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RESUMEN

Introduccion: El carcinoma oral de células escamosas
es una neoplasia maligna con mal prondstico y baja tasa de
supervivencia, en cuya etiologia estan fuertemente implica-
dos el tabaco y el alcohol, entre otros factores. En 1954,
Salley describié un modelo experimental de carcinogénesis
en la mucosa yugal del hamster mediante la aplicacion del
agente DMBA. Métodos: Hemos desarrollado dos modelos
experimentales diferenciados, basados en la aplicacion del
DMBA sobre cobayas y hamster respectivamente. Resulta-
dos: En el primer modelo (cobayas) no ocurri6 el fenome-
no de la carcinogénesis con el tiempo y las dosis adminis-
tradas. Solamente observamos areas de displasia epitelial,
que era mas severa en los animales que, ademas del trata-
miento con DMBA, ingerian etanol. En el segundo modelo
(hamster), se desarrollaron neoplasias malignas, que eran
mas numerosas y con un comportamiento biologico mas
agresivo cuando se administraba el DMBA combinado con
el etanol. Conclusiones: El etanol se ha comportado como
agente promotor de la carcinogénesis.

Palabras clave: Carcinogénesis oral, modelo experi-
mental, DMBA, hamster, cobayas.

SUMMARY

Introduction: Oral squamous cell carcinoma is a malig-
nant neoplasm with a bad prognosis and low survival rate.
Tobacco and alcohol are among the most important causati-
ve factors. In 1954, Salley described an experimental model
of carcinogenesis, applying the agent DMBA to the jugal
mucosa of hamsters. Methods: we have developed two dif-
ferent experimental models based on the application of
DMBA to guinea pigs and hamsters. Results: No carcino-
genesis was seen in the guinea pigs at the administered
doses of DMBA, only areas of epithelial dysplasia, which
were more severe in the animals that were also given alco-
hol. Malignant neoplasias developed in the hamsters and
were more numerous and more aggressive when DMBA
was administered together with ethanol. Conclusions: In
the present study, ethanol acted as an enhancer of carcino-
genesis.

Keywords: Oral carcinogenesis, experimental model,
DMBA, hamster, guinea pig.
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INTRODUCCION

El carcinoma oral de células escamosas es una neopla-
sia maligna caracterizada por un mal prondstico y una baja
tasa de supervivencia. A pesar de los grandes avances en
biologia celular y molecular, oncologia y cirugia, la tasa
de morbilidad y mortalidad de esta enfermedad permane-
ce invariable desde hace afios (1). Los factores de riesgo
mas importantes del cancer oral siguen siendo el tabaco y
el alcohol (2), aunque también han sido fuertemente impli-
cados en su etiologia virus como el del papiloma humano
y la predisposicion genética del individuo (3).

Recibido el 30/9/09. Aceptado el 13/12/09.

Desde que los agentes quimicos se describieron como
principales factores etiologicos del cancer oral, se han
desarrollado diversos modelos animales con el objetivo
de estudiar los mecanismos de la carcinogénesis. Uno de
los mas conocidos es el modelo descrito por Salley en
1954 (4), en el que tras la aplicacion del carcinégeno qui-
mico 7,12-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) en la
mucosa yugal del hamster, se desarrollan carcinomas de
células escamosas y lesiones premalignas muy similares
a las humanas.

Nuestra hipdtesis de trabajo consistio en el desarrollo
de un modelo experimental de carcinogénesis oral en
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roedores (cobayas y hamster) mediante la aplicacion
topica del hidrocarburo aromatico policiclico (DMBA) y
la ingestion de etanol, con el fin de estudiar de modo sis-
tematizado las lesiones desarrolladas.

MATERIAL Y METODOS

Hemos realizado dos modelos experimentales dife-
renciados utilizando cobayas y hamster respectiva-
mente.

ANIMALES

Para el modelo I hemos utilizado 50 cobayas tri-
color (Cavia porcellus) con un peso medio de
365,6 g y una media de edad de 4 meses al inicio de
los experimentos; y para el desarrollo del segundo
modelo fueron empleados 28 hamster sirios (Meso-
cricetus auratus) cuyo peso medio al comienzo de
los experimentos fue de 114,22 g y la media de edad
de 5 meses. Todos los animales procedian del servi-
cio de animales de laboratorio del SAI (Servicios de
Apoyo a la Investigacion), licencia n.° REGAES
300305440012 de la Universidad de Murcia, donde
se mantuvieron en cajas de 22 X 22 cm (484 cm?). En
el caso de los cobayas, cada caja contenia un animal
mientras que los hamster se distribuian en grupos de
cinco o seis animales, y eran provistos de comida y
bebida «ad libitum». Todos los animales fueron man-
tenidos y utilizados siguiendo las normas de la UE
para la proteccidon de animales utilizados en experi-
mentacion (86/609/CEE).

AGENTES
Modelo I

— Hidrocarburo policiclico aromatico 7,12-dimetil-
1,2-benzantraceno (DMBA), obtenido de Sigma
Aldrich Co. El DMBA se disolvia en acetona (Sig-
ma Aldrich Co, Madrid, Espaifia) al 0,5%.

— 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), obte-
nido de Sigma Aldrich Co. La dilucion se realiza-
ba en acetona al 0,2%.

— Etanol absoluto disuelto en agua al 1,2% Obtenido
de Guinama (Valencia, Espafia).

Modelo II
— DMBA al 0,5% disuelto en acetona.
— Etanol absoluto al 1,2% en el agua de bebida.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Modelo I

Los animales del primer experimento se distribuye-
ron, de forma aleatoria, en los siguientes grupos experi-
mentales y control:

Grupos control

¢ Grupo I: Acetona (n=10).
e Grupo II: Etanol al 1,2% en el agua de bebida
(n=10).

Grupos tratados

e Grupo III: DMBA (n=10)
¢ Grupo IV: DMBA + TPA (n=10)
e Grupo V: DMBA + TPA + Etanol (n=10)

Los animales de los grupos I, III, IV y V eran seda-
dos tres veces a la semana para la aplicacion de los agen-
tes en el borde postero-lateral izquierdo de la lengua
de forma topica. Previamente se realizaba la erosion del
epitelio con pincel de pelo de camello del nimero 4 con
el fin de favorecer la penetracion de los agentes. El
DMBA se administraba en dosis de 2 pg disueltos en
80 ul de acetona, mientras que la dosis de TPA era de
2,5 ug que se aplicaban disueltos en 0,2 ml de acetona.

En el grupo III, los animales recibieron el tratamiento
con DMBA durante 40 semanas, mientras que los de los
grupos IV y V se trataron 20 semanas con DMBA y las 20
restantes con TPA. Ademas, los animales del grupo V inge-
rian alcohol en el agua de bebida al 1,2% durante todo el
experimento. Asi, la dosis total de DMBA y TPA adminis-
trada a cada uno de los animales fue de 240 ug de DMBA
para los animales del grupo I11 y de 120 pg de DMBA mas
150 pg de TPA a los animales de los grupos IV y V.

En cuanto al etanol, sabiendo que un cobaya adulto
bebe diariamente unos 10 ml de agua, podemos estimar
el consumo total al final de los experimentos en 33.6 ml
de etanol absoluto.

Modelo II

Los animales del segundo modelo se distribuyeron en
tres grupos de forma aleatoria:

Grupos control

e Grupo I: Etanol al 1,2% en el agua de bebida (n=12).
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Grupos tratados

¢ Grupo II: DMBA al 0,5% en acetona (n=8).
¢ Grupo III: DMBA al 0,5% en acetona + Etanol al
1,2% en el agua de bebida (n=8).

El método de aplicacion de los agentes en los grupos
II y III era similar al utilizado con los animales del mode-
lo I, salvo que en este caso se administraban en la muco-
sa yugal izquierda y no se realizaba erosion previa. La
cantidad de carcindgeno aplicada era de 1 pg. Como el
periodo experimental fue de 11 semanas, la dosis total de
carcinogeno con la que se tratd a cada animal fue de 33 pg.

Tanto los animales del modelo I como los del mode-
lo dos, se pesaban semanalmente y se observaban con
detenimiento la lengua y la mucosa yugal izquierda en
cobayas y hamster respectivamente, asi como tejidos
adyacentes a la pincelacion en busca de cambios tisula-
res macroscopicos como el eritema, ulceraciones, leuco-
plasia o tumefacciones.

Ademas, siguiendo el procedimiento utilizado por
Feng, 2006 (5), registramos el tiempo en semanas en el
que el 50% de los animales de cada grupo habia des-
arrollado tumores (Tsq). El tamaifio de dichos tumores se
media en milimetros en 3 direcciones ortogonales (A, B
y C) y calculabamos su volumen mediante la féormula: V
= ABC (1/6).

A las 40 semanas en el caso de los cobayas y a las 11
semanas en el de los hamster, se procedié al protocolo de
eutanasia mediante camara de CO, con todos los anima-
les y se extirparon las mucosas tratadas y las visceras.
Las muestras tisulares fueron fijadas en formol neutro
tamponado al 10%, al menos durante 48 horas, para ser
incluidas en parafina, seccionadas a 4 um de espesor y
tefiidas con Hematoxilina y Eosina por el método habi-
tual seguido en la Catedra de Anatomia Patologica.
Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad
de Murcia. En un caso del grupo III del modelo II, se rea-
liz6 el estudio inmunohistoquimico segun la metodologia
del servicio de Anatomia Patologica del Hospital Gene-
ral Universitario Reina Sofia de Murcia, utilizando los
anticuerpos: CD68, AE1/AE-, P-S100, CD3, CD4, CDS5,
CDS8 y vimentina.

El estudio morfologico de todas las muestras tisula-
res se realizd con microscopia optica. Las preparaciones
fueron estudiadas por dos observadores, que dependien-
do del grado de lesion se valoraron de una a tres cruces
(+,++,+++) los siguientes parametros morfologicos:

1. Epitelio: Hiperqueratosis, paraqueratosis, orto-
queratosis, acantosis, papilomatosis, hiperplasia de célu-
las basales, displasia de grado I, displasia de grado II,
displasia de grado III.

2. Corion o lamina propia: Respuesta mesenquimal
(fibroplasia laminar vertical, proliferacion vasos capila-
res ¢ infiltrado inflamatorio).

3. Neoplasias: Carcinoma «in situ», carcinoma pre-
dominantemente exofitico, carcinoma invasor, otros.

METODO ESTADISTICO

Hemos realizado una estadistica descriptiva de cada
variable observada, obteniendo las distribuciones de fre-
cuencias. En los casos de variables cuantitativas, se cal-
cularon parametros caracteristicos: media, desviacion
tipica, maximo y minimo. La comparacién de grupos se
hizo mediante analisis de varianza de una via, comple-
mentado con contrastes de igualdad de pares de medias,
con el método de la minima diferencia significativa y
con la correccion de Bonferroni (confirmando previa-
mente que se cumplian las condiciones aplicables de
Anova).

RESULTADOS
Modelo I

Macroscépicamente, los animales de los grupos tra-
tados III, IV y V y del grupo control I presentaban leve
eritema a partir de la tercera semana de tratamiento. Pos-
teriormente, estas zonas rojizas adquirian una coloracion
blanquecina adoptando morfologia macroscopica similar
a la de la leucoplasia oral humana, salvo porque eran
lesiones de tipo predominantemente macular y no en pla-
ca (fig. 1).

Microscépicamente, observamos hiperqueratosis,
que era mas intensa en los grupos tratados con el DMBA
(IIL, IV y V) que en los controles (I y II) con diferencias
estadisticamente significativas (p=0,005). Esta hiperque-
ratinizacion del epitelio se producia de forma normal
(ortoqueratosis) con mas frecuencia en los animales de

Fig. 1: lesion blanca en mucosa lingual de un cobaya tricolor (modelo
I) tratada con DMBA.
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Fig. 2: Displasia epitelial correspondiente a la lesion observada en la
figura 1. H.E., 125x.

los grupos controles que en los tratados, en los que pre-
dominaba la paraqueratosis.

La acantosis y la hiperplasia de células basales eran
menos intensas en el grupo control II (etanol) que en los
restantes grupos con diferencias estadisticamente signi-
ficativas. En el grupo I eran mas intensas que en el II
pero menos que en los grupos III, IV y V con diferencias
estadisticamente significativas. Entre los grupos III, IV y
V no existia significatividad estadistica respecto a estas
dos variables.

En cuanto a la respuesta mesenquimal, también era
mas intensa en los grupos tratados que en los controles
con diferencias estadisticamente significativas excepto
entre los grupos II (control etanol) y III (DMBA).

Ninguno de los animales de los grupos I y II (contro-
les) desarroll6 displasia. De los grupos tratados, la dis-
plasia era mas severa en los animales del grupo V
(fig. 2), con diferencias estadisticamente significativas
con respecto a los del grupo III, pero no con los del IV.

Fig. 3: lesiones multicéntricas en la mucosa yugal de un hamster
(modelo II) tras 8 semanas de tratamiento con DMBA.
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En este ultimo, el grado de displasia también era mas
intenso que en el grupo III, con diferencias estadistica-
mente significativas. El fendmeno de la carcinogénesis
no ocurri6 en ninguno de los grupos tratados ni contro-
les, no observandose ninguna lesion macroscopica ni
microscopica que sugiriera la presencia de una neoplasia
maligna.

Modelo IT
Grupo I (etanol al 1,2% en el agua de bebida)

Macroscépicamente no observamos cambios en el
epitelio oral de los animales de este grupo. La mucosa
yugal aparecia sonrosada y plegada sobre si misma de la
forma habitual.

Microscopicamente, existia cierto grado de hiper-
queratosis en todas las muestras observadas, que era
menor que en los grupos II y III con diferencias estadis-
ticamente significativas y en la que predominaba la orto-
queratosis sobre la paraqueratosis.

La acantosis, papilomatosis, hiperplasia de células
basales y la respuesta conectiva eran de menor intensidad
que en los grupos Il y III con diferencias estadisticamen-
te significativas. Ningun animal de este grupo presentod
displasia epitelial ni carcinoma.

Grupo II (aplicacion tépica de DMBA)

En las primeras 8 semanas de tratamiento no obser-
vamos cambios macroscépicos relevantes en la mucosa
de los animales tratados. A partir de ese tiempo y en ade-
lante, comenzaron a desarrollarse, en tres de los anima-
les, lesiones exofiticas de coloracion variable que podian
ser pediculadas y con aspecto papilomatoso o bien tener
una insercion mas amplia en la mucosa. Normalmente,
surgia una unica lesion pero a los pocos dias aparecian
mas lesiones similares en zonas adyacentes (fig. 3).

Morfologicamente, todas las lesiones incipientes eran
muy parecidas, salvo por la coloracion, que variaba
mucho de unas a otras. Habia algunas lesiones de color
rojo intenso que denotaban un gran componente vascu-
lar; asi como otras de color marrén parduzco e incluso
otras blancas debido a la marcada queratinizacion.

El tamafio de los tumores fue siempre en aumento
desde su origen en las semanas octava y novena, hasta el
final de los experimentos (semana undécima), donde se
observo una diferencia de tamafio que iba desde los
16,75 mm? del tumor mas pequefio a los 282,6 mm? del
mayor.

Tres de los animales de este grupo desarrollaron
tumores macroscopicos (50%), con un Tsy de 9 sema-
nas.
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Microscépicamente, observamos todo el espectro de
la carcinogénesis. Dependiendo de la zona del epitelio oral
observada, existia displasia de grados I, II 6 III, carcinoma
«in situy, carcinoma exofitico o carcinoma invasor.

La hiperqueratosis era muy marcada en los animales
de este grupo y superior a la de los animales del grupo |
con diferencias estadisticamente significativas. El tipo
de queratinizacion predominante era la paraqueratosis,
con diferencias estadisticamente significativas con res-
pecto al grupo I aunque no con el II1.

En todos los animales se observaron areas de acanto-
sis, papilomatosis e hiperplasia de células basales (con
diferencias estadisticamente significativas respecto al
grupo control). La respuesta conectiva no era relevante.

Las zonas displasicas se caracterizaban por engrosa-
miento epitelial, debido a la proliferacion de las células
de los estratos inferiores. No observamos diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo III.

En tres animales se desarrollaron carcinomas de célu-
las escamosas que estaban constituidos por nidos o cor-
dones irregulares de queratinocitos poligonales o globu-
losos, que presentaban moderado pleomorfismo. Dos de
ellos presentaban un crecimiento predominantemente
exofitico con microinvasion y sélo uno de ellos crecia
ademas, infiltrando el corion subyacente en profundidad.
Los citoplasmas de las células neoplasicas eran usual-
mente amplios y eosindfilos. Los nucleos eran hipercro-
maticos, vesiculosos, con nucléolos unicos o multiples,
voluminosos y eosinéfilos, asi como con ocasionales
figuras de mitosis. Asimismo, era frecuente la observa-
cion de fendmenos de disqueratosis y la formacion de
globos corneos.

Grupo II1

En este grupo, el comienzo de las lesiones orales tuvo
lugar una semana antes que en el grupo del DMBA indi-
vidualizado (semana 7) y el tiempo en que la mitad de los
animales habian desarrollado algiin tumor (Ts,) fue de 8
semanas.

Macroscopicamente no observamos diferencias
relevantes entre las lesiones de este grupo con respecto a
las del anterior en su comienzo. Se trataba de lesiones
nodulares, exofiticas y pediculadas de aspecto papiloma-
toso.

Sin embargo, si observamos mayor agresividad bio-
logica y velocidad de crecimiento de los tumores de
este grupo. Algunos de ellos alcanzaron un gran volumen
final y presentaban una superficie ulcerada con sangrado
espontaneo. El volumen de los tumores al final del expe-
rimento variaba entre los 62,7 mm?> del tumor mas
pequefio a los 586,1 mm? del més grande (fig. 4).

Microscopicamente, la hiperqueratosis era intensa y
similar a la de los animales del grupo II, con diferencias
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Fig. 4: Neoplasia de un animal del modelo II después de 10 semanas
de tratamiento con DMBA y etanol.

estadisticamente significativas con respecto al grupo Iy
con predominio de la paraqueratosis sobre la ortoquera-
tosis. La acantosis, papilomatosis, hiperplasia de células
basales y la respuesta conectiva no eran cuantificables
debido a la alta prevalencia de carcinomas.

Observamos multiples areas de displasia de diferente
grado en todos los animales y en cuatro de ellos, neopla-
sias malignas.

Sin embargo, la tipologia de los tumores asi como el
patrén de crecimiento de los mismos era diferente al de
los animales en los que se aplico el DMBA solamente.
En este caso, los tumores desarrollados por tres de los
animales fueron carcinomas de células escamosas. En
uno de ellos, presentaban un crecimiento exofitico con
microinvasion de tejidos subyacentes mientras que en los
otros dos crecian en profundidad adhiriéndose a planos
subyacentes y a los tejidos de la vecindad (fig. 5). La
lesion desarrollada por otro de los animales no pudimos
diagnosticarla con la tincion de Hematoxilina y Eosina,
por lo que se realizé un estudio inmunohistoquimico de

[ .

Fig. 5: carcinoma de células escamosas. H.E., 312,5x.
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Fig. 6: Infiltrado linfocitario en mucosa oral de uno de los animales
del grupo III (DMBA + etanol) del modelo II. Inmunohistoquimica
positiva para el anticuerpo CD3, 500x.

esta lesion. La vimentina, anticuerpos de citoqueratinas
AE1/AE, CD68 y CD8 fueron negativos, y la proteina
S100 y anticuerpos CD3, CD4 y CDS positivos (fig. 6)
(tabla 1).

DISCUSION

Desde la descripcion del mecanismo de la carcinogé-
nesis en dos fases: iniciaciébn y promocion, han sido
numerosos los agentes que se han ensayado, de forma
experimental, con el objetivo de conocer lo mas fielmen-
te posible el mecanismo de produccién de la carcinogé-
nesis oral en humanos. Entre ellos, destacan el alquitran
de carbdn, el 20-metil-colantreno, el 4NQO (6,7), el
polioxietileno-sorbitan-monosterato (Tween 60) (8) o el
aceite de crotdn (9), que han sido ampliamente utilizados
en el desarrollo de modelos animales de carcinogénesis

TABLA 1. Resumen de resultados del modelo II

oral (10). No obstante, el modelo experimental citado
con mayor frecuencia en la bibliografia cientifica corres-
ponde al descrito por Salley en 1954 (4) y que fue estan-
darizado posteriormente por Morris en 1961 (11). Este
modelo consistia en la aplicacion tres veces a la semana
de una solucion del carcinégeno quimico 7,12-dimetil-
1,2-benzantraceno (DMBA) al 0,5% en la mucosa yugal
del hamster sirio.

Probablemente, la enorme difusion del modelo radi-
ca en la gran similitud que presentan las lesiones des-
arrolladas con las del cancer oral en humanos, ya que
para muchos autores, los tumores desarrollados son mor-
fologica e histolégicamente muy similares al carcinoma
oral de células escamosas y ademads, expresan también
muchos de los marcadores bioquimicos y moleculares
del cancer oral en humanos (12).

Cuando nos planteamos el desarrollo de un modelo
de carcinogénesis en la cavidad oral, elegimos la lengua
del cobaya tricolor, debido a que la lengua corresponde a
la localizacion mas frecuente del cancer oral en humanos
(13). EI motivo por el que elegimos este animal fue la
experiencia de nuestro grupo de investigacion en estu-
dios previos, asi como su cavidad oral relativamente
grande, lo que facilita la aplicacion de los agentes, y su
comportamiento docil.

Por otra parte, Renstrup en 1962 (14), demostrd que
la irritacion cronica, al estimular la proliferacion celular,
favorece la accion de los carcindgenos orales y aumenta
el riesgo de desarrollar cancer. En este sentido, Perez,
2005 (15) desarrollé un modelo animal en el que combi-
naba la aplicacion de DMBA con la presencia de ulceras
provocadas que no dejaba cicatrizar y concluyd que la
ulcera traumatica crénica, por si misma no incrementa el
riesgo de transformacion maligna, pero actuaba como un
agente promotor, lo que permitia reducir en mas de la
mitad las dosis d¢ DMBA necesarias para originar los
tumores. Por este motivo, cuando nos planteamos el pri-

Grupo Tratamiento N.° de animales | Animales con tumores Tipo Semana de aparicién | Volumen tumoral (mm?)
1 Etanol bebido 12 - - - -

11 DMBA 8 3 CCE exofitico 9 16,75
CCE exofitico 9 153,86

CCE invasor 8 282,6

111 DMBA + etanol 8 4 CCE exofitico 9 62,8
CCE invasor 8 182,2

CCE invasor 7 471

Infiltrado linfocitario 8 586,1
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mer modelo experimental, decidimos aplicar el DMBA
después de erosionar la mucosa lingual de los cobayas,
con el fin de favorecer la penetracion del agente carcind-
geno.

La fuerte relacion existente entre el alcohol, el taba-
co y el cancer oral ha sido descrita ampliamente tanto en
estudios clinicos como epidemiologicos y experimenta-
les. El alcohol puede actuar de varias formas; puede ser
un co-carcindgeno al combinar su efecto con el de otros
agentes carcindgenos; por otra parte, al metabolizarse, su
derivado acetaldehido tiene efecto carcinogénico propio
y al asociarse a ciertos carcindgenos como el tabaco,
puede originar sinergismo o sin-carcinogénesis, poten-
ciando el efecto del tabaco hasta dieciseis veces (16). Por
lo que, con el objeto de estudiar el efecto del etanol en la
carcinogénesis oral experimental inducida por DMBA,
incluimos en nuestro modelo experimental un grupo en
el que tratamos a los animales, ademas de con la aplica-
cion del carcindgeno, con etanol al 1,2% en el agua de
bebida.

En cuanto a la concentracion del agente carcindgeno
utilizada, elegimos la dosis de 2 pg de DMBA por animal
aplicada tres veces a la semana y los tiempos de trata-
miento, similares a los que nuestro grupo de trabajo uti-
liz6 previamente en el desarrollo de un modelo de carci-
nogénesis cutanea en cobayas albinos (17,18). En este
modelo, realizado sobre 60 cobayas albinos, se desarro-
llaron miles de lesiones hiperplasicas, displasicas y neo-
plasicas, tanto epiteliales (4.415) como melanociticas
(1.114) (19).

Respecto al tiempo medio de presentacion de los
tumores descrito en la bibliografia en la mucosa yugal
del hamster, que varia de 8 a 12 semanas segun los auto-
res, en los cobayas de nuestro estudio no se origind nin-
guna tumoracion macroscopica que nos sugiriera la pre-
sencia de neoplasia maligna. Por este motivo, decidimos
continuar con la aplicacion de los agentes durante el mis-
mo periodo de tiempo que empleamos previamente en el
modelo de carcinogénesis cutanea en cobayas antes cita-
do. De este modo, mantuvimos a uno de los grupos con
el tratamiento trisemanal con DMBA durante 40 sema-
nas (cuatro veces superior a las dosis utilizadas en los
modelos sobre hamster) y decidimos aplicar el promotor
tumoral TPA en dos de los grupos experimentales.
Ambos grupos habian sido tratados durante 20 semanas,
el primero con DMBA de forma individualizada y el
segundo con DMBA y etanol en el agua de bebida, y les
aplicamos, ademas el TPA durante 20 semanas mas.

Una vez finalizado el experimento, al no haber con-
seguido la presentacion de carcinomas de células esca-
mosas en la mucosa lingual de los cobayas, nos plantea-
mos las posibles causas de no haber conseguido desarro-
llar la carcinogénesis epitelial, que creemos, por una
parte puede deberse a que la concentracidon del carcino-
geno, asi como la duraciéon del tratamiento, no fueran

suficientes para el desarrollo de neoplasias malignas en
la mucosa oral del cobaya; o bien, la resistencia de la
mucosa lingual del cobaya a los efectos carcinogénicos
del DMBA o incluso a que el carcindgeno fuese degluti-
do y no actuase, por tanto, durante el tiempo necesario.
Ante estos resultados, nos volvimos a plantear el des-
arrollo de un nuevo modelo de carcinogénesis oral, pero
tomando como referencia un modelo experimental simi-
lar descrito en la bibliografia con el hamster como ani-
mal.

En este segundo modelo, nuestro objetivo fundamen-
tal consistié en intentar lograr el desarrollo de carcino-
mas de células escamosas en los hamster, para conocer
sus caracteristicas morfologicas y bioldgicas asi como
poder estudiar el efecto del etanol como agente promo-
tor. En este sentido, diversos autores han estudiado el
efecto del etanol en la carcinogénesis inducida por
DMBA en hamster (20,21). En todos los casos, los ani-
males que eran tratados con los dos agentes de forma
simultanea, desarrollaban tumores en un periodo menor
que los tratados con DMBA de forma individualizada.

En el modelo original, en el que se aplicaba el
DMBA disuelto en aceite mineral, los tumores se origi-
naban lentamente en un periodo superior a las 12 sema-
nas, comenzando con queratosis y lesiones displasicas
similares a la leucoplasia oral (22-24). Las lesiones pre-
cancerosas (displasia) se desarrollaban a las 8-10 sema-
nas; entre las 12 y las 14 semanas se observaban carci-
nomas «in situ» y a las 18-20 semanas carcinomas inva-
sores. Sin embargo, estos tiempos se acortaban a 9-10
semanas cuando el DMBA era disuelto en alcohol (20) o
a 10-12 semanas cuando se incorporaba el alcohol en el
agua de bebida (21).

En nuestro estudio, el grupo de animales del modelo
II (hamster) que fueron pincelados con DMBA y simul-
taneamente tratados con alcohol en el agua de bebida,
comenzaron a desarrollar tumores en la séptima semana,
un periodo menor que el descrito en la bibliografia con-
sultada. Estos tumores experimentaron un rapido creci-
miento que obligd a sacrificar a los animales en la undé-
cima semana debido al gran volumen tumoral desarrolla-
do, que impedia su alimentacion. Es decir, en nuestro
modelo se acortaba el periodo de latencia tumoral res-
pecto a los trabajos antes citados.

Los animales a los que no aplicamos el etanol junto
con el DMBA (grupo II) comenzaron a desarrollar tumo-
res una semana después que los que recibian el trata-
miento combinado. Pero quiza, la diferencia mas rele-
vante entre estos dos grupos fue que los tumores mostra-
ban una progresion mas rapida y un comportamiento
bioldégico mas agresivo cuando se administraban los dos
agentes (grupo III).

Aunque esta demostrado que el etanol, ademas de
actuar como agente promotor de la carcinogénesis, posee
efecto carcindgeno propio, en nuestro trabajo no provo-
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co el desarrollo de neoplasias malignas al aplicarlo de
forma individualizada. Asi, en los animales en los que
administramos el etanol de forma individualizada (grupo
control I), no observamos ningtin cambio macroscopico
relevante en el epitelio oral a lo largo del experimento,
aunque microscdpicamente existia cierto grado de hiper-
queratosis con predominio de la ortoqueratosis sobre la
paraqueratosis. En ningin animal de este grupo observa-
mos displasia epitelial ni carcinomas.

Por otra parte, segun la bibliografia consultada, la
administracion combinada del etanol con el agente carci-
ndégeno DMBA, ademas del acortamiento del periodo de
latencia tumoral, hace que los tumores alcancen volume-
nes mayores, sean mas invasivos e histoldgicamente
menos diferenciados que cuando se aplica el DMBA de
forma individualizada (20,25,26).

En nuestro estudio, los resultados obtenidos en el
grupo III (DMBA + Etanol) coinciden con lo descrito en
la bibliografia, ya que en este grupo se observd mayor
incidencia tumoral que en el grupo en el que aplicamos
el DMBA solamente. Observamos cuatro animales con
tumores, frente a los tres animales que desarrollaron neo-
plasias en el grupo II.

Los tumores desarrollados en los animales del gru-
po del DMBA mas etanol, también diferian de los des-
arrollados en el resto de los grupos por los volimenes
que alcanzaban, el modo de crecimiento y el tipo histo-
logico.

De los cuatro animales que desarrollaron neoplasias
malignas en este grupo, en tres casos fueron carcinomas
de células escamosas. En dos de los casos, mostraron un
importante crecimiento vegetante hacia la cavidad oral
(patrén exofitico) aunque también invadian el corion
subyacente en profundidad, formando islotes o cordones
irregulares de células tumorales. Sin embargo, los carci-
nomas de células escamosas desarrollados en el otro ani-
mal de este grupo, tenian un crecimiento predominante-
mente exofitico y sélo observamos microinvasion del
corion.

Gilmore (27) describié acimulos de linfocitos en la
lamina propia de los animales tratados con acido reti-
noico, especialmente en aquellos que también recibian
el tratamiento con DMBA, presentando uno de estos
animales un denso infiltrado linfocitario que sugeria lin-
foma.

En el grupo II, correspondiente a los animales a los
que administramos el DMBA de modo individualizado,
las neoplasias desarrolladas por tres de los animales,
correspondieron a carcinomas de células escamosas. En
este caso, dos animales mostraban tumores con un creci-
miento predominantemente exofitico con microinvasion
focalizada y sélo en uno de ellos, los carcinomas crecian
invadiendo el corion en profundidad.

En cuanto al volumen tumoral, observamos impor-
tantes diferencias entre estos dos grupos (II y III), aun-
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que no fueron estadisticamente significativas, probable-
mente debido al tamafio de la muestra. De tal modo que,
en los animales del grupo IV, se desarrollaron las dos
neoplasias de mayor volumen de todos los grupos, con
586,1 mm?® y 471 mm? respectivamente, y las otras dos
neoplasias correspondientes a este grupo también alcan-
zaron un gran volumen (182,2 mm? y 62,8 mm?); mien-
tras que los volumenes tumorales desarrollados en los
animales del grupo II fueron de 282,6 mm?, 153,86 mm?
y 16,75 mm?,

En la bibliografia, existen diversos trabajos en los que
el desarrollo de los tumores va precedido de lesiones pre-
cancerosas, algunas de ellas en forma de placas blancas
similares a la leucoplasia oral de los humanos tanto macro
como microscopicamente. De hecho, este modelo ha sido
calificado como idéneo para estudiar todo el espectro de
lesiones de la carcinogénesis oral, debido al desarrollo de
lesiones premalignas previas a la presentacion de los
tumores invasores (28,22,29,3). En nuestro experimento,
sin embargo, no ocurri6 tal fendmeno ya que las neopla-
sias se originaron en ausencia de lesiones premalignas
previas macroscopicamente relevantes, aunque desde el
punto de vista microscdpico si se apreciaban lesiones pre-
cancerosas en los bordes de las neoplasias.

Las conclusiones que extraemos de nuestro experi-
mento son:

En el modelo I (cobayas) no se desarrollaron neopla-
sias malignas con las dosis de carcinégeno administradas
y el tiempo de tratamiento empleado, mientras que en el
modelo II (hamster), ocurri6 la carcinogénesis oral tras la
aplicacion del carcindgeno. Las neoplasias se originaron
de forma temprana y ademas, mostraban microscopica-
mente un espectro lesional semejante al de la carcinogé-
nesis oral humana, por lo que consideramos este modelo
idéneo para el estudio de la etiopatogenia del cancer oral
asi como para el ensayo de diferentes tratamientos frente
a esta enfermedad.

Por otra parte, el etanol ha demostrado efecto promo-
tor de la carcinogénesis en el modelo II, puesto que los
tumores desarrollados en los animales tratados con eta-
nol y DMBA, fueron mas numerosos, agresivos y de
mayor volumen que los desarrollados en los animales
que no lo ingerian.
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