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1. RESUMEN   

  

El cáncer es considerado un problema de salud pública mundial por su alta incidencia 

y mortalidad. En particular, el cáncer de labios y cavidad oral ocupa el diecisieteavo lugar en 

el ranking mundial, siendo la gran mayoría carcinomas de células escamosas. La metformina 

es un fármaco de tipo biguanida, utilizado para el tratamiento de la diabetes, pero también, 

puede actuar a nivel de distintas vías de señalización, evitando la progresión de las células 

tumorales, y reduciendo el tamaño de dichos tumores. En este estudio evaluamos el posible 

efecto quimiopreventivo de la metformina en el carcinoma oral de células escamosas. Para 

ello, se utilizó un total de 43 ratones cepa C57BL/6, divididos en 4 grupos: un primer grupo 

control, un segundo grupo tratado con metformina mediante sonda orogástrica, un tercer 

grupo tratado con 4-nitroquinolina 1–oxido (4-NQO), un potente agente carcinogénico en el 

agua de beber, y un cuarto grupo con 4-NQO más metformina. La metformina se aplicó desde 

la semana 0 a la 22 y el carcinógeno desde la semana 2 a la 18. Medimos distintos parámetros, 

tanto macroscópicos como histopatológicos. Existió una sobrevida del 100% de los animales. 

Nuestros resultados mostraron solo una leve tendencia a la disminución en la cantidad de 

lesiones en el grupo tratado con 4-NQO más metformina y un aumento en la variabilidad en 

el tamaño de estas en el grupo tratado con 4-NQO, además de un aumento de estas en la 

porción media de la lengua. Sugerimos la realización de más estudios que avalen el real uso 

quimiopreventivo de la metformina en el COCE.   

 

Palabras clave: cáncer oral, quimioprevención, metformina, 4-nitroquinolina-1- 

oxido, murino.  
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2. INTRODUCCIÓN   

  

En la actualidad el cáncer es considerado un problema de salud pública mundial, que 

no corresponde a una enfermedad única, sino a una multiplicidad de enfermedades 

relacionadas de diversas maneras, siendo una de las patologías más prevalentes en el mundo 

(1). En Chile, el cáncer es la segunda causa de muerte, sin embargo, en algunas regiones del 

país ya es la primera (2).  

El cáncer de labios y cavidad oral (CLCO), en particular, ocupa el diecisieteavo 

lugar mundial según el ranking de incidencia por lugar anatómico de la OMS, con 354.864 

nuevos casos el año 2018, y una mortalidad del 49,9% (3). Afecta principalmente los dos 

tercios anteriores de la lengua, el piso de la boca, la mucosa bucal, el trígono retromolar, el 

paladar duro y las encías, compartiendo un origen y evolución en común. Los tumores del 

labio, si bien son altamente frecuentes, requieren una consideración especial, ya que su 

historia natural difiere del resto, dado que se asocian a la exposición a radiación solar (4). La 

gran mayoría CLCO son carcinomas de células escamosas (COCE) (5).  

En nuestro país existen escasos datos epidemiológicos para el CLCO. La OMS 

estimo una incidencia de 301 nuevos casos, con una mortalidad de un 46% el año 2018 (3). 

Se espera que para el 2040 exista un aumento de un 69,4% en la incidencia y de un 84,6% en 

la mortalidad (3).  

El COCE se define como una neoplasia maligna derivada del epitelio plano 

estratificado de la mucosa oral (6), de gran invasividad, baja supervivencia y mal pronóstico 

(7). Los principales factores de riesgo son el consumo de tabaco y alcohol (8, 9), pero también 

existe una fuerte asociación con la infección por virus papiloma (VPH) particularmente en el 

cáncer de orofaringe y base de lengua (10), entre otros (11).  

Numerosos eventos ambientales, como los mencionados, pueden provocar cambios 

genéticos y epigenéticos que conducen al desarrollo del tumor y a la progresión de la 

enfermedad. Los cambios genéticos incluyen eventos que conducen a alteraciones 

irreversibles en las secuencias de ADN celular, como deleciones de genes, amplificaciones, 

y mutaciones genéticas, que dañan los genes supresores de tumores o activan oncogenes (12).  

La proteína supresora de tumores 53 (p53) responde al estrés celular, detiene el ciclo celular 

y promueve la reparación del ADN. La pérdida de la función de p53 favorece procesos de 
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malignización, encontrándose que más del 50% de COCE presentan mutaciones de esta 

proteína a nivel de su ADN (13).  

Existen múltiples tratamientos para el COCE que generan un impacto importante y 

pueden ir en desmedro de la calidad de vida del paciente (14). Están los de primera línea, 

como la cirugía, radioterapia, quimioterapia o cualquier combinación de estas, que a menudo 

producen disfunción y distorsiones en el habla, la deglución, la masticación (15), entre otros.  

La quimioprevención, por otra parte, es un enfoque terapéutico novedoso, que se 

define como la utilización a largo plazo de moléculas naturales o sintéticas para prevenir, 

inhibir o revertir el proceso de carcinogénesis (16). Se han descrito cientos de compuestos 

con posibles propiedades quimiopreventivas (17), siendo la metformina, uno de los últimos 

en ser estudiado. Este, es un fármaco de la familia de las biguanidas utilizado para el 

tratamiento de la diabetes (17, 18). Recientemente se ha descubierto su potencial para 

prevenir, y en conjunto con otros fármacos, tratar algunos tipos de cáncer como el cáncer de 

mama, de próstata, gástrico y el linfoma in vitro e in vivo (18-21). 

Dentro de los posibles mecanismos por los cuales induce una disminución en la 

proliferación de las células cancerígenas, se encuentra la activación de la vía adenosin 

monofosfato activada por proteína kinasa (AMPK), proteína involucrada en la regulación del 

metabolismo celular, la cual se activa por aumento en los niveles intracelulares del precursor 

adenosin monofosfato (AMP) (22), y también mediante la expresión del gen supresor tumoral 

humano quinasa hepática B1 (LKB1), que al ser activada la AMPK bloquea el proceso de 

fosforilación que conduce a la estimulación de los procesos catabólicos que generan ATP, 

como la β-oxidación de los ácidos grasos, la glucólisis y la gluconeogénesis (23). Al 

producirse la activación de la vía LKB1- AMPK se produce la inhibición del receptor diana 

para la rapamicina en los mamíferos (mTOR), proteína que se encuentra sobreexpresada en 

varias líneas celulares de cáncer y que les confiere un peor pronóstico, ya que regula 

positivamente el crecimiento, proliferación, motilidad y supervivencia de las células, así 

como la transcripción del material nuclear y la síntesis proteica (23, 24).  

También se ha reportado que AMPK y LKB1 son capaces de inhibir la progresión 

del ciclo celular por medio del aumento de expresión de la proteína p53 (25), ya que la vía 

AMPK modula la apoptosis dependiente de p53 y produce la fosforilación de p53 en la serina 

15 (23-26). 
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El uso de la metformina como agente quimiopreventivo para el control de 

carcinogénesis del cáncer de cabeza y cuello es alentador (27-29), sin embargo, las vías y 

mecanismos subyacentes a los efectos terapéuticos de la metformina en el COCE siguen 

siendo inciertos (19).  

 Nuestro objetivo general fue evaluar el posible efecto quimiopreventivo de la 

metformina en un modelo murino de carcinogénesis con 4-nitroquinolina 1-oxido (4-NQO) 

en el COCE. 
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3. MÉTODOS   

3.1. Diseño general  

 

 

  

Figura 1: Diseño general del experimento. Se evaluó el efecto quimiopreventivo de la metformina en un 

modelo murino. Utilizamos un total de 43 ratones, los cuales se dividieron en 4 grupos, el primero fue el grupo 

control al cual se le administro agua destilada; al segundo, se le administro el fármaco (metformina 50 mg/kg) 

por sonda orogástrica; al tercero, se le suministro 4-NQO en el agua de beber, y al cuarto grupo se le administro 

4-NQO más metformina. La metformina se aplicó desde la semana 0 a la 22 y el carcinógeno desde la semana 

2 a la 18. En la semana 23 se sacrificamos los animales y se evaluamos los parámetros fisiológicos de estos, 

además de análisis macroscópicos y microscópicos de las lenguas. 

 

3.2. Animales de experimentación   

Utilizamos 43 ratones macho de la cepa C57BL/6, de 8 semanas de vida, 

consanguíneos, con sus respectivas certificaciones sanitarias, adquiridos en el Bioterio de la 

Facultad de Ciencias Biológicas de la Pontifica Universidad Católica.  

           El cálculo de tamaño muestral se realizó utilizando la plataforma on-line  

“Statisticalsolutions.net” (http://www.statisticalsolutions.net/calculators.php) (revisado el 

07-01-2019). Se utilizó como parámetro el promedio de focos de COCE por lengua de ratones 

expuestos a 4-NQO (control positivo).  

http://www.statisticalsolutions.net/calculators.php
http://www.statisticalsolutions.net/calculators.php
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  Según lo registrado en experimentos anteriores y lo reportado en la literatura, la 

incidencia de lesiones fue de un promedio de 1,2+/-0,3. Esperamos que el promedio de 

lesiones en los grupos tratados con metformina tuviera una reducción a lo menos de un 20% 

del número de focos de lesión de COCE para encontrar diferencias significativas (promedio 

de 0,96). Fijamos  un valor de 0,05 como error alpha, con un poder de test de 0,80 y con un 

contraste de dos colas.  

Considerando los parámetros anteriores, el programa entrego un “n” de 12 animales 

por grupo, lo que sumado a un 25% de pérdida esperada de animales durante la etapa 

experimental arrojo un “n” de 15 animales por grupo tratado con 4-NQO para poder encontrar 

diferencias significativas en el número de focos de carcinoma entre los tratados con o sin 

metformina. Se debió agregar un animal más por grupo para poder compatibilizar las camadas 

de origen.  Para reducir lo más posible el número de animales a utilizar en los grupos controles 

se formaron con sólo 5 o 6 animales.   

  

3.3. Preparación de las muestras   

Todos los ratones fueron sometidos a un periodo de aclimatación de 1 semana. Se 

mantuvieron con dieta estándar (Labdiet®, EE.UU) durante todo el bioensayo, bajo 

condiciones controladas, con acceso a alimentos y agua ad libitum, con 12/12 horas de ciclo 

luz / oscuridad a 22ºC en el bioterio de la Universidad de Talca (30).  

  

3.4. Diseño experimental   

Los animales se dividieron aleatoriamente en 4 grupos:  

1. Grupo 1 (n=5): Control con vehículo.  

2. Grupo 2 (n=6): Control con metformina.  

3. Grupo 3 (n=16): Tratamiento con 4-NQO.  

4. Grupo 4 (n=16): Tratamiento con 4-NQO + metformina.  

 

A los animales del grupo 1 se les suministró sólo agua destilada para beber. 

A los animales del grupo 2 se les administro metformina (Reutter SA, Chile) por vía 

oral, mediante canulación orogástrica. La dosis diaria fue de 50 mg/kg de peso al día en 200 

uL de agua destilada. Dicho compuesto se aplicó siguiendo las instrucciones del 
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procedimiento operativo estandarizado (POE) BioterioUTAL 204, sobre aplicación vía 

Orogástrica (31).   

Los animales del grupo 3 fueron sometidos a la inducción química de carcinógenos 

mediante 4-NQO (ChemCruz, TCI), el que se les administró en el agua de beber a una 

concentración 100 μg/mL solubilizado en propilenglicol (vehículo) y diluido en agua 

destilada. Dicha solución fue cambiada 2 veces por semana.   

Por último, a los animales del grupo 4, además, de la administración de 4-NQO 

recibieron metformina por vía oral mediante canulación orogástrica, siguiendo el mismo 

protocolo que en los animales del grupo 2.  

Controlamos el peso de los ratones por jaula dos veces por semana para ajustar el 

cálculo y mantener la dosis de metformina administrada. Además, se registró el consumo de 

alimento y agua por jaula de manera semanal, en una bitácora experimental.  

Luego de 22 semanas y 5 días los animales fueron sacrificados mediante anestesia 

intraperitoneal, con una mezcla de ketamina 100 mg/kg, xilacina 10 mg/kg y tramadol 20 

mg/kg y posterior dislocación cervical para realizar la necropsia y obtención de las muestras.  

 

Administración de las sustancias de los distintos grupos en el tiempo  

   

Figura 2: Esquema experimental. Desde la semana 0 a la 22, se administramos a los grupos 2 y 4 metformina 

a dosis de 50 mg/kg/día por canulación orogástrica (fondo verde). Los grupos 1 y 3 recibieron por la misma vía 

agua destilada (solo vehículo) durante el mismo periodo. En la semana 2 se comenzó la administración de 4-
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NQO (100 μg/mL) en el agua de bebida en los grupos 3 y 4, la que finalizo en la semana 18. En la semana 23 

se sacrificaron los animales y se obtuvieron las muestras.  

 

3.5. Obtención de muestras  

A las 22 semanas y 5 días se realizó la necropsia y se disecaron las lenguas para el 

análisis macroscópico e histopatológico de las lesiones. Una vez que el animal se encontró 

anestesiado y bajo plano quirúrgico (POE Bioterio UTAL 203) (32) se registró el peso 

corporal del animal y posteriormente se realizó la dislocación cervical (POE Bioterio UTAL 

206) (33).  

La necropsia se realizó según protocolo estandarizado (30) y los datos fueron 

registrados en ficha ad hoc. En el mismo momento de la necropsia, se les realizó punción 

cardiaca, para la obtención de sangre para otros análisis bioquímicos y determinación de la 

glicemia mediante hemoglucotest (Accu-Check, Roche ®).  

  

3.6. Análisis Macroscópico  

Inmediatamente disecado el animal, tomamos una imagen fotográfica sobre un papel 

milimetrado a todas las caras de la lengua. Sobre cada una de ellas, dos operadores 

previamente calibrados, realizaron el análisis macroscópico, mediante un sistema ciego 

simple. Para esto, un operador diferente aleatorizó las muestras utilizando el programa SPSS, 

anonimizando las muestras antes de ser analizadas por los investigadores. 

El análisis consideró los siguientes parámetros de las lesiones:   

1) Número de focos: cantidad total de lesiones clínicamente visibles.   

2) Ubicación: se registró la localización de las lesiones en dos sentidos:   

a. Caras linguales comprometidas (dorsal, ventral y lateral derecha e izquierda).   

b. Segmento (anterior, medio y posterior).   

3) Color: se describió a las lesiones según su coloración:   

a. Leucoplásicas.   

b. Eritroplásicas.   

c. Mixtas.   

4) Tamaño: se definieron 3 parámetros de tamaño:   

a. Lesiones menores a 1 mm.   
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b. Lesiones entre 1 y 3 mm.   

c. Lesiones mayores a 3 mm.   

5) Forma: se definieron 3 formas:   

a. Sésil o nodular.   

b. Pedunculada.   

c. Papilomatosa.   

Posteriormente las lenguas fueron procesadas para su análisis histopatológico.   

  

3.7.       Métodos histológicos  

Las muestras fueron fijadas en formalina tamponada al 10% durante 4 a 24 horas, 

luego fueron deshidratadas mediante inmersión en concentraciones crecientes de alcohol 

(70°, 90°, 95° y 100°) por 30 minutos cada vez. Posteriormente, fueron aclaradas en xilol al 

100% 3 veces durante 50 minutos cada vez e incluidas en parafina fundida a 58° C durante 

50 minutos para confeccionar tacos de parafina. A partir de dichos tacos se obtuvieron cortes 

de 5 μm de espesor, los que fueron colocados en portaobjetos.   

Los cortes fueron desparafinados en xilol al 100% 3 veces por 15 minutos e 

hidratados en concentraciones decrecientes de alcohol (100%, 100%, 100%, 95%, 80% y 

70%) y agua destilada por 10 minutos cada vez.  

Utilizamos la tinción de Hematoxilina Eosina (H-E) para realizar el diagnóstico 

histopatológico de las lesiones. La Hematoxilina, es un colorante básico que tiñe estructuras 

basófilas de color azul-violeta oscuro. La Eosina, es un colorante ácido que tiñe estructuras 

acidófilas de color rojo o rosado.   

Las muestras fueron teñidas por 7 minutos en Hematoxilina de Harris, lavadas en 

agua corriente y sumergidas en agua amoniacal al 1% por 1 minuto. Luego se lavaron con 

agua corriente y fueron sumergidas en Eosina acuosa por 4 minutos. Finalmente fueron 

lavadas con agua destilada, deshidratas, aclaradas, montadas y analizadas microscópicamente  

(34).  

  

 3.8.  Análisis histopatológico   

Se analizaron un total de 43 muestras teñidas con H-E. El diagnóstico histopatológico 

fue realizado por dos observadores en forma independiente, previamente calibrados, ciego 
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simple y con un índice de concordancia al test de Kappa de 0,271. Se realizó posteriormente 

una reunión de consenso interobservador para unificar los diagnósticos.  

El diagnóstico fue realizado acorde a los parámetros de la OMS (35), registrándose 

la presencia o ausencia de foco de forma cuantitativa. 

Las lesiones fueron diagnosticadas en base a las siguientes definiciones 

operacionales:   

a) Papiloma: lesión exofítica localizada y polipoide de epitelio hiperplásico con 

morfología verrugosa o de aspecto similar a una coliflor.   

b) Hiperplasia: aumento del número de células del epitelio a expensas 

principalmente del estrato basal. La arquitectura epitelial se muestra regular y no existen 

atipias citológicas.   

c) Acantosis: aumento del espesor del epitelio a expensas de un aumento en el 

número de células del estrato espinoso.  

d) Displasia leve: perturbación de la arquitectura epitelial limitada sólo al tercio 

inferior del epitelio, es decir, a la capa basal y parabasal, acompañada de atipias citológicas 

mínimas.   

e) Displasia moderada: ampliación de las perturbaciones arquitectónicas hasta 

el tercio medio del epitelio, es decir desde la capa basal hasta la porción media del estrato 

espinoso. Sin embargo, el examen del grado de atipia citológica podrá llevar a que esta pueda 

corresponder a una displasia severa.   

f) Displasia severa o Carcinoma in situ: compromiso arquitectónico de más de 

dos tercios del epitelio o la totalidad de este, asociada a un mayor grado de atipias citológicas.   

g) Carcinoma invasor: invasión del epitelio hacia el tejido conjuntivo, 

presentando nidos o islotes neoplásicos inmersos en el tejido conjuntico o presencia de 

células epiteliales aisladas, no conectadas al epitelio.   

En el caso de los carcinomas se determinó además la Clasificación Internacional de 

Tumores (36-38), basado en el grado de diferenciación (Tabla 1).   
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Grado de Diferenciación    

Bien diferenciado  Produce cantidades importantes de queratina y 

conserva algunos rastros de maduración desde células 

basales.  

Moderadamente 

diferenciado  

Produce escasa o nula queratina, pero conserva un 

epitelio aun reconocible como plano estratificado.  

Poco diferenciado  No produce queratina, presenta una significativa falta 

de patrón estructural normal, falta de cohesión celular, 

anomalías extensas y escasa similitud respecto al 

epitelio normal.  

Tabla 1. Grado de diferenciación de un tumor según la Clasificación 

Internacional de Tumores.  

  

3.9. Bioética   

Este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité Institucional de Ética, Cuidado 

y Uso de Animales de Laboratorio (CIECUAL) de la Universidad de Talca (Anexo 1).   
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4. RESULTADOS  

  

Como resultados generales de esta investigación es de destacar que la sobrevida de 

todos los grupos experimentales fue de un 100%.   

Para un mejor análisis de los resultados, estos se dividieron en tres tipos. El primer 

tipo correspondió a los parámetros fisiológicos, donde se controló el peso (Gráfico 1), la 

alimentación (Gráfico 2) y el consumo de agua (Gráfico 3) de cada grupo experimental, 

además de los niveles de glicemia previos al sacrificio de los animales (Gráfico 4).   

El segundo tipo consistió en el análisis macroscópico de lesiones en la lengua de los 

ratones sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se 

determinó el número total de lesiones por cada grupo (Gráfico 5), la ubicación de las lesiones 

según la cara lingual afectada (Gráfico 6), su ubicación respecto al tercio lingual (Gráfico 7), 

el color de las lesiones (Gráfico 8), su tamaño (Gráfico 9) y su forma (Gráfico 10).   

El tercer tipo consistió en el análisis microscópico de las muestras histopatológicas 

mediante tinción con Hematoxilina- Eosina (Gráfico 11).  

  

4.1. Parámetros fisiológicos  

Los parámetros fisiológicos de los animales se controlaron durante todo el periodo 

experimental y fueron registrados en una bitácora ad hoc. 

 

4.1.1. Los ratones tratados con 4-NQO disminuyen significativamente su peso  

Para evaluar el peso de los animales, utilizamos una balanza digital (S-400), se 

controló dos veces por semana durante todo el periodo experimental (Gráfico 1) y fueron 

registrados por jaula en la bitácora experimental.   

El peso de los animales (Gráfico 1), tanto del grupo control, como el grupo tratado 

con metformina, presentaron una tendencia al aumento de este a medida que transcurría el 

periodo experimental. Totalmente a la inversa de lo que ocurrió con los grupos tratados con 

4-NQO, donde el grupo tratado sólo con el agente cancerígeno comenzó a disminuir su peso 

marcadamente a partir de la semana 14, mientras que el tratado con 4-NQO más metformina 

lo hizo a partir de la semana 13.  
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Las diferencias estadísticamente significativas entre todos los grupos se comenzaron 

a ver desde la primera semana entre todos los grupos experimentales, existiendo variaciones 

en esta, e intensificándose a partir de la semana 13. Los valores estadísticamente 

significativos más acentuados se encontraron entre las semanas 13 y 23, para todos los 

grupos. 

 

 
Gráfico 1: Evaluación del peso promedio en ratones sometidos a carcinogénesis inducida por 

4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizaron 43 ratones cepa C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que 

fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o tratados con metformina por vía oral mediante 

canulación orogástrica. A estos se les tomó un registro de peso, mediante una balanza digital, durante 22 

semanas y 5 días. Se muestra la evolución del peso promedio por grupo y su desviación estándar. La barra azul 

corresponde al grupo control, la naranja al grupo tratado con metformina, la gris al tratado con 4-NQO, y la 

amarilla al tratado con 4-NQO + metformina. El análisis estadístico se realizó mediante el test ANDEVA, 

seguido del test de comparación múltiple de Tukey (*p≤0,5, ** p≤0,01 y *** p≤0,001).  

  

4.1.2. El consumo de alimento tendió a disminuir en todos los grupos  

Se evaluó el consumo de alimento por jaula, el que se registró 2 veces por semana 

durante todo el periodo experimental, mediante una balanza digital, registrándose la 

diferencia entre la cantidad total de alimento suministrado y el alimento remanente en la jaula, 

dando como resultado el alimento consumido por jaula. Posteriormente se estableció una 
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proporción entre el peso promedio de los ratones y el total del alimento consumido por jaula 

durante cada semana, la cual se expresó en relación a 100 gr de ratón.  

El consumo de alimento tuvo una tendencia a la disminución en el transcurso de las 

22 semanas, en todos los grupos, a excepción de ciertos picos en las semanas 6, 7 y 8 en 

donde se observa un aumento. El grupo de ratones tratados solo con Metformina mantuvo un 

menor consumo de alimento con respecto a los otros grupos. Cabe destacar que entre la 

semana 12 y 20 el consumo se mantuvo similar entre los grupos, siempre con una tendencia 

a la baja, a excepción del grupo tratado con metformina, quien tuvo valores inferiores en todo 

el tiempo de experimentación. 

 
  

Gráfico 2: Evaluación del consumo de alimento semanal de los ratones sometidos a 

carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizó el alimento consumido por 43 

ratones cepa C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o 

tratados con metformina por vía oral mediante canulación orogástrica. El color azul corresponde al grupo 

control, el naranjo al grupo tratado con metformina, el gris al grupo tratado con 4-NQO, y el amarillo al grupo 

tratado con 4-NQO + metformina.  

  

4.1.3. El consumo de agua tendió a disminuir en todos los grupos  

Se evaluó el consumo de agua por jaula, el que se registró 2 veces por semana 

durante todo el periodo experimental, registrándose la diferencia entre la cantidad total de 

agua suministrada y el agua remanente por jaula, dando como resultado el agua consumida 
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por jaula. Posteriormente se estableció una proporción entre el peso promedio de los ratones 

y el total de agua consumida por jaula durante cada semana, la cual se expresó en relación a 

100 gr de ratón.  

  

El consumo de agua de los ratones control fue superior en todo el transcurso del 

tiempo, respecto a los demás grupos. Los grupos restantes tuvieron comportamientos 

similares, pero se observó que los ratones tratados con el agente cancerígeno, tanto solo o 

acompañado de metformina tuvieron cifras inferiores.  

 

  

Gráfico 3: Evaluación del consumo de agua semanal de los ratones sometidos a carcinogénesis 

inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizó el agua consumida por 43 ratones cepa 

C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o tratados con 

metformina por vía oral mediante canulación orogástrica. El color azul corresponde al grupo control, el naranjo 

al grupo tratado con metformina, el gris al grupo tratado con 4-NQO, y el amarillo al grupo tratado con 4-NQO 

más metformina.   

  

4.1.4. Los ratones tratados con 4-NQO disminuyen sus niveles de glicemia   

Los niveles de glicemia se midieron mediante un hemoglucotest (Accu-Check, 

Roche®), con sangre extraída por punción cardiaca al momento del sacrificio de los animales. 

Se observó un aumento en el promedio de la glicemia en el grupo tratado con metformina 

respecto al control, y una disminución en los grupos tratados con 4-NQO, con un valor de 
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180,1 mg/dL en el  grupo tratado solo con 4-NQO y 166,5 mg/dL en el grupo tratado con 4-

NQO más metformina. Se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los 

grupos.  

 

Gráfico 4: Análisis de los niveles de glicemia en ratones sometidos a carcinogénesis inducida 

por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizó la glicemia de 43 ratones cepa C57BL/6, divididos en 4 

grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o tratados con metformina por vía oral 

mediante canulación orogástrica. Luego del tratamiento se sacrificaron y se obtuvo sangre mediante punción 

cardiaca, la que fue analizada mediante hemoglucotest (Accu-Check). La barra amarilla corresponde al grupo 

control, la azul al grupo tratado con metformina, la verde al grupo tratado con 4-NQO, y la roja al tratado con 

4-NQO + metformina. El análisis estadístico se realizó mediante el test no paramétrico de Kruskal- Wallis (valor 

p < 0.001).  

  

4.2. Parámetros clínicos macroscópicos  

Para evaluar el número de focos macroscópicos, posterior a la necropsia, se tomaron 

fotografías estandarizadas de las lenguas de los animales, con una cámara digital (EOS Rebel 

XSi, Canon ®) sobre un papel milimetrado en una superficie iluminada que no generara 

sombra.     

  

  

297,4 302,2 

180,1 
166,5 

0 , 0 

50 , 0 

100,0 

150,0 

200,0 

250,0 

300,0 

350,0 

400,0 



19  

  

 4.2.1.  El  número  total  de  lesiones  macroscópicas  no  disminuyó  

significativamente al ser tratados con metformina  

Se determinó el número total de focos por grupo (Gráfico 5), existiendo un total de 

103 lesiones. En el grupo tratado con metformina se observaron solo 2 lesiones. El tratado 

con 4-NQO fue el que presentó la mayor cantidad de focos, con un total de 53 lesiones, a 

diferencia del grupo tratado con 4-NQO más metformina que mostro una disminución en el 

número de focos totales, que sólo presentó 47 lesiones, correspondiendo a un 11,3 % de 

disminución, lo que no resultó estadísticamente significativo. El grupo control no presento 

lesiones.  

 

 

Gráfico 6: Número total de lesiones macroscópicas en ratones sometidos a carcinogénesis inducida por 4-

NQO y/o tratados con metformina. Se analizaron 43 ratones cepa C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que 

fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o tratados con metformina por vía oral mediante 

canulación orogástrica. Se cuantificó el número de lesiones en los distintos grupos. La barra amarilla 

corresponde al grupo control, la azul al grupo tratado con metformina, la verde al grupo tratado con 4-NQO y 

la roja al tratado con 4-NQO + metformina. El análisis estadístico se realizó mediante el test no paramétrico, 

Mann-Whitney two tailed (valor p=0.6636)  
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4.2.2 La mayor incidencia de las lesiones ocurrió en la cara dorsal de la lengua   

Se determinó la ubicación de las lesiones según cara lingual afectada; dorsal, ventral, 

lateral derecha o lateral izquierda (Gráfico 6). Los animales del grupo tratados con 

metformina presentaron solo dos lesiones en la cara dorsal. En el grupo tratado con 4-NQO 

existió una alta incidencia de lesiones en la cara dorsal, pero también hay lesiones en las caras 

laterales (derecha e izquierda). En el grupo tratado con 4-NQO más metformina, la mayor 

cantidad de lesiones se encontró en la cara dorsal, existiendo también lesiones en caras 

laterales (derecha e izquierda) y ventral. Las diferencias en dichos grupos no son 

estadísticamente significativas.   

  

 

 

Gráfico 6: Análisis macroscópico porcentual de las lesiones linguales según ubicación en 

ratones sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizaron 43 

ratones cepa C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o 

tratados con metformina por vía oral mediante canulación orogástrica. Se cuantifico el número de lesiones según 

la ubicación en los distintos grupos. La ubicación de las lesiones fue graficada según distintos colores: cara 

dorsal, azul; cara ventral, naranja; lateral derecha, gris; lateral izquierda, amarilla. El análisis estadístico se 

realizó mediante test de Fisher (p=0,240).  
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4.2.3. La mayor incidencia de lesiones se encontró en el tercio medio de la lengua    

Se determinó en qué zona se presentaban las lesiones, según el tercio lingual afectado 

(Gráfico 7). En el grupo tratado con metformina, una de las lesiones se encontró en el tercio 

anterior y la otra en el tercio medio. En el grupo tratado con el agente cancerígeno existió una 

mayor incidencia en el tercio medio de un 56,6%, y un 38,8% en el grupo tratado con 4-NQO 

más metformina. En ambos grupos se encontraron lesiones tanto en tercio anterior como 

posterior, pero en menor cantidad. Las diferencias entre los grupos fueron estadísticamente 

significativas, para todas las ubicaciones.  

 

Gráfico 7: Análisis macroscópico porcentual de las lesiones linguales según el tercio de la lengua 

en ratones sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizaron 43 

ratones cepa C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o 

tratados con metformina por vía oral mediante canulación orogástrica. Se cuantificó el número de lesiones según 

el tercio lingual en los distintos grupos. La ubicación de las lesiones fue graficada según distintos colores: tercio 

anterior, azul; tercio medio, naranja; tercio posterior, gris. El análisis estadístico se realizó mediante test exacto 

de Fisher (p=0,020).  

 

4.2.4. La mayor incidencia de las lesiones de la lengua de los ratones fue de tipo 

Leucoplasia  

Se clasificó las lesiones según el color; leucoplasia, eritroplasia, o mixta (Gráfico 8). 

Ambas lesiones observadas en el grupo tratado con metformina corresponden a leucoplasias. 
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Un patrón similar predomina en los grupos tratados con 4-NQO y 4-NQO más metformina, 

aunque también, encontramos un pequeño porcentaje de lesiones tipo eritroplasia y mixtas. 

Las diferencias no son estadísticamente significativas.  

  

 

Gráfico 8: Análisis macroscópico porcentual de las lesiones linguales según color en ratones 

sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizaron 43 ratones 

cepa C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o tratados 

con metformina por vía oral mediante canulación orogástrica. Se cuantifico el número de lesiones según color 

en los distintos grupos. El color de las lesiones fue graficado según: leucoplasia, azul; eritroplasia, naranjo; 

mixtas, gris. El análisis estadístico se realizó mediante test de Fisher (p=1).  

  

4.2.5 Existe un aumento en la variabilidad del tamaño clínico de las lesiones en 

el grupo tratado solo con 4-NQO   

Se clasificaron las lesiones según el tamaño de estas (Gráfico 9). Las dos lesiones 

del grupo tratado con metformina se encuentran en el tamaño medio, entre 1 y 3 mm.  Por 

otra parte, ambos grupos tratados con 4-NQO mostraron mayor variabilidad en los tamaños, 

presentando las 3 categorías de tamaño. Aunque las diferencias, entre ambos, no son 

estadísticamente significativas, el grupo tratado con 4-NQO más metformina muestra una 

tendencia a presentar lesiones de tamaños menores. 
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Gráfico 9: Análisis macroscópico porcentual de las lesiones linguales según tamaño en ratones 

sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina Se analizaron 43 ratones cepa 

C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o tratados con 

metformina por vía oral mediante canulación orogástrica. Se cuantifico el número de lesiones según tamaño en 

los distintos grupos. El tamaño de las lesiones se clasifico en: < a 1 mm, azul; 1-3 mm, naranjo; > a 3 mm, gris. 

El análisis estadístico se realizó mediante test de Fisher (p=0,899).  

 

4.2.6. Las lesiones tipo sésiles predominaron en los tres grupos de estudio 

Se clasificaron las lesiones según su forma, ya sea sésil, pedunculada o papilomatosa 

(Gráfico 10). Las lesiones de tipo sésil predominaron ampliamente en los tres grupos de 

estudio. Las dos lesiones encontradas en los ratones tratados sólo con metformina fueron de 

forma sésil. Ambos grupos tratados con 4-NQO presentan una pequeña variación en las 

formas, donde el grupo tratado solo con el agente cancerígeno presenta las tres formas y el 

grupo 4-NQO más metformina, presenta las formas sésil y papilomatosa. Las diferencias no 

son estadísticamente significativas.  
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Gráfico 10: Análisis macroscópico porcentual de las lesiones linguales según forma en ratones 

sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizaron 43 ratones 

cepa C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o tratados 

con metformina por vía oral mediante canulación orogástrica. Se cuantificó el número de lesiones según forma 

en los distintos grupos. La forma de las lesiones se clasifico en: sésil, azul; pedunculada, naranjo; papilomatosa, 

gris. El análisis estadístico se realizó mediante test de Fisher (p=0,262).  

  

4.3. Parámetros histopatológicos  

Las lesiones en la lengua de los ratones sometidos a carcinogénesis inducida por 4-

NQO con o sin metformina, así como muestras de epitelio lingual sano (ratones control) 

fueron analizadas mediante análisis histopatológico convencional y teñidas con 

hematoxilina-eosina. Los ratones control no presentaron lesiones. 

 

4.3.1. Existió una mayor incidencia de displasias leves en los grupos tratados con 

4-NQO 

Se clasificaron las lesiones según el diagnóstico histopatológico que presentaron los 

grupos de 4-NQO, asociado o no a metformina (Gráfico 11). En general se ve un predominio 

de displasias leves en ambos grupos, seguido, de lejos, por acantosis e hiperplasias. En lo 

diagnósticos de mayor gravedad; carcinoma in situ y carcinoma bien diferenciado, se ve una 
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similitud entre ambos grupos, a excepción del carcinoma moderadamente diferenciado que 

sólo se presenta en el grupo tratado con el agente cancerígeno. 

 

 
  

Gráfico 11: Análisis del porcentaje de incidencia de lesiones histopatológicas por tipo en lenguas 

de ratones sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina Se analizaron 43 

ratones cepa C57BL/6, divididos en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o 

tratados con metformina por vía oral mediante canulación orogástrica. Las lesiones fueron clasificadas en 

hiperqueratosis, hiperplasia, acantosis, displasia leve-moderada o severa, carcinoma in situ, carcinoma bien 

diferenciado y carcinoma moderadamente diferenciado. El análisis estadístico se realizó mediante test Kruskal 

Wallis (p < 0,001).  
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5. DISCUSIÓN  

  

En el presente estudio se analizó el uso quimiopreventivo de la metformina en un 

modelo carcinogénesis experimental de COCE inducida por 4-NQO. El uso de este modelo 

ha sido ampliamente aceptado en la investigación del COCE, debido a que el mecanismo de 

acción de 4-NQO implica daño oxidativo en macromoléculas (39, 40), lo que lo hace muy 

similar a los mecanismos etiológicos presentes en el COCE en humanos. Además, la 

utilización de un modelo murino para la inducción de cáncer es representativo ya que la 

mucosa oral de estos animales es similar a la mucosa oral humana, especialmente en paladar 

y lengua (41, 42), tanto a nivel histológico como molecular (43), permitiéndonos evaluar el 

efecto sólo y combinado de diversos compuestos in vivo en el curso biológico de la 

enfermedad.  

Uno de los principales efectos que tiene el cáncer sobre el organismo es su impacto 

en la salud general, manifestadas en gran medida en la pérdida del peso corporal, asociable a 

un síndrome como la caquexia. Autores como R. Moore, et al. (44), lo definen como el 

deterioro progresivo que padecen algunos tejidos como el músculo esquelético y el tejido 

adiposo frente a diversas enfermedades, como la infección por VIH, enfermedades 

autoinmunes o el mismo cáncer. Este fenómeno se asocia a una disminución de la ingesta de 

alimentos, relacionado a alteraciones de carácter bioquímico y fisiológico. En nuestro estudio 

observamos una disminución marcada del peso de los ratones en los grupos tratados con 4-

NQO y 4-NQO más metformina. El metabolismo en el ratón canceroso puede experimentar 

importantes alteraciones como consecuencia de la presencia del tumor (45), dentro de estas 

se puede presentar un aumento en la lipólisis, favorecida por una disminución de la actividad 

lipoproteína lipasa del tejido adiposo blanco y que propicia un aumento de los niveles de 

triglicéridos  circulantes (46). Además, se produce un aumento en el recambio proteico tisular 

y una incrementada utilización hepática del lactato, generado en grandes cantidades por el 

tumor. También existen evidencias a favor del papel del TNF-α en la pérdida de proteína 

muscular, fenómeno asociado a una activación del sistema proteolítico dependiente de ATP 

y ubiquitina (47). Este mecanismo permite la degradación tanto de proteínas estructurales 

como funcionales, y se encuentra activado en el musculo esquelético de animales en 
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diferentes situaciones patológicas (48), como la caquexia cancerosa. El TNF-α también se 

asocia a situaciones de resistencia a la insulina (48). Además, la baja de peso la asociamos 

con que los animales pudiesen haber desarrollado otras lesiones a nivel del tracto 

gastrointestinal (49), que, junto a las lesiones linguales, generaban en el ratón dificultades 

para alimentarse, produciendo consigo una disminución en el consumo de alimento y por 

consiguiente en el peso de los mismos. 

Por otro lado, cabe destacar que, según estudios, la aplicación de metformina sola 

tiende a disminuir el peso (50), contrario a lo que sucedió en nuestra investigación, en donde 

el peso de los animales tratados sólo con metformina mantuvo un aumento sostenido en el 

tiempo, respecto a los demás grupos. Por lo que se necesitan más estudios para saber la causa 

de esta conducta. 

El consumo de agua tuvo un comportamiento similar al patrón de alimentación, 

existiendo una disminución del consumo en los ratones que fueron tratados con el agente 

cancerígeno, ya sea solo o con metformina. Esto puede estar relacionado con el mal sabor 

que le otorga el 4-NQO, que también puede influir secundariamente en el consumo de 

alimentos (51).  

Respecto al análisis de glicemia, se observó que tanto en el grupo control como el 

grupo tratado solo con metformina mantienen niveles similares, no así, en ambos grupos 

tratados con el agente cancerígeno, en donde existe una disminución significativa. Esto se 

asocia, probablemente, al bajo consumo de alimento de este grupo durante las últimas 

semanas del experimento, lo que llevó a una disminución en los niveles de glucosa circulante 

(52). Además, se asocia al fenómeno de la caquexia, un síndrome metabólico complejo (53).  

En cuanto al análisis macroscópico de las lesiones, se observó, aunque no de forma 

significativa, una disminución en el número de lesiones linguales del grupo con 4-NQO más 

metformina en comparación al grupo con 4-NQO solo. Diversas investigaciones han asociado 

el uso de metformina con un efecto antitumoral.  Zakikhani, et al. (54), propone que las 

células de cáncer de mama son sensibles a la metformina, la cual actúa como un inhibidor del 

crecimiento tumoral. A su vez, Dowling RJ et al. (24) estudió este mecanismo en fibroblastos 

de ratón, describiendo una inhibición en la traducción proteica a través de mTOR, importante 

regulador del crecimiento y proliferación celular. A pesar de la evidencia existente en la 

literatura, nuestro estudio no reflejó una disminución significativa en el número de lesiones, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dowling%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18006825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dowling%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18006825
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lo que puede ser explicado, entre otras causas, por la duración del estudió. Vitale-Cross L., 

et al. (49) planteó que a partir de las 22 semanas se evidenciaría mejor la aparición de lesiones 

cancerígenas, las cuales irían en aumento, por lo que de aumentar el tiempo de duración del 

experimento era de esperar, que hubiésemos encontrado diferencias significativas entre los 

dos grupos tratados con 4-NQO, y así observar, con claridad, el efecto quimiopreventivo de 

la metformina, que los estudios citados anteriormente describen.  

Las lesiones del grupo con metformina que fueron detectadas macroscópicamente 

no pudieron ser corroboradas histopatológicamente, como lo citó Hawkins, et al.(55), 

producto de la limitación que tiene la técnica histológica. Posiblemente el corte o sección 

histológica de la muestra en algunos casos no abarcó la lesión vista macroscópicamente, lo 

que pudiese solucionarse con una técnica con cortes sucesivos o seriados, que complejiza 

mucho más el análisis posterior y limita otros posibles análisis posteriores debido al desgaste 

de las muestras. Es importante destacar que el grupo control y el tratado con metformina, 

presentaron escasas o nulas lesiones. Las lesiones encontradas en el grupo con metformina 

fueron de origen reactivo como las hiperqueratosis, las cuales están asociadas a factores 

irritantes como el roce o fricción propio de una dieta dura como la de los roedores.  

El análisis macroscópico de las lesiones linguales según ubicación demostró que 

existe una alta prevalencia, en la región dorsal y media. Proponemos que esta tendencia es 

debido al contacto directo entre la región dorsal de la lengua y la punta del bebedero, que 

contiene el agente cancerígeno.  

Por otra parte, las múltiples lesiones leucoplásicas que se encontraron en todos los 

grupos tratados con 4-NQO se explican debido a su mecanismo de acción, donde la mayoría 

de las lesiones exhiben un aumento en la proliferación celular con engrosamiento epitelial, 

asociados a cambios displásicos al final de la exposición al carcinógeno. Coincidimos con 

Vitale-Cross L., et al. (49), quien sugiere que la exposición a 4-NQO desencadena 

alteraciones genéticas en las células epiteliales orales que resultan en el desarrollo de lesiones 

premalignas, que luego pueden progresar espontáneamente a carcinomas. En su experimento 

los ratones desarrollaron de manera previsible tumores orales linguales irregulares visibles, 

palpables y blanquecinos.  

Las lesiones del grupo con 4-NQO más metformina presentaron lesiones de menos 

de 1 mm, en mayor cantidad que los ratones tratados sólo con 4-NQO. Este resultado 



29  

  

significativo es coincidente con el estudio de Antonio H.M.R, et al. (56), que en su ensayo in 

vivo encontró que los tumores fueron más pequeños en ratones tratados con metformina. De 

la misma forma lo describen Zhao M., et al. (57) y Cho S.W., et al. (58), quienes determinaron 

que el volumen tumoral medio fue significativamente menor en los tratados con metformina 

(50 mg/ml) que en los ratones tratados sólo con  4-NQO.  

En el análisis histopatológico se observó que tanto el grupo con 4-NQO, como el 

tratado con 4-NQO más metformina, presentaron una gran cantidad de displasias leves, 

existiendo más displasias moderadas y severas en el grupo con 4-NQO más metformina, e 

igual cantidad de carcinomas en ambos grupos. A priori estos resultados nos indican que la 

metformina no cumplió el efecto quimiopreventivo que hasta el momento la literatura ha 

planteado (59). Estos resultados disimiles pudiesen explicarse por otras causas propias del 

experimento, entre las que destacan las altas dosis utilizadas de 4-NQO o la vía por la que 

fue administrada la metformina, método que fue elegido para imitar su administración oral 

en pacientes diabéticos. Sin embargo, creemos que el factor tiempo fue determinante en 

nuestros resultados. Lo anterior nos plantea una limitación en la capacidad de examinar el 

beneficio de agentes quimiopreventivos por lo que sugerimos aumentar las semanas de 

duración del experimento para futuras experiencias.  

La realización de este estudio fue un tanto ambiciosa, por la gran cantidad de cambios 

efectuados, respecto a estudios previos. Primero, se utilizó un agente cancerígeno del 

laboratorio TCI®, a diferencia del 4-NQO de laboratorios Sigma-Aldrich utilizado en 

estudios anteriores (30) y además se disminuyó la duración del experimento, que como 

mencionamos, pudo haber afectado en el desarrollo del cáncer o la acción preventiva de la 

metformina y que permitió la sobrevida del 100% de los animales, contrario a lo que 

probablemente hubiese ocurrido, si se aumentara la duración, posiblemente la mortalidad del 

grupo tratado con 4-NQO habría sido mayor, y por consiguiente la sobrevida del grupo 

tratado con 4-NQO más metformina también.  

Creemos que se requiere de una mejor estandarización de las dosis y el tiempo de 

duración del experimento antes de continuar con una próxima investigación. Finalmente, 

concluimos que  se requieren la realización de más estudios que avalen el real uso 

quimiopreventivo de la metformina en el COCE.   
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7. ANEXOS   

7.1. Anexo 1  
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