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INTRODUCCION

El carcinoma de células escamosas de la cavidad bucal es el cancer mas
frecuente de cabeza y cuello y se caracteriza por una baja tasa de supervivencia
y mal pronoéstico (Petersen, 2009). A pesar de la amplia documentacion sobre
biologia molecular y celular, y los avances en oncologia y cirugia, los indices de
morbilidad y mortalidad en pacientes con carcinoma de células escamosas no se

han reducido en las ultimas décadas.

El desarrollo del carcinoma oral de células escamosas es un proceso de
multiples pasos que requiere la acumulacion de multiples alteraciones genéticas
y epigenéticas, como activacibn de oncogenes e inactivacion de genes

supresores tumorales (Williams, 2000).

La etiologia de estas alteraciones es multifactorial. Los principales
factores de riesgo implicados en el cancer oral son el tabaco y el alcohol (Scully,
2007). Los virus, mas notablemente el virus del papiloma humano, también
estan relacionados con el cancer oral (Masano, 2006). También se sabe que
existe una predisposicién genética al cancer, debido a que la mayoria de la
poblacién expuesta a factores de riesgo no desarrolla cancer oral y al hecho de
casos esporadicos de cancer oral en jovenes no fumadores ni bebedores. El
consumo de frutas y hortalizas se encuentra asociado a un menor riesgo de
padecer cancer oral, esto sugiere que una dieta pobre en antioxidantes

predispone al desarrollo de esta patologia (Warnakulasuriya, 2009).
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El rapido progreso en relacion con la comprensién de las alteraciones
moleculares que contribuyen al desarrollo del carcinoma oral de células
escamosas, esta dando lugar a mejoras en el diagnéstico precoz de los
tumores y al perfeccionamiento de los tratamientos biologicos individualizados a

las caracteristicas especificas del tumor de un paciente (Vairaktaris, 2008).

Los recientes esfuerzos para controlar la incidencia del carcinoma oral de
células escamosas, se centran en el desarrollo de estrategias quimiopreventivas
eficaces (Meier 2007), que deben ser demostradas en modelos animales
experimentales que desarrollen carcinomas de células escamosas y lesiones

premalignas muy similares a las humanas.

Desde que los agentes quimicos se describieron como los principales
factores etiologicos del cancer oral, se han desarrollado diversos modelos
animales con el objetivo de estudiar los mecanismos de la carcinogénesis,

incluyendo modelos en hamster, ratas y ratones.

El hamster sirio o hamster dorado es el modelo animal més utilizado en la
investigacion de la carcinogénesis oral y que se correlaciona estrechamente con
los procesos involucrados en el desarrollo de lesiones premalignas y malignas
del cancer oral humano (Gimenez-Conti, 1993; Shklar, 1999). EI primer intento
con éxito de inducciéon de tumores en hamsters lo realizd Salley en 1954. Salley
demostré que las aplicaciones de uno o varios hidrocarburos policiclicos podrian
inducir carcinomas de células escamosas en la mucosa yugal del hamster.
Encontré que el 9,10 dimetil-1,2-benzatraceno (DMBA) disuelto en éter era el
carcindbgeno mas eficaz en la induccion de tumores mediante la pincelacion de la

mucosa oral del hamster con esta sustancia (Salley, 1954).

La mucosa yugal del hamster constituye, por tanto, un excelente érgano
para evaluar la intervencion de agentes preventivos en el cancer oral debido a su
accesibilidad para el examen y su similitud con las lesiones humanas (Shklar,
1972).
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La quimioprevencion en el cancer se refiere a la prevenciéon o inhibicién
de la carcinogénesis mediante la intervencion con productos quimicos de origen
natural o sustancias derivadas de la dieta. Para lograrlo, dichas sustancias han
de ejercer un efecto antioxidante, que bloquee parcialmente los efectos
perniciosos de los radicales libres implicados en el deterioro celular. El
organismo humano ya dispone de una serie de mecanismos antioxidantes,
denominados enddgenos. Sin embargo, muchas de las sustancias antioxidantes
han de incorporarse mediante la dieta, son las denominadas exodgenas. Las
frutas y verduras son ricas en micronutrientes y tienen un efecto antioxidante y

protector frente al cancer oral (Pavia, 2006).

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes de la dieta y estan
ampliamente distribuidos por el reino vegetal. Como antioxidantes, los
polifenoles podrian proteger a los constituyentes de la célula contra el estrés
oxidativo causante de varias enfermedades degenerativas como enfermedad
cardiovascular, diabetes y céancer (Scalbert, 2005). Se han desarrollado
numerosos estudios tanto in vitro como in vivo, para establecer los efectos
anticarcindgenos de estos compuestos vegetales sobre distintos tipos de cancer
(Yang, 2001). Muchos de estos compuestos han sido ensayados en la
carcinogénesis oral obteniendo grandes resultados (Hong, 1986; Shklar, 1989;
Hong, 1990; Tanaka, 1994; Papadimitrakopoulou, 1997; Armstrong, 2000;
Masuda, 2001; Yang, 2002; Li, 2002; Chandra Mohan, 2005; Lim, 2006;
Manoharan, 2010; Chen, 2011; Chang, 2012).
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El término neoplasia procede del griego “neo”, nuevo, y “platis”, modelado,
crecimiento. Segun la definicién de Willis, corresponde a una masa anormal de
tejido cuyo crecimiento es excesivo e incoordinado respecto al de los tejidos
normales, y continla aun después de interrumpir el estimulo que indujo al
cambio (Willis, 1952).

Las causas de la apariciéon del cancer han preocupado a la Medicina
desde la antigliedad. Asi, es posible que Galeno (131-203 a.C) fuera el primer
autor en proponer una teoria sobre la carcinogénesis. Galeno consideraba que el
cancer aparecia como consecuencia de un desequilibrio entre los humores, lo
gue provocaba una acumulacion de bilis negra. Esta acumulacion de bilis daba
lugar al tumor y a un peculiar estado general: la melancolia (sindrome
constitucional neoplasico). Esta teoria perduré hasta el Renacimiento, momento
en que Paracelso (1493-1541) afirm6 que los tumores se producian por una

acumulacion de agentes en el organismo.

En la actualidad se acepta que la génesis del cancer es un proceso
evolutivo, que sigue mdultiples etapas, en el que intervienen multiples lesiones
genéticas y epigenéticas no letales, principalmente, sobre los proto-oncogenes
(genes promotores del crecimiento y la division celular), los genes supresores
tumorales (inhibicién del crecimiento tumoral), los genes que regulan la muerte
celular programada (apoptosis), y los genes implicados en la reparacién del ADN
(Kumar, 2005).

Tales lesiones se producen por la exposicién a agentes carcind6genos, que
pueden ser: quimicos (como los hidrocarburos policiclicos), fisicos (como las
radicaciones ionizantes) o biolégicos (como los virus oncogénicos); o bien tienen
un origen hereditario. Estos factores desencadenantes alteran la estructura
heredable de la célula, dando como resultado una célula transformada con el

potencial de desarrollarse en un clon de células malignas (Weinstein, 1988).


http://es.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3n_ionizante
http://es.wikipedia.org/wiki/Virus_oncog%C3%A9nico

ANTECEDENTES

ETIOLOGIA DEL CANCER: AGENTES CARCINOGENOS
Agentes carcinégenos quimicos

A pesar de que la radiacion ionizante, las infecciones virales y los
determinantes genéticos juegan un papel importante en la etiologia del cancer,
actualmente conocemos que la mayor incidencia de cancer es provocada por

sustancias quimicas del ambiente (Marquardt, 1999).

La correlacion entre el cancer y los carcinbgenos quimicos es conocida
desde largo tiempo. La primera referencia historica de la carcinogénesis quimica
la constituyen las observaciones clinicas de Percival Pott en 1775, quien atribuyé
correctamente el cancer de piel escrotal de los deshollinadores, a la exposicion
cronica al hollin. Hubo que esperar 140 afios para obtener la primera prueba
experimental de la carcinogénesis quimica. En 1915, Yamagiwa e Ichikawa
comunicaron la aparicion de tumores cutdneos en la oreja del ratdbn mediante
aplicaciones reiteradas de alquitran. Desde entonces, se han identificado una
gran variedad de compuestos quimicos carcindgenos. Actualmente la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) tiene catalogadas 107

sustancias quimicas como carcinégenos humanos.

Basandonos en la actividad quimica y biologica, los carcinbgenos

guimicos son clasificados en diferentes grupos:

e Carcindgenos completos: Sustancias que inducen el proceso completo
de la carcinogénesis cuando son dados a las dosis suficientes

(inductores y promotores).

e Carcindgenos incompletos: Sustancias que sélo producen una de las

etapas de la carcinogénesis quimica (inductores).

e Carcindgenos de accion directa: Sustancias que no requieren
conversion metabdlica para desarrollar su accion. Los carcinégenos de
accion directa son lo suficientemente reactivos inherentemente como
para unirse de forma covalente a macromoléculas celulares. Algunos

de ellos son farmacos quimioterapicos (ciclofosfamida, cisplatino,
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busulfano), que son agentes alquilantes que transfieren grupos alquilo

(metilo, etilo, etc.) a macromoléculas, como las guaninas del ADN.

Carcindgenos de accion indirecta: Sustancias que requieren la

conversion metabdlica a un compuesto final, mas activo.

- Hidrocarburos aromaticos policiclicos: Algunos de los carcinbgenos
guimicos indirectos mas potentes, los hidrocarburos policiclicos, se
encuentran principalmente en combustibles fésiles. Entre ellos se
encuentran compuestos como el benzo[a]pireno, el 3-metilocolantreno
y el dimetilbenzantraceno. Estos compuestos tienen un amplio
espectro de 6rganos diana y pueden causar cancer en el lugar de su
aplicacion. Los hidrocarburos policiclicos son metabolizados, por
oxidasas de accibn mixta dependientes del citocromo P450, a
epoxidos electrofilos que, a su vez, reaccionan con proteinas y acidos

nucleicos (Marquardt, 1999).

- Aminas arométicas y colorantes azoicos: Las aminas aromaticas y los
colorantes azoicos son otra clase de carcindgenos de accion indirecta.
A diferencia de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, las aminas
aromaticas y los colorantes azoicos no suelen ser carcindbgenos en el
punto de aplicacion. No obstante, suelen producir tumores vesicales y
hepaticos respectivamente, cuando los ingieren animales de
experimentacion. Un agente implicado en los canceres humanos fue la
B-naftilamina, que tras su ingesta se detoxifica por conjugacion con el
acido glucurénico. Cuando se excreta por la orina, el conjugado no
toxico se escinde por la enzima urinaria glucoronidasa para liberar otra
vez el reactivo electréfilo, induciendo asi el cancer de vejiga. Antes de
identificar su carcinogenecidad, la B-naftilamina fue responsable de
una incidencia 50 veces aumentada de cancer de vejiga en los
trabajadores expuestos a los colorantes de anilina e industrias del
caucho (Talaska, 2003). Los colorantes aminoazoicos también son
carcindgenos. En un tiempo se utilizé el dimetilaminoazobenceno para

dar color a la margarina, para que se pareciera a la mantequilla.
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- Nitrosaminas/nitrosamidas: Las nitrosaminas han demostrado ser
carcindgenos poderosos en animales. La dimetilnitrosamina produce
tumores renales y hepaticos en los roedores (Magee, 1956). Son
también potentes carcinégenos en los primates, aunque no existen
datos fehacientes de induccion de céancer en seres humanos. No
obstante, la enormemente elevada incidencia de cancer en la provincia
china de Hunan (100 veces superior a la de otras zonas) se ha
relacionado con el elevado contenido en nitrosaminas de la dieta.
También preocupa que las nitrosamidas estén implicadas en la
génesis de otros cénceres gastrointestinales, ya que los nitritos
afiadidos habitualmente para conservar carnes elaboradas y otros
alimentos, son metabolizados por la flora enddgena formando
nitrosaminas y nitrosamidas. La preocupacién sobre estos agentes ha
dado lugar al rechazo de los alimentos procesados que contengan
nitratos (Anton, 2001).

- Carcinégenos naturales: Existen varios carcindgenos quimicos
conocidos producidos por plantas y microorganismos, es
particularmente importante el potente carcind6geno hepatico aflatoxina
B1. Esta micotoxina esta producida por algunas cepas del hongo
Aspergillus flavus que crece en el maiz, el arroz y los cacahuetes,
almacenados en condiciones inadecuadas (humedad, etc.). Al igual
que los hidrocarburos aromaticos policiclicos, se metaboliza a un
epoxido, que se detoxifica 0 se une de forma covalente al ADN. Se ha
encontrado una fuerte correlacion entre la concentracion dietética de
este carcinégeno y la incidencia de carcinoma hepatocelular en

algunas partes de Africa y China (McGlynn, 2003).

- Agentes miscelaneos: La introduccion en el organismo de un cuerpo
extrafio no biodegradable provoca una reaccion fibroblastica o
mesotelial que puede evolucionar a una neoplasia maligna, tal y como
ocurre en algunos sarcomas provocados en roedores tras la
implantacion de materiales inertes, como peliculas de plastico y

metalicas, diversas fibras, etc. Los seres humanos son muy resistentes
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a la carcinogénesis por cuerpos extrafios, como lo demuestra la

ausencia de canceres tras el implante de protesis de plastico o metal.

Existen diversos tipos de materiales fibrosos como las fibras de vidrio
sintéticas, las fibras cristalinas sintéticas y las fibras minerales
naturales. Al menos un componente de cada uno de estos tres grupos
ha demostrado poseer propiedades carcinogénicas. De ellos, el
asbesto ha sido la fibra mas estudiada por su importancia ambiental e
industrial. El asbesto se ha visto implicado en la génesis de al menos
dos tipos distintos de neoplasia, mesotelioma maligno y el cancer

broncopulmonar (Bello, 2001).

El cromo, niquel y otros metales, cuando se volatilizan e inhalan en

atmoésferas industriales, provocan cancer de pulmon (Kumar, 2005).

Mecanismo de accién de los carcinbgenos guimicos

La mayoria de los carcinbgenos quimicos son mutagénicos. Contienen
grupos electrofilos muy reactivos que forman aductos quimicos con el ADN o,
también, con proteinas y ARN. Los oncogenes y genes supresores tumorales,

como RAS y p53, son unos de sus principales dianas (Kumar, 2005).

Agentes carcindgenos fisicos

La carcinogénesis no sélo estd mediada por agentes quimicos, sino
también por agentes fisicos que son capaces de inducir el desarrollo de
neoplasias malignas. La radiacion de cualquier origen (rayos UV de la luz solar,

rayos X, fision nuclear, radionuclidos) es un carcindbgeno establecido.
e Radiacion ultravioleta

Existe una amplia evidencia a partir de estudios epidemiolégicos, de que
los rayos UV del sol producen una incidencia aumentada de carcinoma

escamoso, carcinoma basocelular y melanoma cutaneo (Cleaver, 2002).
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La radiacion ultravioleta (UV) es la porcion de longitud de onda corta del
espectro electromagnético, adyacente a la region violeta de la luz visible. Parece
gue solo determinadas porciones del espectro UV se asocian a la lesion tisular, y
se produce un efecto carcindbgeno con longitudes de onda situadas entre 290 y
320 nm. Los efectos de la radiacion UV sobre las células son la activacion
enzimatica, la inhibicién de la division celular, la mutagénesis, la muerte celular y

el cancer.

Los canceres cutdneos no melanoma se asocian a la exposicion
acumulada total a la radiacion UV, mientras que los melanomas se asocian a
una exposicidn intensa intermitente, como sucede al tomar el sol. La capacidad
carcindégena de la luz UV se atribuye a la formacion de dimeros de pirimidina en
el ADN. Salvo que se elimine eficazmente por la ruta de la reparacion de
escision de nucleodtidos, la lesion gendémica producida por la radiacion UV es

mutagena y carcindgena (Kumar, 2004).
e Radiaciones ionizantes

La relacion causal entre radiaciones ionizantes, tanto la electromagnética
como la de particulas, y cancer esta bien establecida. Tal evidencia se puede
ilustrar en numerosos ejemplos. Los mineros no protegidos de elementos
radiactivos tienen una incidencia 10 veces mayor de sufrir cancer de pulmén. El
seguimiento de los supervivientes de las bombas atomicas lanzadas en
Hiroshima y Nagasaki revelé una incidencia notablemente aumentada de
leucemia, ademas de una mayor tasa de mortalidad por carcinoma de tiroides,

mama, colon y pulmon.

Las propiedades oncogénicas de la radiacidbn ionizante estan
relacionadas con sus efectos mutagenos, causa rotura cromosémica,
translocaciones y, con menor frecuencia, mutaciones puntuales. Biologicamente,
las roturas de dobles cadenas de ADN parece ser la forma mas importante de
dafio del ADN causado por este tipo de radiacion (Kumar, 2004). Existen
también algunas pruebas de que dosis no mortales de radiacién pueden inducir

inestabilidad gendmica, que favorece la carcinogénesis.
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Agentes carcindégenos vivos

Se ha demostrado que muchos virus ADN y ARN son oncogénicos en
animales (Zur Hausen, 2001). Sin embargo, s6lo unos pocos virus se han

relacionado con el cancer humano.

El estudio de los retrovirus oncogénicos en animales ha dado
espectaculares conocimientos sobre la base genética del cancer. Sin embargo,
el virus tipo 1 de la leucemia humana de células T (HTLV-1) es el Gnico retrovirus

gue se ha demostrado que causa cancer en humanos (Kumar, 2005).

Con respecto a los virus ADN oncogénicos tienen interés especial el virus
del papiloma humano (VPH), virus de Epstein-Barr (VEB), herpesvirus del
sarcoma de Kaposi (HVSK) y virus de la hepatitis B (VHB), porque estan

claramente relacionados con el cancer.

- Papilomavirus humanos (VPH): Son virus epiteliotrépicos de doble cadena de
ADN que producen lesiones verrugosas en piel y mucosas. Actualmente se
conocen 120 tipos genéticamente distintos de VPH (Campisi, 2009). Algunos
genotipos (VPH 6 y 11) causan claramente papilomas escamosos benignos
en humanos. Por el contrario, los VPH de alto riesgo (VPH 16 y 18) se han
implicado en la génesis de varios canceres, especialmente el carcinoma
escamoso de cuello uterino y region anogenital (Scully, 2005). El VPH, esta
también implicado en el carcinoma escamoso oral y de cabeza y cuello. Al
menos el 50% de los canceres orofaringeos, en particular los que se afectan

a las amigdalas y base de la lengua, se asocian al VPH (Gillison, 2000).

El potencial oncogénico del VPH esta relacionado con la expresion de dos
oncoproteinas, E6 y E7, que se unen a la proteina del retinoblastoma y a p53,
respectivamente, neutralizando asi su funcién; también activan a las ciclinas
(Jabbar, 2010).

Sin embargo, la infeccion por VPH por si misma no es suficiente para la
carcinogénesis, posiblemente actle junto con otros factores ambientales. Sin

embargo, la primacia de la infeccion por VPH en la etiologia del cancer de

15



ANTECEDENTES

cuello de utero estd avalada por la proteccién casi completa de éste cancer

con vacunas anti-VPH.

Virus de Epstein-Barr: EI VEB se ha implicado en la patogenia de varios
tumores humanos: linfomas de Burkitt, linfomas en pacientes
inmunodeprimidos con infeccion por VIH o trasplantados de dérganos, en
algunas formas de linfoma de Hodgkin, y en el carcinoma de nasofaringe

(Dolcetti, 2003). A excepcion de este ultimo, todos son tumores de células B.

Virus de la hepatitis B y C: A nivel mundial, el 85% de los carcinomas
hepatocelulares son debidos a la infeccion por VHB (54%) o VHC (31%)
(Parkin, 2002). Aunque los efectos oncogénicos de VHB y VHC son
multifactoriales, al parecer el efecto dominante es la inflamacion cronica
mediada inmunolégicamente, asi como lesion hepatocelular, estimulacion de
la proliferacion de hepatocitos y produccién de oxigeno reactivo capaz de

lesionar el ADN.

Helicobacter pylori: Existen evidencias que relacionan la infeccion gastrica
por la bacteria H. pylori y la produccion de carcinomas y linfomas géastricos
(Covacci, 2003). El mecanismo de aparicion de canceres gastricos debidos a
la infeccion por H. pylori es multifactorial, con inflamacion cronica mediada
inmunolbégicamente, estimulacion de la proliferacion de células gastricas, y
produccion de especies de oxigeno reactivo que lesionan el ADN. Los genes
de patogenicidad de H. pylori pueden también contribuir estimulando factores

de crecimiento.
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ETAPAS DE LA CARCINOGENESIS

Los estudios de la carcinogénesis quimica en animales de
experimentacién aclararon las etapas individuales de la progresion de las células
normales hasta el cancer. En 1947, Berenblum y Shabik demostraron que una
sola aplicacion de un carcindgeno sobre la piel de un raton no era, por si misma,
suficiente para producir cancer. Sin embrago, cuando se aplicd localmente un
estimulo proliferativo no carcinégeno, en forma de segunda sustancia quimica
irritante, aparecieron tumores (Berenblum, 1941). El primer efecto se denominé
iniciacion. La accion de la segunda sustancia quimica, no carcindégena, se

denomind promocion.

La iniciacién resulta de la expresion anormal de los proto-oncogenes y/o
los genes supresores tumorales, que activan los sistemas celulares que
conducen a la transformacion maligna de las células (Walaszek, 2004). Esta
expresion anormal puede producirse por mutacion esporadica, delecion, pérdida
de heterocigosidad, sobreexpresion o modificaciones epigenéticas como
hipermetilacion (Stadler, 2008).

La iniciacion implica la mutacién del ADN celular y, por tanto, se
caracteriza por ser un hecho irreversible y con memoria, y parece depender de la
dosis, aunque no existe un umbral facilmente medible ni un nivel de dosis no
efectivo (Walaszek, 2004). Ademas, se ha sefialado la importancia de la
existencia de una o varias divisiones celulares en presencia del iniciador, para

que el ADN dafiado pueda ser replicado.

Dicha mutacion se produce por la exposicibn a carcinbgenos o por
alteraciones estructurales del material genético de la célula, que dan como
resultado una célula con el potencial de desarrollarse en un clon de células

malignas (Weinstein, 1988).
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Figura 1. Un agente mutageno induce el cambio del proto-oncogén en oncogén (tomado de Stott B, 2003)

La promocién sigue a la iniciacion y se caracteriza por la expansion
clonal reversible de la célula iniciada y la alteracion reversible de la expresion
genética. La promocion, por tanto, se diferencia de la iniciacién en el hecho de la
reversibilidad (en las primeras etapas) y en la existencia de una dosis umbral y
una respuesta maxima (Boutwell, 1964).

El mecanismo de accién de los agentes promotores es desconocido.
Boutnell fue uno de los primeros en proponer que los agentes promotores
ejercen su accion alterando la expresion de la informacion genética celular.
También se han demostrado otras acciones de los promotores; asi, unos son
mitdgenos, otros incrementan la sintesis de ADN, y otros podrian actuar
inhibiendo la comunicacion intercelular (Kumar, 2005).

Los agentes promotores no se pueden considerar carcinbgenos, puesto
gue solo inducen neoplasias en las células ya iniciadas pero, por si solos, no

inducen tumores ya que no producen lesion permanente en el ADN.
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El altimo paso que conduce al cancer se denomina progresion tumoral.
En esta etapa el crecimiento se vuelve autonomo, independiente del carcinégeno
o del promotor. En esta etapa se produce un dafio genético, que implica la
conversion gradual de las células premalignas a las neoplasicas, con un
aumento de la agresividad y metastasis potencial, y la formacion de nuevos
vasos (Walaszek, 2004).

Initiation Promotion Progression

Genotoxic
chemical carcinogen

Genetic Selective Cienetic
alteration ¢lonal alteration”
Metabolic

cxpansion

activation

Clinical
pr—
cancer
[rradiation
. [nvasion
Viruses . metastases

Normal cell

Activation of proto-oncogenes/inactivation of tumor suppressor genes

Fig. 2. Fases de la carcinogénesis quimica tomado de Harris, 1991.

FENOTIPO NEOPLASICO

Estas alteraciones genéticas dan lugar al llamado fenotipo neoplasico, es
decir, al comportamiento neoplasico que comparten las células transformadas,
caracterizado por: adquisicion de proliferacion autbnoma, insensibilidad a las
sefales inhibitorias de crecimiento, evasion de la apoptosis, potencial
proliferativo ilimitado, desarrollo de angiogénesis sostenida y capacidad de

invadir y metastatizar (Hanahan, 2000).
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apoptosis

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Fig. 3. Caracteristicas biolégicas de las células cancerigenas tomado de Hanahan (2000).

X Adquisicién de proliferacién autbnoma

Las células normales necesitan la estimulacion por factores de
crecimiento para iniciar la proliferacién. Los genes que potencian el crecimiento
celular autbnomo en las células cancerosas se denominan oncogenes. Derivan
de mutaciones en los proto-oncogenes y se caracterizan por la capacidad de
promover el crecimiento celular, en ausencia de las sefiales normales que
promueven el crecimiento. Sus productos, las oncoproteinas, dotan a la célula de

autosuficiencia en el crecimiento (Kern, 2001), mediante varios mecanismos:

e Factores de crecimiento: Muchas células cancerosas desarrollan
autosuficiencia en el crecimiento adquiriendo la capacidad de sintetizar los
mismos factores de crecimiento a los que responden (Ejemplo: el factor de
crecimiento PDGF esta producido en exceso en los astrocitomas y

osteosarcomas).
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Receptores del factor de crecimiento: Muchas oncoproteinas desarrollan
autosuficiencia mediante la hiperexpresion o mutacion de los receptores de
factores de crecimiento, por lo que éstos liberan continuamente sefiales
mitdgenas a la célula aun en ausencia de estimulo. El receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), esta sobreexpresado en el 80-100% de los
tumores de cabeza y cuello (Ritter, 2003). Ademas, un aumento de la
expresion de EGFR se ha demostrado que esti presente en los tejidos
sanos de alrededor de las lesiones tumorales en pacientes con cancer en
comparacion con la poblacion normal (Zimmmermann, 2006), asi como en
el carcinoma de células escamosas asociado al consumo de nuez de betel
(Chiang, 2008). El aumento de expresion del receptor EGF se asocia con
un pobre pronodstico (Kalyankrishna, 2006) y con la promocion de
metastasis (Rubin, 1996).

Mutaciones en los genes que codifican moléculas encargadas de la
transmision de sefiales de los receptores de los factores de crecimiento:
Estas moléculas de sefalizacion transmiten sefiales promotoras de
crecimiento al nucleo cuando son activadas mediante los factores de
crecimiento. Un ejemplo esta constituido por los genes de la familia ras,
integrada por los oncogenes H-, K- y N-ras. Los oncogenes de la familia
ras, se han identificado en los carcinomas de células escamosas en
humanos. La proteina ras mutante esta activada de forma permanente
produciendo la estimulacion continua de las células, sin ningun
desencadenante externo. En modelos animales  experimentales, la
activacion exclusiva de K-ras es suficiente para inducir la aparicion de un
cancer oral (Caulin, 2004). Sin embargo, existe una enorme variacion en la
mutacion de los genes ras en el cancer oral humano. Aunque algunos
estudios han encontrado mutaciones en el 20% de los pacientes
occidentales (Nunez, 1992), el consenso es que las mutaciones en genes
ras ocurren en el 5% de los casos (William, 2000). Sin embargo, estas
mutaciones se encuentran en el 50% de los pacientes de poblaciones del
sur de Asia (Saranath, 1991), dénde el cancer oral tiene una prevalencia
del 50% vy esta asociado al habito de mascar tabaco. Aunque la diferencia

en las cifras de mutacién se puede relacionar con la exposicién a diversos
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agentes carcindégenos, estos datos sugieren que la adquisicion de las

mutaciones de los genes ras pueda predisponer al cancer oral.

Hiperproduccion o actividad no regulada de los factores de transcripcion:
Un ejemplo es la oncoproteina myc, que puede activar a los genes
promotores del crecimiento (quinasas dependientes de ciclina) y reprimir a

los genes que retrasan o impiden la progresion a través del ciclo celular.

Mutaciones en los genes que codifican la sintesis de las proteinas ciclinas y
guinasas dependientes de ciclina: Los miembros de esta familia activan el
ciclo celular. Las quinasas dependientes de ciclina (CDKs), una familia de
serinal/treonina proteinquinasas, se activan en puntos especificos del ciclo
celular mediante fosforilacion y asociacion a las ciclinas. Los niveles de
ciclinas activas van cambiando en las diferentes fases del ciclo celular,
mientras los niveles de CDKs permanecen estables (Collins, 2005). La
progresion a través de la fase G1 esta mediada por las diferentes isoformas
de la ciclina D que, unidas a CDK4 y CDK6 y en respuesta a estimulos
mitogénicos, promueven la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma
(pRDb), que inicia la transicion de la fase G a la fase S del ciclo celular
(Wilkey, 2009). ElI oncogen que las codifica, denominado CCND1
(localizado en el cromosoma 11gl13), se encuentra frecuentemente
amplificado en el cancer oral, e induce una sobreexpresion de la proteina
ciclina D. Dicha ciclina esta sobreexpresada en un 30-50% de los pacientes
con cancer de cabeza y cuello (Rousseau, 2001) y se ha asociado con un
estado avanzado, recurrencia temprana, y baja supervivencia (Sidransky,
1995; Jayasurya, 2005).
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o Insensibilidad a las sefiales inhibitorias de crecimiento

En el crecimiento de las células durante el ciclo celular debe existir una
homeostasis entre la proliferacion e inhibicién del crecimiento. El fallo en la
inhibicion del crecimiento es una de las alteraciones fundamentales en el
proceso de la carcinogénesis (Igney, 2002). Los genes supresores tumorales
codifican proteinas que inhiben la proliferacion celular. La alteracion de estos
genes hace que estas células sean refractarias a la inhibicién del crecimiento.
Entre estos genes se encuentran el gen del retinoblastoma, los genes
codificantes de las proteinas inhibidoras de las quinasas dependientes de ciclina
(CDK) y el gen TPs3 (Evan, 2001).

La proteina del retinoblastoma (pRb) y su sistema molecular asociado, se
encuentran frecuentemente y precozmente alterados en el cancer oral. La
proteina Rb ejerce efectos antiproliferativos mediante el control de la transicion
de la fase G; a la fase S en el ciclo celular. En su forma activada, la proteina Rb
se halla hipofosforilada y se une al factor de transcripcion E2F. Esta interaccion
impide la transcripcion de genes como la cilina E, que son necesarios para la
replicacion del ADN, por lo que las células se detienen en la fase G:. La pRb
puede ser inactivada a su forma fosforilada por la expresibn aumentada de
ciclina D1, que se une a las ciclinas dependientes de quinasa CDK4 o CDK®, lo
gue conduce la liberacion del factor de transcripcidon E2F necesario para entrar
en la fase S y continuar el ciclo celular (Jayasurya, 2005) (Fig. 4). Un alto
porcentaje de lesiones orales premalignas (83%) y de carcinomas orales (90%)
presentan una expresion alterada de al menos uno de los miembros del sistema

pRb, por lo que no ejerce su efecto regulador del ciclo celular (Soni, 2005).

Los genes que codifican las moléculas inhibidoras de CDKs se comportan
como importantes genes supresores tumorales, ya que impiden la actividad de
las CDKs uniéndose a ellas, y frenan la progresion del ciclo celular. Estas
moléculas inhibidoras se pueden dividir en dos familias, la familia del inhibidor de
la CDK4 (INK4), como p15, p16, p18 y p19 que inhiben especificamente CDK4 y
CDKG6 (Carnero, 1998), y la familia inhibidora de CDK (CIP/KIP) como p21, p27 y
p57 que son capaces de inhibir a todas las CDKs (Pavletich, 1999). La

inactivaciéon del gen CDKN2A, que codifica la proteina pl6, es el cambio
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genético mas comun que ocurre de forma temprana en los tumores de cabeza y
cuello (Reed, 1996), al menos el 80% de los canceres orales tienen una falta de

funcidn de pl16 (Sartor, 1999), lo que resalta la importancia de esta proteina.

Uno de los genes supresores tumorales mas importantes en el ser
humano es el p53. El gen p53 es un supresor tumoral que esta alterado en la
mayoria de los tumores humanos. Sus funciones son la detencion del ciclo
celular y la iniciacion de la apoptosis en respuesta al dafio de ADN (Gonzalez,
2008). El p53 se activa ante el dafio celular del ADN, esta proteina favorece la
reparacion del ADN, detiene el ciclo promoviendo la transcripcion de la proteina
p21/waf, inhibidor de CDKs. Este mecanismo permite reparar los dafios en el
ADN antes de su replicacion en la fase S (Shukla, 2006). En el caso de no
producirse la reparacién la célula, el p53 induce su muerte por apoptosis
mediante la inhibicion de las proteinas antiapoptoéticas de la familia Bcl-2 (Bcl-2 y
Bcl-XL) y la activacion de las proteinas proapoptéticas Bcl-2, como Bax y Bak
(Jayasurya, 2005) (Fig. 4). La alteracion de este gen provoca que las lesiones
del ADN no se reparen y las mutaciones se perpetlien en las células en division.
El gen p53 se encuentra mutado en el 40-60% de los pacientes con cancer de
cabeza y cuello, y esta mutacién se asocia con la progresion de las lesiones

premalignas a enfermedades invasoras (Forastiere, 2001).

Los tumores con mutaciones de p53, tienen probabilidad de recidivas
tempranas. Un estudio realizado por Brennan demostré que pacientes con
mutaciones de p53 en su tumor primario, posteriormente desarrollaban
recurrencias en los margenes quirdrgicos en comparacion con pacientes con
todos los margenes del tumor libres de esta mutacion (Brennan, 1996). Otro
estudio de este autor demostro que las mutaciones p53 fueron significativamente
mayores en los pacientes que consumian tabaco y alcohol, que en los pacientes
gue no consumian estas sustancias (Brennan, 1995). Es interesante observar
gue los pacientes con tumores positivos al VPH eran menos propensos a tener
mutaciones p53. Un estudio reciente sobre 560 pacientes que fueron sometidos
a reseccion primaria de su carcioma oral de células escamosas (COCE),
muestra una asociacion (independiente de la etapa) entre el estado mutacional

de p53 vy la supervivencia (Poeta, 2007).
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Figura. 4. Diagrama que muestra el papel de varios de los miembros del sistema p53 y Rb en la regulacion
del ciclo celular tomado de Jayasurya (2005).
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Fig. 5. Vias de activacion de la apoptosis.
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X Evasion de la apoptosis

La apoptosis es un mecanismo de defensa que impide la perpetuacion de
células con lesiones en el ADN. Los estimulos que conducen a la apoptosis
de la célula pueden ser intracelulares (via intrinseca) o extracelulares (via
extrinseca). La via intrinseca se activa por estrés celular o dafio del ADN, y
provoca la liberacion de citocromo c al citosol, lo que se acompafa de pérdida
del potencial de membrana y desestabilizacion de la membrana externa de la
mitocondria. Una vez en el citosol, el citocromo ¢ se une a Apaf-1 y una vez
unido recluta y procesa a la procaspasa 9 a su forma activa (caspasa 9), la cual
puede a su vez activar otras caspasas (Kroemer, 1998). La salida del citocromo
¢ desde la mitocondria esta regulado por miembros de la familia Bcl-2, alguno
de estos miembros son pro-apoptéticos como Bax y Bak mientras que otros son
antiapoptoticos (Bcl-2 y Bcl-XL). La via extrinseca se activa tras la unién de
ligandos a los receptores de la membrana plasmatica, como el receptor-1 del
factor de necrosis tumoral (TNF-R1). Este tipo de unién activa a las caspasas
iniciadoras (2, 8, 10). Una vez activadas, estas caspasas activan otras caspasas
efectoras (caspasas 3, 6 y 7) que en ultima instancia son las responsables de la
fragmentacion de proteinas del cito-esqueleto y proteinas nucleares, lo que

conduce a la apoptosis de las células (Wolf, 1999) (Fig. 5).

La supervivencia de las células esta condicionada por genes que facilitan
e inhiben la apoptosis. La mutacién de los genes que regulan la apoptosis hace
gue los tumores sean resistentes a la muerte celular programada. Un ejemplo de
estas mutaciones es la del gen p53, detectada en mas del 50% de los
carcinomas epidermoides de la cavidad bucal (Poeta 2007; Molinolo, 2009). Esta
proteina, denominada “el guardian del genoma”, induce muerte celular ante un
dafio en el ADN que no puede ser reparado modulando la expresion de las
proteinas reguladoras de la apoptosis de la familia de bcl-2, aumentando la
expresion de la proteina Bax (proapotédtica), que a su vez estimula a las

mitocondrias para la liberacion del citocromo C (Fig. 5) (Hanahan, 2000).
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X Desarrollo de angiogénesis

Un hecho determinante en la progresion tumoral es la angiogénesis. La
produccion de nuevos vasos sanguineos, a partir de los preexistentes, dota al
tumor de la capacidad de nutrirse y proliferar. Entre los mecanismos que regulan
este proceso destacan los mediados por el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y sus receptores (Argiris, 2008). EIl gen que lo codifica puede
comportarse como un oncogén en el carcinoma oral de células escamosas
(COCE). El aumento de expresion de VEGF acontece en todas las etapas de
progresion del COCE (Johnstone, 2007). Otros factores que promueven la
formacion de vasos sanguineos y la migracién de células endoteliales son la
prostaglandina E2 y TGF-B, que estdn a menudo sobreexpresados en los
tumores celulares. La inhibicion de la COX-2 es efectiva en el control de la
proliferacion celular del COCE mediante la inhibiciéon de la PGE2 (Sumitani,
2001).

<> Potencial replicativo ilimitado

Las células normales pueden replicarse un namero finito de veces. Los
teldmeros, estructuras localizadas en los extremos de los cromosomas, se
acortan con cada divisién celular. Una longitud critica de los telémeros activa
mecanismos de control y las células entran en un periodo senescente. Las
células tumorales, en cambio, eluden este proceso lo que les permite replicarse
indefinidamente. Diversos estudios han confirmado la actividad incrementada de
la enzima telomerasa, encargada de la replicacion de los telémeros, en diversos
tipos de canceres. En el COCE se ha demostrado que esta enzima esta

reactivada en aproximadamente el 90% de los casos (Stadler, 2008).

<> Capacidad de invadir y metastatizar

La capacidad para invadir tejidos es una caracteristica fundamental del
fenotipo maligno. Se trata de un complejo mecanismo que produce alteraciones
en las moléculas implicadas en la adhesion de las células entre si y a la matriz
extracelular (E-cadherinas, integrinas) y la activacion de proteasas extracelulares
(Hanahan, 2000).
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CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS
% EPIDEMIOLOGIA

Los carcinomas de cabeza y cuello representan la sexta neoplasia en el
mundo en términos de frecuencia para ambos sexos, por detras del cancer de
colon y recto, pulmén, mama, cervix y estomago (Petersen, 2005). El tipo
histolégico mas frecuente (mas del 90%) es el carcinoma epidermoide,
conocido también como carcinoma de células escamosas o epitelioma
espinocelular. Estd comunmente localizado en la cavidad oral, orofaringe,
nasofaringe, hipofaringe y laringe. La cavidad oral incluye la mucosa alveolar,
mucosa masticatoria, trigono retromolar, suelo de la boca, paladar duro y los dos
tercios anteriores de la lengua. En numerosos articulos se hace una distincion
entre el cancer intraoral y el de labio debido a las diferencias etiolégicas. La
lengua y el suelo de la boca son los lugares mas comunes del carcinoma
epidermoide de la cavidad bucal, asi como el area retromolar (Gerry, 2002). Del
resto de tumores malignos, los linfomas se establecen en localizaciones como la
amigdala, el paladar y la encia; los sarcomas se localizan en los tejidos blandos
préximos al maxilar al igual que los carcinomas y adenocarcinomas de glandulas
salivares accesorias, que se asientan predominantemente en la mucosa y
fiboromucosa palatina. EI melanoma se localiza con mayor frecuencia en la

mucosa del maxilar (Santamaria, 2008).

El carcinoma epidermoide es una neoplasia maligna epitelial agresiva,
caracterizado por una baja tasa de supervivencia y mal pronéstico. A pesar de
los numerosos avances en su tratamiento, con la utilizacion de los protocolos
mas recientes para cirugia, radioterapia y quimioterapia, la supervivencia a largo
plazo ha permanecido por debajo del 50% durante los ultimos 50 afios
(Forastiere, 2001). El pronodstico desfavorable se debe a numerosos factores.
Por ejemplo, el cancer oral se diagnostica con frecuencia cuando la enfermedad
ya ha alcanzado una fase avanzada. La tasa de supervivencia a los 5 afios del
cancer oral en fase precoz es aproximadamente del 80%, mientras que la cifra
cae al 19% para la enfermedad en fase avanzada (Murphy, 1995). Ademas, el
desarrollo frecuente de multiples tumores primarios disminuye de forma marcada

la supervivencia.
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En estos pacientes se ha comunicado una tasa de segundos tumores
primarios del 3 al 7% por afio, mas alta que para cualquier otra enfermedad
maligna (Anderson, 2001). Tal hecho ha conducido al concepto de

“cancerizacion de campo” (field cancerization).

El concepto de cancerizacion de campo fue inicialmente propuesto por
Slaughter en 1953, en un intento de explicar la frecuente aparicion de nuevos
tumores en el tracto aereodigestivo superior en pacientes que habian
desarrollado un primer tumor de cavidad oral u orofaringe (Slaughter, 1953). El
conocimiento actual de los mecanismos moleculares implicados en la regulacion
del ciclo celular, ha posibilitado dar una interpretacion molecular mas precisa a la
formacién de segundos tumores que aparece en algunos pacientes. Los eventos
oncogénicos moleculares méas precoces en el desarrollo del cancer oral son las
mutaciones del gen p53 y la pérdida de heterocigosidad (LOH) en los loci
cromosomicos 3p, 9p y 17p (Chung, 1993). Estas regiones cromosémicas
albergan importantes genes reguladores del ciclo celular. Estas alteraciones
genéticas precoces forman un campo expansivo precanceroso, que va
progresivamente reemplazando al epitelio normal. Estos campos expansivos, no
han desarrollado aun la capacidad de atravesar la membrana basal del epitelio e
invadir el corion, lo que marca la diferencia entre estado precanceroso y cancer.
Esta teoria explicaria el por qué un individuo que sigue vivo 5 afios después de
diagnosticarse el tumor primario inicial, tiene una probabilidad del 35% de
desarrollar al menos un nuevo tumor primario dentro de este periodo de tiempo.
(Lippma, 1989).

La incidencia del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello ha
aumentado gradualmente en las dltimas tres décadas. Con las tasas actuales,
cabe esperar que cada afio se diagnostiquen alrededor de 35.000 casos en
estados Unidos y mas de 500.000 en el mundo (Jemal, 2009).

La distribucion de la incidencia del carcinoma oral de células escamosas
es muy variable segun la zona geografica. El area del mundo con mayor
incidencia es Melanesia, una subregion de Oceania (31,5 /100.000 en hombres y
20,2/100.000 en mujeres). Las tasas en los hombres son elevadas en Europa

occidental (11,3 por 100.000), el sur de Europa (9,2 por 100.000), el sur de Asia
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(12,7 por 100.000), Africa meridional (11,1 por 100.000) y Australia/Nueva
Zelanda (10,2 por 100.000). En las mujeres, la incidencia es relativamente alta

en el sur de Asia (8,3 por 100.000) y en algunos paises africanos (Parkin, 2002).

Estos patrones reflejan la prevalencia de factores de riesgo especificos,
tales como el consumo de tabaco/alcohol. Las altas cifras de incidencia para
hombres en las poblaciones de los paises industrializados, es en parte debido a
la larga la tradicion de fumar y al consumo excesivo de alcohol. En el Sudeste
Asiatico y algunos paises africanos tienen una alta tasa de incidencia para
ambos sexos, las tasas en estos paises se relacionan directamente con el riesgo
de comportamientos tales como el consumo de tabaco de mascar (por ejemplo,
nuez de betel o Miang de mascar, o el uso de khat), ademas del tabaco y del
consumo de alcohol. La alta tasa de cancer oral en Australia se debe al cancer

de labio, en relacion con la irradiacion solar (Petersen, 2009).

Con respecto al sexo, este tumor es mas frecuente en varones, a pesar
gue ha habido un aumento de la incidencia en mujeres. Se ha estimado una
incidencia de cancer oral y faringeo en hombres de 25,240 nuevos casos en el
afio 2009 en EEUU, y de 10,480 para las mujeres (Davies, 2006). En cuanto a la
edad, el 90% de los canceres orales se diagnostican en mayores de 40 afos, y
mas del 50% en individuos de méas de 65 afios (Ries, 2006). Recientemente se
ha observado un aumento en la incidencia de esta enfermedad en menores de
40 afos, lo que podria estar asociado a una infeccion por el virus del papiloma
humano (Myers, 2000).

La tasa de mortalidad del cancer de la cavidad oral es, generalmente, mas
alta para los varones que para las mujeres. Por otra parte, esta tasa es
relativamente baja en muchos paises industrializados de Occidente debido a que
los servicios de salud estan a disposicion de la poblacion general, sin embargo,
es bastante elevada en los paises de bajos y medianos ingresos, asi como en
paises con economias en transicion y con acceso limitado a servicios de salud
(Petersen, 2009). En Espafia en el afio 2008 se produjeron 1628 defunciones en

varones y 432 en mujeres (Centro Nacional de Epidemiologia).
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s ETIOPATOGENIA

La etiologia del carcinoma escamoso es multifactorial. De entre los
factores de riesgo que influyen en el desarrollo del cancer oral, el tabaco y el
alcohol son los mas importantes. En la India y otras partes del Sudeste Asiatico
se consume tradicionalmente nuez de betel, un potente irritante de la mucosa
oral. Las infecciones virales como las del virus del papiloma humano afectan al
menos al 50% de los canceres orofaringeos, en particular los que afectan a las
amigdalas y a la base de la lengua (Gillison, 2000). Otro factor de riesgo puede
ser la susceptibilidad genética que predisponga a algunos individuos al
desarrollo del cancer oral (Jefferies, 2001). La irritacion crénica de la mucosa por
aristas de dientes, prétesis mal ajustadas o infecciones crénicas pueden actuar
también como promotor del cancer. Los factores dietéticos y nutricionales

pueden tener también alguna participacion en el desarrollo del cancer oral.

Tabaco

El tabaco es el principal factor de riesgo asociado al desarrollo de lesiones

premalignas y del cancer oral, en especial del COCE (Hirota, 2008).

La exposicion crénica a los carcindgenos del tabaco produce cambios
genéticos en las células epiteliales de la mucosa oral del tracto digestivo
superior. La acumulacién de cambios genéticos conduce a una inestabilidad
gendmica, al desarrollo de lesiones premalignas y, finalmente, al carcinoma
invasivo. Paralelamente al efecto directo de los componentes del tabaco sobre el
genoma, el tabaco puede inducir la actividad proliferativa a través de la
activacion de los receptores EGFR y sus mecanismos intermedios, que incluyen
MAPK y ERK1 y PKC alpha. Esto activa la ciclina D1, que conduce a una mayor
actividad proliferativa y el aumento de frecuencia de las mutaciones, por lo que
las células son mas vulnerables a los cambios genéticos permanentes que a su

vez pueden dar lugar a la inestabilidad gendmica y al cancer invasor (Fig. 6).
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Figura 6. Progresion genética en la carcinogénesis oral. Transformacion del epitelio normal a displasia y
carcinoma invasor por la accion de carcinégenos como el tabaco, tomado de Choi 2008.

Los componentes mas carcinogénicos del tabaco son la N-nitroso-nor-
nicotina, hidrocarburos aromaticos como el benzopireno y el polonium, siendo
perjudiciales localmente y favoreciendo la absorcidén de sustancias carcindégenas
(Rodu, 2004).

Se estima que entre 85 y 90% de los casos con cancer de las vias
aerodigestivas superiores son explicados por la exposicidén al tabaco y el riesgo
es proporcional a la intensidad de la exposicion (Blot, 1998). Ademas, se ha
observado un efecto sinérgico entre el tabaco y el alcohol en la patogénesis del
cancer de la cavidad oral (Znaor, 2003; Hashibe, 2009). Fumar aumenta la
carga de acetaldehido siguiente al consumo de alcohol que, a su vez, aumenta
la activacion de de pro-carcin6genos presentes en el tabaco (Seitz, 2009).
Resulta dificil distinguir el efecto por separado de estos dos agentes, ya que los

consumidores de bebidas alcohdlicas suelen fumar y viceversa.

El habito de fumar de forma invertida (con la lumbre hacia el paladar),
habitual en partes de la India, América del sur y Filipinas, esta fuertemente
asociado a lesiones en el paladar que pueden llevar a un alto riesgo de
desarrollar cancer oral. Existe un efecto sinérgico entre la hiperemia y la accion

directa de los carcindgenos del tabaco (Stich, 1992).

32



ANTECEDENTES

Fumar otras sustancias, como la marihuana, también se ha considerado
como un factor potencial de riesgo de cancer oral, particularmente en adultos
jovenes. El cannabis tiene una mayor concentracion de carcinégenos aromaticos
policarbonados que el tabaco y, ademds, se suele fumar sin filtro. Sin embargo
hasta ahora, s6lo un estudio (Zhang, 1999) ha demostrado diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al riesgo de padecer cancer oral, por lo
gue se precisan estudios epidemiolégicos mas amplios para poder ratificar su

importancia en la génesis de este proceso maligno.

Alcohol

El consumo de alcohol se ha sefialado como uno de los factores de mayor
riesgo en cancer oral y todo el tracto aerodigestivo superior. El alcohol produce
un riesgo cinco veces mayor de padecer cancer para los grandes bebedores, y

hay una fuerte relacion dosis-respuesta (Pelucchi, 2008).

Aunque los mecanismos exactos por los cuales ingestion cronica de
alcohol estimula la carcinogénesis no estan del todo esclarecidos, los estudios
experimentales en animales apoyan el concepto de que el etanol no es un
carcindgeno, pero bajo ciertas condiciones experimentales actia como co-
carcinégeno y/o promotor tumoral. EI metabolismo del etanol por la enzima
alcohol-deshidrogenasa, conduce a la generacion de acetaldehido y radicales
libres (Boccia, 2009). Estos compuestos altamente reactivos se unen
rapidamente a los componentes celulares y, posiblemente, al ADN. El
acetaldehido disminuye los mecanismos de reparacion del ADN y la metilacion
de la citosina en el ADN. También dafia la funcién del glutation, un péptido

importante en la desintoxicacion de carcin6genos.

Otro mecanismo por el que el alcohol estimula la carcinogénesis es
mediante la induccion de la enzima CYP2EL del citocromo P450, que conduce a
la activaciéon de varios procarcinégenos presentes en las bebidas alcohdlicas,
gue potencian el efecto carcinogénico del humo del tabaco y de los carcinégenos
presentes en la dieta (Poschl, 2004). El alcohol ademas actia como solvente,

permitiendo la absorcion de otros carcindgenos.
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También parece estar asociado con el dafio tisular y con una
hiperregeneracidon compensatoria secundaria. Por eso, se ha cuestionado la
asociacion entre el cancer oral y el uso de enjuagues orales con alto contenido
en alcohol (McCullough, 2008; La Vecchia, 2009), basandose en la hipétesis de
gue la permanencia del alcohol en contacto con la mucosa oral durante un mayor
tiempo que al ingerir una bebida alcohdlica podria hacer pensar en un posible
efecto nocivo a partir de un mecanismo local. Sin embargo, no se ha podido
confirmar una relacion causal entre el uso de colutorios y el desarrollo del cancer
oral, pero, por otro lado, algunos autores opinan que no esta justificado el
empleo de alcohol en los colutorios orales (Carretero, 2004).

Betel

Existe también una relacion de COCE con el consumo de nuez de betel
(areca), que es una costumbre en la India y otras partes de Sudeste Asiatico
(Cogliano, 2004). La IARC hace mucho tiempo declaré que la nuez de betel era
un carcindgeno para los seres humanos, y ha sido confirmado posteriormente
(Thomas, 1993; Merchant, 2000; Reichart, 2007; Zhang, 2007)

Los constituyentes del betel varian en las diferentes culturas, pero
normalmente consta de nuez de areca, que se obtiene de la planta Piper betel
(inflorescencia, hoja o raiz) y cal apagada (ya sea en forma de polvo o en pasta).
En muchos paises también contiene tabaco y especias, por lo que masticar betel
a menudo se asocia con el consumo de tabaco. Similares habitos de mascar,
tales como el consumo de khat, también pueden estar implicados en el COCE en
algunas comunidades (Fasanmade, 2007; Sawair, 2007).

La arecolina, principal alcaloide de la nuez de betel, podria bloquear los
genes supresores tumorales por hipermetilacion, inhibiendo la reparacion del
ADN (Tsai, 2008).
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Virus

La participacion del Virus del Papiloma Humano en el cancer oral y de
faringe fue propuesto por primera vez por Syrjanen et al. en 1983, y apoyado
posteriormente por varios autores (Zur Hausen, 2002; Erdmann J, 2003; Ha PK,
2004; Nair, 2005) sobre la base de las siguientes pruebas:
1y el bien establecido epiteliotrofismo del VPH, 5 las similitudes morfolégicas
entre la orofaringe y elepitelios genital, 3 la capacidad de inmortalizar
queratinocitos orales humanos in vitro, y 4 el papel etioldgico firmemente

establecido del VPH en el cancer de cuello del Utero en humanos.

Esta asociacion se establece para los VPH de alto riesgo, entre ellos se
incluyen el 16 y 18. Algunos autores asocian el VPH-16 con aproximadamente
el 50% de los carcinomas de la orofaringe (Masano, 2006). Estos tumores
relacionados con el VPH tienen menor tasa de mutaciones en el gen p53, escasa
relacion con el hébito tabaquico, el consumo de alcohol y un mejor prondéstico.
Este hecho también justifica el aumento de la incidencia del COCE y su aparicion
en personas jovenes, estando los factores de riesgo mas comunes presentes o
no. Las oncoproteinas del VPH 16, codificadas por los genes E6 y E7, provocan
inestabilidad gendmica en las células infectadas e inactivan los genes

supresores.

Historia familiar

Otro aspecto a considerar es la susceptibilidad genética a contraer cancer
de la cavidad oral. La aparicion de tumores de la cavidad oral en pacientes
jovenes y en pacientes no fumadores sugiere el papel del componente genético.
Algunos pacientes que presentan cancer oral tienen disminuida la capacidad de
reparar los dafios ocasionados en el ADN por los agentes carcinégenos. Villaret
et al. (2000) usaron la técnica de microrrays de ADN e identificaron que ciertos
genes como keratin 17 y 19, laminin-5, connexin-26 y VEGF, estaban
sobreexpresados en las zonas biopsiadas de carcinomas orales de células

escamosas.
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Alteraciones genéticas durante el desarrollo del COCE

El desarrollo del cancer oral de células escamosas es un proceso de
multiples pasos que requiere la acumulacion de mdultiples alteraciones genéticas,
influenciadas por la predisposicion genética del individuo y la exposicion a
carcindgenos ambientales. Son muchas las alteraciones genéticas que se
pueden encontrar en el cancer oral. Pueden aparecer ganancias o
amplificaciones, o pérdidas de heterocigosidad (LDH) o deleciones en

determinados cromosomas.

Algunas alteraciones aparecen precozmente y conllevan un valor
prondstico para los pacientes con lesiones premalignas o con carcinomas en
estadios precoces. El cromosoma 9 parece ser una de las dianas mas precoces
y sensibles en el desarrollo del cancer, habiéndose documentado pérdidas
alélicas en la region 9p21 en la mayoria de las lesiones orales premalignas
(Jiang, 2001) y de los carcinomas incipientes (Bockmuihl, 1998). La region 9p21
alberga genes que codifican los inhibidores de las quinasas dependientes de
ciclinas p16 y 14, que actian como importantes reguladores de la proliferacion
celular. Esta alteracion se asocia con la transicion desde la normalidad hasta la
hiperplasia/hiperqueratosis, y ocurre antes del desarrollo de atipia histologica
(Mao, 1996). Asi mismo, algunas regiones del cromosoma 3 son frecuentes
portadoras de aberraciones cromosémicas en el cancer oral. Otra alteracion
genética que ocurre en un estadio mas avanzado de la progresion del carcinoma
de células escamosas es la LDH en 17p. Esta aberracién provoca la mutacion
del gen supresor tumoral p53 y se asocia con progresion hasta displasia (Boyle,
1993).

Otras aberraciones se asocian comunmente a la progresion hasta la
malignidad. Ejemplos de ellos son las deleciones en 4q, 6p, 8p, 11q, 13q y 14q
(Rosin, 2000) (Fig. 6).
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% DIAGNOSTICO

La deteccion precoz en estadios asintomaticos, garantiza no soélo un
aumento en las tasas de supervivencia sino también una mejora en la calidad de
vida en consecuencia a tratamientos menos agresivos y mutilantes (Sciuba,
2001). Sin embargo, en el momento del diagndstico del cancer oral, el 36% de
los pacientes presentan enfermedad localizada, un 43% presentan enfermedad
con afectacion regional, un 9% presentan metastasis a distancia, y para el 12%
restante el estadio de la enfermedad no se puede identificar (Silverman, 1998;
Garcia, 2005). Aunque la cavidad oral es un area accesible y examinada con
frecuencia, el hecho de que este tipo de cancer sea normalmente indoloro,

puede ser una de las causas del diagndstico tardio.

Tras el diagnéstico clinico se debe realizar una biopsia de las lesiones
intrabucales, para hacer un estudio anatomopatolégico y establecer un
diagnostico definitivo (Sciuba, 2001). Otras técnicas no invasivas como la
citologia oral por raspado (Sciuba, 1999; Acha, 2005) o la tincion de las lesiones
con azul de toluidina (Silverman, 1984), deben considerarse complementarias a

a la biopsia pero nunca deben sustituirla (Neville, 2002).

Las técnicas por imagen (TAC, RM y PET), estan actualmente muy
estandarizadas y son un elemento fundamental para la determinacion de la
extension del tumor, la afectacion de los ganglios regionales y la presencia de

metastasis a distancia.

Recientemente, el estudio genético de marcadores moleculares se ha
hecho mas comun, ya que permiten detectar alteraciones antes de que sean
visibles clinicamente (Garcia, 2005). El carcinoma oral de células escamosas se
ha relacionado con diferentes tipos de marcadores celulares y tisulares, como
pueden ser PCNA y p53, que pueden proporcionar informacion adicional a la

aportada por el examen clinico y el estudio histopatoldgico.
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El antigeno nuclear de proliferacién nuclear (PCNA), Clone PC10, est4
indicado para la identificacion de células proliferativas en tejidos normales y en
algunas formas de neoplasia (Hall, 1990). El PCNA es una proteina esencial
para la progresion del ciclo celular, que se expresa en la fase G1 (Ultimo 5%) y el
primer 35% de la fase S del ciclo celular. Es un componente de la maquinaria de
replicacion del ADN, actuando como proteina auxiliar de la ADN polimerasa
requerida para la sintesis del ADN. La ausencia o los niveles bajos de PCNA

funcional pueden inducir a las células a la apoptosis (Kelman, 1997).

La p53 proteina (clon DO-7) es una fosfoproteina nuclear con una masa
molecular de 53 kDa. La proteina p53 de tipo natural esta presente en células
normales, pero tiene vida media muy corta y, por consiguiente, sélo esta
presente en cantidades muy pequeiias (Vojtések, 1992), generalmente por
debajo del nivel de detecciébn de los métodos inmunocitoquimicos (Cooper,
1997). La mutacion somatica del gen p53, es un evento muy frecuente en el
desarrollo de la neoplasia humana y, puesto que las proteinas p53 de tipo
mutante suelen ser mucho mas estables que las de tipo natural, la proteina p53

mutante se acumula en grandes cantidades (Vojtések, 1992).
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% PREVENCION

Una de las formas evidentes para prevenir esta enfermedad, es disminuir
en lo posible la exposicion a factores de riesgo que se han encontrado asociados
a la misma. En cuanto a la prevencién secundaria, uno de los problemas mas
grandes asociados al cancer oral es el diagnéstico tardio de la enfermedad
(Silverman, 1988).

La quimioprevencion es un area de rapido crecimiento de la oncologia.
Este término fue introducido inicialmente por Sporn et al. (1976), e implica el uso
de compuestos sintéticos o de origen natural para prevenir, inhibir o revertir el
desarrollo de cancer (Sporn, 2002; Patel, 2007; Lee, 2011). Este enfoque farma-
coldgico se basa en la identificacion de los individuos sanos que se consideran
en alto riesgo de desarrollar cancer, y para los cuales un agente farmacolégico
puede inhibir eficazmente la aparicion de cancer. Ademas de la inhibicion o el
retraso de la aparicién de la neoplasia mediante el bloqueo de inicio neoplasico,
la quimioprevencién juega un papel en la prevencion del desarrollo de la
capacidad invasora y metastasica de los tumores establecidos. La
qguimioprevencion del cancer difiere del tratamiento en que el objetivo de ésta es

reducir la tasa de incidencia de cancer (Patel, 2007).

Un agente quimiopreventivo ideal debe: tener poca o ninguna toxicidad,
tener eficacia en mudiltiples localizaciones, poder ser administrado oralmente,
poseer un mecanismo de accion conocido y tener bajo coste y aceptacion (Lee,
2011).

Actualmente los polifenoles, micronutrientes presentes en frutas y verduras,
han captado una gran atencion debido a su baja toxicidad intrinseca y sus
beneficios para la salud, especialmente su capacidad para inhibir el desarrollo de
diferentes tipos de canceres (Manach, 2004, Chen, 2007).
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COMPUESTOS FENOLICOS

Son muchos los estudios epidemiolégicos que han demostrado una
asociacion inversa entre el consumo de verduras y frutas, y el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer (Nakachi, 1996;
Bazzano, 2001). Aunque los efectos de proteccion se atribuian en una principio a
los antioxidantes conocidos, como la vitamina C, vitamina E y B-caroteno, en los
ultimos afios ha cobrado especial relevancia el papel de los compuestos
fendlicos de los vegetales.

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de
micronutrientes presentes en el reino vegetal, siendo parte importante de la dieta
tanto humana como animal (Martinez-Valverde, 2000). Conforman un conjunto
heterogéneo de mas de 8000 compuestos bien identificados, que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura un anillo aromatico de benceno, con
uno o mas grupos hidroxilos. Se pueden clasificar por el nUmero y disposicion de
sus atomos de carbono y cominmente se encuentran conjugados con azucares

y acidos organicos (Crozier, 2009).

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a los
grupos hidroxilos unidos a sus anillos aroméaticos, que les brindan una estructura
especialmente adecuada para ejercer una accion antioxidante al poder actuar
como donadores de hidrégeno o electrones, asi como atrapadores de radicales
libres (Nakatani, 2000).

Ademas de sus propiedades biolégicas, relacionadas con la fisiologia
vegetal, se les han atribuido actividades farmacolégicas y médicas relacionadas
con la prevencion y/o mejora del estado de salud. Entre éstas destacan sus
efectos vasodilatadores, anticarcinogénicos, antiinflamatorios, bactericidas,
estimuladores de la respuesta inmune, antialérgicos, antivirales, efectos
estrogénicos e inhibidores de la fosfolipasa A2, de la cicloxigenasa, lipoxigenasa,

glutation reductasa y xantina oxidasa (Middleton, 2000).

Los polifenoles pueden interferir en las distintas etapas que conducen al

desarrollo de tumores malignos al proteger el ADN del dafio oxidativo,
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inactivando de este modo los carcin6genos, inhibiendo la expresion de los genes
mutagenos y de la actividad de las enzimas encargadas de la activacion de
procarcinégenos, y activando los sistemas enzimaticos responsables de la
detoxificacion de xenobidticos (Benavente-Garcia, 2008). Diferentes estudios
epidemioldgicos han puesto en evidencia el efecto preventivo de los polifenoles
frente al cancer de vejiga (Stavric, 1984), mama (Whitsett, 2006), prostata
(Adhami, 2004), pulmon (Ju, 2007), colon (Ji, 1997), estbmago (Myung, 2009), o
cancer oral (Chandra Mohan, 2005).

FLAVONOIDES

Entre los polifenoles, los flavonoides constituyen el grupo mas importante
representando el 60% de éstos. Se han identificado mas de 5000 variedades de
flavonoides (Patel, 2007) y estan clasificadas de acuerdo a su estructura
molecular, que consiste en dos anillos aromaticos (anillos Ay B) unidos por tres
atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado central (anillo C) (Fig.
7) (Ross, 2002; Manach, 2004).

Fig. 7. Estructura general de los flavonoides.

Los flavonoides se clasifican en subgrupos, segun la conexién entre los
anillos B y C, el estado de oxidacion y los grupos funcionales del anillo C
(Beecher, 2003). Los seis subgrupos principales son: flavonoles, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, antocianinas y flavanoles (Fig. 8) (Manach, 2004). Otros
subgrupos que estan presentes de forma minoritaria en la dieta son:
dihidroflavonoles, flavan-3,4-dioles, cumarinas, chanconas, dihidrochanconas y

auronas.
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El esqueleto basico de los flavonoides puede tener ciertos sustituyentes.

Los grupos hidroxilos suelen estar en las posiciones 4’,-5’ y 7°. Los azUcares son

muy comunes, encontrandose la mayoria de flavonoides en forma de glicosidos.

Tanto los azucares como los grupos hidréxilos, aumentan las solubilidad en agua

de los flavonoides, otros sustituyentes como los grupos metilo o unidades

isopentil hacen a los flavonoides mas lipdfilos (Crozier, 2009).
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Fig. 8. Estructura quimica de los 6 subtipos de flavonoides (tomado de Manach, 2004)

Se han descrito una serie de alimentos y bebidas con alto contenido en

flavonoides. Las frutas y verduras (manzanas, uvas, cebollas, legumbres), el

chocolate negro y las bebidas como el té (verde o negro) y el vino tinto, son las

principales fuentes de flavonoides de la dieta. El consumo total de flavonoides

oscila entre aproximadamente 20 mg/d (Estados Unidos, Dinamarca, Finlandia) a

70 mg/d (Holanda). Aunque estos valores no representan el total de flavonoides

ingeridos en la dieta, ya que so6lo se tienen en cuenta tres flavonoles y dos

flavonas

(Aherne, 2002; Beecher, 2003; Manach, 2004; Crozier, 2009). La

ingesta de flavonoides excede a la de otros antioxidantes en la dieta, como el
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beta-caroteno (2-3 mg/dia) y la vitamina E (7-10 mg/dia), mientras que
representa aproximadamente un tercio del consumo de vitamina C (70- 100
mg/dia). Asi pues, los flavonoides representan una contribucion importante al

potencial antioxidante de la dieta humana.

Los flavonoides cumplen funciones metabdlicas importantes en las
plantas. Sus principales acciones son las de actuar como metabolitos esenciales
para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y como agentes protectores
frente a la accidon de patdgenos, predadores y a los dafios provocados por la luz
ultravioleta. Casi todos los flavonoides son pigmentos, lo que se asocia con su
capacidad electrénica para captar y transferir energia, asi como para atraer
insectos, animales y aves polinizadoras. Ademas desempefian un importante

papel en el metabolismo del nitrdgeno (Havsteen, 2002; Taylor, 2005).

Estos compuestos polifendlicos muestran un gran espectro de
propiedades biologicas en los seres humanos, como: antioxidantes,
antiinflamatorios, analgésicos, antiviricos, antibacterianos y antifingicos. El
consumo regular de flavonoides también se ha asociado con un menor riesgo de
padecer varias enfermedades cronicas, como enfermedades cardiovasculares,
trastornos neurodegenerativos y cancer. Con respecto a la salud cardiovascular,
los flavonoides pueden alterar el metabolismo de los lipidos (Zern, 2005), inhibir
la oxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL) (Jeong, 2005), reducir la
formacion de lesiones aterosclerdticas (Fuhrman, 2005), inhibir la agregacion
plaguetaria (Hubbard, 2006), disminuir la expresién de la molécula de adhesion
celular vascular (Ludwig, 2004), mejorar la funcion endotelial (Hallund, 2006) y
reducir la presion arterial (Hodgson, 2006). Los flavonoides también han
demostrado mejorar la funcién cognitiva y revertir la neurodegeneracion
relacionada con la edad (Joseph, 1999). Asi mismo, se les atibuyen propiedades
anticancerigenas ya que son capaces de actuar sobre mdultiples etapas de la
carcinogénesis: inhiben el dafio oxidativo del ADN e inactivan a carcind6genos y
a las enzimas responsables de la activacion de los procarcinogenos (Patel,
2007), inducen la apoptosis de las células (Mantena, 2006), inhiben
proliferacion de células cancerosas (Wang, 2000) y previenen la angiogénesis, la
invasion tumoral y metastasis (Yang, 2008).
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APIGENINA

La apigenina es un flavonoide natural, del grupo de las flavonas y cuya
formulacion quimica es 47,5, 7-trinydroxyflavona (Fig. 9). Es un flavonoide de
bajo peso molecular, baja toxicidad intrinseca y no mutagénico. Es
practicamente insoluble en agua, moderadamente soluble en alcohol caliente, y
soluble en otros disolventes como el KOH y DMSO (Shukla, 2010).

Se halla en cantidades elevadas en vegetales como apio y perejil
(Manach, 2004) y en las flores de la manzanilla (Matricaria recutita) (McKay,
2006), también esta presente en numerosas plantas aromaticas como la menta,

el orégano, el tomillo, el romero y la hierbabuena (Bhagwat, 2011).

Fig. 9. Estructura quimica de la apigenina

A la apigenina se le atribuyen en la medicina popular propiedades
sedantes, anticonvulsivantes, antiespasmadicas, analgésicas, antiinflamatorias y
antisépticas (Heidari, 2009). Asi, la flor de la pasién se ha empleado para tratar
el asma, el insomnio, la enfermedad del Parkinson, la neuralgia, el herpes zéster.
La manzanilla, en sus distintas formulaciones, se ha empleado como
antiinflamatorio y antiespasmaodico intestinal, o para reducir la inflamacion

cutanea y otros problemas dermatologicos (Avallone, 2000; Patel, 2007).

Esta flavona tiene, ademas, efectos antitumorales, ya que inhibe la
proliferacion celular de varias lineas celulares neoplasicas humanas, incluyendo
cancer de mama (Yin, 2001), colon (Wang, 2000), prostata (Shukla, 2006), piel
(Caltagirone, 2000), tiroides (Yin, 1999) y leucemia (Takahashi, 1998). Estos
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efectos inhibitorios son producidos debido a que la apigenina regula la

carcinogénesis en todas sus etapas.

En la fase de iniciacién, es capaz de proteger el ADN de distintas células
del dafio causado por compuestos genotoxicos, evitando mutaciones que
podrian fomentar el desarrollo de tumores. Asi, es capaz de promover la
quelacidon metalica, regular la actividad de enzimas relacionadas con el
metabolismo de carcindgenos como el citogromo P450, eliminar radicales libres
o estimular a las enzimas detoxificadoras de la fase Il (Patel, 2007).

En la fase de promocion, inhibe o ralentiza la division celular mediante la
regulacion del ciclo celular y su capacidad de inducir apoptosis (Gupta, 2001,
Shukla, 2006; Shukla, 2008). Actia como reguladora del ciclo celular en
numerosas lineas celulares, entre ellas en células de cancer mama (Yin, 2001,
Choi, 2009), cuello de atero (Zheng, 2005), colon (Wang, 2000), préstata (Gupta,
2002; Shukla, 2006) y de piel (Lepley, 1997). Disminuye los niveles de varias
ciclinas (A, D1, 2 y B1), inactiva a las CDKs y regula positivamente a los
inhibidores de las CDKs. A esto se suma su capacidad para estabilizar la
proteina p53, responsable de la activacion de la proteina p21/waf, y de inducir la
desfosforilacion de Rb, evitando asi la expresion de las ciclinas D y E
relacionadas con la progresion del ciclo celular (Fig. 10). Su actividad
proapoptotica se debe a que aumenta la expresion de la proteina supresora p53,
gue aparece alterada con frecuencia en el cancer, disminucion de la expresion
de las proteinas Bcl-2 y Bid (antiapoptéticas) y aumento de la expresion de Bax y
Bak (proapoptéticas), aumenta el flujo da salida del citocromo c al citoplasma
con la consiguiente activacion de caspasa-9 y caspasa-3, activa la cascada de

las caspasas e inhibe la ADN topoisomerasa Il (Shukla, 2008).
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Fig. 10. Actividad reguladora del ciclo celular de la apigenina, tomado de Shukla (2006).

En la dltima fase de la carcinogénesis, la progresion, la apigenina inhibe
la angiogénesis y el proceso de metastasis (Fang, 2005; Hu, 2008; Lee, 2008).
Se ha demostrado que la apigenina inhibe la angiogénesis en el melanoma y en
el carcinoma de mama, piel, pulmoén y colon (Wei, 1990; Caltagirone, 2000;
Wang, 2000; Yin, 2001; Liu, 2005). Sus efectos parecen estar mediados
principalmente a través de la supresion de la expresiéon del factor inducible por
hipoxia 1-a, la ciclooxigenasa-2, la sintesis de 6xido nitrico-2, la disminucién del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) vy de la lipoxigenasa (Liang,
1999; Ramos, 2008). Al mismo tiempo la apigenina ha demostrado tener
capacidad anti-metastasica al disminuir los niveles de metaloproteinasas de la
matriz extracelular (MMPSs) en la linea celular SCC-4 (Yang, 2008) y en la linea
celular MDA-MB231 del adenocarcinoma de mama humano (Lindenmeyer,
2001).
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CATEQUINAS DEL CACAO

El cacao que se obtiene de las semillas de Theoboma Cacao, es una
importante fuente dietética de antioxidantes dado su elevado contenido en
flavonoides, principalmente flavanoles (Adamson, 1999). Los flavanoles del
cacao se presentan en dos formas estructurales, como entidades Unicas o

monomeros, 0 como estructuras oligomeéricas (polimeros).

Dentro de los flavanoles, los mondémeros mas importantes que se
encuentran en el cacao y en sus subproductos son las catequinas o flavan-3-
oles, y entre los productos poliméricos, las procianidinas (58%). La principal
catequina es la (-)-epicatequina, que supone aproximadamente el 35% del total
de los polifenoles presentes en el cacao (Wollgast, 2000).

H
COH

HO O ¥

OH

Fig. 11. Estructura quimica de la (-)-epicatequina.

Las catequinas y procianidinas aisladas en el cacao, tienen fuertes
propiedades antioxidantes in vitro, como se demuestra al comparar las
catequinas del chocolate con las del té, con respecto a las cuales muestran un
efecto antioxidante 4 veces mayor (Art, 1999), siendo las catequinas y sus

oligdbmeros unidos por enlace C4—C8 las de mayor efecto (Osakabe, 2002).

Los productos de cacao tienen efectos beneficiosos para la salud, ya que
protegen contra el estrés oxidativo y la inflamacion crénica, que son factores de
riesgo para ciertas enfermedades cronicas como las enfermedades

cardiovasculares y el cancer.

47



ANTECEDENTES

Los polifenoles del cacao previenen del riesgo de padecer enfermedad
cardiovascular, ya que: inhiben la oxidacién de las LDL (Wan, 2001; Mathur,
2002); incrementan la produccion del oxido nitrico en el tejido endotelial, efecto
que se traduce en una accion vasodilatadora (Hermann, 2006), y de relajacion
vascular (Karim, 2000); inhiben tanto la activacion como la agregacién de las
plaquetas en los vasos sanguineos, efecto fisiologico que se complementa con la

accion inhibidora de la oxidacién de las LDL (Rein, 2000; Hermann, 2006).

El cancer es un ejemplo de las patologias que se relacionan con un
aumento en la concentracion de radicales libres (RL) en el organismo. La
vulnerabilidad de las proteinas y del ADN al potencial oxidativo de organismo
humano, se ha considerado un factor carcinogénico de gran importancia. Las
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, que se forman continuamente en
el organismo como resultado de diferentes reacciones bioquimicas, pueden
causar un dafio oxidativo significativo, ademas de los carcinogénicos
ambientales. Diferentes estudios experimentales han revelado las propiedades
de los polifenoles del cacao para inhibir el dafio oxidativo sobre el ADN de la
célula de algunos carcinégenos externos (accidn antigenotoxica), mostrando asi
su rol protector en la prevencion del cancer (Ohno, 2009). Se ha observado un
efecto protector de los polifenoles del cacao contra la aflotoxina B1, que es un
potente mutageno y carcinégeno; la accion se produce al evitar la unién de ésta
y el benzo[a]pireno con el ADN. La epicatequina tiene un efecto antimutagénico
sobre uno de los componentes del tabaco, ya que previene su oxidacion a la

forma activa que dafia el ADN. (Jardine, 1999).

También se ha investigado las propiedades de las flavonas del cacao en
las diferentes etapas de la carcinogénesis. La procianidina obtenida de extractos
de semilla de cacao, causa detencion del ciclo celular en la fase G2/M y una
inhibicion del crecimiento del 70% en las células Caco-2, una linea celular del
cancer de colon (Carnesecchi, 2002). Otro estudio ha demostrado los efectos de
las procianidinas para inhibir selectivamente la proliferacion del cancer de mama
humano, mediante la desfosforilacion o desregulacién de varias proteinas
implicadas en la progresion del ciclo celular (Ramljak, 2005). Amin et al.,
indicaron que el extracto de licor de cacao puede reducir la actividad de las
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enzimas de los marcadores tumorales en la hepato-carcinogénesis (Amin, 2004).
Bisson et al., demostraron que los polifenoles del cacao disminuian la hiperplasia
de prostata, a través de la reduccion de los niveles de dihidrotestosterona
(Bisson, 2007). Posteriores estudios realizados por este autor, demostraron que
también reducia la incidencia de tumores de prostata si se administraba
previamente a la inducién del proceso de carcinogénesis (Bisson, 2008). Los
polifenoles del cacao, a la concentracidon mas alta ensayada (0,2%), inducen la
inhibicion completa del crecimiento en las lineas celulares metastasicas DU 145
y no metastdsicas 22Rv1l del céncer de préstata (Jourdain, 2006). Las
procianidas del cacao inhiben, ademas, la expresion del gen de la tirosina
quinasa ErbB2, lo que puede resultar en una disminucion de la proliferacion de
células endoteliales, disminuyendo de este modo la angiogénesis asociada a la

patologia tumoral (Kenny, 2004).

De igual forma, la inflamacién cronica, incrementa la posibilidad de
apariciéon del céancer debido a que origina un recambio celular continuo,
estableciendo un ambiente propicio para la carcinogénesis (Willett, 2002).
Respecto a la respuesta inflamatoria, las procianidinas del cacao han mostrado
la capacidad de modular las citoquinas involucradas en la respuesta inflamatoria
aguda (Steinberg, 2002). Tienen, ademas, un efecto inhibitorio sobre la
fosfolipasa A2, la ciclooxigenasa y lipooxigenasa, disminuyendo de esta forma
los niveles de prostaglandinas, sustancias que incrementan la respuesta
inflamatoria (Wollgast, 2000).
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ERIOCITRINA

La eriocitrina (Fig 12), es una flavanona que se encuentra en forma
glicosilada en el hidroxilo situado en el C-7, esta glicosilacion es de la estructura
B-rutindsido (eriodictyol 7-O-rutinoside). Es muy abundante en el limén y en la
lima, obteniéndose de la piel de estos frutos citricos. Las hojas de menta
(Mentha piperita L.), constituyen también una fuente importante de polifenoles,
siendo la eriocitrina (383,3 +/- 2,2 mg/g de extracto) y el acido rosmarinico (381,2
+/- 1,9 mg/g extracto) los componentes mas abundantes identificados dentro de
estas hojas (Dorman, 2009). La menta es un remedio ampliamente conocido en
la medicina tradicional que sirve para aliviar los trastornos digestivos. Sus hojas
son, asi mismo, utiles en el tratamiento de la bronquitis, diabetes, diarrea, fiebre,
hipertension, ictericia, nauseas, dolor, afecciones respiratorias e infecciones del

tracto urinario (Baliga, 2010).
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Fig. 12. Estructura quimica de la eriocitrina.

La eriocitrina posee la actividad mas antioxidante de todos los flavonoides
glicosidos presentes en frutos de limén (Tripoli, 2007). Asi se ha observado que,
la eriocitrina suprime de forma significativa el estrés oxidativo inducido con
estreptozotocina en el higado de ratas diabéticas (Miyake, 1998) o causados por

el ejercicio fisico en ratas (Minato, 2003).

Varios estudios realizados sobre los flavonoides presentes en los citricos,
han demostrado su capacidad para inhibir la proliferacion de muchos tipos de
lineas celulares cancerosas en ensayos in vitro. Por ejemplo, se observé que la
eriocitrina y sus metabolitos secundarios producidos por la hidrélisis de una

bacteria intestinal (eriodictiol, acido 3,4-dihidroxihidrocinamico y floroglucinol)

50



ANTECEDENTES

(Miyake, 1997), inducen la apoptosis en las lineas celulares leucémicas HL-60
(Ogata, 2000). En otro trabajo, se estudio la actividad antiproliferativa de 27
flavonoides de Citrus contra varias lineas celulares normales y tumorales. En
todos los casos se comprobd una actividad contra las células tumorales
incluyendo las del carcinoma A549 y TGBC11TKB de cancer gastrico, sin afectar
las células normales (Kawaii, 1999). Otro estudio demostré que los flavonoides
del limon y sus metabolitos inducen la apoptosis en la linea de células
leucémicas HL-60, en dosis y tiempo dependientes (Ogata, 2000). Otros
flavonoides presentes también en los citricos, como la naringina, naringenina,
herperidina, neoshesperidina, tangeretina y nobiletina, han sido utilizados en el
modelo de carcinogénesis oral en hamster, inhibiendo la trasformacién

neoplasica (Miller, 2008).

Estudios experimentales han demostrado que la menta también posee
propiedades preventivas contra carcinogenicidad del shamma (mezcla de
tabaco, aceites y especies), en el modelo de carcinogénesis oral sobre la
mucosa yugal de hamster (Samman, 1998); y frente al cancer de pulmén

inducido por benzo[a]pireno en ratones (Kumar, 2004).
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ACIDO ROSMARINICO

El &cido rosmarinico, denominado también acido labiatico, es un éster del
acido cafeico y del acido 3, 4-dihidroxifenillactico (Fig. 13). Se encuentra en
hierbas de la familia de las lamiaceas, como el romero (Rosmarinus officinalis
L.), la melisa (Melissa officinalis), la menta (Mentha piperita L.), el orégano

(Origanum vulgare L.) y la perilla (Perilla frutescens).

HO- R
H COOH
HO Z /\<’D/’l I\L““’V\l"“‘%]// OH
L
~ ™~ OH
| | |
Acido 2-hidroxidihidrocafeico Acido cafeico

Acido rosmarinico

Fig 13. Estructura quimica del acido rosmarinico.

El &cido rosmarinico posee propiedades antiinflamatorias y antioxidantes
(Petersen, 2003). Varios estudios han demostrado que ejerce su efecto
antiinflamatorio inhibiendo la activacion del complemento (Sahu, 1999) y la
actividad de la COX-2 (Cheung, 2007), que es considerada como un factor de
riesgo en el desarrollo del tumor. También actia inhibiendo las enzimas

inflamatorias 5-lipooxigenasa y 12-lipooxigenasa (Yamamoto, 1998).

También ha sido demostrado su efecto anticancerigeno en un estudio
realizado por Sancheti y Goyal (2006), en el que el extracto acuoso de las hojas
de Rosmarinus officinalis inhibia de forma significativa la induccion de los
papilomas de la piel en ratones albinos suizos. Otro estudio llevado a cabo por
Osakabe et al. (2004) mostrd que el acido rosmarinico presente en el extracto de
perilla, reduce la carcinogénesis cutanea en ratones a través de dos
mecanismos independientes: la inhibicion de la respuesta de varios mediadores
inflamatorios (ICAM-1, VCAM-1, KC, MIP-2 y COX-2) y la captura de radicales
de oxigeno reactivo (perédxidos lipidicos y acido tiobarbitarico). Anteriores
estudios documentaron que el extracto de romero inhibe la carcinogénesis
inducida por 7,12-dimetil-benzo[a]antraceno en tumores mamarios en ratas
Sprague-Dawley (Singletary, 1991) y la genotoxicidad del benzo[a]pireno en
células bronquiales (Offord, 1995).
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MODELOS EXPERIMENTALES DE CARCINOGENESIS ORAL

El objetivo principal de cualquier modelo de experimentacion para el
estudio de la carcinogénesis, es obtener y entender los mecanismos
involucrados en dicho proceso y recopilar datos que ayuden al clinico a
proporcionar tratamientos mas efectivos a los pacientes. Los parametros
observados en los modelos de experimentacion se deben correlacionar

estrechamente con los parametros de las lesiones en humanos.

El uso de modelos animales para el estudio de la carcinogénesis esta
justificado desde que los agentes quimicos se identificaron como los principales
factores desencadenates del cancer de cabeza y cuello (Vairaktaris, 2008). Son
numerosos los modelos animales utilizados para el desarrollo de carcinomas de
células escamosas en la cavidad oral de forma experimental, entre ellos se

incluye el hamster, la rata y el raton (Tang, 2004).

La mucosa oral del hamster, es el modelo experimental mejor
caracterizado y mas ampliamente utilizado para el desarrollo de carcinomas
orales de células escamosas. Entre las mayores ventajas de este modelo
destacan las similitudes entre la mucosa yugal del hamster y la mucosa oral
queratinizada humana, la ausencia de tumores espontaneos y la susceptibilidad
a influencias sistémicas como hormonas, micronutrientes y otros (Vairaktaris,
2008). Ademas, la mucosa yugal del hamster se asemeja a un bolsillo, por lo que
es facilmente accesible para la induccion local del tumor y puede ser evertida
facilmente para el seguimiento macroscoépico y el tratamiento local (Fig.14). Los
rasgos anatomicos y fisiolégicos de la bolsa de la mejilla del hamster fueron

descritos por primera vez por Keyes y Dale (Keyes, 1944).

Los primeros intentos para inducir tumores malignos orales fueron en gran
medida ineficaces, ya que la mucosa oral se mostraba considerablemente mas

resistente a las acciones de los carcinégenos quimicos que la piel.
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/

Fig. 14. Muestra de la mucosa yugal del hamster que asemeja a un bolsillo.

El primer intento exitoso de produccion de tumores en la bolsa fue
realizado por Salley en 1954. Demostré que las aplicaciones de uno o varios
hidrocarburos policiclicos podrian inducir carcinomas de células escamosas en el
delgado revestimiento de la mucosa del hamster. Encontré que el 7,12 dimetil-
1,2-benzo[a]antraceno (DMBA) disuelto en acetona era el carcinbgeno mas
eficaz en la induccion de tumores mediante la pincelacién de la mucosa del
hamster con esta sustancia tres veces por semana durante 16 semanas.
Describié histolégicamente cuatro etapas reconocibles que ocurrian en la
mucosa: hiperplasia, papilomas, carcinoma in situ, y carcinoma de células

escamosas.

Posteriormente en 1961, Morris optimizé y estandarizé la técnica,
estableciendo que la concentracién Optima para producir la maxima respuesta
tumoral con el minimo periodo de latencia era de 0,5% de una solucion de 7,12-
dimetil-1,2-benzo[a]antraceno (DMBA) aplicada tres veces a la semana. Ademas
afiadio que el epitelio de la bolsa de hamster de mas edad era mas resistente a
la accion del DMBA que la de los animales jovenes y determiné que 5 semanas
parece ser la edad Optima para comenzar los estudios experimentales de
carcinogénesis (Morris, 1961).
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El mecanismo de accién del hidrocarburo policiclico aroméatico DMBA es
a través de un proceso de oxidacion, que empieza tras la unién del DMBA con el
receptor Ah localizado en la membrana de los queratinocitos orales (Slaga,
1979). Se requiere el contacto directo del carcindgeno con el queratinocito para
que se produzca el desarrollo del carcinoma. La oxidacion del complejo DMBA-
Ah ocurre a través de la activacion del sistema del citocromo P450. Las enzimas
citocromo P450, son esenciales para la activacion metabdlica de dichos
hidrocarburos policiclicos aromaticos a intermedios epéxido, que se convierten
con la ayuda de la enzima hidrolasa epdxido a diol-epoxidos. Estos metabolitos
carcindégenos ultimos, se unen covalentemente a los grupos amino exociclicos
de purinas en el ADN para formar aductos estables (Sindhu, 2010). Uno de
estos aductos de ADN es la 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG), que aparece en
las etapas iniciales del proceso de carcinogénesis oral, antes de la displasia
(semana primera). Los aductos formados estdn asociados con la mutaciones

como las transversiones G-T en los genes supresores tumorales (Teicher, 2002).

DMBA-» Ah receptor  Cytochrome P Diol epoxide »  DNA Adduets® Mutations

Topical Application P s (8-OhdG) * G->T4
(0.01 w/v)
*= one of several adducts A= pne of several base changes that occur

Fig.15. Mecanismo de accién del DMBA, tomado de Teicher, 2002.

El desarrollo de las lesiones inducidas quimicamente en este modelo, se
correlaciona estrechamente con la secuencia de procesos involucrados en el
desarrollo de lesiones premalignas y malignas del céancer oral humano.
(Giménez-Conti, 1993; Shklar, 1999). Estos eventos comunes incluyen
mutaciones, asi como cambios en la expresion de oncogenes y genes
supresores de tumores, tales como p53, el H-ras y pl16 (Gimenez-Conti, 1996;
Schwartz, 1997; Husain, 1989; Muscarella, 2001), expresion de marcadores de
proliferacion celular (Schwartz, 1989, 1995), respuesta a las citokinas
relacionadas con la inmunidad (tales como las interleukinas y el factor de
necrosis tumoral) (Schwartz, 1990) y la estimulacién del crecimiento en
respuesta a diversos factores, tales como el factor de crecimiento epidérmico y

el factor de crecimiento transformante (Wong, 1993).
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Desde el trabajo de Salley, muchos investigadores han utilizado el
dimetilbenzantraceno (DMBA) sobre la mucosa de la mejilla del hamster en
diversos estudios sobre el cancer (Silberman, 1963; Santis, 1964; Shklar, 1972;

Dipple, 1984; Vairaktaris, 2008).

A pesar de que el modelo de carcinogénesis oral en hamsters tiene
muchas similitudes con los cambios observados en el cancer oral humano, los
hdmsters poseen varias singularidadades que deben ser consideradas. La
mucosa yugal del hAmster proporciona un &rea superficial relativamente grande
para el desarrollo de carcinoma invasivo, mientras que el humano no posee este
tipo estructura de mucosa. En contraste con los humanos, ratones o ratas, la
mucosa del hamster carece de drenaje linfatico, lo que permite que diversos
farmacos o moléculas se acumulen en la mucosa (Takuji, 2011). Ademas, se
ha cuestionado la similitud de las neoplasias inducidas por DMBA en este
modelo de carcinogénesis con las lesiones observadas en humanos (Kanojia,
2006). Otros autores estan en desacuerdo con este modelo, ya que no permite
examinar las lesiones trempranas de la mucosa, debido a la irritacién local
causada por el DMBA y sus solventes (acetona o benceno), que provocan una

respuesta inflamatoria severa, necrosis y desprendimiento (Nauta, 1996).

Existe otro carcinégeno quimico que se emplea frecuentemente para la
induccion de la carcinogénesis oral, el 4-nitroquinolina 1-6xido (4NQO). Fue
presentado por primera vez por Wallenius y Lekholm en 1973, y se ha
demostrado que produce COCE tanto en ratas como en ratones, siendo Util para
analizar los efectos de agentes antitumorales (Suzuki, 2006). EI 4NQO es un
guimico sintético (derivado de una quinolina), que puede provocar la formacion
de aductos de ADN, gue resultan de la sustitucion de la adenosina por
guanosina. El 4-NQO también puede producir especies reactivas de oxigeno que
producen mutaciones y fracturas en la cadena de ADN. Es soluble en agua v,
por tanto, de facil aplicacion pudiendo administrarse oralmente en el agua de
bebida (Tang, 2004). Se usa para estudiar las diversas etapas de carcinogénesis
oral, ya que es capaz de inducir secuencialmente las fases de la carcinogénesis
(hiperplasia, displasia, displasia severa, carcinoma in situ y COCE) (Wilkey,
2009).
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ESTUDIOS EXPERIMENTALES SOBRE EL EFECTO QUIMIOPREVENTIVO
DE LOS POLIFENOLES EN LA CARCINOGENESIS ORAL

Existe un creciente interés por los polifenoles presentes en la dieta y
plantas medicinales, debido a su papel en la prevencién de enfermedades
degenerativas como el cancer. Los recientes esfuerzos en el control de la
incidencia del carcinoma oral se centran en desarrollar estrategias efectivas
sobre la quimioprevencion. Como ya hemos comentado, la quimioprevencion es
el uso de sustancias naturales o sintéticas para detener, retrasar o revertir la
progresion maligna en tejidos en situacion de riesgo para el desarrollo de cancer
invasivo (Tanaka, 1995). Los polifenoles son los agentes mas estudiados para la
guimioprevencion del cancer oral. Las frutas y brebajes como el té y el vino tinto
constituyen una importante fuente de polifenoles. La cavidad oral y el tracto
digestivo pueden representar una posible diana para el efecto quimiopreventivo
de estos agentes, debido su contacto directo en la administracion oral. Por esta
razon y por la facilidad de acceso exploratorio, el modelo de carcinogénesis oral
descrito por Salley, ha sido ampliamente utilizado para investigar el efecto

quimiopreventivo de los polifenoles presentes en la dieta y plantas medicinales.

Ning Li y sus colaboradores sugieren en su estudio que el té y la
curcumina podrian inhibir la carcinogénesis oral al ser administrados tras el
periodo de post-iniciacion. En este estudio, el proceso de carcinogénesis era
iniciado mediante la aplicacion de DMBA durante 6 semanas. Tras la iniciacion,
los animales recibian un tratamiento durante 18 semanas con curcumina de
forma tdpica, té verde en agua de bebida y una combinacion de ambos
tratamientos. Los resultados de este estudio sugieren que el té, la curcumina vy,
en especial, la combinacién de ambos, inhiben la carcinogénesis mediante la
supresion de la proliferaciéon celular, la induccién a la apoptosis y la inhibicién de

la carcinogénesis (Li, 2002).

Chandra Mohan et al. (2005), demostraron la eficacia de los polifenoles
del té verde y té negro en la inhibicién de la carcinogénesis inducida por DMBA
en la mucosa oral de hdmster. Los animales fueron divididos en 6 grupos, de tal
manera que el grupo 1 servia de control, a los grupos 2 y 3 se le administraron

0,005% de E y B-Polifenon, respectivamente. A los animales de los grupos 4-6
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se le aplic6 DMBA al 0.5% en la mucosa yugal tres veces por semana durante
14 semanas. Mientras que el grupo 4, no recibié ningun tratamiento, a los
hamster de los grupos 5 y 6 se les administré E y B-Polifenon, respectivamente.
La reduccion de carcinomas en la mucosa yugal por los polifenoles del té, se
asocio a una disminucion de las enzimas de la fase I, a la modulacion de la
peroxidacion lipidica y a la estimulacion de la actividad de las enzimas

detoxificadoras de la fase II.

Otro estudio investigd el efecto quimiopreventivo de la genisteina
administrada en el periodo de post-iniciacion, tras seis semanas de la aplicacion
del DMBA, sin observar efectos inhibitorios significativos en la transformacion

maligna de lesiones precancerosas orales (Yang, 2006).

Un estudio realizado por Manoharan et al. (2009) demostré el potencial
guimiopreventivo de la curcumina y piperina en la carcinogénesis oral
inducida por DMBA en hamsters. Se sugirié que la capacidad antioxidante sobre
la peroxidacion lipidica era la responsable de su posible efecto protector. Un
posterior estudio realizado por este mismo autor, investigd la actividad
guimiopreventiva del acido carnésico administrado de forma oral (10 mg/ kg de
peso corporal/dia) advirtiendo que éste inhibia totalmente la incidencia tumoral
de carcinomas orales inducidos mediante la aplicacion de DMBA durante 14
semanas. Este efecto quimiopreventivo parece estar mediado por la modulacion
de la actividad de las enzimas de la fase |, encargadas de la transformacion de
los pro-carcinégenos a carcinégenos ultimos, y de las enzimas de la fase Il,

encargadas de excretar el metabolito Gltimo del DMBA, dihidrotiol epoxido.

Silvan et al. (2011), demostraron en su estudio que la administracién oral
de apigenina (2,5 mg/kg de peso corporal/dia) evitaba por completo la formacion
de tumores en la carcinogénesis oral inducida por DMBA. Atribuia este
fendmeno a la inhibicion de la activacién metabdlica del DMBA por la modulacion
de las enzimas de la fase | y Il. Esta cascada de enzimas esta alterada en la
carcinogénesis inducida por DMBA (Priyadarsini, 2009). La administracion oral
de apigenina devuelve la actividad de estas enzimas a los valores previos a la
administracién del DMBA, con lo cual inhibe la activacion metabdlica del DMBA y

mejora la excrecién de sus metabolitos activos.
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También se han realizado estudios quimiopreventivos utilizando el
carcindgeno 4-nitroquinolina 1-0xido (4NQO) como inductor de tumores orales.
Asi, Tanaka (1994) utiliz6 este compuesto para examinar el efecto del R3-
caroteno, la hesperidina y la curcumina, en las fases de iniciacion y postinitiation
de la carcinogénesis oral inducida por 4-NQO en ratas. Sus resultados indicaron
que la administracion de estos compuestos mediante la dieta, reducia la
incidencia de neoplasias y preneoplasias en la lengua. ElI orden de
potencias inhibitorias era la curcumina> RR-caroteno> hesperidina. Otro estudio
mas reciente realizado por Srinivasan (2008), evidencié una reduccion
significativa del nidmero de tumores y del volumen tumoral, en los carcinomas
orales de células escamosas desarrollados en ratas inducidos por 4-NQO al ser
tratadas con los polifenoles del té verde (GTP). Este autor propuso que GTP
juega un papel como agente detoxificante ya que inhibe las enzimas de la Fase |
y aumenta la expresion de las enzimas de la Fase Il que desintoxican el 4-NQO.

También se han realizado numerosos estudios in-vitro para evaluar la
actividad quimiopreventiva de distintos compuestos fendlicos sobre lineas
celulares del carcinoma oral. Un estudio realizado por Masuda y colaboradores
(2001), demostr6 que el tratamiento con epigalocatequina-3-galato (EGCG)
aumento la proporciéon de células en la fase G1 del ciclo celular y la induccion a
la apoptosis en un estudio in vitro realizado sobre dos lineas celulares de
carcinoma oral de células escamosos. Ademas, en las células tratadas con
EGCG, se observé una reduccion de la ciclina D1 y de la forma hiperfosforilada
de pRB. Liu et al. (2011) mostraron que el extracto de té verde vy
epigalocatequina 3-galato inhibia el crecimiento de 3 lineas celulares del
carcinoma oral de células escamosas (CAL- 27, SCC-25, y KB), a través de la
detencion de la fase S y G2/M. También se ha demostrado que el EGCG
interfiere en la actividad de la uroquinasa-activador del plasminégeno (u-PA),
una de las enzimas mas frecuentemente expresadas en los canceres humanos,
y reduce la expresion de las metaloproteinasas de matriz extracelular tipo II,
mostrando una inhibicidbn casi completa de la invasion de la linea celular de

carcinoma oral de células escamosas SCC-9 (Chen, 2011).
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En nuestra investigacion hemos pretendido alcanzar los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Valorar la eficacia quimiopreventiva de los compuestos fendlicos:
apigenina potasica, catequinas del cacao, eriocitrina y acido rosmarinico;
sobre el proceso de la carcinogénesis oral inducida por DMBA en

hamster.

Objetivos especificos:

Reproducir el modelo experimental de la carcinogénesis oral inducida en

hamster, mediante la aplicacion topica de DMBA sobre la mucosa oral.

Analizar las caracteristicas clinicas e histopatolégicas de las lesiones
desarrolladas.

Analizar el grado de expresion de marcadores tumorales de proliferacion

celular y apoptosis en las lesiones desarrolladas.
Estudiar el efecto de los compuestos fendlicos: apigenina potasica,

catequinas del cacao, eriocitrina y acido rosmarinico, administrados por

via oral, sobre el proceso de carcinogénesis oral inducida por DMBA.
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. Material

1. Animales

Hemos empleado 64 hamster sirios (Mesocricetus auratus) (41 machos y
23 hembras), que pesaban aproximadamente 100g (al inicio del experimento) y
de una media de edad de 5 meses. Los animales procedian del Servicio de
Animales de Experimentacion del SAIl (Servicios de Apoyo a la Investigacion),
licencia n® REGAES 300305440012 de la Universidad de Murcia, donde fueron
criados y mantenidos en habitaciones con control de temperatura ambiente (23-
24°C) y con ciclos alternos de 12 horas de luz-oscuridad. Durante el estudio los
animales fueron alojados cajas de 22x22 cm (484 cm?), en grupos de 5 6 6

hamster y recibieron comida y bebida “ad libitum”.

Los animales fueron tratados segun lo dispuesto en la legislacion
espafola y, en concreto, en el RD 1201/2005 de 10 de octubre, sobre la
proteccion de animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos,
en la Ley 32/2007 de 7 de noviembre para el cuidado de los animales en su
explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio, asi como lo establecido en
la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de
septiembre de 2010 relativa a la proteccion de animales utilizados para fines
cientificos (Diario Oficial de la Unién Europea). Todos los experimentos fueron

aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Murcia (Anexo 1).

Fig. 16. Hamsters en cajas de acrilico de 22x22 cm.
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2. Agentes

Hidrocarburo aromatico policiclico 7,12-dimetil-1,2-bezantraceno (DMBA),
obtenido de Sigma Aldrich Co. (Madrid). El polvo de DMBA se disolvia al
0,5% en acetona de tal manera que por cada 0,1 gramo de carcin6geno
afadiamos 20ml de acetona. La mezcla era distribuida en eppendorffs de
1,5 mly conservada a -4°C.

Apigenina potasica, obtenida de Nutrafur, S.A. (Alcantarilla, Murcia).
Extracto concentrado de apigenina (90% de pureza) que se disolvia en

agua destilada (1,1mg/15ml) y se agitaba para su disolucion.

Catequinas del cacao, obtenida de Nutrafur, S.A. (Alcantarilla, Murcia).
Extracto concentrado de catequinas del cacao (40% de pureza) que se

disolvia en agua destilada (2,5 mg/15 ml) y se agitaba para su disolucion.

Eriocitrina, obtenida de Nutrafur, S. A. (Alcantarilla, Murcia). Extracto
concentrado de eriocitrina (20% de pureza) que se disolvia en suero

fisioldgico (6 mg/15ml) y se agitaba para su disolucion.

Acido Rosmarinico, obtenido de Nutrafur, S. A. (Alcantarilla, Murcia).
Extracto concentrado de &cido rosmarinico (15% de pureza), que se

disolvia en suero fisiolégico (1,3 mg/15ml) y se agitaba para su disolucién.

Fig. 17. Frascos de los productos antioxidantes.
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II. Métodos

1. Procedimiento experimental

Pasado un tiempo para su aclimatacion, los animales fueron divididos en
cinco grupos: Grupo | (control) tratado con DMBA al 0,5% en acetona (n=12),
Grupo Il tratado con DMBA + extracto concentrado de apigenina potasica (n=10),
Grupo Il tratado con DMBA + extracto concentrado de catequinas del cacao
(n=10), Grupo IV tratado con DMBA + extracto concentrado de eriocitrina (n=16),
Grupo V tratado com DMBA + extracto concentrado de acido rosmarinico (n=16).

Dos semanas antes del inicio de la aplicacién del DMBA, comenzamos a
administrar los tratamientos con el objetivo de que los animales tuvieran una
concentracion plasmatica y tisular adecuada de cada uno de los compuestos.
Todos los compuestos fendélicos se administraban en el agua de bebida, que los
animales consumian “ad libitum”. Calculamos el volumen de agua diario
consumido por animal en 15 ml. La disolucién era cambiada cada dos dias para
evitar su oxidacién. Estimamos la dosis requerida de polifenol “puro” por animal
en 10 mg/kg/dia de apigenina potésica y catequinas del cacao, en 10-12

mg/kg/dia de eriocitrina y en 0,2 mg/hamster/dia de acido rosmarinico.

Pasado el pretratamiento inicial, se procedio a la aplicacion del agente
carcinbgeno DMBA para lo cual los animales eran sedados tres veces por
semana mediante una mezcla de ketamina [Imalgene 1000 (100 mg/ml)] y
xilacina [(Xilagesic 2% (20mg/ml)], a una dosis de 200/10 ml/kg con una aguja
de 25¢g x 5/8”, administrada por via intramuscular (patas traseras). Los animales
continuaron recibiendo el tratamiento con antioxidantes simultdneamente a la
aplicacién del agente carcinégeno. El DMBA se aplicaba de forma topica con
micropipeta en la mucosa yugal izquierda de los animales. Para ello, se aislaba
la zona con dos hisopos de algodon y se depositaba sobre la mucosa una
solucion de DMBA al 0,5% (20 pl) disuelto en acetona, durante 12 semanas. Las
dosis fueron tomadas de la literatura (Morris, 1961; Gimenez-Conti, 1990), y en
base a estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion (Gémez,
2012).
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Fig 18. Fotografia durante la aplicacion del agente carcinégeno.

2. Método anatomo-patolégico

2.1. Estudio morfoldgico

Todos los animales se pesaban semanalmente y se observaba con
detenimiento la mucosa yugal y tejidos adyacentes a la pincelacion, en busca de
cambios tisulares macroscopicos como eritema, ulceraciones o tumefacciones.
Siguiendo el procedimiento utilizado por Feng, registramos el tiempo en
semanas en el que el 50% de los animales de cada grupo habia desarrollado
tumores (Tso) (Feng, 2006). Transcurridas 12 semanas del tratamiento, se
procedio a la eutanasia de los animales mediante una camara de CO,, Se contd
el nimero de tumores visibles y se midié con un calibre digital (Proinsa, Espafia)
el diametro de cada tumor. Los tumores y las mucosas fueron extirpados, asi
como las visceras (pulmones, rifiones, higado, etc.). El tamafio de dichos
tumores se media en milimetros en 3 direcciones ortogonales (A, B y C). Para
calcular su volumen se consideré6 a los tumores como si fueran cuerpos
esféricos, por lo que se aplico la siguiente férmula: volumen = 4/3mr® (donde r es
la media de los radios de los tres diametros medidos en mms3). La carga tumoral
total de cada animal se obtuvo por la suma de todos los volimenes tumorales
presentes en la muyosa yugal. La media del numero de lesiones orales por
animal (multiplicidad) se expres6 dividiendo el nimero de tumores entre el

namero de animales portadores de tumor (Yang, 2006).

70



MATERIAL Y METODOS

2.2. Estudio histopatoldgico

Las muestras tisulares fueron fijadas en formol neutro taponado al 10%, al
menos durante 48 horas, para ser incluidas en parafina, seccionadas a 4um de
espesor y tefiidas con Hematoxilina y Eosina, segun el método habitual
empleado por la Catedra de Anatomia Patologica de la Universidad de Murcia.
Se utilizaron los cortes principales que incluian el espesor completo del tejido

tumoral (incluyendo margenes de invasion).

El estudio morfologico de todas las muestras tisulares se realiz6 con
microscopia Optica, bajo un microscopio Laborlux 12 Leitz (Germany) y
utilizando los aumentos de 4x, 10x, 20x y 40x por dos observadores con
conocimientos de analisis histopatologico, identificando el frente tumoral en cada

una de ellas.

Se evaluaron los siguientes parametros histolégicos en base a los criterios
establecidos por la OMS: hiperplasia, papiloma, displasia, carcinoma in situ y
carcinoma invasor. La hiperplasia del epitelio oral fue diagnosticada por el
aumento del numero de células del estrato espinoso y estrato basal. Las lesiones
constituidas por un epitelio escamoso estratificado que presentaba una
disposicion ramificada con ejes fibrovasculares fueron diagnosticadas como
papilomas (Yang, 2006). La displasia epitelial estd definida por unas
caracteristicas  histopatolégicas  arquitecturales y citolégicas. Datos
arquitecturales: estratificacion irregular del epitelio, pérdida de polaridad de las
células basales, crestas epiteliales anomalas (en gota, bulbosas,...), aumento del
numero de mitosis, mitosis anormales superficiales, queratinizacion prematura
de células aisladas, perlas de queratina dentro de las crestas. Datos citologicos:
variacion anormal en el tamafio nuclear, variacion anormal en la forma nuclear,
variacion anormal en el tamafio celular, variacién anormal en la forma celular,
aumento en la proporcion nucleo/citoplasma, aumento del tamafio nuclear,
mitosis atipicas, aumento del numero/tamafio nnucléolos. El carcinoma se
diagnostica por una displasia que afecta al 100% del espesor del epitelio (in situ),
y que puede invadir el estroma y tejidos subyacentes (carcinoma invasor)
(Barnes, 2005).
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Se analiz6 la gradacion histoldgica de los carcinomas desarrollados

siguiendo los siguientes sistemas de clasificacion:

e Clasificacion de Broders: Segun esta clasificacion propuesta por Broders, y
modificada posteriormente por la OMS (Barnes, 2005), podemos clasificar los
carcinomas orales atendiendo a la semejanza o ausencia de similitud con el

epitelio malpighiano del que deriva en tres grados:

- Bien diferenciados: Histologicamente son muy similares al epitelio
pavimentoso malpighiano del que derivan. Las células tumorales conservan
la capacidad de formar queratina, formando perlas o globos cérneos dentro
de unos limites bien definidos. Las mitosis son moderadas y hay escasas

atipias celulares. Frecuentemente aparece un infiltrado peritumoral.

- Moderadamente diferenciado: ElI numero de mitosis aumenta y la
gueratinizacion celular va disminuyendo, dejando de formar globos cArneos

y queratinizandose células de forma aislada.

- Mal diferenciados o0 indiferenciados: Desaparece la actividad
gueratoblastica. Los clones celulares pierden su semejanza con las células
de las que derivan y se rompe la adhesion intercelular facilitando las

metastasis (Garcia, 2009).

e Sistema de graduacion del Frente de Invasion Tumoral de Bryne (FIT):
Este sistema de graduacion del FIT evalGa cinco pardmetros morfolégicos,
otorgandole a cada uno un escore de 1 a 4, determinando el grado de
malignidad para cada tumor (Fig. 17). Los parametros contemplan el grado de
queratinizacion, polimorfismo nuclear, patrén de invasién, estadio de invasion y
respuesta inflamatoria. De los pardmetros analizados en este sistema de
graduacion, los valores patrén de invasion y respuesta inmune local han
demostrado entregar informacién prondstica para diversos tipos de canceres
(Bankfalvi, 2000; Tumuluri, 2004; Kane, 2006). El patrén de invasién muestra
la forma en que la neoplasia infiltra y se desarrolla hacia los tejidos adyacentes,
y la respuesta inflamatoria refleja la reaccion inmunologica contra la neoplasia.
Este sistema de graduacién de malignidad solamente evalua las partes mas
invasivas del tumor. El escore para cada parametro es sumado y permite tener
una puntuacion o escore de malignidad total (Kristensen, 1999).
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Parametros morfol6gicos Puntos
1 2 3 4
Grado de queratinizacion Alta Moderada Minima Sin queratin
(>50% de las células) (20-50 9% de cels.) (5-20% de cels.) (0-5% de cels.)
Polimorfismo nuclear Escaso Moderado Abundante Extremo
(>75% céls maduras ) (50-75% cl. mad.) (25-50% cl. mad.) (0-25% cl. mad.)
Patron de invasion Expansivo, bordes Infiltrante, cordones Pequefios grupos Marcada diseminacion
infiltrativos bien delimitados  sdlidos, bandas y/o nidos  de cordones de células  celular en pequefios
infiltrando (n>15) grupos (n>15)
Estadio de invasion Carcinoma in situ Invasion exclusivamente  Invasion musculatura Invasion profunda
(profundidad) de |a lamina propia subyacente afectando estroma
o hueso subyacente,
Infiltracion linfoplasmocitaria Marcada Moderada Leve Nula

La puntuacion del sistema se obtiene sumando los puntos considerados para cada uno de los parametros morfologicos.

Fig.19. Sistema de graduacion histoldgica del Frente de Invasién Tumoral de Bryne.

2.2. Estudio Inmunohistoquimico

Se realizd6 un estudio inmunohistoquimico de los carcinomas
desarrollados, segun la metodologia del Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital General Universitario Reina Sofia de Murcia, utilizando la técnica
“Estreptavidina-biotina-peroxidasa” (Hsu, 1981), aplicandola a los dos

anticuerpos de nuestro estudio:

- PCNA (clén PC10) (Dako Corporation, Glostrup, Denmark).

- P-53 (clén DO-7) (Dako Corporation, Glostrup, Denmark).
Los pasos de esta técnica son los siguientes:

- Desparafinar las secciones en estufa de 37 °C durante 24 horas y
deshidratar con lavados con xilol y alcohol a concentraciones
decrecientes (100%, 95% y 70% durante 5 minutos cada uno).

- Lavar con agua destilada.

- Inhibir la peroxidasa endégena mediante incubacion en agua oxigenada
al 3% en metanol durante 15 min.

- Recuperacién antigénica. Incubacion con proteasa al 1% durante 5min.

- Incubacion con suero de caballo al 20% en suero fisiolégico 20min.

- Incubacion con el anticuerpo primario diluido en suero de caballo al 10%
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a la dilucién de trabajo, durante 30 min.

- Lavar con buffer fosfato salino (PBS) a pH 7,2 tres veces.

- Incubacion con el anticuerpo secundario diluido 1:200 en suero de
caballo al 10%, durante 30 min.

- Lavar con PBS pH 7,2 tres veces.

- Incubacion en el complejo Estreptavidina-biotina-peroxidasa (SBC)
diluido 1:200 en suero de caballo al 10% durante 45 min.

- Lavar con PBS pH 7,2 tres veces.

- Revelado con 0,02% 3,3 -diamino-benzidina (DAB) tetracloruro con
peréxido de hidrogeno 0,002 en buffer Tris pH 7,4.

- Lavar con agua destilada.

- Contrastar con Hematoxilina de Harris.

- Hidratar en orden inverso a la deshidratacion.

- Montar con Entellan® y cubrir con portaobjetos.

La intensidad de expresiébn de cada anticuerpo ha sido determinada
mediante la observacion de las muestras al microscopio O6ptico por dos
observadores. Se homogenizaron criterios antes de la observacion y se procedi6
a graduar segun la intensidad de la expresion en un rango de positividad de 0 a
3 cruces (negativo, intensidad leve, moderada y severa respectivamente).

3. Método estadistico.

Hemos realizado un analisis estadistico descriptivo de las variables
observadas para medir la distribucién de las frecuencias entre los grupos. En los
casos de variables cuantitativas, se calcularon parametros caracteristicos:
media, desviacion tipica, maximo y minimo. Para determinar el grado de
asociacion estadistica entre las variables en estudio, se aplicé el analisis de la
varianza de una via (ANOVA, programa SPSS Versién 8.0), complementado
con el contraste de igualdad de pares de medias, con el método de la minima
diferencia significativa y con la correccion de Bonferroni. Se consideraron
significativos valores iguales o menores a 0,005 (p<0,005). Para la comparacion
de grupos con datos cualitativos se hizo tabla de contigencia complementado

con andlisis de residuos.
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OBSERVACIONES GENERALES DE TODOS LOS GRUPOS

De los 64 animales utilizados en este estudio, 3 murieron de forma
prematura. Estas muertes se produjeron en los primeros periodos del
experimento y fueron debidas a problemas respiratorios asociados con el
farmaco utilizado para anestesiar a los hamsters. En el momento de la muerte,
las mucosas no presentaban ningun tumor evidente. Las mucosas fueron
extirpadas y procesadas para su evaluacion histolégica, y aunque en algun caso
se observaron signos de displasia. Estos animales fueron excluidos del estudio.

Dos de ellos pertenecian al grupo |, y el otro animal al grupo I1.

) NCinicial de N° final de )
Grupo Tratamiento . ) Mortalidad (%)
hamster hamster
I DMBA 12 10 16,7
1 Apigenina K 10 9 10
1 Catequinas del cacao 10 10 0
\% Eriocitrina 16 16 0
Y, Ac. Rosmarinico 16 16 0

Tabla 1. Numero total de animales y mortalidad por grupos.

Respecto a la evolucion del peso corporal, constatamos una disminucion
progresiva en todos los grupos. Esto no suele ser lo habitual en animales
jovenes, que suelen aumentar su peso hasta alcanzar los 130g en el caso de los
machos y los 1509 en el de las hembras, y pensamos que pudo ser debido a que
en las primeras semanas del experimento se produjo una menor ingesta de
alimentos, debido a la irritacion provocada por el agente carcindgeno, y una vez
instauradas las lesiones, a la dificultad para comer por el volumen alcanzado por
éstas o por la caquexia provocada por el cancer. En la siguiente grafica se
puede observar la evolucion del peso de los animales durante el periodo

experimental (Tabla 2).
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Gréfica 1. Efectos de la aplicacién del DMBA sobre el peso de los animales.

A las 12 semanas de la aplicacion del agente carcindgeno el peso final de
los animales del grupo | (DMBA) fue menor que el del resto de los grupos,
siendo estadiasticamente significativo con los grupos Il (catequinas del cacao) y
IV (eriocitrina) (p=0,000 y 0,001 respectivamente). La diferencia entre el peso
inicial y final no fue estadisticamente significativa para ninguno de los grupos. En
la tabla 2 se puede observar la media del peso inicial, final y la diferencia de peso

de todos los grupos.

Todos los animales presentaron zonas de ulceracion en las localizaciones
donde inoculdbamos intramuscularmente la anestesia (patas traseras), durante
las ultimas semanas del experimento. Las heridas se trataban con terramicina
para evitar infecciones y con extracto de centella asiatica para favorecer su

reparacion.
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N Media Desviacion tipica | Error tipico | Pminimo | Pmaximo
Pinicio 1 10 106.8 8.297 2.623 92 119
2 9 118.56 11.304 3.768 107 142
3 10 130.30 14.268 4512 106 148
4 16 125.13 10.24 2.56 110 138
5 16 114.56 12.87 3.22 95 137
Pfinal 1| 10 96.9 16.24 5.135 71 115
2 9 109.67 13.537 4512 83 131
3 10 117.80 11.507 3.639 100 135
4 16 114.56 10.249 2.562 92 133
5 16 104.63 9.865 2.466 84 117
Dif peso 1 10 9.9 13.178 4.167 -3.00 37
2 9 8.8889 8.08462 2.69487 -5.00 25
3 10 12.50 12.46551 3.94194 -8.00 34
4 16 10.5625 9.79093 244773 -5.00 34
5 16 9.9375 8.7418 2.185 -6.00 26

Tabla 2. Andlisis descriptivo de las medias de peso inicial, final y diferencia de peso de todos los grupos.

Caracteristicas macroscopicas generales

A la tercera semana, un gran numero de animales de cada grupo
presentaron lesiones de aspecto granular en la superficie de la mucosa yugal
tratada y, en ocasiones, proliferaciones exofiticas de color blanquecino de
caracter inflamatorio. El estudio al microscopio éptico de estas areas no reveld
cambios displasicos en el epitelio, aunque si un intenso infiltrado inflamatorio
(Fig. 20y 21).

Fue a partir de la octava semana cuando surgieron lesiones
macroscopicas mas relevantes con diversos grados de eritema y pequefias

tumoraciones en algunos de los animales (Fig. 22 y 23).
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El Tso (es decir, tiempo en el que la mitad o mas de los animales de cada
grupo presentaban lesiones tumorales macroscopicas) fue igual en todos los
grupos, coincidiendo con la semana novena de la aplicacion del DMBA. A partir
de este momento, el tamafo de las lesiones fue en aumento hasta el final de los
experimentos (semana duodécima) (Fig. 24-29). La mucosa tratada de los
hamsters no sélo presentaba lesiones tumorales Unicas, sino que era frecuente
la presencia de mdultiples tumoraciones. En los animales con multiplicidad de
lesiones se obtuvo el volumen tumoral medio mediante la suma de los

volimenes de cada uno de los tumores.

Fig 22 y 23. Lesiones a las 8 semanas de la aplicacién del DMBA (Grupo | y II).
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Fig. 24. Tumoracion exofitica tras 12 semanas de tratamiento (Grupo V).

Fig. 25. Neoplasia muy vascularizada tras 12 semanas de tratamiento (Grupo V).
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Fig. 26. Tumoracién nodular (Grupo II).

Fig. 27. Ulceracidon mucosa con pequefias tumoraciones (Grupo Ill).
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Fig. 28. Tumoracion verrucosa de gran tamafio (Grupo I).

Fig. 29. Tumoracion exofitica de superficie arracimada (Grupo ll1).
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Caracteristicas microscopicas generales

Histolégicamente, observamos todo el espectro de la carcinogénesis.
Dependiendo de la zona del epitelio oral analizada, observamos areas de
hiperplasia (fig. 30), displasia (Fig. 31), papiloma (Fig. 32) y carcinomas orales de
células escamosas (COCE). Del total de los carcinomas orales observados, en
funcion del grado de invasion los clasificamos en COCE in situ (Fig. 33), COCE
con invasiéon exclusivamente de la lamina propia (Fig. 34) y COCE con invasion
de la musculatura subyacente (Fig. 35). La distribucién de los carcinomas
generados en los distintos grupos, en funcién de su grado de invasion y grado de
diferenciacion, asi sean bien diferenciados, moderadamente diferenciados e
indiferenciados (Fig. 36), se han resumido en la Tabla 25. Con el propdsito de
realizar una estimacién mas precisa acerca del comportamiento biolégico de las
neoplasias observadas, también aplicamos el sistema de graduacién del Frente
de Invasion Tumoral de Bryne. Los resultados de la suma de las puntuaciones

otorgadas a los parametros propuestos por Bryne, se muestran en la Tabla 26.

Fig. 30. Detalle de hiperplasia de las células basales. H.E., 312,5x
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Fig. 31. Detalle de displasia. H.E., 312,5x

Fig. 32. Detalle de papiloma. H.E., 200x.
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Fig 33. Detalle de COCE in situ. H.E., 125x.

Fig. 34. Detalle de cordones de células invadiendo la lamina propia. H.E., 500x.
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Fig. 35. Detalle de COCE con invasién en lamina propia y musculatura subyacente. H.E., 312,5x.

Fig. 36. Detalle de tumor indiferenciado del grupo control. H.E., 312,5x.
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GRUPO I: CONTROL

Caracteristicas macroscoépicas

Finalizado el periodo de exposicion al agente carcindgeno, la totalidad de
animales del grupo control presentd tumoraciones macroscopicamente visibles
en la mucosa yugal. La media del niumero de tumores visibles presentado por
cada animal (multiplicidad) fue de 1,7+£0,26 y el volumen tumoral medio fue de
85,359+23,50 mm3. (Tabla 3).

grupo | presencia de tumores multiplicidad de lesiones volumen mm?3
animal 1 Si 1 284,999
animal 2 Si 1 49,832
animal 3 Si 1 54,325
animal 4 Si 3 76,650
animal 5 Si 2 81,344
animal 6 si 2 50,667
animal 7 Si 2 82,280
animal 8 Si 1 18,804
animal 9 Si 1 47,681
animal 10 si 3 107,007

media 100% 1,7+0,26 85,359+23,50

Tabla 3. Incidencia, multiplicidad y volumen tumoral de los carcinomas observados en el grupo I.
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Caracteristicas microscopicas

El andlisis histopatolégico de las muestras revel6 que el grupo control
(DMBA) present6 una incidencia de lesiones histologicas del 100%, y en todas
ellas se identificaron areas de displasia epitelial. Ademas, fue el grupo que
presentd mayor incidencia de animales con carcinomas orales de células
escamosas (9/10), siendo la media de carcinomas por animal de 1,4+ 2,667

(Tabla 4), esta diferencia no presento significancia estadiastica.

Lesiones histoldgicas premalignas Malignas

grupo | hiperplasia papiloma displasia incidencia carcinoma incidencia

animal 1
animal 2
animal 3
animal 4
animal 5
animal 6
animal 7
animal 8

animal 9

W R P N NN ®W R R R
K N O N + P+ P+ O
W P, P N NN W R R P
e e i = = T T T N T
N P O N RPN W R PR
e = = T e T T e T N T

animal 10

[EEY

media 1,7+0,26 1+0,21 1,7+0,26 1,4+0,26 0,9

Tabla 4. Namero de lesiones histologicas observadas por animal e incidencia de animales con

cada una de ellas.

El nimero de cacinomas de células escamosas observado en este grupo
fue de 14. De éstos, el 50% fueron carcinomas in situ, un 28,57% de los
carcinomas invadian la lamina propia y el 21,43% restante invadia el musculo
subyacente. De acuerdo al grado de diferenciacion histolégico de las lesiones
observadas, el porcentaje de carcinomas bien diferenciados fue del 50%, el
37,71% fueron carcinomas moderadamente diferenciados y el 14,29% fueron

carcinomas indiferenciados (Tabla 5).
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n°de carcinomas carcinomas carcinomas  carcinomas carcinomas  carcinomas

grupo | carcinomas in situ en |. propia en musc. bien dif. mod dif. mal df.

1 1 0 0 1 0 0 1

2 1 1 0 0 0 1 0

3 1 1 0 0 1 0 0

4 3 1 2 0 3 0 0

5 2 2 0 0 0 2 0

6 1 0 1 0 1 0 0

7 2 1 0 1 1 0 1

8 0 0 0 0 0 0 0

9 1 0 1 0 0 1 0

10 2 1 0 1 1 1 0
total 14 7 4 B 7 5 2

Tabla 5. Grado de invasion y diferenciacion del nimero de tumores observados por animal.

Al evaluar los carcinomas presentados por los hamsters del grupo control
mediante el sistema de graduacion del FIT, obtuvimos una puntuacién de
810,646 (Tabla 6).

Frente de invasion tumoral n %
Escore 5 3 21,43
Escore 6 1 7,14
Escore 7 2 14,29
Escore 8 3 21,43
Escore 9 2 14,29
Escore 10 0 0,00
Escore 11 1 7,14
Escore 12 2 14,29
Escore 13 0 0,00

Escore total= 80,646

Tabla 6. Numero y porcentaje de carcinomas segun el escore obtenido mediante el sistema de

graduacion del FIT y escore total obtenido mediante la suma del total de puntuaciones (mediazDE).
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GRUPO II: DMBA+ APIGENINA POTASICA
Caracteristicas macroscopicas

Finalizado el experimento, el grupo tratado con apigenina potasica tuvo
una incidencia de tumoraciones orales visibles del 88,89%, presentando uno de
los animales la mucosa libre de tumor. La media de la multiplicidad de lesiones
observadas en este grupo fue de 1,56+0,338. El volumen tumoral medio
presentado por los animales este grupo fue de 57,984+30,090 (Tabla 7).

presencia de

grupo Il tUMOraciones multiplicidad de lesiones volumen mm3
animal 1 no 0 0,00
animal 2 si 1 27,96
animal 3 Si 1 44,57
animal 4 si 1 288,50
animal 5 Si 2 6,11
animal 6 si 3 77,43
animal 7 Si 3 54,83
animal 8 si 1 19,97
animal 9 Si 2 2,48

media 88,89% 1,56+0,338 57,984+30,090

Tabla 7. Incidencia, multiplicidad y volumen tumoral de los carcinomas observados en el grupo II.

Caracteristicas microscopicas

La incidencia del nimero de lesiones histologicas de hiperplasia, papiloma
y displasia por animal, fue para el grupo Il de 77,78%. En los animales que no
presentaron ninguna alteracion del estrato basal, habia una marcada
hiperqueratosis. La incidencia del numero de animales del grupo Il que
presentaba carcinomas fue del 55,56%, la mas reducida de todos los grupos
(Tabla 4). El numero de carcinomas de células escamosas observado en este
grupo fue de 8, siendo la media de carcinomas por animal de 0,889+ 0,351(Tabla
8).
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Lesiones histolégicas premalignas Malignas

grupo Il hiperplasia papiloma displasia incidencia carcinoma incidencia
animal 1 0 0 0 0 0 0
animal 2 1 1 1 1 1 1
animal 3 1 1 1 1 1 1
animal 4 1 1 1 1 1 1
animal 5 2 2 0 1 0 0
animal 6 3 3 3 1 3 1
animal 7 3 3 2 1 2 1
animal 8 1 1 1 1 0 0
animal 9 0 0 0 0 0 0

media 1,33 £0,372 1,330,372 110,333 0,778 0,890,351 0,5556

Tabla 8. Numero de lesiones histologicas observadas por animal e incidencia de animales con
cada una de ellas.

La mayoria de los carcinomas observados eran carcinomas in situ (75%).
Sdlo dos carcinomas invadian el corion en profundidad, uno de ellos se limitaba
a la lamina propia y otro tumor invadia ademas la musculatura subyacente.
Atendiendo al grado de diferenciacién de las lesiones observadas, 5 de las 8
neoplasias eran carcinomas bien diferenciados (62,5%), y las tres neoplasias
restantes eran carcinomas moderadamente diferenciados. Ningun animal

presento carcinomas indiferenciados (Tabla 9).

n°de carcinomas carcinomas carcinomas carcinomas  carcinomas carcinomas

grupo Ii carcinomas in situ en |. propia en musc. bien dif. mod dif. mal df.
animal 1 0 0 0 0 0 0 0
animal 2 1 0 1 0 1 0 0
animal 3 1 1 0 0 1 0 0
animal 4 1 0 0 1 0 1 0
animal 5 0 0 0 0 0 0 0
animal 6 3 3 0 0 1 2 0
animal 7 2 2 0 0 2 0 0
animal 8 0 0 0 0 0 0 0
animal 9 0 0 0 0 0 0 0

total 8 6 1 1 5 3 0

Tabla 9. Grado de invasion y diferenciacion del nimero de tumores observados por animal.
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La puntuacién obtenida por el grupo tratado con apigenina segun el

sistema propuesto por Bryne fue de 6,625+0,98 (Tabla 10).

Frente de invasién tumoral n %
Escore 5 4 50,00
Escore 6 2 25,00
Escore 7 0 0,00
Escore 8 1 12,50
Escore 9 0 0,00
Escore 10 0 0,00
Escore 11 0 0,00
Escore 12 0 0,00
Escore 13 1 12,50

Escore total= 6,62510,98

Tabla 10. Numero y porcentaje de carcinomas segun el escore obtenido mediante el sistema de
graduacion del FIT y escore total obtenido mediante la suma del total de puntuaciones (mediatDE).
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GRUPO Ill: DMBA+ CATEQUINAS DEL CACAO

Caracteristicas macroscopicas

Los animales del grupo Ill presentaron una incidencia tumoral del 90%. Si
comparamos la multiplicidad tumoral, observamos que la media del nimero de
tumores visibles por animal en este grupo fue 2,1+0,378, siendo mayor a la del
resto de grupos, no existiendo significancia estadistica. Al evaluar el volumen
tumoral, observamos que el volumen medio de los tumores de este grupo fue de
84,384+43,013 mm? (Tabla 11).

presencia de

grupo Il tumoraciones multiplicidad de lesiones volumen mm3
animal 1 Si 1 27,227
animal 2 Si 3 7,949
animal 3 Si 3 438,884
animal 4 no 0 0,000
animal 5 Si 4 163,340
animal 6 Si 1 8,507
animal 7 Si 2 20,715
animal 8 Si 2 17,224
animal 9 Si 2 124,811
animal 10 Si 3 35,185

media 90% 2,1+0.378 84,384+43,013

Tabla 11. Incidencia, multiplicidad y volumen tumoral de los carcinomas observados en el grupo Il

Caracteristicas microscopicas

El grupo lll, presenté igual nUmero de lesiones histoldgicas por animal que
el grupo control, pero sélo el 70,6% de las lesiones displasicas evolucionaron a
carcinoma. Siete de los diez animales presentaron carcinomas epidermoides. El
numero total de neoplasias de este grupo fue de 12, siendo la media del nUmero

de carcinomas presentes por animal de 1,2+0,338 (Tabla 12).
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De estos carcinomas, el 50% eran carcinomas in situ, y el otro 50%
exclusivamente la lamina propia. Al valorar en las caracteristicas histolégicas de
los carcinomas desarrolados en este grupo, observamos que el 41,67% fueron
carcinomas bien diferenciados, el 50% carcinomas moderadamente

diferenciados y el 8,33% indiferenciados (Tabla 13).

Lesiones histoldgicas premalignas Malignas

grupo Il hiperplasia papiloma displasia incidencia carcinoma incidencia
animal 1 1 1 1 1 1 1
animal 2 3 1 0 1 0 0
animal 3 3 3 3 1 2 1
animal 4 0 0 0 0 0 0
animal 5 4 4 4 1 4 1
animal 6 1 1 1 1 0 0
animal 7 2 2 2 1 1 1
animal 8 2 2 1 1 1 1
animal 9 2 2 2 1 1 1
animal 10 3 3 3 1 2 1

media 2,1+0.38 1,9+0.394 1,710,443 0.9 1,240,388 0,7

Tabla 12. Numero de lesiones histolégicas observadas por animal e incidencia de animales con cada una

de ellas.
n°de carcinomas carcinomas  carcinomas carcinomas carcinomas carcinomas

grupo Il carcinomas in situ en |. propia en musc. bien dif. mod dif. mal df.
animal 1 1 1 0 0 1 0 0
animal 2 0 0 0 0 0 0 0
animal 3 2 1 0 1 0 1 1
animal 4 0 0 0 0 0 0 0
animal 5 4 1 3 0 0 4 0
animal 6 0 0 0 0 0 0 0
animal 7 1 0 1 0 1 0 0
animal 8 1 1 0 0 1 0 0
animal 9 1 0 1 0 0 1 0
animal 10 2 2 0 0 2 0 0

total 12 6 5 1 5 6 1

Tabla 13. Grado de invasion y diferenciacion del nimero de tumores observados por animal.
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El comportamiento biolégico de los tumores se determiné evaluando los
paradmetros propuestos por Bryne, y el escore total de este grupo fue de 7+0,707
(Tabla 14).

Frente de invasion tumoral n %
Escore 5 5 41,67
Escore 6 0 0,00
Escore 7 4 33,33
Escore 8 1 8,33
Escore 9 0 0,00
Escore 10 1 8,33
Escore 11 0 0,00
Escore 12 0 0,00
Escore 13 1 8,33

Escore total= 710,707

Tabla 14. Numero y porcentaje de carcinomas segun el escore obtenido mediante el sistema de
graduacion del FIT y escore total obtenido mediante la suma del total de puntuaciones (mediazDE).
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GRUPO IV: DMBA+ ERIOCITRINA

Caracteristicas macroscopicas

De los 16 animales pertenecientes a este grupo, 14 presentaron
tumoraciones macroscépicamente visibles en la mucosa yugal, con lo que la
incidencia tumoral fue del 87,5%. Este grupo se caracterizd por presentar mayor
namero de tumoraciones uniloculares y de gran tamafio. La media de la
multiplicidad de lesiones por animal fue de 1,38+0,272. Y el volumen tumoral
medio de los animales de este grupo fue de 123,43+£40,02mms3, superior al del

resto de grupos del estudio (Tabla 15).

presencia de

grupo IV tumoraciones multiplicidad de lesiones volumen mm3
animal 1 Si 1 425,42
animal 2 Si 3 38,23
animal 3 Si 1 212,03
animal 4 no 0 0,00
animal 5 no 0 0,00
animal 6 Si 3 51,89
animal 7 Si 1 26,50
animal 8 Si 1 73,57
animal 9 Si 1 0,47
animal 10 Si 1 11,49
animal 11 Si 1 45,59
animal 12 Si 4 230,77
animal 13 Si 1 0,98
animal 14 Si 1 50,93
animal 15 Si 1 467,78
animal 16 Si 2 339,26

media 87,5% 1,38+0.272 123,43+40,02

Tabla 15. Incidencia, multiplicidad y volumen tumoral de los carcinomas observados en el grupo IV.
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Caracteristicas microscopicas

La incidencia total del nimero de lesiones histolégicas observadas en el
grupo IV fue del 75%. El porcentaje de animales que finalmente desarrollaron
neoplasias fue del 68,75%. El total de neoplasias observadas en este grupo fue
de 15 y el promedio de carcinomas observado por animal fue de 0,96+0,249
(Tabla 16).

De estos carcinomas, el 46,67% eran carcinomas in situ, el 40% de los
carcinomas invadia la lamina propia y el 13,33% invadia el musculo subyacente.
En funcion del grado de diferenciacion, el 66,67% de las neoplasias eran tumores
bien diferenciados, el 13,33% eran moderadamente diferenciados y el 20% eran

tumores indiferenciados (Tabla 17).

El escore obtenido por este grupo al evaluar los parametros propuestos
por Bryne fue de 7,6+0,827 (Tabla 18).

Lesiones histoldégicas premalighas Malignas

grupo IV hiperplasia papiloma displasia incidencia carcinoma incidencia

animal 1
animal 2
animal 3
animal 4
animal 5
animal 6
animal 7
animal 8
animal 9
animal 10
animal 11
animal 12
animal 13

animal 14
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animal 15

N P PR O N BRP P O RFP P WO O FrB N B
P P P O M P O O F P P O O R N B

N
N
(I

animal 16

1
1
1
0
0
1
1
1
0
1
1
1
0
1
1
1
7

media 1,25+0,296 1,18+0.278 1,125+0,287 0,75 0,93+0,249 0,6875

Tabla 16. Nimero de lesiones histolégicas observadas por animal e incidencia de animales con cada una

de ellas.
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n°de carcinomas carcinomas carcinomas carcinomas carcinomas  carcinomas
grupo IV carcinomas in situ en |. propia en musc. bien dif. mod dif. mal df.
animal 1 1 0 0 1 0 0 1
animal 2 2 2 0 0 2 0 0
animal 3 1 0 0 1 0 0 1
animal 4 0 0 0 0 0 0 0
animal 5 0 0 0 0 0 0 0
animal 6 1 1 0 0 1 0 0
animal 7 1 1 0 0 1 0 0
animal 8 1 0 1 0 1 0 0
animal 9 0 0 0 0 0 0 0
animal 10 0 0 0 0 0 0 0
animal 11 1 1 0 0 1 0 0
animal 12 4 1 3 0 2 2 0
animal 13 0 0 0 0 0 0 0
animal 14 1 1 0 0 1 0 0
animal 15 1 0 0 1 0 0 1
animal 16 1 0 1 0 1 0 0
total 15 7 5 8 10 2 3
Tabla 17. Grado de invasion y diferenciacion del numero de tumores observados por animal.
Frente de invasién tumoral n %
Escore 5 6 40,00
Escore 6 2 13,33
Escore 7 2 13,33
Escore 8 0 0,00
Escore 9 1 6,67
Escore 10 1 6,67
Escore 11 0 0,00
Escore 12 1 6,67
Escore 13 1 6,67
Escore 14 1 6,67

Escore total= 7,610,827

Tabla 18. Numero y porcentaje de carcinomas segun el escore obtenido mediante el sistema de

graduacion del FIT y escore total obtenido mediante la suma del total de puntuaciones (mediazDE).
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GRUPO V: DMBA+ ACIDO ROSMARINICO

Caracteristicas macroscoépicas

La incidencia del niumero total de lesiones visibles fue del 87,5%. La
multiplicidad de lesiones fue inferior al resto de grupos (1,125+0,155). El volumen
tumoral medio presentado por los animales de este grupo fue de 82,20+42,51
(Tablal9).

grupoV  presencia de tumoraciones multiplicidad de lesiones volumen mm?3
animal 1 Si 1 66,723115
animal 2 Si 1 671,426183
animal 3 Si 1 3,051594
animal 4 Si 1 0,904176
animal 5 no 0 0,000000
animal 6 Si 2 28,297360
animal 7 Si 1 59,081223
animal 8 Si 2 3,006265
animal 9 Si 1 264,569134

animal 10 si 1 27,226984
animal 11 Si 2 57,190179
animal 12 Si 1 82,393038
animal 13 Si 2 34,335122
animal 14 Si 1 16,615610
animal 15 Si 1 0,340616
animal 16 no 0 0,000000
media 87,5% 1,125 +0,155 82,20+42,51

Tabla 19. Incidencia, multiplicidad y volumen tumoral de los carcinomas observados en el grupo V.

Caracteristicas microscopicas

Doce del total de animales de este grupo presentaron lesiones de
hiperplasia, papiloma y displasia. La media de estas lesiones por animal, fue
menor que el del resto de grupos. También fue el grupo con la media de
carcinomas por animal mas baja 0,625+0,155 (Tabla 20). Con un porcentaje total

de animales con presencia de carcinomas del 56,25%.
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De estos carcinomas, el 70% eran carcinomas in situ, el 10% carcinomas
gue invadian la lamina propia y el 20% invadia la musculatura subyacente.
Atendiendo a su grado de diferenciacion, el 80% eran carcinomas bien
diferenciados, el 10% moderadamente diferenciados y el otro 10%

indiferenciados (Tabla 21).

Lesiones histoldgicas premalignas Malignas

grupo V hiperplasia papiloma displasia incidencia carcinoma incidencia
animal 1 1 1 1 1 1 1
animal 2 1 1 1 1 1 1
animal 3 1 1 0 1 0 0
animal 4 0 0 0 0 0 0
animal 5 0 0 0 0 0 0
animal 6 2 2 2 1 1 1
animal 7 1 1 2 1 1 1
animal 8 2 1 0 1 0 0
animal 9 1 1 1 1 1 1
animal 10 1 1 1 1 1 1
animal 11 2 2 2 1 2 1
animal 12 1 1 1 1 1 1
animal 13 2 2 2 1 1 1
animal 14 1 1 1 1 0 0
animal 15 0 0 0 0 0 0
animal 16 0 0 0 0 0 0

media 140,182 0,937 +0.17 0,875+0,201 0,75 0,625+0,155 0,5625

Tabla 20. Numero de lesiones histolégicas observadas por animal e incidencia de animales con cada una
de ellas.
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Tabla 21. Grado de invasion y diferenciacion de los tumores observados.

El escore obtenido por este grupo mediante el sistema de Bryne fue de
7,110,982 (Tabla 22).

Frente de invasion tumoral n %
Escore 5 5 50,00
Escore 6 2 20,00
Escore 7 0 0,00
Escore 8 0 0,00
Escore 9 1 10,00
Escore 10 0 0,00
Escore 11 0 0,00
Escore 12 1 10,00
Escore 13 1 10,00

Escore total= 7,110,982

Tabla 22. Namero y porcentaje de carcinomas segun el escore obtenido mediante el sistema de

graduacion del FIT y escore total obtenido mediante la suma del total de puntuaciones (mediatDE).
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COMPARACION ENTRE GRUPOS

Caracteristicas macroscopicas

El porcentaje de animales con tumoraciones visibles macroscopicamente
fue mayor para el grupo control, con el total de sus animales con presencia de
lesiones macroscopicas. Cuando comparamos la media del niumero de tumores
visibles por hamster, observamos que todos los grupos tratados con flavonoides,
a excepcion del grupo Il (2,1+0,378), presentan menor multiplicidad de tumores
qgue el grupo control (1,7+0,26), no siendo esta diferencia estadisticamente
significativa. Si encontramos significacion entre el grupo V (1,19 +0,136) y grupo
[Il (p=0,002). El volumen tumoral medio presentado por los animales del grupo
control fue de 85,359+23,50, muy superior al presentado por el grupo Il
(57,984+30,090), y escasamente superior al volumen presentado por el grupo V
(82,20+42,51) y grupo 1l (84,384+43,013). El grupo IV presentd una media de
volumen tumoral méas elevada (123,43+40,02). Tales diferencias no mostraron
significacién estadistica (p>0,005), debido a la gran dispersion de los datos
(Tabla 23).

Caracteristicas microscopicas

El nUmero de lesiones histoldgicas de hiperplasia, papiloma y displasia por
animal, fue menor para los grupos tratados con compuestos fendlicos. A
excepcion del grupo lll, que presentd mayor nimero de lesiones histolégicas por
animal que el grupo control, pero sélo un 70,6% de estas lesiones evolucionaron
a carcinoma. Siendo los animales de los grupos tratados con apigenina potasica
(Grupo 1) y &cido rosmarinico (Grupo V) los que presentaron una menor
incidencia de presencia de carcinomas, 55,56% (5/9) y 56,25% (9/16)
respectivamente (Tabla 24). A pesar de que los todos los grupos tratados con
polifenoles mostraron una menor incidencia tumoral que el grupo control, la
diferencia no fue estadisticamente significativa al estudiarlo en el total de los

grupos (p>0,005).
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La mayoria de los carcinomas generados en todos los grupos eran
carcinomas in situ. Comparando los grupos, los grupos tratados con apigenina y
acido rosmarinico fueron los que tuvieron mayor proporcion de carcinomas in
situ, 75% y 70% respectivamente. El grupo de las catequinas del cacao (lll), fue
el que presentd mayor incidencia de carcinomas invadiendo la lamina propia
(41,67%). El numero de carcinomas invadiendo la musculatura subyacente fue

mayor para el grupo control (3/14) (Tabla 25).

La distribucion de los carcinomas observados segun su grado de
diferenciacion, tomando como referencia la clasificacion de Broders, fue similar
para todos los grupos. El grupo tratado con &cido rosmarinico fue el que presento
mayor proporcion de carcinomas bien diferenciados (80%), seguido del grupo IV
(66,67%), grupo 1l (62,5%), grupo control (50%) y grupo Il (41,67%). EI mayor
porcentaje de tumores anaplasicos lo obtuvo el grupo IV (20%), seguido del
grupo control (14,29%). El grupo tratado con apigenina no presentd ningun
carcinoma pobremente diferenciado; y tanto el grupo Il (catequinas cacao),
como el grupo V (ac. Rosmarinico) sélo presentaron un carcinoma indiferenciado
(Tabla 25).

El comportamiento biol6gico de los carcinomas aparecidos en los distintos
grupos se estimé de acuerdo al sistema de graduacion del FIT de Bryne. Las
lesiones del grupo control son las que obtuvieron mayor puntuacion (8+0,646) vy,
por tanto, mayor grado de malignidad y peor prondstico al ser evaluadas
mediante este sistema. El escore mas bajo lo obtuvo el grupo tratado con
apigenina 6,625+0,98 (Tabla 26). Para tratar de eliminar el elevado grado de
subjetividad que implican algunas de las variables de este sistema de gradacion
y, para facilitar el andlisis de los resultados, consideramos indicado analizar las
puntuaciones obtenidas por este sistema de graduacion en funcion de que los
escores fueran <9 o =>9. De este modo, el 35,71% de los carcinomas del grupo |
obtuvo un escore =>9, para el grupo Il el porcentaje de carcinomas con una
puntuacion igual o superior a ese valor fue del 12,5%, el grupo Il tuvo un
porcentaje del 16,67%, el grupo IV un 33,33%, y por ultimo el grupo V con un

30% de carcinomas con un valor =>9.
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Grupo Tratamiento N° de TUMORES VISIBLES
animales
Incidencia N° de Volumen
tumoral % tumores tumoral (mm?)
| Control DMBA 10 100 1,7+0,26 85,359+23,50
1l Apigenina K 9 88,89 1,56 +0,338 57,984+30,090
Il Catequinas cacao 10 90 2,140,378 84,384+43,013
\Y Eriocitrina 16 87,5 1,38+0,272 123,43+40,02
\% Ac. Rosmarinico 16 87,5 1,125 +0,155 82,20+42,51

Tabla 23. Incidencia, nUmero de tumores y volumen tumoral de los diferentes grupos.

[SECUENCIA DE CAMBIOS HISTOLOGICOS EN_LA CARCINOGENESIS ORAL]

LESIONES HISTOLOGICAS PREMALIGNAS MALIGNAS
Grupo Tratamiento  N°de
animales . . ) . .
Hiperplasia Papiloma por  Displasia por |ncidencia Carcinomas Incidencia
por animal () animal (%) animal (%) % por animal ()
| DMBA 10 1,7+£0.26 1.7+£0.26 1.7+£0.26 100 1,4+0,26
1 Apigenina K 9 1,33 £0.372 1,33+£0,372 1+0,333 77,78 0,89+0,351 55,56
y  catequinas 10 2,1+0.38 1,9+0.394 1,740,443 90 1,240,388
cacao
v Eriocitrina 16 1,25+0,296 1,18+0.278 1,125+0,287 75 0,930,249 68,75
\Y AC', . 16 1+0,182 0,937 £0.17 0,875+0,201 75 0,625+0,155 56,25
Rosmarinico

Tabla 24. Namero de lesiones histolégicas observadas por animal e incidencia de animales con cada una de ellas.
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N° carcinomas  Carcinomas Carcinomas Carcinomas Carcinomas Carcinomas Carcinomas
por grupo in situ (%) |. propia (%) musc. (%) bien difer. (%)  mod. dif. (%) indiferenc. (%)
14 50 28,57 21,43 50 35,71 14,29
Il 8 75 12,5 12,5 62,5 37,5 0
1 12 50 41,67 8,33 41,67 50 8,33
v 15 46,67 33,33 20 66,67 13,33 20
\% 10 70 20 80 10 10
Tabla 25. Grado de invasion y diferenciacion de los tumores observados.
N° de N°
Grupo Tratamiento animales carcinomas Escore Bryne
| DMBA 10 14 810,646
Il DMBA+Apigenina 9 8 6,625+0,98
1] DMBA+Catequinas 10 12 70,707
v DMBA+Eriocitrina 16 15 7,6x0,827
Y DMBA+ Acido 16 10 7,140,982
Rosmarinico

Tabla 26. Puntuaciones obtenidas por los grupos segun el sistema de
graduacion histolégico del Frente de Invasion Tumoral de Bryne.

Los escores de cada uno de los parametros propuestos por Bryne

analizados de forma independiente se observan en las tablas 27-31.

Grupo

Grado de queratinizacion

Escore 1 Escore 2 Escore 3 Escore 4
Control DMBA 7 7 0 0
Apigenina K 7 1 0 0
Catequinas cacao 10 1 1 0
Eriocitrina 11 2 2 0
Acido rosmarinico 8 2 0 0

Tabla 27. Detalle de los escores del grado de queratinizacion.

106



RESULTADOS

Grupo

Polimorfismo nuclear

Escore 1 Escore 2 Escore 3 Escore 4
Control DMBA 4 8 2 0
Apigenina K 4 3 1 0
Catequinas cacao 5 6 1 0
Eriocitrina 8 4 3 0
Acido rosmarinico 6 2 2 0

Tabla 28. Detalle de los escores del polimorfismo nuclear.

Patron de invasion
Clijpo Escore 1 Escore 2 Escore 3 Escore 4
Control DMBA 8 6 0 0
Apigenina K 6 1 1 0
Catequinas cacao 7 5 0 0
Eriocitrina 9 5 0 1
Acido rosmarinico 7 2 1 0

Tabla 29. Detalle de los escores del patrén de invasion.

Estadio de invasion
Grilipg Escore 1 Escore 2 Escore 3 Escore 4
Control DMBA 6 5 3 0
Apigenina K 6 1 1 0
Catequinas cacao 7 4 1 0
Eriocitrina 7 5 3 0
Acido rosmarinico 7 1 2 0

Tabla 30. Detalle de los escores del estadio de invasion.

Infiltracién linfoplasmocitaria
Grupo Escore 1 Escore 2 Escore 3 Escore 4
Control DMBA 8 6 0 0
Apigenina K 7 1 0 0
Catequinas cacao 10 2 0 0
Eriocitrina 11 4 0 0
Acido rosmarinico 6 4 0 0

Tabla 31. Detalle de los escores de la respuesta inflamatoria.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

PCNA: El estudio con el marcador de proliferacion PCNA no mostro
diferencias significativas entre los distintos grupos. Todas las muestras

mostraban un marcaje severo (+++).

~ “ 4-..\ S “ i ™ e W ' ..‘.:' 2 \;
B >, ; e ‘. e - - % Y CR . -:
R e T e R SRR
Fig 37. Inmunohistoquimica con el anticuerpo PCNA. 250x.
P-53: La proteina p53 también se encontraba sobreexpresada en el 100%
de los carcinomas (tanto in situ como infiltrativos), con una intensidad severa
(+++), también se ha detectado expresion del anticuerpo en las células basales

donde existian procesos displasicos asociados en el epitelio.
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El carcinoma epidermoide de cabeza y cuello ocupa el sexto lugar de
todas las neoplasias malignas en el mundo (Warnakulasuriya, 2009). Los
esfuerzos en la terapéutica y los avances en biologia molecular y celular, no han
reducido de forma significativa los indices de morbilidad y mortalidad en los
tltimos 50 afios (Forastiere, 2001). Es importante conocer los mecanismos
biologicos involucrados en el proceso de la carcinogénesis, para entender el
desarrollo de los carcinomas y evaluar la eficiencia de los nuevos enfoques

terapéuticos.

El uso de modelos animales para el estudio de la carcinogénesis esta
justificado desde que los agentes quimicos se identificaron como los principales
factores etiol6gicos en muchos tipos de canceres, incluido el cancer de cabeza y
cuello (Vairaktaris, 2008). Son numerosos los modelos animales experimentales
utilizados para el desarrollo de carcinomas de células escamosas en la cavidad
oral de forma experimental, entre ellos se incluyen los hamster, ratas y ratones
(Tang, 2004).

Para inducir el proceso de carcinogénesis en nuestro estudio, empleamos
el modelo de carcinogénesis oral descrito por Salley en 1954. Este modelo fue
posteriormente estandarizado por Morris en 1961, y consistia en la pincelacion
de la mucosa yugal del hamster sirio, tres veces por semana, con una solucion
del carcindbgeno quimico 7,12 dimetil-1,2- benzo[a]antraceno (DMBA) al 0,5%.
Con esta técnica, las neoplasias malignas de la mucosa yugal del hamster estan
bien desarrolladas a las 12 semanas, y las lesiones premalignas, que se
caracterizan por la disqueratosis, aparecen alrededor de la 8 2 semana (Morris,
1961; Santis, 1964; Shklar, 1965). Este modelo es el mejor conocido para el
estudio de la carcinogénesis oral. Probablemente su amplia difusién en la
literatura radique en la gran similitud con la secuencia de procesos involucrados
en el desarrollo de lesiones premalignas y malignas del cancer oral humano
(Giménez-Conti, 1993; Shklar, 1999).
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En nuestro estudio, el objetivo fundamental consistié en reproducir este
modelo experimental de carcinogénesis para lograr el desarrollo de carcinomas
de células escamosas en hamster, y asi poder conocer sus caracteristicas
clinicas e histopatologicas y estudiar el posible efecto quimiopreventivo de

algunos compuestos fendlicos.

La secuencia de aparicion de los tumores observada en nuestro estudio
se asemeja a la del modelo original de Salley, en el cual las lesiones iniciales
aparecian en la semana octava y los carcinomas se desarrollaban entre la
semanas 12 y 16. En nuestro estudio, la aparicion de lesiones iniciales se
produjo en la semana octava del tratamiento, y ya en la semana novena la mitad
0 mas de los animales de cada grupo presentaban tumores (Tsp), No existiendo
diferencias entre los grupos tratados y control en cuanto al tiempo de aparicion.
En la semana duodécima, la préactica totalidad de los animales habian
desarrollado tumores. Algunos de ellos presentaban un gran volumen tumoral
(>10mm), que impedia su alimentacion. Este periodo de doce semanas de
induccion de la carcinogénesis oral, coincide con el reportado por otros autores
(Shklar, 1966; Gémez, 2009). En cambio, otros autores describen periodos de
tiempo superiores de aplicacién del agente carcindgeno (14 semanas 0 mas),
para el desarrollo de tumores orales bien desarrollados (Meier, 2007;
Balakrishnan, 2008; Manoharan, 2009). Posiblemente, esta discrepancia en el
periodo de desarrollo de la lesiones, sea a consecuencia del modo de aplicacién
del agente carcindgeno, que en nuestro caso fue a través de una micropipeta y
no a través de un pincel de pelo de camello, como se describe la bibliografia.
Consideramos que esta técnica de aplicacion resulta mas eficaz ya que el
agente carcinégeno queda confinado en un area determinada de la mucosa
yugal y supone menos riesgos para el investigador. Este método de aplicaciéon
del agente carcindégeno habia sido utilizado en anteriores experimentos por
nuestro grupo de investigacion (Gémez, 2009).

En la bibliografia, existen diversos trabajos en los que el desarrollo de los
tumores va precedido de lesiones precancerosas, algunas de ellas en forma de
placas blancas similares a la leucoplasia oral de humanos tanto macro como

microscépicamente. De hecho, este modelo ha sido calificado como idéneo para
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estudiar todo el espectro de lesiones de la carcinogénesis oral (Shklar, 1979,
Vairaktaris, 2008). En nuestro experimento, sin embargo, no ocurrié tal
fendbmeno ya que las neoplasias se originaron en ausencia de lesiones
premalignas previas. Solo observamos, a las 3 semanas de la aplicacion del
DMBA, lesiones exofiticas blanquecinas con diverso grado de eritema seguidas
de una regeneracion posterior. Tras analizar microscopicamente estas lesiones,
no observamos caracteristicas displasicas, solo un intenso infiltrado inflamatorio
e hiperqueratosis. El desarrollo de lesiones inflamatorias en las primeras
semanas del inicio del tratamiento también ha sido descrito por otros autores
(James, 1966; Thilagaratnam, 1972; Meng, 1982). La aparente regeneracion
posterior de la superficie del epitelio podria atribuirse a una recuperacion del

efecto toxico local agudo provocado por el carcindégeno.

Ademas del DMBA, también se han realizado estudios con otros
carcinégenos quimicos, como el benzo[a]pireno (B[a]P), 4-nitroquinolina-1-6xido
y N-nitroso-N-metilurea, para inducir o promover la transformacion neoplésica
en animales de experimentacion. Asi Srinivasan et al. (2008) estudiaron la
modulacién quimiopreventiva de los polifenoles del té en el carcinoma oral
inducido por 4-nitroquinoline-1-oxide. Tanaka (1994) también us6 este
carcind6geno quimico en su investigacion sobre el efecto antioxidante de la
curcumina y hesperidina en el cancer oral. Otro estudio llevado a cabo por
Brandon et al. (2009), relacioné el efecto carcinogenético del benzo[a]pireno
(B[a]P) y de los residuos de una planta de manufacturacion de gas (MPG-7), con
el del DMBA sobre la mucosa oral de hamsters. Establecieron que los animales
tratados con MPG-7 s6lo desarrollaban una leve hiperplasia, en cambio, los
tratados con altas dosis de B[a]P desarrollaban carcinomas escamosos a las 32
semanas, con una incidencia del 100%. Por lo tanto, se puede considerar al
B[a]JP como un potente carcindgeno, aunque el periodo necesario para la
induccion de tumores es superior al requerido por el DMBA.

Los recientes esfuerzos para controlar la incidencia del carcinoma oral de
células escamosas, se centran en el desarrollo de estrategias quimiopreventivas
eficaces. Asi pues, prevenir o tratar las lesiones orales con agentes quimicos

naturales o sintéticos podria mejorar drasticamente los resultados clinicos. Por
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tanto, la quimioprevencion en este tipo de cancer representa un enfoque

prometedor, y requiere de su demostracion a través de estudios experimentales.

La quimioprevencion fue originalmente definida por Sporn en el afio 1976
(Sporn, 1976) como “la potenciacién farmacoldgica o fisioldgica mediante las
cuales la progresion de una lesion preneoplasica puede ser prevenida, detenida
o revertida”. Desde entonces, un numero creciente de sustancias naturales se
han identificado como moduladoras del proceso de carcinogénesis; entre ellas se
encuentran los flavonoides, que han demostrado poseer efectos antimutagénicos
y anticarcinogénicos en numerosos estudios in vivo e in vitro (Birt, 2001; Vicente,
2003; Prasad, 2010).

Los flavonoides pueden actuar en distintas etapas del desarrollo de un
tumor, por ejemplo, protegiendo al ADN del dafio oxidativo, desactivando los
carcindgenos, inhibiendo la expresion de genes mutagénicos y enzimas
responsables de activar compuestos procarcindgenicos o activando sistemas
responsables de la detoxificacion. La mayoria de los trabajos sobre la actividad
de los flavonoides estan vinculados con su capacidad inhibitoria de enzimas y

una actividad antiproliferativa (Benavente-Garcia, 1997).

Se ha demostrado que los flavonoides pueden inhibir varias quinasas
involucradas en la trasduccion de sefiales, tales como las proteinas quinasa C,
las tirosina quinasa, PI3-quinasa o S6 quinasa (Casagrande, 2001). Se ha
observado que los flavonoides provocan la interrupcion de la progresion del ciclo
celular, bien en la etapa G1/S o G2/M, pero los mecanismos moleculares
involucrados no estan claros. Lo que si se sabe es que actuarian en la
modulaciéon de multiples proteinas regulatorias del ciclo celular, inhibiendo las
quinasas dependientes de ciclinas (CDK) encargadas de las fosforilacion y
desfosforilacion de varias proteinas regulatorias (Pan, 2002). En resumen, los
efectos antiproliferativos de los flavonoides parecen estar mediados por la
inhibicibn de varias quinasas e inhibidores de quinasas involucradas en la
interrupcion del ciclo celular y la apoptosis y que esa inhibicion depende de la

estructura quimica del flavonoide.
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En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios para probar la
eficacia de distintos compuestos fenélicos en la prevencion del cancer oral. Entre
ellos destacan la epigalocatequina-3-galato (Masuda, 2001), los polifenoles del
té (Li, 2002; Chandra Mohan, 2005), la genisteina (Yang, 2006), la naringina y la
naringenina (Miller, 2008), la curcumina y la piperina (Manoharan, 2009), el a4cido

carnosico (Manoharan 2010) y la apigenina (Silvan, 2011).

En el presente estudio hemos investigado el efecto quimiopreventivo de
los compuestos fendlicos: apigenina potasica, catequinas del cacao, eriocitrina y
acido rosmarinico. Algunos de estos compuestos polifenélicos fueron utilizados
anteriormente por nuestro grupo de trabajo, tanto en modelos in vivo como in
vitro (Rodriguez, 2002; Vicente, 2003; Yanez, 2004). En este trabajo, dichos
compuestos fueron administrados dos semanas antes de comenzar la induccion
de la carcinogénesis y durante las 12 semanas de la exposicion al agente
carcindégeno, utilizando unas dosis equiparables a las de los modelos de

consumo real.

La apigenina es un flavonoide comdn presente en la dieta, ampliamente
distribuido en muchas frutas y verduras. Este compuesto natural presenta
numerosas propiedades biologicas de interés. Tiene actividad antioxidante
(Patel, 2007), antiinflamatoria (Liang, 1999), antimutagénica (Birt, 1997; Patel,
2007) y regula la carcinogénesis en todas sus etapas. Ha demostrado poseer
propiedades inhibidoras del crecimiento en varias lineas de céancer, incluido el de
mama (Yin, 2001), colon (Wang, 2000), piel (Caltagirone, 2000), tiroides (Yin,
1999) y leucemia (Takahashi, 1998), pero en pocas ocasiones ha sido estudiado
en el cancer oral (Silvan, 2011). En nuestro trabajo, utilizamos un derivado de
este flavonoide, obtenido mediante la adicién de potasio a la apigenina aislada
del pomelo; el producto de esta reaccion, la apigenina potasica, es soluble en

agua y puede, por tanto, disolverse en el agua de bebida.

La eleccion de la apigenina para el desarrollo de este estudio fue debida

a las conocidad propiedades beneficiosas para la salud de este compuesto y a

gue habia mostrado efectos quimiopreventivos, administrada por via

intraperitoneal, en un modelo de carcinogénesis oral en hamster realizado por

nuestro grupo de investigacion (Gomez, 2009). En este estudio, la apigenina
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potasica redujo de forma significativa la incidencia tumoral, sélo dos de los ocho
animales pertenecientes a este grupo (25%), presentaron tumores con un
volumen de 2,1y 15,7 mm3, y ninguna de las dos neoplasias invadia el corion en
profundidad. En el presente trabajo, decidimos continuar con el estudio de este
flavonoide, pero administrandolo por via oral. Los resultados obtenidos fueron
sensiblemente peores, el 55,6% de los animales tratados con apigenina potasica
por via oral, presentaron neoplasias con un volumen tumoral medio de
57,984+30,090 mm3. Esta discrepancia en los resultados pudo ser debida a que,
por via oral, la absorcién es limitada y puede existir una inactivacion hepética de

los compuestos administrados por esta via.

Otro antioxidante que introducimos en nuestro estudio fueron las
catequinas del cacao. Se ha estudiado mucho sobre su papel en la prevencién
de la enfermedad coronaria (Kris-Etherton, 2002). Los efectos cardiovasculares
beneficiosos de estos flavonoides se atribuyen a su capacidad para mejorar la
funcion endotelial, por el aumento del 6xido nitrico bioactivo (Taubert, 2007), sus
propiedades antioxidantes naturales, y su capacidad para disminuir la
coagulacion de la sangre por la activacibn y agregacion plaquetaria
(Vlachopoulos, 2006). Con respecto al cancer, conocemos muy pocos estudios
gue evidencien su actividad quimiopreventiva, y ninguno en relacion con el
cancer oral. Se ha observado que los polifenoles del cacao inhiben la
proliferacion del cancer de colon (Carnesecchi, 2002), cancer de mama
(Ramljak, 2005), reducen la actividad de las enzimas de los marcadores
tumorales en la hepatocarcinogénesis (Amin, 2004), disminuyen la hiperplasia
(Bisson, 2007) y la incidencia del cancer de préstata (Bisson, 2008), inducen la
inhibicion completa del crecimiento en lineas celulares metastasicas y no
metastasicas del céancer de prostata (Jourdain, 2006) y disminuyen la
proliferacion de células endoteliales, disminuyendo de este modo la
angiogénesis asociada a la patologia tumoral (Kenny, 2004).

Respecto a la eriocitrina, sabemos que posee propiedades
antiinflamatorias, disminuyendo la fragilidad y permeabilidad capilar, y
anticancerigenas, ya que es capaz de secuestrar algunos radicales libres que

estdn implicados en el cancer (Manthey, 2002). Hemos encontrado pocos
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estudios que hablen de forma especifica de este compuesto y de su relacion con
la prevencion del cancer. Uno de estos estudios fue el llevado a cabo por Ogata
(2000), que descubrié que la eriocitrina y sus metabolitos secundarios inducen la
apoptosis en las lineas celulares leucémicas HL-60. Otro estudio demostré que
la eriocitrina inhibe la 5- y la 12-lipoxigenasa, que juega un importante papel en
los procesos inflamatorios que afecta a la arteriosclerosis y cancer (Nogata,
2007). En cambio, si encontramos estudios sobre la actividad anticancerigena de
productos como los citricos y las hojas de menta, de los cuales constituye uno de
los metabolitos mas importantes. Existen estudios que demuestran la actividad
antiproliferativa de los flavonoides de Citrus contra varias lineas celulares
normales y tumorales (Kawaii, 1999). Y de otros flavonoides presentes también
en los citricos, como la naringina, naringenina, herperidina, neoshesperidina,
tangeretina y nobiletina, en la carcinogénesis oral en hamster, inhibiendo la

trasformacion neoplasica (Miller, 2008).

El acido rosmarinico utilizado para este estudio fue extraido de la melisa
(Melissa officinalis), pero puede encontrarse también en otras plantas lamidceas
como el romero. Un ensayo de citotoxicidad in vitro indicé que el aceite esencial
de M. officinalis es muy eficaz contra una serie de lineas celulares de cancer
humano (A549, MCF-7, Caco-2, NS-60, K562) y una linea de células de ratén
(B16F10). Este aceite posee actividad antioxidante, como lo demuestra la
reduccion del radical liore DPPH (1,1-difenil-2-picril-hydrazyl) observada en un
estudio in vitro en varias lineas celulares tumorales humanas (de Sousa, 2004).
La actividad antitumoral de los flavonoides del romero ha sido ensayada de
forma experimental tanto in vivo como in vitro, con esperanzadores resultados
(Peng, 2007; Scheckel, 2008). Entre otros hallazgos, cabe citar el incremento de
la apoptosis de las células del cancer hepatico de la estirpe HepG2 (Wei, 2008),
la proteccién frente al tumor mamario y cutdneo en ratones inducido por el
dimetilbenzoantraceno (Singletary, 1991; Sancheti, 2006), la inhibicion de la
genotoxicidad inducida por benzopireno en células bronquiales humanas (Offord,

1995), y la accion antileucémica in vivo (Sharabani, 2006).
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Al analizar las caracteristicas macroscopicas de las lesiones
observadas en nuestro estudio, comprobamos que todos los grupos tratados con
los compuestos fendlicos mostraron una menor incidencia de tumoraciones
visibles que el grupo control; asi como una menor multiplicidad de lesiones, con
la excepcion del grupo lll. En el caso del grupo tratado con apigenina, sélo cinco
de los nueve animales desarrollaron tumores. Ademas, el volumen tumoral de
este grupo (57,984+30,090 mm?), fue sensiblemente menor que del grupo control
y que el del resto de grupos. El grupo tratado con acido rosmarinico (grupo V)
también obtuvo buenos resultados, con una incidencia tumoral del 56,25% y un
namero de lesiones tumorales visibles inferior al del resto de grupos (1,19
+0,136). Tales diferencias no fueron estadisticamente significativas
probablemente debido al tamafio de la muestra. La aparicion de mdultiples
tumores puede ser debida al fendmeno de la cancerizacion de campo, que
sugiere que las agresiones repetidas sobre las células epiteliales de la mucosa
oral conllevan la aparicion de mutaciones genéticas diferentes en las distintas
células, que pueden conducir al desarrollo de multiples tumores primarios
independientes entre si. El desarrollo de mdultiples tumores primarios es una
caracteristica de malignidad ya que disminuye de forma marcada la

supervivencia.

A nivel microscopico, observamos que las lesiones cancerosas siguen
una progresion histologica del epitelio escamoso, desde la normalidad a
hiperplasia de las células basales, papiloma (con o sin displasia), displasia
leve/moderada/severa y cancer, a medida que aumenta la exposicion al
carcinégeno. Los grupos tratados con compuestos fendlicos tenian menor
namero de lesiones orales de hiperplasia, papiloma y displasia por animal que el
grupo control. A excepcion del grupo lll, que presentdé mayor numero de estas
lesiones, pero que soélo evolucionaron a carcinoma el 70,6% de la lesiones
displasicas observadas. En el caso del grupo control, hubo un mayor nimero de
lesiones displasicas que progresaron a carcinomas (82,35%). El grupo control
fue ademas el que presentdé mayor niumero de carcinomas orales por animal
(1,4+0,26), y en tres de los hamsters las neoplasias invadian la musculatura
subyacente. Esto indica que las células displasicas y cancerosas fueron

suceptibles a los efectos de los compuestos fendlicos administrados, ya que se
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atenud la progresion hacia el cancer en estos grupos y las neoplasias tenian un

patron menos invasivo que las del grupo control.

Los carcinomas escamosos orales oscilan desde neoplasias
gueratinizadas bien diferenciadas hasta tumores anaplasicos. Atendiendo al
grado de diferenciacion histolégico del tumor, Broders (1920) establecio la
siguiente clasificacion considerando cuatro categorias en funcion de la

proporcién de neoplasia con semejanzas con respecto al epitelio normal:

- Grado I: presenta el 75%-100% de las células diferenciadas.
- Grado Il. La proporcién de las células diferenciadas es del 50%-75%.
- Grado lll: el 25%-50% de las células estan diferenciadas.

- Grado IV: ausencia total de diferenciacion.

Esta clasificacion fue posteriormente modificada por la OMS,
estableciendo so6lo tres grados: bien diferenciado, moderadamente diferenciado
e indiferenciado (Barnes, 2005). Este sistema ha sido ampliamente usado pero
ha demostrado ser escasamente predictivo para evaluar el prondéstico y la

supervivencia (Cade, 1957).

Esta falta de correlacion entre el sistema de clasificacion de Broders y el
prondstico de la lesion impulsoé el desarrollo de otros sistemas de clasificacion.
Asi Bryne, observé que las caracteristicas histopatolégicas de un tumor pueden
diferir ampliamente dentro del mismo tumor. Consider6é que las informaciones
diagndsticas mas utiles pueden ser deducidas del Frente de Invasion Tumoral
(FIT), que es donde residen presumiblemente las células tumorales mas
agresivas, considerandose la region mas representativa de la neoplasia a nivel
pronostico (Bryne, 1989). Asi, establecié un sistema de puntuacién sumatorio
gue considera los parametros: grado de queratinizacién, polimorfismo nuclear,

patrén y estadio de invasiéon asi como grado de infiltracion linfoplasmocitaria.

Este sistema de clasificacion propuesto por Bryne, se desarroll6 a partir
del sistema de graduacién multifactorial propuesto por Anneroth (1987), en el
gue incluia el recuento mitdético como un valor prondstico. El uso de este

parametro morfolégico como un marcador de prondstico sigue siendo polémico
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debido a la heterogeneidad del tumor, el desacuerdo entre los observadores, las
variaciones en el tamafio del campo microscépico y también porque el tamafio
de la célula no se toma en consideracion. En la modificacion de la clasificacion
realizada por Bryne et al., el parAmetro de "nimero de mitosis" fue excluido, sin
afectar al valor prondstico de la clasificacion y mejorando la reproducibilidad
(Bryne, 1992). La suma de las puntuaciones otorgadas a cada parametro
resultaria en un escore final que aportaria informacion sobre el prondstico de la
lesion. En un estudio retrospectivo realizado por Kurokawa et al. (2005), se
establecié que aquellos pacientes con menos de 8 puntos de escore segun el
sistema de graduacion del FIT tenian un prondstico significativamente mejor que

aquellos con mas de 8 puntos.

Atendiendo al grado de diferenciacion, los grupos tratados con
flavonoides mostraron mayor incidencia de carcinomas escamosos bien
diferenciados que el grupo control, a excepcion del grupo lll. Cabe descatar el
grupo tratado con acido rosmarinico, con el 80% de los tumores bien
diferenciados. Estos carcinomas bien diferenciados presentaban formaciones de
gueratina, que se podian observar dentro de las células individuales, lo que se
conoce como disqueratosis, pero que con mas frecuencia formaban masas
lamelares tefidas de color rosa conocidas como perlas de queratina. El grupo
experimental que presentd mayor grado de indiferenciacion fue el grupo tratado
con eriocitrina (20%), seguido del grupo control con un 14,29% de lesiones
indiferenciadas. Estos tumores presentaban ausencia de queratinizacion, siendo

la mayoria de células atipicas y con gran pleomorfismo.

La evaluacion de los escores obtenidos por los diferentes grupos
mediante el sistema de graduacion histolégico de Bryne, mostr6 que las
lesiones del grupo control obtuvieron la mayor puntuacién (8+0,646). Un mayor
escore implica un mayor grado de malignidad y, por tanto, un peor prondstico.
Pero consideramos que, el andlisis del peso especifico independiente de cada
uno de los parametros, puede ayudar a aportar mas datos del comportamiento
de la lesion y afrontar el problema de una forma mas apropiada. Por este motivo,

hemos analizado cada parametro morfologico de forma independiente.
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Asi, al analizar el grado de gueratinizacion, observamos que la alta

produccion de queratina es considerada como un buen dato en el prondstico de
la enfermedad y se le otorga un escore de 1, la puntuacién para este parametro
morfolégico aumenta cuando el grado queratinizaciébn es menor. Se correlaciona
asi con el sistema de clasificacion histolégica segun Broder, en la cual el dato
mas caracteristico de los carcinomas escamosos bien diferenciados, y por tanto
de mejor prondstico, es la formacion de queratina. Observamos que los grupos
tratados con polifenoles presentaban un gran nimero de tumores con alta
produccion de queratina. Siendo el grupo tratado con apigenina el que presento
mayor porcentaje de tumores con un escore de 1 en este parametro (87,5%),
seguido del grupo Il (83,333%), grupo V (80%), grupo IV (73,3%) y por ultimo
lugar el grupo control (50%). El porcentaje de carcinomas con moderado grado
de diferenciacion (escore 2) fue de un 50% para el grupo control, muy superior al
del resto de grupos. Cabe destacar que hubo un tumor del grupo Il y dos

tumores del grupo IV, con una producciéon minima de queratina (escore 3).

Con respecto al dato histolégico polimorfismo celular, el grupo tratado con

acido rosmarinico (Grupo V) fue el que presenté mayor indice de lesiones con
mejor comportamiento bioldgico ya que el 60% de los tumores presentaba
escaso polimorfismo celular frente al 28,57% del grupo control. El grupo control
presentd mayor incidencia de lesiones con moderado polimorfismo (57,14%). El
grupo tratado con eriocitrina fue el que obtuvo mayor nimero de lesiones con

abundante polimorfismo nuclear.

El dato histolégico del patron de invasién es considerado por algunos

autores como el de mayor importancia en el pronostico de la sobrevida o
supervivencia (SV) (Crissman, 1984; Mufioz-Guerra; 2006). Con respecto a este
escore Bryne et al., reportaron una supervivencia a los 5 afios del 70% y 30%
ante el patron de invasién escore 3 y 4 respectivamente (Bryne, 1995).
Kademani et al., encontraron que las diferencias de SV entre los escore 1y 4
son claramente distinguibles, este autor encontré a los 5 afilos una SV de 80%,
54%, 41% y 29% para los escores 1, 2, 3 y 4 respectivamente (Kademani, 2005).
Por tanto, neoplasias que invaden con un patron de tipo expansivo presentan un

mejor prondéstico en términos de sobrevida que los casos con invasién en
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cordones pequefios o difusos, correlacionandose directamente con un mayor
riesgo de metéastasis. Esto se debe probablemente a que las neoplasias, al
presentar una mayor difusion del patréon de invasion (mayor escore), infiltran el
estroma méas rapidamente e invaden los vasos linfaticos con mayor frecuencia,
representando una cohorte mas agresiva (Einenkel, 2007). En nuestra
investigacion, los datos obtenidos referidos a este parametro mostraron los
grupos Il y V tenian un patron de invasiéon de tipo expansivo con bordes
infiltrativos bien diferenciados; mientras que en el grupo control, Il y IV
presentaban un alto nimero de carcinomas que invadian predominantemente
mediante cordones o bandas de células. El grupo IV, presentd ademas un
carcinoma que invadia en profundidad y de manera difusa mediante pequefios

grupos de células.

Analizando los escores del estadio de invasion, el grupo control fue el

grupo experimental que presentdé mayores puntuaciones. Cinco de los tumores
desarrollados en este grupo invadian el corion en profundidad y tres de ellos,
invadian ademas la musculatura subyacente. Esto indica un comportamiento
mas agresivo de las neoplasias presentadas por este grupo. Los mejores
resultados los obtuvieron el grupo tratado con apigenina (grupo IlI) y &cido
rosmarinico (grupo V), que presentaron una incidencia del 75% y 70%,

respectivamente, de carcinomas in situ, es decir, no invasores.

Otro dato indicativo del pronéstico de la lesibn es el infiltrado

linfoplasmocitario, o que representa la respuesta inflamatoria del estroma a la

presencia de células cancerigenas. Segun Bryne, a mayor respuesta inflamatoria
mejor comportamiento neoplasico tendra la lesion. En cambio, existen diversos
estudios que han demostrado que células inflamatorias contribuirian al proceso
de invasién y metastasis tumoral (Douglas, 2004). En nuestro estudio la mayoria
de las lesiones de los grupos presentaban una marcada infiltracion
linfoplasmocitaria (escore 1). Queremos resaltar que el grupo tratado con
apigenina (grupo Il), presentd6 una marcada respuesta inflamatoria en el 87,5%

de los carcinomas observados.
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La determinacion inmunohistoquimica de la expresion de genes
relacionados con la proliferacion celular y la oncogénesis, parece estar asociada
con el pronéstico de algunos tumores orales. Asi, el carcinoma oral de células
escamosas se ha relacionado con la sobreexpresion de diferentes marcadores
inmunohistoquimicos como pueden ser Ki67 (antigeno de proliferacion nuclear),
Bcl-2 oncoproteina, P-16 vy, los que han sido objetivo de este trabajo, PCNA y
p53.

El antigeno de proliferacion celular PCNA, es una proteina nuclear
asociada con la polimerasa & del DNA, que esta presente en las células
proliferantes a lo largo de todo el ciclo celular. El nivel de la proteina se
correlaciona con la proliferacién celular y, especificamente, con la sintesis de
DNA. Es ampliamente utilizado como marcador de proliferacion, tanto en
patologia clinica como experimental. En nuestro estudio, todos los carcinomas
sometidos a estudio con PCNA mostraron un marcaje severo (+++), por lo que

podemos decir que todos ellos presentaban un grado de proliferacion intenso.

P53 es una fosfoproteina implicada en el control del ciclo celular, la
reparacion del ADN, la apoptosis y la conservacion de la integridad gendmica.
Su mecanismo de accion consiste en un bloqueo transitorio del paso de fase G1
a fase S en células con dafio en el ADN. Un aumento en la concentracion de la
proteina nativa conlleva la parada del ciclo celular antes de la sintesis replicativa
de ADN. Esto impide la entrada en fase de mitosis, permitiendo la reparacién del
material genético dafiado o, alternativamente, induciendo los mecanismos que
llevan a la muerte celular por apoptosis, por medio de la inhibicion de la sintesis
de Bcl-2. La proteina normal se expresa en pequefias cantidades, suficientes
para el control de ciclo celular, por lo que, en condiciones normales, esta
proteina no es observable mediante técnicas inmunohistoquimicas. Sin embargo,
en algunas ocasiones, cuando existen mutaciones que inactivan la proteina (al
no existir, control por retroalimentacion, de la produccion de p53) las proteinas
inactivas se acumulan en el nucleo celular (y a veces en el citoplasma) siendo
detectables mediante este tipo de técnicas. Diferentes estudios han relacionado
la positividad de p53 con los tumores de cabeza y cuello. Ogden y cols. (1992) y

Leedy y cols. (1994), encontraron la mutacion p53 en el CE de lengua.
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Warnakulasuriya y cols. (1992 y 1994), en varios estudios, relacionaron que
algunas lesiones premalignas de cabeza y cuello mostraron tener proteinas p53
mutadas. El aumento de la expresion de p53 se correlaciona con la actividad
proliferativa y agresividad de carcinomas escamosos de cavidad oral (Saito,
1999). En nuestro estudio, todos los carcinomas marcados con el anticuerpo
Anti-p53, mostraron una acumulacion intensa (+++) de proteina andmala en el
nacleo celular. Por tanto, podemos decir que uno de los mecanismos de
activacion de la carcinogénesis oral por parte del DMBA, es la alteracion de la
proteina p53.

En resumen, por todos los datos recogidos en este trabajo, podemos
concluir que la apigenina potasica ha demostrado tener un efecto
guimiopreventivo frente a la induccion de la carcinogénesis oral mediante la
aplicacién del carcinbgeno DMBA. Macroscépicamente, los carcinomas de los
hédmsters que recibieron este flavonoide en el agua de bebida presentaban un
volumen muy inferior al del resto de grupos (57,984+30,090).
MicroscOpicamente, cabe destacar la baja incidencia de animales que
presentaban carcinomas de células escamosas 55,56%, siendo el 75% de estos
carcinomas in situ. Se trataba mayoritariamente de tumores bien vy
moderadamente diferenciados, los nucleos exhibian un grado moderado de
pleomorfismo y las figuras mitdticas no eran muy abundantes. Ademas, fue el
grupo que menor puntuaciéon obtuvo mediante el sistema de graduacion de
Bryne (6,625+0,98).

Asimismo, el acido rosmarinico también ha demostrado poseer un efecto
inhibitorio sobre la carcinogénesis oral, ya que disminuyé la incidencia y
multiplicidad de lesiones macroscopicamente visibles, aunque el volumen de
estas lesiones no diferia de los volumenes observados en el grupo control.
Ademas disminuy6 la progresion de estas lesiones a carcinomas de células
escamosas, con una media de carcinomas por animal de 0,625+0,155 y una
incidencia del 56,25%. Las caracteristicas histologicas de los carcinomas
generados en este grupo eran mas favorables que las del grupo control, como
asi se desprende tras analizar los datos obtenidos al utilizar la clasificacion de

Broders, con el 80% de los tumores bien diferenciados frente al 50% del grupo
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control; y la clasificacion de Bryne, en la que el grupo tratado con &cido
rosmarinico obtuvo un escore total de 7,1+0,982 inferior al del grupo control
8+0,646.

Por el contrario, en los grupos tratados con catequinas del cacao (grupo
[1) y eriocitrina (grupo 1V) no se observo de forma tan clara un efecto beneficioso
de la administracion de dichos tratamientos. Los tumores desarrollaros tenian de
un volumen superior a los del grupo control. La media de lesiones histolégicas
premalignas por animal también fue superior para el grupo lll, si bien es cierto
gue estos tratamientos disminuyeron la progresion a la formacion neoplasias
malignas, ya que la incidencia de animales con carcinomas de células
escamosas fue del 70% para el grupo Ill y del 68,75% para el grupo IV. Sin
embargo, el comportamiento biolégico de estas neoplasias era mas desfavorable
gue el observado en los grupos Iy V, y muy similar al del grupo control. El grupo
lll presentdé mayoritariamente tumores moderadamente diferenciados, y el grupo
IV tuvo un porcentaje similar al grupo control de carcinomas indiferenciados. Al
evaluar el grado de invasion, observamos que el porcentaje de carcinomas in
situ de ambos grupos era inferior al observado en el grupo control. Ambos
grupos obtuvieron escores mas bajos que el grupo control, segun el sistema de
graduacion histologica de Bryne.

Basandonos en los resultados obtenidos en esta investigacion y los datos
prometedores de varios estudios (Gomez, 2009; Silvan, 2011), consideramos
gue serian necesarios nuevos estudios para profundizar en la comprensiéon del
mecanismo de accién de estos compuestos, asi como para determinar su
eficacia quimiopreventiva y su posible uso como nuevo enfoque terapéutico o

preventivo en personas con riesgo de padecer cancer oral.
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La aplicacion topica de agente carcinébgeno DMBA en la mucosa yugal del
hamster sirio, originG el proceso de carcinogénesis en un periodo de

tiempo menor que el establecido en la bibliografia.

Las lesiones neoplasicas desarrolladas mostraban microscopicamente un

espectro lesional semejante al de la carcinogénesis humana.

Los carcinomas escamosos desarrollados mostraban positividad ante los

marcadores inmunohistoquimicos PCNA y p53.

Todos los compuestos fendlicos estudiados han demostrado reducir la
incidencia tumoral. La apigenina potasica y el acido rosmarinico fueron los
compuestos que mostraron mejores resultados, la primera reduciendo
considerablemente el volumen tumoral de los carcinomas desarrollados
en ese grupo, y ambos compuestos fueron los que redujeron de forma

mas significativa la incidencia y agresividad de los tumores desarrollados.
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ROS Especie reactiva de oxigeno
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