Experimental carcinogenesis with 7,12-
dimethylbenz(a) anthrazene (DMBA) and its
inhibition with extra virgin olive oil and a diet of
mature olives (Picual variety)

Juan J. Soto-Castillo e Isicio Ortega-Medina

Faculty of Medicine. University of Seville. Spain

Abstract

DMBA is a carcinogen that induces carcinomas within a few weeks of application. Forty-four male
hamsters were divided into four groups: DMBA dissolved in paraffin oil (DMBA- Po), DMBA
dissolved in olive oil (DMBA-Qo), paraffin oil and olive oil. Their mouths were swabbed daily with
paraffin oil or extra virgin olive oil alternatively for the first two weeks, during the biweekly
application of DMBA at 0.5% diluted in paraffin oil or olive oil for five weeks and daily until the
twentieth week. The animals in the DMBA-Oo and olive oil groups received an additional diet of
mature Picual olives. The DMBA-Po carcinogen effect (35 carcinomas) is 100% and the inhibitory
effect 0. The combination of olive oil as DMBA solvent and the ad libitum diet with Picual olive
has an inhibitory effect of 80%, with only three intraepithelial carcinomas and four verrucous
carcinomas occurring and no invasive carcinoma.
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Introduccion

Uno de los primeros modelos de carcinogénesis experimental en animales fue realizado por Salley
en 19541. Tras aplicar varios carcinégenos, entre ellos, el 9,10-dimetil-1,2 benzantraceno, o
DMBA, sobre el epitelio oral del hAmster sirio durante 3 meses, pudo comprobar la existencia de
carcinomas de células escamosas y metéstasis linfaticas. Posteriormente, varios autores han
estandarizado este modelo y 1o han repetido con el objeto de alcanzar nuevos conocimientos sobre
el DMBA y el proceso de carcinogénesis inducida experimentalmente 2, 3.

El 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) es un hidrocarburo aromatico policiclico capaz, por si solo,
de producir lesiones precancerosas y carcinomas a las pocas semanas de su administraciéon
topica,1. Ademas, se ha utilizado combinado con un promotor, el etanol, 2. Se libera tras la
combustion del tabaco (especialmente de cigarrillos) o a partir de la grasa animal cuando se asa
carne a la parrilla, encontrandose asimismo en carnes y pescados ahumados. Esta sustancia esta,
por tanto, firmemente implicada en la carcinogénesis del cancer oral, laryngeal mucosa,
bronquiopulmonar y del tubo digestivo 6, 7, 8, 9.

Con objeto de utilizar nuevas sustancias con efecto quimiopreventivo sobre el cancer, algunos
autores han obtenido resultados prometedores a nivel de experimentacién animal con sustancias

como el 4cido salvinélico B 10, derivado de Salvia miltiorrhiza, utilizado en fluorescencia; los

isotiocianatos 11, derivados sintéticos de coles, calabaza, nabos y grelos; la infusiéon de hojas de
Buddleja incana, arbol que crece en Pert y Bolivia, y el efecto quimiopreventivo de extractos de
hojas Toona sinensis 11 o del aceite de oliva 9,13, 14,15. En relacioén con este tltimo, son bien
conocidas sus propiedades protectoras cardiovasculares y antioxidantes, especialmente de los
compuestos fendlicos 17. En este sentido, existen datos a favor de que el aceite de oliva podria
actuar como quimiopreventivo o inhibidor de la carcinogénesis, e incluso seria capaz de modificar
la naturaleza de lesiones pre-neoplasicas ya surgidas, confiriéndoles un comportamiento mas
benigno e indolente 14.

Material y métodos

Cuarenta y cuatro hamsteres machos (Syriam Golden hamster), de 4-6 semanas de vida y de 60-
80g de peso, se dividieron en 4 grupos (2 de intervencién y 2 de control).

Grupo DMBA-Ap (7,12-dimetilbenz(a)antraceno de Sigma Chemical Co., DMBA al 0,5% disuelto
en aceite de parafina). En 12 animales se pincelaron las bolsas bucales, diariamente con aceite de
parafina en las 2 primeras semanas. A continuacion se aplico DMBA al 0,5% en aceite de parafina,
los lunes y viernes, y aceite de parafina (Ap) los martes, miércoles y jueves, durante 5 semanas.
También se pincelaron diariamente con aceite de parafina hasta la vigésima semana. Estos
animales se alimentaron con pienso estandar y agua ad libitum.

Grupo DMBA-Ao (7,12-dimetilbenz(a)antraceno de Sigma Chemical Co., DMBA al 0,5% disuelto
en aceite de oliva virgen extra). En 12 animales se aplic6 diariamente en las bolsas bucales aceite
de oliva en las 2 primeras semanas. A continuacion, aplicacién de DMBA al 0,5% en aceite de oliva
bisemanal y dias alternos, durante 5 semanas. Posteriormente, aplicacion de aceite de oliva hasta
la vigésima semana. Estos animales se alimentaron con pienso estandar y aceitunas maduras
variedad Picual extraidas de la recoleccion anual del arbol, y agua ad libitum. Fig.1.



Los 2 grupos controles:

En 10 hamsteres se pincelaron diariamente las bolsas bucales con aceite de parafina durante 20
semanas, pienso estandar y agua ad libitum.

En 10 hamsteres se pincelaron diariamente las bolsas bucales con aceite de oliva virgen extra y
dieta con pienso estandar, y aceitunas maduras (variedad Picual) de la recoleccién anual del 4rbol,
y agua ad libitum, durante 20 semanas.

Los animales de cada grupo fueron sacrificados a las 20 semanas, se realiz6 estudio histolégico
de los tumores y se determiné el nimero de tumores en las bolsas bucofaringeas, eséfago y
estomago y el tipo neoplasico.

Para calcular el efecto carcinégeno/inhibidor, el efecto carcindgeno en los animales del grupo
DMBA-Ap se considerd 100% y el efecto inhibidor 0. El efecto inhibidor en el grupo DMBA-Ao se
estableci6 por la diferencia porcentual sobre 100, considerandose efecto inhibidor el superior al
50%.

El trabajo experimental fue examinado y aprobado por el Comité Etico de Experimentacién
Animal de la Universidad de Sevilla (07-11-2005), cumplia los requisitos exigidos para la
experimentacién con animales y se ajustaba a las normativas vigentes en Espana y en la Uni6n
Europea.

Resultados

Se disecaron en todos los animales las bolsas bucales, el esofago y el estbmago. Se observaron
macroscopicamente en los animales de los grupos DMBA-Op y DMBA-Ao, multiples tumores de
tamafio microscopico, siendo en los animales del grupo DMBA-Ao poco numerosos y de menor
tamafio (Fig. 2).



Fig.2. Comparacion macroscdpica de dos animales pertenecientes al grupo DMBA-Po N° 1 y DMBA-Oo
N1. En el animal tratado con DMBA al 0,5% disuelto en aceite de parafina, las bolsas bucales, el esdfago
y el estomago presentan numerosos tumores visibles a simple vista. En el animal del grupo DMBA-Oo, las
bolsas bucales, el es6fago y el estomago muestran escasas lesiones de pequefio tamafio.

El tamafio de los tumores en el grupo DMBA-Ap oscil6 entre 0,1y 9 mm de diAmetro, y en el grupo
DMBA-Ao, un tamafio menor entre 0,1y 4 mm de diAmetro (Tabla 1).

Table 1. Number, size and type of tumour in DMBA carcinogenesis at twentieth week.

Histological type Location DMBA-Po DMBA-Oo
Squamous papillomas 24 51
Buccal pouch 1 (1mm) 11 (0,1-02 mm)
epithelium
Esophagus 9 (0,2-1,2mm) 19 (0,2-1mm)
Stomach 14 (0,3-1,2mm) 21 (0,2-1mm)
Intraepithelial carcinomas 21 3
Buccal pouch 20 (0,1-0,4mm) 2 (2x0,3mm)
epithelium
Esophagus 0] 1 (0,3mm)
Stomach 1 (0,6mm) 0
Verrucous carcinomas 9 4
Buccal pouch 1 (1,7mm) 2 (1and 7mm)
epithelium
Esophagus 3 (0,8-1mm) 0]
Stomach 5 (0,8-2mm) 2 (1,2 and 1,8mm)
Invasive carcinomas 5 o
Buccal pouch 1 (0,5mm) 0]
epithelium
Esophagus 2 (2 and 4mm) 0
Stomach 2 (1,5 and gmm) 0

No se observaron tumores en los animales controles, tratados solamente con aceite de parafina o
de oliva y alimentados con dieta supletoria de aceitunas maduras variedad Picual.



En el estudio microscopico se observaron squamous papillomas, intraepithelial carcinomas,
verroucus carcinomas and invasive squamous carcinomas.

Squamous papilloma is an exophytic lesion. This lesion demonstrates typically papillary growth,
highly differentiated with hyperkeratosis and the epithelium has not atypia nuclear and mitotic
figures. Fig-3.

Fig.3. Squamous papilloma.

Intraepithelial carcinoma. This lesion is classically characterized by full-thickness with
hyperkeratosis and parakeratosis, hypercellurality, atypia nuclear and mitotic figures. The
epithelium-stroma interface to preserve. Fig 4

Fig.4. Intraepithelial carcinoma



Squamous cell carcinoma. Verrucous carcinoma, is warty-appearing, highly differentiated, with
hyperkeratosis and invades in de form bulbous pegs with a pushing border. There is minimal
atypia, abundant eosinophilic cytoplasm and normal mitotic figures. Fig 5.
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Fig.5. Squamous cell carcinoma. Verrucous carcinoma.

Invasive squamous cell carcinoma. The squamous cell carcinoma is composed of infiltrating
islands of malignant squamous cell. Fig.6.
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Fig. 6. Invasive sqaous cell carcinoma. Infiltrative nets with an irregular growth pattern



En el grupo DMBA-Ap se desarrollaron 21 carcinomas intraepiteliales y solo 3 en el grupo DMBA-
Ao; 9 carcinomas verrugosos en el grupo DMBA-Ap y menos de la mitad (4) en el grupo DMBA-
Ao,y 5 carcinomas invasores en el grupo DMBA-Ap frente a ningtin carcinoma invasor en el grupo
DMBA-Ao. El efecto carcinégeno en los animales del grupo DMBA-Ap (35 carcinomas)
corresponde al 100%, mientras que en el grupo DMBA-Ao (7 carcinomas), al 20%.
Convencionalmente, el efecto inhibidor en los animales del grupo DMBA-Ao es del 80%,
correspondiendo al intraepithelial carcinoma el 86%, verroucus carcinoma 56% and invasive
squamous cell carcinoma, 100% (Tabla 2).

Table 2. Carcinogen effect DMBA-Po/inhibition DMBA-Oo in relation with number of
carcinomas

DMBA-Po DMBA-Oo

Intraepithelial carcinomas

Carcinogen effect 21 (100%) 3 (14%)

Inhibiting effect (86 %)
Verroucus carcinomas

Carcinogen effect 9 (100%) 4 (44%)

Inhibiting effect (56%)
Invasive carcinomas

Carcinogen effect 5 (100%) 0

Inhibiting effect 100%
Toll carcinomas

Carcinogen effect 35 (100%) 7 (20%)

Inhibiting effect (80%)

Discusion

El presente trabajo de investigacion sobre carcinogénesis se basa en un modelo experimental de
induccibén de carcinomas de células escamosas a partir de la administracion del DMBA al 0,5%
disuelto en aceite mineral, aplicado sobre las bolsas bucales del hAmster . Pensamos, al igual que

Nagini y Kowshik 3, que el modelo de carcinogénesis DMBA en las bolsas bucales del hdmster es
un modelo de tumores animales caracteristico, previo a la investigacion sobre carcinogénesis oral
y eficaz en la quimio-intervencion. Ademas, es ventajoso en la induccion de tumores, facilita la
investigacion, el seguimiento y la reproductibilidad de las lesiones, y puede ser utilizado como
test de agentes quimiopreventivos y quimioterapicos. También, en este trabajo, se ha estudiado
el efecto inhibidor de la carcinogénesis DMBA mediante la combinacion de aceite de oliva como
disolvente del DMBA, el aceite de oliva virgen extra aplicado antes, durante y después del DMBA,
y la dieta ad libitum con aceitunas maduras variedad Picual, de la recoleccién del olivo.

Los carcinomas producidos en la carcinogénesis DMBA en el tubo digestivo superior fueron
carcinomas de células escamosas, similares a los carcinomas de células escamosas de la mucosa
oral en humanos. Estos resultados coinciden con los obtenidos en otros trabajos experimentales
18,10.

En carcinogénesis oral, con la utilizacion de DMBA en hamsteres, algunos autores han descrito
el desarrollo de lesiones precancerosas y, posteriormente, su progresion hacia carcinoma
intraepitelial y carcinoma invasivo a medida que avanzaban las semanas de experimentacion; a
las 8 semanas suelen aparecer lesiones precancerosas; a las 12 semanas evolucionan a
carcinoma intraepitelial, y a las 18 semanas se desarrollan carcinomas invasores, fenémeno



también presente en el ser humano, aunque l6gicamente mas lento 20. Los resultados obtenidos
en nuestro trabajo se ajustan al modelo de progresion neoplasica del cincer oral descrito en la
bibliografia.

Al igual que el campo de la carcinogénesis experimental, la investigaciéon sobre la
quimioprevencion del cancer no ha dejado de potenciarse en las tltimas décadas de los agentes
propuestos para tal fin, aunque con escasos resultados aidn, es la dieta con aceite de oliva virgen
extra en el cancer experimental de mama 11, 13 y de colon 9 . En el presente trabajo se ha utilizado
la combinacién del aceite de oliva como disovente, aceite de oliva virgen extra aplicado antes,
durante y después de la aplicacion DMBA y dieta ad libitum con aceitunas maduras variedad
Picual como agente quimiopreventivo sobre la carcinogénesis DMBA.

Menéndez et al (14). han demostrado que los polifenoles del aceite de virgen extra inhiben la
transformacion maligna erbB-2 de las células epiteliales del cAncer de mama humano. Owen et al.
17 expresan la importancia de los compuestos fenoélicos aislados del aceite de oliva como
antioxidantes y su potencial anticancerigeno.

En este sentido, la composicion del aceite de oliva es un 99% de diferentes acidos grasos, el mas
importante el 4cido oleico, acido graso monoinsaturado, con una riqueza del 60-80%, y otros
acidos grasos (palmitico, estearico, palmitoleico, linoleico y linolénico). El 1% restante esta
formado por vitamina E y antioxidantes naturales. Los antioxidantes mas importantes son los
compuestos fenoélicos, presentes en el mesocarpio de la aceituna y en el aceite de oliva virgen extra,
principales responsables de las propiedades antioxidantes y que no estin presentes en ningin
otro aceite vegetal. Por este motivo, la dieta anadida al pienso estandar que recibieron los
hamsteres fue aceitunas maduras del arbol, de reciente recolecciéon y no atrojadas (almacenadas).
La variedad de aceituna mas rica en compuestos fendlicos es la variedad Picual.

Tras la obtencion de los resultados podemos afirmar que la combinacion de aceite de oliva como
disolvente del DMBA, aceite de oliva virgen extra aplicado antes, durante y después del DMBA y
la dieta ad libitum con aceituna Picual ha demostrado capacidad para reducir la progresion
carcinogénica de lesiones ya iniciadas y modificar el fenotipo maligno de algunas neoplasias,
tornandolo menos agresivo.

Es posible que en el grupo DMBA al 0,5% disuelto en aceite de oliva se haya generado algtin tipo
de reaccion/absorcion del carcindgeno por los grupos-COOH y los enlaces insaturados de los
aceites vegetales con disminucion de la concentracion efectiva del carcindégeno. No se puede
olvidar el efecto antioxidante y potencial anticancerigeno del aceite de oliva virgen extra

expresada por algunos autores!4-17, especialmente de los compuestos fenélicos.

El estudio de las lesiones a las 20 semanas evidencio un total de 59 neoplasias en el grupo DMBA-
Apy 58 en el grupo DMBA-Ao, por lo que no existen diferencias en el nimero de tumores con los
animales del grupo anterior. Donde se apreciaron claras diferencias fue en el tipo de las neoplasias
segun su grado de malignidad.

El 88% de los tumores desarrollados en el grupo DMBA-Ao correspondieron a tumores benignos
tipo papilomas escamosos, frente al 41% que se desarrollaron en el grupo DMBA-Ap; el resto
fueron carcinomas.

Ademas, en los hamsteres que no comieron aceitunas maduras y no se les aplic6 aceite de oliva
virgen extra, se desarrollaron 21 carcinomas intraepiteliales, 9 carcinomas verrugosos y 5
carcinomas invasivos, mientras que los animales a los que se aplic6 la combinacion de aceite de
oliva como disolvente del DMBA, aceite de oliva virgen extra aplicado antes, durante y después
del DMBA y la dieta ad libitum con aceituna Picual desarrollaron solo 3 carcinomas
intraepiteliales, 4 carcinomas verrugosos y ningtin carcinoma escamoso invasivo.



Conclusiones

El efecto inhibidor en la carcinogénesis quimica experimental del aceite de oliva virgen extra, en
animales con dieta rica en aceitunas maduras variedad Picual, es del 80% de carcinomas, para el
carcinoma intraepitelial (86%), carcinoma escamoso muy bien diferenciado tipo verrugoso (56%)
y carcinoma escamoso invasor (100%).

Ademas, en los animales del grupo DMBA-Ao la mayoria de los tumores que se originan son
benignos, del tipo papilomas escamosos.

Se sugiere, por tanto, que el aceite de oliva virgen extra y la dieta con aceitunas maduras extraidas
de la recoleccion del arbol modulan la carcinogénesis experimental DMBA, desarrollandose
tumores muy bien diferenciados y poco agresivos.
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