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RESUMEN

Se analizaron el epitelio y la capa de queratina de la mucosa oral de 15 ratas que durante
45 dias fueron sometidas a una aplicacion topica de picadura de tabaco y de colutorio
bucal con una concentracion de alcohol del 26,9 %. Tras ese periodo, se extrajeron las
mucosas y se les realizd un andlisis histologico. Se observé una significativa
disminucion del espesor del epitelio y de la capa de queratina, lo que indica que la
picadura asociada con colutorios bucales con alta concentracion de alcohol, provoca la
reduccion del espesor de la capa de queratina y del epitelio de la boca.
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Varios estudios han demostrado que el alto consumo de tabaco y de alcohol se relaciona
con una serie de alteraciones de la mucosa bucal.*¢ La presencia de esas alteraciones
depende de varios factores como la sensibilidad del paciente, el area expuesta, el
espesor de la capa epitelial, la concentracion de alcohol y el tipo de tabaco usado. Entre
los tipos de tabaco, el tabaco en picadura masticable se ha considerado uno de los méas
nocivos, porgque se mantiene en contacto con la mucosa bucal por un largo tiempo.”®

La literatura médica ha mostrado la presencia de incontables sustancias irritantes en el
tabaco como son las nitrosaminas que tienen grandes efectos carcinogénicos. Shklar y
colaboradores,”> mostraron que la picadura masticable estimula la respuesta
inmunologica y provoca un decrecimiento de la actividad mitética del epitelio. Chens en
su trabajo con ratas, observo que las membranas de la mucosa bucal sometidas a una
aplicacion tépica reiterada de tabaco presentaban un epitelio hiperplasico y una alta
frecuencia de células binucleares, lo que indica trastornos en el proceso normal de
division celular.

Otros trabajos han demostrado que el propio alcohol presenta una baja capacidad para
modificar el epitelio, pero si se asocia con el consumo de tabaco, entonces el nivel de
agresion a la mucosa bucal es mayor que por separado, de lo cual se desprende un
efecto sinérgico entre estas sustancias.»***” Algunas razones posibles que explicarian
esta conducta pudiera ser la forma en que el alcohol actta sobre la membrana celular,
con un efecto local directo al modificar la permeabilidad de la membrana y a traves de
los pasos enzimaticos finales de su metabolismo como el acetaldehido.:*#2> En su
trabajo con la permeabilidad membranosa de las células de la mucosa bucal en cerdos,
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utilizando diferentes concentraciones de alcohol, Du y colaboradores” observaron que
concentraciones de alcohol entre 25 y 30 % aumentaban la penetracion de las
nitrosaminas. Sin embargo, otros autores opinan que la accion del alcohol dirigida a
incrementar la permeabilidad celular se debe probablemente a alteraciones moleculares
en la membrana celular y no a una accion directa sobre la bicapa de lipidos. »2

Los antisépticos bucales se han empleado como método complementario de la higiene
bucal que se recomienda a menudo a pacientes cuyos procedimientos mecanicos de
higiene bucal no son los adecuados para controlar la placa dental supragingival.° Existen
variadas formas comerciales y algunas de ellas presentan en su composicion una
concentracion de alcohol que gira alrededor del 25 %.2 Si tienen una concentracion alta,
ciertos colutorios pueden actuar localmente de la misma forma en que lo hacen las
bebidas alcoholicas,>* y su uso continuado, cuando se asocia con el tabaquismo, podria
provocar alteraciones en la membrana mucosa bucal.

Conociendo de antemano que el tabaco es en si un agente irritante del epitelio bucal que
promueve alteraciones en la membrana mucosa y la proliferacion celular, sus efectos
pueden aumentar cuando se asocia con el alcohol. Este ultimo estd presente en la
férmula de varios colutorios que emplean los fumadores. El objetivo de este trabajo fue
analizar las alteraciones morfoldgicas de la mucosa bucal de ratas Wistar, sometidas a
una aplicacion tdpica de picadura de tabaco masticable asociado con un colutorio que
contiene una concentracion de alcohol del 26,9 %.

METODOS

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigaciones de la Escuela de
Estomatologia de la Universidad Federal de Rio Grande do Sul, Brasil.

Material

Quince ratas macho Wistar de 30 dias de nacidas, alimentadas con agua y alimentos sin
restriccion y mantenidas en un ciclo en oscuridad/ claridad de 12/12horas, fueron
asignadas a 3 grupos de 5 animales cada uno:

« G1: ratas macho sometidas a la aplicacion de colutorio contentivo de alcohol
(26,9 %) ligado con tabaco masticable.

« G2: ratas sometidas a la aplicacién de tabaco masticable en solucién salina
normal.

« G3: animales sometidos a la aplicacion de solucién salina normal.

Experimento

Se empled un colutorio con 26,9 % de concentracion de alcohol, ligado con un tabaco
masticable de Copenhagen Snuff (U.S Tobbaco Co.). Este producto se presenta
triturado y hdmedo, y posee una concentracion de nicotina que oscila entre 10,32 y
10,76 mg/g, y un pH de 7,99 a 8,48.¢ El consumo de 2 latas (68,04 g) por semana, es
igual a la cantidad de nicotina absorbida en 30 cigarros consumidos por dia 22
aproximadamente.



La mezcla de 18 mL de Listerine con 1,8 g de tabaco masticable, 23 asi como la mezcla
de tabaco masticable con solucién salina normal en la misma proporcion y volumen, se
realiz6 cada 7 dias.

Durante 45 dias se aplic6 diariamente al grupo de prueba Listerine con tabaco
masticable y al grupo control solucién salina normal, tras la analgesia de los animales.
Se realizaba la aplicacion a las 8:30 a.m. y luego se le privaba a los animales de agua y
comida hasta las 4:00 p.m., cuando nuevamente se les dejaba comer e ingerir liquido a
voluntad hasta las 8:30 a.m. del dia siguiente.

Aplicacion topica:

« G1: 0,5 mL de Listerine con tabaco masticable en la mucosa alveolar vestibular
del lado izquierdo del animal.

« G2: 0,5 mL de tabaco masticable mezclado con solucion salina normal en la
mucosa alveolar vestibular del lado izquierdo del animal.

« G3: 0,5 mL de solucidn salina normal en la mucosa alveolar vestibular del lado
izquierdo de la rata.

Las mezclas se agitaban antes de aplicarse con la ayuda de una jeringuilla de insulina
sin aguja y con la punta hendida. El animal se colocaba en decubito lateral.

Todos los dias se realizaba una inspeccion visual a los animales en cuanto al aspecto
clinico de la mucosa y se recopilaban las observaciones.

Luego de 45 dias de experimento, se sacrificaron las ratas y se les extrajo la mucosa oral
del surco vestibular. Se fijaron las mucosas extraidas en formalina al 10 %, amortiguada
con fosfato 0,1M durante 24 horas a una temperatura de 4 ° C. Transcurrido este
tiempo, se procesaron para los anélisis histoldgicos y se colorearon con hematoxillina-
eosina.

Anadlisis

Se realizaron 3 cortes en cada mucosa. Se eligieron 3 areas de cada corte en forma
secuencial y estandarizada. Se captaron las areas con una camara digital (Olympus®
(V-PMTVC, Tokio, Japdn) acoplada con un microscopio 6ptico (Olympus® AX-70,
Tokio,Japon) y se analizaron mediante un software para analisis de imagenes Image-pro
Plus® 4.0 (Cybernetics®, Carlshad, USA) con una amplificacion de 40x. El area
completa del epitelio (EP) (sin queratina) y la capa de queratina (CQ) se midieron en
cada imagen, se hallaron los valores promedio para cada grupo y se compararon con el
analisis de la varianza y la prueba post hoc Tukey, apoyandose en el software SPSS
10.0.

RESULTADOS
Analisis descriptivo:

Al final de los 45 dias de experimento, no se identificaron alteraciones clinicas en la
mucosa oral. En la observacion al microscopio no se hallaron alteraciones en el epitelio.



Andlisis cuantitativo:

La figura y tabla muestran el andlisis de las medias derivadas de las mediciones
realizadas al EP en cada grupo, lo que demuestra una disminucion significativa (p <
0,05) en el G1 en comparacion con el G3. En el analisis de las medias de CQ se verifico
un reduccidn significativa (p < 0,01) en el G1 si se compara con el G3. En ambas
mediciones no se comprob6 una diferencia significativa entre G3 y G2, ni entre G1 y
G2.

Figura. Medicion del area que comprende el epitelio y la capa de queratina.
» Fotomicrografia de la mucosa bucal coloreada con HE, 40X.
 El area del epitelio (EP) y la capa de queratina (CQ) se muestran en gris claro y
oscuro, respectivamente.

Tabla. Andlisis de la medicion del espesor de las capas de queratina y del epitelio sin
queratina del GC, G1y G2 (*p< 0,05, ** p <0,01)

|

| Grupos medicién [l Grupos diferencia |

| G1 I G3/G2 |

| Epitelio [l G2 [l G2/G1 |
| || G3G || 3/G1 |
| || G1 || G3/G2 |
| Queratina [l G2 [l G2/G1 |
| || G3 || G3/G1 |

DISCUSION

En este estudio, el examen clinico de la mucosa bucal no muestra alteracion alguna al
final de los 45 dias de aplicacion tdpica, a diferencia de Berstein,>® que notificé la
aparicién de la lesién a los 22 dias de la aplicacién tdpica del Listerine en las ratas.
Summerlin y colaboradores,* no observaron ninguna alteracién en la mucosa tras
aplicar alcohol ligado con tabaco en Hamsters durante 26 dias. Esta discordancia puede
deberse a las distintas metodologias empleadas por los investigadores, porque Berstein
utilizo la aplicacion topica con rayon en la cria durante 45 minutos, mientras Summerlin
realizo la aplicacion con una jeringuilla. En el presente trabajo, empleamos el método
descrito por Summerlinzy los resultados fueron similares.



Los analisis morfoldgicos de las muestras del G1, al compararlo con el G3, tuvieron un
espesor menor de la CQ y del EP, a diferencia de los resultados de Summerlin y
colaboradores.> Cuando se compararon el G3 y el G2, no hubo diferencia significativa,
lo que demuestra que el tabaco masticable cuando se administra de forma separada y
por corto tiempo, presenta una pequefia potencialidad toxicoldgica para la mucosa
bucal. Cuando los resultados entre G1 y G2 con GC se compararon, pudo observarse el
efecto sobresaliente de la combinacién colutorio-tabaco sobre la membrana de la
mucosa bucal, aun cuando la aplicacion fue por poco tiempo y con una concentracion de
alcohol encontrada en las marcas comerciales de colutorios. Aunque no se observo
ninguna alteracion clinica, fue posible identificar un significativo decrecimiento de la
capa del espesor de la capa de queratina y del epitelio, algo que no sucede en el grupo
solo expuesto al tabaco. Los resultados mostraron que el G3 y el G2 no presentaron
diferencias significativas, a diferencia del G3 y el G1, lo que sugiere que el periodo
experimental no fue suficiente como para estimular las alteraciones significativas en el
G2, si bien no puede decirse que no hubo influencias en el metabolismo de las células.

Howie y colaboradores,* en su trabajo con humanos, observaron que la mucosa de la
superficie ventral de la lengua no expuesta a la concentracion de etanol al 15 % por una
hora, presentaba una pérdida sustancial de células de la capa superficial, lo que
resultaba en un epitelio mas fino. Ademas, observaron un aumento significativo en la
permeabilidad de esta membrana mucosa. La razon de este hallazgo seria
probablemente que el alcohol provocaria una ruptura de la distribucion normal de la
bicapa de lipidos, facilitando la penetracion de las sustancias nocivas hacia el interior
del epitelio. Segun los autores, el alcohol seria un disolvente de las bicapas de lipidos,
pero actuaria en la restructuracion de las moléculas lipidas al abrir vias alternativas
hacia la capa basal.»*">* Sin embargo, el mecanismo implicado en el proceso del dafio
tisular todavia no esté esclarecido.

Una posible explicacion de los resultados encontrados en este estudio, seria el hecho de
que la concentracion de alcohol del colutorio aumentaria la penetracion de los
componentes del tabaco hacia el interior de las células epiteliales, como observaron Du
y colaboradores,” en su estudio con diferentes concentraciones de alcohol y de
nitrosaminas. Se cree que los componentes nocivos presentes en el tabaco podrian
causar alteraciones en el ciclo celular, modificando el mecanismo de la proliferacion
celular y comprometiendo la diferenciacion celular.e>+2s Esto justificaria la disminucién
del epitelio y de la capa de queratina porque la queratinizacion es el grado méximo de
diferenciacion celular. Maier y colaboradores® observaron los efectos toxicos del etanol
y/o de su metabolito acetaldehido en la mucosa bucal de las ratas. En su trabajo
demostraron que en las ratas que consumen etanol, el tamafio de los ndcleos de las
células basales de la mucosa bucal proveniente del suelo de la boca, el borde y la base
de la lengua, se agrandaron significativamente, y que el espesor promedio epitelial de la
mucosa del suelo de la boca se redujo de manera sustancial. Estos hallazgos indican que
el consumo cronico de etanol provoca una atrofia asociada con la hiperregeneracion.

Este trabajo sugiere que los colutorios comerciales con altas concentraciones de alcohol
pueden tener efectos similares a los de las bebidas alcohélicas cuando se asocia con el
consumo de tabaco, y su uso de forma reiterada por los fumadores activos tiene que
observarse con cuidado, porque la asociacion del alcohol y el tabaco, se considera un
factor de riesgo para el desarrollo de alteraciones de la mucosa bucal. Es necesario
entonces realizar mas estudios que empleen los colutorios con tabaco y marquen la



hiperregeneracion de las células epiteliales para explicar mejor los fendmenos envueltos
en esta asociacion, asi como su accion sobre el epitelio bucal.
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SUMMARY

Alterations of the oral mucous membrane caused by the association between
tobacco and the mouthwashes with an alcohol concentration of 26.9 %

The epithelium and the keratin layer of the oral mucous membrane of 15 rats that were
subjected to a topical application of cut tobacco and mouthwashes with an alcohol
concentration of 26.9 % during 45 days were analyzed. After that period, the oral
mucous membranes were removed and a histological analysis was made. It was
observed a significant decrease of the thickness of the epithelium and of the keratin
layer, which shows that cut tobbaco associated with collutories with a high
concentration of alcohol causes the reduction of the thickness of the keratin layer and of
the mouth epithelium.

Key words: Oral mucous membrane, tobacco, alcohol.
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