@

_ Tercer Congreso virtual de Ciencias Morfoldgicas.
2016 Tercera Jornada Cientifica de la Catedra Santiago Ramodn y Cajal.

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APITOXINA SOBRE EL CANCER LINGUAL EN RATAS
Autores:

Zavala Walther David:, Foscolo Mabel:

1 Medico, Profesor Titula Catedra Histologia, Facultad Odontologia, Universidad Nacional de
Cuyo, Mendoza, Argentina.

2 Profesora Ciencias Naturales, Técnica Principal CONICET , Mendoza, Argentina.

e-mail primer autor: waltherzavala@gmail.com

Resumen

Introduccion: El veneno de abeja (apitoxina) contiene en su composicidn varios péptidos
con actividad bioldgica. Si bien el efecto de la apitoxina, de acuerdo a la bibliografia, seria
beneficioso en enfermedades de origen reumatico, la evidencia de su accidén sobre patologia
tumoral no es concluyente. El objetivo principal es: estudiar el efecto de la apitoxina en
lesiones tumorales experimentalmente inducidas de lengua.

Materiales y métodos: para este estudio se utilizaron ratas macho con carcinoma de células
escamosas (CCE), provocado por la administracidn de nitroquinolina en agua de bebida. Los
animales fueron divididos en grupo control y experimental. En este Ultimo se aplicé apitoxina
subcutdnea durante 30 semanas. Las lesiones tumorales fueron analizadas histolégicamente
para evaluar el efecto de la apitoxina.

Resultados: no se encontraron variaciones estadisticamente significativas al comparar el
efecto de la apitoxina en los animales con CCE lingual y el grupo control. Aunque no se
comprobd la accién preventiva de la apitoxina aplicada en forma subcutdnea en carcinoma
lingual, y considerando la accion potencial de la droga, se requiere mayor experimentacion de

la sustancia en las otras fases de la evolucion propia de esta neoplasia.
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INTRODUCCION

En la actualidad se conoce que el 90 % de los carcinomas de cavidad bucal
corresponden a carcinoma de células escamosas y el 40% se localiza en el piso de la
boca y la superficie lingual (1).

Por otro lado existe evidencia creciente sobre los efectos de nuevas sustancias en
ciertos canceres, incluyendo compuestos de sintesis asi como productos de origen
animal, vegetal o mineral. Entre los de origen animal se estan estudiando los
componentes de algunos venenos como el de escorpion (2) o el de abeja (3).

El veneno de abeja (apitoxina) contiene en su composicidon varios péptidos con
actividad bioldgica, incluyendo la melitina (componente principal), apamina, péptido de
degranulacion de mastocitos, enzimas (fosfolipasas, hialuronidasa) y componentes no
pepiticos como histamina.

Si bien el efecto de la apitoxina, de acuerdo a la bibliografia, seria beneficioso en
enfermedades de origen reumatico, la evidencia de su accién sobre patologia tumoral
no es concluyente, aunque se han reportado una fuerte acciéon apoptdtica, en cancer de
pulmén (4) y tumores hepaticos (5).

OBJETIVOS

En base a lo expuesto se plantea este trabajo cuyo objetivo principal es: estudiar el
efecto de la apitoxina en lesiones tumorales experimentalmente inducidas de lengua.
MATERIALES Y METODO

Un total de 20 ratas macho de la especie Wistar se utilizaron en este estudio.

El procedimiento experimental se llevd a cabo respetando los principios éticos para la
investigacion de los animales de acuerdo al protocolo revisado y aprobado
institucionalmente por CICUAL (Facultad Ciencias Médicas, UNCuyo).

Las ratas fueron separadas al azar en dos grupos iguales: grupo control (grupo 1)
estuvieron sometidas al efecto carcinogenético de la sustancia nitroquinolina (4-NQO),
disuelta en el agua de bebida a razén de 20 ppm (4-NQO Sigma) de acuerdo a
experiencias previas (6). Por otro lado al grupo experimental (grupo 2) se les

administrd, ademas del agua con 4-NQO, una dosis de apitoxina subcutanea por



semana Se utilizé6 veneno de abeja diluido (Apis melifera 3X, equivalente a 1 mg/ml)
a razon de 0.5 mg/kg.

Los animales se sacrificaron bajo campana de mondxido de carbono a 30 semanas del
inicio de la administracién de los tratamientos especificos. La lengua fue extraida y
fotografiada para su analisis macro y microscépico. Cada muestra de tejido fue fijada
en solucién de paraformaldehido 10% vy procesada para técnicas histoldgicas
habituales.

RESULTADOS

Examen macroscépico: En el grupo control, se encontraron un 20% de lenguas
clinicamente normales: (TLN). En el 80 % restante se detectd algun tipo de lesién,
desde lesiones blancas (LB) bien delimitadas en un 20% de la muestra y el 60%
restante correspondieron a lesiones exofiticas o ulceradas de tamano variable (LE).

En el grupo experimental se encontrd al examen clinico: 60% de lenguas normales,
mientras que el 40% mostraron lesiones tumorales en lengua (20% de lesiones

induradas blancas y 20% de lesiones exofiticas o ulceradas).

70%
60%
60%
50% [11 CONTROL (4-
NQO) (n=10)
40%
30% +—— - B 2 EXPERIMENTAL
S 20% (4-NQO + Ap)
? (n=10)
10%
0% . .
TLN LB LE

Tabla 1: Hallazgos del examen macroscdpico de lengua (TLN: tejido lingual normal, LB:
lesion blanca, LE: lesion exofitica).



Examen anatomopatolégico

En el grupo control, el 60 % de las muestras observadas coincidieron con el
diagnostico de carcinoma de células escamosas (CCE). Se encontré invasiéon de tejido
conectivo subyacente, nucleos hipercromaticos, relacidon nucleo / citoplasma alterado y
formacion de focos de queratina en el tejido conectivo, mientras que un 20%
mostraron formaciones papilomatosas benignas y displasia bien diferenciada, sin
invasion de la membrana basal pero con abundante reaccién inflamatoria en el tejido
conectivo subepitelial. En el grupo 2, sometido al efecto de 4-NQO y a la aplicacion de
apitoxina subcutdnea, el examen microscopico encontré una incidencia de 40% de
carcinoma de células escamosas. Se observaron células tumorales pleomérficas y una
extensa invasion la submucosa formando abundantes nidos con formacién de

queratina.
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Tabla 2: Evaluacion microscopica y diagnostico anantomopatoldgico de tejido lingual (TLN:
tejido lingual normal, D: displasia, CCE: carcinoma de células escamosas).



Tomando como referencia el diagnostico anatomopatdlogico las muestras se
reagruparon en dos categorias: tejido lingual normal (TLN) y carcinoma de células
escamosas (CCE). Los datos se volcaron en una tabla de contingencia tipo 2x2, y se

realizd analisis estadistico con test exacto de Fisher, el cual arrojo los siguientes datos

Tabla 3: Tabla de contingencia segun diagndstico anatomopatologico de muestras de lengua de
dos grupos analizados.

TLN CCE TOTAL
(nimero de casos)
Grupo 1 (4NQO) 4 6 10
Grupo 2(4NQO+Ap) |6 4 10
TOTAL 10 10 20

The two-tailed P value equals 0.6563. The association between rows (groups) and columns (TLN
and CCE) is considered to be not statistically significant.

CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que no existieron variaciones estadisticamente significativas
al comparar el efecto de la apitoxina en los animales con CCE lingual y el grupo
control. Tomando en consideracidn los resultados de esta experiencia podemos concluir
que, aunque no se comprobd la accién preventiva de la apitoxina aplicada en forma
subcutdnea en carcinoma lingual, y considerando la accion potencial de la droga, se
requiere mayor experimentaciéon de la sustancia en las otras fases de la evolucion

propia de esta neoplasia
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ANEXOS:
Figura 1

A) Lesidon tumoral desarrollada en el tercio posterior de la lengua. Ejemplar
tratado con apitoxina

B) Imagen representativa del tejido lingual con CCE perteneciente al grupo
tratado con apitoxina. (H-e, x100)
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