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RESUMEN

El cancer de cavidad oral y de labio se encuentra en el lugar nimero 17 a nivel
mundial, con una incidencia estimada en el afio 2018, de 354.000 casos aproximadamente
y una mortalidad de alrededor del 50%. EI carcinoma oral de células escamosas (COCE),
es el tipo histopatoldgico méas comun de cancer dentro de la cavidad oral y se define como
una neoplasia maligna derivada del epitelio plano estratificado de la mucosa oral, de gran

invasividad, baja supervivencia y mal pronostico.

En los ultimos afios se han realizado multiples estudios en busca de agentes
quimicos para prevenir el COCE, dentro de los que se encuentra la metformina. Este es un
farmaco anti-hiperglucemiante oral, utilizado para mejorar los trastornos asociados con la
diabetes mellitus tipo 2, reportandose ademas que en diversos tipos de cancer produce la
activacion de mudltiples vias de sefializacion, que redundarian en la inhibicién de la

proliferacion celular y otros efectos con potencial terapéutico.

Se realiz6 un estudio experimental con animales de laboratorio (43 ratones machos
C57BL/6) distribuidos en 4 grupos (2 grupos control y 2 grupos experimentales). Ambos
grupos experimentales fueron sometidos a un proceso de carcinogénesis quimica con 4-
NQO, pero solo a uno de estos grupos se les suministré metformina. Posteriormente se
observaron las lesiones presentes en la lengua de cada uno de los ratones, se evaluaron las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las lesiones, determinadndose en estas

ultimas el grado de diferenciacion tumoral y el frente de invasion tumoral de Bryne.

Nuestros resultados mostraron solo una leve tendencia a la disminucion en la
cantidad de lesiones en el grupo tratado con 4-NQO mas metformina y un aumento en la
variabilidad en el tamafio de estas en el grupo tratado con 4-NQO. No se observaron
diferencias en el andlisis histopatoldgico entre ambos grupos experimentales. A la luz de
estos antecedentes, no es posible demostrar el uso quimiopreventivo de la metformina en
el COCE.
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INTRODUCCION

El cancer es un grupo heterogéneo de patologias, que cada afio va cobrando una
mayor relevancia debido al aumento de su incidencia y mortalidad, debido principalmente
al aumento en el envejecimiento de la poblacion, como también a una mayor exposicién a
los diversos factores de riesgo que presenta esta enfermedad . En el afio 2018 se reportaron
aproximadamente 18,1 millones de casos nuevos a nivel mundial y se estima que para el

afio 2040 esta cifra supere los 29,5 millones 2.

Por otra parte, en Chile, en el afio 2018 se reportaron 53.365 nuevos casos de cancer,
con 28.443 fallecimientos 3. Estas cifras hacen que el cancer represente la segunda causa
de muerte en Chile, después de las enfermedades del sistema circulatorio, proyectandose
que durante el proximo decenio se instale como la principal causa de muerte, lo cual ya es

una realidad en algunas regiones del pais *.

Entre los tipos mas frecuentes de cancer segun ubicacion anatémica, tanto a nivel
mundial como en Chile, se encuentra el cancer de pulmoén, mama, estomago, préstata y el
cancer colorrectal 2. Por otra parte, el cancer de cabeza y cuello, en el que se agrupan el
cancer de cavidad oral y labio, el cancer de faringe, laringe, cavidad nasal y paranasal,
carcinoma primario desconocido en nodulos cervicales, melanomas del tracto
aerodigestivo, cancer de glandulas salivales mayores, cancer de tiroides y carcinomas
cutaneos de células escamosas de la piel de la cabeza y el cuello °, corresponde en conjunto

al quinto lugar entre los tipos de cancer a nivel mundial.

El cancer de cavidad oral y de labio, a su vez, se encuentra en el lugar nimero 17 a
nivel mundial, con una incidencia estimada en el afio 2018, de 354.000 casos nuevos
aproximadamente y una mortalidad de alrededor del 50%. En Chile se encuentra en el lugar

numero 23, con 301 nuevos casos al afio y con una mortalidad del 46% aproximadamente?.
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A pesar de que epidemioldgicamente se reporte el cancer oral junto al de labios,
hay que tener en cuenta que son entidades diferentes. La cavidad oral se define como el
territorio entre la cara mucosa de los labios y el istmo de las fauces, abarcando los 2/3
anteriores de la lengua, el piso de la boca, las encias, la cara interna de la mejilla, el trigono
retromolar, el paladar duro y la cara interna de los labios. Dado lo anterior, la cara mucosa
del labio se comporta como céancer de cavidad oral, pero la parte externa no mucosa del
labio se comporta como cancer de piel, el cual presenta una mayor incidencia y una
etiologia totalmente diferente al cancer oral, asociada a la alta exposicién a rayos
ultravioletas ®. A diferencia, la etiologia principal del cancer oral es el consumo de tabaco
y alcohol, ademas de la presencia de virus, como el virus papiloma humano (VPH) en

subsitios anatomicos especificos.

El carcinoma oral de células escamosas (COCE), se define como una neoplasia
maligna derivada del epitelio plano estratificado de la mucosa oral, de gran invasividad,

baja supervivencia y mal pronostico ©

, gque representa mas del 90% de los tipos
histopatoldgicos de canceres de la cavidad oral °, siendo el cancer més frecuente de cabeza
y cuello, y representando aproximadamente el 3% de los tumores malignos de todo el
organismo. En Chile se estima que la morbilidad por cancer oral y faringeo corresponde
aproximadamente al 1,6% del total de todos los cénceres ° y se reporta que la
supervivencia general de los pacientes con COCE a los dos afios es de 48,3% y a cinco

afios de 33,9% °.

Los desordenes potencialmente malignos, antes conocidos como lesiones
premalignas del COCE !, son un grupo de afecciones que se definen como
"presentaciones clinicas que conllevan un riesgo de desarrollo de cancer en la cavidad
oral”, ya sea en una lesion precursora clinicamente definible o en mucosa clinicamente
normal 2. Es un grupo diverso de lesiones y condiciones clinicas, entre las que destacan
por su frecuencia o malignizacion lesiones como leucoplasias, eritroplasias y lesiones

mixtas.
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La presentacion clinica del COCE es variable, las caracteristicas clasicas de esta
neoplasia incluyen ulceracion, nodularidad y fijacion a los tejidos subyacentes. La
ulceracion es una de las manifestaciones mas comunes, donde se observa el piso y los
margenes de la lesion de forma irregular. En etapas mas avanzadas, se observan tumores
exofiticos con superficies verrugosas, limites mal definidos y dificiles de palpar . Dentro
de las ubicaciones anatémicas intraorales mas comunes en Chile, se encuentra la lengua

(27,5%), la encia o reborde alveolar (20%) y la mucosa bucal (12%) °.

Las caracteristicas histopatoldgicas del COCE van a depender de lo avanzado que
esté la neoplasia, y se pueden clasificar segun el grado de diferenciacién tumoral, donde
dependiendo de variables como el grado de queratinizacién y las caracteristicas
morfologicas de las células epiteliales se pueden clasificar en carcinoma bien
diferenciado, moderadamente diferenciado y poco diferenciado 2. Ademas, se pueden
clasificar segun el frente de invasion tumoral de Bryne, en donde se evalta el grado de

queratinizacion, el pleomorfismo nuclear, el patron de invasion y la respuesta inmune 4,

A pesar de que el COCE es precedido por cambios visibles en la mucosa oral y
que la cavidad oral es accesible al examen clinico, el diagndstico de estas lesiones suele
realizarse de forma tardia, esto es debido a las escasas visitas al odontélogo y al
desconocimiento que existe en la poblacion general de la existencia de este tipo de cancer
y de sus manifestaciones clinicas, siendo este diagndstico tardio una de las razones de las
bajas tasas de supervivencia °. Es en este sentido que la prevencion es potencialmente la
estrategia mas eficaz para mejorar las tasas de supervivencia de los pacientes con cancer,
orientandose hacia medidas que apuntan a incentivar el no consumo de tabaco y alcohol,
como principales agentes etioldgicos del COCE, educar a la poblacién como realizar el
autoexamen de la cavidad oral para poder pesquisar algin signo clinico sospechoso y
buscar agentes quimiopreventivos, ya sean naturales o sintéticos, que ayuden a prevenir
el COCE.

En los ultimos afios se han realizado mdaltiples estudios con agentes

quimiopreventivos como el retinol, beta caroteno, curcumina y metformina, los cuales se
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han llevado a cabo en un esfuerzo por detener la progresion de diferentes tipos de cancer
16

La metformina es un farmaco antihiperglicemiante oral de la familia de las
biguanidas, utilizado para mejorar los trastornos asociados con la diabetes mellitus tipo 2
y el sindrome metabodlico desde hace mas de 60 afios 1’. La metformina ha demostrado ser
segura, ya que a diferencia de otros medicamentos antidiabéticos, no tiene efectos
secundarios hipoglicémicos, aun cuando se utiliza como monoterapia *8. Su mecanismo
de accion es reducir la produccién hepética de glucosa por inhibicion de neoglucogénesis
y glucogenolisis. Ademas, incrementa la sensibilidad a la insulina, mejora la captacion de
glucosa periférica y retrasa la absorcion intestinal de glucosa. Por estas razones, se ha

convertido en una de las principales estrategias de tratamiento para estas enfermedades *°.

Estudios in vitro recientes han demostrado que la metformina inhibe la
proliferacion celular, ya que se ha visto que posee un efecto antimitdtico y produce
inhibicidn del crecimiento celular en varios tipos de neoplasias malignas, incluyendo el
cancer pancreético en donde la metformina disminuyd significativamente la supervivencia
celular, la clonogenicidad, y ademas disminuyo la expresion de marcadores tumorales 2°,
En el carcinoma gastrico, se ha reportado que la metformina inhibi6 la proliferacion
celular en todas las lineas de cancer gastrico y también suprimio la metastasis peritoneal
21 En el cancer de mama se ha comprobado que a dosis bajas de metformina se inhibe la

autorrenovacion y proliferacion de células madre del cancer 22,

Ademas, otros estudios in vivo realizados en modelos animales han descrito que
suprime el crecimiento tumoral de muchos tipos de cancer, como por ejemplo el cancer
de ovario en donde se reporta una reduccion significativa del crecimiento tumoral,
acompariado por la inhibicion de la proliferacion de células tumorales y una disminucion
del tamafio del tumor y del recuento de células mitdticas 2. En melanoma maligno se ha
observado que la administracion oral de metformina condujo a una reduccidn significativa
en el tamafio del tumor en un modelo de melanoma de raton B16 24, En cancer de prostata,

por otro lado, se ha estudiado la metformina en combinacion con otros agentes quimicos
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como la quercetina, donde se indica que la terapia combinada ejercié efectos antitumorales
sinérgicos mediante la inhibicion de la via VEGF /Akt / PI3K. % Por Gltimo, en cancer de
mama se ha demostrado que la metformina inhibe el crecimiento celular y aumenta la
apoptosis de las células 4T1 al mejorar la funcidn supresora de tumores del factor de

crecimiento transformante beta (TGF-B) 2°.

Si nos enfocamos en el territorio maxilofacial, en el afio 2012 se estudio si la
metformina era capaz de reducir el riesgo de desarrollo de cancer de cabeza y cuello,
encontrandose que esta inhibe especificamente el complejo 1 de la via diana de rapamicina
en mamiferos (MTORC1) en la capa epitelial de proliferacion basal de las lesiones
premalignas orales y que redujo significativamente el tamafio y el nimero de lesiones

tumorales orales, en ratones inducidas por 4-Nitroquinolina 1-oxido (4-NQO) /.

En el afio 2015, se realiz6 una revision en la cual se analizaron los efectos de la
metformina en pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
(CCECC) 2. Los resultados mostraron que las personas que consumian metformina
presentaban una disminucién de la tasa de recurrencia y metastasis, ademas de mejorar la
supervivencia total y el tiempo libre de la enfermedad. Ademas, personas con consumo
habitual de metformina presentaron menor incidencia de CCECC en comparacion a

aquellos que no consumian.

En otro estudio del afio 2017 se prueba la eficacia quimiopreventiva de la
metformina y curcumina, de manera individual y combinada, en las células madre del
COCE. Esta combinacién de drogas se prob6 en un modelo de carcinogénesis oral en
ratones inducidos con 4NQO, donde se observd que la metformina mejord la
supervivencia general de los animales y que también inhibio las propiedades migratorias
y de autorrenovacion de las células madre de cancer in vitro 2°. Por lo tanto, segiin estos

estudios la metformina podria tener un efecto antitumoral en el COCE.
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Entre los posibles mecanismos por los cuales la metformina induciria una
disminucion en la proliferacion de las células cancerigenas, se encuentra primero su efecto
reductor de la hiperglicemia, ya que la hiperglicemia mantenida, por si sola, se ha asociado
al riesgo de desarrollo de cancer, debido a que promueve el dafio al ADN mediante la
intensificacion del estrés oxidativo por glicdlisis anaerobia *°. Ademas se ha reportado que
un aumento de la hemoglobina glicosilada se asocia con una mayor probabilidad de

aparicion del cancer en cualquier localizacion 3L,

Por otro lado, la metformina es capaz de activar la via adenosin-monofosfato
activada por proteina kinasa (AMPK), proteina involucrada en la regulacion del
metabolismo celular, la cual se activa por aumento en los niveles intracelulares del
precursor adenosin monofosfato (AMP) 32, y también mediante la expresion del gen
supresor tumoral humano quinasa hepatica B1 (LKB1). Al ser activada la AMPK bloquea
el proceso de fosforilacion que conduce a la estimulacion de los procesos catabolicos que
generan ATP, asi como la B-oxidacion de los &cidos grasos, la glicolisis y la
neoglucogénesis 3. Al producirse la activacion de la via LKB1-AMPK se produce la
inhibicion de mTORCL1, proteina que se encuentra sobreexpresada en varias lineas
celulares de cancer y que les confiere un peor pronéstico, ya que regula positivamente el
crecimiento, proliferacion, motilidad y supervivencia de las células, asi como la

transcripcion del material nuclear y la sintesis proteica 33,34,

También se ha reportado que AMPK y LKBL1 son capaces de inhibir la progresion
del ciclo celular por medio del aumento de expresion de la proteina p53 %, proteina
supresora tumoral que se encuentra mutada en un gran porcentaje de carcinomas orales de
células escamosas. El aumento en la expresion de esta proteina se debe a que la via AMPK
modula la apoptosis dependiente de p53, al fosforilar esta proteina en la serina 15 333,
Ademas, la proteina p53 es capaz de activar la expresion de REDD1, un inhibidor de la
via mTORC1 3%, Sin embargo, y a pesar de que se ha reportado que la metformina inhibe
especificamente la via mTORCL1 en la capa epitelial de proliferacion basal de las lesiones
premalignas orales, y que reduce significativamente el tamafio y el nimero de lesiones

tumorales orales inducidas por 4-NQO 27, no se sabe si esto es producto de la activacion
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de p53, ya que en estos estudios la determinacién de la actividad de la via mTORC1 se
realizé midiendo la hipofosforilacion de la proteina ribosémica S6 corriente abajo de la

via.

El uso de la metformina como agente quimiopreventivo para el control del proceso
de carcinogénesis de COCE es alentador 3%, sin embargo, las vias y mecanismos
subyacentes a los efectos terapéuticos de la metformina en el COCE siguen siendo

inciertos “°.

Para poder estudiar el efecto quimiopreventivo en la carcinogénesis oral existe una
variedad limitada de modelos, siendo los principales aquellos que utilizan animales para
inducir la carcinogénesis quimica, probablemente debido a que los componentes quimicos
del tabaco y el alcohol han sido identificados como posibles responsables de la mayoria
de los COCE en humanos .,

Ningin modelo animal es perfectamente aplicable a cualquier tipo de cancer
humano. Sin embargo, permiten aproximarse a la comprension de la carcinogénesis,

ademas de evaluar posibles esquemas terapéuticos L.

La induccion de lesiones neoplasicas mediante 4-NQO es uno de los mas
utilizados. Este método tiene la ventaja de que el agente carcindgeno puede ser
administrado en el agua de beber de los animales de experimentacion y de esta manera se
pueden administrar distintas dosis del agente y estudiar los efectos tanto a corto como a

largo plazo .

El 4-NQO es un carcindgeno sintético derivado de una quinolina soluble en agua,
sensible a las altas temperatura y a la luz **, es capaz de inducir en un 100% carcinoma
de células escamosas en el paladar cuando se aplica en forma tépica mediante pinceladas
en la mucosa palatina de ratas, en una concentracion de 0,5% en propanodiol tres veces a
la semana. Ademas, el 75% de los animales desarrolla carcinomas en el dorso de la lengua,

el 20% en la encia y en el estomago después de 7 meses *°. El mecanismo de accion
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carcinogénico del 4-NQO es mediante la generacion de radicales libres del oxigeno y del
nitrogeno (ROS/RNS) 6. El 4-NQO induce mutaciones, siendo uno de los genes blanco
identificado el gen H-Ras en el cromosoma 7 en el modelo experimental murino, mutacion

que también se observa en el COCE inducido por el tabaco de mascar 4.

Los dafos descritos en la mucosa oral son similares a los dafios causados por otros
agentes carcindgenos presentes en el tabaco, los que son un importante factor de riesgo de
cancer oral. Adicionalmente, la exposicion al 4-NQO produce alteraciones
histopatoldgicas similares a las que se observan en los COCE humanos 4. En este modelo
animal, entonces, se hace posible probar los efectos de agentes quimiopreventivos.

Dentro de este marco, se hace necesario aportar informacién clara y precisa sobre
el potencial uso de la metformina en COCE y su factibilidad de actuar como agente
quimiopreventivo en el proceso de carcinogénesis. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
es determinar el posible efecto de la metformina en la prevencion del carcinoma oral de
células escamosas, mediante la evaluacion de las caracteristicas macroscépicas de las
neoplasias en ratones tratados con y sin metformina, y mediante el analisis de las
caracteristicas histopatoldgicas de las neoplasias de ratones tratados, para poder lograr en
un futuro, potenciar los efectos de este farmaco o crear un nuevo medicamento similar

que pueda servir tanto para la prevencion como para el tratamiento del COCE.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos de Estudio

Se utilizaron 43 ratones machos, cepa C57BL/6, de 8 semanas de vida,
consanguineos, con sus correspondientes certificaciones sanitarias. Los animales fueron
adquiridos del Bioterio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Catolica
de Chile.

Se realiz6 el célculo de tamafio muestral utilizando la plataforma on-line
“Statisticalsolutions.net” (http://www.statisticalsolutions.net/calculators.php). El
parametro utilizado en este calculo fue el promedio de focos de carcinoma oral de células
escamosas por lengua de ratones expuestos a 4-nitroquinolina 1-oxido (4NQO)

(ChemCruz, TCI) que sera el control positivo.

Segun lo registrado en experimentos anteriores, y lo reportado en la literatura ¢,
la incidencia fue de un promedio de 1,2 +/- 0,3. En relacién a esto se espera a lo menos
una reduccién de un 20% del numero de focos de lesiones de COCE en el grupo tratado
con 4- NQO mas metformina para encontrar diferencias significativas (promedio de 0,96).
Se us6 un valor de 0,05 como error alpha, con un poder de test de 0,80 y con un contraste

de dos colas.

Con todas las consideraciones anteriores el programa entregd un “n” de 12
animales por grupo, lo que sumado a un 25% de pérdida esperada de animales durante la
etapa experimental arrojan un “n” de 15 animales por grupo tratado con 4-NQO para poder
encontrar diferencias en el niamero de focos de carcinoma entre los tratados con o sin
metformina. Para reducir lo mas posible el nimero de animales a utilizar, los grupos
controles se conformaron solo con 5 ratones. Por lo anterior se requieren para la
realizacion de este protocolo un total de 40 ratones. Sin embargo, debido a que los
animales venian en jaulas separados por camadas, no se pudieron conformar los grupos

de manera exacta, y se tuvieron que agregar 3 ratones mas al experimento.
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Preparacion de las Muestras

Todos los ratones se sometieron a un periodo de aclimatacion de 2 semanas con
una dieta estandar (Labdiet®, EE. UU), la cual fue la misma que consumieron durante
todo el experimento. Los ratones se separaron por grupos experimentales, en grupos de
cinco animales por jaula aproximadamente, en donde la identificacion fue de la jaula y no

de cada animal por separado.

Los ratones se mantuvieron bajo condiciones controladas, acceso a alimentos y
agua ad libitum (12/12 h ciclo luz / oscuridad, 22°C) en el Bioterio de la Universidad de

Talca %3,

Disefio Experimental

El disefio experimental se planifico dividiendo los 43 ratones en 4 grupos:
Grupo 1 (n=5): control (vehiculo).

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

Grupo 3 (n=16): tratamiento con 4-NQO, desde semana 3 hasta semana 18.

Grupo 4 (n=16): tratamiento con 4-NQO, desde semana 3 hasta semana 18 + metformina

desde semana 1 hasta semana 22.
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1 2 3 4

N5 N6 N:16 N:16
Metformina 4-NQO 4-NQO mis
Control .
50 mg/kg/d 100 pg/mL Metformina

Sacrificio semana 23

Parametros Analisis Analisis
Fisioldgicos Macroscdpico Histopatoldgico

Figura 1: Disefio general del experimento. Se evalué 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 administr6 agua destilada; al segundo, se le administr6 el farmaco (metformina
50 mg/kg) por sonda orogastrica; al tercero, se le suministrd 4-NQO en el agua de beber a una concentracion
de 100 pg/mL, y al cuarto grupo se le administré 4-NQO més metformina. La metformina se aplicé desde
lasemana 0 ala 22 y el carcindgeno desde la semana 2 a la 18. En la semana 23 se sacrificaron los animales,

se evaluaron los pardmetros fisioldgicos y se realiz6 un analisis macroscépico y microscopico de las lenguas.

La administracion del agente carcinogénico 4-NQO (ChemCruz, TCI. Japon) fue
en el agua de beber. La dosis a aplicar fue una solucién de 100 ug/mL de 4-NQO
solubilizado en propilenglicol (vehiculo) y diluido en agua destilada. Dicha solucion fue

cambiada 2 veces por semana por un total de 16 semanas 2’.

La suministracion de metformina (Reutter SA, Chile) fue por via oral por
canulacion orogastrica. La dosis diaria de metformina fue de 50 mg/kg de peso al dia en
100 uL de agua destilada. Dicho compuesto se aplicd siguiendo las instrucciones del
procedimiento operativo estandarizado (POE) BioterioUTAL 204 sobre aplicacion via

Orogaéstrica (Figura 1y 2).
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El experimento durd 23 semanas. En la ultima semana se sacrificaron a los
animales mediante anestesia intraperitoneal, con una mezcla de ketamina 100 mg/kg,
xilacina 10 mg/kg y tramadol 20 mg/kg con posterior dislocacion cervical, siguiendo las
instrucciones del POE BioterioUTAL 206. Se efectuaron analisis macroscopicos de

cavidad oral y se procesaron los tejidos de la lengua para el estudio histopatoldgico

Semanas 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

1 CONTROL (VEHICULO)
3 A-NQO SEMANA 3 A 18

4-NQO SEMANA 3 A 18

Figura 2: Esquema experimental. Desde la semana 0 a la 22, se administro6 a los grupos 2 y 4 metformina
a dosis de 50 mg/kg/dia por canulacién orogéstrica. Los grupos 1 y 3 recibieron por la misma via agua
destilada (solo vehiculo) durante el mismo periodo. En la semana 2 se comenz6 la administracion de 4-
NQO (100 pg/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.

Obtencion de muestras

A las 22 semanas y 5 dias se realiz6 la necropsia y diseccién de las lenguas para
el analisis macroscopico e histopatologico de las lesiones. Una vez que el animal se
encontré anestesiado y bajo plano quirurgico (POE Bioterio UTAL 203) se registroé el
peso corporal del animal y posteriormente se realizd la dislocacion cervical (POE
Bioterio UTAL 206).

La necropsia se realizd segun protocolo estandarizado y los datos fueron

registrados en ficha ad hoc. En el mismo momento de la necropsia, se les realizd puncion
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cardiaca, para la obtencién de sangre para otros analisis bioquimicos y determinacion de
la glicemia mediante hemoglucotest (Accu-Check, Roche ®).

Analisis Macroscépico

En la lengua de los animales, se analizaron los siguientes parametros “%:

1) Numero de focos: cantidad total de lesiones clinicamente visibles.

2) Ubicacion: se registro la localizacion de las lesiones en dos sentidos:
a. Caras linguales comprometidas (dorsal, ventral y lateral).
b. Segmento (anterior, medio y posterior).

3) Color: se describieron las lesiones segun su coloracion:

a. Leucoplésicas.
b. Eritroplésicas.
C. Mixtas.

4) Tamafio: se definieron 3 parametros de tamafio:

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

5) Forma: se definieron 3 formas:

a. Sésil o nodular.
b. Pedunculada.
C. Papilomatosa.

Técnicas Histologicas

Fijacion y procesamiento de las muestras

Las muestras se fijaron en formaldehido al 10% en PBS (pH 7.3) durante 24 horas, las
cuales fueron posteriormente deshidratadas en concentraciones crecientes de etanol y
aclaradas en xilol. Luego fueron incluidas en parafina y se obtuvieron cortes de 5 um de

espesor. Los cortes fueron desparafinados y rehidratados previa tincion de rutina con
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hematoxilina-eosina. Posteriormente las muestras fueron montadas en un medio de
montaje resinoso. Las muestras fueron observadas en un microscopio optico convencional
y las imagenes fueron capturadas con un equipo de digitalizacion acoplado al microscopio

y procesadas empleando el programa computacional Adobe Photoshop.

Tincidon de Hematoxilina-eosina

El estudio histopatologico se realizé mediante analisis con hematoxilina & Eosina. Las
muestras fueron desparafinadas en una estufa a 70°C por 25 minutos y sometidas a 3
inmersiones sucesivas en xilol, por un tiempo de 5 minutos en los dos primeros y 10
minutos en el Gltimo. Luego fueron rehidratadas en etanol en concentraciones decrecientes
(100, 100, 90 y 70%) por 5 minutos cada vez y sumergidas en agua, por un tiempo similar.
Las muestras fueron tefiidas por 7 minutos en hematoxilina, lavadas en agua corriente y
sumergidas en agua amoniacal al 1% por 1 minuto. Posteriormente fueron lavadas con

agua corriente, sumergidas en eosina acuosa por 4 minutos y lavadas en agua destilada *°.

Analisis Histopatoldgico

Determinacién del nimero de focos de lesiones premalignas y malignas

Se realiz6 el recuento del nimero de focos de hiperplasia, acantosis, displasia y
carcinomas presentes en el corte histopatoldgico de cada lengua de ratén. Dicho recuento
se realiz6 por 3 operadores previamente calibrados, quienes observaron las muestras de

forma anonimizada en formato ciego simple.

Grado de diferenciacién tumoral

En las muestras que presentaron lesiones de COCE se analizé el grado de diferenciacién
tumoral. Este analisis se realizd por 3 operadores, ciego simple, los cuales clasificaron
cada una de las muestras obtenidas, procesadas y tefiidas previamente con hematoxilina-
eosina, en bien diferenciado (grado bajo), moderadamente diferenciado (grado

intermedio), escasamente diferenciado o indiferenciado (grado alto) 2.
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Andlisis de frente de invasién tumoral de Bryne

En las muestras que presentaron lesiones de COCE se analizd el frente de invasion tumoral

de Bryne * (Tabla 1), el cual se realiz6 por 2 operadores, ciego simple, los cuales

evaluaron las caracteristicas de grado de queratinizacion, polimorfismo nuclear, patron de

invasion e infiltrado leucocitario, en las muestras obtenidas, procesadas y tefiidas

previamente con hematoxilina-eosina, asigndndole una puntacion de 1 a 4 a cada

parametro. Posteriormente, dicho puntaje se sumo y se establecid a una mayor puntacion,

mayor severidad de las lesiones de COCE.

Tabla 1: Parametros evaluacion frente de invasion tumoral de Bryne 4

Parimetro Puntaje
Morfolégico 1 2 3 4
Alta;:nmt; Moderadamente Mimima No hay
Grado de ql(ljr;l 1;1;{1}30(0 queratinizado | queratinizacion| queratinizacion
Queratinizacién d: las i (20- 50% de las | (5- 20% de las | (0- 5% de las
células) células) células) células)
Pequeﬁo Moderadamente Abundante Extremadamente
polimorfismo abundante Polimorfismo abundante
Polimorfismo nuclear politnorfismo nuclear (25- polimorfismo
nuclear (=75% de nuclear (50- 50% . nuclear (0- 25%
. <0 : % de células .
celulas 75% de células duras) de células
maduras) maduras) fnacuras maduras)
Pequefios Disociacion
Infiltrativo. Erupos o celular marcada
. .. | Bordes bien Cordones, cordones de | v desorganizada
Patrén de Invasién delimitados bandas y/o células en pequefios
acintados infiltrantes grupos y/o
(n>15) celulas solas
Respuesta Inmune Marcado Moderado Leve Ausente
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RESULTADOS

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

de todos los grupos experimentales fue de un 100%.

Para un mejor anélisis de los resultados, estos se dividieron en tres grupos. El
primer grupo correspondio a los parametros fisioldgicos, donde se controlé el peso (figura
3), la alimentacién (figura 4), el consumo de agua (figura 5) y, ademas, se midieron los

niveles de glicemia posterior al sacrificio de los animales (figura 6).

El segundo grupo de resultados consistié en el analisis macroscépico de las
lesiones en la lengua de los ratones sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o
tratados con metformina. Se determind el nimero total de lesiones por cada grupo (figura
7), la ubicacion de las lesiones segun la cara lingual afectada (figura 8), su ubicacion
respecto al tercio lingual (figura 9), el color de las lesiones (figura 10), su tamafio (figura

11) y su forma (figura 12).

El tercer tipo consisti6 en el analisis microscopico de las muestras histopatoldgicas
mediante tincion con Hematoxilina-Eosina, donde ademas se analizdé el grado de
diferenciacion tumoral en las lesiones de carcinoma (figura 13). También se analiz6 el
frente de invasion tumoral de Bryne en las lesiones malignas (Tabla 2).

4.1. Parametros fisioldgicos

Los parametros fisioldgicos de los animales se controlaron durante todo el periodo

experimental y fueron registrados en una bitacora ad hoc.
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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) y se
controld dos veces por semana durante todo el periodo experimental (figura 3). Los

valores de peso fueron registrados por jaula en la bitdcora experimental.

El peso de los animales, tanto del grupo control, como el grupo tratado con
metformina, presentdé una tendencia al aumento a medida que transcurria el periodo
experimental. Totalmente a la inversa de lo que ocurrié con los grupos tratados con 4-
NQO, donde el grupo tratado sélo con el agente cancerigeno comenzd a disminuir su peso
marcadamente a partir de la semana 14, mientras que el tratado con 4-NQO mas

metformina lo hizo a partir de la semana 13.

Las diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos se
comenzaron a ver desde la primera semana, e intensificandose a partir de la semana 13.
Los valores estadisticamente significativos mas acentuados se encontraron entre las

semanas 13y 23, para todos los grupos.

34,0 ko

Gramos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Semana

Control — \etformina 4ANQO ANQO+Metformina

Figura 3: Evaluacion 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 via oral mediante canulacion
orogastrica. A estos se les tomd un registro de peso, mediante una balanza digital, durante 22 semanas y 5

dias. Se muestra la evolucidn del peso promedio por grupo y su desviacion estandar. La barra amarilla
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corresponde al grupo control, la azul al grupo tratado con metformina, la roja al tratado con 4-NQO, y la
verde al tratado con 4-NQO + metformina. El analisis estadistico se realizd mediante el test ANDEVA,

seguido del test de comparacién miltiple de Tukey (*p<0,5, ** p<0,01 y *** p<0,001).

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

Se evalud el consumo de alimento por jaula (figura 4), el que se registro 2 veces
por semana durante todo el periodo experimental mediante una balanza digital,
registrandose 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 establecio una proporcion entre el peso promedio de los ratones y el
total del alimento consumido por jaula durante cada semana, la cual se expresé en relacion

a 100 gr de raton.

En todos los grupos, el consumo de alimento tuvo una tendencia a la disminucion
en el transcurso de las 22 semanas, con excepcion de ciertos aumentos en las semanas 6,
7'y 8. 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, con
excepcion del grupo tratado con metformina, el cual tuvo valores inferiores en todo el
tiempo de experimentacion.
250,0
200,0
150,0

100,0

50,0

0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Semanas

Consumo de alimento por 100 gr
de raton

Control e==Metforming e=———qNQQO  ==4NQO + Metformina

Figura 4: Evaluacion del consumo de alimento semanal de los ratones sometidos a carcinogénesis inducida

por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizé el alimento consumido para 43 ratones cepa C57BL/6,
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divididos en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o tratados con
metformina por via oral mediante canulacion orogastrica. El color amarillo corresponde al grupo control, el
azul al grupo tratado con metformina, el rojo al grupo tratado con 4-NQO, y el verde al grupo tratado con

4-NQO + metformina.

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

Se evalud el consumo de agua por jaula (figura 5), el que se registro 2 veces por
semana durante todo el periodo experimental, registrandose la diferencia entre la cantidad
total de agua suministrada y el agua remanente por jaula, dando como resultado el agua
consumida por jaula. Posteriormente se estableci6é una proporcién entre el peso promedio
de los ratones y el total de agua consumida por jaula durante cada semana, la cual se

expreso en relacion a 100 gr de raton.

El consumo de agua de los ratones del grupo control fue superior en todo el
transcurso del tiempo, respecto a los demas grupos. Los grupos restantes tuvieron
comportamientos similares, pero se observd que los ratones tratados con el agente

cancerigeno, tanto solo o acompafiado de metformina tuvieron cifras inferiores.

400,0
350,0
300,0
250,0
200,0
150,0
100,0
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Consumo de agua por 100 gr de ratén

0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Semanas

Control === Metformina e==—=——=4NQO  ===4NQO + Metformina

Figura 5: Evaluacion del consumo de agua semanal de los ratones sometidos a carcinogénesis inducida por

4-NQO y/o tratados con metformina. Se analizé el agua consumida en 43 ratones cepa C57BL/6, divididos
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en 4 grupos, los que fueron sometidos a carcinogénesis mediante 4-NQO y/o tratados con metformina por
via oral mediante canulacién orogastrica. El color amarrillo corresponde al grupo control, el azul al grupo
tratado con metformina, el rojo al grupo tratado con 4-NQO, y el verde al grupo tratado con 4-NQO mas

metformina.

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

Los niveles de glicemia (figura 6) se midieron mediante un hemoglucotest (Accu-
Check, Roche®), en sangre extraida por puncién cardiaca al momento del sacrificio de
los animales. Se observo un valor de glicemia mayor en el grupo tratado con metformina
y en el grupo control, con valores de 302,2 mg/dL y 297,4 mg/dL, respectivamente,
contrario a lo que se observo en los grupos tratados con 4-NQO, con un valor de 180,1
mg/dL en el grupo tratado solo con 4-NQO y 166,5 mg/dL en el grupo tratado con 4-NQO
méas metformina. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos.
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Figura 6: Andlisis de los niveles de glicemia en ratones sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o
tratados con metformina. Se analiz6 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 via oral mediante
canulacion orogastrica. Luego del tratamiento, se sacrificaron y se obtuvo sangre mediante puncion
cardiaca, la que fue analizada mediante hemoglucotest (Accu-Check). La barra amarilla corresponde al
grupo control, la azul al grupo tratado con metformina, la roja al grupo tratado con 4-NQO, vy la verde al
tratado con 4-NQO + metformina. El andlisis estadistico se realizd mediante el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis (valor p < 0.001).
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4.2. Parametros clinicos macroscopicos

Para evaluar el numero de focos macroscépicos, posterior a la necropsia, se
tomaron fotografias estandarizadas de las lenguas de los animales, con una cdmara digital
(EOS Rebel XSi, Canon ®) sobre un papel milimetrado, en una superficie iluminada que

No generara sombra.

4.2.1. El nmero total de lesiones macroscopicas no disminuyo significativamente al

ser tratados con metformina.

Se determind el nimero total de focos por grupo (figura 7), existiendo un total de
102 lesiones. En el grupo tratado con metformina se observaron solo 2 lesiones. El tratado
con 4-NQO fue el que present6 la mayor cantidad de focos, con un total de 53 lesiones, a
diferencia del grupo tratado con 4-NQO méas metformina que mostro una disminucion en
el nimero de focos totales, que sélo presentd 47 lesiones, correspondiendo a un 11,3 %
de disminucion, lo que no resultd estadisticamente significativo. EI grupo control no

presento lesiones.

Control Metformina 4-NQO 4-NQO +
Metformina
Figura 7: NUmero total de lesiones macroscopicas 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 via oral mediante
canulacién orogastrica. Se cuantifico el nimero de lesiones en los distintos grupos. La barra amarilla
corresponde al grupo control, la azul al grupo tratado con metformina, la roja al grupo tratado con 4-NQO
y la verde al tratado con 4-NQO + metformina. El andlisis estadistico se realiz6 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 ocurrio en la cara dorsal de la lengua

Se determino la ubicacion de las lesiones segun cara lingual afectada: dorsal,
ventral, lateral derecha o lateral izquierda (figura 8). Los animales del grupo tratados con
metformina presentaron solo dos lesiones en la cara dorsal. En el grupo tratado con 4-
NQO existié 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 mas
metformina, la mayor cantidad de lesiones se encontré en la cara dorsal, existiendo
también lesiones en caras laterales (derecha e izquierda) y ventral. Las diferencias en
dichos grupos no son estadisticamente significativas.
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80% Il Ventral
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Control Metformina 4-NQO 4-NQO +

Metformina

Figura 8: Analisis macroscdpico porcentual de las lesiones linguales segin ubicacion en ratones sometidos
a carcinogeénesis 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 via oral mediante canulacién orogastrica. Se cuantifico el nimero de lesiones segun la
ubicacién en los distintos grupos. La ubicacién de las lesiones fue graficada segun distintos colores: cara
dorsal, blanca; cara ventral, rojo; lateral derecha, azul; lateral izquierda, amarilla. El analisis estadistico se

realiz6 mediante test de Fisher (p=0,240).
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4.2.3. La mayor incidencia de lesiones se encontro en el tercio medio de la lengua

Se determinG en qué zona se presentaban las lesiones, segun el tercio lingual
afectado (figura 9). En el grupo tratado con metformina, una de las lesiones se encontro
en el tercio anterior y la otra en el tercio medio. En el grupo tratado con el agente
cancerigeno existié una mayor incidencia en el tercio medio de un 56,6%, y un 38,8% en
el grupo tratado con 4-NQO mas metformina. En ambos grupos se encontraron lesiones
tanto en tercio anterior como posterior, pero en menor cantidad. Las diferencias entre los

grupos fueron estadisticamente significativas, para todas las ubicaciones.
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Figura 9: Analisis macroscépico porcentual de las lesiones linguales segun 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 via oral mediante canulacion orogéstrica. Se cuantific6 el nimero de lesiones segun el
tercio lingual en los distintos grupos. La ubicacion de las lesiones fue graficada segin distintos colores:
tercio anterior, blanco; tercio medio, rojo; tercio posterior, azul. El analisis estadistico se realiz6 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 clasificd las lesiones segun el color en leucoplasia, eritroplasia, o mixta (figura
10). Ambas lesiones observadas en el grupo tratado con metformina corresponden a

leucoplasias. Un patron similar predomina en los grupos tratados con 4-NQO y 4-NQO
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méas metformina, aunque también, encontramos un pequefio porcentaje de lesiones tipo

eritroplasia y mixtas. Las diferencias no son estadisticamente significativas.
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Figura 10: Andlisis macroscopico porcentual de las lesiones linguales segun color en ratones sometidos a
carcinogenesis 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 via oral mediante canulacion orogastrica. Se cuantifico el niamero de lesiones segun color
en los distintos grupos. El color de las lesiones fue graficado segun: leucoplasia, blanco; eritroplasia, rojo;

mixtas, azul. El analisis estadistico se realiz6 mediante test de Fisher (p=1).

4.2.5 Existe un aumento en la variabilidad del tamafio clinico de las lesiones en el

grupo tratado solo con 4-NQO

Se clasificaron las lesiones segun el tamafio de estas (figura 11). Las dos lesiones
del grupo tratado con metformina se encuentran en el tamafio medio, entre 1 y 3 mm. Por
otra parte, ambos grupos tratados con 4-NQO mostraron mayor variabilidad en los
tamanios, presentando las 3 categorias de tamafio. Aunque las diferencias, entre ambos, no
son estadisticamente significativas, el grupo tratado con 4-NQO mas metformina muestra

una tendencia a presentar lesiones de tamafios menores.
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Figura 11: Andlisis macroscépico porcentual de las lesiones linguales segiin tamafio en ratones sometidos a
carcinogeénesis 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 via oral mediante canulacion orogastrica. Se cuantificé el nimero de lesiones segun tamafio
en los distintos grupos. El tamafio de las lesiones se clasifico en: <a 1 mm, blanco; 1-3 mm, rojo; >a 3 mm,

azul. El andlisis estadistico se realizé 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 segun su forma, ya sea sésil, pedunculada o
papilomatosa (figura 12). Las lesiones de tipo sésil predominaron ampliamente en los tres
grupos de estudio. Las dos lesiones encontradas en los ratones tratados sélo con
metformina fueron de forma sésil. Ambos grupos tratados con 4-NQO presentan una
pequefia variacion en las formas, donde el grupo tratado solo con el agente cancerigeno
presenta las tres formas y el grupo 4-NQO mas metformina, presenta las formas sésil y

papilomatosa. Las diferencias no son estadisticamente significativas.
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Figura 12: Analisis macroscopico porcentual de las lesiones linguales segin 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 via oral mediante canulacion orogéstrica. Se cuantificé el nimero de lesiones segun forma
en los distintos grupos. La forma de las lesiones se clasifico en: sésil, blanco; pedunculada, rojo;

papilomatosa, azul. El andlisis estadistico se realiz6 mediante test de Fisher (p=0,262).

4.3. Parametros histopatologicos

Las lesiones en la lengua de los ratones sometidos a carcinogénesis inducida por
4-NQO, con o sin metformina, asi como muestras de epitelio lingual sano (ratones control)
fueron analizadas mediante analisis histopatoldgico convencional luego de ser tefiidas con

hematoxilina-eosina. Los ratones control no presentaron lesiones.

4.3.1. Existi6 una mayor incidencia de displasias leves en los grupos tratados con 4-
NQO

Las 99 lesiones que se originaron en los grupos tratados con 4-NQO, asociado 0
no a metformina, fueron clasificados segin diagndstico histopatoldgico que presentaron
(figura 13). En general, se ve un predominio de displasias leves en ambos grupos, seguido,

de lejos, por acantosis e hiperplasias. Para los diagnosticos de mayor gravedad, carcinoma
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in situ y carcinoma bien diferenciado, se ve una similitud entre ambos grupos, a excepcion
del carcinoma moderadamente diferenciado, que so6lo se presenta en el grupo tratado con

el agente cancerigeno.
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Figura 13: Andlisis del porcentaje de incidencia de lesiones histopatolégicas 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 via oral mediante canulacion orogéstrica. Las lesiones fueron clasificadas en
hiperqueratosis, hiperplasia, acantosis, displasia leve-moderada o severa, carcinoma in situ, carcinoma bien
diferenciado y carcinoma moderadamente diferenciado. Grupo tratado con 4-NQO, rojo; grupo 4-NQO mas

metformina, verde. El analisis estadistico se realizd mediante test Kruskal Wallis (p < 0,001).
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4.3.2. No existen diferencias en la severidad del frente de invasion tumoral de Bryne
entre los CECOs de animales tratados con o sin metformina

Se realizo el analisis de frente de invasion tumoral de Bryne, donde se evaluaron
las caracteristicas de grado de queratinizacion, polimorfismo nuclear, patron de invasion
e infiltrado leucocitario en las muestras obtenidas con lesiones de cancer, las cuales son
solo 5, se observa que no hay diferencias significativas entre los valores de las lesiones
del grupo tratado con 4-NQO v las lesiones del grupo tratado con 4-NQO mas metformina
(Tabla 2).

Tabla 2: Anélisis del frente de invasion tumoral en las lesiones de carcinoma presentes en lenguas de ratones
sometidos a carcinogénesis inducida por 4-NQO y/o tratados con metformina. Se observan los valores
obtenidos para los distintos pardmetros del frente de invasion tumoral de Bryne, en las 3 lesiones de cancer
del grupo sometido a 4-NQO més metformina, y en las 2 lesiones de cancer obtenidas en el grupo tratado
con 4-NQO.

Grupo Grado de Polimorfismo Patron de Respuesta TOTAL

queratinizacion = nuclear invasion inmune
ANQO+M 3 2 2 1 8
ANQO+M 1 3 1 2 7
ANQO+M 3 3 2 2 10
4ANQO 2 2 1 2 7
4ANQO 3 2 2 3 10
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DISCUSION

En el presente estudio se analizo el efecto de la Metformina, un medicamento anti-
hiperglicemiante, de la familia de las biguanidas, ampliamente utilizado para tratar el
sindrome metabolico y la diabetes mellitus tipo 2, en un modelo de carcinogénesis
experimental de COCE inducido por 4-NQO.

Lo primero que debemos mencionar es que en nuestro estudio no hubo ningdn
animal que sucumbiera durante la etapa experimental, contrario a lo que se estimaba o a
lo que relatan algunos autores, donde la mortalidad de los animales tratados con 4-NQO

varia entre en un 25-35% “8, o incluso puede llegar al 65% 2°.

Entre los parametros evaluados se encuentran los parametros fisioldgicos. En
relacion al peso de los animales se pudo observar que ambos grupos tratados con el agente
carcindgeno 4-NQO tuvieron una disminucién estadisticamente significativa del peso a
partir de la semana 13-14 del experimento. Esto se puede explicar debido a que los
animales, al estar expuestos al 4-NQO, pueden haber disminuido su peso por el fenémeno
denominado caquexia del céancer, el cual se define como un sindrome multifactorial
caracterizado por una pérdida continua de masa muscular esquelética (con o sin pérdida
de masa grasa) que no puede revertirse por completo con el soporte nutricional
convencional y conduce a un deterioro funcional progresivo *°. Como lo relatan otros
autores la caquexia puede presentarse por un aumento en la lipdlisis, que ademas es
favorecida por una disminucion de la actividad de la lipoproteina lipasa del tejido adiposo
y que propicia ademas un aumento de los niveles de triglicéridos circulantes °. Por otra
parte, las citocinas inflamatorias juegan un rol sumamente importante en la caquexia
cancerosa, dentro de las cuales se encuentra el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF- alfa)
y la interleucina (IL) -6. En modelos de caquexia por cancer existe evidencia a favor del
papel del TNF-a en la pérdida de proteina muscular, fendmeno asociado a una activacion
del sistema proteolitico dependiente de ATP y ubiquitina %2. Ademas, el TNFo se
identificd en alta concentracion en el tejido de la lengua de ratones tratados con 4-NQO;

la inhibicion de la sefializacion de este, elimino la alodinia funcional. Por lo tanto, el TNFa
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es un mediador prominente en la nocicepcion e inflamacion inducidas por el cancer oral
% lo cual podria relacionar, que la baja de peso, puede deberse al dolor que podrian
presentar estos animales al momento de masticar o de tragar los alimentos. Es por todos
estos motivos que pensamos que la baja de peso en los grupos tratados con 4-NQO tiene
relacion directa con la exposicion al carcindgeno y las lesiones premalignas y malignas

asociadas.

El consumo de alimento de los animales tuvo una tendencia a la disminucion en
todos los grupos en el transcurso de las 22 semanas. Sin embargo, el grupo con menor
consumo de alimentos fue el grupo control tratado solo con metformina. Esto se podria
explicar debido a que recientemente un estudio publicado en Nature Metabolism,
demuestra gque existe una citocina hepética o hepatocina conocida como Gdf15, la cual es
inducida por metformina y que esta citocina es capaz de actuar en distintos tejidos del

organismo produciendo una disminucion del apetito %,

El consumo de agua de los animales fue mayor durante todo el tiempo
experimental en el grupo control; los grupos experimentales con 4-NQO y el grupo control
con metformina tuvieron valores similares. Esto se explica debido a que el grupo control
con metformina, al consumir menor cantidad de alimento, tendria una ingesta
proporcionalmente menor de agua. Por otra parte, si nos centramos en los grupos que
consumian 4-NQO hay que recordar que este agente cancerigeno se les suministré a los
animales en el agua de beber. Por lo tanto, el mal sabor que otorga el 4-NQO podria ser

el motivo del menor consumo de agua *°.

En relacién a los niveles de glicemia, se pudo observar que los ratones del grupo
control y en los que solo se les administré metformina presentaron valores mas altos que
los grupos tratados con 4-NQO. El valor promedio de glicemia para ratones C57BL/6 es
de 296 +/- 37 segun los estandares fisioldgicos normales de laboratorios Jackson, por lo
que los ratones de los grupos control mostraron niveles dentro de los valores normales.
Por otro lado los grupos tratados con 4-NQO presentaron niveles bajo lo normal, incluso

estimandose que los valores observados en nuestro estudio podrian estar aumentados del
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nivel normal que tenian estos animales, debido al estrés que pudieron sufrir al momento
del sacrificio, ya que la hiperglicemia inducida por el estrés es una respuesta adaptativa
fundamental que moviliza los depdsitos de energia en respuesta a las amenazas *°. Por lo
tanto, si consideramos lo anterior, los grupos tratados con 4-NQO deben haber tenido
niveles aun mas bajos de glicemia de lo que muestran los resultados y esto puede ser
explicado por la caquexia del cancer, que se menciond anteriormente, ya que no se

encontaron estudios que asocien el consumo de 4-NQO con una hipoglicemia.

En el andlisis macroscopico de las lesiones se observa que el grupo tratado solo
con metformina presentd dos lesiones, lo cual solo puede ser atribuible a lesiones
traumaticas producto de la canulacién orogastrica a la que fueron sometidos los animales
durante el periodo experimental. También se pudo observar una disminucion de las
lesiones en el grupo tratado con 4-NQO més metformina de un 11,3% en relacion al grupo
tratado solo con 4-NQO. Sin embargo, esta disminucién no fue estadisticamente
significativa, y este resultado no se condice con los estudios que avalan la metformina
como agente antitumoral en pacientes, en donde se ha observado un efecto beneficioso
sobre la prevencion y el tratamiento del cancer en pacientes con diabetes mellitus tipo Il
y que usan de metformina °’. Ni tampoco se condice con los efectos de la metformina
reportados a nivel de cancer oral en modelos de carcinogénesis inducidos por 4-NQO, en
donde se observa que el uso de metformina reduce significativamente el tamafio 2° y el

namero de lesiones tumorales orales #’.

En relacion a la ubicacion de las lesiones, la mayoria de estas se encontraron en la
cara dorsal y en el tercio medio de la lengua, esto se explica debido a que es precisamente
en esa zona donde ocurre contacto del 4-NQO que se encuentra en el agua de beber, con

la lengua del animal, esto ya ha sido reportado en otros estudios 2.

Los tamafos de las lesiones mostraron una leve tendencia a ser menores en el

grupo con 4-NQO mas metformina, de la misma forma en que lo describe Zhao M. et al.,
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en donde se evaluo a la metformina y la aspirina como agentes antitumorales de cancer
oral en ratones tratados con 4-NQO, en donde una combinacion de metformina y aspirina
causo un fuerte efecto inhibitorio sobre el crecimiento tumoral in vivo, mientras que la

metformina sola, presenté sélo un leve efecto inhibitorio %°.

Por otro lado, en el estudio de Siddappa G, et al. se observd una reduccion
significativa en el tamafio promedio de los tumores orales en el grupo con consumo de
metformina en ratones sometidos a carcinogénesis oral por 4-NQO 2°. Por otra parte, el
estudio de Cho S.W., et al. determind que el volumen tumoral medio en el cancer de
tiroides fue significativamente menor en los ratones tratados con metformina, que en los

ratones tratados sélo con 4-NQO °°.

En el andlisis histopatoldgico observamos que si bien se obtuvo un alto nimero de
lesiones (n=99), el 45% de estas fueron displasias leves. Este resultado se condice con
otros estudios en donde se observa que el modelo 4-NQO muestra una progresion de la
enfermedad en la cual, en las primeras semanas experimentales se observa que el 100%
de las muestras son diagnosticadas como displasias 2°, lo que nos podria orientar a que
quizés debimos prolongar el experimento unas semanas mas para lograr mayores tasas de
transformacion maligna, y de esta forma apreciar de mejor manera el efecto de la

metformina como agente quimiopreventivo del COCE.

En el andlisis histopatoldgico se observo también que las lesiones de carcinoma
fueron poco prevalentes, representando menos del 10% de las lesiones en ambos grupos
experimentales. Esto es contrario a lo que se plantea en el experimento de Siddappa M, et
al., donde a las 25 semanas experimentales, el 25% de las lesiones que se encontraron
fueron carcinomas 2°. En este sentido, nuestro estudio dur6 23 semanas y las lesiones de
cancer fueron mucho menos prevalentes. Por otro lado, Vitale Cross et al. plantea un
modelo de optimizacion de carcinogénesis oral con 4-NQO durante distintos periodos de
tiempo, siendo el tiempo maximo de exposicion al agente cancerigeno de 16 semanas y el

sacrificio de los animales en la semana 22, tal y como se realizo en este experimento. Sin
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embargo, sus resultados son muy disimiles, ya que en su estudio se pudo apreciar que con

16 semanas de exposicion a 4-NQO se obtuvieron multiples carcinomas orales %’

Lo anterior, nos hace reflexionar que, al cumplir con el tiempo planteado del
experimento, pero no obtener las lesiones de cancer anticipadas, el error puede estar en la
marca del agente cancerigeno utilizado, o en la concentracion del mismo. En los estudios
similares se ocupd 4-NQO de la marca comercial Sigma-Aldrich 2927%° mientras que en

este estudio se utilizd 4-NQO de la marca comercial de laboratorios TCI®.

Por otra parte, debemos analizar también las concentraciones utilizadas del agente
cancerigeno. En dos estudios la dosis fue de 50 pg/ml 2%27, mientras que en otro estudio
fue de 20 mg/L ®° . En nuestro experimento la concentracion fue de 100 pg/ml, guiandonos
por estudios anteriores 348, Esta alta concentracion de 4-NQO debi6 reflejarse en un

aumento en la cantidad de lesiones cancerosas, lo cual no se evidencio.

Por otro lado, la administracion de la metformina en nuestro experimento fue a una
concentracion de 50 mg/kg/dia, al igual que en el estudio de Vitale Cross et al. 2’, aunque
la forma de administracién fue diferente ya que nosotros la administramos via oral, para
gue se asemejara al consumo normal de este farmaco por los pacientes diabéticos. Vitale
Cross et al. la administraron via inyeccion intraperitoneal, lo cual puede haber aumentado
la eficacia del farmaco. Ya que en nuestro estudio no se pudo comprobar que la

metformina disminuyera significativamente las lesiones premalignas ni malignas.

En todos los estudios que existen en relacién a la metformina y el COCE, la
administracion de la droga se realiz6 después de haber terminado el tiempo designado con
el agente cancerigeno; en nuestro estudio, la administracion fue previa, durante y posterior
al consumo de 4-NQO. Por lo tanto, lo que se buscaba era ver si la metformina producia
quimio-prevencion al provocar una disminucion de todas las lesiones orales, incluso de
las lesiones premalignas, lo cual no se observd en nuestro experimento, rechazandose la

hipdtesis de que la metformina es un agente quimiopreventivo para el COCE.
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CONCLUSIONES

Metformina no presenta un efecto quimiopreventivo sobre las lesiones pre-
neoplésicas y neoplasicas en la mucosa lingual en ratones sometidos a carcinogenesis
experimental mediante 4-NQO, a pesar de que se observa una leve tendencia a la disminucién

del nimero de lesiones.
Creemos que se requiere de una mejor estandarizacion de las dosis de los compuestos
quimicos utilizados y ademas evaluar el tiempo de duracion del experimento antes de

continuar con una proxima investigacion.

Finalmente, concluimos que se requieren la realizacion de mas estudios que avalen

el real uso quimiopreventivo de la metformina en el COCE.
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ANEXOS

el

Vicerrectoria Académica
Direccién de Investigacion

CERTIFICADO DE EVALUACION DE PROYECTO DEL COMITE INSTITUCIONAL!
CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE LABORATORIO (CIECUAL)

Miembros del CIECUAL participantes:

Fecha: 29 de noviembre de 2018
Folio: 2018-04-A

Nombre Profesion Cargo

Maria Cristina Theoduloz Bidloga Facultad'de Glencias della Salud

Lafuente

Ménica Carrasco Pastenes Bioquimica Depto. de Ciencias Basicas
Biomédicas

Alex Soto Poblete Estadistico Instituto de Matematica y Fisica
Fac. de Ciencias Juridicas y

Isaac Ravetllat Ballesté Abogado Sociales

Soledad Pinochet Urrutia Veterinaria Bioterio UTalca

1. Titulo completo del proyecto: “Determinacién del efecto quimiopreventivo de Metformina en el
carcinoma oral de células escamosas”.

2. Nombre del investigador responsable: Dr. Bernardo Venegas.

3. Co-investigador: Dr. Daniel Droguett.

4. Institucién: Universidad de Talca.

Unidad académica: Departamento de Estomatologia.

. Documentos revisados:

- Protocolo de manejo y cuidados de animales de laboratorio.

. Analisis: Se acusa recibo de los antecedentes entregados y se realizan las siguientes sugerencias:

- Debe explicitar la manipulacion de la instrumentaciéon que esté en contacto con el compuesto
4NQO. Este procedimiento debe ser analizado por el Comité de Bioseguridad.
- Se sugiere una dieta de gel packs para el término del tratamiento.

=3

Favor incorporar las sugerencias.

. Resolucién: Aprobado con modificaciones menores.

email: ciecual@utalca.cl Fono 56-71-2203065;" Casilla 747, Talca 1/2
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Facultad de Cs. Juridicas y Sociales Bioterio UTalca
email: ciecual@utalca.cl Fono 56-71-2203065, Casilla 747, Talca 212
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