracelular gingival;, por consiguiente, aumenta la gravedad de la
enfermedad periodontal. Por lo anterior podemos pensar que un efecto similar se
puede dar en cualquier otro sitio de la mucosa bucal y no so6lo en el periodonto. El
fumar se asocia clinicamente a bolsas profundas, formacion de célculo, pérdida de
hueso alveolar, gingivitis ulceronecrotizante aguda y osteoporosis (95, 435, 436).
Muchos estudios en ratas sugieren que la combinacion simultanea de alcohol y
tabaco tiene un efecto sinérgico en la progresion de la periodontitis, evidenciado
por una destruccion dsea en la zona de furca y un aumento de la gravedad de la
enfermedad periodontal (437, 438, 439, 440).

La carcinogenicidad del tabaco es mas que evidente y alrededor de una cuarta
parte de los casos de cancer bucales son atribuibles al consumo de cigarrillos (80).
Especificamente, los productos de tabaco estan causalmente vinculados a una
variedad de canceres, incluyendo los de pulmén, cavidad oral, cavidad nasal,
laringe, orofaringe, hipofaringe, esdfago, estdbmago, higado, pancreas, vejiga,
uréter, rifidn, cuello uterino y leucemia mieloide (9, 82, 92-94, 98). El cigarrillo
contiene mas de 4000 sustancias carcinogénicas, las mas importantes son
nitrosaminas especificas del tabaco, tales como 4- (metilnitrosamino) -1- (3-
piridil) -1-butanona (NNK/NNAL) y N-nitrosonornicotina (NNN), hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH), tales como el benzopireno, y aminas aromaticas
(Fig.1). En particular, NNK, NNN y PAH han sido causalmente relacionados con
el cancer oral (81, 82, 97, 99, 100, 101) y se encuentran clasificados por la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) como

carcindgenos en humanos (89, 90).
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Fig. 1: Formacion de NNK: cetona nitrosamina nicotina; NNN: N-
nitrosonornicotina y NNAL: 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol

Todos los productos del tabaco, independientemente de su forma de consumo
(cigarrillos, los habanos o puros, tabaco de pipa, tabaco de mascar y rapé),
contienen productos tdxicos, carcindgenos y nicotina. Los puros y las pipas a
menudo se consideran la manera menos dafina de fumar tabaco; sin embargo, el
hecho de no inhalar el humo, protege los pulmones pero aumenta el riesgo de
desarrollar cancer en la cavidad bucal (9). Los fumadores de pipas también tienen
el riesgo elevado de padecer cancer de labio en las zonas donde se asienta la pipa.
Por otro lado, los puros demoran mas en consumirse y contienen mas tabaco que

los cigarrillos, lo que aumenta la exposicién al humo (92-94).

Estudios realizados por Squier y col. (95), cuyo objetivo fue determinar si el
cigarrillo con mentol influye en la penetracion de los carcindgenos del tabaco,
estos indicaron que existe un incremento en la posibilidad de desarrollar un

padecimiento carcinogenico en los usuarios de tabaco con sabor a mentol (95,



102). Al fumar un cigarrillo, el fumador absorbe alrededor de 500 mg de humo, de
los cuales aproximadamente el 65% es nitrdgeno y oxigeno; el 35% restante

consiste en sustancias biolégicamente activas (96, 97).

El tabaquismo es una enfermedad cronica sistémica, perteneciente al grupo de las
adicciones, segun el Manual de Diagndstico y Estadistica de los trastornos mentales

DSM-IV de la Asociacién Psiquiatrica Americana (106).

A partir de los afios 40 se iniciaron investigaciones para relacionar el tabaquismo
con la aparicion de determinadas enfermedades, principalmente respiratorias y
pulmonares (106). Posteriormente, otros estudios mostraron la asociacion entre
consumo de tabaco y cancer de la cavidad oral, laringe y esofago. Alrededor de
1957, se identificaron algunos componentes de los cigarrillos como promotores

tumorales, co-carcinogénicos y carcinogénicos organo-especificos (107, 108).

Por otro lado, a las diversas formas de administracion y consumo de tabaco se le
han atribuido diferentes efectos carcinogénicos (431). Las principales zonas
receptoras de los efectos carcinogénicos segun el tipo de habito tabaquico son los
siguientes: el tabaco inhalado en pulmones y laringe; el masticado en piso de
boca, trigono retromolar y lengua; y la combinacion de tabaco y alcohol en

orofaringe y base de lengua.

Franceschi S. y col. (432), hablan de una mayor influencia del tabaco que el
alcohol en el cancer de lengua, con mayor riesgo para fumadores de tabaco negro,
siendo este riesgo el doble en fumadores de marcas de tabaco con elevada
cantidad de alquitran por cigarrillo (22 g o mas). Estos autores sefialan la
importancia y la diferencia significativa encontrada en relacion al tipo de tabaco
que consumen, namero de cigarrillos que fuman al dia, el tiempo que haya tenido
el paciente este habito y la edad de comienzo del habito. También se presta
especial atencion al riesgo de cancer oral que puede producir el fumar en pipa o
puros, siendo éste sustancialmente mayor en el cancer de lengua. Hsu. T y col.
(194) sitian al tabaco como factor causante mayoritario de cancer oral y el

alcohol como co-factor.

En los trabajos cientificos suelen aparecer rangos de clasificacion de la intensidad
del consumo de tabaco, siendo éstos rangos variables segun los autores y en

muchos casos arbitrarios.



De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2003) los fumadores

se clasifican en leves, moderados y severos en la siguiente escala:

o Fumador leve: consume menos de 5 cigarrillos diarios.
e Fumador moderado: fuma un promedio de 6 a 15 cigarrillos diarios.

« Fumador severo: fuma mas de 16 cigarrillos por dia en promedio.

Jovanovic Ay col (433), categorizan al consumo de tabaco en cigarrillos por dia
en: fumador moderado de 1 al 20 y fumador intenso o “heavy” a aquellos
fumadores de mas de 20 cigarrillos/dia. Un puro y una pipa son equivalentes a 4 y
2 cigarrillos respectivamente. Blot W y col (3), consideraron pacientes de alto

riesgo a aquellos que fumen 2 o més paquetes/dia durante 20 afios.

El nivel de exposicion al tabaco tiene un efecto acumulativo, por lo que aparte del
consumo actual o puntual es de gran interés reconocer el consumo a lo largo de
toda la vida. En este sentido cada dia se interroga sobre un indice denominado "
paquetes-afio™ o “Pak/Year” y que no se refiere al consumo de paquetes al afio
sino al consumo de tabaco durante toda la vida del sujeto. Se calcula
multiplicando el nimero de paquetes al dia por el nimero de afios que ha fumado
esa cantidad. Veamos un ejemplo: Un fumador de 1 paquete al dia durante 5 afios
y que posteriormente incrementa su consumo a un paquete y medio al dia durante

20 afos mas, sera un fumador de: (1 x 5) + (1,5 x 20) = 5 + 30= 35 paquetes-afio.



El alcohol como factor de riesgo

El alcohol es la droga mas antigua de nuestra cultura, de acuerdo a su consumo es
una bebida problemética, adictiva- dependigena o abusiva que constituye en
nuestro pais un serio problema sanitario y social (116, 117, 118). En la actualidad
se ven implicadas, cada vez en mayor medida, todas las clases sociales sin
distincion alguna. Llamado alcohol etilico o etanol (CH3-CH2-OH) es el
componente esencial de las bebidas alcohdlicas, que en general, se obtiene por dos
procesos de elaboracion: la fermentacion o descomposicion de los azucares
contenidos en las distintas frutas y/o destilacion, consistente en la depuracion de
las bebidas fermentadas (2, 8, 112-114, 115, 119, 120).

El alcohol es consumido por via oral y su absorcion se produce en primer lugar en
el estomago, le sigue el intestino delgado y en menor proporcion el intestino
grueso, llegando por via portal al higado, donde es metabolizado en forma
mayoritaria (10, 121-123). Se metaboliza por “oxidacion” que consiste en la
transformacion del etanol en acetaldehido, mediado por una enzima: la alcohol
deshidrogenasa (ADH), que cataliza la conversién reversible de los alcoholes (8,
121, 124-126, 140-142, 150). Dos enzimas hepaticas méas, metabolizan el alcohol
ante niveles elevados de consumo, una es el sistema microsomal oxidativo del
etanol (MEOS) que se caracteriza por la oxidacion del acetaldehido obtenido
anteriormente a acetato a través de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) y
su degradacion por la catalasa (33, 121, 127-131- 135) (Fig 2). También existe un
metabolismo extra-hepatico del etanol a nivel del cerebro, rifion, corazén,
estdbmago, que repercute practicamente en todos los aparatos o sistemas e incluso
en la cavidad bucal (1, 136, 137).
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Fig 2: Metabolismo del etanol. ADH: alcohol deshidrogenasa; ALDH:
acetaldehido deshidrogenasa; CYP: Citocromo P450; CNS: Sistema nervioso

central.

La mayor parte del etanol se elimina a través de sus productos metabdlicos, pero
existe un escaso porcentaje, alrededor del 2 al 10 % del alcohol consumido, que es
eliminado sin sufrir transformacion en orina, heces, sudor y aire exhalado (2, 121,
134)

El consumo de alcohol en exceso asi como el tiempo de consumo, han sido
relacionados con el cancer bucal. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
describe como consumo perjudicial de alcohol a aguél que conlleva consecuencias
para la salud fisica y mental de la persona y esta definido como “el consumo
regular promedio de méas de 40 g de alcohol al dia en mujeres y de mas de 60 g al
dia en hombres”. El consumo excesivo episodico o circunstancial (también
Ilamado binge drinking), que puede resultar particularmente dafino para la salud,
implica el consumo de por lo menos 60 g de alcohol en una sola ocasion (119,
120, 133).



Existe una relacién dosis-efecto, cualquiera sea la unidad en que se haya medido
el consumo de alcohol: gramos, volumen (%), onzas (138).

El etanol -per se- no ha demostrado ser un carcindgeno, existiendo distintas
hipdtesis que intentan explicar como el etanol por via local o sistémica puede
actuar como factor de riesgo del cancer bucal (10, 11, 125, 139, 140, 141, 142).

Cuando las bebidas alcohdlicas son ingeridas acttan a nivel de la cavidad bucal
produciendo su primer metabolito, el acetaldehido (AA), a través de la ADH
presente tanto en la microflora como en las células de la mucosa oral. El papel de
la microflora oral en la oxidacion del etanol ha sido estudiado por Homann (31,
33, 139, 143) quien ha demostrado la produccién de cantidades considerables de
AA durante el consumo social de alcohol. Numerosos experimentos in vitro e in
vivo en células cultivadas eucariotas y procariotas y en modelos animales, se
demostro que el AA posee un efecto directo toxico, mutagénico y carcinogénico
(27, 131, 132, 144-149). Por lo tanto, el etanol puro es considerado un pro-
carcindgeno para el desarrollo de tumores primarios (1, 20, 22, 133, 144, 146).

El consumo de bebidas alcohdlicas tiene repercusion practicamente en todo el
organismo, manifestandose en todos los aparatos y sistemas: nervioso (115, 121,
151), cardiovascular (121, 151-153), digestivo (121,15-153), sexual (121, 151) y a
nivel de la médula désea (121, 151). Los dafios mas importantes son los realizados
a nivel del higado, ya que metaboliza productos, que no sélo no van a poder ser
utilizados como fuentes de energia, sino que van a constituir potenciales
carcindgenos, entre ellos, el mismo etanol, que debido a la falta de transformacion
permanecera mas tiempo en sangre, actuando como un posible co-carcindgeno. La
falta de una alimentacién sana y equilibrada (151), y la elevada tendencia al
vomito (121), predispone a los sujetos a déficits nutricionales, y en algunos casos,
supone un estado de debilidad general del organismo, que presentara mayor riesgo
de patologias en general (124, 154). La depresion del sistema inmune asociada al

consumo crénico de etanol contribuye a agravar esta situacion.

El consumo agudo puede producir, por su accion sobre el sistema nervioso
central: euforia, excitabilidad y desinhibicion, alteraciones de la coordinacion,
disminucion de los reflejos, depresion del estado de conciencia, coma y muerte
(120).



El consumo cronico predispone a trastornos cerebrales, cardiovasculares y a
algunos tipos de céncer. El consumo acumulado puede causar miocardiopatia,
arritmias e hipertension arterial por su accién sobre las glandulas suprarrenales,
determinando la liberacion de cortisona (155-157). A nivel del sistema nervioso,
se modifica la fluidez de las membranas, produciendo degeneracion cerebelosa,
neuropatia periférica y miopatias; altera las etapas del suefio, produce déficit
cognitivo. En relacion a la sexualidad, aumenta los niveles de estrogenos y reduce
los de testosterona. A nivel gastrointestinal, predispone a gastritis, Ulceras
digestivas y a nivel hepatico puede generar esteatosis hepética, hepatitis y cirrosis
(1, 159). En el sistema inmunoldgico disminuye la movilidad y la adherencia de
los polimorfonucleares neutrofilos y la respuesta de hipersensibilidad tardia o tipo
IV (160). En la piel se incrementa el flujo sanguineo, es frecuente observar
aumento de la sudoracién, y en pomulos y nariz telangiectasias y formaciones
aracnoideas vasculares. El alcohol inhibe la funcion de la hormona antidiurética,
aumentando la diuresis y la pérdida de agua (161). En mujeres embarazadas puede
acarrear graves consecuencias para el desarrollo fetal, incluyendo bajo peso al
nacer y un mayor riesgo de aborto espontaneo. Grandes cantidades de alcohol
pueden causar el sindrome alcohdlico fetal, dafio cerebral y hasta retardo mental y
del crecimiento (162-164). La OMS lo denomina “sindrome de Dependencia al
alcohol” (165, 166, 209) y estd incluido en el capitulo V de la Clasificacion
Internacional de Enfermedades No. 10 (CIE-10) (167, 168, 209). Varios factores
pueden influir en el desarrollo de esta adiccion, entre ellos la genética, el estrés, la
ansiedad, conflictos en relaciones interpersonales, depresion, autoestima baja,
favorecidos por la facilidad para conseguir el alcohol y la aceptacion social de su
consumo (169-171, 209).

Pocos estudios han descripto la salud bucal en los pacientes consumidores de
bebidas alcohdlicas, siendo su efecto nocivo méas estudiado la predisposicion al

cancer bucal y del tracto aéreo-digestivo superior (172-174).

En la cavidad bucal de pacientes alcohdlicos se ha descripto un aumento en la
susceptibilidad a la enfermedad periodontal, retraso en la cicatrizacion,
candidiasis cronica y particularmente la aparicion de procesos premalignos y
malignos (439). El consumo de alcohol, puede estar relacionado con la

enfermedad periodontal, independientemente de la condicion de la higiene bucal.



(449, 453). Personas adictas al alcohol revelaron un alto porcentaje de pérdidas
dentarias por caries y dafios quimicos en el esmalte y la dentina, como también
cambios inflamatorios de todas las estructuras de la cavidad oral, la lengua, las
mucosas y las glandulas salivales (449). Tezal y col (450), sugieren que el
consumo de alcohol se asocia con moderado aumento de la severidad de la
enfermedad periodontal por bolsas més profundas (450, 452 ,454-456). Mientras
que Susin y col (451), analizaron a 1115 sujetos, observando que las mujeres que
reportaron beber >1 vaso/dia eran mas propensas a tener periodontitis, Odds radio
(OR) = 3,8; Intevalo de confianza (IC) del 95% = 01.04 a 10.01), mientras que las
mujeres que reportaron beber hasta 1 vaso / d tienen menos de un 50% de
probabilidades de tener periodontitis (OR = 0,5, IC 95% = 0,3-0,8). No se
observaron asociaciones significativas entre el consumo de alcohol en general y la
periodontitis en los hombres. En un anélisis exploratorio, el consumo de vino se
asocié con una menor probabilidad de periodontitis en los varones (OR = 0,2; IC
del 95% = 0,1-0,5), pero no en las mujeres. Souza y col (453) evaluaron la
influencia del consumo de alcohol a nivel del hueso alveolar asociada con la
periodontitis en ratas que recibieron: una dieta alcohol 10% (10% de etanol, n =
12 y control, n = 12), o una dieta 20% de alcohol (20% de etanol, n = 12). Las
ratas que recibieron 20% de etanol mostraron significativamente mayor pérdida
Osea en comparacion con las ratas de control o las que recibieron 10% de etanol.
Estos resultados demuestran que el consumo de alcohol puede aumentar la
pérdida de hueso alveolar en ratas de una manera dependiente con la dosis.

Existe en la literatura un cierto grado de controversia sobre si el alcohol por si
solo puede tener un impacto carcinogénico. Se le adjudica un efecto aditivo y
facilitador de la entrada de los agentes carcindgenos a las células expuestas,
alterando el metabolismo de las mismas (434). Estos cambios a nivel de la
cavidad bucal se deben preferentemente a la ingesta simultanea del tabaco y el

alcohol.

Con el fin de valorar la intensidad del consumo crénico de bebidas alcohdlicas,
los autores usan diferentes unidades para expresar su consumo: grados, g, mL,

onzas, tragos (drinks), por dia, semana, mes o por afio.

La citada tabla ha sido confeccionada segin lo declarado en los productos
disponibles en comercios de Cordoba, Argentina, octubre 2014.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Susin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25399772

Tabla 1: Equivalencia en grados de alcohol segun el tipo de bebida. (209).

BEBIDA Alcohol Gramos por | Equivalente a un
% (rango) Litro. vaso/medida

Medianas en g/l

VINO TINTO 12-14,5 130 150mL: 19,59
VINO BLANCO 8-13 125 150mL: 199
CERVEZA 3,5-5,2 49 330mL: 169
FERNET 39-40 395 100mL: 399
WHISKY 39-40 400 40mL: 169

Numerosos estudios epidemiolégicos han atribuido diferente riesgo para el cancer
oral segun el tipo de bebida alcohélica consumida. Algunos autores afirman que la
cerveza y el vino serian mas riesgosos que el whisky (5, 180); otros que la cerveza
y el whisky serian mas riegosos que el vino (3), y otros afirman que el whisky
mas que la cerveza y el vino (12, 441). Finalmente Franceschi S y col (24),
concluyen en que el licor y el vino son mas riesgosos que la cerveza. Como
acabamos de describir los diferentes autores muestran controversias en sus
resultados sobre cual de las bebidas alcohdlicas, representa un mayor riego para el

cancer bucal.

El efecto solvente del etanol a nivel de la cavidad bucal es capaz de eliminar el
contenido lipidico de la barrera que representa la mucosa bucal, formada por los
lipidos derivados de la membrana que rodea los granulos del estrato espinoso del
epitelio (81, 24, 175). Otros autores han descripto un aumento en la permeabilidad
de la mucosa, lo que podria permitir la penetracion de carcindégenos, como por
ejemplo la nitrosonornicotina derivada del tabaco y otros cancerigenos quimicos
(hidrocarburos policiclicos), a través de la mucosa oral debido al aumento de la
solubilidad de los mismos (8, 24, 83, 121, 175-181). Howie y col (179), en un



estudio con material de autopsias, encontraron que la permeabilidad aumento6 con
alcohol topico al 20%, pero cuando la concentracion de éste fue del 30% o maés, el

tejido se fija y no aumenta la permeabilidad.

Otros autores como Trigkas y col. (182), y Howie y col. (177), establecen que el
incremento en la permeabilidad se deberia a un reordenamiento de los elementos
constituyentes de la membrana celular permitiendo al etanol aumentar la
penetracién de moléculas de alto peso molecular sin que exista una variacion en
su componente lipidico (1, 2). Las zonas de mucosa de revestimiento como
mucosa yugal, piso de boca, borde y cara ventral de lengua y paladar blando, son
consideradas mas permeables que las queratinizadas como paladar duro y encia
(8, 183-185). A pesar de ello algunos autores destacan que en seres vivos la
exposicion al alcohol es seguida de un proceso homeostatico reparativo cuyos
mecanismos aln no estan totalmente descriptos. Howie y col. (177) demostraron
en un estudio in vitro, realizado sobre mucosa en cara ventral de la lengua
humana, un aumento de la permeabilidad a moléculas de alto peso molecular

(sacarosa y albumina) en presencia de alcohol.

El papel de la ADH proveniente de la microflora oral en la oxidacion del etanol
fue estudiado por Homann y col. (31, 33), quienes han demostrado la produccion
de mayor cantidad de AA durante el consumo de alcohol en sujetos con abundante
flora aerdbica (streptococuss salivarius, viridans, neisseeria, corynebacterium,
hongos). El etanol parece incrementar la produccién bacteriana de AA a partir de
un consumo superior a 40 gr. de etanol por dia (31, 35, 125, 139, 186, 187),
mientras que en fumadores con un consumo diario de 20 cigarrillos, se estima que
habria un 50-60% de aumento en la produccién de AA salival (33). Se demostré
que la produccion alta de AA produce mayor incidencia de candida albicans. (33,
35, 189-192). Kurkivuori y col. (187) investigaron la capacidad de los
Streptococos Viridans de la flora oral normal para producir AA in vitro durante la
incubacion en etanol, ademéas de medir la actividad de ADH de las bacterias.
Estos autores demostraron diferencias significativas entre las cepas bacterianas
con respecto a la capacidad de produccion de AA vy la actividad ADH. Los
Streptococcus salivarius, Streptococcus intermedius y Streptococcus mitis
producen altas cantidades de AA. Todas estas cepas bacterianas también

mostraron una significativa actividad de ADH. En consecuencia, el estudio



demostrd que los Streptococos del grupo viridans puede jugar un papel en el
metabolismo de etanol aumentando los niveles de AA en la boca.

Los pacientes con mal estado de salud bucal han mostrado concentraciones de AA

salivales mayores que aquellos con mejor salud oral (35).

Esto implica que, incluso después de una moderada ingesta de alcohol, los
fumadores producen una notable mayor concentracion de AA en la cavidad bucal
que los no fumadores. Estos antecedentes permiten concluir que el tabaquismo
junto a la ingesta de alcohol, aumenta la produccion de AA salival alrededor de un
100% en comparacion con los no fumadores, no bebedores (129, 139, 187, 188,).
Homann y col (33), en un andlisis bacteriano, revelaron que las bacterias y
levaduras aerdbicas principalmente gram-positivos se asociaron con una mayor

produccién de AA.

Lachenmeiery col (193), realizaron un estudio para evaluar el papel del AA que se
encuentra como componente de las bebidas alcohdlicas como un factor adicional
en la etiologia del cancer oral. Se determinaron los niveles de AA salival de
diferentes bebidas alcohdlicas (cerveza, sidra, vino, jerez, vodka, el aguardiente
de orujo, tequila, aguardiente de cerezas), sin tragarlas, para excluir el
metabolismo del etanol sistémico. El enjuague de la boca durante 30 segundos
con una bebida alcohodlica es capaz de aumentar el AA salival encima de los
niveles de hasta 1,000 uM en casos de bebidas con contenido de AA extremo. En
general, la mayor concentracion salival de AA se encontr6 en todos los casos en la
saliva 30 segundos después de usar las bebidas (promedio 353 uM). La
concentracion media disminuy6 después de 2-min (156 pM), 5-min (76 uM) y 10-
min (40 pM). La concentracion salival de AA depende principalmente de la
ingestion directa de AA contenido en las bebidas en la toma de muestras de 30
segundos. Este estudio ofrece un mecanismo plausible para explicar el mayor

riesgo de cancer oral asociado con altas concentraciones de AA en ciertas bebidas.

El aumento en la produccion local de AA salival microbiano entre los grandes
fumadores y bebedores seria una explicacion bioldgica para la accion
carcinogénica del alcohol y el tabaco sobre la mucosa del tracto aerodigestivo
superior (129, 139, 187, 188).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lachenmeier%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21211027

Esta descripto también que el etanol, por ser una molécula pequefia, es capaz de
atravesar las membranas celulares por simple difusion y esto permite que la
actividad ADH de las células epiteliales orales lo transforme en AA el cual
interfiere con la capacidad reparadora del ADN, aumentando el riesgo de
desarrollar cancer en boca (8, 124, 194-199, 201). También se ha demostrado que
el fotocromo P4502E1 (localizado en el reticulo endoplasmico liso) participa en la
oxidacion del etanol y que, en caso de consumo cronico, se acumularia una mayor
cantidad de AA celular siendo capaz de modo directo e indirecto de activar
procarcindgenos e incrementar la produccion de radicales toxicos que favorece el
desarrollo del cancer bucal. EI P450EL1 participa en la oxidacion del etanol cuando
los niveles son superiores a 50-80 mg/dL (121). Se conocen dos polimorfismos
genéticos para este citocromo: Rsa/Pst I, con dos alelos: cl1 y c2; y el
polimorfismo en Dral, con los alelos D y C (202). Varios estudios sugieren que
los alelos variantes c2 y C estdn asociados con un aumento en la actividad
enzimatica del citocromo P4502E1 (203-205) lo que implicaria una mayor
acumulacién de AA en el interior de las células epiteliales de la cavidad bucal

incrementando el riesgo de desarrollo de cancer oral.

Estos efectos han sido mayoritariamente estudiados en relacion con el cancer de
colon; son necesarias mas investigaciones que aproximen estos conocimientos al

campo de la cavidad oral (121).

A pesar de que el papel del AA parece quedar bastante claro en el desarrollo del
cancer oral, se ha propuesto el papel de la carencia de retinoides en el desarrollo
de lesiones precancerosas. El consumo crénico de etanol se encuentra asociado a
niveles disminuidos de retinoides a nivel de la cavidad bucal (125). La vitamina A
y sus derivados sintéticos, los retinoides, son moléculas pequefias involucradas en
distintas funciones bioldgicas, entre ellas regular el crecimiento y la
diferenciacion de una amplia variedad de células (125, 200, 206). Cualquier
alteracion en su metabolismo y activacion va a repercutir en un incremento en la
susceptibilidad de la mucosa oral a otros carcindgenos (200). En animales de
experimentacion se ha encontrado una asociacién entre la deficiencia de vitamina
A y una alta incidencia de cancer, asi como un incremento de la susceptibilidad a
los carcindgenos quimicos (200). Para que los retinoides puedan ejercer sus

funciones se requiere una conversion enzimatica del retinol (vitamina A) a un



ligando activo (acido retinoico) que sera capaz de unirse a los receptores de acido
retinoico localizados en el nucleo celular, controlando la expresion de los genes
que median sus efectos (207). El etanol es un inhibidor competitivo del
metabolismo del retinol, debido a que la misma enzima (ADH) se encarga de
catalizar reacciones, por lo que se va a producir una acumulacion de retinol, a
expensas de la disminucion de acido retinoico que es la forma activa (125, 208,
211, 212). A su vez, el primer metabolito del etanol, el AA, también es capaz de
inhibir la generacion de &cido retinoico (206). El etanol parece inducir una
deficiencia de acido retinoico en el higado, debido a un incremento en el
catabolismo del mismo, mediado por la accion del citocromo P4502E1 (206). Los
bajos niveles de &cido retinoico suponen una falta de control en el crecimiento de
los epitelios lo que podria iniciar el desarrollo de lesiones malignas. Actualmente
los retinoides se estdn empleando en el tratamiento de lesiones cancerosas y
precancerosas habiéndose demostrado remisiones totales y parciales de ciertas
lesiones de los pacientes en tratamiento con vitamina A sistémica, aunque su uso

topico parece tener un efecto limitado (200, 210-212).

El etanol a nivel de las glandulas salivales actla alterando su morfologia y
funcion, el aumento bilateral simétrico e indoloro de la glandula par6tida es un
hallazgo frecuente (8, 28, 124, 213, 214, 216-220). Multiples cambios
histoldgicos sugieren que el parénquima y el estroma de las glandulas salivales
mayores y menores son afectados en diverso grado por el consumo cronico de
alcohol. (14, 15, 220, 221, 225, 226). También se demostr6 una reduccion del
flujo salival, atribuidos a la atrofia glandular (226), lo que produce una
disminucion en la autoclisis de la superficie de la mucosa, lo cual favoreceria una
mayor concentracion de carcindgenos, incrementando el riesgo del cancer bucal
(2, 8, 28, 124, 213-215, 217, 220, 226-228).



Citomorfometria de la mucosa bucal en relacién a consumidores de tabaco y

alcohol:

La citologia exfoliativa es una técnica de diagnostico simple, no invasiva, que se
puede utilizar para la deteccion temprana de lesiones potencialmente malignas
(422). La citomorfometria evalGa parametros tales como el area celular (aC), area
nuclear (aN), la relaciéon N/C. Estas técnicas cuantitativas permiten evaluar
cambios celulares en forma precisa, objetiva y reproducible. Es también capaz de
aportar datos para el diagnostico precoz del cancer bucal (245,423, 424, 425). En
relacién con las caracteristicas citoldgicas de la mucosa bucal expuesta al etanol
existen algunos trabajos cuyos resultados son variados y a veces se contraponen.
La mayoria coincide en observar que el alcohol en contacto con la mucosa bucal
es capaz de producir atrofia epitelial (8, 125, 214, 229, 230, 231, 232, 243) debido
a la disminucion del tamarfio de las células basales y no a una disminucion en el
namero de capas de células epiteliales (38, 229,231-233). Asi también Mascres y
col (230), en un estudio en ratas sometidas a la ingesta cronica de alcohol y con
posterior biopsia de es6fago, encontraron atrofia del epitelio, asociado a una
disminucion en el tamafio de las células basales y no a la disminucion en el
namero de capas epiteliales. Mientras que Muller y col (231), observaron en la
mucosa oral del conejo expuesto al alcohol, cambios displasicos con queratosis,
aumento de la densidad de las capas de células basales e incremento en nimero de
figuras mitdticas. Maier y col. (232), informaron que el efecto del consumo
cronico de etanol en la mucosa oral de ratas, produjo un aumento significativo en
el tamafio del ndcleo de las células basales del piso de la boca y en el borde de la
lengua. También observaron que el tamafio de la capa de células basales
incrementd, y se modifico la estratificacion de las células. El porcentaje de células
en la fase S del ciclo celular fue significativamente mayor en las ratas con etanol
(p <0,01). En conclusion, los resultados reportados indican que, el consumo
cronico de etanol provoca la atrofia de la mucosa oral, asociado con hiper-
regeneracion, lo que puede resultar en una mayor susceptibilidad del epitelio de la

mucosa hacia carcindgenos quimicos (232)

Diferentes autores han estudiado los cambios iniciales en la mucosa bucal en
pacientes consumidores de tabaco y de alcohol: Reis y col (235) en células

exfoliadas del borde lingual y mucosa bucal de 36 pacientes alcoh6licos no



fumadores y 18 no consumidores ni de tabaco ni de alcohol, observaron
alteraciones citoldgicas y de la relacion nucleo/citoplasma siendo el area nuclear
mas grande que un tercio de la superficie citoplasmatica, pero sin ser
estadisticamente significativa. Valentine y col (229) analizaron en necropsias de
seres humanos expuestos al tabaco y al alcohol, el epitelio de la 161 lengua y
describieron una reduccion del espesor epitelial provocada por una reduccién en
la capa de maduracion, debido principalmente a la pérdida de células. También
observaron aumento en el espesor de la capa de células basales debido a la
hipertrofia en lugar de la hiperplasia. Concluyen en que la exposicion crénica al
etanol, puede asociarse con cambios citoldgicos carcinogénicos en la mucosa oral,
inclusive en abstinencia de tabaco, aunque estos cambios se consideran mas

graves con el consumo de ambos héabitos (229).

Hashemipour y col. (239), estudiaron citologias exfoliativas de pacientes
fumadores, adictos al opio y no fumadores. Dicho estudio indicé una disminucién
en el didmetro celular como asi un aumento del tamafio nuclear y aumento de la
relacién nacleo / citoplasma en frotis tomados de los fumadores y en adictos al
opio. Por el contrario, Seifi y col (240) analizaron en frotis citologicos (50 céulas
por cada preparado), de la mucosa yugal, borde lateral de la lengua y piso de boca,
en pacientes fumadores de cigarrillos, de pipa de agua y no fumadores. Se
encontré un aumento del area del N (AN) y de la relacion N/C
(ndcleo/citoplasma), y disminucion en el tamafio del citoplasma de los fumadores
en relacion con los no fumadores.

Ogden y col. (244), observaron disminucion significativa del area citoplasmatica
sin cambios en el area nuclear, en frotis de citologias exfoliativas de 55 pacientes
con cancer y 76 controles. Asi mismo en otro trabajo dichos autores (1999),
analizaron células de la mucosa bucal clinicamente normal de 50 pacientes
alcohdlicos y las comparé con un grupo control (bebedores sociales pero no
bebedores crénicos). Seleccionaron 50 células al azar de cada grupo y no
encontraron diferencias significativas entre la media de los valores de area nuclear
y area citoplasmatica para estos dos tipos de bebedores, a pesar de una marcada
diferencia en unidades semanales consumidas. Se encontré reduccion

estadisticamente significativa en el area media citoplasmatica y en el area nuclear



en el grupo de alcohol en comparacion con los controles. Se determind asi una
reduccion del &rea celular total (241, 242, 244).

Khot y col (245) estudiaron 80 pacientes divididos en 20 no fumadores, 20
fumadores, 20 masticadores de mishri y 20 masticadores de tabaco. Analizaron
por medio de citologias exfoliativas unas 50 células por cada muestra. Se observo
disminucion significativa en al area citoplasméatica, como aumento en el &rea
nuclear y de la relacién nacleo-citoplasma (N/C) en los consumidores de tabaco
(246).

Otros autores describen mayor frecuencia de micro-nicleos como evidencia de la
injuria genotoxica del etanol y del tabaco (29, 235, 247, 249, 250, 253, 255, 259).
Reis y col. (235,238), realizaron citologias exfoliativas de pacientes no fumadores
pero alcohdlicos y observaron en ambos estudios un aumento aunque no
significativo en la frecuencia de micronucleos en lengua y mucosa yugal. Dérea y
col (257) estudiaron células exfoliadas de veinte pacientes con céancer oral y
cuarenta individuos con mucosa bucal normal. El material se recogio a partir del
epitelio de la mejilla en areas con lesiones y las areas sin anormalidades; los
micronucleos se encontraron significativamente con mas frecuencia en las células
recolectadas de las lesiones que en las célulasde las zonas normales,
independiente de la presencia/ausencia de cancer (248). Otros autores como
Casartelli y col (254) observaron el aumento de micronucleos en células
exfoliadas de lesiones precancerosas y en carcinoma de la mucosa bucal. La
frecuencia de micronucleos no varia con el sexo y la edad de los pacientes pero si
varia con el sitio anatobmico de la lesion. Sugieren que los microndcleos son
biomarcadores de progresion neoplasica. Pellicioli y col (251) evaluaron
anomalias citogenéticas a través de la cuantificacion de micronucleos en las
celulas de la mucosa oral normal de individuos expuestos a tabaco y alcohol.
Cuarenta sujetos fueron seleccionados con leucoplasia y carcinoma de células
escamosas, divido por consumo de tabaco / alcohol. Para los grupos de control y
tabaco /alcohol, las células se obtuvieron de labio inferior, borde de lengua, y piso
de la boca. Para la leucoplasia y los grupos de carcinoma de células escamosas, se
analizaron mucosa contralateral y adyacente a las lesiones. El grupo con
leucoplasia mostr6 aumento en el numero de micronucleos en comparacion con
los controles y el grupo tabaco / alcohol. Del mismo modo, el grupo de carcinoma

presentd mas micronucleos en comparacion con los controles (254). Por lo
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contrario, Webber y col (252) evaluaron en frotis de borde de lengua y el piso de
boca en 26 consumidores de cocaina, 29 alcohdlicos y 35 controles, y observaron
aumento significativo en la frecuencia de micronucleos en células exfoliadas de la
lengua en consumidores de cocaina. Nuestros resultados sugieren que el uso de
cocaina induce efectos clastogénicos. También se ha reportado aumento de
micronucleos en todas las formas de consumo de tabaco, asi como en la fibrosis
de la sub-mucosa (256,258).

Otros cambios citolégicos tales como picnosis (P), cariorexis (KR), cariolisis
(KL), broken eggs (BE), binucleacion (BN), condensacion de cromatina (CC) y
displasia entre otros, se describen aumentados o disminuidos en la mucosa
clinicamente sana o en leucoplasias y carcinomas bucales, con o sin registro de
habitos (235, 248-252, 259). Otros autores como Seifi y col (240), no observaron
diferencias significativas en el porcentaje de carriorrexis, vacuolizacion
citoplasma, y nucleos multilobulados en mucosa del borde de lengua y piso de
boca de los fumadores. Bohrer y col. (250), observaron similar nimero de células
micronucleadas y cariorexis en la mucosa bucal normal, tanto en sujetos sin
habitos como en consumidores de tabaco y alcohol. Al analizar los sitios
anatomicos, el numero de células sometidas a cariorrexis fue mayor en el labio
inferior y menor en el borde de la lengua y en el piso de la boca. En el grupo
control se observé un mayor nimero de “broken eggs” en comparacion con los
que consumian tabaco o tabaco y alcohol. Por el contario, Webber LP y col (252)
reportaron una mayor frecuencia de cariorexis observados en frotis de la mucosa
bucal de pacientes alcohdlicos en relacion a los controles sin habitos. Los autores
opinan que estas caracteristicas no indican accién carcinogénica y puede ser
interpretada como una induccién de los procesos de queratinizacion con el fin de
proteger la mucosa en especial la de revestimiento no queratinizada de la injuria
del etanol y el consumo de tabacoen sus diferentes tipos (231, 260, 243, 258).

Los colutorios se han usado durante siglos con el fin de proporcionar salud oral o
beneficios cosméticos, antisépticos, astringentes o calmantes (261-263).
Actualmente, en la mayoria de los paises, existe una gran variedad de
formulaciones disponibles, algunas son soluciones acuosas y otros contienen
alcohol. El alcohol se emplea en los colutorios, en principio, como un disolvente
de otros ingredientes y como un conservante de la preparacion (264,276-279). Los

ingredientes activos, normalmente, son agentes antimicrobianos que tienen un



efecto temporal, reduciendo el total de los microorganismos presentes en la
cavidad bucal (265, 266, 269). Se han usado diferentes formulaciones de
colutorios durante afios; sin embargo, recientemente se ha expresado la
preocupacion sobre si su contenido de alcohol podria ser una amenaza para la
salud. La elevada cantidad de alcohol en algunos colutorios, asi como el hecho de
que permanecen en contacto con la mucosa oral durante més tiempo que una
bebida alcoholica, motivo a los investigadores a estudiar su efecto local. El
enjuague aumenta el tiempo de exposicion de la mucosa al alcohol y se ha
demostrado que colutorios con alto contenido de alcohol, el 25% o mas, pueden
producir lesiones blancas, desprendimiento del epitelio, pérdida de sustancia de la
mucosa, sensacion de ardor o dolor y lesiones petequiales tanto en hombres como
en animales (267, 268, 272-275, 278-280). El uso de colutorios por pacientes que
cuidan su boca, disminuiria la formacion enddgena de AA (2, 20, 271). Con los
datos disponibles hasta ahora, no se ha podido establecer una relacion causal entre

el uso de colutorios con alcohol y el desarrollo de cancer oral (261, 270, 271).



Cancer y consumo de yerba mate

El mate es una bebida hecha de las hojas de un arbusto perenne de arboles (llex
paraguariensis) nativas de Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay (282, 284, 297).
Se consume de diversas maneras, el método mas popular es mediante la
colocacion de la yerba mate en una calabaza o una copa de metal, plata, o vasija
de cerdmica con forma de jarra pequefia; se vierte el agua caliente en ella, y se
bebe a través de una paja de metal llamada bombilla. Se bebe principalmente en
Argentina, Brasil y Uruguay. EI mate también puede ser una bebida fria y se llama
tereré, un habito comun en Paraguay. El azdcar o un edulcorante artificial se
pueden afadir también, aunque en algunas zonas, el mate es tradicionalmente

amargo, sin azucar.

El tiempo de ebullicion del agua que se vierte en la misma porcion de yerba mate
difiere de acuerdo a las preferencias individuales. También se puede preparar y
beber como un t¢ comun llamado “mate cocido”. Un informe del Instituto
Nacional de la Yerba Mate en Argentina ofrece detalles de la planta y su cultivo,
los procesos de produccion, la composicion quimica de los productos comerciales
resultantes y los diversos habitos de consumo (54, 281). La yerba mate esta
ganando reconocimiento por sus propiedades antioxidantes, asi como por su
accion hipocolesterolémica, hepatoprotectora, diurética y estimulante del sistema
nervioso central. También contiene minerales Utiles, tales como fésforo, fluor,
hierro y calcio, y vitamina C, Bl y B2, como también propiedades
anticancerigenas, como poder tener efecto lipolitico (obesidad) (284, 293, 294,
296, 297, 310-314). Més del 50% de los hombres adultos y mujeres en algunos
paises consumen yerba mate y el consumo medio anual se estima en entre 5y 8
Kg por persona (292, 296).

El mate es un habito que predomina en América del Sur, pero los productos
comerciales estan entrando en los mercados de paises fuera del continente. En
1991, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) evalud su
riesgo carcinogénico y concluyd que: (a) hay "evidencia limitada de riesgo de
carcinogenicidad de mate caliente en los seres humanos;" clasificando al mismo
como un "probablemente carcindgeno para los seres humanos (Grupo 2A), (b) "no
hay datos disponibles sobre beber mate frio "; por lo que se lo considera como
grupo 3 o no clasificable como carcinogeno (282).



Las tasas de incidencia de cancer de eséfago, laringe y cavidad bucal relacionados

con la ingestion varian entre los paises latinoamericanos.

El cancer de esdfago fue el primero en ser asociado con el consumo de mate (54,
56, 57). Uno de los primeros trabajos publicados en pacientes con cancer de
esofago fue en un hospital en Uruguay en 1985 (284). Se encontrd una fuerte
asociacion en mujeres que reportaron beber 1L 0 mas por dia con un OR de 34,6;
(IC) del 95%: 4.9- 246.5), mientras que para los hombres que consumen la misma
cantidad, el riesgo era sélo el 4,8 (95% IC: 01.09 a 12.01) (283). También se ha
relacionado la ingesta de mate con canceres de la cavidad oral, faringe, laringe
estbmago, pulmon, cuello uterino, préstata, vejiga y rifion. Se sugiere que
productos quimicos, como el benzopireno, compuestos fendlicos, podrian ser los
responsables del efecto carcinogénico de la yerba mate en los mencionados sitios
de canceres (54, 56,297-304).

Hay autores que sugieren una accion sinérgica entre el consumo de mate y el
tabaquismo. A raiz de esto, la IARC ha coordinado algunos estudios adicionales
en varios los paises del hemisferio sur y encontraron diferentes resultados (285-
287). Sewram y col (56), no encontraron ninguna relacion entre la temperatura a
la que los individuos reportaron beber el mate y los efectos. Resultados de este
estudio sugieren que dos mecanismos independientes y competitivos podria estar
en juego: en primer lugar, un efecto carcinogénico de agentes presentes en la
yerba mate y, en segundo lugar, un papel de accion térmica crénica en el es6fago

como resultado del consumo de mate muy caliente.

El riesgo de cancer de es6fago para los bebedores de méas de 1 litro de mate muy
caliente tiene un aumento de 3 veces de aquéllos no consumidores de mate. Una
asociacion entre el consumo de mate y cancer de esofago sefialaron dos factores
independientes: la temperatura y la cantidad diaria de mate bebido. El riesgo
encontrado para los individuos con una mayor exposicion acumulada de mate fue
menor que los que estuvieron expuestos al alcoholy el tabaco (OR 1,52; IC del
95%: 0,88-2,62 frente OR7, 1; IC del 95%: 3.75- 13.00) (56).

Un estudio piloto se llevé a cabo en varones sanos para investigar los efectos de
las bebidas calientes en el eséfago humano (288). Los examenes histoldgicos
realizados en la mucosa esoféagica de bebedores diarios de mate caliente, asi como

en los no bebedores, mostraron casi el doble del nimero de esofagitis en los



bebedores; asi se determino que la causa del dafio fue la accion térmica de la
bebida (289). En Argentina, un estudio de casos y controles realizado por
Castelletto y col (287), encontr6 aumento en el riesgo del cancer de est6fago
asociado mas con el tabaco y el consumo de alcohol, pero no con tomar mate; sin
embargo, también encontraron que el riesgo de cancer fue mayor para el grupo
que bebia mate caliente 0 muy caliente en relacion a los que no bebian. (OR1, 7;
IC del 95%: 1,0 2 2,9).

En 1985, se evalud la presencia de benzopirenos (BP) en muestras de marcas
comerciales de la yerba mate (289). Las concentraciones de BP en la yerba mate
es alto, de 461 mg / kg de yerba. También se evaluo la presencia de diferentes
concentraciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PHA) encontrado en
las hojas de yerba mate de diferentes marcas comerciales, al menos 15
compuestos de PHA se encuentran en diferentes variedades de yerba mate (58,
284). La hoja de la yerba del mate se somete a varios pasos de procesamientos
antes de la venta incluyendo el uso de secado con humo de lefia. El proceso de
secado, tarda aproximadamente 8 a 24 horas, puede dar lugar a altas
concentraciones de PHA en la yerba mate comercial (58, 284, 309). Estas
observaciones podrian apoyar la hipotesis de que el riesgo de cancer asociado al
consumo de mate, podria ser relacionado no sélo con su temperatura, sino también
con el nivel de compuestos carcinogénicos (56, 282, 290, 291, 297, 305-308).

La agresion térmica causada por bebidas calientes es muy dificil de investigar con
precision porque, en general, no existe una forma exacta, que dé una medicion
objetiva de la temperatura a la que se consume el mate. El papel que el consumo
de bebidas calientes juega en el aumento del riesgo de cancer del eséfago, laringe
y cavidad oral parece estar apoyada por los resultados de varios estudios
epidemioldgicos, llevados a cabo principalmente en los paises de América del
Sur. La temperatura podria actuar en dafiar la mucosa, permitiendo en parte la
accion sobre la mucosa de otros carcinogénicos como el tabaco y el alcohol. (52,
53, 285, 286, 295).



Resefia sobre carcinogénesis.

Se postula que el desarrollo del céncer es el resultado de la acumulacion de
errores genéticos en un mismo tejido, donde también se encuentran implicadas la
activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores de tumor. En su
desarrollo se mencionan factores genéticos, inmunoldgicos y ambientales. Los
factores ambientales pueden a su vez ser fisicos, bioldgicos y los més frecuentes
los quimicos (316, 317)

La produccion de modelos experimentales de carcinogénesis ha permitido
identificar en la mayoria de ellos, una secuencia caracterizada por las siguientes
etapas: iniciacién, promocion y progresion. La fase de iniciacion es inducida por
compuestos genotdxicos y resulta de eventos mutacionales, ocurre en células
individuales que luego se multiplican dando lugar a la formacion de clones
celulares. El crecimiento de estos clones es el proceso de promocién tumoral. Las
células dentro de los clones pueden sufrir mutaciones adicionales originando
células con mayor potencial de proliferacién Ilamada etapa de conversion. En

términos clinicos se podria ejemplificar las etapas de la carcinogénesis como:
Periodo de latencia de la enfermedad: INICIACION

Lesion Potencialmente maligna: PROMOCION

Neoplasia benigna o Carcinoma In situ (CIS): CONVERSION

Tumor maligno: PROGRESION

La secuencia de mutacion y crecimiento selectivo de nuevos fenotipos puede
repetirse resultando en la aparicion de tumores de mayor malignidad que son

caracteristicos de cada modelo (progresion) (315). (Fig 3)
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Fig 3: Etapas de la carcinogénesis.

Existen diferentes tipos de marcadores celulares y tisulares, que pueden
proporcionar informacion adicional a la recopilada en el examen clinico,
citolégico y en el estudio histopatologico (365). El estudio de marcadores
moleculares permite detectar alteraciones antes de que se produzcan cambios en la

morfologia celular y de que esos cambios sean clinicamente visibles (366).

Uno de los grandes desafios de la patologia bucal lo constituye la blusqueda de
marcadores del estado de cancerizacion de campo. Ellos permitirian definir a la
mucosa que presente cambios sub-clinicos de malignidad, que significarian un
riesgo aumentado de que se produzcan en ellas tumores malignos en forma uni o
multifocal (367-371). Su conocimiento resulta no solo de interés bioldgico, sino
de aplicacion en el diagnostico precoz y en la prevencion del cancer bucal. Se han
utilizado diversos métodos para la deteccion temprana de la cancerizacion de
campo por medio de marcadores histoquimicos que son reacciones que asocian in-

situ cambios bioquimicos con las estructuras celulares que los manifiestan (370).



Inflamacién y céncer:

En los dltimos afios la inflamacidon persistente ha sido identificada como un factor
de riesgo para diversos tipos de céncer, incrementando las posibilidades de
desarrollar cancer en los 6rganos involucrados. Esto se deberia a que como parte
de la funcion normal de defensa del huésped, los granulocitos secretan radicales
libres reactivos y mediadores electrofilicos, exponiendo inevitablemente a células
proximas del epitelio y del estroma, a sustancias con potencial mutagénico in vitro
(318, 319, 325). Los granulocitos y los linfocitos generan por lo menos cuatro
tipos de productos que son genotdxicos 0 mutagénicos: peroxido de hidrogeno
(H202), oxidrilos (OH-) (320,321), 6xido nitrico (ON), especies reactivas lipidicas
y sus metabolitos. ElI oOxido nitrico, por ejemplo actia en la mutacién o
transformacion celular, modificando o dafiando al ADN, alterando la p53 (322-
324.)

Los carcinégenos quimicos, probablemente los mas importantes, tienen
frecuentemente 6rganos especificos, se dirigen a células epiteliales (target-cells) y
causan dafio genético, es decir son genotdxicos. Estan relacionados quimicamente
con el dafio al ADN vy las consecuentes mutaciones somaticas, pueden ocurrir
directamente ante la exposicién ambiental o indirectamente por activacion de
mecanismos enddgenos mutagénicos (316, 317). Entre ellos los compuestos
nitrogenados, las nitrosaminas y su precursor el nitrato y el nitrito ademas del uso
como conservantes alimenticios, también se encuentran en productos ahumados,
productos enlatados y, particularmente, en aquellés a base de pescados, carnes o
hierbas, en numerosos vegetales como la remolacha, el rabanito, el apio y
espinaca, en bebidas alcohdlicas, en el tabaco, etc (326). En cavidad bucal, el
nitrato es parcialmente convertido en nitrito por la microflora oral,
aproximadamente un 20% (327-329). El nitrito también ha sido estudiado en
relacion con la carcinogénesis, descubriéndose una accion mutagénica a nivel
celular ya que actua sobre el gen P53, el cual esta estrechamente relacionado con
los carcinomas espinocelulares de cabeza y cuello (330, 345, 350-354), es también
un factor determinante muy importante en la nitrosacion gastrica pudiendo
contribuir a la etiologia del cancer en este oOrgano. Recientemente, una
sobreexpresion de iNOS se observé en el carcinoma de células escamosas bucal
(CCEB) (345, 358-360). Yang y col (355), mostraron en CCEB que la expresion



de iINOS y p53 se correlacioné significativamente con las fases del tumor vy el
grado patolégico de CCEB (P<0,05). También hubo correlacion entre la iNOS, la
expresion de p53 y metastasis de ganglios linfatico (P<0,05). La tasa de
supervivencia de los CCEB fue negativamente asociada con la expresion de
INOS, pero no con la de p53.Un aumento significativo en la expresion de la p53
se observo cuando la expresion de iNOS fue mas baja. La inmunoexpresion de la
INOS se correlaciona con la tumorigénesis y la evolucion del CCEB y puede
servir como un marcador del prondstico. En los Gltimos afios se han desarrollado
numerosos trabajos en el area, que intentan estudiar en profundidad su rol en la
carcinogénesis humana, destacando la necesidad de continuar profundizando el

tema.

El 6xido nitrico (ON) es una especie inestable que estd compuesta por un atomo
de N y uno de O y fécilmente se transforma en nitrito (NO2") o nitrato (NO3’) en
tejidos infectados o inflamados, pudiendo contribuir al proceso de carcinogénesis
a través de la generacion de nitrosaminas. La participacion del ON en la
carcinogénesis puede explicarse desde diversos mecanismos, tales como dafio al
ADN vy a través de la formacién de nitrosaminas (331, 340, 342). Existen
antecedentes bibliogréficos que sugieren que el ON promoveria la inactivacion del
gen supresor p53, ademas de permitir el crecimiento del tumor, la angiogénesis y
favorecer las metastasis (332, 337, 343, 344, 348, 349, 361).

Existen mecanismos de dafio directo al ADN por especies reactivas derivadas del
ON. La formacion enddgena de N-nitrosaminas son compuestos quimicos con
potencial carcinogénico reconocido, debido a que pueden ser metabolizadas a
fuertes agentes alquilantes (442). Existen diversos mecanismos que explican

desde diferentes puntos de vista, los efectos mutagénicos del ON (Fig 4).
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Fig 4: Mecanismo mutagénico del 6xido nitrico mediado por sus especies

reactivas.

Estas mutaciones pueden provocar la inactivacion de genes supresores de tumores
y la activacion de oncogenes y de esta forma participar en diferentes etapas del
proceso carcinogénico. Quizas el ejemplo mas evidente de esto lo constituye el
gen para la proteina p53, el cual se encuentra mutado en alrededor de 50 % de
todos los tumores humanos (443). Estudios previos presentaron in vitro
mutaciones de importancia bioldgica en el gen p53 inducidas por el ON vy la
metilacién (444). Posteriormente se demostré que en estadios iniciales del
carcinoma de pulmon existe una correlacion significativa entre la actividad de ON
y las mutaciones presentes en dicho gen (445). A partir de ello es suficiente para
plantear que el ON, en situaciones como la inflamacion, puede provocar la
inactivacion del gen p53 y favorecer al menos de este modo el surgimiento y
desarrollo tumoral. La cantidad de éxido nitrico producido por los macréfagos
activados y las células endoteliales en los sitios de inflamacion se estima ser
suficiente para la induccién de mutaciones (331, 446, 447). Las células
inflamatorias, tales como los fagocitos, neutréfilos, y macréfagos han sido
implicadas en la patogénesis de varias formas de desarrollo tumoral clinico y
experimental. Se plantea la hipotesis de que este proceso estd mediado por la
produccion de especies reactivas incluyendo ON, O, H2O>, y ONOO que infligen
dafios en el ADN (446).



El ON como radical libre es altamente reactivo, actia en la defensa del huésped
contra una variedad de patdgenos (333) y ademés activa sistemas que regulan la
transcripcion de proteinas proinflamatorias tales como las citoquinas (334). Dicha
molécula es sintetizada por la oxido nitrico sintetasa, (NOS) usando L-arginina y
oxigeno como sustrato. Existen tres isoformas de NOS (Fig 5), que se transcriben a
partir de tres genes separados y requieren de cofactores para activarse. Cada
monomero contiene un sitio con dominio reductasa y oxigenasa. La calmodulina, el
NADP (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato), el FAD (flavina adenina
dinucledtido) y flavina mononucléotido (FMN) son los factores que se requieren para
el dominio reductasa. Los electrones a partir de este sitio son transferidos al dominio
oxigenasa del mondmero adyacente; alli la tetrahidrobiopterina actla como cofactor
(BHa), donde es catalizada la reaccion entre Oz y la L-arginina, dando como resultado
la formacion de ON vy citrulina (335, 338, 341, 343, 344, 347, 357). Dos isoformas
(endotelial o eNOS y neuronal o nNOS) son constitutivamente expresadas y son
dependientes de la concentracion de calcio y calmodulina. En el sistema vascular, el
ON producido por eNOS es un potente vasodilatador y regulador del tono vascular en
respuesta al estrés. Un tercer gen (NOS2), produce una isoforma inducible iNOS que
es primariamente expresada en células inmunes, en especial en macrofagos y células
derivadas de ellos. La iNOS se expresa en respuesta a estimulos inflamatorios que
estan bien caracterizados en células murinas. Entre dichos estimulos se cuentan
citoquinas, lipopolisacaridos, interleuquina-6 (IL6), interferon-y, IL13 y factor de
necrosis tumoral-o. (FNT-o), ademas de algunas drogas como el taxol y el cisplatino
(336, 343, 344, 347). También se expresan constantemente a lo largo del epitelio de
las vias respiratorias, en la capa de queratinocitos basales de la piel normal (335)
gjerciendo una importante funcion en la defensa contra patdégenos y en conductos
salivales normales donde se desconoce su rol. Shende y col (356), realizaron un
estudio para detectar nitrato y nitrito en la saliva de casos con carcinoma, fibrosis de
la sub-mucosa (FSM) y en personas normales sin habitos. Encontraron aumento de
nitrato y de nitritos salivales en los carcinomas orales y en FSM en relacion con
aquellos individuos sin habitos; lo que permite demostrar que el aumento contribuye

al desarrollo de la carcinogénesis oral a través de dafio al ADN.

En tejidos normales el ON se expresa fuertemente en miocitos, musculo esquelético y

células de Purkinje. La iNOS produce mayores cantidades de ON que las isoformas



expresadas constitutivamente. En ambientes con baja cantidad de arginina, la iNOS
no puede transferir nitrégeno al oxigeno molecular y los electrones se combinan con
oxigeno para producir Oz (superoxido). Existen numerosos trabajos que demuestran
su incremento en las displasias epiteliales bucales, FSM y ain en los CCE de cabeza
y cuello (330).Chen y col (339), estudiaron la presencia, caracterizacion y
localizacion celular de iNOs en la bolsa de hdmster induciendo la carcinogénesis con
DMBA y encontraron inmunorreactividad en especial en los queratinocitos de las
bolsas tratadas. Esto sugiere que una actividad de iNOs puede estar ligada a los
estadios iniciales la carcinogénesis. Siendo este el primer estudio realizado en
mucosa bucal clinicamente sana, expuesta a factores como el tabaco y el alcohol.
Morelatto y col. (362), analizaron la presencia de 6xido nitrico sintetasa 2 (NOS2), en
los margenes histolégicamente sanos CCEB, obteniendo como resultado una
actividad positiva de NOS2, lo que indicaria una cancerizacién de campo en la

mucosa histolégicamente normal del tejido vecino al carcinoma.

Karthik y col. (346) observaron mayor expresion de la iNOS en pacientes con habito
de tabaco y carcinoma de células escamosas, no encontrando diferencias en relacion a
los carcinomas de células escamosas sin habito. ElI consumo de tabaco puede
estimular la produccion de ON, probablemente a través de la regulacion de la INOS
en células cancerigenas. Compuestos quimicos carcinogenos del tabaco podrian
contribuir al aumento de ON y de la iNOS en el cancer, lo que favoreceria la

capacidad de las células cancerosas para proliferar y crecer.

Mastrangelo F y col. (364) observaron la actividad de la NOS2en la patogénesis
delesiones orales precancerosas y cancerosas. Los resultados mostraron cambios en
los niveles de actividad de la eNOS, que aumentaron en mucosa oral sana de CCEB,
a través de diferentes niveles de displasia. Los niveles de actividad de iNOS se
incrementaron en lesiones precancerosas en comparacion con mucosa sana, donde
INOS estaba ausente, mientras que disminuyo en las lesiones de CCEB. Por otra
parte, también se encontrdé un aumento gradual de la actividad de nNOS junto con la

progresion de las lesiones.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mastrangelo%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25620185
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Fig 5: Biosintesis de ON y su mecanismo de accién.NOS: oxido nitrico
sintasa; NONS: oxido nitrico sintasa neuronal; eNOS: oxido nitrico
sintasa endotelial; iINOS: oxido nitrico sintasa inducible; cGMP:

guanosina monofosfato ciclico, ON. Oxido nitrico.

La hipoxia tumoral es un importante indicador de prondstico en el cancer, ya que
se asocia al crecimiento agresivo, metastasis y resistencia a los tratamientos (372-
374). Estas caracteristicas se pueden vincular al papel de la hipoxia como
regulador de la expresion de un conjunto particular de genes, entre los cuales la
activacion del complejo transcripcional HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1) es el
mediador principal (374-378, 418). HIF-1 es un heterodimero compuesto por dos
subunidades, una a (HIF-1o, HIF-2 a, 6 HIF-3a) y una B. Mientras que la B se

expresa constitutivamente y es idéntica al receptor aril hidrocarbono (AhR),



conocido como traslocador nuclear AhR (ARNT), la subunidad HIF-1a es
inducible por hipoxia. La estabilizacion y/o expresion de la subunidad alfa
provoca la activacion de HIF-1 (379-381).

Existen varios grupos diferentes de genes que son activados por hipoxia a través
de la actividad del HIF, tales como transportadores de glucosa, enzimas

glucoliticas, o factores de crecimiento angiogénico (374, 382-384).

Uno de los méas importantes de estos grupos de genes es el que corresponde a las
anhidrasas carbonicas (CAs), también llamada carbonato deshidratasa que fue
descripta por primera vez en el eritrocito por Meldrum y col (419), que pertenece
a la familia de metaloenzimas que utilizan Zn?* como cofactor. Se conocen 16
isoenzimas o isoformas, que difieren entre si segin su localizacion subcelular,

actividad catalitica y susceptibilidad a diferentes clases de inhibidores.

Algunas son citosolicas (CA 1, 11, I, VII y XIII), otras estan incluidas en las
membranas (CA 1V, IX, XIl y XIV), dos mitocondriales (CA VA y VB) y una es
secretada en saliva (CA VI). También hay tres formas acataliticas, llamadas
proteinas relacionadas a CA (CARPs): CARP VIII, X y XI. En humanos, CAs
estdn presentes en varios tejidos como el tracto gastrointestinal, tracto

reproductivo, sistema nervioso, rifion, pulmaon, piel y ojos, entre otros (385).

La accion de estas enzimas es la conversién reversible del diéxido de carbono a

i6n bicarbonato

CO2+H,O €=> HCOz + H*

CAs unidas a membrana, como carbonic anhydrase IX (CA-I1X), tienen un sitio
activo extracelular y pueden proveer iones H* 6 HCOs formados durante el
turnover catalitico para varios procesos fisiologicos, entre los que se cuenta la
acidificacion extracelular. Varias isoformas de CA estan asi envueltas en procesos
celulares esenciales como la respiracion y la regulacion acido-base, la secrecion
de electrolitos, la resorcién 6sea, la calcificacidn y las reacciones biosintéticas que
requieren HCO3™ como sustrato (386, 387) En el caso particular de la CA-1X, la
importancia de su actividad esta dada porque, junto con la isoforma XII, se halla
implicada en procesos de cancerizacion (388).



En tejidos normales, CA-1X presenta una muy escasa expresion. En tejidos
humanos, la expresion mas fuerte de CA-1X se da generalmente en las superficies
basolaterales de los enterocitos proliferantes de las criptas del duodeno, el yeyuno
y la mucosa ileal (389). Se ha reportado también una expresion difusa y débil de
la enzima en ductos eferentes de testiculo humano y focos ocasionales en acinos
pancreéticos (390, 391).

Se ha observado sobreexpresion de CA-1X en una variedad de tumores solidos,
como carcinomas renales y, particularmente, adenocarcinoma de células claras
(392-395), carcinoma escamoso cervical (396,397), carcinoma de ovario (398),
carcinoma colorrectal (399), carcinoma de eséfago (400), carcinoma de vejiga
(392), carcinoma de pulmén de células no pequefias (401) y mesotelioma (402).
Se ha reportado también una correlacion entre la sobreexpresion de CA-IX y

mayor agresividad tumoral (403).

En las células tumorales, CA-IX cumple varias funciones. Por una parte, al
excretar iones H* al medio extracelular, mantiene a éste mas acido y a la vez hace
al pH interno ligeramente alcalino, al incorporar los iones HCOs. Esta
combinacion, no solo favorece el crecimiento de las células tumorales, sino que
también facilita eventos tales como la transformacion celular, cambios
cromosoémicos, ruptura de la matriz extracelular, migracion e invasion, activacion

de proteasas y sintesis de factores de crecimiento (404, 405).

Por otra parte, CA-IX ha demostrado ser un buen marcador de hipoxia, no sélo en
estudios in vitro (406), sino también in vivo, (374, 407), exhibiendo un patron de
tincion preminentemente perinecrético, y con una distribucion muy similar a la
del pimonidazol, el més difundido de los marcadores exdgenos de hipoxia.
Algunos marcadores histoquimicos de comportamiento tumoral se expresan
también en lesiones potencialmente malignas. Particularmente, los biomarcadores
gue pueden ser demostrados en biopsias de rutina histopatolégica, constituyen una
ayuda accesible en el prondstico de estas lesiones y en el diagndstico de
cancerizacion de campo (362, 408-410). Si bien se ha estudiado la expresion y
funcién de la CA-IX en tejidos tumorales, en muy pocas ocasiones se ha
investigado la expresion o la actividad de esta enzima en lesiones preneoplasicas.
Asi, existen en la literatura escasos trabajos sobre lesiones premalignas de pulmon
(401, 411), mama (412), cérvix (413, 414) y lesiones cutaneas (415), y, muy



recientemente, se ha reportado la presencia de CA-IX en leucoplasias de la
mucosa oral (416,417), y no se han encontrado reportes sobre actividad de CA-IX

en otra lesion potencialmente maligna como el liquen plano oral.

El proceso carcinogénico es complejo y en su desarrollo, estan implicados genes y
proteinas relacionadas con todas las fases del proceso neoplasico, desde la
division y proliferacion celular, hasta la destruccion tisular e invasion metastasica.
De ahi la importancia del estudio de dicho marcador de hipoxia que hace que se
profundice alin mas en su estudio para asi alcanzar un mayor conocimiento de su

mecanismo de accion.

A pesar de las etapas de la carcinogénesis desarrolladas en el presente capitulo,
algunos trabajos describen la falta de lesiones potencialmente malignas que
precedan a la aparicion del carcinoma a células escamosas bucal. Sin embargo,
cerca del 80% de los pacientes relatan haber consumido tabaco y alcohol en

exceso (Fig 6).
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Fig 6: Distribucion de los carcinomas a células escamosas segun lesion
cancerizable y factores de riesgo. (n: 109. Periodo 1/1990-3/2007) (461).

En la Fig. 6 se describe un estudio realizado en la catedra de Clinica
Estomatoldgica B Facultad de Odontologia, UNC, en el que se analiz6 la
distribucion del CCEB segun la lesion potencialmente maligna evidenciable al
momento del diagnostico, resultando que el 45 % de los pacientes no presentaba
lesion previa. En relacion con los factores de riesgo, se observd que el 78%
consumian tabaco y alcohol, mientras que solo en el 22% restante no manifesto

tener habitos téxicos.

Este hallazgo nos motivo a estudiar algunas caracteristicas citologicas de la
mucosa que evidencien el efecto relacionado a la intensidad de los habitos toxicos

y su potencial carcinogénico.



HIPOTESIS

El consumo cronico de tabaco, alcohol y mate, se asocia a un aumento de los
nitritos salivales y a cambios en la mucosa bucal de aspecto clinico e histologico

normal detectables con citomorfometria y marcadores inmuno-histoquimicos.



OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de marcadores de malignidad en células exfoliadas y biopsias

de mucosa bucal, en voluntarios consumidores de tabaco, alcohol y mate.

Objetivos Especificos:

1- Estudiar la expresion de marcadores de malignidad mediante un estudio

morfométrico de células de la mucosa bucal.

2- Estudiar la expresion de NOS2 y CA-1X como marcadores de malignidad

en material de biopsias.

3- Estudiar la concentracion de nitritos salivales.

4- Correlacionar los hallazgos con el consumo de tabaco, alcohol y mate,

segun la intensidad del habito.



MATERIALES Y METODOS
Se desarrollaron en funcion de los Objetivos planteados:

El presente trabajo fue aprobado por el Comité de Etica de Facultad de Odontologia
CIEIS N°1619 afio 2010. Los individuos fueron informados de los objetivos del

mismo Yy antes de ser incluidos firmaron el consentimiento informado.
OBJETIVO 1:

Se incluyeron 80 individuos voluntarios adultos sanos, 41 de sexo femenino y
39 masculino, edad promedio 48 afios con un rango de 18 a 87 afios; que
asistieron de forma espontanea a las céatedras de Estomatologia A y B de la
Facultad de Odontologia de la UNC.

Se excluyeron: menores de 18 afios, embarazadas, diabéticos, adictos a drogas
de consumo ilegal, pacientes con cancer o que hayan recibido terapia
antineoplasica, inmunodeprimidos, y aquéllos con mas de un afio de haber

dejado el consumo de tabaco y alcohol.

Luego de la firma del consentimiento informado, se les confecciond una

historia clinica completa con especial atencion a los habitos de:

Consumo de tabaco: el nimero total de cigarrillos fumados durante la vida,
se calculd segun el método de Biondi y col. (420), multiplicando el nimero
de cigarrillos fumados por dia por 365 y por el nimero de afios que fumé. Se

categoriz6 segun la intensidad del habito, resultando (Tabla 2).

Tabla 2: Categorizacion de tabaco segun la intensidad

Categoria Cigarrillos consumidos
1 < 100.000
2 100.000-200.000
3 > 200.000

Consumo de alcohol: una unidad alcohdlica (drink) por dia se considerd
como exposicion al alcohol, de acuerdo con Pentenero y col. (421). Se estimd

la ingesta total de alcohol en gramos por dia y el consumo aproximado de



alcohol por afios de vida utilizando la Tabla 3 propuesta por Caciva y col.
(209). Se categorizd segun la intensidad del habito (Tabla 4), resultando:

Tabla 3 Equivalencia en grados de alcohol segun tipo de bebida, en

Cordoba capital.
Bebida Alcohol % Gramos por litro | Equivalente a un

(rango) Mediana en g/L vaso/ Medida

Vino Tinto 12-14,5 130 150ml: 19,59
Vino Blanco 8-13 125 150ml: 19 g
Cerveza 3,5-5,2 49 330ml: 16 g
Fernet 39-40 395 100ml: 39 g
Whisky 39-40 400 40ml: 16 g

Tabla 4: Categorizacion de alcohol segun la intensidad

Categorias Consumo de Alcohol en g
1 < 200.000
2 200.000-400.000
3 > 400.000

Consumo de mate: se registro la temperatura del agua (caliente o tibia), el
promedio de consumo diario (en cc) por dia y el tiempo de consumo segun
Goldenberg y col 2002 (51).Se categoriz6 segun la intensidad del habito,

como se expresa en las Tablas5y 6



Tabla 5: Categorizacion de mate segun la temperatura de consumo y los cc
consumidos por dia.

Categoria (caliente) Consumo de Mate en cc/dia
1 0-500 cc
2 500-750 cc
3 > 750 cc

Tabla 6: Categorizacion de mate segun la temperatura de consumo y los cc

consumido por dia.

Categoria (tibio) Consumo de Mate en cc/dia
1 0-1000 cc
2 1000-1500 cc
3 >1500 cc

Obtencién y procesado de las muestras:
Se obtuvieron células con citobrush de tres zonas de la mucosa bucal

clinicamente sana del lado derecho:

A-Piso de boca.

B- Mucosa yugal en el tercio posterior por encima de la linea de oclusion.

C- Paladar blando.

En caso de presentar lesion en el sector, se tomo del lado contralateral sano.
«  Se fijaron con alcohol a 96° y se dej6 secar a temperatura ambiente.

» Se colorearon con técnica de Papanicolaou (484)



» Los extendidos se observaron en un Fotomicroscopio Axioskop 2 MOT
(Carl Zeiss®, Jena - Germany) con software de procesamiento de
imagenes (AxioVision LE 4.5.0.0, Carl Zeiss®, Jena - Germany) a una
magnificacion de 40x.

» Las iméagenes digitales fueron tomadas con Cdmara Cannon Powershot A
640 (®, Ota. Tokio) (Fig. 7), y analizadas histomorfométricamente por
medio del software de analisis de imagenes Image J (Rasband, W.S., U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA)

Fig 7: Fotomicrografia de células epiteliales exfoliadas del sector de piso de boca.
Coloracion de Papanicolaou (MO 40x).

El programa Image J arrojo las siguientes mediciones: area celular (a C), area
nuclear (a N), perimetro del citoplasma (p C), perimetro del nucleo (p N). Se
aplico la siguiente férmula: Porcentaje del area celular (a C) ocupada por el
nacleo (N/C): (Fig. 8)

N/C = aN x 100
aC



Fig 8: Fotomicrografia de un extendido de células epiteliales exfoliadas. A: Se

marca el pC. B: Se marca el aN.

Se correlaciond el valor obtenido de la relacion N/C, con los habitos

categorizados segun intensidad, en cada localizacién.

Los valores obtenidos para cada habito se estandarizaron (st) dividiendo cada
registro por el valor maximo (T/Tm= Tst). De esta manera el valor maximo
para cada habito es 1 y correspondera al paciente que obtuvo el mayor
registro en dicho habito. Con estos valores se generd el indice TAM (T:
Tabaco, A: Alcohol, M: Mate), como el producto de los indices obtenidos
para cada voluntario (Tst. Ast. Mst= TAMst). Esto permitié a su vez determinar
cudles voluntarios consumen todos los factores de riesgo, (TAM si) y
distinguirlos de los que consumen uno o dos solamente ya que en estos casos
algun habito tendra el indice con valor 0 y, por lo tanto, el producto sera 0
(TAM no). Una vez hecho esto, los valores de TAM fueron categorizados en

cuatro clases: 0, 1, 2, 3 segun su intensidad.

Para determinar si hubo diferencia en la relaciéon N/C segln categoria de
TAM, se utilizé la prueba de Kruskal Wallis en cada localizacion. Se utiliz6
el programa InfoStat / Professional, version 1.1de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad Nacional de Cordoba.
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OBJETIVO 2

Anadlisis Inmunohistoquimico: Se evalud la expresién inmunohistoquimica de
oxido nitrico sintasa (NOS2) y anhidrasa carbonica IX (CA-1X). Se utilizaron
sectores de mucosa bucal clinica e histolégicamente normal contenidos como
margenes de seguridad en biopsias de pacientes tratados por lesiones
hiperplasicas simples o neoplasias benignas que requerian tratamiento
quirdrgico. Luego de la firma del consentimiento informado, se les
confecciond una historia clinica completa con especial atencion a los habitos

de consumo de tabaco, alcohol y mate, idem al objetivo 1.

Las biopsias se fijaron en formol bufferado con PBS 10 %, pH 7.0 y se
incluyeron en parafina segun técnica de rutina. Se realizaron cortes de 10
micrones de espesor, que fueron desparafinados en xilol, pasados a alcohol
100 % y sometidos luego a los siguientes pasos para las demostraciones

inmunohistoquimicas:

1. Inhibicion de la peroxidasa endogena: 0,5% de H202 en metanol durante

30 min. y lavado en agua destilada.

2. Recuperacion antigénica: Buffer Citrato pH 6.2 (CITRA Antigen
Retrieval, Biogenex), en horno de microndas a 400W, 3 ciclos de 4

minutos cada uno.

3. Bloqueo de posibles uniones inespecificas: PBS-Albumina durante 2 hs.

4. Anticuerpos primarios: Para demostracion de NOS2: anti-NOS2 humano,
generado en conejo (Santa Cruz Biotechnology). Para demostracion de
CA-1X, anti CAIX humano, generado en conejo (Santa Cruz
Biotecnology). Ambos anticuerpos se diluyeron 1:50. Se realiz
incubaciéon en camara himeda durante toda la noche a 4°C. y lavado
posterior en PBS.

5. Amplificacion de la sefial antigeno-Anticuerpo: kit de deteccion de
estreptavidina-peroxidasa (Kit de Multilink, Biogenex), (Fremont, CA
USA). Anticuerpo secundario (anti 1gG varias especies) y anticuerpo
terciario (streptavidina-peroxidasa) durante 1 hora cada uno a temperatura

ambiente en camara himeda.



6. Revelado de la sefial: Incubacion en diaminobenzidina (DAB) al 0.01 % y
H20- al 1% en PBS, 2 minutos y lavado en agua destilada.

7. Deshidratacion y montaje en balsamo.

Como controles positivos, en cada grupo de coloracion se incluyé un corte de
un unico bloque de un grupo de un granuloma apical reactivo para NOS2 o de
un carcinoma de células escamosas reactivo para CA-1X, segin correspondiere.
Como controles negativos de procesaron cortes en los cuales el anticuerpo
primario fue reemplazado por PBS

Se evalud el patron de expresion de las enzimas en cuanto a su localizacién
intracelular, su ubicacién en los distintos estratos epiteliales y la homogeneidad
de la respuesta en todo el tejido epitelial disponible. La intensidad de la
reaccion se evalué semicuantitativamente por comparacion con el control

positivo.

OBJETIVO 3:

Para estudiar la concentracion de nitritos salivales se utilizdé una sub-muestra
constituida por 60 voluntarios sanos sin lesién bucal. Veinte (20) eran

consumidores de alcohol y/o tabaco y cuarenta (40) no tenian estos habitos

Se los citd en ayunas y se recolecto saliva sin estimular durante 5 minutos en

tubos plésticos calibrados, estériles.

Inmediatamente, luego de la recoleccion de la saliva se estabiliz6 con NaOH
1M (20uL/1mL de saliva), desproteinizada con ZnSO4 0,15M (750uL/750uL
de saliva) y centrifugado a 9000g durante 15 minutos. El sobrenadante se uso
para la determinacion de nitrito, mediante la reaccion colorimétrica de Griess
(99). Este metodo espectrofotométrico se basa en la formacion de un
azocromaforo coloreado entre una amina aromatica y el nitrito contenido en
la saliva, cuya absorbancia maxima ocurre a 540nm; la absorbancia se midi6

con un espectrofotdbmetro Shimadzu ( Kyoto. Japan).



OBJETIVO 4:

Se correlacionaron los valores de N/C y de nitritos, con el consumo de T Ay
M categorizado. Debido a que los datos citomorfométricos no tuvieron
distribucion normal, se aplicé un test no paramétrico: la Prueba de Kruskal
Wallis. En las muestras de saliva se aplicO test t para muestras
independientes. Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa
InfoStat/Professional version 1.1 (2008, actualizado2014). (Facultad de
Ciencias Agronomicas, Universidad Nacional de Cordoba) statistical software

package.



RESULTADOS:
OBJETIVO 1
Se estudio la expresion de marcadores de malignidad mediante un estudio

morfométrico de células de la mucosa bucal.

En los 80 individuos voluntarios adultos incluidos, se analizaron 14.485
células, lo que correspondié a 181 células medidas con el programa Image J
por paciente y 60 células analizadas por cada localizacion anatdémica; se
calculo la relacion N/C y se la correlaciono con los habitos categorizados.
Conforme a la distribucion de la frecuencia en el consumo de T, Ay My
teniendo en cuenta que la mayor parte de los voluntarios tenian la combinacion
de 2 6 mas héabitos (Fig 9) se procedié a analizar cada habito con sus
asociaciones y por ultimo en forma separada aquellos que consumieron solo
mate y luego los que consumieron los tres habitos en forma simultanea.

Cuando se analiz6 la combinacion de los diferentes habitos se observo que el
23% (n: 19) de los pacientes tienen la combinacion de tabaco, alcohol y mate,
seguido de tabaco y mate 20% (n: 16) y de alcohol y mate 15% (n: 12) (Fig. 9).
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Fig. 9: Distribucidon de la frecuencia de habitos: ninguno. T.A.M: tabaco,
alcohol y mate; T: tabaco; .A: alcohol; M: mate; TA: tabaco y alcohol; TM:
tabaco y mate; AM: alcohol y mate.

CONSUMO DE TABACO:

Al analizar el consumo de tabaco de un n: 80 voluntarios: 35 eran no
fumadores, 45 consumian cigarrillos rubios con filtro, con un promedio total de
cigarrillos fumados en la vida de 230.000 y un rango de 2190-830.000. El
promedio de cigarrillos fumados por dia fue de 21 y el promedio de afios de

consumo de 30.

Cuando se analiz6 la relacion N/C segln la intensidad del tabaco consumido
podemos ver que en la localizacidn en piso de boca, la proporcién de la célula
ocupada por el ndcleo es significativamente menor en los consumidores,

independientemente de la intensidad del consumo (1, 2 o 3) (Fig. 10).
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Fig 10: Proporcién de la célula ocupada por el nucleo segun la intensidad de
consumo de tabaco en piso de boca. Prueba de Kruskal Wallis p<0,002.
0#1=2=3

Cuando se analiz6 la localizacién en mucosa yugal, se observa el mismo

comportamiento que en la localizacion en piso de boca (Fig 11).
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Fig 11: Proporcion de la célula ocupada por el nucleo segun la intensidad de
consumo de tabaco en mucosa yugal. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0£1=2=3

En la Fig 12 podemos observar que en la localizaciéon de: Paladar Blando, la

tendencia es la misma.
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Fig. 12 Proporcidn de la célula ocupada por el nucleo segun intensidad de
consumo de tabaco en: paladar blando. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0£1£2=3

Se pudo observar en las tres localizaciones que el consumo de tabaco en todas

sus intensidades produce una disminucién de la relacion N/C.

CONSUMO DE ALCOHOL.:

Al analizar el consumo de alcohol de un n: 80 voluntarios: 44 eran
consumidores de alcohol, siendo la bebida mas consumida el vino tinto en un
43% (n: 19), sequido en un 13% de la combinacion de bebidas (vino tinto,
cerveza y fernet), y un 11% de consumo de cerveza y otras combinaciones
(Fig.13), con un promedio total de 380.000 g de alcohol consumido en la vida.

El promedio de afios de consumo fue de 24 con una media de 43 g. por dia.
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Fig.13: Tipo y porcentajes de bebidas alcohdlicas consumidas.por los
pacientes bebedores (n: 44).

Cuando se analizé la relacion N/C segun la intensidad de alcohol consumido
podemos ver que en la localizacion en piso de boca la proporcion de la célula
ocupada por el nucleo es significativamente menor en los que consumen,
independientemente de la intensidad (1, 2 0 3) (Fig. 14).
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Fig. 14: Proporcion de la célula ocupada por el nicleo segun intensidad de
consumo de alcohol.en piso de boca. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0#£1£2=3.

Cuando se analiz6 la mucosa yugal se observo que la proporcion de la célula
ocupada por el ndcleo no muestra diferencias (Fig. 15).
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Fig.15: Proporcion de la célula ocupada por el nucleo segun intensidad de
consumo de alcohol.en mucosa yugal. Prueba de Kruskal Wallis p<0,11.
0=1=2=3

En el paladar blando la proporcién de la célula ocupada por el nicleo es

significativamente menor en los consumidores en exceso (Fig. 16).
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Fig.16: Proporcion de la célula ocupada por el nucleo segun intensidad de
consumo de alcohol en paladar blando. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0£1=24#3

Se pudo observar que en piso de boca la relacion N/C se reduce aun cuando el
consumo de alcohol es bajo. En paladar blando la reduccién de la relacion N/C
es mas pronunciada en grandes bebedores.

CONSUMO DE MATE:

Al analizar el consumo de mate de un n: 80 voluntarios: 57 pacientes (71%)

eran consumidores de mate, la mayoria lo tomaba caliente: 41 (72%).

El analisis de la relacion N/C segun la intensidad del consumo de mate en piso
de boca, la proporcién de la celula ocupada por el nucleo es significativamente
menor en los que consumen, no importando la intensidad (1, 2 o 3) (Fig. 17).
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Fig.17: Proporcion de la célula ocupada por el nucleo segun intensidad de
consumo de mate en piso de boca. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0£1=2=3.

En mucosa yugal la proporcion de la célula ocupada por el ndcleo es
significativamente menor en los consumidores de mate con mayor temperatura

y/o cc de consumo diario (Fig. 18).
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Fig.18: Proporcion de la célula ocupada por el nucleo segun intensidad de
consumo de mate en mucosa yugal. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0008.
0=1=2+#3

En localizaciéon de paladar blando la proporcion de la célula ocupada por el

ndcleo disminuye en relacion con la intensidad (Fig. 19).
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Fig. 19: Proporcion de la célula ocupada por el nicleo segun intensidad de
consumo de mate en paladar blando. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0£1=2#3

Se puede observar que en piso de boca el efecto del mate se observa aun en
intensidades bajas de consumo, mientras que en mucosa yugal solo se observa
en grandes consumidores y en paladar blando la reduccion es gradual de a

cuerdo a la intensidad.

CONSUMO DE TABACO, ALCOHOL Y MATE (TAM)

Al analizar exclusivamente los voluntarios que consumian los tres habitos
(TAM) categorizados segun la intensidad del habito. En piso de boca se pudo
observar que la disminucion de la proporcion de la célula ocupada por el
nacleo es significativamente menor en los que consumen con intensidad 1y 2,

siendo mucho mas pronunciada aun en la intensidad 3 (Fig. 20).
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Fig. 20: Proporcion de la célula ocupada por el nicleo de TAM
Categorizado.en piso de boca. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0£1=2+3

En mucosa yugal, la proporcion de la célula ocupada por el ndcleo es
significativamente menor en aquellos que consumen en todas las intensidades
(Fig. 21).
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Fig. 21: Proporcion de la célula ocupada por el nicleo de TAM categorizado
en mucosa yugal. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001. 0#1=2=3

En paladar blando, la proporcién de la célula ocupada por el nucleo es
significativamente menor en los que consumen no importando la intensidad (1,
2y 3) (Fig. 22).
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Fig. 22: Proporcion de la célula ocupada por el nicleo de TAM categorizado
en paladar blando. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001. 0#1=2=3

A continuacion se compararon aquellos voluntarios sin habitos (TAM no) con
los que consumian tabaco, alcohol y mate (TAM Si), asi al analizar todas las
localizaciones e intensidades juntas, se observa la marcada tendencia (Fig. 23).
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Fig. 23: Proporcion de la célula ocupada por el nacleo segun TAM. Todas

localizaciones e intensidades.

CONSUMO DE MATE UNICAMENTE

Por ultimo se analizaron los voluntarios que consumian exclusivamente mate

(n: 10) y se comparo la relacién N/C con aquellos voluntarios sin habitos (n: 8)

En piso de boca, la proporcion de la célula ocupada por el nicleo es
significtivamente menor en los voluntarios que consumen sin importar la
intensidad. (Fig. 24)
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Fig 24: Proporcion de la célula ocupada por el nucleo segun intensidad de
consumo de mate en piso de boca. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0#£1=2=3

En mucosa yugal, la proporcién de la célula ocupada por el nucleo fue variable,

siendo menor en los que consumieron con intensidad 1 6 3 (Fig 25).
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Fig. 25: Proporcidn de la célula ocupada por el nucleo segun intensidad de
consumo de mate en mucosa yugal. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0=2#1+#3.

En paladar blando la proporcion de la célula ocupada por el nacleo es
significativamente menor en aquellos que consumen sin importar la intensidad
(Fig. 26).
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Fig. 26: Proporcion de la célula ocupada por el nicleo segun intensidad de
consumo de mate en paladar blando. Prueba de Kruskal Wallis p<0,0001.
0#1=2=3.

Del analisis de los voluntarios que sélo consumian mate se observo una
disminucion de la proporcion de la célula ocupada por el nicleo muy
pronunciado en todas las intensidades en las localizaciones de piso de boca y

paladar blando.

OBJETIVO 2:

Estudiar la expresion de NOS2 y CA-IX como marcadores de malignidad en
material de biopsias. El estudio de marcadores moleculares permite detectar
alteraciones antes de que se produzcan cambios en la morfologia celular y de

gue esos cambios sean clinicamente visibles.

Se obtuvo una muestra de 7 pacientes el 44% de sexo masculino con una edad
promedio: 53 afios (rango: 26-68), con un promedio de consumo de tabaco:
780000 cigarrillo y un promedio de 666000g de bebidas alcoholicas

consumidas (Tabla 7). Los controles incluidos fueron nueve pacientes de los



cuales cuatro (45%) fueron del sexo masculino, con una edad promedio de 48 y

un rango de 21-77 afos, sin habitos.

Tabla 7: Pacientes con habitos de tabaco, alcohol y mate con sus

intensidades.

Sexo | edad | tabaco | Int | Alcohol Int Mate Int
Tab g. Alcohol cc Mate
M 57 536550 3 219000 3 1440 3
M 35 175930 2 762850 3 0 0
M 66 396025 3 1679000 3 900 3
F 65 2774000 3 2920 1 0 0
F 26 0 0 0 0 2400 3
F 50 0 0 0 0 4000 1
M 68 17885 1 0 0 600 1

En la interpretacion de las biopsias se tuvo en cuenta el patrén de expresion
celular, el que se clasifico como: Pericelular (M) con localizacién en
membrana celular, Citoplasmatica (C) con expresion difusa en el citoplasma y

Nuclear (N) cuando presentaban ndcleos positivos.

La localizacion intraepitelial se clasifico como: B: reactividad en el estrato
basal, M: reactividad en los estratos medios, considerando como tales los dos
tercios del espesor epitelial por encima de la capa basal y S: reactividad en los
estratos superficiales, considerando el tercio epitelial restante situado por
debajo de la capa cérnea. La homogeneidad de la respuesta se consider6 como:
Homogénea (H) cuando se expresaba en todo el epitelio disponible en la
muestra y parcheada (P) cuando solo se expresaba en algunos sectores en

alternancia con sectores negativos.



La intensidad de la reaccidn se evalu6 subjetivamente por comparacién con los
controles positivos, asignandoles un puntaje de 3 a las reacciones de igual o
mayor intensidad que los controles. 1y 2 intensidades intermedias y 0: sin

reaccion.

En el analisis de las muestras de NOS2 se observd que en las mucosas con
factores de riesgo todas las muestras resultaron positivas, la intensidad de la
reaccion es mayor en los estratos basales (Fig 27) Solo una muestra resultd
negativa en los estratos superficiales. Todas las restantes resultaron positivas
en todos los estratos epiteliales. La intensidad de la reaccion fue variable (entre
2 y 3 puntos, en una escala semicuantitativa de 1 a 3), en los estratos basales,
disminuyendo hacia los superficiales. La reaccion es parchada, localizada
preferentemente en la membrana celular y en algunos casos también en forma

difusa en el citoplasma (Fig. 28)
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Fig. 27: NOS2. Reaccion nuclear y citoplasmatica, mas intensa en estratos
basales (MO 40 x)



Fig: 28: NOS2. Reaccion citoplasmatica intensa en capa basal. En los estratos
medio y superficial predomina la reaccion nuclear. (MO 40x)

En las mucosas sin factores de riesgo, dos de las mucosas estudiadas resultaron
muy débilmente positivas en estrato basal, con una reaccion parchada en la
zona basal. (Tabla 8)



Tabla 8: Andlisis de muestras de biopsias NOS2. B: reactividad en el
estrato basal; M: reactividad en los estratos medios; S: Reactividad en los

estratos superficiales; P/H: Parcheada/Homogénea; N/C: Nuclear/ celular.

Pacientes sin factores de riesgo

1 0 0 0

2 1 0 0 P N-C

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

6 1 0 0 P N-C

7 0 0 0

Pacientes con factores de riesgo

1 2 1 1 P N-C

2 1 1 0 P N-C

3 3 3 2 P C

4 2 1 1 P C

5 2 1 1 P C

6 3 2 1 P N-C
2 1 2 P C

8 2 1 1 P N-C

9 2 3 3 P N-C

El anélisis de la expresion de CA X, revelo en todas las muestras de pacientes
con factores de riesgo, que resultaron positivas (Fig.29), con la reaccion mas
intensa en los estratos basales (Fig. 30), disminuyendo hacia los superficiales.
Solo una muestra resultd negativa en el los estratos basal y superficiales y
débilmente positiva en los estratos medios. La intensidad de la reaccion fue
variable (entre 1 y 2 puntos). La reaccion es parcheada (P), localizada

preferentemente en la membrana citoplasmatica (Fig. 31) No se observaron



diferencias de reaccion entre las mucosas con bajo y alto riesgo. En las
mucosas sin factores de riesgos, tres resultaron débilmente positivas

(graduacién 1) con una reaccion P en la zona B. (Tabla 9).

Tabla 9: Anélisis de muestras de biopsias CA 1X. B: reactividad en el estrato
basal; M: reactividad en los estratos medios; S: Reactividad en los estratos
superficiales; P/H: Parcheada/Homogénea; M/C: Pericelular/ Membrana celular

citoplasmatica

Pacientes sin factores de riesgo

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 1 0 0 P M/C
6 1 0 0 P M/C
7 1 0 0 P M/C
Pacientes con factores de riesgo

1 3 2 1 P C

2 1 2 P M

3 2 1 1 P M

4 2 3 3 P C

5 2 1 1 P M/C
6 1 1 0 P M/C
7 3 3 2 P M

8 2 1 1 P M

9 2 1 P M/C




Fig. 29: CA-IX positividad en todo estrato epitelial. (MO 40x)

Fig. 30: CA-IX positividad intensa en estrato basal. (MO 40x)
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Fig. 31: CA-IX reaccion parchada en membrana citoplasmatica (MO 40x)



OBJETIVO 3:
Para la determinacionde nitritos salivales se incluyeron 20 casos (Tablal0) y

40 controles apareados por sexo y edad (Tablall).

Tabla 10: Pacientes consumidores de tabaco, alcohol, mate (segln su

intensidad), con valor de nitritos salivales.

Edad | Sexo | Inten. | Inten. Inten. NO2
Tabaco | Alcohol | Mate

53 F 3 0 3 102,2
42 F 0 0 3 45,1
54 F 0 0 3 126,95
87 F 0 2 1 199,85
18 M 1 1 2 103
48 F 0 1 2 110,4
36 F 0 0 3 247,6
51 F 0 3 3 30,9
22 M 0 1 0 927,10
62 F 1 0 3 114,95
23 M 0 3 3 149,45
22 M 0 1 1 201,75
72 M 0 3 3 147,25
21 M 1 2 1 2143
22 M 1 3 0 220,2
21 F 0 0 2 22,25
22 M 0 2 1 128,4
68 M 1 0 1 33,8
56 M 3 1 0 170,1
33 F 1 0 3 145,1




Tabla 11: Pacientes no consumidores de tabaco, alcohol, mate, con valor de

nitritos salivales.

Edad | Sexo | NO2 Edad | Sexo | NO2
51 F 86,4 51 F 87,54
45 F 251 45 F 248,76
51 F 150,4 56 F 197,59
82 F 390,49 82 F 370,4
18 M 214 20 M 43,1
43 F 40,3 48 F 1408
36 F 298,82 36 F 199,9
49 F 256,4 50 F 117,1
24 M 102,7 19 M 29,2
60 F 259,8 65 F 1531
19 M 177,1 25 M 296,5
20 M 43,15 18 M 52,9
76 M 468 71 M 328
19 M 121 18 M 213,4
24 M 115 24 M 433
24 F 73,55 18 F 155,8
27 M 41,85 34 M 25,7
62 M 131 65 M 169,4
56 M 135,3 56 M 135,3
38 F 215,86 33 F 129,9

Al analizar los nitritos salivales mediente el test “t” para

muestras

independientes se observé que la media de gupo de casos fue 172 uM, mientras

que los controles fue de 212 uM (Tabla 12).



Tabla 12: Caso-control de nitritos salivales.

Grupo n Media*EE
casos 20 172,03+42,35
control 40 212,59+35,70

Se observo una amplia variabilidad interindividual sin diferencias significativas

entre ambos grupos de estudio.



DISCUSION

El carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) es el tumor maligno mas
frecuente de la cavidad bucal y el sexto mas comun de los cénceres (474). La
deteccion temprana es clave para mejorar la calidad de vida y aumentar la tasa de
supervivencia. En nuestro medio la mayoria de los pacientes consultan en estadios
avanzados, una de las razones mas comunes es la demora en el diagnostico debido
al profesional o al desconocimiento del paciente. (461, 475- 477). Llama la
atencion que en paises en vias de desarrollo como el nuestro la tasa de incidencia
de cancer bucal (CB) es inferior y la de mortalidad es notablemente superior que
en los paises desarrollados. El estudio realizado por Morelatto RA y col (478)
sobre la mortalidad por céncer bucal en la provincia de Cérdoba, mostré un
incremento del 77% en mujeres en el periodo 1975-2000.

El CB es multifactorial y es en gran medida prevenible, los factores de riesgo méas
extensamente estudiados son el tabaco y el alcohol, en la actualidad se proponen
otros como el consumo de mate, déficits alimentarios, la mala higiene bucal, el
traumatismo cronico dentario o protético, el mal estado bucal y la inflamacion
cronica (8, 16,26, 31-37, 38, 43, 47, 51-58). La presencia de estos factores, su
intensidad y combinacion, le da caracteristicas particulares a la distribucién del
CB en el mundo, y nos revela la importancia de los estudios regionales. Si bien la
aparicion del CB puede ser precedido por lesiones llamadas pre-cancerosas o
potencialmente malignas, en nuestro medio, un alto porcentaje se presenta sobre
mucosa sana. Teniendo en cuenta que la deteccidon temprana es clave para un buen
prondstico, toma relevancia el estudio de los primeros cambios tisulares que
pudieran estar asociados a malignidad. En este sentido y teniendo en cuenta que el
defecto béasico de la alteracion de cualquier célula comienza a nivel molecular y
desencadena una serie de reacciones que afectan a todo el sistema celular y por
consiguiente a su morfologia; numerosos autores han trabajado procurando definir
dichos cambios, con el fin de poder utilizarlos como indicadores tempranos de

malignidad o displasia epitelial.

Cowpe y col (481) relata la dificultad de establecer criterios de base de
normalidad en los analisis cuantitativos morfométricos de células de la mucosa
bucal normal en especial teniendo en cuenta la variabilidad segln la edad y la

localizacion y otros relacionados a deficiencias de hierro, vitamina B12 y &cido



folico. Esta variabilidad puede adjudicarse a diferencias en el desarrollo y
maduracion de las células individuales. Existen trabajos que reportan cambios en
células exfoliadas de consumidores de tabaco y alcohol valorados en forma
individual en la mucosa oral clinicamente sana, cuyos resultados son variados y a

Veces se contraponen.

Cowpe y col (482), Demostraron que los cambios malignos en células exfoliadas
podrian detectarse estimando la relacion N/C. Desde ese momento numerosos
estudios intentaron evaluar la influencia de diversos factores sistémicos y externos
sobre las dimensiones de las estructuras celulares y nucleares, en especial el radio
N/C usando técnicas cuantitativas. Pero los resultados son variados y

controversiales.

La mayor parte de los autores enfatizan la importancia de reconocer en forma
temprana los cambios celulares causados por el uso del tabaco, considerados

cambios displasicos, para ser utilizados con fines preventivos.

Estudios previos han demostrado que el consumo de T y A, incluso después de un
corto periodo inducen cambios en la arquitectura tisular y morfologia de células
epiteliales de la mucosa bucal, antes que los cambios clinicos sean evidentes. En
el presente estudio realizado en voluntarios con mucosa bucal clinicamente sana,
tuvo como objetivo la deteccién precoz de las alteraciones celulares en tres
localizaciones diferentes, relacionadas con el tipo, la duracion y la intensidad del
consumo de tabaco, alcohol y mate. Los resultados de este trabajo demuestran una
reduccion en la relacion N/C relacionada con el consumo de tabaco, de alcohol y
de mate, en forma independiente y en forma asociada, aumentando la diferencia
con la intensidad del habito en piso de boca, mucosa yugal y en paladar blando.
Los cambios fueron més evidentes cuando se compararon los voluntarios sin

habitos con aquéllos que tenian la combinacion de los tres: T, Ay M.

En relacion al tabaco en el presente trabajo la mayoria de los voluntarios eran
fumadores de cigarrillos rubios con filtro (n: 45), en los que se observaron
cambios citoldgicos que mostraron una disminucion de la relacion N/C en los tres
sitios anatomicos estudiados; mientras que otros autores en citologias de
fumadores observaron un aumento de la relacion Nucleo /citoplasma (239, 240,
245, 246); entre ellos Safoura y col (240), en un estudio de corte transversal

incluyd individuos fumadores, usuarios de pipas de agua, y normales; tomaron



muestras citologicas de tres areas diferentes: mucosa yugal, borde de lengua y
piso de boca (derecho). Los resultados determinaron un aumento en el tamafio
nuclear y de la relacion N/C, destacandose una gran variabilidad de los
parametros estudiados. Asi también demostraron los mismos efectos celulares en
sujetos masticadores de tabaco y consumidores de mishri (245) y en adictos al
opio (239) y en pacientes con carcinoma (246). Einstein y col. (483) concluyeron
que los cambios observados en la morfometria, pueden ser atribuidos al tabaco y
la liberacion de productos tales como las nitrosaminas y la NNN. La diferencia en
los resultados con el presente estudio, puede atribuirse a variabilidad de las
mediciones relacionadas con el sitio de la muestra, la edad de los pacientes, el
interrogatorio y la cuantificacion de la intensidad de los habitos analizados y en

especial que nosotros analizamos los efectos de la combinacion de héabitos.

En relacion con el consumo de alcohol, Reis y col (235), estudiaron la relacion
N/C, frecuencia de microndcleos, picnosis, cariorrexis y cariolisis en células
exfoliadas en alcohdlicos no fumadores (grupo etanol) y en no fumadores ni
bebedores (grupo control). El grupo de etanol mostré un aumento significativo en
la frecuencia de todas las alteraciones en las células del borde de la lengua cuando
se comparé con el grupo control. Muller y col (231) estudiaron los efectos
directos de diferentes concentraciones de alcohol (20%, 40%, 96%) sobre la
mucosa bucal del conejo; observando queel alcohol a corto plazo conduce a un
dafio en la mucosa proporcional al grado de concentracién de alcohol. Mientras
que, la irritacién del alcohol en estudios a largo plazo, produce displasia epitelial.
Por ultimo, Maier y col (232), investigaron el efecto del consumo crénico de
etanol en la morfologia de la mucosa oral de ratas Wistar macho que habian sido
alimentados con dietas liquidas que contenian etanol o hidratos de carbono
isocaloricas. El andlisis morfométrico mostr6 un aumento del tamafio de los
nacleos de las células basales.De manera que los resultados reportados indican
gue el consumo crénico de etanol provoca la atrofia de la mucosa oral, asociada a
hiper-regeneracion, lo que puede resultar en una mayor susceptibilidad del
epitelio a carcinégenos quimicos. Ogden G. y col (241,242) encontraron en
células mucosa bucal clinicamente sana una reduccion significativa en el area
total de células, tanto en el area media citoplasmatica como del area nuclear en

comparacion con los controles. Estas observaciones son similares a nuestros



resultados, en los que se observO una reduccién del area nuclear con la
combinacion de T, Ay M, sobre todo en la localizacién de piso de boca y paladar
blando; mientras que con el consumo de mate y sus combinaciones se evidencid
un aumento del area nuclear. Asi también se observo un aumento del area
citoplasmastica en relacion a la combinacion de habitos, existiendo a partir de esto
una reduccion en la relacién N/C, asociada a la intensidad del hébito.

Al analizar el consumo de tabaco y alcohol se evidencié en nuestro trabajo que un
56% de los voluntarios fumaba, el 55% eran consumidores de bebidas alcoholicas;
siendo esta una realidad que difiere de los ultimos datos publicados por el Indec
(2012). En Argentina el 22% de la poblacion refirid consumir tabaco, en una
proporcion mayor en varones que en mujeres (29,6% vs 15,7%). El promedio de
cigarrillos fumados por dia fue de 12. En ciudad de Cordoba la prevalencia de
fumadores fue de un 29 al 34% entre los afios 2005-2011. En relacion al consumo
regular de alcohol a nivel nacional fue del 18%, se observé un mayor consumo en
varones que en mujeres (11 y 5%). La prevalencia del consumo de alcohol
episddico excesivo a nivel nacional fue del 10% para los afios anteriormente
informados. En la poblacion adulta de la ciudad de Cérdoba el 45% consumia
bebidas alcohdlicas, vino tinto, cerveza y fernet fueron las mas consumidas en

orden de frecuencia (462).

En relacion al consumo de mate no ha sido informado por el Indec. Segln un
relevamiento realizado en la ciudad de Cordoba, estuvo presente en el 76% de la
poblacién adulta y en un 71%, de los voluntarios de nuestro trabajo, la mayoria lo
consume a temperatura caliente. No existen en la literatura trabajos que evalten
los efectos del mate, ni de su combinacién con el Ty el A sobre células exfoliadas
de la cavidad bucal. En el presente trabajo se analizd el consumo de mate como
unico factor, se pudo evidenciar un aumento del area nuclear en piso de boca y
una disminucion en paladar blando; por lo contrario el area citoplasmatica

aumento tanto en piso de boca, como en paladar blando.

Bortoluzzi MC y col (473) evaluaron la frecuencia de micronucleos de las células
epiteliales exfoliadas de mucosa yugal de voluntarios sanos, expuestos al
consumo de mate durante 7 dias, no observando cambios. El rol del mate en la
carcinogenesis aun no esta esclarecido. Se ha relacionado la ingesta de mate con

canceres de la cavidad oral, faringe, laringe, esofago, entre otros y se sugiere que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bortoluzzi%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24608213

productos quimicos, como el benzopireno, compuestos fendlicos, podrian ser los
responsables del efecto carcinogénico de la yerba mate en los sitios mencionados
(54, 56,297-304), y que bebedores de mate caliente en forma diaria produciria una
acumulacién en el dafio por la accion térmica de la bebida (289). El riesgo de
cancer de esé6fago para los bebedores de mas de 1 litro de mate muy caliente tiene
un aumento de 3 veces en relacion a los no consumidores de mate. La temperatura
podria actuar en dafar la mucosa, permitiendo en parte la accion sobre la mucosa
de otros carcindgenos como el tabaco y el alcohol, no pudiéndose descartar una
interaccidn con estos factores, se sefiala un incremento de 7 veces en el riesgo de
cancer de esd6fago (52, 53, 285, 286, 295). Estos resultados en el céncer de
esofago, nos revelan la importancia de considerar al consumo de mate y sus
asociaciones con otros factores de riesgo en poblaciones como la nuestra que tiene
mas del 70% de consumidores de mate caliente (462). Ronco y col. (472)
evaluaron la asociacion de consumo de mate con el riesgo de cancer de mama,
analizando el consumo diario, la edad de comienzo, la duracion del habito, y los
mL consumidos. Encontraron una asociacion inversa entre el consumo de mate y
el riesgo de cancer de mama. Concluyen en que puede deberse a los efectos
antioxidantes de los polifenoles presentes en la yerba mate.

Cuando se analizan todas las localizaciones e intensidades juntas en consumidores
de T, Ay M, se observa la importante magnitud de esta tendencia que reduce la
relacion N/C, revelando un probable efecto sinérgico. En resumen podemos
establecer que en las personas que fuman, beben alcohol y toman mas de medio
litro de mate caliente, el porcentaje de area de la célula ocupada por el nucleo se
reduce. Estos cambios podrian ser indicadores tempranos de dafio celular, que de
continuar con dichos habitos podrian desarrollar lesiones potencialmente
malignas, neoplasias epiteliales o asociarse a cambios tempranos de una

cancerizacion de campo

Los resultados obtenidos constituyen un sélido fundamento que valoriza al
cuestionario como herramienta econdémica y facilmente aplicable en la atencién
clinica de pacientes. Los datos obtenidos nos permitiran alertarnos sobre la
existencia de dafos celulares que pueden existir frente a habitos como T, Ay M

cuando aun no haya lesion clinica ni histopatologicamente evidente. Asi tambien,
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nos permite identificar a los pacientes de alto riesgo los cuales deberan incluirse
en un protocolo de prevencion y controles estrictos.

Cuando estudiamos con técnicas de inmunohistoquimica material de biopsias de
mucosa normal se observd que todos los voluntarios consumidores de tabaco,
alcohol y mate mostraron expresion positiva de NOS2. La tincion de la enzima
fue mas intensa en los estratos basales, disminuyendo en el resto del epitelio;
mientras que las mucosas sin factores de riesgo no fueron reactivas. Estos
resultados podrian ser coincidentes con los de otro estudio realizado por nuestro
grupo donde se encontro positividad para NOS2 en los margenes histolégicamente
sanos de CCEB, lo que indicaria una cancerizacion de campo en la mucosa
histolégicamente normal del tejido vecino al carcinoma, mucosa esta que también

ha estado expuesta a factores comoel T Ay el M (362).

El consumo de tabaco puede estimular la produccion de oxido nitrico,
probablemente a través de la regulacion de la NOS2 en células cancerigenas.
Compuestos quimicos carcindgenos del tabaco podrian contribuir al aumento de
ON y de la NOS2 en el cancer, lo que favoreceria la capacidad de las células
cancerosas para proliferar y crecer. Otros autores han informado la presencia de
NOS2 en canceres humanos incluyendo los de pulmén, préstata, mama, vejiga,
cavidad oral, esofago y colon (330, 345, 350-354). Recientemente, una
sobreexpresion de NOS2 se observd en el carcinoma de células escamosas oral;
del mismo modo, los carcinomas y sarcoma de tejidos duros bucales también se
asociaron con la expresion de la NOS2 pero esa expresion fue mayor en los
carcinomas que en los sarcomas (345, 358-360). Mastrangelo F y col. (364)
describieron niveles aumentados de actividad de NOS2 en lesiones precancerosas
en comparacién con mucosa sana. Por otra parte, se encontré un aumento gradual
de la actividad junto con la progresién de las lesiones, lo cual podria ser
coincidente con nuestros estudios ya que algunas de estas lesiones potencialmente
malignas se relacionan con el consumo de tabaco y alcohol. Yang L y col (355)
investigaron la expresion de NOS2 en biopsias de mucosa bucal normal y de
CCEB. Este estudio demostré que la expresion de NOS2 se correlaciona con la
diferenciacion del grado tumoral y la tasa de proliferacion del tumor; el tiempo de
supervivencia a cinco afos fue dramaticamente mas corto en los pacientes con la

expresion de NOS2. La NOS2 esta asociada con una variedad de canceres
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humanos, pero su expresion y la interaccion en CCEB no se han explorado
completamente. La interaccién de ON y NOS2 en el crecimiento del tumor y la
angiogenesis requiere de mas estudios, que nos revelen la posibilidad de su uso
prondstico. Augustine Dy col (464), estudiaron la expresion de la NOS2 en
carcinomas y sarcomas de la cavidad oral para revelar su comportamiento
bioldgico y correlacionar la expresion de NOS2 con metéstasis en los ganglios
linfaticos en los carcinomas y sarcomas. La mayoria de los carcinomas mostraron
ser positivos para NOS2. Entre los sarcomas la positividad se observé en el 50%
de los de tejidos duros; los sarcomas de tejidos blandos fueron negativos. La alta
expresion de NOS2 en carcinomas, podria relacionarse al aumento de la

angiogenesis para el crecimiento tumoral.

En este topico es importante recordar que los radicales libres tales como las
especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrogeno (ERN), inducen al estrés
oxidativo, considerado uno de los principales inductores del carcinoma de células
escamosas bucal. Otros metabolitos reactivos del oxigeno como el anion
superéxido (O2), perdxido de hidrégeno (H202), radicales hidroxilo (‘OH),
malondialdehido y de las especies reactivas del nitrogeno como el 6xido nitrico
(ON), estarian involucrados en el proceso de la carcinogénesis, causando dafios en
las bases del ADN, provocando mutaciones en oncogenes y genes supresores de
tumores, que estan implicados en la carcinogénesis bucal. Por lo tanto, los
radicales libres actuarian como iniciadores y / o promotores de la carcinogénesis
bucal (457-458). EI ON se comporta como citostatico o citotdxico que interactua
con un numero de dianas moleculares dentro de las células. Se ha informado de
gue ON se calcula en términos de su producto final de nitrato + nitrito (NO2 +
NO3) debido a la corta vida media (459). Hasta el presente, la identificacion
positiva de nitrosaminas puede ser hecha sélo por cromatografia gaseosa; como
dichas técnicas son muy costosas y generalmente no estan disponibles (467), la
determinacion de sus precursores, nitrato y nitrito ofrece una buena alternativa. En
relacién al cancer bucal ciertos autores como Badawi y col 1998 (468) encuentran
aumento en la concentracion salival de nitrito en pacientes con cancer comparada
con la de un grupo control. En nuestro estudio también nos preguntamos si las
especies reactivas del nitrogeno podrian estar aumentadas en los pacientes

consumidores de T y A. Forman y col. (1985) (469) encontraron niveles mas
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bajos de nitrato en la saliva de fumadores en relacién a las de no fumadores, ya
que los primeros tienen niveles 3 0 4 veces mas altos de tiacinato (SCN-), que se
sabe puede inhibir la concentracion de nitrato en saliva (470). Los mismos autores
encontraron que los niveles de nitrito salival fueron incrementandose en grupos de
mayor edad. Tanto en el tabaco como en el alcohol y el mate se han descripto
compuestos nitrogenados los cuales podrian influir sobre la mucosa y con este fin
estudiamos los nitritos en saliva. En relacion a la determinacion salival de
compuestos nitrogenados, se pudo observar que existe una gran influencia de la
matriz y de la quimica de dichos compuestos en las condiciones de
almacenamiento y procesado. Es por ello que adquiere fundamental importancia
controlar las condiciones de recoleccion, almacenamiento y procesado (471).

En nuestra muestra de 60 voluntarios estudiados, la amplia variabilidad
interindividual determiné que las diferencias no fueran significativas entre
consumidores y no consumidores. No obstante, un mayor numero de estudios

seran necesarios en este campo, para obtener resultados concluyentes.

En relacion a CA-IX en las mucosas con factores de riesgo, todas resultaron
positivas con la reaccion mas intensa en los estratos basales, disminuyendo hacia
los superficiales. La intensidad de la reaccion fue variable. No se observaron
diferencias de reaccion entre las mucosas de pacientes con bajo y alto riesgo. En
las mucosas sin factores, tres resultaron débilmente positivas. Se ha observado
sobreexpresion de CA-IX en variedad de tumores sélidos, como carcinomas
renales, carcinoma de ovario, carcinoma colon-rectal, carcinoma de eséfago, entre
otros (392-395, 398-400), a su vez se atribuye la sobreexpresion a una mayor
agresividad tumoral (403). Por otra parte en muy pocas ocasiones se ha
investigado la expresion o la actividad de esta enzima en lesiones preneoplasicas
bucales, muy recientemente, se ha reportado la presencia en leucoplasias
(416,417), y no se han encontrado reportes sobre actividad de CA-IX en otra
lesion potencialmente maligna. La CA-1X ha demostrado ser un buen marcador de
hipoxia. La expresion de estos marcadores aplicados a biopsias de mucosa bucal,
nos permite identificar aquellos pacientes con riesgo de malignizacion, aun
cuando no presenten cambios citologicos ni histopatoldgicos. Pérez-Sayansy col.
(416) analizaron la expresion de CA-IX de CCEB y en displasias adyacentes al

margen quirurgico del tumor. Encontraron un 33% de displasia leve, 14% de los
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casos de displasia moderada, 3% de displasia grave y 50% de casos de carcinoma
in situ. En otra investigacion los mismo autores (417), estudiaron el papel de la
CA-1X en casos de leucoplasias y displasias adyacentes al margen del tumor.
Encontraron una mayor positividad CA-1X en los no fumadores, eritroplasia y
leucoplasia moteada, en lengua, y con multiples lesiones, las leucoplasias 2-4 cm
y en recurrencias sin diferencias significativas. Todas las lesiones sin displasia
fueron negativas para CA-1X; sin embargo, en todas las categorias de displasia,
los porcentajes de positividad y negatividad variaron. Con respecto a los valores
del indice de diagnostico, se encontrd una sensibilidad del 32%, una especificidad
del 100%, y un valor predictivo positivo del 100%. ElI marcador CA-IX se

considera un marcador de hipoxia especifico debido a su alta especificidad.

En otro estudio Pérez-Sayans M y col (453) determinaron la expresion de CA-IX
en casos de CCEB. En el 36% de los casos fue moderado, mientras que en el 46%
intensa. En cuanto a la expresion CA-1X y la supervivencia, los pacientes con
tumores que presentan una fuerte tincion tuvieron un menor tiempo de
supervivencia. El diagndstico precoz de estos tumores es esencial para mejorar la
supervivencia de los pacientes. La expresién CA-1X aumenta con el aumento de la
etapa del tumor, probablemente relacionado con el grado de hipoxia; por lo tanto,
su medicidn se puede utilizar como un factor de pronéstico. Yang JS y col (465),
investigaron la asociacion entre la expresion de CA-1X en la membrana y las
caracteristicas clinico-patologicas en el CCEB. Se estudiaron 271 especimenes de
CCEB por microarrays y se evalu el efecto de la sobreexpresion de CA-I1X sobre
la migracion de las células cancerosas orales in vitro. Se encontr6 que la expresion
de CA-IX se asocid con estadios clinicos mas avanzados y positivos en metastasis
linfaticas. Es importante destacar que la expresion CA-IX se correlaciona con la
sobrevida. Por Gltimo Brockton N y col (466) evaluaron expresion CA-1X del
estroma de tejido tumoral de 61pacientes con CCEB. Una alta expresion de CA-
IX, se asoci6 con una reduccion dela supervivencia significativa. Su expresion en
el estroma podria identificar a los pacientes con peor prondstico que permitira

planear las estrategias terapéuticas en el CCEB.

Las biopsias de mucosa bucal clinicamente normal de pacientes consumidores de
tabaco, alcohol y mate, mostraron positividad de NOS2 y CA-1X en distintos

grados a nivel epitelial. Mientras que las mucosas sin factores de riesgo con
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ambos marcadores resultaron negativas o débilmente positivas con una reaccion
parcheada en el estrato basal. La expresion de estos marcadores podria estar
asociada a un riesgo aumentado de malignizacién de la mucosa bucal antes que
aparezcan los cambios morfoldgicos celulares, en aquellos pacientes expuestos a

factores de riesgo como el tabaco, el alcohol y el mate.

Estos hallazgos con técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) como la NOS2 y la
CA-IX nos confirman el dafo celular asociado al consumo de tabaco, alcohol y
mate, siendo ademas un aporte al conocimiento de la biologia de los cambios

iniciales de la carcinogénesis.

En los Ultimos afios se han desarrollado numerosos trabajos en el &rea, que
intentan estudiar en profundidad la carcinogénesis humana, destacando la
necesidad de continuar profundizando el tema, a fin de aportar nuevos datos que

puedan ayudar a la prevencion de esta dolencia.

Si bien el cambio en las dimensiones de las estructuras, o dafio celular fue muy
evidente, la variabilidad individual y de las células de diferentes sectores de la
mucosa, en las condiciones metodologicas estudiadas, nos conduce a no
recomendar su aplicacion con fines diagndsticos. Ademas, estos también se
pueden usar una herramienta educativa para los programas de sensibilizacion de la

poblacion para ayudar a dejar de estos habitos orales.



CONCLUSIONES

Al analizar los resultados de las citologias informadas segin el grado de
Papanicoleau se observo que no existia diferencia entre las de voluntarios con
habitos (T, Ay M), y los no consumidores, de igual manera la histopatologia de

las biopsias incluidas fue en ambos grupos compatible con mucosa normal

Los resultados de la citomorfometria indican claramente que el consumo crénico
y acumulado de T, A'y M, asi como sus asociaciones: TA, TM, AM y TAM, datos
éstos obtenidos por un adecuado interrogatorio a los voluntarios, mostraron que el
consumo en exceso y/o simultaneo de los factores de riesgo provocan en mucosas
clinicamente sanas, cambios morfoldgicos celulares. Teniendo en cuenta que el
consumo de TAM aumenta 4 veces (56) el riesgo de padecer céncer bucal,
tendremos en la clinica un argumento importante para sugerir el abandono de los
habitos.

El medir con precision los diferentes parametros de las células nos permitid
detectar con regularidad cambios iniciales (progresivos) de sufrimiento o dafio
celular muy evidente relacionados con la intensidad de los hébitos.La variabilidad
individual y de las células de diferentes sectores de la mucosa, en las condiciones
metodoldgicas estudiadas, nos conduce a no recomendar su aplicacion con fines

diagndsticos.

Por otra parte, estos resultados también pueden ayudar a los profesionales a
motivar a laspersonas a dejar el consumo de tabaco, alcohol y mate como factores

de riesgo relacionados al cancer bucal.

La expresion positiva de NOS2 y CA IX, nos permitié confirmar el dafio

observado con la citomorfometria.

Estos datos preliminares sugieren que la expresion de NOS2 y CA IX podria ser
atil para el diagnostico de cancerizacion de campo en aquellos pacientes con
factores de riesgo pero que aun no han evidenciado lesiones clinicas en la mucosa

bucal.

Teniendo en cuenta el hecho de que la concentracién de nitrito en la saliva esta
asociada a la edad, la composicion de la dieta y al consumo de tabaco y alcohol

entre otros, consideramos que es importante continuar el trabajo ampliando la



muestra en la busqueda de una posible asociacion, y el probable aporte de nuevos

conocimientos.
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ANEXOS:

Difusion de resultados parciales durante la realizacién de la tesis:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Expositor de Postres: Marcadores Histoquimicas de malignidad
relacionados con el consumo de tabaco, alcohol y mate. Presentado en XL
Reunion Anual de la S.A.1.O, sobre:. Mar del Plata. 18 a 20 de octubre de
2008.

Autor de Presentacion Oral: “Habitos y factores de riesgo para la Salud
Bucal de la poblacion de Cordoba.” Presentado en XLVII Reunion Anual
de la Sociedad Argentina de Investigacion Odontoldgica. 13 al 15 de
noviembre 2014.

Expositor de Poster.” Consumo de tabaco, alcohol y mate en la poblacion
de Cordoba. Informe parcial.” Presentado en las IX Jornadas
Internacionales de Salud Publica, organizado por la Escuela de Salud
Publica, dependiente de la Faculta de Medicina de la UNC. 5 de diciembre
del 2014.

Elaboracion de un Articulo Titulado: “Alcohol y Salud!! Alcohol y Salud?
Revision Bibliografica” Publicado en la Revista a CLAVES de Odontologia.

Circulo Odontolégico de Cdrdoba. Edicion Nro. 74, mayo de 2015. (Claves

de Odontologia 2015; 74:41-46).

Expositor del trabajo: Pardmetros morfométricos de las células de la
mucosa bucal en relacion al consumo de tabaco, alcohol y mate. Presentado
en XLVII Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion
Odontoldgica. 12 al 14 de noviembre 2015.

Autor de la exposicion oral del trabajo: Expresion de Anhidrasa Carbonica-
IX en mu cosa bucal de pacientes consumidores de tabaco y alcohol.
Presentado en XLVIII Reunién Anual de la Sociedad Argentina de

Investigacion Odontoldgica. 12 al 14 de noviembre 2015.



7)

8)

Autor del poster: Cytomorphometric parameters of oral mucosa of tobacco,
alcohol and mate consumers. The global oral cancer forum.Challenges in
the Global Burden of Oral Cancer: Progress in Early Diagnosis and
Prevention. March 4-5™, 2016. New York University's Kimmel Center New
York City, USA.

Autor del poster: Paramétros Citomorfometricos de la mucosa oral en
consumidores de tabaco, alcohol y mate. Presentado: Simposio
Internacional Programa RAICES. “Ganando la guerra contra el
cancer”.Universidad de Buenos Aires.12 y 13 de Mayo de 2016. Buenos

Aires, Argentina.
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