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RESUMEN 

Introducción: Según el concepto de 
cancerización de campo, existiría alteración 
en la proliferación epitelial en áreas 
cercanas a tumores. Dicha proliferación 
podría ser modificarla por lípidos 
dietarios. Objetivos: Este estudio fue 
diseñado para analizar proliferación y 
apoptosis en epitelio lingual ele ratones 
portadores de tumores salivales inducidos 
por DMBAy alimentados con dietas a base 
de diferentes lípidos. Materiales y 
Métodos: Cuarenta y cinco días 
posteriores al destete, diez ratones BALB/ 
e fueron asignados a dos nietas: maíz (M) 
y bacalao (B). Dos semanas después se 
inyectó DMBA en la zona submandibular. 
Los animales fueron sacrificados a la 13° 
semana post-inyección. Muestras de lengua 
fueron fijadas en formol-etanol y 
procesadas inrnunohistoquímicamente con 
marcadores tIc proliferación (Ki-67) y 
apoptosis (Bax). Mediante microscopia 
óptica, se efectuó un conteo de núcleos 
positivos a ambos marcadores en un total 
de trescientas células en interfase, tanto 
en cara dorsal como ventral de lengua. Los 
resultados fueron analizados mediante 
Análisis tic Varianza y Test t. Resultados: 
La proliferación celular fue mayor en cara 
dorsal que en ventral (p<0.0001) sin 
diferencias por dieta. La apoptosis fue 
significativamente mayor en ratones 
alimentados con B que M, en particular 
en cara dorsal (p<0.018). Conclusiones: 

Este estudio demuestra que la dieta E 
induce mayor apoptosis en el epitelio 
lingual, sugiriendo un mecanismo 
defensivo de los tejidos ante el agente 
cancerígeno-tumoral. 
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ABSTRACT 

Introductiomi: Aecorcling to the concept 
of fielcl defeets during the careinogenesis 
process, cxcessive cpithelial proliferation/ 
apoptosis may exist iii arcas near tunlors. 
Proliferation or apoptosis cou Id be 
mnodified by dietary lipids. Purpose: Thc 
present stucly vas designed ro analyze 
proltferation and apoptosis in tongue 
epitheliurn of inice Ucd cliets bascd nn 
different lipicls followed Uy induction of 
salivary tumors with DMBA. Mateninls 
and Methods: Forty-five clays after weaning, 
ten BALB/c mice were assigned to two 
chets: coro oil (CO) and fish oil (eod liver, 
FO). 'i\vo weeks later. DMBA vas injcctecl 
in the submandibular area. Animals were 
sacrificed at the 13th post-in(ection weck. 
Sarnplcs of tongue were fixecl in formnalin-
ethanol and irnmunohistocheinically 
stained for proliferation (Ki-67) and 
apoptosis (Bax). By light inicroseopv, the 
nuniber of nuclei positive for these 
niarkers were countcd out of three- 
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hundred total interphase celis both in 
dorsal and in ventral tongue surfaces. 
Rcsults were analyzed through Analysis of 
Variance and t Test. Resu]ts: Cell 
proliferation vas greater in dorsal than in 
ventral tongue surfaces (p<0.0001) with 
no diet difference. Apoptosis was 
significantly greater in mice fed FO than 
CO, particularly in tongue dorsal epithelia 
(p<O.Ol 8). Conclusions: This study shows 
that FO diet induces higher leveis of 
apoptosis in tongue epithelia suggesting a 
tissue defensive mechanism when exposed 
to a carcinogenic-tumoral agent. 

Key words: salivary glands - tumors - 
field cancerization - dietary lipids - cell 
proliferation - apoptosis 

INTRODUCCIÓN 

La cancerización de campo fue 
descripta por primera vez en 1953 como 
una alteración histológica del epitelio 
circundante a los tumores extirpados del 
tracto aerodigestivo, incluidos los de 
cavidad bucal (6). Los pacientes con 
carcinoma espinocelular bucal tienen 
riesgo de desarrollar segundos o 
múltiples tumores primarios en el tracto 
aerodigestivo superior como resultado de 
la expansión de campos preneoplásicos, 
siendo éste un paso crítico en el proceso 
de tumorigénesis (12, 4). 

La exposición a cancerígenos induce 
cambios genéticos en los epitelios, entre 
ellos el lingual, que los ponen en riesgo 
de desarrollar diferentes estados 
carcinogenéticos (9, 11). 

Se ha sugerido que la saliva ejerce una 
acción protectora contra cancerígenos en 
la cavidad bucal de animales, siendo aún 
desconocidos los componentes salivales 
involucrados y su mecanismo de acción 
(8). 

Marcadores inmunoreactivos de 
células que expresan Ki-67 y Bax han sido 
utilizados para determinar la proliferación 
y muerte celular, respectivamente, a fin de 
valorar el pronóstico (14, 2). Una elevada 
expresión celular de Ki-67 y un bajo índice 
apoptótico han sido considerados como 
indicadores de la Proliferación celular (3). 
Algunos marcadores como c-Myc, p53,  

pRb. Ras, PKC, Be]-2, NFkappa B, CDK, 
ciclinas y CKI han demostrado que ambos 
fenómenos -proliferación y muerte celular-
están conectados entre sí y en equilibrio 
(13). 

Los lípidos dietarios, como otros 
agentes ambientales, regulan mecanismos 
celulares implicados en el proceso de 
tumorigénesis: proliferación, apoptosis, 
adhesión y comunicación intercelular. En 
este sentido, los ácidos grasos de la 
familia n-3 (bacalao) controlan la 
proliferación e inducen apoptosis, mientras 
que los metabolitos resultantes del ácido 
araquidónico (n-6, maíz) ejercen efectos 
opuestos (1). 

Como las glándulas salivales 
constituyen anexos de la cavidad bucal, el 
objetivo del presente estudio fue analizar 
los índices de proliferación celular y 
apoptosis en epitelio lingual de ratones 
portadores de tumores salivales inducidos 
por DMBA y alimentados con dietas que 
contenían diferentes fuentes lipídicas. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Cuarenta y cinco días posteriores al 
destete, diez ratones BALB/c fueron 
asignados a dos grupos dietarios: maíz (M) 
y bacalao (B). Los animales fueron 
alimentados con una fórmula semisintética 
compuesta por caseína 16%: sacarosa 34.9 
%; almidón de maíz 39%; fibra 2%: sales 
3.5% y vitaminas 0.5%, adicionada con 5% 
de aceite de maíz o bacalao. Las dietas no 
variaron significativamente en valor 
calórico por gramo. Se administró 
alimento y agua ad libitum. Dos semanas 
después, se efectuó una inyección 
subcutánea de 0.5 mg de DMBA en la zona 
submandibular a fin de inducir tumores 
en las glándulas salivales submaxilares, lo 
que se consiguió en un 100% de los casos. 
Los animales fueron sacrificados a la l3 
semana post-inyección. Se obtuvieron 
muestras de lengua que fueron fijadas en 
formol 10%-etanol 70% (4 y 12 horas, 
respectivamente), incluidas en parafina y 
procesadas inmunohistoquímicamente en 
el Fred Hutchinson Cancer Research 
Center (Seattle, USA) con marcadores de 
proliferación (Ki-67) y apoptosis (Bax) y 
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contrastadas con Heinatoxilina, según la en cara dorsal como ventral de lengua 
técnica descripta por Actis (2). (Figuras 1 y  2). Los resultados fueron 

Mediante microscopía óptica, se efectuó analizados mediante Análisis de Varianza 
un conteo de núcleos positivos en un total y Test t. 
de trescientas células en interfase. tanto 
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Figura 1 Epitelio plano estratificado de cara dorsal de lengua (grupo Mala). Núcleos con reacción (+) (flecha). Inmunomarcación 
con Ki.67. Contraste con hematoxilina. 100X. 
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Figura 2: Epitelio plano estratficado de cara ventral de lengua (grupo Bacalao). Núcleos con reacción (+)(flecha). lnmunomsrcación 
con Bax. Contraste con hematoxilina. 400X 



30 Adriana B. Actis, Mirta A. Valentich, David C. Crernonezzi, Silvia Joekes 

RESULTADOS 

Con respecto a Ki-67, se observaron 
diferencias estadísticamente significativas 
entre ambas caras (p<0.000I), siendo 
mayor la proliferación celular en la 
superficie dorsal que ventral. La misma 
diferencia se encontró al efectuar un 
análisis por dieta, con un nivel de 
significación de 0.001 y  0.002 para By M, 
respectivamente. No se hallaron 
diferencias significativas en los conteos 
positivos para este marcador al comparar 
los epitelios entre las dos dietas. 

En relación a apoptosis, no se 
observaron diferencias entre las caras 
dorsal y ventral en cada dieta. Sin 
embargo, el número de células positivas  

para el marcador Bax fue 
significativamente mayor en animales del 
grupo B que M, en particular en cara 
dorsal (p<O.Ol8). 

Comparando ki-67 y Bax en cada una 
de las caras linguales, se encontraron 
diferencias significativas referidas a un 
mayor número de células apoptóticas 
(p<0.001) que proliferativas en la 
superficie dorsal de lengua de los 
animales alimentados con la dieta B 
(p<0.001) (Figura 3). También se observó 
mayor conteo de Bax en grupo B que en M 
(p<0.008). En cara ventral, se observó 
mayor marcación para Bax que para Ki-
67 (P<0.0001), tanto en grupo B como M 
(p<0.012 y p<0.000I, respectivamente) 
(Figura 4). 

Figura 3: Media de células positivas para Ki-67 y Bax encara dorsal de lengua según dieta 
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Figura 4: Media de células positivas para Ki-67 y Bax encara ventral de lengua según dieta 
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DISCUSIÓN 

Debido a la exposición a un 
cancerígeno, el cáncer bucal se desarrolla 
generalmente desde hiperpiasia hacia 
carcinoma por cancerización de campo 
(10). 

Estudios moleculares recientes han 
demostrado que un tumor puede estar 
rodeado por un campo que consiste en 
células genéticamente alteradas. Es el 
clásico concepto de cancerización de 
campo (4). Bronchud propone su 
sustitución por el de "cancerización de 
campo de múltiples etapas" lo que, sumado 
a las posibilidades actuales de medición 
de los antecedentes carcinogen éticos, 
permitiría la detección precoz de riesgo 
de cáncer a fin de desarrollar estrategias 
terapéuticas tendientes a demorar o inhibir 
el proceso de tumorigénesis (5). 

El desequilibrio entre dos 
mecanismos celulares importantes en 
dicho proceso, como son la proliferación 
y muerte celular programada, revela un 
estado de "inquietud" del epitelio. Los 
marcadores de proliferación celular y 
apoptosis -Ki-67 y Bax- y, en particular la 
combinación de ambos, tienen valor 
pronóstico de utilidad para la 
implementación de medidas preventivas 
(14). 

Se conoce que diferentes compuestos 
dietarios, entre ellos los lípidos, 
modifican los mecanismos celulares y 
moleculares involucrados en el proceso 
neoplásico (7). Así, la falta de ácidos 
grasos esenciales poliinsaturados estimula 
la proliferación e iridiferenciación celular 
y disminuye la apoptosis, marcando una 
tendencia protumorigénica. Por el 
contrario, los ácidos grasos de la familia 
n-3 detienen la proliferación celular en 
varios modelos tumorales (1). 

El presente estudio, llevado a cabo en 
ratones portadores de tumores malignos 
de las glándulas salivales inducidos por 
DMBA demuestra, en consonancia con los 
conceptos de cancerización de campo o 
cancerización de campo de múltiples 
etapas, que la dieta a base de aceite de 
bacalao induce mayor apoptosis en el 
epitelio lingual, sugiriendo un mecanismo 
defensivo desarrollado por los tejidos ante  

la presencia de un agente cancerígeno-
tumoral. 
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