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RESUMEN

Introduccioén: El cancer bucal representa del 2 al 5% del total de pacientes oncoldgicos
y es responsable de 1% de las muertes por cancer. El estudio del mismo se puede
realizar tanto desde el punto de vista clinico como experimental. La carcinogénesis oral
experimental inducida por el quimico 4-nitroquinolina 1-6xido (4NQO) es uno de los
métodos mas frecuentes en el estudio del carcinoma de células escamosas de la
cavidad oral

Este trabajo tiene por objetivo desarrollar lesiones neoplasicas en lengua de ratas y
estudiar los mastocitos peritumorales.

Metodologia: se empleé 4NQO disuelta en agua para estimular la aparicidon de lesiones
tumorales en cavidad oral de ratas Wistar. Se realizaron cortes seriados y tincién con
hematoxilina eosina ademas de toluidina y safranina, para la visualizacion de
mastocitos.

Resultados: Se logré el desarrollo de lesiones tumorales con diferentes grados de
displasia en el tercio posterior de la lengua. El recuento numérico y el estudio de la
morfologia de los mastocitos peritumorales, indic6 una creciente disminuciéon con
respecto al tejido lingual normal sin signos de activacion.

La clara ventaja del modelo radica en el gran parecido al proceso fisiolégico de la
neoplasia en tejidos humanos. Este modelo tiene beneficios claros y es adecuado
para las aplicaciones de la investigacion terapéutica.
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INTRODUCCION

El cancer bucal representa del 2 al 5% del total de pacientes oncoldgicos y es
responsable de 1% de las muertes por cancer. Cada afo se diagnostican 275.000
casos nuevos de cancer oral en todo el mundo (1). Los principales factores de riesgo
para el desarrollo de cancer oral son: el tabaco y el alcohol (2). Los tratamientos
empleados en la actualidad: cirugia, radioterapia y quimioterapia, solos o combinados,
no han demostrado avances en el aumento de sobrevida. Se han desarrollado varios
modelos, en animales de laboratorio, de carcinoma de células escamosas, incluyendo:
hamsteres, ratas, y ratones, cada uno con sus ventajas y desventajas (3).

En la actualidad, la mejilla del hamster es un modelo ampliamente utilizado (4),
creandose tumores por la aplicacion de 7,12-dimethlbenzantranceno (DMBA), aunque
este modelo tiene la desventaja de que los tumores producidos no son iguales a su
contraparte humana. Otra sustancia utilizada con frecuencia es 4-NQO (4-
nitroquinoline-1-oxide) introducido por Wallenius and Lekholmen 1973 (5), para
inducir tumores en ratas. Este modelo ha sido utilizado tanto en ratas como en ratones
para estudiar el efecto de sustancias antitumorales

La facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Cuyo no ha desarrollado ni
posee un modelo de experimentacion de tumores orales en animales de laboratorio.
Debido a la necesidad de investigar y desarrollar nuevas terapias tanto in vitro como in
Vvivo, es que se plantea este trabajo persiguiendo este objetivo especifico.

Por otro lado, el rol que cumplen las diferentes células del sistema inmune incluyendo
los mastocitos o las células dendriticas plantea un interesante punto de controversia
que aun no ha sido resuelto.

Objetivos.

Primario: Desarrollar un modelo de cancer oral en ratas.

Secundario: Determinar la morfologia y caracteristicas particulares de las células
cebadas (mastocitos) en el area peritumoral de lesiones tumorales iniciales de mucosa
lingual.

Metodologia.

Los animales, ratas Wistar hembras, se dividieron en dos grupos (n=10 grupo
experimental, n=5 grupo control). Se utiliz6 4-NQO (4-nitroquinoline-1-oxide) para
inducir tumores en la mucosa oral en ratas de grupo experimental, acuerdo a

protocolos previamente establecidos (5,8). Se sigui6é las guias de cuidados de



animales de laboratorio sugeridas por CICUAL (Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio).

La solucion se incorporé al agua de bebida con una concentracion de 5 ppm. Se
mantuvieron bajo observacién directa y control de peso semanal hasta detectar
cambios en la ingesta, peso o lesiones clinicamente sospechosas. Las lesiones
sospechosas fueron extirpadas después de sacrificar los animales bajo campana de
dioxido de carbono y las muestras obtenidas se fijaron en solucion de
paraformaldehido y procesadas para microscopia Optica. Las muestran siguieron la
metodologia de preparacion utilizada previamente con éxito por nuestro equipo de
trabajo(6). Cortes seriados de de 5 a 7 microbmetros fueron coloreados con
hematoxilina-eosina, toluidina y azul alciano-safranina. En todos los casos se
obtuvieron registros fotograficos para su posterior analisis y estudio estadistico. Se
analizaron tres secciones peritumorales por porta y se promediaron los resultados
obtenidos. Para el analisis estadistico se emple6 el software: GraphPad Prism. Los
resultados muestran el nimero de mastocitos/mm?, comparando el grupo control
versus el nimero de mastocitos en las regiones peritumorales de las muestras
tomadas en la 202 semana y a las 302 semana, respectivamente. En todos los casos
expresan valores promedio *+ desviacidon estandar. Se realiz6 analisis de varianza
mediante test ANOVA y post test de Tukey ("Tukey's Multiple Comparison Test™)
(figura 4)

Resultados.

Los resultados mostraron:

Macroscéopicamente: los primeros cambios se detectaron en el grupo experimental a
partir del 4° mes de iniciada la administracion de 4-NQO, con la aparicién de lesiones
blancas sospechosas sobre el dorso posterior de la lengua y algunas lesiones
papilomatosas pequefias como la que se muestra en la figura 2.

Microscépicamente se detectaron cambios displasicos leves en el epitelio, y lesiones
papilomatosas de estroma conectivo muy vascularizados. En coincidencia se
detectaron numerosos mastocitos en las zonas linguales estudiadas, pero no tan
abundantes como los observados en las secciones de tejido lingual normal (ver analisis
estadistico).

En un segundo grupo de biopsias tomadas en la 302semana meses los cambios
macroscopicos fueron visibles en forma de lesiones blancas exofiticas de gran tamafio,
con predominio en la zona posterior del dorso de la lengua. Microscépicamente se

observaron cambios displasicos severos, ejemplificados en las imagenes de la figura 3.



La cantidad de mastocitos peritumorales fue escasa y no se encontr6 un ndmero
significativo de mastocitos degranulados como indicador de activacion.

Discusién y conclusiones

Varios modelos de carcinoma epidermoide se han desarrollado con diferentes
resultados; algunos grupos han obtenido éxito a través de la inyeccién transdérmica
de sustancias carcinogénicas, pero con elevada mortalidad de los animales de
experimentacion.

El desarrollo de céancer oral resulta mucho mas dificultoso que el de piel,
probablemente debido las caracteristicas defensivas propias de la saliva y del ambiente
bucal que impiden su rapida progresion. (7)

Uno de los primeros modelos utilizados con éxito ha sido la aplicacion de DMBA en la
mejilla del hamster; sin embargo, este modelo también ha recibido numerosa criticas
ya que exige considerable laboriosidad y control permanente durante su desarrollo. Por
otro lado el cancerigeno requiere disolucién en benceno o acetona que también poseen
efecto cancerigeno per se. (8)

Myers et al (2002) consiguieron con éxito desarrollar un modelo experimental murino
tras la inoculacion en tejido conectivo sublingual. (9)

Con respecto a la inoculacién, el grupo de Cabanillas et al; (2005), refiere que los
carcinomas implantados en el tejido celular subcutaneo de ratones atimicos (xeno-
injerto) resultan ser modelos incapaces de reproducir la evolucién de los carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello ya que no poseen capacidad invasora y se muestran
en la mayoria de los casos encapsulados. (10)

La 4NQO es un poderosos carcinogénico y ha demostrado su efecto sobre epitelios
estratificados especialmente en la lengua. En nuestro caso se reprodujo el modelo
nitroquinoloinico por considerarse su evoluciéon mas fiable, aunque no se persiguié en
este caso profundizar la evolucion del mismo hacia estadios metastasicos. Aclaramos
aqui (no referido en la metodologia) que se evaluaron ganglios regionales, e higado
para descartar metastasis ganglionares y hematicas, asi como esé6fago para evaluar la
progresion en otros epitelios estratificados.

La principal desventaja de este modelo con respecto a otros utilizados para desarrollar
tumores de mucosa bucal es que implica un largo proceso de varios pasos para llegar
al desarrollo de un carcinoma epitelial invasor, pero como ventaja trascendente se
puede lograr un carcinoma, en ratas, con caracteristicas similares a los desarrollados
por los tumores de mucosa oral humana.

Haque J et al, 2007 estudio el efecto de las hormonas sexuales como factor influyente

en el desarrollo de carcinoma epidermoide en ratas, indicando que en hembras el



efecto de la 4-NQO en el agua de bebida era extremadamente raro (11). En nuestro
modelo la tasa de desarrollo de lesién tumoral fue del 100%, aunque la cantidad de
animales totales asi como el grado variable de displasia, no lo consideramos
suficiente como para contrarrestar los hallazgos del grupo de Haque.

El otro aspecto evaluado en este trabajo fueron los mastocitos peritumorales. Los
mastocitos (MC) son derivados de la médula 6sea que funcionan tanto como
reguladores positivos y negativos de la respuesta inmune. Los MC se observan con
frecuencia en diversos tumores y se han atribuido , alternativamente, con el rechazo o
la promocidon del tumor ya sea al influir directamente en la proliferacion de células
tumorales y la invasién sino también ayudando a tumores indirectamente por la
organizacion de su microambiente y la modulacién de la respuesta inmune a las células
tumorales.

En un detallado analisis, Taverna et al; (2013), informan que la distribucién periférica
de los mastocitos en torno a un tumor inducido experimentalmente ha sido reconocido
como jugando un papel protector contra diversos tumores. En estos tumores, se ha
notificado que los mastocitos y sus productos de desgranulacién (histamina,
serotonina, heparina) y estar implicado en la inhibicién proliferativa. Ademas se
reporta que la incidencia de metéastasis, asi como la aparicion de tumores se
correlaciona inversamente con el nivel de histamina en el tejido y el recuento de
células. (12)

Curiosamente, Henderson et al., 1981 (mencionado por Taverna) encontraron que los
mastocitos inactivan selectivamente células tumorales in vitro (12). Estos hallazgos
sugieren que los mastocitos pueden desempefiar un papel en la inhibiciéon de
metdastasis tumorales y suprimir el crecimiento de tumores primarios

En contraste con los resultados en las neoplasias malignas inducidas
experimentalmente, algunos estudios han sugerido que los mastocitos promueven la
progresion tumoral. Xia Q, et al. (2011), en un estudio realizado sobre 155 pacientes
con cancer de colon concluyeron que la densidad de mastocitos en la mucosa de colon
normal adyacente estaban relacionados con la progresién del cancer de colon, lo que
sugiere que los mastocitos pueden modular la progresiéon tumoral a través de un
mecanismo de larga distancia. (13)

En nuestro caso concluimos que el niUmero de mastocitos (en las muestras analizadas)
present6 una reduccién significativa en las areas peritumorales incluso en las pequefias
lesiones papilomatosas con pediculo intensamente vascularizado. El significado de
estos hallazgos no permite aclarar la cuestion debido a la gran controversia en la

literatura, pero aporta un dato mas sobre la posibilidad de que cada tumor esté



influenciado por su microambiente particular comportandose de manera diferente

segun su localizacion. Como vemos, es dificil extraer conclusiones que generalicen el

papel de los mastocitos y la evolucion tumoral en todos los sitios del organismo, para

lo cual se requeriran mas estudios que aporten datos segun la ubicacién particular de

la neoplasia.
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ANEXOS-FIGURAS-TABLAS









Figurad

Nimero de mastocitosimm2 en tejido normal vs drea perilumoral
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