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RESUMEN

Se ha reportado que el Benzopireno es un carcinégeno de la familia de los
hidrocarburo aromaticos policiclicos que provoca cambios displasicos en las
células epiteliales de la mucosa de la bolsa bucal. El objetivo de este estudio fue
demostrar histoldgicamente los cambios sugestivos de malignidad provocados por
el benzo(a)pireno quimicamente puro en la mucosa de las bolsas bucales de los
Hamsters cepa Syrian, para ello se trataron 15 animales durante 12 semanas, en
las cuales se aplicdé benzo(a)pireno una vez al dia, estos se dividieron en tres
grupos los cuales se sacrificaron a las 4, 8 y 12 semanas. Los resultados
mostraron que el benzo(a)pireno provoca cambios displasicos, entre los cuales se
observaron nucleolos prominentes, nucleos hipercromaticos, pleomorfismo celular,
pérdida de la relacidon nlcleo/citoplasma, ademas de estos se observo la
existencia de infiltrado inflamatorio y micoabscesos. Al final del tratamiento
encontramos que del total de los animales (100%) del grupo experimental 13% no
presentaron, 20% presentaron displasia leve, 33.3% moderada y 33.3% severa, en
los mismos animales se encontré que el 53.3% de ellos tenian microabscesos y
presentaron infiltrado inflamatorio 13 animales, de ellos el 13% no presento, el
53% presento infiltrado leve, el 27% moderado y el 7% severo.



INTRODUCCION

El tabaquismo es un importante problema de salud publica a nivel mundial,
debido a l|a alta incidencia de padecimientos cronicos invalidantes que se
relacionan con esta adiccion, mismos que originan muertes prematuras y grandes
pérdidas economicas por gastos en atencion médica asi como ausentismo laboral

y deterioro de la calidad de vida.

Las dos ultimas décadas han sido una era esencial para la prevencion del
cancer, y se han incrementado las vias de investigacion tanto experimental como
clinica enfocadas a cubrir todos los aspectos del conocimiento de la enfermedad
dentro de ellos se ha investigado los agentes carcinogénicos que contiene el
tabaco. Dentro de los componentes del humo del tabaco tenemos al alquitran,
metales carcinogénicos como niquel, promotores potenciales como el
acetaldehido y fenol, sustancias irritantes como monéxido de carbono, nicotina, e

hidrocarburos policiclicos como el benzopireno.

El benzopireno es considerado un potente carcinbgeno a nivel
experimental, provocando su aplicacion, cancer en piel y resultados diversos en el
cancer de boca desde hiperplasias hasta neoplasias francamente malignas, en
este trabajo pretendimos lograr la induccién de cambios celulares y tisulares a
nivel epitelial en las bolsas de los Hamsters Syrian indicativos de malignidad,

provocados por el benzopireno en la mucosa de la bolsa bucal.



ANTECEDENTES
CANCER

El cancer representa una de las primeras causas de muerte en nuestro
siglo. Entre las principales lineas de investigacion en la lucha contra el cancer, una
de las mas importantes se dirige a su prevencion. Para ello es fundamental
identificar los factores que participan en su origen y desarrollo.’

Aunque el cancer ha sido una enfermedad inescrutable durante mucho
tiempo, la semilla del conocimiento se planté en 1911 cuando PEYTON RUS
descubrié que un infiltrado libre de células procedente de ciertos sarcomas de
pollo podia causar nuevos tumores cuando se inoculaba a animales sanos,
sugiriendo asi la posible etiologia virica de determinadas neoplasias. Su idea se
acogio con general escepticismo, pero su trabajo fue reconocido con el premio
Nobel 56 afios después.?

Actualmente las técnicas de biologia molecular permiten examinar
directamente el papel de las alteraciones del DNA y explorar la naturaleza del
daifo causado. Todo un conjunto de avances ha permitido llegar a afirmar que el
cancer es fundamentalmente una enfermedad genética, que procede de distintas
alteraciones, como son: mutaciones recesivas, dominantes, reacoplamiento de
DNA y mutaciones puntuales, que pueden alterar la expresion o la funcion
bioquimica de los genes afectados. Hay que destacar, sin embargo, que el cancer
no es una enfermedad hereditaria en la gran mayoria de los casos. Las
alteraciones genéticas asociadas a tumores son casi siempre de tipo somatico, es
decir, se adquieren durante la vida del individuo y no por herencia.?

El cancer no es una sola enfermedad, sino un grupo de mas de 200
alteraciones distintas en las que se produce un crecimiento anormal de las células,
hasta convertirse gradualmente en masas de tejidos llamados tumores o
neoplasias por lo general asociados a un agente carcinogénico. El proceso de



carcinogénesis se inicia cuando agentes externos denominados carcinégenos
producen alteraciones irreversibles en la informacidn genética, convirtiendo genes
normales de una persona en los llamados oncogenes, capaces de inducir cancer
(iniciacion tumoral). Posteriormente, determinados factores medio-ambientales
hacen que estas células, con informacién genética ya alterada, se desarrolien y
multipliquen (promociéon tumoral), y que gradualmente se establezca el cancer y se

disemine (progresion tumorat).’34

Son muchos los agentes que producen dafios genéticos y que inducen la
transformacion neoplasica de las células. Pueden dividirse en los siguientes
grupos: 1) carcindgenos quimicos, 2) energia radiante y 3) microorganismos
oncogénicos, principalmente virus. Tanto la energia radiante como algunos
carcinégenos quimicos son causas confirmadas de cancer en el hombre y las
pruebas que relacionan a determinados virus con cancer humano son cada dia

mas claras. 4%

CARCINOGENESIS

La carcinogénesis estudia las causas y el proceso de transformacion de la
célula normal en neoplasica. El cancer puede ser provocado por uno o varios
carcindgenos, que producen la transformacion celular mediante un proceso

progresivo de multiples pasos previos. ©

Se clasifica en: Unifactorial que es producido por un solo carcinégeno; es
raro en patologia humana; y multifactorial, es decir, por varios carcinégenos que
actuan simultaneamente o secuencialmente, la mayoria de las neoplasias se

producen debido a carcinogénesis multifactorial.®



La carcinogénesis multifactorial puede ser:

1. Sincarcinogénesis. Producida por dos o mas carcindbgenos que se
potencian entre si, aun actuando cada uno de ellos a dosis
subcarcinogenéticas

2. Cocarcinogénesis. Es la carcinogénesis combinada entre un
carcinégeno que actla a dosis subcarcinogenética o agente iniciador, y
un agente que por si solo seria incapaz de producir una transformacion
neoplasica denominado agente promotor.

3. Pluricarcinogénesis. Es la carcinogénesis debida a multiples
carcinégenos, que actia a dosis subcarcinogenéticas, de forma

secuencial.®7

CARCINOGENESIS QUIMICA

Aunque fue John Hill el primero en observar la asociacién entre el “consumo
inmoderado de rapé” y el desarrollo de “pdlipos”, debemos en gran medida a Sir
Percival Pott nuestra conciencia sobre la capacidad carcinégena potencial de los
agentes quimicos.*® En 1775, Percival Pott, eminente médico y cirujano inglés,
describié el desarrollo de cancer de escroto en varios de sus pacientes varones. El
antecedente comun a todos ellos era su profesion como deshollinadores cuando
eran jovenes. Basandose en esta observacion, el Dr. Pott, con destacable
perspicacia, llegé a la conclusion de que la profesién de estos hombres en su
juventud estaba relacionada en forma directa y causal con su enfermedad maligna
y que la gran cantidad de hollin a la que estuvieron expuestos era el agente
causante del cancer. Por extraino que parezca. Pott no sugirié evitar el hollin como
recurso preventivo, aunque claramente, su informe de 1975 inspir6 al Gremio
Danés de Deshollinadores para regular, tres afos mas tarde, que sus miembros
deberian bafnarse diariamente. Transcurrié mas de un siglo hasta que Butlin
informd sobre la relativa rareza del cancer de escroto en los deshollinadores del
continente europeo en comparacién con los de Inglaterra. Parecia que la



incidencia mas baja de la enfermedad era resultado del bafo frecuente y el uso de

ropa protectora. 8

La leccion que se desprende del informe de Pott tardé mucho tiempo en ser
aprendida. Cien afos después de su publicacién, la alta incidencia del cancer de
piel entre ciertos trabajadores alemanes fue relacionada finalmente con la
exposicion del alquitran, principal constituyente del hollin. Sin embargo
transcurrieron otros cuarenta anos después del informe cientifico original de Pott
sobre la asociacion de los productos de hollin y del humo con el cancer, mucho
de nosotros todavia desatendemos los riesgos evidentes de los productos
carcinogenos resultantes de la combustién de nuestro mundo industrializado. 48

Durante los dos siglos siguientes, se han descrito miles de agentes
quimicos capaces de transformar a las células in vitro y de actuar como
carcinogenos en los animales. Algunos de los mas potentes (p. €j., los
hidrocarburos aromaticos policiclicos) proceden de los combustibles fosiles o son
producto de combustiones incompletas. Otros son sustancias sintéticas creadas
por la industria o durante el proceso de estudio de la carcinogénesis quimica; otros
son componentes naturales de plantas y organismos microbianos. En todo caso, lo
mas importante es que existe un gran numero de ellos que se ha visto fuertemente
implicados en la causalidad del cancer humano. °

Fases de la carcinogénesis quimica

Una de las caracteristicas generales de la historia natural de una neoplasia
in vivo es el extenso periodo entre la primera aplicacion del carcinégeno -ya sea
quimico, fisico o bioldgico- y la aparicion de la neoplasia. Este periodo de latencia
o de induccién tumoral, que puede demostrarse cuando se aplica un carcinégeno
quimico, se ha visto incluso cuando el carcinbgeno se administra de forma
continua al animal de experimentacion. En la mayoria de los sistemas estudiados,

no existen evidencias macroscoépicas de crecimiento tumoral o de neoplasia clinica



durante la mayor parte del periodo de latencia. Existe un periodo de latencia
similar cuando el carcinégeno se administra al animal de experimentacion durante
la gestacion. También existe latencia en caso de infeccion por virus oncogénicos,
exposicion de radiaciones ionizantes o implantaciéon subcutanea de discos de
metal o de plastico, los cuales dan lugar a la producciéon de sarcomas. Asi el
periodo de latencia ha de considerarse como una caracteristica general de la
historia natural de las neoplasias. Dicho periodo varia dependiendo de el tipo de
agente, la dosis y ciertas caracteristicas de las células diana del huésped. 8

Como se menciono, la carcinogénesis es un proceso de multiples pasos.
Este hecho resulta mas facil de demostrar en los modelos experimentales de
carcinogénesis quimica, en los que pueden distinguirse dos estadios de la
induccion del cancer: /a iniciacion y la promocion.*®

La iniciacidn es consecuencia de la exposicion de las células a una dosis
suficiente de un agente carcindgeno (iniciador); una célula iniciada sufre una
alteracion, que induce el crecimiento de un tumor por produccion de dafio
permanente al ADN (mutaciones). Por tanto es rapida, irreversible y tiene
“memoria”. Sin embargo por si sola, la iniciacibn no basta para que el tumor se

forme.*$

Los promotores pueden inducir tumores en las células iniciadas, pero no
son tumorigenos por si solos. Cuando el agente promotor se aplica antes del
iniciador, no produce tumor. Esto indica que, al contrario de lo que sucede con los
efectos de los iniciadores, los cambios celulares resultantes de la aplicacion de los
promotores no afecta directamente al ADN y son reversibles. Los promotores, al
estimular la proliferacion celular, hacen que las células sean susceptibles a sufrir

nuevas mutaciones. 4%



Iniciacion de la carcinogénesis

La estructura de las sustancias quimicas que inician la carcinogénesis es
complicada, diversa y abarca tanto productos naturales como sintéticos. Pueden
estos dividirse en dos catégorias: 1)compuestos de accion directa, es decir que no
necesitan una transformacion quimica para desarrollar su accién carcinégena, y 2)
compuestos de accién indirecta o procarcindégenos, que necesitan una conversion
metabdlica in vivo para producir un carcindgeno definitivo, capaz de transformar a
las células. Todos los carcinédgenos tanto de accion directa como los definitivos
tienen una propiedad comun: son electréfilos (con atomos deficientes en
electrones) sumamente reactivos que pueden reaccionar con localizaciones
celulares nucledfilas (ricas en electrones). Estas reacciones no son de caracter
enzimatico y dan lugar a la formacién de compuestos covalentes (productos de
adicién) entre el carcindégeno quimico y un nucledtido del ADN. Las reacciones
electréfilas pueden producirse en varias localizaciones ricas en electrones de las
células diana, entre ellas el ADN, el ARN y proteinas, por lo que a veces se
producen dafios que son letales para la célula. 5°

Activacion metabdlica de los carcindgenos

Salvo por algunos agentes alquilantes y acilantes de accion directa que son
intrinsecamente electréfilos, la mayoria de los carcinégenos requieren una accion
metabdlica para convertirse en carcindgenos definitivos. Existen otras vias
metabodlicas que pueden conducir a la inactivacion (destoxificacién) de un
procarcinégeno o de sus derivados. Por tanto, la potencia carcinégena de una
sustancia quimica depende, no sélo de la reactividad inherente a sus derivados
electréfilos, sino también del equilibrio entre las reacciones de activacion y de
inactivacion metabdlica.®



El metabolismo de la mayoria de los carcinbgenos conocidos se efectua a
través de monooxigenasas dependientes del citocromo P-450. Los genes que
codifican estas enzimas son muy polimorfos, y se ha demostrado que la actividad
e inducibilidad de las enzimas varia de una personas a otras. Como estas enzimas
son esenciales para la activacidon de los procarcinégenos, se debe al polimorfismo
de estos genes que codifican a estas enzimas la regulaciéon de la susceptibilidad a
la carcinogénesis. Algunos ejemplos bastan para ilustrar este importante concepto,
como es el producto del gen P-450, CYP1A1 que metaboliza a los hidrocarburos
aromaticos policiclicos detl tipo del benzopireno. Aproximadamente en el 10% de la
poblacidon de raza blanca, esta enzima adopta una forma sumamente susceptible
que se asocia a un riesgo mayor de cancer de pulmén en los fumadores. Las
personas que fuman poco pero que tienen un genctipo de CYP1A1 susceptible
corren un riesgo siete veces mayor de desarrollar cancer de pulmén que los
fumadores sin este genotipo permisivo. No todas las variaciones de la activacion o
destoxificacion de los carcindgenos tienen una base genética. La edad, el sexo y
el estado de nutricién influyen también en la dosis de agentes toxicos y, por tanto,
determinan la probabilidad de que los carcinégenos quimicos actaen.®

Dianas moleculares de los carcinégenos quimicos.

Dado a que la transformaciéon maligna se debe a mutaciones que afectan a
los proto-oncogenes, genes supresores del cancer y genes que regulan la
apoptosis, no debe sorprender que la inmensa mayoria de los productos
iniciadores sean mutagenos. Su potencial para producir mutaciones se ha
estudiado mediante la prueba de Ames, que mide la capacidad de un producto
quimico para inducir mutaciones en la bacteria Salmonella typhimurium. *° La
inmensa mayoria (70 a 90%) de los carcinégenos quimicos conocidos dan
resultados positivos con esta prueba y, a su vez, la mayoria (aunque no todos) de
los productos quimicos que son mutagenos in vitro son carcindégenos in vivo.
Debido a la alta correlacion entre mutagénesis y carcinogénesis, se recurre a



menudo a la prueba de Ames para estudiar la capacidad carcinégena de las

sustancias quimicas.®

Parece estar bien establecido que la diana primaria de los carcinégenos es
el ADN y que no existe una alteracidon Unica que se asocie a la iniciacion de la
carcinogénesis quimica. No obstante la interaccién de cada carcindgeno quimico
con el ADN no es completamente aleatoria y cada clase de carcinégeno tiende a
producir un patrén limitado de lesidn al ADN. Por tanto, la presencia de ciertos
tipos de lesion al ADN en los tumores humanos puede proporcionar indicios
moleculares sobre su causa. El estudio de las mutaciones de los genes ras y p53
constituyen un ejemplo de ello. Los cambios de ADN provocados por los
carcindégenos no conllevan siempre a la iniciacién, ya que las enzimas celulares
pueden reparar varias formas distintas de alteraciones del ADN. Es probable que
las agresiones de origen ambiental del ADN sean mucho mas frecuentes que el

cancer.510

Aunque los carcindgenos quimicos pueden afectar practicamente a la
totalidad de los genes, las mutaciones de ras son esencialmente frecuentes en

varios de los tumores provocados por sustancias quimicas en los ratones.>°

Promocion de la carcinogénesis

Ya se menciond que la capacidad carcinégena de algunas sustancias
quimicas aumenta cuando posteriormente se administra un promotor (p. €j.,
hormonas, fenoles o farmacos), que por si mismo, no es tumorigeno. La secuencia
iniciacion-promociéon de la carcinogénesis quimica plantea una cuestion
importante: dado que los promotores no son mutagenos. ;Cémo contribuyen a la
tumorigénesis? Aunque los efectos de los promotores tumorales son pleitropos, la
induccién de la proliferacion celular es una condicion sine qua non para la

promocion del tumor.®°

10



Para que se produzca la transformacion neoplasica no basta un solo
cambio genético. Por tanto, aunque la aplicacion de un iniciador puede inducir la
activacion de un oncogén como ras, que sufre una mutacion, lo que puede
provocar es un lesion preneoplasica o hiperplasica, pero la aplicacion posterior de
promotores provoca la proliferacion y expansion clonal de las células iniciadas
(mutadas). La respuesta de las células iniciadas a los promotores difiere de las
células normales, ya que experimentan una expansion selectiva. Esta células
(especialmente tras la activacion de ras) tienen menos necesidades de factores de
crecimiento y quiza respondan también menos a las sefales inhibitorias del
crecimiento presentes en el medio extracelular. Obligado a proliferar, el clon de
células iniciadas sufre nuevas mutaciones, hasta que desarrolla el tumor maligno.
Por tanto, el proceso de promocidon del tumor consta de varios pasos: proliferacion
de células preneoplasicas, conversion maligna y, por ultimo, progresion del tumor.®

En resumen, es asi que los mecanismos moleculares de la carcinogénesis
humana se estan aclarando a través de los conocimientos de los cambios
genéticos y epigenéticos resultantes de las interacciones DNA-carcinégeno
quimico.?

El proceso puede dividirse en cuatro etapas:
1. Iniciacion. Esta ocurre como resultado de la modificacion de la
estructura del DNA por efecto del carcindgeno.

2. Promocién. Los efectos epigenéticos de los promotores tumorales
facilitan la expansion clonal de la célula iniciada. Los promotores no son
generalmente carcinégenos por si solos, sino que requieren la accion
previa del carcinbgeno. Hay otras sustancias, conocidas como
carcindgenos completos entre los cuales se encuentra el benzopireno;
capaces de desencadenar tanto ia iniciacion como la promocion.
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3. Transformacion Maligna. Es la conversion de una célula preneoplasica

en otra que ya expresa el fenotipo maligno.

4. Progresion tumoral. Las células malignas presentan caracteristicas

agresivas y tienden a metastizar.?”

La importancia de la carcinogénesis quimica ha estimulado el desarrollo de
la epidemiologia molecular, cuyo objetivo es identificar a individuos con mayor
riesgo de desarrollar cancer, el cual dependeria de las caracteristicas individuales
para la biodistribucién y metabolizacion de carcindgenos.?

CARCINOGENOS QUIMICOS

Los carcinégenos son sustancias cuya capacidad de causar cancer es

conocida®!!

, 0 todo elemento capaz de aumentar el riesgo de desarrollo de cancer
en ausencia del mismo.® Vincent T. DeVita define al carcindgeno como un agente
que, administrado a un animal tratado previamente, conduce a un aumento,
estadisticamente significativo, de la incidencia de neoplasias de uno o mas tipos
histogenéticos en comparacion con los animales control que presentan, de forma

espontanea, una incidencia alta o baja de los tumores en cuestion.

No solo hay gran variedad de carcindgenos sino que existen diversos
patrones de administracion, junto a grandes diferencias de susceptibilidad de
especie, de raza, género y de tropismo tisular. Algunos carcindgenos que
reaccionan de forma directa con la célula para iniciar la transformacion neoplasica
-carcinogénesis directa-, pero son muchos mas los que actdan de forma indirecta -
carcinogénesis indirecta-. La funcion ausente, disminuida o alterada puede
determinar los distintos grados de resistencia o susceptibilidad que determina los

tipos de cancer. &7
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La produccién experimental de cancer con sustancias data de 1915, cuando
investigadores japoneses provocaron cancer de piel, por medio de alquitran de
hulla, en conejos. Desde entonces, la lista de carcindgenos organicos e
inorganicos ha crecido en forma exponencial. Aun asi, por muchos afios ha
existido una curiosa paradoja. Varios compuestos de potente carcinogénesis
conocida son relativamente inertes en cuanto a su reactividad quimica. La solucion
de este enigma se puso en evidencia a comienzos de la década de 1960, cuando
se comprobd que la mayoria de los carcinédgenos quimicos, aunque no todos
requieren activacion metabdlica para que puedan reaccionar con los
constituyentes celulares. De acuerdo con estas observaciones y teniendo en
cuenta la intima relacion entre mutagenicidad y carcinogenicidad, un decenio
después se desarrolld una prueba in vitro para identificar sustancias cancerigenas
en potencia; la prueba de Ames, que ya se menciono anteriormente. El estudio
experimental de la accién de las sustancias quimicas carcinégenas también
condujo a la nocion de que el cancer es consecuencia de un proceso consistente
en multiples pasos o etapas. En el inicio se comprobdé que una sola aplicaciéon de
un carcindgeno en la piel no es suficiente para producir enfermedad, pero si
después se aplica localmente un estimulo proliferativo consistente en una segunda
sustancia quimica irritante no carcinégena aparecen tumores. 12

Entre los principales carcinégenos quimicos en el ser humano se
encuentran los: Hidrocarburos policiclicos (entre los cuales existe el benzopireno
del cual hablaremos mas adelante y detalladamente), tabaquismo con cigarrillo,
aminas aromaticas, ciclamatos y sacarina, colorantes azo, aflatoxina,
nitrosaminas, hojas de betel, férmacos'antineoplésicos, asbesto y algunos

carcindgenos industriales como los metales pesados o el cloruro de vinilo.""
Agentes alquilantes de accion directa.

Estos agentes son independientes de la activacidon, en general, su
capacidad carcinégena es débil. No obstante, son importantes, pues muchos
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agentes terapéuticos (ciclofosmadida, clorambucilo, busulfan y melfalan)
pertenecen a esta categoria. Se usan como farmacos antineoplasicos, pero se ha
confirmado que inducen neoplasias linfoides, leucemias y otras formas de cancer.
Aunque el riesgo de inducir cancer con estos agentes es bajo, su uso debe ser
juicioso. Parece que las sustancias alquilantes ejercen sus efectos terapéuticos a
través de interacciones con el ADN ya danado, pero son precisamente estas

acciones las que las hacen carcinogenas.®

Hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Estas sustancias son algunos de los carcindégenos potentes mas conocidos.
Para actuar necesitan pasar por una transformacion metabdlica y pueden inducir
tumores en una amplia variedad de tejidos y especies. Aplicados en la piel,
provocan cancer cutaneo, inyectados por via subcutanea dan lugar a sarcomas e
introducidos en un o6rgano determinado, originan cancer en el mismo. Los
hidrocarburos policiclicos tienen un interés especial, ya que se producen durante
la combustion del tabaco, sobre todo al fumar cigarrillos, *° y es muy posible que
contribuyan a la produccion de cancer de pulmén y de vejiga. También se
producen a partir de grasas animales en el proceso de preparacion de las carnes,

y se encuentran en las carnes y pescados ahumados.®

Aminas aromaticas y colorantes nitrogenados.

La capacidad carcinédgena de la mayoria de las sustancias de estos dos
grupos se ejerce fundamentalmente en el higado, donde forman los “carcinégenos
definitivos” cuando son metabolizados a través de los sistemas de la citocromo
P450 oxigenasa. Asi, la administracion de acetalminofluoreno y de colorantes
nitrogenados con la dieta produce carcinoma hepatocelular en las ratas, pero no
causa cancer del aparato gastrointestinal. Una excepcion a esta regla es un
agente implicado en el cancer humano, la a-naftalamina, que fue la responsable
del aumento 50 veces de la incidencia de cancer de vejiga en los trabajadores que
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sufrian exposiciones fuertes a las anilinas o que trabajaban en la industria del
caucho. Algunos de los colorantes nitrogenados que se desarrollaron para
colorear alimentos (p. ej., el amarillo de mantequilla, para dar a la margarina el
aspecto de mantequilla y el rojo escarlata, para conferir una coloracion seductora

a determinado alimentos, como las cerezas al marrasquino). *°

Carcinégenos naturales

Entre los distintos carcinégenos quimicos conocidos producidos por plantas
y microorganismos, el mas potente carcinégeno hepatico aflatoxina B1, producido
por algunas cepas de Aspergillus flavus, que crece en cereales y frutos secos
conservados en condiciones incorrectas. Existe una estrecha correlacién entre el
nivel dietético de este hepatocarcinogeno y la incidencia de carcinoma
hepatocelular en determinadas regiones de Africa y el Lejano Oriente. También
existe una estrecha relacion entre el virus de la hepatitis B y este tipo de cancery,
cuando se produce la exposicion a los dos agentes, la aflatoxina y el virus

colaboran en la produccion de este. °

Nitrosaminas y amidas.

Estos carcindgenos son interesantes debido a la posibilidad de que se
desarrollen en el aparato gastrointestinal del ser humano y puedan asi contribuir a
la induccidn de algunas formas de cancer, en especial del carcinoma gastrico. Se
producen en el estbmago a partir de la reaccion de las aminas nitroestables y los
nitratos usados como conservantes, que son convertidos en nitritos por las

bacterias.* %7
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PROMOTORES DE LA CARCINOGENESIS QUIMICA.

Determinados promotores podrian contribuir al desarrollo de cancer en el
hombre. Se ha defendido que la importancia de los promotores es al menos similar
a la de los iniciadores quimicos, ya que las células iniciadas por exposicion a
carcind6genos ambientales son inocuas salvo que sufran agresiones repetidas por
parte de los promotores. La promocion tumoral puede producirse tras la exposicion
a agentes exdagenos, como el humo del cigarrillo o una infeccidon viral, que
produzcan una lesidon histica con hiperplasia reactiva. Quiza los mas peligrosos,
debido a la dificultad de controlarlos, sean los promotores endégenos, como las
hormonas o las sales biliares. Ciertas hormonas, como los estrégenos, actuan
como promotores de neoplasias hepaticos en los animales.®

En este sentido se ha sefalado que los factores enddogenos serian
responsables de un 20% de los canceres, mientras que el 80% restante podrian
intervenir factores exégenos o medioambientales, tales como:

= Tabaco (responsable de 20- 30% de los tumores en el hombre y
de 5-10% de tumores en la mujer)

= Factores ambientales y laborales, virus, radiaciones, etc, que en
conjunto explicarian el origen de un 20 a 30% de los canceres.'

Agentes promotores en el medio ambiente humano

Basados en los conocimientos sobre la epidemiologia de las neoplasias
humanas y en la acciéon promotora demostrada de varios agentes en el medio
ambiente del hombre, resulta probable que la aparicion del cancer en el hombre
esté relacionada con las etapas de promocidn y progresion tumoral mas que con
la iniciacion. 8 '° Algunos promotores presentes de forma significativa en el medio

ambiente humano se indican en la siguiente tabla.



TABLA 1. AGENTES PROMOTORES DE NEOPLASIAS EN EL HUMANO

AGENTE NEOPLASIA RESULTANTE

Dieta grasa Adenocarcinoma mamario

Ingesta de colorias elevada Aumenta la incidencia de cancer en
general

Humo de los cigarrillos Carcinoma broncogénico (cancer
esofagico y de vejiga)

Asbesto , Carcinoma broncogénico y mesotelioma

Hidrocarburos halogenados | Cancer de higado

(TCDD,PBC)

Esteres de forbol T Cancer esofagico

Sacarina ; Cancer de vejiga

Fenobarbital Cancer de higado

Prolactina Adenocarcinoma mamario

Estréogenos sintéticos Adenomas hepaticos

Bebidas alcohdlicas Cancer bucal, hepatico y esofagico

Tomado del libro "Cancer: Principios practicos de oncologia” DEVITA

Aunque no todos estos agentes se han mostrado como factores importantes
para el desarrolio de cancer en el hombre en estudios epidemioldgicos, algunos lo
son claramente y otros podrian serlo. El humo del tabaco es un carcinédgeno
completo, pero contienen muchos agentes promotores y las pruebas
epidemioldgicas van a favor de que la promocion tumoral es un factor importante,
tal vez el principal, en desarrollo de cancer de pulmén en el hombre como

resultado del habito de fumar.®
Carcinogénesis y mutacion
Como ya se menciond en el centro de la carcinogénesis se encuentra una

lesion genética o mutacidon que puede adquirirse por la accion de agentes
ambientales, como las sustancias quimicas, la radiacion o los virus, o puede
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heredarse con la linea germinal. La hip6tesis genética del cancer implica que un
tumor se debe a la expansidon clonal de una sola célula progenitora que ha sufrido
una lesion genética. Este hecho a sido confirmado en la mayoria de los tumores

estudiados.5>7

Una mutacién es un cambio subito heredable que afecta el material
genético (De Vries, 1909). Este cambio ocurre constantemente en todo el
organismo y es una caracteristica fundamental e intimamente ligada al proceso
conocido como vida. La mutacion junto con la transmisiéon y la expresion de los

genes constituyen los tres procesos fundamentales de la genética.'® 1% 15

Las mutaciones cambian de estructura y la informaciéon heredada por los

antecesores y estos cambios pueden transmitirse a los descendientes.’® 5

Las mutaciones son cambios en la estructura del ADN, molécula en la cual
se encuentran codificadas todas las restantes moléculas que forman las células y
que por tanto dan caracteristicas que, bajo la influencia del medio ambiente,
constituyen las propiedades y rasgos finales de un organismo. Estas
caracteristicas constituyen el fenotipo. En cambio, el genotipo, lo constituye toda la

informacion almacenada en el ADN. *3

Cada gen esta compuesto en promedio, por varios miles de pares de bases,
por lo que cada gen tiene miles de oportunidades para mutar. Se considera que en
los mamiferos por lo menos entre cada 500 pares de bases en el ADN se puede
encontrar un cambio de un par de éstas. La mayoria de las mutaciones tienen
poco o ningun cambio o efecto en el fenotipo, sin embargo, a veces afecta
seriamente la estructura y la funciéon del gen y por lo tanto su producto, que puede
producir dafios considerables en el resto del organismo y eventualmente la
muerte. Otras veces, las mutaciones ofrecen ventajas al organismo que las
presenta, por eso se puede hablar de efectos positivos y negativos de las

mutaciones. '
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Efectos positivos de las mutaciones

Como el fendmeno de la mutacion involucra una cambio en el genotipo,
este cambio puede tener diferentes sentidos: uno positivo, uno negativo o bien no
reflejarse ningun cambio en el fenotipo, aun cuando el cambio si se presente en el

genotipo.’®

Analizando la primera posibilidad, las mutaciones en sentido positivo, son
aquellas que le confieren al organismo que las presenta, una nueva ventaja
respecto a su ambiente, una mayor facilidad de adaptacién o bien nuevas
aptitudes ventajosas con respecto a organismos de su misma especie. Es posible
que este tipo de mutaciones se presente con menor frecuencia que las mutaciones
en sentido negativo.?

A lo largo de la evolucion, algunas mutaciones positivas se han ido
presentando, se podria citar al respecto las que han ido capacitando a las
neuronas del cerebro humano para un razonamiento analitico mas profundo que
nuestros antecesores, en términos generales, obviamente. De esta manera cabe
esperar que dgeneraciones futuras puedan presentar nuevas caracteristicas
ventajosas para sobrevivir en su ambiente, mas facilmente.’®

Efectos negativos de las mutaciones

La mutacién puede restar capacidad de sobrevivencia, de adaptaciéon o de
estructura a un organismo respecto a su ambiente o frente a sus semejantes.
Estas son las mutaciones en sentido negativo y, como se dijo anteriormente, son
mas frecuentes. Estas mutaciones son las que producen los padecimientos
hereditarios. En estos padecimientos, los padres llevan genes con mutaciones que
son determinantes para la aparicion del padecimiento en el hijo, aun cuando
algunas veces los padres no presenten la enfermedad, como en el caso de los

padecimientos producidos por genes autosémicos recesivos.’
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Clasificacion de las mutaciones

Las mutaciones pueden clasificarse desde varios puntos de vista; de hecho,
en parrafos anteriores se clasificaron respecto al efecto que producen en el
organismo: positivo, negativo o neutro."®

Otro punto de vista para clasificar las mutaciones es respecto al modo como
se originan. Como se puede ver en la Tabla 2. Estas pueden ser de dos clases:
transiciones, cuando se produce el cambio de una base pirimidica por otra base
pirimidica como citosina por tiamina, o bien por una base purica por otra como
adenina por guanina. La segunda clase de mutaciones en punto son las
transversiones, en las cuales una base purica cambia por una pirimidica o

viceversa.

Las mutaciones fuera de fase pueden también subdividirse en deleciones o
adiciones. En las primeras se suprime una, dos o mas bases. Cuando se suprimen
tres bases se presenta la delecion de un aminoacido en la proteina, pero la trama
o fase de la lectura del ADN, que se realiza de tres bases conocidas como
tripletes, no se refleja por un efecto fuera de fase. En cambio en la adicidn de una
o dos bases si se presenta el fenéomeno fuera de fase, originando a partir de un
sitio donde exista la adicion, el cambio de secuencia de aminoacidos. Lo anterior
también puede aplicarse a las adiciones de tres bases, afadiendo un aminoacido
pero no alterando la fase de lectura del ADN, o bien en la adicién de uno a dos
bases, alterando la fase y por tanto la secuencia de aminoacidos de la proteina. '3
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TABLA 2. CLASIFICACION DE LAS MUTACIONES

A. Respecto a su mecanismo de produccion

1. En punto
Transiciones

Cambio de una base purica o pirimidica
por otro purica o pirimidica

Tranversiones

Cambio de una base purica por una

pirimidica o viceversa

2. Fuera de fase
Adiciones

Se adicionan una, o dos o mas bases

Deleciones

Se suprime una o dos o mas bases

B. Respecto a su expresion

1. Letales

La presencia de la mutacidon es
incompatible con la vida

2. Subletales

El cambio producido por la mutacion
permite la vida pero se presentan
alteraciones estructurales o funcionales

3. Condicionales

El efecto de la mutacion sélo se observa
en determinadas condiciones. Es decir,

por exposicion a farmacos

4, Somaticas

El cambio por la mutacion afecta

alguna(s) estructura(s) del organismo

5. Gaméticas

La mutacion altera la informacion
genética de los gametos y los
descendientes

Tomado del libro "Genética Clinica” GUIZAR y VAZQUEZ

Una de las preguntas que surgen al estudiar las mutaciones es ;jqueé tan

frecuentes son?. Para contestar esta pregunta se debe distinguir mutaciones

recientes y preexistentes.’
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La mayor parte de las mutaciones en un individuo no son el resultado de
mutaciones nuevas, casi todas, se han originado en el pasado, a pesar de que su
existencia permita un fenotipo normal. Gran parte de este fenomeno de debe a
que existen genes normales o alelos normales al gen mutado, heredado por uno
de los padres. En caso de existir mutaciones dominantes, éstas no siempre tienen

ciento por ciento de penetrancia y por tanto algunas veces no se expresan.'® 4

A esta carga heredada de mutaciones de nuestros ancestros deben
anadirse las mutaciones que el propio individuo acumulé durante su existencia
bien por mutacion espontanea, o por mutagenos fisicos, quimicos o biolégicos.
Este tipo de mutaciones son impredecibles respecto al lugar en que se producen y
se piensa que ocurren al azar y por tanto pueden afectar cualquier gen. Las
mutaciones espontaneas pueden ser originadas por mecanismos normales que
tienen las células al duplicar o reparar el ADN o bien porque agentes fisicos como
radiaciones, producen formas tautoméricas de las bases originando transiciones o
trasversiones, también mecanismos de desanimacion de las bases pueden
producirse por sustancias quimicas que interaccionan con bases produciendo los

cambios descritos.'3 4

Actualmente, se estudian los mecanismos moleculares de la accidn de los
mutagenos ya sean fisicos, quimicos o bioldgicos. Respecto a estos ultimos, por
ejemplo; ha sido de especial importancia los cambios en el ADN que producen los
virus. Sin embargo a pesar de todos estos posibles agentes mutagénicos se
conocen también mecanismos de. proteccion para el efecto de cambios de
estructura del ADN, como la enzima glucosilasa de ADN-uracilo, que

selectivamente remueve uracilos del ADN."3
Genes involucrados en la carcinogénesis

En la Jdltima década ha habido notables avances en el estudio de los

aspectos genéticos del cancer. La investigacion en este campo ha permitido
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importantes aportes en el conocimiento del fendmeno de la transformacion
maligna; se han descubierto alteraciones cromosdmicas utiles en el diagndstico y
prondstico de las entidades neoplasicas y el conocimiento reciente acerca de los
oncogenes y su funcionamiento ha abierto perspectivas para la prevenciéon y

tratamiento del cancer. 314

Las dianas principales de la lesidbn genética son tres clases de genes
reguladores normales, los protooncogenes que estimulan el crecimiento, los genes
supresores del cancer (antioncogenes) y ios genes que regulan la muerte celular

programada o apoptosis.’

Ademas de estas tres clases de genes ya mencionados, existe una cuarta
categoria de genes, los que regulan la reparacion del ADN dafado, y que también
estan implicados en la carcinogénesis. Los genes de la reparacion del ADN
influyen indirectamente sobre la proliferacion o la supervivencia celular a través de
su efecto sobre la capacidad del organismo para reparar la lesion no letal de otros
genes, entre ellos los protooncogenes, los genes supresores del cancer y los
genes que regulan la apoptosis. La alteracion de los genes que intervienen en la
reparacion del ADN puede predisponer a las mutaciones del genoma y, por tanto,

a la transformacion neoplasica.’

La carcinogénesis es un proceso de pasos multiples, tanto a nivel del
genotipo, como fenotipicamente. Una neoplasia maligna posee varios atributos
fenotipicos, como el crecimiento excesivo, la capacidad de infiltracion local y la de
producir metastasis a distancia. Estas caracteristicas se adquieren de forma
progresiva, fenomeno al que se ha denominado progresion tumoral. A nivel
molecular, la progresién es consecuencia de la acumulacion de lesiones genéticas
que, en algunos casos, estan potenciadas por los defectos de la reparacion del
ADN.®
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Genes causantes del cancer “protooncogenes”

Huebner y Todaro propusieron, hace mas de década y media, que las
diferencias entre las células tumorales y las normales no involucraban todo su
genoma, sino mas bien que se debian a los cambios en algunos pequefios
segmentos de material genético para los que acuiaron el término de oncogenes o

sea genes que causan el cancer.'® "4

Se postuld entonces que los oncogenes estarian presentes en las células
normales, pero que no funcionaban gracias a un mecanismo de represion, el cual
podria dejar de operar como consecuencia de algunos agentes ambientales

carcinégenos, tales como la radiacién, virus y sustancias quimicas.'® "4

Cualquier sistema en homeostasis que permite que una célula mantenga su
integridad genética esta probablemente asociado a riesgo de progresiéon tumoral.
En este sentido, la pérdida de fidelidad en la copia del ADN puede ocurrir a través
de cuatro mecanismos:

a) Por fallas en los mecanismos de reparacion del ADN,
presentandose falta de correccién o mutaciones corregidas en
forma errénea.

b) Por alteracion de la condensacion de los cromosomas, del
alineamiento del huso cromatico o de la migracién de los mismos.

c) Por alteracidon en los tiempos del ciclo celular.

d) Por falla de los mecanismos que sufren apoptosis.

Todos estos problemas llevan a incrementar el nimero de mutaciones y
este incremento en cierto momento puede conferir ventaja selectiva para el

desarrollo de una célula tumoral.’®

Los protooncogenes son genes de células normales implicados en el control

del crecimiento y el desarrollo que tienen la capacidad potencial de convertirse en
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oncogenes después de su activacion por transduccion, por retrovirus,
rodeamientos de ADN o mutaciones puntuales. Al parecer, cada tipo de célula

maligna debe sus rasgos a uno o varios conjuntos de oncogenes.® 17

Los primeros oncogenes fueron descubiertos en virus capaces de infectar
células de mamifero y transformarlas en células cancerosas. Tales virus pueden
incorporar secuencias de ADN de los protooncogenes, y convertirlos en
oncogenes. Eso puede ocurrir si las secuencias de ADN quedan bajo el control de
elementos reguladores virales, que hacen que el gen se transcriba a niveles
mucho mas altos que los normales, o si el gen capturado muta de modo que su
producto proteinico sea mas activo que el producto del protooncogen normal. 17

Un protooncogen presente en una célula que no ha sido infectada por un
virus también puede mutar y convertirse en un oncogén. Uno de los primeros
oncogenes identificados se aislé de un tumor de vejiga urinaria. En la célula de la
cual se origind el tumor, un protooncogen habia experimentado una mutacién de
un solo par de bases; el resultado fue que el aminoacido valina sustituydé a una
glicina en el producto proteinico del gen. Al parecer este ligero cambio fue un
factor critico en la conversién de la célula normal en una célula cancerosa. '/

Mediante tecnologia de ADN recombinante y otras técnicas de biologia
molecular, los investigadores ha podido identificar mas de 100 oncogenes y sus
protooncogenes correspondientes.’”

Los acontecimientos moleculares a través de los cuales una célula normal
sufre un proceso de transformacion maligna todavia no se comprenden bien. No
obstante, es claro que para que un tumor se desarrolle es necesario que se
produzca una acumulacién de sucesos en el genoma de las células que en forma
aditiva desencadenen el mecanismo de transformacion y la consecuente pérdida
del control de la division celular.’®

25



Genes supresores del cancer “antioncogenes”’
P

Los denominados genes supresores del cancer u oncosupresores o
antioncogenes u oncogenes recesivos, cuya expresion normal inhibe el desarrollo
del fenotipo canceroso. La inactivacion o delecion de ambos alelos puede conducir
a la célula a la transformacion neoplasica, es decir, la neoplasia solo se manifiesta
cuando ambos alelos estan alterados.?

Mientras que los protooncogenes codifican proteinas que estimulan el
crecimiento celular, los productos de los genes supresores del cancer actian
frenando la proliferacion celular. En cierto sentido el término gen supresor del
cancer es erréneo, ya que la funcion fisioldgica del gen consiste en regular el
crecimiento celular y no evitar la formacidon de neoplasias. Sin embargo, la
persistencia de los nombres de supresores del cancer y de antioncogenes se debe
a que su pérdida es un acontecimiento clave en muchas neoplasias. O
posiblemente todas las neoplasias humanas y que su descubrimiento se debi6 al
estudio de dichas neoplasias.®

Genes reguladores de la apoptosis

El tercer tipo de genes, denominados también moduladores, determinan
propiedades como la invasion, la metastasis o la capacidad de generar una
respuesta inmune.?

Durante muchos anos, los oncogenes y los genes supresores del cancer
ocuparon el centro del escenario de la base molecular de la tumorigénesis.
Aunque sus acciones son muy distintas, finalmente estas dos clases de genes
regulan la proliferacion celular. Sin embargo, en la actualidad se sabe a que en la
ecuacion del cancer existen otras variables también importantes, asociadas a los
genes que evitan o inducen la muerte celular programada. Se ha identificado una
gran familia de genes reguladores de la apoptosis. Afortunadamente para los no
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expertos, estos genes son faciles de recordar, ya que se denominan por una
serie de palabras de tres letras que comienzan por b. E! primer gen antiapoptético
identificado, bcl-2, forma parte de una gran familia de proteinas que producen
homo o heterodimerizacion, algunas de las cuales inhiben la apoptosis, mientras
que otras, como bax, bad y bcl-xS, favorecen la muerte celular programada.®

TABACO

La idea de que el uso del tabaco puede producir cancer viene siendo
expresada desde hace aios. La primera referencia remonta a finales del siglo
XVIII cuando Soemmering describidé una cierta asociacidon entre fumar pipa y el
cancer de labio. No estaba aun universalizado el cigarrillo como forma habitual de

consumo de tabaco.'®

A partir de la primera Guerra Mundial, el consumo anual de cigarrillos, se
incrementd en los hombres, y después en las mujeres, alcanzando un nivel de
4336 cigarrillos por persona en 1963. Tras la publicacién del informe de Surgeon's
General Advisory Comitte de 1964, en el que concluia que el consumo de
cigarrillos era uno de los factores de riesgo mas importantes para el cancer de
pulmén, el consumo de cigarrillos por persona disminuyd hasta 3196 en 1987. Por
desgracia el habito de fumar es todavia mas frecuente entre los adolescentes.
Ademas de que el consumo de cigarrillos representa un factor de riesgo
importante para el cancer de pulmdn, también puede interactuar con otras formas
de exposicion ambiental y laboral de manera aditiva o sinérgica.®

En las dos primeras décadas de este siglo los clinicos observaron un
aumento importante en la prevalencia de cancer de pulmén. Como ya sabemos en
aquellas fechas, el consumo de cigarrillos se hizo masivo y popular, gracias al
desarrollo de la industria tabaquera. No obstante, la corriente de conocimiento
cientifico de entonces no se asociaba, mas que timida y esporadicamente, el
aumento de dicha patologia con la generalizacion del habito de fumar cigarrillo,
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sobre todo entre los hombres. Se atribuia dicho incremento a la contaminacion
atmosférica o al incremento en los métodos diagnésticos.'®

Por otro lado, la investigacion quimica en la década de los 30,
principalmente en Inglaterra, consigue identificar y aislar determinados
hidrocarburos, procedentes del alquitran del carbén, que, experimentalmente,
producian cancer de piel en ratones. Asi mismo, se demuestra que en la
combustion del tabaco se producen sustancias de naturaleza similar,
identificandose el 3,4 benzopireno a partir del condensado (alquitran) del humo del
tabaco, sustancia genuinamente cancerigena.'®

Tabaco y cancer

Quien fuma una caijetilla diaria inhala unos 840 centimetros cubicos de
alquitran de tabaco por afio, lo que significa rociar las vias respiratorias superiores
y los pulmones con algo mas de tres cuartos de litro de alquitran, que ademas
contiene benzopireno.'®

Fumar cigarrillos se ha convertido en la causa prevenible que produce
mayor morbilidad y mortalidad. Al tabaco se atribuye el 30% de las muertes por

enfermedad coronaria y el 30% de los canceres.® 2°

Se ha demostrado que el aumento de la incidencia de cancer de pulmon,
que es el cancer que produce mayor mortalidad, coincide con el aumento de
consumo de tabaco. Se considera que el tabaco es responsable del 77% de las
neoplasias de pulmon en el hombre y del 43% en la mujer. Esta correlacion
todavia es mas manifiesta en las mujeres, en las que el aumento de incidencia de
cancer de pulmén es mas alto en los ultimos afnos. En los exfumadores la
incidencia de cancer de pulmén disminuye conforme aumenta el tiempo de
abstinencia, de tal manera que 10-15 ainos después de dejar de consumir tabaco

la incidencia se iguala a la de la poblacion no fumadora. &
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Un asunto que esta preocupando en estos momentos es el riesgo de céncer
entre los fumadores pasivos, que son no fumadores expuestos cronicamente a los
productos de combustion del tabaco por convivir en locales cerrados con
fumadores. El humo que desprende el cigarrillo tiene una mayor concentraciéon de
carcinégenos que el humo inhalado, por lo que es potencialmente mas perjudicial.
El nivel de carboxihemoglobina y nicotina en la laringe de los fumadores pasivos
equivale al que se encuentra en fumadores de 4-6 cigarrillos / dia. Se ha
demostrado, sin ningun género de dudas, que existe una mayor incidencia de
infecciones respiratorias entre los hijos de padres consumidores de tabaco y en
los adultos fumadores pasivos se encuentra con mayor frecuencia irritacién ocular,

dolor de cabeza, sintomas nasales y resfriados.®
Componentes del tabaco

La combustién de tabaco aporta una serie de subproductos potencialmente

nocivos.

El humo del tabaco posee una composicién compleja; sus constituyentes
pueden ser divididos en cuatro: alquitran, nicotina, monoxido de carbono e
irritantes. De estos componentes, se acepta generalmente que el alquitran y los
irritantes son los agentes responsables del cancer de pulmén, la bronquitis cronica
y el efisema. Aunque se cree que la nicotina no participa en el desarrollo del
cancer, puede desempeifiar un papel en la enfermedad cardiovascular.®

La combustion del tabaco desprende una serie de compuestos quimicos, y
practicamente todos ellos ejercen una accion irritante directa sobre la mucosa
respiratoria; sin embargo, su mayor peligro deriva de sus efectos carcinogénicos.
Dentro de estos tenemos: a)compuestos inorganicos, como el arsénico, cromo y
niquel, junto a cadmio y plomo; b) halégenos como el cloruro de vinilo; c)
compuestos nitrogenados (naftilamina y amoniobifenilo, nitrosamina, hidrazida y

nitropropano); d) compuestos aromaticos, monociclicos como el benceno o
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policiclicos como el benzopireno, y e) otros compuestos potencialmente
carcinogénicos, como aldehidos y pesticidas, como el DDT, muy persistente en
tabacos procedentes de plantaciones del Tercer Mundo.?'

TABLA 3.

CLASIFICACION DE AGENTES CARCINOGENICOS PRODUCTO DE LA
COMBUSTION DEL CIGARRILLO

1. Nitrosaminas a. Dimetil nitrosamina

. Dietil nitrosamina
Nitrosopirolidina

. N- Nitrosonornicotina
N- Nitrosoanatabina

2. Hidrocarburos aromaticos policiclicos Benzopireno

. Benzoantraceno

. Benzofenantreno

3. Hidrocarburos heterociclicos . Dibenzacridinas

Dibenzocarbasona

4. Aminas aromaticas . beta.naftilamina

. 210Pb
. 2o

b
c
d
e
a
b
c. Metilfluoanteno
d
a
b
a
5. Particula alfa a
b

Tomado del libro " Anderson’s Pathology. " Kissane, John M.

Tabaco y carcinogénesis

Diversos estudios han demostrado la asociacion del tabaco con las
neoplasias de laringe, boca, eso6fago, vejiga, pancreas y rindn. En el terreno de la
investigacion guimica y biolégica, se han dado grandes pasos en la identificacion
de sustancias carcindgenas asi como en la comprension de los mecanismos de

carcinogénesis.'® 2% 22
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Son sustancias iniciadoras de la carcinogénesis, los hidrocarburos
aromaticos piliciclicos y, entre ellos, el benzopireno y el emilcriseno (presente en
el condensado o alquitran del humo de tabaco); y las nitrosamidas presentes en el
estado gaseoso. Son sustancias promotoras el formaldehido (fase gaseosa), los
fenoles, ésteres de acidos grasos y acidos grasos libres (alquitran). Son
cocarcinogenos el metilpireno, el fluoranteno y algunos derivados de la nicotina

(alquitran).®

AuUn asi, se sabe que la aparicion del cancer no esta ligada a una causa
unica, como puede ser el tabaco y sus componentes. De acuerdo a la teoria actual
de la muilticausalidad, toda una serie de elementos, no contenidos en el tabaco,
actuarian de modo conjunto, como son: las sustancias radioactivas (uranio y
otras), la contaminacién urbana e industrial, el alcohol, las infecciones producidas
por determinados virus, la herencia y algunas hormonas. A ello habria que anadir
las lesiones locales existentes en determinados érganos o procesos inflamatorios
irritativos producidos por el tabaco en el arbol bronco pulmonar y la disminuciéon de
defensas locales y sistémicas (alteracion de los cilios, de los macrofagos
alveolares, de la competencia inmunoldgica de los linfocitos T y B). En definitiva,
existe evidencia epidemioldgica, bioldégica y quimica que nos permite afirmar que
el uso del tabaco y, por ende, el fumar cigarrillos constituye un potente
carcindgeno para el ser humano; que la aparicion del cancer esta directamente
relacionada con la cantidad consumida; y que no por ello debemos negar la
importancia sobreafiadida de otros factores ya comentados.®

Tabaco y cancer bucal

El habito tabaquico también es uno de los factores de riesgo para el cancer
de lengua, labios y faringe. Normalmente el factor de riesgo es el humo del tabaco
en la mayoria de las poblaciones, pero en ciertas zonas donde se mastica el
tabaco y no se fuma (ciertas zonas de la India), el cancer de cavidad bucal es mas
frecuente. El tabaco no solo se relaciona con el tumor primario aparecido en la
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zona, también favorece a la aparicion de segundos tumores primarios; esto es,
cuanto mas intenso es el habito, mayor es el riesgo de multiples tumores
primarios. El tabaco mantiene una relacion de dosis respuesta con el riesgo de

cancer bucal, como se muestra en la tabla 4.22- %3

TABLA 4.
RIESGO RELATIVO ALDESARROLLO DE CANCER BUCAL DE ACUERDO A
LA CANTIDAD DE TABACO FUMADO.

Intensidad del Mujeres Varones
tabaquismo RR (IC 95%) RR (IC 95%)

No fumadores 1 (referencia) 1 (referencia)
Fumar 1. (0.5-1.8) 1.1 (0.7-1.7)

1-19 cig/d durante 20(3.0(1.9-5.2) 1.6 (0.9-2.7)

+afios

20-39 cig/d, 20+ aifos 4.4 (2.7-7.2) 2.8 (1.8-4.3)
40+cig/d.20+afos 10.2 (5.2-20.4) 4.4 (2.7-7.2)

Sdlo pipa/puro 1.9 (1.1-3.4)

Tomado del libro "Cancer y precancer” GONZALEZ Y MOLES

El humo de la pipa y el cigarro puro contiene los mismos carcinégenos que
el cigarrillo. Las personas que fuman 4 o mas puros estan expuestos a una
cantidad de humo equivalente a 10 cigarrillos. La corriente principal del humo del
puro contiene en comparacion con el humo del cigarrillo, mayores concentraciones
de nicotina, benceno, hidrocarburos aromaticos policiclicos (incluyendo al
benzopireno), cianuro de hidrogeno, oxidos de nitrdgeno y plomo, N-nitrosaminas,
amoniaco, y CO. El pH alcalino del humo del tabaco y de la pipa facilita la

absorcion de nicotina en las mucosas bucal y nasal.?®

Uno de los aspectos que siempre surgen en la epidemiologia del consumo

del tabaco es conocer que es lo que sucede cuando cesa el tabaquismo. Tras un
afno de abandono, el riesgo se reduce a la mitad del de los fumadores actuales. La
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significacion estadistica desaparece tras 10 anos. Aunque no desaparece por
completo un cierto aumento de riesgo, incluso tras 20 aifos de consumo, cuando
se consideran todos los productos del tabaco (lo que incluye fumadores de pipas y
puros y los que mastican el tabaco); en los que han consumido sélo cigarrillos
comerciales el riesgo desaparece tras 15 aios del cese. La eliminacion del riesgo
tras el cese sugiere que el tabaco opera sobre todo en los estadios finales de la
carcinogénesis oral y que sus efectos son reversibles.?®

El exceso de riesgo del cancer de faringe y boca tras el cese del
tabaquismo desaparece antes que el del cancer de laringe y pulmdn. Esto se ha
atribuido a un efecto de lavado de los carcindgenos en contacto con el epitelio por

la masticacion y deglucion.?3 24

Los productos de tabaco sin humo también se han asociado de manera
clara con el cancer bucal. La masticacion de productos que contienen tabaco,
betel y otras sustancias contribuyen a las elevadas tasas de cancer bucal en la
India y otras areas de Asia central. El tabaco masticado bastante frecuente en el
sur de Estados Unidos., fue asociado por primera vez en el cancer bucal en 1915
y mejor documentado en la década de los 50, pero no fue hasta 1981 cuando se
comprobd mediante un estudio de casos y controles en Carolina del Norte. Los
masticadores de tabaco tenian 4.2 veces mas riesgo que los consumidores de
tabaco; los consumidores de larga duracion tenian casi 50 veces mas riesgo de

cancer de encia y mucosa bucal, los tejido en contacto con el tabaco.?® 24

Los productos de combustion del tabaco son los implicados en el humo del

tabaco inhalado. Se han aislado nitrosaminas especificas del tabaco en productos
tabaquicos sin humo (para masticar).2
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BENZOPIRENO

Ciento cuarenta afos después del informe del Dr. Pott sobre la asociacion
del hollin procedente de la combustion del carbon con el cancer de piel de escroto,
se establecié una base experimental para la observacion clinica de Pott. En 1915,
los anatomopatdlogos japoneses Yamagiwa e Ichikawa publicaron la producciéon
de tumores cutaneos en animales, por primera vez mediante la aplicacion de
alquitran en la piel. Estos investigadores aplicaron repetidamente alquitran crudo
en las orejas del conejo durante varios meses, provocando neoplasias benignas y
mas tarde malignas.” 25 Estudios ulteriores demostraron que la pie! del raton era
susceptible a la accion carcindogena de dichos alquitranes organicos. Durante los
quince anos siguientes, se hicieron grandes intentos para determinar la naturaleza
del material causante de malignidad, contenido en los alquitranes crudos. En
1932, Kennaway y cols. comunicaron la produccién de carcinédgenos mediante
pirdlisis de compuestos organicos simples que comprenden unicamente el
carbono e hidrogeno. A principios de los aifos treinta se aislaron varios
hidrocarburos policiclicos de fracciones de alquitran crudo. En 1930 se aisld el
primer compuesto carcinogénico sintetico. Esta sustancia, el
dibenzo(a,h)antraceno (1,2,5,6-dibenzoantraceno), fue analizada respecto a su
actividad como carcindgeno mediante pincelacibn en la piel del ratén,
encontrandose que era un potente carcinégeno. En 1932 se consiguid el
aislamiento del benzo(a)pireno (3,4-benzopireno) a partir del alquitran y también
su sintesis. Los hidrocarburos policiclicos varian respecto a su potencia
carcinogénica: por ejemplo, el isémero del dibenzo(a,h)antraceno, el
dibenzo(a,c)antraceno (1,2,3,4-dibenzoantraceno), tiene muy poca actividad
carcinogénica. Entre los carcinégenos mas potentes figuran el 3-metilcolantreno y

el 7,12-dimetil-benzoantraceno.” 8
El benzopireno es una sustancia que lesiona el material genético de las

células y produce cancer en los drganos con los que se pone en contacto.' El

benzopireno pertenece a los hidrocarburos aromaticos policiclicos conocidos
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(HAPs), que son factores importantes de la contaminacion ambiental afectando el
organismo humano. Se genera de la combustion completa de la materia organica,
en la emision de vehiculos petroleros, chimeneas industriales y domésticas.
Dentro de los HAPs el benzopireno es considerado el de mas riesgo y responsable
de una larga enfermedad que tarda de 10 a 15 afos en desarrollarse, desde que
inicia con un trastorno genético, una vez que el benzopireno ingresa al organismo;
y hasta que se forma el tumor.?® E|l benzopireno es capaz de producir cancer de
piel en ratones cuando se aplican durante un considerable periodo de tiempo y
sarcomas cuando se inyectan en forma subcutanea.?’

El 1,2-Benzopireno se ha aislado del alquitran de hulla y se cree es
responsable de la produccion de cancer de piel en los trabajadores de la industria
del alquitran de hulla y de la mineria del carbén. Se encuentra presente en el
humo del tabaco, en alimentos y embutidos ahumados, en la carne asada, en el
café, en el pan tostado, en cualquier proceso que resulte de la "combustion de un
material organico", son contaminantes primarios del aire y el agua en las grandes

ciudades.?’

1.2 - Benzopireno
@ TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

Debido a los estudios realizados sobre los efectos mutagénicos del tabaco
se conoce el mecanismo de accion de los benzopirenos. Los benzopirenos se
combinan en el DNA alterando la secuencia de los genes lo cual produce una
alteracion completa de la secuencia de aminoacidos (a partir del punto de
insercion) de la proteina producida, modificando su funcion.?”

La mayor contribuciéon para la actividad carcinogénica se debe a diferentes

tipos de tabaco entre ellos encontramos: Tabaco —especifico N- nitrosamina
(TSNA). Estos agentes estan formados exclusivamente por nicotinay en su
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minoria por alcaloides del tabaco, primariamente durante el proceso de
fermentacién, y por el envejecimiento del tabaco. La TSNA son carcinégenos
organicos especificos, independientes de la ruta de su aplicacion, estos inducen
varios tumores especificamente en los tejidos y 6rganos huésped.?®

La importancia del TSNA en la carcinogénesis bucal esta basada en el
hecho de tallar las superficies orales de las ratas con una solucion de dos
nicotinas derivadas de N-nitrosamina, NNN y NNK, induciendo tumores de mucosa
bucal, paladar y lengua. Debido a la especificidad organica del NNK, se observo
adenocarcinoma en los pulmones de estas ratas.?®

CARCINOGENESIS EXPERIMENTAL

La carcinogénesis experimental fue iniciada por Yamagiwa e Ichikawa®® en
1915, quién repetidamente pintaba el alquitran de hulla sobre los oidos de conejos
y tuvo éxito en la produccién de muiltiples carcinomas de células escamosas. Los
especimenes de sus experimentos estan todavia expuestos en el Museo de la
Facultad de Medicina de Tokio. Muchos otros cientificos confirmaron los
resultados relatados por estos dos investigadores, conduciendo al descubrimiento
de una sustancia quimica cancerigena el 1,2,5,6- dibenzantraceno. Desde el
principio Yamagiwa e Ichikawa describieron la complejidad del proceso
cancerigeno, descubriendo una gama de lesiones hiperplasicas benignas y
malignas y también cambios inflamatorios. Durante la carcinogénesis diferentes
grados de malignidad fueron observados en diferentes tumores, fue asi como en
1970 se propuso el término de carcinogénesis.

La Carcinogénesis quimica esta enfocada a los procesos metabdlicos,

genotoxicidad y la carcinogenicidad derivada de las aminas heterociclicas y los

procesos de reparacion del ADN.?®
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Existe un grupo de investigacion®® que ha desarrollado técnicas bioquimicas
y quimicas para la deteccidn, identificacion y caracterizacion, tanto funcional como
estructuralmente de las proteinas alteradas durante la carcinogénesis. Las
investigaciones del programa tratan de aclarar los mecanismos de transformacion
maligna en las células humanas y animales por medio de carcinogénesis quimica
y de otros agentes que causan cancer; para determinar la etapa celular critica y
los factores genéticos involucrados en la iniciacion, promocion y progresion de
estas células transformadas y para aplicar cualquier conocimiento obtenido de
estos estudios hacia la prevencion efectiva del cancer en el hombre; por lo tanto
los estudios estan disefiados para:

1. Identificacion y caracterizacion de factores exégenos y endégenos
que controlan la iniciaciéon, promocidon y progresion de los tumores
inducidos quimicamente.

2. Determinacion  de la regulacion de la expresion génica y
diferenciacién en ambas neoplasias (humana y animal).

3. Definir el mecanismo por el cual se maodifica la diferenciacion
celular pudiendo inhibir y/o promover el proceso neoplasico.

4, \ Caracterizar los procesos metabdlicos y el potencial mutagénico

de las aminas aromaticas como carcinogénicos.

La carcinogénesis esta relacionada con alteraciones genéticas, que la
identifican como cambios que siguieren que la sustancia en cuestion puede ser
potencialmente carcinogénico. Se usan ensayos cortos para predecir el potencial
carcindgeno de una sustancia. Evaluando la relacion entre la carcinogenicidad y la
actividad mutagénica de los quimicos.?®

Como se menciono anteriormente existen carcinogénicos que han sido
identificados al fumar tabaco, especificamente tabaco N- nitrosamina (TSNA), N-
nitrosonornicotina (NNN), y 4(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butano (NNK) entre
los mas importantes. NNN y NNK se forman durante la combustion del cigarro y
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especialmente durante la fermentacion. EI tallar la mucosa bucal con
concentraciones bajas de una mezcla de NNN en adiciéon con NNK en agua induce

cancer bucal en ratas. %8

Existen modelos animales que se utilizan para llevar a cabo investigacion
de la carcinogénesis experimental, dentro de ellos se encuentran los Hamsters
Syrian; Hoffmann?®, en su estudio titulado “El Tabaco, composicion quimica y su
carcinogenicidad” utilizé Hamsters Syrian en sus bioensayos, a los cuales traté
con extractos de tabaco y demostré que la TSNA es un agente carcinogénico que
se encuentra dentro de la nicotina del tabaco. Desde 1981 algunos bioensayos
han fallado al tratar de provocar tumores en la cavidad bucal de los animales de
laboratorio tratados con humo de cigarro o extractos del mismo. La principal razén
de este fracaso segun Hoffman es la inhabilidad de fomentar el habito de fumar y
mascar tabaco. Los animales simplemente no tienen la voluntad de mantener el
humo del cigarro en sus bocas. Fue un dentista Suizo quién finalmente tratd ratas
creando un canal mediante cirugia en el labio inferior de los animales en el cual
pequenas cantidad de humo se les aplicaba dos veces al dia, induciendo

eventualmente lesiones en la mucosa bucal.?®

La investigacion “Expresion diferencial de citoqueratinas tipo 1 en el epitelio
de la bolsa pequeha de Ila mejila de los Hamsters tratados con
dimetilbanzantraceno” Shearer y cols.>®* demostraron que el modelo experimental
de carcinogénesis es ampliamente aceptado, en el cual los cambios premalignos y
carcinomas observados se asemejan mucho a las lesiones humanas, mencionan
que el carcinoma de células escamosas puede ser inducido en el epitelio de las
bolsas de las mejillas de los Hamsters con aplicaciones del carcinégeno 9,10-
dimetil-1,2-banzantraceno. Los cambios detectados fueron, epitelid pre-neoplasico

y epitelio neoplasico.

Santis, Shklar y cols.®' trataron de provocar tumores malignos en las bolsas

de las mejillas de los Hamsters, en busca de cambios morfologicos, los cuales
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ocurren en los tejidos alterados, dentro de sus resultados observaron Inflamacion
cronica, hiperplasia epitelial, hiperqueratosis y disqueratosis, carcinoma bien
diferenciado, carcinoma anaplasico y papiloma.

Dentro de los métodos utilizados para inducir carcinogénesis en Hamsters
se encuentran los descritos por: Salley y cols.®? quienes pintaron soluciones
carcinégenas (9,10-dimetil-1,2- benzantraceno, 20 metilcolantreno y 3,4-
benzopireno) en la superficie epitelial de las bolsas de las mejillas con un pincel de
pelo de camello del No. 4 tres veces por semana durante 16 semanas, Wu-Wang
y cols.®® en su estudio * Efectos del Benzo(a)pireno y Nicotina en la Sintesis de
Prostaglandinas en la bolsa bucal y glandulas submandibulares de los Hamsters
Syrian” utilizaron veinte machos adultos de 100 a 125 g de peso. La Hamsters
fueron divididos al azar en cuatro grupos; sus bolsas bucales de ambos lados se
lavaron apicalmente con aceite de maiz (grupo control), 1 mm de benzo(a)pireno,
1 mm de nicotina, o una combinaciéon de 1mm de benzo(a)pireno con 1 mm de
nicotina en aceite de maiz. La dosis de benzo(a)pireno o nicotina fue estimada por
un reporte hecho por Van Vunakis y cols. (1989) basados en que la concentracion
de cotinina en saliva de los fumadores fue de 150 a 550 ng/ml después de 15 a 90
minutos después de fumar. Los Hamsters fueron tratados dos veces al dia, cinco
dias a la semana por cuatro semanas. La comida y el agua se les dio libremente.
El peso de los animales fue registrado semanalmente. Al final de las cuatro
semanas, los Hamsters fueron anestesiados con uretano al 25% (1.0ml /100g del
peso corporal) y se sacrificaron. Las bolsas bucales y las glandulas fueron
disecadas y colocadas en hielo. Y posteriormente analizadas. La administracion
del benzo(a)pireno, nicotina o la combinacién de ambos en estas cuatro semanas
no significaron un cambio ni en el peso corporal o en el peso de las bolsas bucales
y las glandulas submandibulares. Ellos reportaron que los dos ingredientes
mayores de fumar cigarro, benzo(a)pireno y nicotina, mostraron efectos diferentes
en las produccion y la sintesis de prostaglandinas en las bolsas bucales y
glandulas submandibulares de los Hamsters.
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34 estuvo enfocado al estudio de la

El proposito de Papageorge y cols.
carcinogénesis por tabaco utilizando una nitrosamina especifica de este y su
efecto; (NNN) , en la mucosa bucal de los Hamsters Syrian. El método que se
empled para este estudio fue con 36 bolsas bucales de Hamsters Syrian pintadas
cinco veces a la semana durante 24 semanas con 10 mg/ml de NNN puro en una
suspensién con aceite mineral. Los animales fueron sacrificados a las 6, 8, 12 y 24
semanas. Dentro de los resultados observaron que a las seis semanas, la mucosa
de la bolsa bucal de los animales aparecieron clinicamente mas hiperémicas que
las formas controladas. Después de las 12 semanas, todos los animales de
experimentacion mostraron hiperplasia epitelial e inflamacion al examen
histolégico. Tres de los animales que fueron sacrificados a la 24 semanas
mostraron una marcada displasia epitelial. Sus conclusiones fueron que al exponer
la mucosa bucal de los Hamsters Syran al NNN, cinco veces a la semana durante
24 semanas, no encontraron cambios clinicos o displasicos, concluyendo que
NNN requiere de otros factores para desarrollar cancer, como un cocarcinogéno,

una concentracion alta o un largo periodo de aplicacion.

El método utilizado en el estudio de Santis, Shklar y cols.?' fue produciendo
tumores en las bolsas bucales en Hamsters Syrian de 60 dias de edad. Se utilizé
una brocha de pelo de camello del No. 4 para pintar la bolsa derecha con una
concentracién al 0.5% de solucion de 9,10 dimetil 1,2 benzantraceno (DMBA)
disuelta en acetona. Aproximadamente 0.25 ml. El carcindgeno fue aplicado tres
veces al dia. Estos animales fueron divididos en tres grupos y fueron sacrificados
después de 10, 16, y 24 semanas de tratamiento en orden que se pudo estudiar
las lesiones, marcadas como lesiones malignas tempranas, y lesiones malignas
extensas. Las bolsas bucales izquierdas de cada animal sirvieron de control, siete
animales de cada grupo solo recibieron acetona, mientras que los ocho animales
sobrantes de cada grupo no fueron tratados. Después de esto los animales fueron
sacrificados con éter dietilico, las lesiones tumorales o parecidas a tumores fueron
cuidadosamente disecadas libremente de la mucosa adyacente. Ellos encontraron

que los animales que fueron sacrificados a las 10 y 16 semanas, mostraron
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engrosamiento del area de aplicacion. Cuatro animales presentaron lesiones
papilares pequefias en la bolsa bucal derecha. En algunos animales la superficie
de mucosa brillante normal tomo una consistencia rugosa, de apariencia gris
obscura, mientras que en otros hubo manchas grandes de areas delgadas
nodulares que presentaban rugosidades, con una superficie blanca obscura. En
seis animales hubo masas tumorales grandes que sobrepasaron de la mucosa de
la bolsa bucal y formaron un tejido mucoso adyacente. En los animales
sacrificados a las 24 semanas se encontraron masas tumorales grandes sobre la
bolsa bucal experimental (nueve lesiones). En algunos casos la superficie de las
lesiones fue negra y necroética, mientras que en otros casos las lesiones fueron
firmes y duras con una superficie lisa e indurada. Las observaciones
microscopicas de las bolsas bucales derechas presentaron patrones histologicos
distintos. Estos los agruparon dentro de las siguientes categorias: mucosa normal,
inflamacién cronica e hiperplasia epitelial, papiloma, hiperqueratosis vy
disqueratosis, carcinoma epidermoide bien diferenciado, y carcinoma anaplasico
pobremente diferenciado. Santies y cols.?* menciona que las aplicaciones
repetidas de DMBA en las bolsas bucales de los Hamsters provoca carcinomas

epidermoides, usualmente invasivos, bien diferenciados.

Las bolsas de los Hamsters son aceptadas como modelo experimental en la
carcinogénesis en el cual los cambios premalignos y malignos son semejantes a
las lesiones que aparecen en los humanos. El carcinoma de células escamosas
puede ser inducido en el epitelio de las bolsas bucales de los Hamsters mediante
aplicacion de algunos carcindgenos como varios de los autores anteriores lo han
llevado a cabo.3°

En el presente estudio utilizamos los materiales y métodos previamente
descritos con ia finalidad de tener un rango de error menos amplio.
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DISPLASIA EPITELIAL Y CARCINOMA “IN SITU”

El desarrollo de un proceso maligno en el epitelio plano estratificado tiene
lugar como un proceso gradual en el cual multiples alteraciones menores
individuales de las células y tejidos culminan finalmente en clara premalignidad y
malignidad. La combinacién de los cambios tisulares observados en la transicion

gradual hacia la malignidad (premalignidad) se denomina displasia epitelial. 3°

En la displasia se encuentran las siguientes alteraciones celulares
individuales:
1. Nucleolos prominentes
Nucleos hipercromaticos (hipercromasia)

Pleomorfismo nuclear
Cociente nuclear/citoplasmico alterado
Aumento en la actividad mitotica

. Figuras mitéticas anormales

No oA N

Multinucleacion de las células.?®

La severidad de una displasia se expresa mediante la asignacion de un grado
leve, moderado o severo/carcinoma in situ, basado en su aspecto microscopico.
Es importante sefalar que el grado de displasia epitelial puede aumentar con el
tiempo. En un fumador de cigarrillos, la displasia epitelial del piso de la boca o del
borde lateral de la lengua aumentara su grado de leve a severo, con el tiempo y
con la continuidad del habito. El factor tiempo variara ampliamente entre
individuos, desde meses a afos. Igualmente importante es que, cuando se
suprime un factor inductor, algunas formas leves e incipientes de displasia epitelial
regresaran (revertiran) y el epitelio volvera a la normalidad. En otras formas de
displasia epitelial, incluso con contro! de algun factor responsable, la remision
puede no ser posible, aunque fa velocidad de la evolucion a una forma mas grave
suele ser mas lenta. Parece dudoso que las formas moderada y grave de la

displasia epitelial puedan remitir por simple eliminacion de su causa. En algunos
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casos, la regresion de las formas moderadas y grave de la displasia epitelial,
puede no ser posible porque la membrana basal epitelial puede estar ya invadida
focalmente. Cuando el tejido conjuntivo adyacente esta invadido por epitelio
displasico, se considera un carcinoma epidermoide. Las displasias epiteliales
severas pueden convertirse en un carcinoma in situ. Este se caracteriza por que
toda la capa epitelial esta alterada y corresponde histolégicamente a un carcinoma
del epitelio plano estratificado. 35. 36 Aunque no se puede realizar clinicamente el
diagndstico diferencial entre una leucoplasia precancerosa con un carcinoma in

situ.?”

Las areas de displasia epitelial presentan a menudo un infiltrado leucocitario
cronico en el tejido conjuntivo adyacente y los linfocitos se extienden hacia arriba
penetrando las capas mas profundas del epitelio displasico. Si la displasia es leve

y el infiltrado linfocitario es severo, existe la posibilidad de un diagnéstico erréneo.
35

L.os carcinomas de la mucosa bucal se desarrollan preferentemente a partir de
una mucosa discreta. Se considera que casi el 30% de los carcinomas de la
cavidad bucal se originan en la base de una mucosa alterada por afecciones
anteriores, en las que las leucoplasias precancerosas presentan el estadio previo

mas frecuente de cancer.*”

Cuando se han cumplido todos los criterios histomorfolégicos de un tumor, a
excepcion del crecimiento invasivo, entonces se habla de un carcinoma in situ o
de un carcinoma intraepitelial. El crecimiento maligno se limita en estos casos
primeramente al epitelio y la membrana basal permanece todavia intacta. No
obstante se debe partir con seguridad que la base de que se producira en los
préximos 5 afnos un crecimiento invasivo en el estroma subepitelial, con el que

también se puede originar metastasis.3”
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CARCINOMA EPIDERMOIDE

Cuando se habla de cancer bucal, se hace referencia a los tumores
malignos que afectan a los labios, la lengua, el piso de la boca, las glandulas
salivales, la faringe y el resto de localizaciones dentro de la boca, correspondiendo
en mayor parte de los casos desde el punto de vista anatomopatologicos, al

carcinoma epidermoide.?? 3839

El carcinoma epidermoide se caracteriza por una proliferacion de nidos,
cordones o islotes neoplasicos que recuerdan en mayor o menor grado el epitelio
escamoso y que penetran en el tejido conectivo de soporte de la lamina propia y

submucosa. 233839

Broders en 1920 publica un estudio en el que destaca que la agresividad
de un tumor se expresa como el mayor o menor grado de diferenciacion celular y
propone un sistema de clasificacion en el que se consideran cuatro grados:

e Grado 1: 75% o mas del tumor esta bien diferenciado.
e Grado 2: 50% o mas esta bien diferenciado.
e Grado 3: 25-50% esta bien diferenciado.

e Grado 4: menos del 25% esta bien diferenciado.

Posteriormente el sistema adoptado por la O.M.S. recomienda la
clasificacion en tres grados histolégicos de malignidad: bien diferenciados,
moderadamente diferenciados y pobremente diferenciados o indiferenciados. Esta
clasificacién se acerca a la de Broders en relaciéon con la diferenciacion, pero se
consideran ademas el grado de atipia y las mitosis. 23

Las neoplasias bien diferenciados presentan gran similitud con las células

del epitelio escamoso normal, reconociéndose faciimente los puentes
intercelulares con abundante formacion de queratina bien en forma de perlas
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coérneas o como queratinizacién celular individual. Las células suelen presentar
citoplasma eosinodfilo amplio y el grado de hipercromatismo nuclear y de actividad
mitética es minimo. Frecuentemente puede observarse un infiltrado inflamatorio
crénico peritumoral prominente, constituido principalmente por células plasmaticas

y linfocitos. 2% 38

Los carcinomas moderadamente diferenciados presentan mayor
desorganizacion arquitecténica y aunque persiste el parecido con el epitelio
escamoso, el grado de hipercromatismo, pleomorfismo, anisocitosis y nimero de
mitosis es mayor. La frecuencia de figuras de mitosis atipicas aumenta, mientras

que disminuye la formacién de perlas corneas y la queratinizacion individual 2% 38

El los carcinomas pobremente diferenciados es dificil establecer su origen
escamoso, salvo por la presencia de pequenos focos de queratinizacion o por la
identificacion de puentes intracelulares. Existe un intenso pleomorfismo nuclear
con aumento de la relacidon nlcleo/citoplasma y elevado numero de mitosis,
muchas de ellas atipicas. A veces, algunas neoplasias son completamente
anaplasicas y la unica clave para el diagnostico es su origen del epitelio de
superficie. En estos casos es necesario estudiar multiples cortes del tumor para

llegar a un diagndstico correcto o realizar estudios inmunohistoquimicos.?? 38

A lo largo de los afos se han propuesto otros sistemas de clasificacion
como el de Jakobsson en el que se considera ademas la relacion histologica de la

neoplasia con el tejido propio del huésped.?®

Por otra parte Glanz y cols. Proponen un sistema aplicado al carcinoma
epidermoide de laringe, que incluye cuatro parametros para establecer el indice de
malignidad: 1) diferenciacion y pleomorfismo, 2) estructura y borde del tumor, 3)

invasion vascular y perineural y 4) respuesta celular del huésped.??
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Como ya lo hemos comentado, los tumores se acompanan a menudo de
infiltrado inflamatorio en el que predominan los linfocitos T. Ademas pueden
encontrarse células cebadas, linfocitos B, células plasmaticas, macréfagos, células
natural killer y células de Langerhans. También puede haber abundantes
eosindfilos, lo que ha sido considerado por algunos autores de cierto valor

prondstico.?3

Independientemente de la clasificacion usada, ademas del grado de
diferenciacion y el subtipo histologico, si es el caso, conviene hacer referencia al
patron de infiltracion tumoral y a la profundidad de invasién tumoral. El patron de
infiltracion tumoral puede ser expansivo, en forma de grandes nidos tumorales o
por el contrario en forma de nidos de células poco cohesivos o mediante células
tumorales individuales, lo cual se a asociado con una mayor frecuencia a

metastasis ganglionares.?®

A la profundidad de la invasion también se le ha concedido importancia
prondstica. Segun algunos autores, los tumores que infiltran menos de 4 mm. En
profundidad metastatizan en un 8.3%, los que profundizan entre 4 y 8 mm.
metastizan en un 35% y los que sobrepasan los 8 mm. Alcanzan un indice de

metastasis del 83%.%°

Ademas de lo comentado en parrafos anteriores y como se pone de
manifiesto en la clasificacion TNM de los tumores, son de crucial importancia el
tamano tumoral (considerando el diametro mayor) y la infiltracion tumoral de los
ganglios linfaticos regionales. El patdlogo debe hacer constar si existe infiltracion

vascular, linfatica o perineural, lo cual también agrava en pronédstico.?®
Un dltimo punto importante es la valoracion por parte del patologo de los

margenes quirdrgicos de la pieza quirargica, puesto que margenes positivos
pueden ocasionar recurrencias en el 80% de los casos, mientras que soélo se
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observa recurrencia en el 12-18% de los caos con margenes quirtrgicos libres de

tumor.2?

Desde el punto de vista de la localizacion del carcinoma epidermoide, el
labio inferior es el lugar mas frecuente afectado(45%), seguido de la lengua (16%)
y del piso de boca (12%) en segundo y tercer lugar respectivamente.
Considerando la cavidad bucal la gran mayoria ocurren en tres localizaciones: piso
de boca principaimente en la papila a la salida del conducto de Wharton), el
complejo paladar blando-pilar anterior-complejo retromolar y en la region

ventrolateral de la porcion movil de la lengua.2 3°
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El benzopireno colocado en las bolsas de los Hamsters provocara cambios
displasicos a diferentes tiempos comparables con los observados en el ser

humano.

JUSTIFICACION

Se plantea este estudio con el propdsito de confirmar el dafo carcinogénico
que realiza el benzopireno a nivel celular y tisular (uno de los principales productos
de combustion del tabaco).

Otra de las principales razones para llevar acabo el estudio del benzopireno
como agente carcinogénico es debido a que se sabe que el habito del tabaquismo
es nocivo, pero el porque? es un cuestionamiento que aun no ha sido aclarado a
la poblacidn, es asi como se debe tener en cuenta que es necesario informar,
tanto a los profesionales del area de salud como a la poblacién el general, con el
fin de que tengan el conocimiento del daifio de fumar tanto para los fumadores
activos como para los fumadores pasivos.

HIPOTESIS

El Benzopireno provoca cambios displasicos en las células epiteliales de la
mucosa de la bolsa bucal.
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OBJETIVO GENERAL

Demostrar histoidgicamente cambios sugestivos de malignidad provocados

por el benzopireno en la mucosa de la bolsa bucal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

*Analizar microscéopicamente la respuesta del tejido ante la administracién del

carcindégeno.

*Determinar histolégicamente los cambios ocurridos en las diferentes etapas del

estudio.

DISENO DEL ESTUDIO.

Tipo de estudio
o Experimental
e Observacional
o Prospectivo

e Longitudinal

Universo de estudio
Quince Hamsters cepas Syrian, machos de 4 a 5§ semanas de edad de peso

aproximado 150 gr., alimentados bajo el régimen habitual del bioterio.

Tamano de la muestra.
e Quince bolsas bucales de Hamster Syrian con carcinégeno

e Quince bolsas bucales de Hamster Syrian con placebo
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Criterios de inclusién.
Hamster cepa Syrian, machos, de 4 a 5 semanas de edad, de un peso

aproximado de 150gr.

Criterios de exclusiéon
Todo aquel Hamster que no sea cepa Syrian, que no este dentro de las 4 a
5 semanas de edad, y que su peso no alcance los 150 gr. aproximadamente o los

sobrepase.

Criterios de eliminacion.

Todos aquellos animales que fallezcan durante el estudio.
VARIABLES

Dependientes
Dosis del Benzopireno
Dosis del placebo

independientes

Respuesta del animal ante el estimulo
MATERIAL Y METODOS

Material y equipo

o Alimento para los animales

e Cajas con tapas metalicas

e Estuche de diseccion

e Agente carcinogénico (Benzo(a)pireno) marca SIGMA

e Aceite de maiz
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s |sépos

e Algodén

e Guantes

e Camara digital

e Portaobjetos

e Cubreobjetos TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

e Microscopio de luz
e Reactivos para la técnica de tincion

Metodologia

Se utilizaron 30 Hamster cepas Syrian, machos de 4 a 5§ semanas de edad
de peso de aproximadamente 150 gr., los animales fueron pesados antes de
iniciar el estudio y posteriormente una vez por semana. (Figura 1 a y b)

/ e
-

FIGURA 1

Los animales fueron alimentados durante el estudio ad libitum y se
mantuvieron bajo las condiciones del bioterio (Figura2), fueron divididos al azar y
marcados en 3 grupos, a cada uno de los animales se les administré el agente
carcinégeno en las bolsas del lado derecho. (Figura 3 a.)
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FIGURA 3

Las bolsas del lado izquierdo sirvieron como grupo control administrandoles
placebo. (Figura 3 b.) La dosis fue de .25ml. a una concentraciéon de .5% de
benzo(a)pireno diluido en aceite de maiz, se aplicé tanto el carcinégeno como el
placebo cada 24 hrs., durante el tiempo que duro el estudio. (Figura 4 a.)

FIGURA 4
La administracién del carcinégeno se realizo de la siguiente manera: Se

preparo la solucion mezclando el benzo(a)pireno con el aceite de maiz, se tallo
una vez al dia en la mucosa de la bolsa derecha, la bolsa izquierda se tallo en las
mismas condiciones Unicamente con aceite de maiz. (Figura 4 b.)
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Los animales fueron sacrificados una vez administrados los tratamientos a las 4, 8
y 12 semanas, con una sobredosis de éter (Figura 5) inmediatamente después del
sacrificio se realizd la diseccidn de las bolsas bucales (Figuras 6 a, b y c); las
cuales se disecaron y fueron fijadas con formol al 10% (Figuras 7 ay b) y
procesadas con la técnica de inclusion en parafina, se realizaron cortes a cuatro
micras de espesor que fueron tefidos con la tincién de rutina de H&E.

Tt ST

FIGURA S
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FIGURA 7

Se realizaron observaciones al microscopio de cortes los cortes seriados en
busca de cambios displasicos, se elaboraron cuadros de recoleccion de datos y
tablas en las que se anotaron los hallazgos histolégicos, se realizaron porcentajes
de los resultados obtenidos; el estudio fue observacional cualitativo.
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RESULTADOS

Al finalizar el estudio el total de los animales fue de 15; no se observaron
cambios significativos con respecto al peso entre el inicio y el final del tratamiento,
el promedio de peso al inicio fue 140 grs. y al finalizar fue de 130 grs. Las bolsas
derechas fueron las experimentales y las izquierdas el control, divididas en tres
grupos. Durante la observacion microscépica de los tejidos obtenidos para
gradificar los tipos de displasia usamos los siguientes parametros: Nucleolos
prominentes, nucleos hipercromaticos, pleomorfismo nuclear, relaciéon
nucleo/citoplasma, actividad mitdtica, figuras mitéticas anormales vy
multinucleacidn de las células. La informacién obtenida fueron los diferentes
grados de displasia usando los términos nulo, leve, moderado y severo, la
presencia de microabscesos, tomando en cuenta si existian o no y el infiltrado
inflamatorio que se tomo como nulo, leve, moderado y severo.

Antes de la fase experimental, se sacrifico un animal, esto con la finalidad
de obtener una imagen histolégica testigo. Las caracteristicas de la bolsa se
muestran en la figura 8.

Figura 8. Grupo control. (H&E) 200x.
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Se revisaron tres cortes histolégicos seriados de cada una de las muestras
y los datos observados se anotaron en hojas de tabulacion, se sumaron los
resultados y se obtuvo el promedio para cada uno de los animales. De los 15
casos del grupo experimental, dos presentaron acantosis localizada y 13 tenian
cambios displasicos; en el grupo control, observamos la presencia de cambios
displasicos en 12 casos y tres Unicamente mostraban acantosis. Los resultados
se encuentran representados en las tablas § en el caso de la displasia, 6 para la
relaciéon entre la displasia y la presencia o ausencia de infiltrado inflamatorio y 9
para los microabscesos

TABLA 5. RESULTADOS OBSERVADOS EN EL GRUPO EXPERIMENTAL Y GRUPO
CONTROL DE LOS CAMBIOS DISPLASICOS.

smster [Semanas |G/E1_|G/E2 |GE3 |G/E 4 5 GIE6 |GIET IGIC1 |GIC2 IGIC3 [GIC4 IGICS IGICE™
1 4
2 4
3 4 . . . .
4 4 . . . . . .
s 4 . . . . .
& 8 . . . .
7 a - - - - -
s g . R .
9 "‘8 . « -
e a . . . R R
11 : .-
12 .
13 2 . .
14 are . . . -
15 12 . . . - .

* Si se presentaron
G/E: Grupo experimental
G/C: Grupo control

: Nucleolos prominentes

: Ndcleos hipercromaticos (hipercromasia)
: Pleomorfismo nuclear I F_JGXS CON

1
:
£ St it oo FALLA DE ORIGEN
7

: Figuras mitoticas anormales
: Multinucleacidn de las células
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TABLA 6. RESULTADOS DEL GRADO DE INFILTRADO INFLAMATORIO Y DISPLASIA
PRESENTADOS EN GRUPO EXPERIMENTAL Y CONTROL.

B/P infiltrado inflamatorio |B/P grado de displasia

Hamster | Semanas bIB infiltrado lnﬂlmatorld B/8 grado des displasia
1 4 0 0 0 0
2 4 1 0 1 0
3 4 0 1 0 o
4 4 1 3 1 1
5 4 1 2 0 0
6 8 1 1 4] 0
7 8 1 2 0 -0
8 8 10 1 1 17
[} 8 g 2
10 8 - 3
11 12 B2 3
12 12 2 3
13 12 g 3
14 12 i T2
15 12 1 2 q 1

B/B: Bolsas bucales con Benzopireno
B/P: Bolsas bucales con Placebo
0 No se presento

1 Leve

2 Moderado
3 severo

cambios mas frecuentes fueron

hipercromaticos,

Como se puede observar en la tabla 5 y en la grafica 1, los tipos de

el

pleomorfismo celular,

la pérdida de

los nucléolos prominentes, los nucleos

la relacion nucleo-

citoplasma y en menor frecuencia las figuras mitdticas anormales; y con respecto

a la actividad mitotica y la presencia de células multinucleadas no se observaron

ninguno de los dos grupos.
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FALLA DE ORIGEN

GRAFICA 1

' COMPARACION DEL DESARROLLO DE DISPLASIA
ENTRE EL GRUPO EXPERIMENTAL Y EL GRUPO
CONTROL
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mitdlica

Se obtuvieron los promedios, desviacion, estandar, varianza y los
porcentajes de cada uno de los cambios displasicos los cuales se encuentran
detallados enla tabla 7 y 8.
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TABLA 7. Anilisis estadistico de cambios displasicos en el grupo experimental.

B/B PROMEDIO VARIANZA %
S.D
NUCLEOLOS 0.87 £ 0.35 0.12 86.7
PROMINENTES
NUCLEOS 0.87 + 0.35 0.12 86.7
HIPERCROMATICOS T
PLEOMORFISMO 0.87 £ 0.35 0.12 "86.7
CELULAR ) o .
PERDIDA DE LA 0802041 . | 047 . ~ 80.0
RELACION N/C .
 FIGURAS MITOTICAS 0.47 +0.52 0.26 46.7
ANORMALES

TABLA 8. Anilisis estadistico de cambios displasicos en el grupo control.”

B/B PROMEDIO VARIANZA %

s.D
NUCLEOLOS 0.53 + 0.52 0.26 53.3
PROMINENTES
NUCLEOS 0.53  0.52 0.26 53.3
HIPERCROMATICOS
PLEOMORFISMO 0.40 + 0.51 0.25 200
CELULAR N
PERDIDA DE LA 0.33 £ 0.49 —0.23 7333
RELACION N/C JERETE. : L
FIGURAS MITOTICAS 0.06 + 0.26 0.06 6.7
ANORMALES

GRADO DE DISPLASIA.

Como se menciond en

parrafos anteriores en el

grupo experimental

observamos trece casos con algun grado de displasia, tres del primer grupo con

displasia leve (ver Figura 9), una moderada y una severa; en el segundo grupo

dos casos presentaron displasia leve, dos moderada (ver figuras 10 a y b) y una

severa; en los cinco casos del tercer grupo dos presentaron displasia moderada

y tres severa (ver figuras 11y 12).
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Figura 9. Displasia leve Grupo control. (H&E) 200x.en la que observamos
hipercromatismo y pleomorfismo celular en los estratos basal y suprabasal.

FIGURA 10. Displasia Moderada (H&E) a) 200x. b)400x. en las que podemos observar
pleomorfismo, hipercromatismo y pérdida de la relacién ntcleo citoplasma.
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Figura 11. Displasia severa (H&E) 200x. Se observa pleomorfismo celular e hipercromatismo

con elongacion del ciavo epitelial.
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Figura 12. Displasia severa (H&E) 400x. Donde encontramos el epitelio en su total
aumentado de tamaiio y con cambios displasicos en el nivel superior, medio e inferior.
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En el grupo control se encontraron cambios displasicos no tan significativos como
en el grupo experimental, observamos los datos mas relevantes en el tercer grupo,
donde los cinco tejidos estudiados de este grupo presentaron cambios, los
cuales fueron dos leves (ver figura 13), dos moderados y uno severo.
Posteriormente, se obtuvo e! porcentaje tanto en el grupo experimental como el
control, los cuales se ven representados en las grdficas 2y 3.

GRAFICA 2. GRAFICA 3.
FRECUENCIA DE DISPLASIAEN FRECUENCIA DE DISPLASIA EN
EL GRUPO EXPERIMENTAL EL GRUPO CONTROL |
0333 ONULO m33% aNULO :
N — Bmom . [2won:
013.4 = CJMODERADO _—_—— . CIMODERADO
0333 OSEVERO O47% COSEVERO
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FIGURA 13. Displasia Moderada (H&E). 200x. Fue evidente e pleomorﬂsmo leve que
encontrd en este caso.
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MICROABSCESOS

Durante la revision al microscopio pudimos observar la presencia y
distribuciéon a lo largo del epitelio de solitarias y multiples lesiones con aspecto de
microabscesos; que no estaban contempladas dentro del protocolo. En el grupo
experimental observamos ocho microabscesos, uno de ellos se encontré en el
primer grupo, dos en el segundo (ver figura 14) y los ultimos cinco en el tercero
(ver figuras 15, 16 ay by 17 a y b). Por lo que al final de las doce semanas el
resultado fue de un 53.3% de microabscesos y un 46.7% sin ellos en el total de
las muestras (100%) (ver grafica 4.) Mientras que en el grupo control cinco
microabscesos se observaron Unicamente en el tercer grupo, obteniendo asi un
33.3% de microabscesos y un 66.7% sin ellos en el total (100%) de este grupo. La
frecuencia con las que se observaron se representa en la tabla 9.

TABLA 8. FRECUENCIA DE MICROABSCESOS EN GRUPOS EXPERIMENTAL Y CONTROL.

Hamster | Semanas G/E microab GIC microabscesos
1 4
2 4
3 4
4 a4 :
5 4
6 8
7 8
8 8
9 -8
10 8
11 12
12 12
13 12
14 12
15 12

* Si se presentaron

g;g Bollsas t;ucales conF?lenzgplreno s o : i -
: Bolsas bucal acebo ‘ i )
cales con : i ‘ WQ_]S CON
T -5 DE ORIGEN
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GRAFICA 4.

% DE LA FRECUENCIADE
MICROABSCESOS

80

asI SE
PRESENTARON

ENO SE :
PRESENTARON

G/C

La presencia de microabscesos fue mas significativa en el tercer grupo del
grupo experimental, el promedio de microabscesos en el grupo experimental fue

FIGURA 14. (H&E) 200x. Se observa le presencia de un microabsceso adyacente a la zona
de displasia.
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Figura 15. (H&E) 200x.Presencia de un microabsceso intraepitelial rodeado por tejido
displasico.

Figura 16. Imagenes en las cuales podemos observar los hallazgos relevantes del estudio
como son microabsceso, displasia e infiltrado inflamatorio. a) 200x y b) 400x.
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FIGURA 17. Imagenes en las cuales podemos observar los hallazgos relevantes del estudio
como son microabsceso, displasia e infiltrado inflamatorio. a) 200x y b) 400x.

INFILTRADO INFLAMATORIO

El tipo inflamatorio y su frecuencia en los tres grupos estudio se representan

en las tablas 10y 11.
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TABLA 10.

] 1" Semana

s Tota
}

4! 8 |12
- To[2 2
8C infiltrado 111 3]]|4 1 8
inflamatorio 2 1l a a
3 1 1
Total 5115 5 15
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TABLA 1.

Semana

S Tota
]

alla|| 12
8S infiltrado ol3i3 _6
inflamatorio 1212l a)l 8
o R 2 71 . 1
Total 5|86 5 15

Como se puede observar los datos mas significativos se encontraron en el
grupo experimental, en donde trece de las quince muestras (100%) presentaron
algun tipo de infiltrado, predominando el leve a moderado; en comparacién con el
grupo control en el cual, el grado de infiltrado inflamatorio que predomino fue leve.
De acuerdo a los resultados se obtuvieron los porcentajes de grado inflamatorio,
los cuales se ven representados en las gréficés 5y 6.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
GRAFICA 5. GRAFICA 6.
% INFILTRADO INFLAMATORIO % INFILTRADO INFLAMATORIO
G/E GI/C
»53% ONULO WS53% ONULO
EMODERADO mLEve
013% oy D2 % LSEVERG O40% % OMODERADO

Se utilizé la prueba de t student (Tabla 12) donde se cruzaron el promedio
de las semanas con los promedios de cada una de los datos descritos
anteriormente (BC-microabscesos, infiltrado inflamatorio, grado de displasia, BP-
microabscesos, infiltrado inflamatorio, grado de displasia). Del resultado de todos
los cruces obtuvimos una p de .001, la cual nos da una grado de confiabilidad
aceptable.

67




TABLA 12. PRUEBA T STUDENT

PRUEBA DE T STUDENT
PROMEDIO [:EEssT‘ﬂﬁngN ESTANDAR t dafl p

PROMEDIO
N o 7.47 3.07 79 9.427]| 14} .001
Semanas - BC infiltrado 6.73 2.84 73 a.182(| 14|] .00
3,"5'3,33":,':0 BC grado 6.13 2.92 76 g.123|| 14] .00t
NS ccesos 7.67 2.97 77| 10.004] 14| .001
Semanas - 5S Infiltrado 7.33 3.09 80 g.203f| 14l .oo1
k:f;f,i’}if,;ggt orio 7.20 2.78 721 10.021 | 14| .001

TeIs CON
FALLA DE ORIGEN
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DISCUSION

Como se menciono en los antecedentes el objetivo de estudiar
experimentalmente las sustancias carcinégenas quimicas llevo al conocimiento de
que el cancer es consecuencia de un proceso que consiste en multiples etapas.
Inicialmente se comprobé que una sola aplicacion de un carcinégeno en la piel no
es suficiente para producir enfermedad; pero si después, se aplica localmente un
estimulo proliferativo con una segunda aplicacion de sustancia duimica irritante
no carcinégena se desarrollan tumores; denominandoseles a estas sustancias
promotores. '? Se conocen como iniciadores de la carcinogénesis al Benzopireno
que como ya se menciono es un hidrocarburos aromaticos presente en el
condensado o alquitran del humo de tabaco.

Los benzopirenos tienen la caracteristica de combinarse con en el DNA
alterando la secuencia de los genes lo cual produce una alteracion completa de la
secuencia de aminoacidos de la proteina producida, modificando su funcién.?’ En
este estudio utilizamos el benzopireno para observar los cambios celulares y
tisulares en las bolsas de los Hamsters, con el objetivo de determinar si era
posible con la aplicacién diaria de benzo(a)pireno el desarrollo de displasia y/o

carcinoma invasor.

Dentro de los métodos utilizados para inducir carcinogénesis en Hamsters
se encuentran los descritos por: Salley y cols.??> quienes pintaron soluciones
carcindgenas (9,10-dimetil-1,2- benzantraceno, 20 metilcolantreno y 3,4-
benzopireno) en la superficie epitelial de las bolsas de las mejillas con un pincel
de pelo de camello del No. 4 tres veces por semana durante 16 semanas, Wu-
Wang y cols.®? utilizaron veinte machos adultos de 100 a 125 gr. de peso divididos
en cuatro grupos; sus bolsas bucales de ambos lados se lavaron apicalmente con
aceite de maiz (grupo control), 1 mm de benzo(a)pireno, 1 mm de nicotina, o una
combinacion de 1mm de benzo(a)pireno con 1 mm de nicotina en aceite de maiz,
tratados dos veces al dia, cinco dias a la semana por cuatro semanas. Reportaron
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que los dos ingredientes mayores de fumar cigarro, benzo(a)pireno y nicotina,
mostraron efectos diferentes en las produccion y la sintesis de prostaglandinas en
las bolsas bucales y glandulas submandibulares de los Hamsters. En base a estos
resultados y a la linea de investigacion del presente estudio nosotros usamos una
dosis de .25ml. a una concentracion de 5% de benzo(a)pireno diluido en aceite de
maiz, para la aplicacion de las bolsas derechas (grupo experimental) y aceite de
maiz como placebo en las bolsas bucales izquierdas (grupo control), se aplicaron
estas soluciones cada 24 hrs., durante 12 semanas; los animales fueron divididos
en tres grupos y sacrificados a las 4, 8 y 12 semanas; en los resultados se
observo que el benzo(a)pireno, quimicamente puro es un carcinégeno que por si
solo produce cambios displasicos progresivos y significativos e irritacion con la

siguiente formacion de microabscesos.

Papageorge y cols.?® estudiaron la carcinogénesis por tabaco utilizando una
nitrosamina especifica de este y su efecto; (NNN) , en las bolsas bucales de 36
Hamsters Syrian, pintadas cinco veces a la semana durante 24 semanas con 10
mg/ml de NNN puro en una suspension con aceite mineral. Los animales fueron
sacrificados a las 6, 8, 12 y 24 semanas. Sus conclusiones fueron que al exponer
la mucosa bucal de los Hamsters Syran al NNN, cinco veces a la semana durante
24 semanas, no encontraron cambios clinicos o displasicos, concluyendo que
NNN requiere de otros factores para desarrollar cancer, como es un
cocarcinogéno, o que sea utilizada a una concentracion alta o un periodo de

aplicacion prolongado.

Santis, Shklar y cols.®' utilizaron un pincel de pelo de camelio del No. 4
para pintar la bolsa derecha con una concentracion al 0.5% de solucion de 9,10
dimetil 1,2 benzantraceno (DMBA) disuelta en acetona. Aproximadamente 0.25 ml.
El carcinégeno fue aplicado tres veces al dia. Las lesiones tumorales o parecidas
a tumores fueron cuidadosamente disecadas de la mucosa adyacente. Los
patrones histoldgicos observados por ellos variaron desde mucosa normal,

inflamacion crénica, hiperplasia epitelial, papiloma, hiperqueratosis,
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disqueratosis, carcinoma epidermoide bien diferenciado y carcinoma pobremente
diferenciado. Ellos concluyeron que las aplicaciones DMBA en los Hamsters
provocan carcinomas epidermoides, bien diferenciados usualmente invasivos.

Yamagiwa e Ichikawa mencionan haber observado una gama de lesiones
hiperplasicas, benignas y malignas asi como cambios inflamatorios. Nosotros no
observamos cambios clinicos, pero al realizar las observaciones microscopicas,
diferentes grados de displasia, infiltrado inflamatorio y microabscesos estaban
presentes, la severidad de los cambios dependieron del tiempo de evolucién del
tratamiento, dando como resultado, cambios mas notorios en el tercer grupo
experimental. En el grupo control también se encontraron cambios, contrario a lo
esperado, esto pudo deberse a que la aplicacion del Benzo(a)pireno y el placebo
en las bolsas bucales de los Hamsters fue dificil de controlar ya que una vez
realizado el procedimiento, los animales degluten e ingieren sus alimentos, sin
embargo al comparar el grupo control con el experimental, hubo una diferencia
estadisticamente significativa, una forma de controlar este aspecto es utilizando

diferentes animales para el control y para el experimental.

El tallar la mucosa bucal con concentraciones bajas de una mezcla de N-
nitrosonornicotina NNN en adicién con 4(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butano
NNK en agua induce cancer bucal en ratas. 2Shearer y cols.?° mencionan que el
carcinoma de células escamosas puede ser inducido en el epitelio de las bolsas
de las mejillas de los Hamsters con aplicaciones del carcinédgeno 9,10-dimetil-1,2-
benzoantraceno, en el cual los cambios premalignos y carcinomas observados se
asemejan mucho a las lesiones humanas. Los cambios detectados fueron, epitelio
pre-neoplasico y epitelio neoplasico. En este trabajo nosotros no observamos
carcinomas pero si se pudieron observar cambios displasicos de diferentes
grados: leve moderado y severo, caracterizados por: nucléolos prominentes,
nlcleos hipercromaticos, pleomorfismo celular, pérdida de la relacién nucleo-

citoplasma y en menor frecuencia figuras mitdticas anormales escasas.
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CONCLUSIONES

De los 15 casos del grupo experimental, dos presentaron acantosis
localizada y trece presentaron displasia de las cuales fueron tres leves,

cinco moderadas y cinco severas.
Los tipos de cambios mas frecuentes fueron nucleolos prominentes,
nucleos hipercromaticos, pleomorfismo celular, pérdida de la relacién

nucleo/citoplasma y en menor frecuencia figuras mitoticas anormales.

Se encontraron ocho microabscesos en el grupo experimental, uno en la
primera etapa del estudio, dos el la segunda y cinco en la tercera.

En el grupo experimental trece de las quince muestras (100%)
presentaron algun tipo de infiltrado, predominando el leve a moderado.

Los resultados tuvieron una p de .001, la cual nos da una grado de

confiabilidad aceptable.
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