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Resumen

Objetivo: Caracterizar clinicamente e histopatolégicamente las lesiones palatinas
producidas por tabaquismo invertido y determinar la expresiéon de la proteina p53 en
dichas lesiones. Materiales y métodos: Usando un disefio clinico observacional, 18 fu-
madores invertidos (FI) fueron incluidos en el estudio. Como controles (GC) 17 indivi-
duos no fumadores fueron pareados por género. Posterior al consentimiento informa-
do, fue completada historia clinica y tomadas biopsias de las lesiones y mucosa sana.
Fueron realizadas coloraciones de H&E e inmunohistoquimica para evaluar p53
(DAKO clon DO-7). Las variables fueron comparadas aplicando el test t-Student y U de
Mann-Whitney. Se estableci6é un nivel de significancia = 0.05 y valores p<0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. Resultados: Todos los pacientes FI mos-
traron estomatitis nicotinica. Histopatoldégicamente 16 muestras (76.2%) de FI presenta-
ron displasia epitelial leve. La media de ntdcleos p53+ fue similar en FI y en GC (5.51 +
0.94, 5.58 £1.28 respectivamente; p=0.117). Sin embargo, tanto la intensidad de la expre-
sién, como la ubicacién suprabasal fue mayor en los FI (p=0,001 y p=0,0001 respectiva-
mente). Conclusiones: FI fue fuertemente asociado a estomatitis nicotinica. No se obser-
vo6 displasia epitelial severa o carcinoma, sin embargo la expresién intensa y suprabasal
de p53 sugiere una alteracién genética importante y éste podria ser un excelente marca-
dor de progresién maligna en estas lesiones.
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Clinical and Histopathological Features and p53 Expression
in Palate Lesions Produced by Reverse Smoking

Abstract

Objective: The aim of this study was to establish the clinical and histological fea-

tures of palate lesions produced by reverse smoking and to determine p53 protein ex-
pression in those lesions. Methods: Using a clinical observational study, 18 reverse
smokers (RS) were evaluated. As a control group (CG), 17 non-smokers were paired by
gender. After obtaining informed consent, clinical history was completed and biopsies
of the lesions of the reverse smokers were taken as were samples from healthy mucosa
of the controls, during third molar extraction. Samples were processed using H&E stain-
ing and immunohistochemistry to evaluate p53 (monoclonal antibody DAKO clone
DO-7). Variables were compared using the t-Student test and and U by Mann-Whitney.
The significance level was set at =0.05 and p values <0.05 were considered statistically
significant. Results: All patients in the RS group showed palatal lesions (nicotine
stomatitis). Mild epithelial dysplasia was observed in 16 cases (76.2%) of the RS. The
mean of positive p53 nuclei was similar in both groups (5.51 + 0.94 and 5.58 + 1.28, re-
spectively; p=0.117). However, the intensity of expression as well as suprabasal location
was higher in the RS (p=0,001 and p=0,0001, respectively). Conclusions: RS were highly
associated with nicotine stomatitis. Severe epithelial dysplasia or carcinoma were not
found; however, the intense suprabasal expression of p53 suggests an important gene
disturbance which could be considered an excellent biomarker for malignant progres-
sion in these lesions.

Key words: reverse smoking, nicotine stomatitis, p53, palatal lesions, potentially ma-
lignant disorders.

Introduccién

El tabaco es una planta que estd com-
puesta por nicotina, un alcaloide liquido natu-
ral, absorbido en segundos por el cuerpo y res-
ponsable de la adiccién al tabacol. ELhumo del
tabaco procesado contiene carcinégenos cono-
cidos entre los que se encuentran los hidrocar-
buros aromaticos, nitrosaminas y aminas he-
terociclicas?.

En India el tabaco es fumado de forma
muy peculiar ya que el consumo de cigarrillo
se hace de manera invertida (con el extremo
encendido dentro de la boca). El fumar de ma-
nera invertida es més frecuente en mujeres,

con una frecuencia de 1 6 2 cigarrillos por dia
ya que esta forma de fumar aumenta el tiempo
de combustion del cigarrillo o tabaco3. En La-
tinoamérica, el fumar de manera invertida se
ha observado en paises como Colombia y Ve-
nezuela, donde los fumadores que lo hacen,
son en su mayoria mujeres de las zonas rura-
les que fuman tanto cigarrillos prefabricados
como preparados artesanalmente4>.

Se ha asociado fumar de manera inverti-
da con melanosis del fumador, desérdenes
potencialmente malignos y carcinoma de célu-
las escamosas®->. La estomatitis nicotinica, pa-
ladar de fumador, o palatitis nicotinica, es la
lesién mas fuertemente relacionada a fumar
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de manera invertida, también descrito, pero
en menor frecuencia, en fumadores de pipa o
de gran consumo de cigarrillos®. La estomati-
tis nicotinica se reconoce hoy como un desor-
den con un alto potencial de riesgo de trans-
formacién maligna”.

El objetivo del presente trabajo fue carac-
terizar clinica e histopatolégicamente las le-
siones palatinas producidas por tabaquismo
invertido y determinar la expresiéon de la
proteina p53 en dichas lesiones.

Metodologia y pacientes

Poblacion: Fue disefiado un estudio de in-
vestigacion clinica observacional en Rio Chi-
co, Estado Miranda. El grupo de casos fue con-
formado por 18 fumadores de manera inverti-
da (FI). Los criterios de inclusiéon contempla-
ron individuos mayores de 18 afios, con taba-
quismo de forma invertida de mas de 10 afios
de evolucion. Fueron excluidos individuos
que consumian concomitantemente tabaco de
forma masticada o alcohol. Como grupo con-
trol, 17 individuos sanos, no fumadores, pro-
venientes de la misma poblacién que amerita-
ban la extracciéon de 3r°s molares retenidos,
fueron considerados para la investigaciéon
(GCQ). Por razones éticas los pacientes no pu-
dieron ser apareados por edad, ya que los pa-
cientes que ameritaban extracciones de 3ros
molares no presentaban la misma edad que
los del grupo de casos. El apareamiento del
grupo control fue realizado por género
(p=0.337).

Metodologia: Posterior a la firma del con-
sentimiento informado, fue completada una
historia clinica y se procedi¢ a la toma de biop-
sia de las lesiones palatinas de FI y mucosa
sana durante la exodoncia indicada en el GC.
Para la obtencién de la muestra se procedié a
la toma de una biopsia incisional previa anes-
tesia local perilesional, se colocé en formol
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10%, se procesé en parafina y se procedi6 a la
coloracion de los cortes con hematoxilina y
eosina.

Para el estudio inmunohistoquimico se
realiz6 la técnica indirecta avidina-estreptavi-
dina-peroxidasa, en donde los tejidos previa-
mente embebidos en bloques de parafina fue-
ron cortados a 4pm de espesor con micrétomo.
Para desenmascarar el antigeno se sumergie-
ron las muestras en buffer citrato de sodio 0.1
My se calent6 al micro-ondas por espacio de
20 minutos. Los tejidos fueron incubados con
el anticuerpo primario monoclonal anti-p53
humano marca DAKO clon DO-7 a una dilu-
cion de 1:50 por un lapso de 1 hora en una cé-
mara humeda, lavados e incubados con el an-
ticuerpo secundario biotinilado. El revelado
de la reaccién se realiz6 utilizando diamino-
benzidina (DAB) y las coloraciones fueron
contrastadas con Hematoxilina de Meyer. La
expresion de p53 fue evaluada y semicuantifi-
cada bajo microscopio de luz. Los ntcleos fue-
ron semicuantificados por campo a 10X/0.25,
10 campos fueron seleccionados sistemaética-
mente en el epitelio de la muestra, sin repetir
ningdn campo, y el nimero total de nicleos
promediado en cada caso. La intensidad y
localizaciéon de los ntcleos positivos fue
también recolectada.

Variables evaluadas: Género y edad de los
casos. Queratinizacion del epitelio, espesor
del epitelio y displasia epitelial (leve, modera-
da y severa). Nimero de ntcleos p53+, locali-
zacion de la expresion de p53 e intensidad de
la expresioén (bajo, moderado, intenso).

Analisis estadistico: Los datos obtenidos
fueron analizados estadisticamente mediante
el uso del programa estadistico para las cien-
cias sociales (SPSS version 17.0). Las varia-
bles numéricas fueron comparadas aplicando
el test paramétrico t-Student y las variables
categoricas usando el tests no paramétrico U
de Mann-Whitney. Se establecié un nivel de
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significancia a= 0.05 y todos los valores
p<0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

Resultados

De los 18 FI, 16 pacientes eran del género
femenino (88.9%). El GC present6 una distri-
buciéon de 13 personas del género femenino
(76.4%). En cuanto a la edad los FI mostraron
un rango entre 35-86 afios, con una media *
desviacion estandar de 62.6 + 3.2 afios. El gru-
po control exhibi6 un rango entre 14 y 51 afios
con una media de 23.9 + 2.47 afios.

Todos los FI tenfan estomatitis nicotinica,
16 fumadores (88.9%) presentaron estomatitis
nicotinica como lesion tnica (Fig. 1y 2) y dos
fumadores presentaron, ademas de estomati-
tis nicotinica, melanosis del fumador y leuco-
plasia en lengua, labios y carrillos (Fig. 3).

Entre los hallazgos histopatolégicos en
todas las muestras de FI se observé un epitelio
acantodsico, cubierto por una gruesa capa de
ortoqueratina en 13 casos y por paraqueratina
en 5 casos. E1 76.2% de los casos (16 muestras)
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Figura 3. Leucoplasia enlabio (A), Leucoplasia y Melanosis del Fumador en Carrillo (B), Leucoplasia y Me-
lanosis del fumador en lengua (C) en grupo de FL
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presentaron displasia epitelial leve. Displasia
epitelial moderada, severa o carcinoma de cé-
lulas escamosas no fueron observados en nin-
guno de los casos. En ninguna muestra del GC
se observ6 displasia epitelial (100%). La pre-
sencia de displasia epitelial fue estadistica-
mente mayor en los FI (p<0.0001).

En relacion a la expresion de p53, la me-
dia de nucleos p53+ fue similar en FI y GC
(5.51 £0.94 y 5.06 £ 1.26 nacleos; media * des-
viacién estandar respectivamente) (p= 0,117).
Sin embargo, tanto la intensidad de la expre-
sion de p53 como la ubicacién suprabasal de la
proteina se observaron incrementadas en FI
(p<0,0001 y p<0,0001 respectivamente) (Ta-
bla 1) (Fig. 4).

Discusion

El tabaquismo de forma invertida es una
forma poco frecuente de consumo de tabaco
que ha sido observada en la poblacion de la
India y Latinoamérica 3 48 en la cual el fuma-
dor lo hace colocando el cigarrillo con el extre-
mo encendido dentro de la boca generando
calor intenso sobre los tejidos por prolonga-
dos periodos de tiempo3.

La presente investigacién reporta la exis-
tencia de este tipo de consumo en la poblacién
venezolana. El hecho de que las personas que
fuman de manera invertida son mayoritaria-
mente de género femenino y de afinidad étni-
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Figura 4. Microfotografia 100X de mucosa palati-
na. Se observa expresion de la proteina
p53 en capas suprabasales.

ca negra es observado en esta investigacion, y
coincide con estudios anteriores en la India,
Colombia y nuestro pais?4>.

En la poblacién estudiada de esta investi-
gacion la lesion mas fuertemente asociada a
tabaquismo de forma invertida fue la estoma-
titis nicotinica lo cual coincide con otros auto-
res310. Con menor frecuencia se observé la
presencia de leucoplasia también reportada
anteriormente?5. Se considera que la estomati-
tis nicotinica y todas las lesiones asociadas al
tabaquismo de forma invertida no deberian
ser consideradas lesiones reversibles inocuas,

Tabla 1. Positividad de P53 segtin su intensidad y expresion en las distintas capas del epitelio en fumado-
res de manera invertida (FI) y grupo control (GC).

Intensidad de la Expresién
de p53

Expresion de p53 en las distintas capas del epitelio

Leve Moderada Intensa Basal Basal/ Basal/ p
Suprabasal Suprabasal
/ Espinosa

Ne %  Ne % No %
FI 3 143 10 476 8 38.1
GC 7 636 1 9.1 3 27.3

p<0,0001 Ne % Ne % Ne %

p<0,0001
9 429 10 476 2 95
11100 0 0 0 0
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tal como se expuso en el pasadoll, sino ser
considerados desérdenes potencialmente ma-
lignos que muestran un alto grado de poten-
cial de transformaciéon neoplasica a pesar de
su aspecto histopatolégico poco agresivo. De
hecho, en un estudio realizado sobre la morta-
lidad en el sur de India en relacién al uso de ta-
baco fumado de manera invertida en una po-
blacién de 80.612 personas, la muerte de 913
personas estuvo asociada a este tipo especifico
de consumo de tabaco en el trascurso del
estudiod.

Los cambios observados en las muestras
de tejido a nivel histopatolégico como la pre-
sencia de hiperqueratosis, acantosis e infiltra-
do inflamatorio de tipo crénico en el corion a
nivel de glandulas salivales accesorias coinci-
den con los descritos anteriormente por otros
autores!011l, La transformacion maligna en las
lesiones encontradas en el presente estudio no
fue observado, sin embargo, pudo evidenciar-
se la presencia de displasia epitelial en casi to-
das las muestras de lesiones de FI lo cual ha
sido descrito anteriormente!l.12,

Se sugiere que la presencia de displasia
epitelial, aunque sea leve, es un indicador de
cambio molecular comprobado mediante la
deteccién de la proteina p53, la cual fue obser-
vada en un ndmero importante de muestras y
ha sido descrito por otros autores en lesiones
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la cantidad de células positivas es la caracte-
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