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Isolation of Progesterone Forty years aqo.
Amer. J.Obstet. Gynecol.,120: 137, 1974

...Nature had let us find one key to its secret and new
horizons seemed to open up. But it was that first sight
of the sparkling, glittering crystals in the retort that
we will always remember, that momentof bliss for which
the scientist would give a thousand days...

Aislamiento de la progesterona hace cuarenta años.
Amer. J. Obstet. Gynecol., 120: 137, 1974

...La Naturaleza nos había permitido encontrar una llave para
sus secretos y nuevos horizontes parecían abrirse. Pero lo que
recordaremOS'siempre fue la primera vez que vimos los chispean­
tes y brillantes cristales, ese momentode felicidad por el
cual el científico daría mil de sus días...

A. Butenandt, V. Westphal
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con Quien tuve la suerte de
poder discutir v comoartir
estos resultados.
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OBJETIVO

Durante la década del 30, Lipschutz v col (1,2) demostra
ron que los estrógenos inducen 1a formación de tumores fibrg
blásticos uterinos, retroperitoneales y de otras localizacig
nes cuando se los administran en forma continuada a cobayas
ovariectomizadas. En 1950, Nagel (3) los denominó tumores
desmoides por su similitud con los tumores desmoides bumanos;
difieren de los fibromas por su capacidad de infiltrar teji­
dos adyacentes y además comono originan metástasis era di­
ficil clasificarlos comofibrosarcomas. Cuandolos cobayos
eran tratados con progesterona Se prevenía la formación de

(1,28,9,10). Muchosaños más tarde,
(4,5,6,7) trataron

estos tumores en base a
estas observaciones, Lanari y col. con
progesterona a pacientes con tumores desmoides o fibromato­
sis agresivas obteniendo resultados muysatisfactorios. Hasta
el momentono existe otro tratamiento para las fibrosis salvo
en algunos casos la cirugía (11). A pesar de su acción anti­
inflamatoria, (12,13,14) no
resultaron útiles para el tratamiento de las fibrosis debido

los corticoides en altas dosis

a que sus efectos positivos eran contrabalanceados por efec­
(15,16,17).

En base a estas observaciones y teniendo en cuenta que
tos colaterales

el acetato de medroxiprogesterona (MPA)es el derivado sintg
tico de la progesterona que se usa en la terapia de tumores
hormonodependientes por su mavor facilidad de aplicación (18,
19,20),
progesterona sobre el crecimiento de un fibrosarcoma en el

se decidió estudiar el efecto de este derivado de la

ratón y sobre la incidencia de sarcomas inducidos por un cueí
po extraño en experimentos realizados tanto in vivo como in
vitro

h.)



I.PROGESTERONA

1. Secreción X metabolismo

La progesterona puede ser considerada 1a más primitiva de
las hormonasesteroideas. Su sintesis a partir del colesterol
requiere sólo dos pasos enzimáticos, oxidación y clivaje, para
formar pregnenolona que luego es transformada en progesterona.
Su secreción comienza justo antes de la ovulación en el folícu­
lo que está destinado a ovular (21). Tambiénse sintetiza en
tésticulos, corteza adrenal y,en algunas especies,en la placen­
ta. La placenta hemocorial (humanos, primates y roedores) en
la cual hay un contacto directo entre sangre materna y tejido
fetal, produce una gran cantidad de progesterona mientras que
en otros tipos de placenta comola epiteliocordial (cerdo, ca­
bra y conejo) la producción es escasa (22). La sintesis y se­
creción de progesterona se encuentran bajo el control de la
hormonaluteinizante (LH) cuyo efecto estimulante está mediado
por el AMPc(23). La progesterona secretada por e] cuerpo lú­
teo es la responsable del desarrollo de un endometrio secretor.
Este efecto está mediado por un receptor específico cuya sín­
tesis está inducida por el estradiol secretado en 1a fase fo­
licular del ciclo menstrual (24). La sintesis del recentor es
inhibida por la misma progesterona (25) que impide además la
resintesis de los receptores de estradiol (26). Por estas ra­
zones bioquimicas entre otras, la caída abrupta de 1a proges­
terona al final del ciclo es el determinante principal del
comienzo de la menStruación. Si la duración de la fase lutea
es artificialmente prolongada por tratamiento con progestenma,
pueden ser inducidos cambios deciduales en el estroma simila­
res a los de la preñez temprana. Cuando ocurre la fecundación,
la vida funcional del cuerpo lúteo persiste hasta que el tro­
foblasto en desarrollo secreta su LHy gonadotrofina coriónica
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a la circulación materna. En humanos, durante el segundo o
tercer mes de embarazo, la placenta comienza a secretar estró­
genos y progesterona reemplazando la función del cuerno amari­
llo. Las concentraciones crecientes de progesterona que ocurren
en la gestación son de gran importancia para mantener la preñeL
particulamente considerando que la mismasuprime la contracti­
lidad uterina y que podría contribuir a un estado de "inmunidad
de trasplante" previniendo el rechazo inmunológicodel feto
(27). A pesar de la gran producción de progesterona, su concen­
tración en tejido uterino no es tan alta debido a su metabolis­
mo en el hígado así como también en el endometrio y miometrio
(28). En los machos se encuentra una concentración plasmática
de 0,3 ng/ml y en las hembras 0,9 ng/ml en la fase folicular
y 1,8-15 ng/ml en la fase luteínica (29). En humanos 1a pro­
gesterona es principalmente degradada en el hígado en 5 beta
pregnano 3 alfa diol (pregnanediol). Este y otros metabolitos
son después conjugados en el hígado con ácido glucurónico y
excretado por los riñones. El metabolismo hepático abarca
aproximadamente las 2/3 partes de todos los caminos metabóli­
cos y un 10 %es excretado por bilis y heces.

Estudios recientes han señalado la importancia del meta­
bolito de progesterona 20 alfa dihidroprogesterona. Se sugiere
que la actividad biológica del mismosería de la mitad a la
cuarta parte de la progesterona (30); esta reducción a un pro­
ducto menosactivo serviría para disminuir la actividad pro­
gestacional durante la fase luteal del ciclo. En la piel 1a
progesterona es reducida a 5 alía dihidroprogesterona por la
5 alfa reductasa microsomal (31).



2. Mecanismos de acción

a. Genómicos (Esquema 1)

En general la progesterona comootras hormonas esteroides
ejerce su efecto biológico a través de la unión con un recep­
tor especïfico (32). De acuerdo al modelo clásico, los este­
roides entran a la célula por difusión pasiva, se unen a re­
ceptores citoplasmáticos protéicos de alta afinidad y luego
de un proceso de activación el complejo hormona-receptor es
traslocado al núcleo; se une luego a la cromatina induciendo
la sintesis de RNAque codifica para las proteinas que están
involucradas en la actividad biológica, entre ellas, ovalbú­
mina, andina y uteroglobina (33). A pesar de que la función
de la uteroglobina no está establecida, se ha comprobadoque
se une a la progesterona manteniendo los niveles altos de la
mismaen el fluido uterino (34). Actualmente se discute si
los receptores citoplasmáticos están en el núcleo y se encuen­
tran en el citoplasma por artificios de técnica. De acuerdo
a este nuevo modelo la hormonaesteroide entraría directamente
al núcleo donde se combinaria con su receptor especifico (35,
36) contrariamente a lo descripto para el modelo clásico (37,
38,39).

Los argumentos que más apoyan la teoría de que los este­
roides actúan vía síntesis macromolecular son: el hecho de

blo­
la demostración

que inhibidores de síntesis de ARNy proteinas también
quean las respuestas inducidas por esteroides,
de un período de 20 ó 30 minutos hasta varias horas o días
entre la entrada de la molécula a la célula y la respuesta
biológica (40) y por último el hecho de que la síntesis ma­
cromolecular puede continuar por varias horas o días después
de la remoción del esteroide (41). Una característica de estos
receptores es que exhiben muyalta afinidad por la molécula

ln
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que es activa en ese tejido y menor afinidad por moléculas
esteroides relacionadas. La progesterona se une con alta
afinidad al receptor de progesterona y con baja afinidad al
receptor de glucocorticoides (42).

b- 89-929émi995

El modelo de acción de hormonas esteroideas a través de

receptores no es suficiente para explicar todos los fenómenos
hormonales. Recientemente algunos autores (43,44) demostraron
que la progesterona y otros esteroides son capaces de promover
la maduración de ovocitos de Xenopus laevis a pesar de que
estas células no contienen receptores para progesterona. Estos
autores sugieren que la hormonaejerceria su efecto a través
de la membranaplasmática, por ejemplo, un aumento de calcio
podría activar la síntesis de proteínas utilizando ARNmensa­
jeros preexistentes. Estos efectos no estarían sujetos a in­
hibidores de la síntesis de RNA,son rápidos y de rápida re­
cuperación luego de la remoción del esteroide. Uno de los
efectos directos descriptos para la progesterona es el efecto
anestésico (45). Las concentraciones necesarias para la expre­
sión de este efecto están en el orden farmacológico de 5x10‘5m

3. Actividad antihormonal de la progesterona

La progesterona además de unirse a su receptor especifico
debido a 1a estereoespecificidad puede interferir con los si­
tios de unión de distintas proteinas con actividad hormonal
(enzimas v receptores).

a. ¿gtiyigad_antiestrogénica de la progesterona
En el endometrio y probablemente también en las células

de 1a glándula manmriala actividad antiestrogénica de la pro­
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gesterona está mediada por dos mecanismos: l) la proaesterona
antagoniza la capacidad de las células uterinas de resnonder
a estradiol decreciendo la cantidad de receptores citoplasma­
ticos de estradiol (46) y 2) la progesterona induce la 17
beta hidroxiesteroide deshidrogenasa involucrada en la con­
versión de estradiol a estrona (47,48) por lo menos en huma­
nos, aparentemente no en ratas (49).

En el endometrio esta enzima está localizada en el epi­
telio glandular influenciando la regulación de su actividad a
la acción biológica del estradiol. Por ejemplo, las mitosis
son inhibidas en el epitelio glandular y no en el estroma du­
rante la fase luteal. In vitro también se ha demostrado que
la progesterona tiene una actividad antagonista de la divi­
sión celular inducida por estrógenos (50) que induce la dife­
renciación celular (51). En glándula mamaria, se ha observado
que grandes dosis de estrógenos inducen en ratones hembras
ovariectomizadas la proliferación del sistema tubular, dila­
tación de los conductos, formación de quistes y aparición de
fibrosis del tejido conjuntivo. Cuandose administra proges­
terona en combinación con estradiol, la glándula mamaria se
desarrolla normalmente (52,53). Un antagonismo entre estra­
diol y progesterOna también se encuentra en cerebro. Los es­
trógenos parecen favorecer la epilepsia mientras que la pro­
gesterona ha demsotrado tener un efecto antiepiléptico (54).
En cobayos, la administración continuada de estrógenos conduce
a una reacción fibromatogénica que es contrarestada con la
administración de prOgesterona (1,2).

b- ESEiïi99é_e922299599E9299_Qs_19_259995295999

La testosterona,para poder unirse a su receptor específi­
co en las celulas target, debe reducirse primero a dihidro­



testosterona mediante la enzimaSalfa reductasa (55). Se ha
demostrado que esta reducción enzimática es comoetitivamente
inhibida por progesterona (56). Tambiénse ha descripto que
1a progesterona y 1a dihidroprogesterona inhiben 1a unión de
la dihidrotestosterona con su receptor específico en próstata
de rata (57). Ambashormonas pueden inhibir además Ja reduc­
ción de dihidrotestosterona en 3 alfa y 3 beta androstanedio­
les en muestras de piel de mujeres (58). La demostración del
efecto inhibidor de la progesterona en dos niveles importan­
tes de la secuencia de acción androgénica da apoyo bioquímico
a la eficiencia de la progesterona comoantiandrógeno natural.

C- észiyiééé_énziélé95terona de 19-9r09esterona

La capacidad de la progesterona de aumentar 1a excreción
de sodio sólo en presencia de mineralocorticoides activos ha
sugerido un antagonismo a nivel tubular (59). Se han obtenido
evidencias bioquímicas que la progesterona podría inhibir la
unión de la aldosterona a los receptores de mineralo y gluco­
corticoides, o sea que 1a progesterona inducirïa natriuresis
a través de la inhibición de la unión de 1a aldosterona con
los receptores de mineralocorticoides (60).

4. Progestégenos sintéticos

Desde 1950 se hicieron muchos esfuerzos para obtener agen­
tes progestacionales con actividad prolongada y con mayorefec­
tividad oral que la progesterona. La mayoría de estos compues­
tos sintéticos son derivados de 17 alfa acetoxiprogesterona
(derivados pregnanos) y de 19 nor testosterona (derivados es­
tranos). La mayoría no son específicos para receptores de
progesterona solamente y son capaces de unirse a receptores
de estrógenos, andrógenos, o glucocorticoides. Los derivados



¡k

pregnanos, entre los que se encuentra el acetato de medroxi­
progesterona (MPA),tienen alta afinidad por los receptores
de progesterona pero poca afinidad por las proteínas plasmá­
ticas transportadoras como1a transcortina. Nomanifiestan
actividad estrogénica o androgénica y tienen baja actividad
gonadotrópica; son rapidamente metabolizados. Los derivados
estranos tienen una vida media mayor que lOs pregnanos, tie­
nen alta actividad estrogénica y un efecto antigonadotrópico
mayor que los pregnanos (61)¿
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II. TUMORES

En la actualidad se conocen numerosos factores etiologi­
camente asociados a 1a formación de tumores. Estos factores
pueden ser intrínsecos o extrïnsecos con respecto al indivi­
duo; entre los primeros merecen considerarse la herencia, la
edad, el estado hormonal, la competencia inmunológica y entre
los últimos los carcinógenos físicos, químicos y virales. Se
debe mencionar, además, la importancia epidemiológica de
ciertas variables geográficas que vinculan de un modo difícil
de precisar algunos de los factores antedichos (62).

Para el propósito de esta tesis se va a tratar en especial
la relación entre tumores v hormonas y la tumoriqenesis in­
ducida por agentes fisicos o inducida por un cuerpo extraño.

l. Tumores hormonodependientes

En la última década muchos tumores (endometrio, mama, prós­
tata, leucemia, carcinoma renal, melanoma)han sido considera­
dos hormonorelacionados y en algunos casos hormonorespondedores
(63).

El concepto de hormonodependencia derivó de modelos experi­
mentales de tumores inducidos por la administración prolongada
de hormonas (64, 65,66). La falta de inducción tumoral por
la hormonaantagonista, la evidencia de regresión tumoral des­
pués de la manipulación endócrina v la existencia de recepto­
res hormonales comomarcadores bioquímicos son evidencias para
considerar a un tumor comc hormonodependiente (67, 68,69).

Es necesario señalar que la inducción de tumores por hor­
monasestá muyinfluenciada por los factores genéticos. La
administración prolongada de estrógenos produce distintos ti­
pos de tumores según 1a especie o cepa que se utilice. Después
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de la administración continuada de estrógenos en machos y
hembras ovariectomizadas de Syrian hamsters se desarrollan
carcinomas renales (65) que retrogradan con tratamiento de
progesterona y cortisona (70). La influencia sexual en 1a
tumorigénesis renal está también demostrada por el hecho de
que los perros machos desarrollan muchos más tumores que
las hembras. Ratones de la cepa C57 desarrollan tumores hi­
pofisiarios cuando son tratados con estrógenos mientras que
los ratones de las cepas A y JK desarrollan tumores inters­
ticiales de testículos después del mismotratamiento. Si se
cruzan los animales de la cepa C57 y A o JK, la progenie,
cuando es tratada con estrógenos, desarrolla tumores de hi­
pófisis y de testículos de modoque las dos suceptibilida­
des se transmiten a 1a descendencia y no son incompatibles
(71). En otras cepas de ratones, el tratamiento estrogénico
provoca tumores linfoides (72). En ratas tratadas con estró­
genos se describieron adenocarcinomas mamarios (73).

Los experimentos que se han realizado con el propósito
de producir fibromiomasuterinos, ilustran claramente la
necesidad de una susceptibilidad inherente a la especie,
raza o individuo,además del estímulo hormonal que los pre­
cipita. A pesar de considerarse como enorme el número de
ratas, conejos y otros mamíferos de laboratorio tratados con
estrógenos, nunca se obtuvieron fibromas uterinos; en cambio
en el cobavo se originan tumores fibrosos no sólo del endo­
metrio sino de todos los tejidos dependientes del peritoneo
y retroperitoneo, en toda la cavidad abdominal y toráxica,
los cuales fueron estudiados principalmente por Lipschutz y
col. (1,2). Estos autores los atribuyen a una reacción tumo­
ral fibrosa con algunas fibras musculares lisas originadas
probablemente de una proliferación del epitelio celómico. La
progesterona y otros esteroides con actividad luteoide pre­
vienen la formación de estos tumores.



a. ysg_dg_la_prgggsterona y del acetat9_de medroxiprogesteíona
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El acetato de medroxiprogesterona (17 alfa acetoxi-6 alfa
metil 4 pregnene 3, 20 diona) fue sintetizado por primera vez
en 1958 (74) y ha sido extensivamente usado desde entonces pa­
ra el tratamiento del carcinoma endometrial avanzado (75). En
los primeros años se utilizaban dosis de MPAde 100 a 200 mg
por día. Comolos resultados que se obtenían no.eran muy bue­
nos, el uso de progestágenos fue abandonado casi por completo.
Sin embargo, en los últimos años se probaron dosis más altas
(500-1500 mg por dia) obteniéndose en algunos casos resultados
satisfactorios (76-77). El mecanismo de acción del MPAno está
completamente elucidado pero podría actuar a través de una in­
teracción con los receptores de progesterona específicos e in­
hibiendo el crecimiento de las células cancerosas a través de
una acción directa sobre el tejido tumoral.

b. pistintas_bipgtesis que egplican la actividad antitumgral
921111254292

Estas incluyen:
i. efecto directo sobre las células tumorales

ii. efecto androgénico directo
iii. actividad glucocorticoide directa o mediada por un producto

metabólico del MPA
iv. efecto antigonadotrópico
i. Efecto directo sobre las células tumorales: Debido a los
múltiples efectos endocrinológicos del MPAla mayoría de los
autores se han inclinado a investigar los efectos directos
sobre las células de cáncer de mama. Una gran herramienta para
este tipo de estudio es la línea celular MCP-7derivada de una
efusión pleural de cáncer de mamacon cariotipo humano en la
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cual se encontraron receptores para estrógenos, progestágencs,
andrógenos, glucocorticoides, hormonatiroidea e insulina (79,
80). Concentraciones fisiológicas de estrógenos (10‘9M) aumen­
tan la incorporación de timidina al DNA(80), la actividad de
la timidina quinasa (81) y el crecimiento celular. Este; ex­
presado como sintesis de DNA,es completamente inhibido por
concentraciones de lO‘BMde MPApero si se administra estra­
diol se vuelve a los valores controles (78). Los autores des­
cartan que se trate de un efecto inhibitorio inespecïfico de­
bido a la mayor sensibilidad de las células MCP-7en compara­
ción con las KBo por el antagonismo entre estradiol y MPA.
Unefecto antagónico del crecimiento celular ha sido también
observado por Leung (82). De acuerdo con este autor, la pro­
gesterona estaría involucrada en la regulación negativa de
los niveles de receptores de estrógenos (ER). Por otra parte,
los receptores de progesterona (PgR) estarian bajo control de
estrógenos quienes modularían los niveles de receptores de
PgRen células MCP-7(83); o sea que la acción antagonista de
los progestágenos con respecto a la acción estrogénica seria
de naturaleza no competitiva interfiriendo en la reutiliza­
ción de la molécula ERque resulta en una disminución de con­
centración en el tejido"target" o blanco.
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Las células CGS,una variante de la linea celular MCP-7,
son altamente sensibles al efecto proliferativo de los estró­
genos (84). Concentraciones de 10‘lo - 10‘8M de MPAproducen
una inhibición del 40 % (dosis dependiente) pero este grado
de inhibición no se aumenta aunque las concentraciones de AMP
se aumenten hasta 10’6M. Cuando se añade estradiol 10'9M al
medio de cultivo con distintas concentraciones de MBA,no hay
inhibición por eso se considera que el MPAdebería ser más
activo en pacientes post-menopaúsicas con bajo nivel de estró­
genos circulantes. Cuandolas células son pretratadas 3 días
antes con estradiol, la inhibición con MPAes mayor probable­
mente porque el estradiol estimula la síntesis de PgR (85).
Es importante señalar que el efecto sobre la síntesis de DNA
se presenta en menorconcentración con el esteroide sintético
que con la progesterona misma, lo que podría estar dado por
una mayor afinidad del MPA,porel PR o una capacidad diferen­
te de ser traslocada al núcleo (78).

Otras evidencias que demuestran que probablemente sea un
efecto directo sobre las células son: la gran correlación que
existe entre los pacientes con estudio de receptores de estróv
genos y progesterona positivos y el éxito del tratamiento con
hormonas. El hecho de que un tumor sea receptor positivo no
significa que esté funcionalmente activo, así se explica por­
que el 30 %de los tumores con estudios de ER y PgR positivos
no responden al tratamiento (86). Si bien se ha visto que car­
cinomas bien diferenciados dan mejor respuesta que los indi­
ferenciados (87), no hay una correlación estricta entre la
histología y la capacidad de responder a las hormonas.

ii. Efecto androgénico directo: Se ha postulado que el MPApo­
dría tener actividad androgénica por competición con los re­
ceptores andrógenicos. También se ha demostrado que los andró­

-genos tienen cierta actividad en cáncer de mamahumano. Pero



Lippmïïy col. (79) comprobaron que in vitro las células MCP-7
pueden ser estimuladas con concentraciones fisiológicas y far­
macológicasde 5 alfa dihidrotestosterona, por lo tanto difi­
cilmente el MPAinhiba el crecimiento de las células tumorales
por este mecanismo.

iii. Actividad glucocorticoide directa o mediada por un producto
metabólico del MPA: Está descripto que 1a progesterona se
une a los receptores de glucocorticoides de células de carci­
noma mamario (42) y también es sabido que éstos son capaces
de inhibir el crecimiento de diferentes líneas celulares con
receptores(88) y comoya se mencionó anteriormente las células
MCP-7poseen receptores para glucocorticoides. Si bien el MPA
podria inhibir el crecimiento de células MCP-7mediante este
mecanismo, estos autores (78) no apoyan esta hipótesis debido
a la mayor actividad in vitro del MPAcon respecto a la dexa­
metasona; mientras ésta inhibe el crecimiento en concentracio­
nes de 10-7M el MPAlo inhibe a 10‘8M. A nivel de organismo
existe evidencia de trasformación metabólica de MPA.De hecho
se ha aislado el producto metabólico, 6 beta 17 alfa 21 trihi­
droxi 6 alfa metil 4 pregnene 320 diona, de pacientes tratados
con dosis altas de MPA(89) y el significado biológico de este
producto no se conoce.

iv. Efecto antigonadotrópico: Este efecto podria contribuir en
el caso de tumores hormonodependientes (88), pero no sería
el único ya que el mismo se logra con dosis más bajas de MPA
que no son suficientes para ejercer un efecto antitumoral.(78)

2 .Tumorigenesis por cuerpo extraño

La mera implantación de un cuerpo extraño, como una pelí­
cula de plástico, lleva al desarrollo de tumores en ratones

FJ CN



17

por un fenómeno conocido como tumorigénesis por cuerpo extraño.
Si la implantación es subcutánea los tumores que se originan
son sarcomas (91,29), si 1a implantación es intraperitoneal se
forman plasmacitomas (93).

Resultados de numerosos experimentos indican que la inci­
dencia tumoral está fuertemente influenciada por el tipo y cur­
so de reacción a cuerpo extraño. La forma, tamaño o propiedad
de la superficie serian de mayorrelevancia que la naturaleza
química del mismo (91). Así como las cepas de ratones endocria­
dos difieren en su suceptibilidad a la inducción de tumores
por diversos cancerígenos (94) esto también ocurre con el pro­
ceso de tumorigénesis por cuerno extraño; entre las cepas su­
ceptibles se encuentran por ejemplo la BALB/c, CBA/H,LP/J y
entre las de baja suceptibilidad, L29 y SJL, para los sarco­
mas (95), y de alta suceptibilidad para plasmacitomas, la cepa
BALB/c y NZB (93,96).

En general, a pesar de la heterogeneidad de los tipos de
sarcomas obtenidos, estos se caracterizan por ser: a) PAS+,
argirófilos y con sustancia filamentosa parecida a la lamina
basal, b) productores de colágeno focal y c) con prominentes
acumulaciones citoplasmáticas de microfilamentos en el 60-100%
de las células (97). Se cree que no hay ninguna acción del
sistema inmune en la inducción de estos tumores debido a su
falta de antigenicidad (98). Se hicieron muchosintentos para
determinar el origen y la identidad de las células preneoplá­
sicas. Si bien las células más conspicuas en la reacción de
cuerpo extraño son monocitos, macrófagos y fibroblastos, estas
no son consideradas las células progenitoras; estudios ultra­
estrucutrales de las células tumorales sugieren que cumplirïan
ese rol células pluripotenciales mesenquimalesque poseen
características morfológicas consistentes con células de la
microvasculatura. La célula endotelial, la célula muscular
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lisa y el pericito fueron también considerados comoprobables
células parentales (99).

Parecería que el proceso de tumorigenesis por cuerpo ex­
traño dependería.de una serie de eventos donde cada etapa po­
dría proveer condiciones especificas para la maduración pre­
neoplásica. Varios factores estarian etiológicamente involu­
crados y toda la secuencia sería importante para el desarrollo
tumoral (100, 101). '

a. Etapas de la reacción a cuerpo extraño

Primera etapa: Iniciación de la reacción inducida por el
cuerpo extraño resultando en la activación de células con de­
terminación neoplásica

Durante la implantación del cuerpo extraño y durante las pri­
meras semanas, monocitos y células tipo macrófaaos, polimor­
fonucleares asi comoocasionales fibroblastos infiltran el
medio ambiente del cuerno extraño. Luego hay crecimiento capi­
lar igual que en la cicatrización. Del doceavo día en adelante
la superficie del cuerpo extraño está totalmente cubierta por
macrófagos. Durante este primer mes ya ha sido posible demos­
trar la existencia de células preneoplásicas en el tejido de
reacción pero no en firme contacto con el implante (100). Una
posibilidad es que las células preneoplásicas habrian adqui­
rido su determinación preneoplásica en un sitio distante al
cuerpo extraño. La dinámica de 1a reacción seria lo que esti­
mularïa la división, la proliferación y la actividad funcional.
Esta probabilidad aumentaría durante la proliferación celular
forzada por un error en el sistema de regulación de la célula
especialmente cuando se divide (101). No se sabe bien porque
son las células de la microvasculatura las que adcuieren el
potencial neoplásico y no otro tipo celular comomacrófagos
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o fibroblastos; podria deberse a una predisposición intrinsica
o al hecho de que estas son células parentales proliferativas
mesenquimáticas con un ciclo celular muy largo.

Segunda etapa: Fase de maduración preneoplásica dependiendo
de la fibrosis producida por el cuerpo extraño

Durante el segundo mes post-implantación se va formando una
cápsula de tejido conectivo fibroso alrededor del cuerpo ex­
traño (102). En esta etapa todavía no se ha demostrado la
existencia de células preneoplásicas sobre el cuerpo extraño,
sf en la cápsula fibrosa. Se ha demostrado que las propieda­
des de la superficie del cuerpo extraño influencian el gra­
do de fibrosis asi comola incidencia tumoral y la latencia
(103,104). Las especies animales difieren en su suceptibili­
dad a desarrollar este tipo de tumores lo que parece estar
relacionado con el grado de fibrosis_(101). Mientras en ratas
y ratones la reacción se hace fibrótica en 4-8 meses, en el
hombre lleva dos años y en el cobavo varios meses. A medida
que los fibroblastos van segregando colágeno se comprimenlos
capilares que luego se obliteran, de esta forma segmentos vas­
culares o pericitos podrían quedar desconectados, y a1 estar
sin control intercelular se dividirïan y diseminarían (101).

Tercera etapa: Maduración preneoplásica dependiendo de quie­
sencia crónica de la reacción inducida por el cuerpo extraño

El comienzo de esta etapa es la demostración de la existencia
de células preneoplásicas transfereibles, en la monocapafuer­
temente adherida al cuerpo extraño (100). El tiempo de este
evento es variable.
Histológicamente, se describe comouna reacción quiesoente, sin
embargohay proliferación de células adheridas al cuerpo ex­
traño (102). De algún modo,e1 factor que lleva a la quiesencia
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haría madurar a las células preneoplásicas.

Cuarta etapa: Fase de maduración preneoplásica dependiendo
del contacto directo de células con la superficie del cuerpo
extraño­

La etapa 3 termina y la etapa 4 comienza cuando el contacto
con el cuerpo extraño es un prerequisito para que las célu­
las preneoplásicas maduren. 0 sea que en esta etapa existe
una fuerte adherencia de estas células con el cuerpo extraño
(103, 100).

Quinta etapa: Autonomía v neoplasia:

Esta etapa comienza cuando la célula neoplásica adquiere auto­
nomía. Las células se despegan a invaden el tejido de la
cápsula.

b. Factores hormonales gue influencian la tumoriqégggis induf
cida nor un cuerno extraño

Plasmacitomas: Se han registrado diferencias de resnuesta en
machos y hembras. En un experimento se desarrollaron plasma­
citomas en el 57 % de los machos y en el 26 % de las hembras;
cuando los ratones fueron gonadectomizados, se obtuvieron tu­
mores sólo en un 29 % de los machos y en un 61 % de las hem­
bras. En hembras tratadas con testosterona, se observó un gran
aumento de la incidencia de estos tumores comparado con los
controles.
Progesterona (0,01 mg/dïa) y estradiol (0,1 mq/dïa) inhibieron
la inducción de plasmacitomas (105).

Sarcomas: En este caso también se ha demostrado una diferente
suceptibilidad según el sexo en una misma cepa. En general,
en casi todas las cepas estudiadas, las hembras tienen mayor
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incidencia tumoral que los machos; una excepción es la cepa
AKR(95). Michelich y Brand (106) demostraron que la ovariec­
tomia no afecta la incidencia de sarcomas en hembras pero si
prolonga la latencia. Los autores sugieren que los estrógenos
tendrían un efecto promotor en la formación de estos tumores
ya que es conocido que esta hormona tiene un efecto promotor
en los 6rganos'target“y que las células mesenquimales de la
microvasculatura tendrían receptores para estrógenos (107).
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DESARROLLO DE LAS FIBROSIS

La formación de tejido fibroso es el proceso usual de
reparación después de casi todo tipo de daño. En el caso más
simple de curación de una herida la fibrosis restaura los
tejidos dañados y a pesar de que muchas veces la estructura
original del tejido no se recupera, el producto final es ade­
cuado tanto funcional comoestructuralmente. Sin embargo, hay
circunstancias en las cuales hay acumulación anormal de tejido
fibroso en forma de escaras hipertróficas o queloides v adhe­
siones peritendinosas e intraabdominales. En otras situaciones
comocirrosis hepática y fibrosis pulmonar la acumulación de
tejido fibrótico interfiere seriamente con la función del te­
jido dañado (198).

El tejido fibroso es el producto final de 1a respuesta
inflamatoria, una respuesta que conduce a la invasión de fi­
broblastos en proliferación en la región dañada. En las pri­
meras horas subsiguientes a la formación de una herida se en­
cuentran proteinas séricas, fibrina y agregados plaquetarios.
Las plaquetas segregan un factor que provoca la proliferación
de fibroblastos; luego aparecen neutrófilos que son reemplaza­
dos por monocitos que son el tipo celular predominante después
de las 72 horas. El monocito es el precursor del macrófago. El
precursor del fibroblasto, al menos en heridas y qranulomas no
es ni el monocito ni los fibrocitos adyacentes involucrados,
sino las células indiferenciadas mesenquimáticas originadas en
el tejido vascular que migran al área dañada. Cuandose dife­
rencian en fibroblastos, se dividen y desarrollan un aparato
secretor, múltiples nucleolos, reticulo endoplasmático y apa­
rato secretor de Golgi. Las mitosis celulares continúan hasta
que las células están en contacto. Cuandocesan las mitosis
y cesa la migración comienza la sintesis de los componentes
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del tejido fibrótico (108).
Todas las moléculas de colágeno consisten en tres cadenas

polipéptidicas que formanun tipo de hélice. Se caracterizan
por la presencia de residuos hidroxiprolina e hidroxilisina;
algunos de los residuos hidroxilisina tienen residuos glicosil
unidos a través del grupo oxhidrilo. Las moléculas de colágeno
se puden agregar en fibrillas; estos agregados están unidos por
enlaces covalentes. Se han aislado 5 tipos diferentes de cade­
nas alfa que dan origen a 4 tipos de colágeno diferentes. Exis­
te algún grado de especificidad en el tipo de colágeno encon­
trado en los distintos tejidos. El colágeno de la fibrosis
parece ser tipo 1, igual que en hueso, dermis, tendón, córnea

¿y dentina, v tipo 3, igual que en dermis fetal e infantil y
del sistema cardiovascular (109, 110).

-Se ha postulado gue sobrenadantes de monocitos estimulados
por sílica aumentanla síntesis de colágeno por fibroblastos
y estimulan la proliferación de los mismos (111,112), sin em­
bargo los estudios in vitro son un poco contradictorios ya
que otros autores (113) han observado inhibición de la sínte­
sis de colágeno por sobrenadantes de monocitos estimulados con
antígenos. Todavía se necesitan más estudios para establecer
la validez de los ensayos con factores fibrogénicos; En muchas
fibrosis no está claro si la síntesis de colágeno está aumen­
tada o si está inhibida su degradación comopor ejemplo en la
esclerodermia.

El colágeno nativo es extremadamente resistente a la degra­
dación proteolítica a pHfisiológico. La síntesis de colágeno
en animales adultos es muy lenta; por ejemplo, en rata se ha
demostrado que la vida media es de un año (114). Bajo ciertas
condiciones fisiológicas, las fibras de colágeno pueden ser
degradadas por enzimas específicas, colaqenasas y proteases
que operan de un modo selectivo y conservativo. La colaqenó­
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lisis no está bien comprendida. Estudios de la evolución del
útero postparto han demostrado que hay una gran dependencia
hormonal (115,116). También se ha demostrado que las diferen­
tes formas genéticas de colágeno no exhiben igual suceptibi­
lidad a la acción de la colagenasa.

l. Progesterona y fibrosis

El efecto antifibrótico y anti-adherencia que posee la
progesterona se comprobópor un lado con la inhibición de tu­
mores fibrosos inducidos por estrógenos en cobayos(1,m jrpor
otro lado en estudios que tratan de demostrar el rol de la
progesterona en la preñeaj el cual según diferentes autores
(20,27) seria el de prevenir el ataque inmunológico de la
madre hacia un feto semialogeneico. Siiteri y col. (27) im­
plantaron por vía subcutánea en el flanco de ratas, tubos de
silastic,con o sin progesterona, envueltos en algodón o piel
de hamster. Después de una semana observaron que los tubitos
vacíos estaban rodeados de un granuloma y adheridos a la fa­
cia subyacente. Los tubitos con progesterona no generaron
ninguna respuesta inflamatoria. El transplante de piel de
hamster colocado sobre el tubito con la hormona se mantuvo
viable más de 35 dias mientras que en los controles no so­
brevivió más de 10 días. Los resultados con injertos de piel
en animales tratados con progesterona son poco consistentes
y dependen de la dosis administrada. Krohn (117) y Hulka(118)
no obtuvieron aumentode sobrevida de aloinjertos de piel en
conejos tratados con la hormona, ni Medawarv col. (119) tra­
bajando en ratones. Moriyama y Sugawa (120) observaron un au­
mento de sobrevida de células tumorales xenogeneicas implan­
tadas en úteros de hamsters. Esta sobrevida era dependiente
de la continua administración de progesterona (1 mg/dïa) que
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fue efectiva por más de 120 días; las células se rechazaron
después de la interrupción del tratamiento. El mecanismopor
el cual la progesterona ejerce estos efectos en el útero no
se conoce.

Turcotte y col. (121) observaron un aumento de sobrevida
del injerto renal en perros tratados con MPAy azatioprina
comparandoestos resultados con los de perros tratados sola­
mente con azatriopina. Estos resultados, sin embargo, no pu­
dieron ser repetidos por otros autores (Lanari, comunicación
personal). En otro sistema experimental, con la inducción de
granuloma por carragenina, Atkinson y col. (122) demostraron
que la progesterona comparadacon otros esteroides no tiene
acción antiinflamatoria, con dosis de 2 mgdiaria durante 5
dias. Sin embargo, Nakagaway col. (123),en un modelo simi­
lar, inyectando aire en un flanco de la rata y luego invec­
tando carragenina para inducir inflamación, demostraron que
la progesterona, en dosis de 1 mg/kg intramuscular cada 12
hs-durante 4 dias, disminuia el tamaño del granuloma. Se ob­
tuvieron resultados similares cuando el tratamiento de pro­
gesterona se inició 7 días después de la inducción de la in­
flamación, o sea que la progesterona provocó la involución
del tejido granulomatoso preexistente. A pesar de todo la
progesterona no tuvo efecto en la degradación de colágeno o
en la incorporación de prolina al colágeno.

Maurer y Bonaventura (124)han demostrado que cobayas tra­
tadas con progesterona desarrollan menosadherencias luego
de cirugía pélvica que cobayas no tratadas ; Garegnani y col
(125) observaron que en perros inoculados con progesterona
se inhibe la formación de adhrencias pleurales alrededor de
gasas colocadas en el pulmón. Estos autores comprobaron que
la progesterona actúa pasadas las etapas iniciales de la in­
flamación ya que las diferencias con los controles no tratados
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eran minimas en los primeros 10 días y se acentuaban al mes
de iniciado el proceso.

In vitro también se hicieron muchosestudios para inves­
tigar la acción inmunosupresora de la progesterona. En gene­
ral, se estudió el efecto de la progesterona sobre la acti­
vación de células T por mitógenos(326,127,128),antíqenos(128)o
células alogeneicas (129,130) y se demostró que se bloquea
la activación de células T en concentraciones de Bug/ml a
20 ug/ml (1HL12T430).Clemens y col. (130) demostraron que la
progesterona tendría al menosdos efectos sobre las células
T activadas: primero inhibiría la síntesis de DNAcuando la
célula está expuesta siempre a la hormona, y segundo inter­
feriria también con la incorporación de Tim-3Bposiblemente
bloqueando el transporte de sus precursores por la membrana
plasmática. En ratones, Pavia y col. (131) también observaron
que los esteroides sexuales inhiben la activación de espleno­
citos por células alogeneicas pero en concentraciones un poco
más bajas que en cultivos de células humanas (5-10 ug/ml).
Todavía no se ha determinado si estas concentraciones coinci­
den con las concentraciones de progesterona placentarias en
el ratón; se comprobó, en -0ambio, que coinciden con las que
se detectaron en placenta humana (lO pM) (22). También se
demostró que la progesterona en las mismas concentraciones
anteriores disminuye la producción de células supresoras ge­
neradas en un cultivo mixto (132). Sin embargo, Holdstock y
col.(l33) detectaron un incremento de generación de células
supresoras por progesterona en un sistema de activación con
Con-A. En estos experimentos, las concentraciones de proges­
terona fueron 50 veces menores a las usadas en experimentos
anteriores. Algunos autores (134) han medido la capacidad
de distintos esteroides de competir con la dexametasona por
su receptor en linfocitos periféricos, señalando que la
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progesterona tiene un grado de competición bastante razonalble
comopara pensar que la inhibición de la respuesta inmune por
progesterona podría estar mediada a través de receptores para
glucocorticoides. Sin embargo, Stites y Siiteri (135) creen
que aunque el cortisol produce efectos similares en las célu­
las linfoides hay bastantes diferencias en el mecanismode
acción, por lo cual sugieren que la progesterona no actuarïa
en células inmunes a través de la unión a receptores de gluco­
corticoides, sino más bien se trataría de una acción directa
sobre la membranaplasmática (22).

Otros autores consideran que las concentraciones placen­
tarias de esteroides no son 10.5uficientemente altas para pen­
sar que las hormonas actúen mediante efectos directos sobre
lOs linfocitos (136,137). Por esta razón sugieren que los es­
teroides podrían afectar a la respuesta inmuneindirectamente
induciendo en el timo la producción de factores o células in­
munoregulatorias (138). En el timo se han detectado células
con receptores para estrógenos, andrógenos y corticoesteroides
pero no para progesterona; estos autores postulan que son
factores tímicos estimulados por estrógenos los que ejercen
el efecto inmunosupresor (139).
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ESTUDIOS IN VIVO

l. Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratones adultos y
de ambossexos criados en nuestro bioterio y alimentados con
pellets de Cargill y agua ad libitum.

2. Tumoresde trasplante

a. Fibrosarggma (Px)

Este tumor fue inducido por un fenómeno conocido como tu­
morigenesis por cuerpo extraño; apareció 9 meses después”de la
implantación subcutánea de un cilindro de vidrio en una hembra
BALB/cde Zmeses; se mantiene por pasajes subcutaneos seriados
en la cepa de origen. Se usaron los pasajes 56 a 135. El tumor
crece in situ y no da origen a metástasis.

b. Leucemia linfoide (LB)

Este tumor apareció espontaneamente en una hembra BALB/c
de 6 meses de edad. Se mantiene por pasajes subcutaneos seria­
dos en la cepa de origen y se usaron los pasajes 66-82. Crece
in situ hasta alcanzar un gran tamaño y en la autopsia se en­
cuentra infiltración leucémica en nódulos linfáticos, bazo e
hígado.

c- 92:9299m9_29¿9929929e indiferenciado (C521

Este tumor surgió espontaneamente en una hembra BALB/c
de 12 meses de edad; se mantiene por pasajes subcutaneos se­
riados en la cepa de origen y se usaron los pasajes 3-6. Es
un tumor de crecimiento lento y ocasionalmente en la autopsia
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Se encuentran metástasis de pulmón.

3. Administración de Prggesterona v MPA

Se empleó la progesterona y el acetato de medroxiproges­
terona (MPA)en polvo de la casa Schering y el MPAen sus­
pensión de microcristales en forma de DepoProvera de la casa
Upjohny Farlutale de Farmitalia.

a- BEQSÉEÉÉEQDÉ_ÉD_ÉEPQBÍÉ

Se preparó una solución de 50 mg de progesterona por m1
de alcohol absoluto a 37°C. Se esterilizaron esponjas de nylon
de 1 cm3, las cuales se embebieron con 2 ml de la solución de
progesterona ( se embebía 0,2 ml, luego se dejaba evaporar,
luego otros 0,2 ml y así sucesivamente). Para evitar la pérdi­
da de material las esponjas se mantuvieron suspendidas de un
hilo hasta gue estuvieron bien secas. Luegose introdujeron
subcutaneamente en el flanco de hembras BALB/c. Se midió la
acción de la progesterona mediante el control de los ciclos
estrales, obteniendo estados de metaestro-diestro caracterís­
ticos de pseudopreñez. A los 2 días después de la implantación
de las eSponjas, se inoculó el tumor mediante trócar en la ve­
cindad de las mismas o en el flanco contralateral. Comocontrol
se utilizaron esponjas embebidas solamente en alcohol.

b. Prgggstergna_y_ygAdentro de un tubito de silastig

En otros experimentos se implantaron tubitos de silastic
llenos con progesterona o MPAy sellados en los extremos con
silastic e igual que en el caso anterior se inoculó el tumor
mediante trócar en la vecindad o en el flanco contralateral.
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C- 5922939-99-9995952929995292999_29-5959995¿én_99_92959952529125

Los tumores fueron inoculados en forma de fragmento sólido
5 en Minimalmediante trócar o comosuspensión celular de lO

Essential Medium (MEM)junto con 50 mg de acetato de medroxi­
progesterona (MPA)(Depo Provera 150 o Farlutale 500). Los
controles recibieron igual volumende solución fisiológica o
del excipiente en que está vehiculizado el MPA.Este último
consiste en 28,8 mg/ml de polietilenglicol 4000; 1,92 mg/ml
de polisorbato 80; 8,65 mg/ml de cloruro de sodio; 1,73 mg/ml
de metilparabeno y agua destilada hasta completar l ml.

En otros experimentos las células tumorales fueron inocu­
ladas primero y luego el MPAo el excipiente fueron inocu­
lados en el día 3 o 7 después del inóculo tumoral.

4. Tumorigénesis por cuerpo extraño

El modelodel cilindro de vidrio diseñado en este labora­
torio (149) consiste en la implantación subcutánea de un-tubo
de vidrio, abierto en ambos extremos de 2 cm de longitud y 0,7
cmde diámetro. Un total de 118 animales portadores de cilindro
de vidrio fueron subdivididos en tres grupos: l) 38 ratones
(13 hembras y 26 machos) recibieron 40 mg de MPA(Farlutale 500
Farmitalia) dentro del cilindro de vidrio una semanadespués
de su implantación. Esta administración se repitió en la vecin­
dad del cilindro de vidrio bimestralmente durante un año. 2)
41 ratones (7 hembras y 34 machos) fueron similarmente trata:
dos con MPApor vía subcutánea (s.c.) pero en el flanco con­
tralateral al cilindro de vidrio. 3) 39 ratones ( 9 hembras y
30 machos fueron usados como controles.

Los animales fueron controlados semanalmente; cuando se
detectaba la presencia de un tumor, el animal era separado y
controlado diariamente. Cuando el tamaño del tumor era grande
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se lo sacrificaba. Para el estudio histológico, las muestras
tumorales eran fijadas en FAM(formaldehído, ácido acético,
metanol) procesadas a través de alcohol y xileno, embebidas
en parafina y coloreadas con hematoxilina eosina,con la téc­
nica de tricromo de Masson y con 1a técnica de Gomori para
fibras de reticulina. Los adenocarcinomas fueron también co­
loreados con PAS. El efecto del MPAse controló por la sus­
pensión de los ciclos estrales.

5. Estudios estadísticos

Los tiempos de latencia del tumor se compararon mediante
el test t de Student y la*incidencia de tumores inducidos por
cuerpo extraño, así como el ritmo de aparición de los mismos
se estudiaron por el análisis de covariancia.
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ESTUDIOS IN VITRO

1. Medios de cultivo

Se utilizó en todos los casos Minimal Essential Medium
(MEM),suplementado con 10%de suero fetal bovino (SPB) de­
complementado mara Gibco, 1%de glutamina, 0,50 ug/ml de
gentamicina v 1%de Anfotericina B..4

2. Despegado de células

En todos los casos las células fueron despeqadas con Trip­
sina-versene al 0,2 %.

3. Cultivos celulares

a. Cultivo primario de_fibroblastos empriggarigs_murings

Homogenatos de embriones decapitados de ratones BALB/cce
13-17 días de gestación fueron cultivados en frascos Falcón
3042.Luego de 5-7 días de cultivo las monocapas celulares fueror.
despegadas con tripsina versene. Después del desprendimiento
celular se inactivó la tripsina con suero fetal bovino (SPB).
Estas células de primer repique fueron las que se utilizaron
en todos los ensayos.

b. Cultivo primario de fibroblagtgg_ge_giprgsarggma_muring

Se utilizó el mismo fibrosarcoma (Px) que para los expe­
rimentos in vivo. Después del séptimo día de pasaje seriado
singeneico, cuando el tumor todavía tenía un tamaño menor a
1 cm3, se lo extrajo esterilmente y se cultivó por el método
del explanto. Luego de aproximadamente 14 dias de incubación
en estufa gaseada se tripsinaron las células y este primer re­

Cuando se inoculó una sus­
en un ratón BALB/c el

pique fue utilizado en los ensayos.
pensión célular de 100.000 células
tumor creció.
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c. Línea celular HELA

Esta línea se originó a partir de un carcinoma de útero
de una paciente. Fue gentilmente cedida por la Dra Allonio
del Instituto Malbrán.

d. Línea celular WISH

Esta es una linea de estirpe epitelial diploide que se
estableció a partir de amnios humanoy fue gentilmente ce­
dida por el Dr. Díaz del laboratorio Sidus.

4. Prueba de viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se utilizó la si­
guiente solución: azül tripán: 0.14 %, cloruro de sodio:4,25%,
que se mezclaron en una proporción de 4 a l antes de usar.
Se diluyeron las muestras en estudio 1:2 con esta solución y
se incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se con­
taron las células en cámaras cuentaglóbulos (Cámaras de Neu­
bauer). Las células viables excluyen el colorante, mientras
que las no viables lo incorporan y aparecen azuladas al mi­
croscopio óptico.

5. Soluciones de esteroides

Se prepararon soluciones madre de progesterona, 5xlO-2M
en etanol 100° , MPA 1,9x10'2

2
Men dimetilsulfóxido-etanol

Men etanol 100°y cortisol 1,5x10_2M(l:l),dexametaSona 1,6xlO­
en etanol 100? Para lograr las concentraciones finales de es­
teroides se hicieron diluciones de las soluciones madre en
medio de cultivo. La concentración final de etanol no superó el
1%. A las concentraciones de hormona utilizadas no se obser­
varon microcristales, los que si aparecieron en concentra­
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ciones superiores a 2x10‘4Mpara progesterona y 7x10'5M para MDA.

6. Medición de crecimiento celular mediante la téggigg_dg
incorporación de timidina tritiada (3H-Tim)(24hrs¿.Esquema 2.

En cada hoyo de una microplaca de cultivo de fondo plano
(Falcon 3042) se sembraron suspensiones celulares de 5x104
células/ml. Se incubaron durante 24 horas,(48 hs en caso de
fibroblastos tumorales (FT) ) en estufa gaseada con 5 %de
C02 a 37°C para lograr la adherencia de las células. Luego
se reemplazó el medio por MEM-SPBcon las distintas concen­
traciones de esteroide. Comocontrol se utilizó MEM-SPBcon
diluyente de esteroide'letanol 1%). En todos los hoyos se
agregó un pulso de l uCi de 3H-Tim(actividad específica 20
Ci/mM, NewEngland Nuclear USA). Cada dilución de esteroide
se hizo por lo menos por sextuplicado. Luego de 24 horas de
incubación se tripsinó cada hoyo para despegar las células
y se inactivó la tripsina con 100 pl de MEM-SPB.Los culti­
vos se recogieron en papel WhatmanGF/A por medio de un co­
sechador de células, luego se colocaron en viales axnlïquido
de centelleo y la radioactividad se determinó en un contador
de centelleo líquido Packard 3002. Los controles con MEM-SPB
se consideraron como 100%de incorporación.

En otros experimentos se incubaron los fibroblastos em­
brionarios durante 72 horas en progesterona agregando la
3H-Timen las últimas 24 hs del cultivo. En un experimento
lbs fibroblastos embrionarios con la progesterona se incuba­
ron durante 48 horas, luego se cambió el medio por medio sin
progesterona y se agregó la 3H-Timpara ver si el efecto era
reversible.



36

INHIBICION DE CRECIMIENTO

Fibrosarcoma Embriones
10 dias 15 días

Cultivo Cultivo
10 dias 6 dias

Tripsina Tripsina

5.104 cel/ml 5.104 cel/ml

0.2 ml/hoyo 0.2 ml/hoyo

Incubación 48 hs. 37°C 5% CO2 Incubación 24 hs. 37%35%C02

0.2 ml de PROGESTERONA(1.4-0.04.10'4M)

en MEM-SPB+ 0.2 pCi de 3H-Ti (sextuplicado)
incubación 24 ó 72 hs. 37°C 5% C02

Se tripsina cada hovo
Se cosecha

E S Q U E M A 2
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7. Medición del-efecto citotóxico (Esquema3)

Para medir el efecto citotóxico se marcaron las células
con cromato de sodio radioactivo y se midió la liberación de
51Cr al sobrenadante, procediendo de la siguente forma: En
cada hoyo de una microplaca de fondo plano (Falcon 3042) se
sembraron 0,2 ml de suspensiones celulares de 5x104 células/
ml a las que previamente se había agregado 10 pCi de 51Cr
(CONEA,Buenos Aires o New England Nuclear, Boston, Mass. USA).
Luego de 24 horas de adherencia (48 horas para FT) se hicieron
3 lavados exhaustivos con solución de Hanks para eliminar la
marca no incorporada a las células. Luego se colocó MEMjSFB
con las distintas concentraciones de progesterona (0,7x10‘4M
2x10'4M). Comocontrol se utilizó MEM-SPBcon etanol al l %
y comocontrol del máximode liberación posible se utilizó
Tritón 5 % en MEM-SPB.Luego de 3 horas de incubación a 37°C

en una atmósfera de 5 %de C02 en aire se extrajo 0,1 ml de
sobrenadante y la radioactividad de las muestras se determinó
en un contador gama (Packard 3320, automático). La capacidad
litica de la progesterona se visualizó por la ruptura de las
células en cultivo y la consiguiente liberación al sobrena­
dante del 51Cr con que estaban marcados. Para cuantificar el
efecto citotóxico se utilizó la siguiente fórmula:

CPMexperimental —CPMeSpontánea
%citotoxicidad =

CPMTritón - CPMespontánea

CPMespontánea es la liberación de Cr del grupo control sin
progesterona.

Para corroborar si el lavado fue efectivo se utilizó un
grupo sacando 0,1 ml de sobrenadante a tiempo 0. Los ensayos
se hicieron por sextuplicado.
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EFECTO CITOTOXICO

Fibrosarcoma Embriones
10 días 15 días

o células
WISH o HELA

Cultivo Cultivo
10 dias 6 días

Tripsina Tripsina
5.104 cel/m1 5.104 cel/ml

+ +

10 pCi de 51Cr/ml 10 pCi de 51Cr/ml

0.2 ml/hoyo 0.2 ml/hoyo

Incubación 48 hs. 37°C 5% C02 Incubación 24 hs. 37°C 5% CCQ

3 lavados con solución Hanks
0.2 ml de PROGESTERONA(2.4-o.7.10'4M)
en MEM-SPB(sextuplicado)

Incubación 3 hs 37°C 5% C02

Contar JOOPldel sobrenadante

E S Q U E M A 3
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8. Estudios de microscopía óptica

Conel objeto de estudiar el efecto de la progesterona
sobre los cultivos celulares se sembraron 25x104células
sobre un cubre en tubos de Leighton los que se incubaron
en estufa con atmósfera de C02 a 37°C durante 24 horas para
permitir la adherencia de las células; luego se cambió el
medio de cultivo y se lo reemplazó por medio de cultivo con
progesterona ( 1 y 1,4x10‘4M) y se incubaron los cultivos
durante 24 ó 48 horas. Comocontrol se utilizó medio con
diluyente solamente. Al finalizar la incubación, las célu­
las adheridas al cubreobjetos fueron fijadas en FAM,colo­
readas con hematoxilina eosina y montadas sobre portaobje­
tos para el estudio microscópico. ¡ge determinó el número
de mitosis por campo.
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ESTUDIOS IN VIVO

I. TUMORES TRANSPLANTADOS

1. Fibrosarcoma (Px)

a- Inoculado mediante trocar:

Cuando se implantaron esponjas de nylon impregnadas con
progesterona o tubitos de silastic conteniendo-progesterona
o acetato de medroxiprogesterona (MPA),y dos días más tarde
se inoculó mediante trOcar un fragmento de fibrosarcoma (Px),
no hubo ninguna diferencia en cuanto al crecimiento tumoral
comparadocon los controles correspondientes (Tabla 1). El
cuerpo extraño, ya sea el silastic o la esponja produjeron
un efecto exacerbante del crecimiento de este tumor que no
pudo ser contrarrestado por la progesterona. Es probable que
este sea el motivo por el que los ratones inoculados con el
tumor en el flanco contralateral a la esponja tuvieran una
sobrevida prolongada, es decir una mayor latencia de muerte.

Se decidió entonces utilizar el MPAdepot (Depo Provera
de Upjohn o Farlutale de Farmitalia). Se inocularon 50 mg de
MPAjunto con el trasplante de fibrosarcoma en ratones BALB/c.
En la Tabla 2 y Figura 1 se observan los resultados obtenidos.
Mientras que en los controles inoculados con transplante tu­
moral y solución fisiológica el tumor creció en todos los
animales, en los tratados con AMPsólo creció en un 72 %de
los ratones; además la latencia'de muerte en los animales
en los cuales el tumor creció fue mavor que en los controles.
Comono se podía descartar que el efecto observado corres­
pondiera al excipiente en el cual está vehiculizado el MPA,
se repitió este experimento añadiendo otro grupo control
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EFECTO DE LA PROGESTERONA (P) Y DEL ACETATO DE MEDROXI­

PROGESTERONA (MPA) SOBRE EL CRECIMIENTO DE UN FIBROSAR­

COMA (PX) EN RATONES BALB/C

Progestágeno(P o MPA) Latencia de
Via de-administración Mortalidad muerte

tumor/n % dias (Y i ES)

Esponja + P + Px 12/12 100 30 i 3
Esponja + Px 11/11 100 30 i 2

Tubo silastic + P + Px 12/12 100 25 i 3
Tubo silastic + Px 11/11 100 25 i 3
Tubo silastic + P + Px* 11/11 100 38 i 2
Tubo silastic + Px* 5/5 100 36 i 2

Tubo silastic +MPA+Px 9/9 100 30 i 2
silastic + Px 6/6 100 29 i 2Tubo

* implante tumoral subcutáneo en el flanco contralateral
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TABLA 2

EFECTO DEL MPA SOBRE UN FIBROSARCOMA (Px) TRANSPLANTADO

POR VIA S.C. EN RATONES BALB/C

Px + MPA Px + Sol. Fisiol.

Mortalidad 13/18 (72)* 17/17 (100%)

Latencia **
(día de muerte) 43 i 2 26 i 2 (p<'0’ool)

Día Tamaño tumoral (mm2)***

8 80 i 11** 76 i 9

11 110 i 10 300 i 36

13 155 i 23 421 i 33

15 212 i 41 529 i 46

17 214 i 39 565 i 43

19 284 i 63 687 i 39

25 476 i 71 763 i 48

* : n/total
** : í i ES
*** : Considerando solamente los animales en los cuales

el tumor creció
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'Figura J:.Curvas de sobrevida de ratones BALB/cinoculados
con un fibrosarcoma singeneico (Px) junto con
50 mg de acetato de medroxiproqesterona (MPA)o
solución fisiológica
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tratado con el excipiente. En la Tabla 3 y Figura 2 se observa
que el excipiente tuvo un efecto exacerbante sobre el creci­
miento del tumor ya que los ratones de este grupo murieron en
menos tiempo que los controles inyectados con solución fisio­
lógica; además el tamaño del tumor fue significativamente ma­
yor. Así se comprobó que el MPAv no el excipiente es el res­
ponsable del efecto inhibidor observado. Se puede concluir a
partir de estos exnerimentos que el MPAcuando es inoculado
junto con un trasplante de fibrosarcoma singeneico inhibe el
crecimiento del mismo.

b- Inoculación de una susnensión celular de fibrosarcoma
i. Inóculo tumoral junto con MPA:

Se evaluó si el efecto inhibidor del crecimiento del tumor
Px se mantenía cuando se lo inoculaba mediante una suspensión
celular; para ello se repitieron los experimentos anteriores

¡administrando 105 células en suspensión junto con MPA.En la
Tabla 4 se observa que no hubo crecimiento tumoral en el grupo
de ratones tratados con MPA,mientras que en los controles
inoculados con excipiente y con solución fisiológica, el tumor
creció en un 78 y 80 %de los animales resnectivamente. En
este experimento,en contraste con los experimentos anteriores,
no hubo diferencias de crecimiento tumoral entre los contro­
les con excipiente y los controles con solución fisiológica.
ii. Administración de MPAal dia 3 del inóculo tumoral

Se evaluó también que efecto tenía el MPAcuando era ad­
ministrado dias después del inóculo tumoral. Comopuede verse
en la Tabla 5, no hubo diferencia significativa en el creci­
miento tumoral y mortalidad entre los grupos tratados con 50
mgde progesterona, excipiente o solución fisiológica 3 días
después del inóculo tumoral. En cuanto al tiempo de latencia de
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TABLA 3

EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE SOBRE UN FIBROSARCOMA (Px)

TRANSPLANTADO POR VIA S.C. EN RATONES BALB/C

I II - III

Px + MPA Px + Excipiente Px + Sol. Fisiol.

a
Mortalidad 4/11 (36%) 10/10 (100%)* 5/5 (100%)

Latencia ** a ­
(día de muerte) 45 i 6 29 i 2 35 -_+_4

Día Tamaño tumoral (mm2)***

8 92 i 34 221 i 22 62 i 26

11 248 i 62 463 i 63 184 i 25

13 578 i 78 578 i 57 265 i 37

15 328 i 105 660 i 69 304 i 20

18 491 i 193 673 i 53 403 i 46

20 457 i 196 826 i 73 377 i 24

22 583 i 218 952 i 103 495 i 20

25 643 i 237 955 i 107 607 i 46

27 690 i 220 923 i 95 727 i 79

* z n / total
** : i i ES
*** : Considerando solamente los animales en los cuales el

tumor creció

a : p(_0.01 entre I y II
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Figura 2 : Curvas de sobrevida de ratones BALB/cinoculados
con un fibrosarcoma singeneico (Px) junto con 50 mg
de acetato de medroxiprogesterona (MPA)Excipiente
o solución fisiológica
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TABLA 4

EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE SOBRE UNA SUSPENSION

CELULAR (105) DE UN FIBROSARCOMA (Px) INOCULADA POR

VIA S.C. EN RATONES BALB/C

I II III
Px + MPA Px + Excipiente Px + Sol.Fisiol.

a
Mortalidad 0/9 (0%)* 7/9 (78%) 8/10 (80%)

Latencia de
. + * * +aparición uñas) 14 - 1'9 17 - 2'8

Latencia de
muerte (dias) >120 42 i 3 45 i 4

Dias Tamaño tumoral (mm2)***

10 - 19 i 13** 14 i 14
11 - 35 i 18 25 i 17
12 - 60 i 23 41 i 26
13 - 63 i 29 49 i 30
14 - 72 i 31 57 i 31
17 - 123 i 39 116 i 38
18 - 157 i 49 163 i 47
19 - 186 i 52 201 i 59
21 - 216 i 55 264 i 65
'24 - 337 i 22 346 i 72
27 - 485 i 89 432 i 89

* n/total
** i + ES

*** Considerando solamente los animales en los cuales
el tumor creció

a p (0.001 entre I y II y entre I y III
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EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE ADMINISTRADOS 3 DIAS DESPUES

DE LA INOCULACION s.c. DE UNA SUSPENSION CELULAR (105) DE

UN FIBROSARCOMA (Px) EN RATONES BALB/C

I II III
Px + MPA Px + Excipiente Px + Sol.Fisiol.

Mortalidad 8/9 (89%)* 8/9 (89%) 7/9 (78%)

' a
Late“? de 20 + 3,8** 28 + 4,5 13 + 1,2
apar1c10n (días) — — —

Latemia ¿e 48 + 4 62 + 41 + 2
muerte (dias) — — —

Días Tamaño tumoral (mm2) ***

lO 0 0 24 i 13

11 10 i 10 0 39 i 20
12 11 i 11 0 51 i 25
13 19 i 18 1,5 i 1,5 55 i 25
14 83 i 45 3 i 3 71 i 29
17 146 1 51 22 i 12 127 i 37
18 175 i 57 42 i 19 208 i 49
19 200 i 69 61 i 24 244 i 45
20 238 i 77 68 i 37 242 i 48
21 314 i 94 135 i 52 226 i 60
24 421 i 91 168 i 66 532 i 63

* n/total
** Ï+ES

tumor creció
a p( 0.01 entre II y III

Considerando solamente los animales en los cuales el
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'aparición de los tumores, se prolongó pero los resultados
son dificiles de evaluar, ya que el excipiente tuvo un efec­
to similar al de la hormona.

iii. Administración de MPAal dia 7 del inóculo tumoral
En la Tabla 6 se observan los resultados que se obtuvieron

cuando se administró MPA7 días después del inóculo tumoral.
Si bien es mayor la latencia de aparición de tumores, lo mismo
que la latencia de muerte en los animales tratados con MPA,
el porcentaje de mortalidad fue menor en el grupo control tra­
tado con excipiente
Conclusión

Se puede concluir que el MPAinhibió el crecimiento de un
fibrosarcoma singeneico sólo cuando fue administrado junto con
el inóculo tumoral, ya sea mediante trócar o en suspensión
celular.

2. Leucemia Linfoblástica (LB)

Con el fin de determinar si el efecto observado con MPA
sobre el fibrosarcoma era especifico para el mismoo si era
un efecto inespecífico para cualquier tumor, se repitieron
los experimentos utilizando dos tumores trasplantables: una
leucemia linfoblástica (LB) y un carcinoma epidermoide indi­
ferenciado (CEI).

a- Transplante de LBmediante trócar

Se inocularon ratones BALB/ccon la leucemia LB mediante
trócar junto con 50 mg de MPA(Depo Provera) el excipiente ó
solución fisiológica. Los resultados obtenidos se observan en
la Tabla 7. Mientras en los controles el tumor creció en to­
dos los animales, en los tratados con MPAsólo creció en un
25 %de los animales; la latencia de muerte fue similar en
los tres grupos.



¡W

‘14

TABLA 6
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EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE ADMINISTRADO 7 DIAS DESPUES

DE LA INOCULACION s.c. DE UNA SUSPENSION CELULAR (105) DE

UN FIBROSARCOMA (Px) EN RATONES BALB/C

Px + MPA. Px + Excipiente Px + Sol.Fisiol.

Mortalidad 8/9 (89%)* 5/9 (56%) 8/9 (89%)

Latencia de **
aparición(dïas) 25 i 5’4 13 i 0’7 14 i 1'7

Latencia de
muerte Müas) 57 i 5 44 i 3 44 i 1

Dias Tamaño tumoral (mm2)***

10 o 18 i 18 13 i 7

12 o 22 _+_22 29 i 15

13 1,5 ¿1,5 36 i 27 45 i 19

14 2:2 68:30 59:19
18 39 i 26 174 i 64 91 i 21

19 37 i 23 173 i 54- 175 i 39

20 46 i 21 221 i 55 192 i 37

27 175 i 54 472 i 54 455 i 55

33 349 i 90 74o i 95 735 i 44

* n/total
** i + BS

*** Considerando solamente los animales en los
tumor creció

cuales el
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TABLA 7

EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE SOBRE UNA LBUCEMIA

‘ LINFOBLASTICA (LB) TRANSPLANTADAPOR VIA S.C.

EN RATONES BALB/c

MOrtalidad latencia de
Grupo n/total % muerte (dias)

i
‘ I LB + MPA 3/12 100 19 i 2

II LB + Excipiente 12 /12 100 20 i 2

III LB+ Sol.Fisiol. 5/5 25 19 i 3

*p(0.01 entre I y III y p( 0.001 entre I y II
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'b- inoculación de una sgspensión celular de LB

i. Inóculo tumoral junto con MPA

Se repitió el experimento anterior pero inoculando las
células tumorales en suspensión por via subcutánea junto
con 50 mg de MPA,excipiente o solución fisiológica (en la
misma jeringa). En la Tabla 8 se observan los resultados.
No hubo crecimiento tumoral en los animales del grupo tra­
tado con MPAmientras que en los controles hubo una mortali­
dad del 88 %en los que recibieron solución fisiológica y
del 56 %en los que recibieron el excipiente.

ii. Administración de MPAal dia 3 del inóculo tumoral

Se evaluó entonces que efecto tenia el MPAcuando era
inoculado al dia 3 después de la suspensión celular del tu­
mor LB. Los resultados se observan en la Tabla 9. La morta­
lidad fue similar en los tres grupos ya sea el tratado con
MPA,con excipiente o con solución fisiológica; la latencia
de aparición de los tumores fue mayor en el grupo tratado
con MPA,aunque la latencia de muerte fue similar en los
tres grupos. Tanto en los tratados con excipiente comocon
MPAhubieron animales que murieron sin tumor palpable, apa­
rentemente por una diseminación leucémica del tumor.

Conclusión
Se puede concluir que el tratamiento con MPAinhibió el

crecimiento de una leucemia linfoblástica murina sólo cuando
Se la administró junto con el inóculo tumoral, ya sea mediante
trócar o en suspensión celular.
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TABLA 8

EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE SOBRE UNA SUSPENSION

CELULAR (105) DE UNA LEUCEMIA LINFOBLASTICA (LB)

INOCULADA POR VIA S.C. EN RATONES BALB/C

I II III

LB+r1PA LB + Excipiente LB+ Sol.Fisiol.

a
Mortalidad 0/9 (0%)* 5/9 (56%) 8/9 (88%)

Latencia de _ **b
aparición(dias) 21 i 1'9 15'6 i 0'8
Latencia de
muerte(dïas) >120 35 i 2,3 34,5 i 1,8

Dias Tamaño tumoral (mm2)***

13 0 0 20 i 14

15 0 0 104 i 34

18 0 32 i 18 245 i 55

21 O 222 i 82 540 i 61

24 O 399 i 118 632 i 49

26 0 490 + 151 661 i 72

* n/total
** í + ES

*** Considerando solamente los animales en los cuales
el tumor creció

a p (0.01 entreI y II y p<0.001 entre I y III
b p (0.01 entre II y III
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TABLA 9

EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE ADMINISTRADO 3 DIAS DESPUES

DE LA INOCULACION s.c. DE UNA SUSPENSION CELULAR (105) DE

UNA LEUCEMIA LINFOBLASTICA (LB) EN RATONES BALB/c

i

LB + MPA LB + Excipiente LB + Sol.Fisiol.

Mortalidad
con tumor 4/9 (44%)* 5/9 (56%) 6/9 (67%)
sin tumor 4/9 (44%)** 3/9 (33%) ­

Latencia de
s aparición(días) 24,7 :_33 19,4 i 4,7 19 i 2,4

t Latencia demuerte(dïas)
con tumor i 7,8 36 _ 5,3 36 i 2,6
sin tumor 39,5 i 4,9 50 i ­

Dias Tamaño tumoral (mm2)***

’ 15 O 91 i 47 35 i 25

18 52 i 12 194 i 88 162 i 66

21 97 i 97 499 i 167 286 i 102

24 130 i 123 543 i 143 388 i 139

26 43 i 33 531 i 182 363 i 125

28 62 i 38 609 i 304 385 i 130

* n/total
** í+ES
*** Considerando solamente los animales en ios cuales el

g tumor creció
w)
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3. Carcinoma Epidermoide Indiferenciado (CEI)

a- Inoculación mediante trócar

Ratones BALB/cfueron trasplantados con el tumor CEI sub­
cutaneamente mediante trócar junto con 50 mg de MPA,exci­
piente o solución fisiológica. Los resultados obtenidos se
observan en la Tabla 10. No hubo diferencia de mortalidad en
los tres grupos ya que el tumor creció en todos los animales.
Sólo se observó un aumento de latencia de muerte en los ra­
tones tratados con MPA,posiblemente porque el tumor creció
un poco más lentamente lo que se ve reflejado en el tamaño
tumoral.

Conclusión
El MPAcuando es inoculado junto con un trasplante de un

carcinoma epidermoide indiferenciado no tiene efecto sobre
la incidencia tumoral pero produce un retardo en el crecimi­
ento del tumor.

De estos experimentos in vivo se puede concluir que el
MPAinhibió el crecimiento de un fibrosarcoma y de una leu­
cemia linfoblástica murina cuando fueron inoculados mediante
trócar o en suspensión celular junto con 50 mg de la hormona.
Cuando el MPAse inoculó dias más tarde que el tumor, si bien
aumentó la latencia de aparición y de muerte de los tumores,

.los resultados no son claros porque el excipiente a veces
ejerce el mismoefecto. Con respecto al carcinoma epidermoide
indiferenciado, el MPAno alteró la incidencia tumoral pero
produjo un retardo del crecimiento del tumor.
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TABLA 10

EFECTO DEL MPAY DEL EXCIPIENTE SOBRE UN CARCINOMA

EPIDERMOIDE INDIFERENCIADO (CEI) TRANSPLANTADO POR

VIA S.C. EN RATONES BALB/C

I II III
a

CEI + MPA CEI + EXCIPIENTE CEI + SOL.F'ISIOL.

Mortalidad 11/11 (100%)* 12/12 (100%) 12/12 (100%)

- a
Latam” ¿e 83 + 6,l** 56 + 2,8 66 + 6muerte (dlas) - — 1* —

Dia Tamaño tumoral (mmz';

. 19 63 i 27M 189 i 27 144 i 23

25 120 i 55 365 i 45 339 i 30

45 469 i 100 1029: 78 870 i 73

. 'k a
H ï<+ES

a p( 0.001 ente I y II

a?

N
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'II. EFECTO DEL MPA SOBRE LA INDUCCION DE SARCOMAS POR CUERPO

EXTRAÑO

Pareció interesante evaluar que'efecto tenia el MPAsobre
la inducción de tumores por cuerpo extraño. Para ello se uti­
lizó el modelo del cilindro de vidrio (CV)(140). Se comparó
la incidencia de sarcomas en ratones BALB/cportadores de un
CVtratados con MPAen la vecindad del mismo o en el flanco
contralateral con los controles correspondientes.

En este tipo de experimentos a largo plazo (hasta 18 me­
ses) una gran parte de los animales muere por causas ajenas
a las esperadas por lo que resulta muydificil evaluar que
número de animales hav que considerar en cada grupo para
calcular la incidencia tumoral.Teniendo en cuenta el número
de animales vivos en el momentoen que apareció el primer
tumor, el número de sarcomas en el grupo control es de 17/35,
en el grupo tratado con MPAen el flanco contralateral, 9/30
y en el grupo tratado con MPAen la vecindad del CV, 4/30
(Tabla 11). Sin embargo este no es el número real de animales
expuestos a riesgo ya que muchos de ellos murieron por otras
causas,sin tumor, o sea que se los consideró como tumor ne­
gativo, y si hubieran vivido, a lo mejor hubieran desarro­
llado un tumor. Es por ello que se recurrió a un método es­
tadístico extraido de un trabajo de Covelli y col H4l)donde
se divide todo el tiempo que dura el experimento en interva­
los y se calcula el número de animales expuestos a riesgo
en cada intervalo mediante la fórmula:

n'=n-0.5 (z+w)
donde nzes el número de animales vivos al comenzar el inter­
valo; Ezel número de animales que muere por otras causas y

Ïzanimales que salen del exnerimento porque en nuestro
caso rechazan el cuerpo extraño.

Así se calcula el porcentaje de fibrosarcomas como el número
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TABLA 11

EFECTO DEL MPASOBRE LA INDUCCION DE TUMORBS POR

IMPLANTACION s.c. DE UN CILINDRO DE VIDRIO (CV)

a

Sarcana/n* % %corregido** CaMa/nQ

MPA
intra CV 4/30 13 25,5 6/13

, MPA 9/30 30 53,3 3/7
Ï contralateral

CV solo 17/35 49 79,5 1/9

n*: número de ratones Vivos a la fecha en que apareció
el primer tumor.

’ **: teniendo en cuenta el número de animales expuestos
a riesgo en cada intervalo de tiempo (n')
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'de sarcomas aparecidos en un intervalo dividido n' y a este
valor se le agrega el porcentaje de sarcomas obtenido en el
intervalo anterior. En la Tabla 12 se observa como fueron
calculados en el grupo control con CVsolo, los porcentajes
de sarcomas aparecidos en cada intervalo (diez semanas),lle­
gando así al valor final de 17 %. En la Tabla 13 se observa
cómofueron calculados estos valores en el grupo portador de
CVy tratado con MPAen el flanco contralateral llegando a
un valor de 53 %y en la Tabla 14 los valores para el grupo
portador de CVy tratado con MPAen la vecindad del mismo,
llegando a un valor final de 26 %. Estos resultados se en­
cuentran graficados en la figura 3. Para poder evaluar si
las diferenciasaen la aparición de tumores en los tres gru­
pos eran significativas fue necesario transformarlos en
arc sen V%sarcomas en función del tiempo para poder hacer
la distribución normal (142). En la tabla 15 se observan
las transformaciones que se hicieron y se encuentran grafi­
cadas en la Figura 4. Por el análisis de la covariancia se
demostró que son significativas las diferencias de aparición
de tumores tanto en el grupo tratado con MPAcontralateral
al CVcomo en el grupo tratado con MPAen la vecindad del
mismocon respecto al control (p(0.001). Se compararon tam­
bién las pendientes y el análisis demostró que es signifi­
cativa (p(0.05) la diferencia de pendiente entre el grupo
control y el inoculado con MPAen la vecindad del CVmien­
tras que no es significativa la diferencia de pendiente

.entre el control v el grupo inoculado con MPAcontralateral
al CV. Esto significa que el ritmo de aparición de tumores
fue diferente en el grupo tratado con MPAen la vecindad
del CVy del grupo control mientras que en el grupo tratado
con MPAen el flanco contralateral, si bien el porcentaje
de aparición fue significativamente mas bajo que el control,
e] ritmo de aparción de los tumores fue el mismo.
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CALCULO DE LAS FRECUENCIAS RELATIVAS ACUMULADAS DE SARCOMAS

EN RELACION CON EL TIEMPO DE APARICION. GRUPO CONTROL CON CV

61

TABLA 12

Intervalo N° de
ausemmas n'

20-30

30-40

40-50

50-60

60-70

70-80

saramEs/n' % %acumflado

39-o,5(o+0)= 39 0/39

39-o,5(2+0)= 38 0/38

37-o,5(o+0)= 37 0/37

37-0,5(1+0)==36,5 2/36,5 5,48 5,48

(36-2)-0,5(1+2)= 32,5 7/32,5 21,54 27,02

(31-7)-o,5(1+0)= zas 2/23,5 8,51 35,53

(23-2)-o,5(4+2)= 18 3/18 16,66 52,19

(15-3)-o,5(1+1)= 11 3/11 27,27 79,46

n-0,5(z+w) Númerode animales expuestos a riesgo encada intervalo
número de animales vivos al comenzar el intervalo
animales muertos por otras causas

animales que salieron del experimento (rechazaron
el CVo murieron de otros tumores)
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TABLA 13

CALCULO DE LAS FRECUENCIAS RELATIVAS ACUMULADAS DE SARCOMAS

EN RELACION CON EL TIEMPO DE APARICION EN RATONES BALB/c

PORTADORES DE CV TRATADOS CON MPA EN EL FLANCO CONTRALATERAL

Intervalo N°de
eusemmum n' SanaJMB/n' % %acumflado

0-10 41-0,5(1+0)= 40,5 0/40,5 0 ­

10-20 4o-o,5(2+1)=‘38,5 0/38,5 o ­

XF30 37-0,5(1+4)= 34,5 0/34,5 0 ­

30-40 32-0,5(O+0)= 32 0/32 0 ­

40-50 32-0,5(1+2)= 30,5 2/30,5 6,56 6,56

50-60 (29-2)-0,5(2+2)= 25 2/25 8 14,56

6040 (21-2)-0,5(4+0)= 17 3/17 17,65 32,21

70-80 (15-3)-0,5(3+2)= 9,5 2/9,5 21,05 53,26

n' : n-0,5(z+w) Númerode animales expuestos a riesgo en
cada intervalo

n : número de animales al comenzar el intervalo
animales muertos por otras causas

w : animales que salieron del experimento (rechazaron el
CVo murieron de otros tumores)
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TABLA 14

CALCULO DE LAS FRECUENCIAS RELATIVAS ACUMULADAS DE SARCOMAS

EN RELACION CON EL TIEMPO DE APARICION EN RATONES BALB/C

PORTADORES DE CV TRATADOS CON MPA EN LA VECINDAD DBL CV

Intervalo
ausemanas

N°de
n' sarcomas/n' % % acumulado

20-30

30-40

40-50

50-60

60-70

70-80

38-0,5(0+0)= 38 0/38 O ­

38-0,5(0+1)= 37,5 0/37,5 0 ­

37-0,5(2+1)= 35,5 0/35,5 0 ­

34-0,5(l+l)= 33 0/33 0 ­

32-0,512+3)= 29,5 l/29,5 3,39 3,39

(27-1)-0,5(0+1)= 25,5 2/25,5 7,84 11,23

(25-2)—0,5(11+4)=15,5 0/15,5 O 11,23

8-0,5(1+l)= 7 1/7 14,28 25,51

Númerode animales expuestos a riesgo encada intervalo
n-0,5(z+w)

número de animales vivos al comenzar el intervalo
animales muertos por otras causas
animales que salieron del experimento (rechazaron el
CVo murieron de otros tumores)
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Figura 3:
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Tumorigenesis por cuerpo extraño. Frecuencias
relativas (acumuladas) de tumores inducidos por
un cilindro de vidrio (CV) en ratones BALB/c
tratados con acetato de medroxiprogesterona (MPA)
en la vecindad del CVo en el flanco contralateral
al mismo

[E53 CV

CV+ MPAcontralateral

IE CV + MPA 79%

'í""" n 25%

30 40 50 60 70 80 semanas
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TABLA15

TRANSFORMACIONLINEALDELASFRECUENCIASRELATIVASACUMULADASDESARCOMASENRELACION CONELTIEMPODEAPARICIONENRATONESBALB/CPORTADORESDECVYTRATADOSCONMPA

CVCV+MpAcontralateralCV+MPAintraCV

Tiempoen%Sarc.arcsenV%sarc.acum.%Sarc.arcsen%sarc.acum.%Sarc.arcsenV%sarc.acum.semanasacum.acun.acum.

355,513,6---­ 452731,36,614,83,410,6 5535,536,614,622,411,219,6 6552,246,232,234,611,219,6 7579,563,153,346,925,530,3
*Puntomediodelintervalo
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Tumorigenesis por cuerpo extraño. Transformación
lineal de las frecuencias relativas (acumuladas)
de tumores inducidos por un cilindro de Vidrio (CV)
en ratones BALB/ctratados con acetato de medroxi­
progesterona (MPA)en la vecindad del CVo en el
flanco contralateral al mismo

CV + MPA

CV+ MPAcontralateralE

30 40 50 60 70 80
semanas
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Histológicamente los tumores fueron similares en los tres
grupos e incluyeron sarcomas de células quiformes y sarcomas
de células redondas. Los primeros consistïan en células alar­
gadas de tipo fibroblástico con alta actividad mitótica (Figu­
ra 5 y 6) abundantes fibras de reticulina y buena vasculariza­
ción. La técnica de tricrómico de Gomoridio diferentes resul­
tados en diferentes áreas, algunas células se colorearon de
azul mientras que otras de rojo sugiriendo un origen muscular;
en un caso se encontraron areas de cartílago inmaduro (Figura 7)
Los sarcomas de células redondas demostraron tener mayor grado
de atipïa, con células gigantes multinucleadas mezcladas con
células poligonales neoplásicas(Figura 8).

Unresultado inesperado fue la aparición de adenocarcinomas
en las hembras inoculadas con MPA,los resultados se observan
en la Tabla ll. Los tumores estaban localizados a lo largo de
la linea mamaria excepto uno de tipo sebáceo ubicado en la re­
gión perianal que infiltraba la pared muscular del recto (Fi­
gura 9). La mayoría de los tumores eran poco diferenciados
compuestospor grupos de células cilíndricas atípicas con pocas
estructuras glandulares con secreción luminal PASpositiva (Fi­
gura lO). En la autopsia, los úteros agrandados, mostraron gran­
des cavidades quïsticas revestidas por epitelio endometrial a­
planado sin signos de secreción y llenas con material mucoide
y leucocitos. Tambiénse encontró una hipertrofia de las glán­
dulas salivales.

Debido a que el número de hembras utilizadas en este experi­
mentoes escaso, es difícil un análisis estadístico pero se es­
tán repitiendo estos experimentos en hembras debido a la impor­
tancia gue tienen estos resultados preliminares.
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Figura 5: Imagen a bajo aumento de un sarcoma inducido por
cuerpo extraño, constituido por células fusiformes dispuestas
en haces de distribución irreaular. Existen numerososespacios
vasculares que se dilatan rodeando un área necrótica (arriba
izquierda) (Hematoxilina-eosina 40 X)
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Figura 6: En su proliferación este sarcoma infiltra reempla­
zando casi totalmente los tejidos dérmicos. Obsérvense algunos
folículos atróficos remanentes (Hematoxilina-eosina 125 X)
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Figura 7: La fotografia muestra un área de cartílago que
formaba parte de un sarcoma de células redondas. Los con­
drocitos muestran evidentes atipïas. El mismotumor tenía
zonas de calcificación (Hematoxilina-eosina 200 X)
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eosina 125 X)
Estas células recuerdan a rabdomioblastos atípicos(Hematoxi1ina
multinucleadas con citoplasma qranular, densamente eosinófilo.
a un sarcoma fusocelular se observan células gigantes, algunas
Figura 8: En el area que muestra la imagen, correspondiente

a.‘
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Figura 9: Adenocarcinoma de tipo sebáceo. La lesión
reemplaza los tejidos perirectales alcanzando sin in­
filtrarla, 1a muscularis mucosae.
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Figura 10: Imagen a bajo aumento de un adenocarcinoma de
mama.El tumor crece disociando el celular subcutáneo y es­
tá compuestopor una estructura quística (que estaba llena de
un fluido muco-hemorrágico) tapizada por células neoplásicas
que muestran un crecimiento sólido. En el área sólida se dife­
rencian numerosas glándulas. En un extremo y a los costados
de la masa se observan estructuras mamarias normales remanen­
tes. (Hematoxilina-eosina 40 X)
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'ESTUDIOS IN VITRO

I. EFECTO DE LA PROGESTERONA SOBRE EL CRECIMIENTO DE FIBRO_

BLASTOS EMBRIONARIOS Y TUMORALES MURINOS, CELULAS WISH

Y HELA

Se evaluó el efecto citostático y citolitico de la pro­
gesterona sobre células en cultivo. Para ello se emplearon
las técnicas de inhibición de incorporación de 3H-Timy

51Cr de las células, medición del 51Cr libe­marcación con
rado al sobrenadante después de incubar con distintas con­
centraciones de progesterona.

l. Inhibición de incorporación de 3H-Tim

a- fibroblastos embrionarios murinos
i. 24 horas de incubación

En la Tabla 16 y en la figura12 se observan los resulta­
dos que se obtuvieron después de incubar los fibroblastos
embrionarios con concentraciones crecientes de progesterona
durante 24 horas. En los 5 experimentos se observa que la
progesterona inhibió el crecimiento de los mismos.ya que los
grupos experimentales incorporaron menos timidina que los
controles. El etanol, diluyente de la progesterona no alteró
el crecimiento de las células en las concentraciones utili­

3zadas. La disminución de incorporación de H-Tim comenzó
a manifestarse en concentraciones de 8x10“6Mllegando a ser

.total en concentraciones de 7-10x10’5M.

ii. 72 horas de incubación

También se evaluó si incubando 1a hormona durante más
tiempo con las células v a-una concentración menor, Se obser­
vaba el mismo efecto inhibidor. Sin embargo en la Tabla 17
se observa que después de incubar las células durante 72 hs.

- z



TABLA16

EFECTODELAPROGESTERONA(P)
MURINOS.

SOBREELCRECIMIENTOINVITRODEFIBROBLASTOSEMBRIONARIOS

INCORPORACIONDE3H-TIM(CPM)YPORCENTAJECONRESPECTOALOSCONTROLES

Concentración depx1o5M

Exp.2
CPM%

Exp.1

i

CPM%CPM%CPM%

0,4420956i46776­ 0,66-— 0,8817786+1749657996i19274 1,3-6359i11159 1,810495+46386168i59957 2,6—— 3,54756i497173350_ 5,2-1404 7884+293631 1-341 14152i15687

7393 7266 8116 6788 5893 5516

23378-— 26477-— 81186-­ 40971-­ 11462-­ 4258—­

2063149075125217657115744232496i151460 6213290923731-­ 216904318138:739205787:17911 573361412949:23772700:1675 151 --1241:1532

+I +I +l +I +l +| +I +l l +I

+ +I +1 +I +l

Etanol% Medio

23099i1668 27397i2926

77941037

10768i976

+l

9484+801

499153010

i53431704

41745i4349

i
54612i1974

*X+ES

76



Figura 12:Efecto de la progesterona sobre el
crecimiento in vitro de fibroblastos o.)
embrionarios murinos. Porcentaje de I Íincorporación de 3H-Timcon respecto ;.

a controles sin tratar !Í
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TABLA 17

EFECTO DE LA PROGESTERONA

78

(P) SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO

DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS DESPUES DE 72 HORAS DEINCUBACION.

INCORPORACION DE 3H-TIM (CPM) Y PORCENTAJE DE INCORPORACION

CON RESPECTO A CONTROLES SIN TRATAR

Concentración Exp. l Exp. 2
de P CPM * % CPM 3

1,4 x 10-8M 9671 i 804 119 20273 i 1126 97

1,4 x 10‘7M 9739 i 921 120 23341 i 840 111

1,4 x 10-6M 9526 i 1320 117 22081 i 1089 105

1,4 x 10‘5M 4042 i 413 50 9651 i 920 46

1,4 x 10’4M 51 i 10 1 651 i 101 3

Medio 8073 i 587 20846 i 1109

Etanol 10437 i 745 18031 i 1175
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'el porcentaje de incorporación de timidina fue igual gue
cuando la incubación se hizo durante 24 horas (Tabla 16).

iii. Reversibilidad
Conel fin de determinar si el efecto inhibitorio de la

progesterona era reversible o no, sekcomparósu efecto sobre
cultivos de fibroblastos de 72 horas con los incubados du­
rante 48 horas con la hormona y luego lavados e incubados
con medio. Comose observa en la Tabla 18, los fibrobalstos
lavados incorporan más timidina que los tratados, comproban­
dose'asi la reversibilidad del efecto.

b- fibroblastos tumoralgs_mgrinos (24 hs. de incubación)

En la Tabla 19 y en la Figura 13se observan los resulta­
dos obtenidos después de incubar los fibroblastos tumorales
murinos con concentraciones crecientes de progesterona. Al
igual que los fibroblastos embrionarios, los tumorales in­
corporan menos 3H-Tim que los controles en un rango que
oscila entre 7x10’6M y 1x10_4M.

C' ÉSlHleEAVIEE(24 hsde incubagión)

En la Tabla 20 y en la Figura 14se observan los resulta­
dos que se obtuvieron al incubar las células WISHcon con­
centraciones crecientes de P. A1 igual que en los casos ante­
riores la progesterona inhibió el crecimiento de estas células
en un rango de concentración similar a los fibrobalstos, siendo
las células WISHun poco menos sensibles en las concentracio­
nes más altas.

d- Celulas HBLA(24 hs de incubación)

En la Tabla 21 y en la Figuralfi se observan los resulta­
dos que se obtuvieron al incubar las células HELAcon concen­
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TABLA 18

80

REVERSIBILIDAD DEL EFECTO INHIBITORIO DE LA PROGESTERONA (P).

INCORPORACION DE 3 H-THWPOR FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS INCUBADOS

DURANTE 48 HORAS CON P Y LUEGO 24 HORAS CON MEM-SFB‘COMPARANDOLO

CON FIBROBLASTOS INCUBADOS DURANTE 72 HORAS CON LA HORMONA

Fibroblastos
embrionarios
incubados
72 hs con p

Fibroblastos
embrionarios
incubados
48 hs con P
y 24 hs con

MEM-SPB

Concentraciones Exp. 1 Exp. 2
deI’ CPM* CHd

Control 6450 i 666 20846 i 1109
-5 a d

10 M 2961 i 594 9651 i 920
-4 b

5x10 M 378 i 52 —
_4 c e

10 M 108 i 59 651 i 101

Control 6656 i 1018 ­
d

10-5 M 5381 1 547 18067 i 3414
b

5x10‘4M 1067 i 97
_4 C e

10 M 580 i 35 3793 i 1182

*ïiEs
a: p (0.002
b,c,d:¡)(0.001
e; p( 0.05
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TABLA 19

EFECTO DE LA PROGESTERONA (P) SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO

DE FIBROBLASTOS TUMORALES MURINOS. INCORPORACION DE 3H-TIM

(CPM) Y PORCENTAJE DE INCORPORACION CON RESPECTO A CONTROLES

SIN TRATAR

Concentración Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
de P x 10-514 CPM * % CPM a; CPM % CPM %

0,014 - - 8114:329 88 —

0,14 - - 8964:779 97 3676:560 83

0,77 — - 5818:37 63 ­

1,4 - - 4317:213 47 779:109 18

1,8 6388:322 10 ­

3,5 53871293 9 8080:1973 50 — ­

7 22331134 4 4800:4167 30 - ­

7 - - 435150 5 92:19 2

10 1042:47 2 25761293 16 — ­

14 — 1411:18 71:10 1 70:9 2

' Medio 61925i5694 16216:1156 9202:7713 4423:1641

Etanol 56070::1856 22484i1715

* í + ES



Figura 13: Efecto de 1a progesterona sobre el
crecimiento in vitro de fibroblastos
tumorales murinos. Porcentaje de
incorporación con respecto a controles
sin tratar
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TABLA 20

EFECTO DE LA PROGESTERONA (p) SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO DE

CELULAS WISH. INCORPORACION DE '3H-TIM (CPM) y PORCENTAJE DE

INCORPORACION CON RESPECTO A CONTROLES SIN TRATAR

5

Concentración Exp; 1 Exp. 2 Exp._ 3 Exp. 4
de P x 105 M CPM % CPM % CPM % CPM %

0,22 134131695 99 - - ­

0,44 9961:291 73 - - ­

0,87 7846:4174 58 13052i684 81 11659:677 65 77921324 74

1,3 8507_+_95 63 - - —

a 1,7 72171689 53 3530:196 22 11246i654 63 7833:303 74

2,6 7241:234 53 - — —

3,5 7277:691 54 21291192 13 8603:4174 48 6494:1029 61

4,4 6563:476 48 - - —

5,3 5941:378 44 - — —

6,1 5450:386 4o — — ­

7,0 3939:207 29 1171:60 7 4688:251 26 4998:307 47

8,7 3728:163 27 '- - ­

11 3050:220 22 785i27 5 1249:60 7 12661113 12

12 1314: 91 10 - — —

14 l422_+_178 10 35916 2 1200:64 7 ­

18 - 342555 2 1383:80 —

' 21 - 174:18 1 17872i918 —

Medio 13615i735 _ l4346i879 10613i415
Etanol % - 161681475 10220:745

* 27 + ES

.o



Figura 14:

84

Efecto de 1a progesterona sobre el crecimiento in
vitro de células WISH.Porcentaje de
incorporación de 3H-Timcon resnecto a
controles sin tratar.
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TABLA 21

EFECTO DE LA PROGESTERONA (P) SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO

DE CELULAS HELA. INCORPORACION DE 3H-TIM (CPM) Y PORCENTAJE

DE INCORPORACION CON RESPECTO A CONTROLES SIN TRATAR

Concentración Exp . 1 Exp . 2 Exp . 3
de P x 10-5 M CPM * % CPM % CPM %

0,88 5317 i 132 39 5603 i 547 77 10766 -_l-_1073 51

1,75 5551 i 223 41 4715 i 527 65 9599 i 350 45

2,6 - - 7210 i 57o 34

3,5 3710 i 198 27 _3917i 164 54 5729 i 349 27

7 1867 -_+_94 14 2208 i 162 31 3114 i 220 15

10,5 1550 i 46 12 1748 i 102 24 2487 _-_I-_80 11

14 1493 i 122 11 463 i 37 6 3007 i 115 14

17,5 - 341 i 23 5 ­

21 1653 i 93 12 - ­

Etanol % 8686 i 299 5987 -_F_416 29800 i 1375

Medio 13515 -_I-_348 7250 i 391 21237 i 656

JI­ ><l + ES
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Eigura 15zEfecto de 1a progesterona sobre el crecimiento
in vitro de células HELA..Porcentaje de Incor­
poración con respecto a controles sin tratar
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'traciones crecientes de progesterona. El rango de inhibición
fue similar a las otras células estudiadas y a igual que las
células WISHéstas son un poco menos sensibles que los fibro­
blastos en las concentraciones más altas.

Conclusión
Comose observa en la Tabla 22 y en la Figura 16,1a pro­

gesterona inhibió el crecimiento de fibroblastos normales y
tumorales murinos asi comotambién de células épiteliales en
concentraciones por encima de 4x10'6M. A pesar que el patrón
de inhibición fue similar, en las concentraciones más altas,
tanto los fibroblastos embrionarios comolos tumorales fueron
un poco más sensibles que las células WISHy HELA.

2. Efecto citolïtico de lagprogesterona

Se midió el efecto citolitico de la progesterona marcando
las células con 51Cr y midiendo el isótopo radioactivo libe­
rado al sobrenadante después de la incubación con concentra­
ciones crecientes de la hormona.

a- Fibroblastos embrionarios

En la Tabla 23 y en la Figural7 se observan los resulta­
dos obtenidos después de incubar fibroblastos embrionarios,
marcados con 51Cr,con concentraciones crecientes de proges­
terona durante 3 horas. En concentraciones menores de 10-4M
la liberación de 51Cr fue similar o menor que la liberación

'espontánea de las células del grupo control; en concentra­
ciones mayores de 10‘4Mse observa que la cantidad de isótopo
liberado al sobrenadante fue significativamente mayorque
en los controles, o sea que se comienza a visualizar el efec­
to citotóxico de la hormona. Las concentraciones de etanol
utilizadas comodiluyente de la progesterona no son citotóxi­
cas ya que la liberación de 51Cr al sobrenadante es igual
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TABLA 22

EFECTO DE LA PROGESTERONA (P) SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO

DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS Y TUMORALES MURINOS Y DE LAS

LINEAS CELULARES WISH Y HELA. PORCENTAJE DE 3H-TIM CON

RESPECTO A LOS CONTROLES SIN TRATAR

I II III IV
Concentración Fibroblastos Fibroblastos WISH ¡{ELA

de P x 10'5 M anbrionarios % tunorales % % %

0,9 75:6" 61:10 70:5 64:13
3,5 40:8 25:10 44:10 36:9
7 8:3a 12:6 27:8 28:8
10 4:1 6:3 11+5 16:4

*_
XiE‘S

a: p(0.05 entre I y III y entre I y IV
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Figura 16: Efecto de la progestrona sobre el crecimiento
in vitro de fibroblastos embrionarios y tumorales
murinos y de la línea celular WISHy HELA.Porcen­
taje de incorporación con respecto a controles sin
tratar
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TABLA 23

EFECTO CITOTOXI‘CO DE LA PROGESTERONA (P). LIBERACION DE 51Cr

DE FIBROBLASTOS NORMALES MURINOS PREVIAMENTE MARCADOS DESPUES

DE 3 HORAS DE INCUBACION CON CONCENTRACIONES CRECIENTES DE P

(CPM) Y PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD CON RESPECTO A LA MAXIMA

LIBERACION POSIBLE

Concentración Exp. l Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
de P x 10-414 CPM* % CPM % CPM % CPM %

0,18 -' — 621i66 3 ­

0,35 - - 434i8 -3 —
0,53 — - 401153 —3 ­

0,7 196i12 -3 436152 2 350127 -5 257:53 4

0,85 - 4118:64 1 403149 —3 ­

1 237:23 -5 797131 15 387146 -4 413148 13

1,2 - - 4:43:62 -2 —

1,4 405115 11 - 1113:132 17 897i33 42

1,6 - 1037:124 24 1600_+_185 31 ­

1,8 536143 20 - 12521152 21 ­

2 - 1017:45 23 1648:156 32 —

2,1 861i52 42 1082:81 31 1602181 31 v­

IfiberaCió“ 241+13 380+51 523+21 190+27
espontánea - — -— —

Liberación
máxima 1720:102 3131i202 40151388 1886_+_77
(Tritón 5%)

Etanol 205i25 386i18 563i23 298i92

* Í + BS
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,Figural7: Efecto citotóxico de la progesterona. Liberación de
Cr de fibroblastos embrionarios murinos previamente

marcados después de 3 horas de incubación con concen­
traciones crecientes de progesterona. Porcentaje de
citotoxicidad con respecto a la máximaliberación .
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gue la liberación espontánea.

b- Fibroblastos tumorales

En la Tabla 24 y en la Figura lBse observan los resulta­
dos que se obtuvieron al incubar fibroblastos tumorales mu­

1 . .5‘Cr con concentraCiones crec1entes derinos marcados con
progesterona durante 3 horas. Al igual que con los fibroblas­
tos embrionarios, hubo un aumento del isótopo radioactivo
liberado al sobrenadante en concentraciones mavores a 1x10-4M
de la hormonamanifestándose así su efecto citolïtico.

c- Células WISH

En la Tabla 25 y en la Figura 19 B se observan los resul­
tados obtenidos después de incubar durante tres horas células
WISHmarcadas con 51Cr con concentraciones crecientes de hor­
mona. No se observó ningún aumento del isótopo radioactivo
en el sobrenadante ni con concentraciones de progesterona de
2.1x10’4N.(No se pudieron probar concentraciones más altas
por problemas de solubilidad). Incluso la cantidad de 51Cr
liberada al sobrenadante en casi todos los casos fue menor
que la liberación espontánea comosi la hormona tuviera un
efecto protector sobre la membrana; es por eso que todos
los valores de porcentaje de citotoxicidad dan negativos.

d- Células HELA

En la Tabla 26 y en la Figura 19A se observan los resul­
tados que se obtuvieron después de incubar durante tres horas
células HELAmarcadas con 51Cr con concentraciones crecientes
de Progesterona. A1 igual que en la otra linea epitelial no
se observó ningún efecto citolitico de la hormona, ya que
nuevamente la cantidad de isótopo liberada al sobrenadante
fue menor en los grupos tratados que en el control manifes­
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TABLA 24

EFECTO CITOTOXICO DE LA PROGESTERONA (PLLIBERACION DE 51CI'

DE FIBROBLASTOS TUMORALES MURINOS PREVIAMENTE MARCADOS

DESPUES DE 3 HORAS DE INCUBACION CON P (CPM) Y PORCENTAJE

DE CITOTOXICIDAD CON RESPECTO A LA MAXIMA LIBERACION POSIBLE

Cbncafixacíón Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
1k

de P>c10”4b4 CPM % CPM % CPM %

0,35 529 i 45 1

0,7 344 i 65 16 346 i 31 10 573 i 7o 1

1 108 i 52 1 314 i 45 8 653 1 35 13

1,4 327 1 72 15 340 i 54 9 1028 i 153 47

1,75 484 i 53 25 558 i 65 22 1277 134 49

2,1 650 T 84 36 — ­

Liberaïion 88 + 37 185 + 23 516 + 46espontanea - — ­

Etanol a - 274 i 19 517 i 54

Liberación
. máxima 1664;:109 1859 i 90 1605 i 96

(Tritón 5%)
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TABLA 25

LIBERACION DE 51CI DE CELULAS WISH PREVIANENTE MARCADAS

DESPUES DE 3 HORAS DE INCUBACION CON PROGESTERONA (CPM)

Y PORCENTAJE DE CITOTOXÏCIDAD CON RESPECTO A LA MAXIMA

LIBERACION POSIBLE

Concentración Exp. 1 Exn. 2 Exp. 3
de P x 10‘4 M CPM 95 CPM 9;. CPM 9

0,7 9,3 6 69 -6 1268 — 87 —2 586 ú 24 —6

1 610 1 ¿3 —¿2 1351 4 118 —2 56' — 26 —6

1,4 656 i 51 -12 1375 i 64 -6 547 : 25 —6

1,7 913 +_123 -7 1032 i 61 -6 531 i 34 —/

2,1 784 i 62 —9 1147 i 64 —4 585 1 4o -6

Lü’erÏClOIÏ 1334 + 147 1495 + 44 1037 —:112
esponpanec — — -—

Etanol 1129 i 1.99 177o i 155 768 +_38

Liberación
máxima 707o i 452 9559 1 777 8188 i 242
(Tritón 5%)

I+
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TABLA 26

LIBERACION DE 51Cr DE CELULAS HELA PREVIAMENTE MARCADAS

DESPUES DE 3 HORAS DE INCUBACION CON PPOGESTERONA (CPM)

Y PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD CON RESPECTO A LA MAXIMA

LIBERACION POSIBLE

‘I

Concmtración Exp. 1 Exra. 2 Exp. 3
*

de P x 10‘4 M CPM % CPM 2 CPM

0,7 786 i 115 —17 814 i 67 —1 486 i 47 —6

1,05 982 i 139 —13 631 i 41 —3 485 i 40 -6

1,4 1549 i 105 —3 1010 i 56 —1 413 +_ 17 —6

1,75 1046 +_ 135 —12 706 i 59 —12 799 _+_126 —2

1,4 18/5 138 766 i 67 —2 800 + 23 -2

“b. era‘fió“ 1691 + 341 938 + 62 984 + 52
espontanea — - _

Etanol 1367 i 107

Liberación
máxima 7158 i 189 10347 i 202 9654 i 895
(Tritón 5%)

* í i ES



‘Ó

ll
98

tándose nuevamenteeste efecto "protector".

Conclusión
La "ruptura celular" medida por liberación de 51Cr fue

marcadamentediferente en células de estirpe fibroblástica
y epitelial. Tanto las células WISHcomo HELAno fueron
afectadas por concentraciones de hormonaque fueron citolí­
ticas tanto para fibroblastos normales comopara tumorales.
(Tabla 27 y Figura 20)

3. Visualización del efecto de lagprogesterona sobre células
en cultivo. Estudios de microscopía óptica

El examenmicroscópico de las células en cultivo reveló
la existencia de importantes alteraciones morfológicas en
los cultivos de fibroblastos tanto normales comotumorales
despues de 24-48 horas de incubación con progesterona 1.4x
10’4M: Por ejemplo, condensación citoplasmática con vacuoli­
zación progresiva y picnosis nuclear (F1927). La morfología
de las células epiteliales no fue afectada en estas condi­
ciones pero el númerode mitosis por campofue significati­
vamente más bajo en las células expuestas a proqesterona
que en los controles (0.24 y 2.45 respectivamente). Estos
resuultados de microscopía óptica confirman los resultados
observados previamente. (Ver Figuras 21-28)

'II. EFECTO DEL MPA SOBRE EL CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS

EMBRIONARIOS Y TUMORALES MURINOS Y DE CELULAS WISH

(Incorporación de 3H-Tim. 24 horas de incubación)

a- Fibroblastos embrionarios

En la TablaZb y en la Figurazy se observan los resulta­
dos que se obtuvieron después de incubar los fibroblastos



‘Ü

99

TABLA 27

EFECTO DE LA PROGESTERONA (P) SOBRE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS

Y TUMORALES MURINOS Y CELULAS. PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD

I II III IV

Concentración Fibroblastos Fibroblastos WISH HELA

de P x 10"4 M embrionarios % tumorales % % %

a*
0,7 -o,5¿2 10:3 —4—1 —8*4

b
1 4,8 + 5 7 + 3 47:_3 -7+ 3

c
1,4 23:9,5 24:11 —7¿3 -3:1,a

d
1,8 — 2,1 35 + 3 39 + 15 -7+ Q3 -9 :3,3

p< 0.05 entre I v II, entre II y III y entre Il y IV
(0.05 entre II y III y entre II y IV

OU'ÜJ (0.05 entre 1 y III y entre I y IV
(0.01 entre I y III y entfe I y IV
(0.05 entre II y III y entre II y IV

Dr

’U’C‘TJT)

ESx­ xl ¡.



Figura 20: Efecto de la progesterona sobre fibroblastos
embrionarios y tumorales murinos y células
WISHy HELA.Porcentaje de citotoxicidad
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Figura 21: Cultivo de fibroblastos tumorales (Hanatoxilina-eosina 200 X)
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Figura 22: Cultivo de fibroblastos tumorales (Hematoxilina-eo­
sina 312 X)

Figura 23: Cultivo de Eibroblastos tumorales (Hematoxilina-eo­
sina 1250X)
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Figura 24: Cultivo de fibroblastos_2umorales incubados durante
24 horas con progesterona 1,4 x 10 M. Obsérvese la condensación
de las prolongaciones citoplasmáticas. (Hematoxilina-eosina
200 X)
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Figura 25:

Figura 26:

Cultivo de fibrgïlastos tumorales tratados con proges­terona 1,4 x 10 Mdurante 24 horas (hematoxilina-eosi
na 312X)
Cultivo de fibïoblastos tumorales tratados con proges­

terona 1,4 x lO lMdurante 24 horas.0bservese la marcada
vacuolización citonlasmática (Hematoxilina-eosina 1250X)
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Figura 27:

Figura 28:

Cultivo de fibrgïlastos tumorales tratados con proges­terona 1,4 x lO M durante 48 horas. Observese la mar­
cada vacuolización citoplasmática (Hematoxilina-eosin
500X)
Cultivo de fibrgïlastos tumorales tratados con proges­terona 1,4 x lO M durante 48 horas Observese la conde
sación irreoular de la cromatina (Hematoxilina-eosina
1250X)



TABLA 28

EFECTO DEL ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA (MPA) SOBRE EL

CRECIMIENTO IN VITRO DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS.

INCORPORACION DE 3H-TIM (CPM) Y PORCENTAJE DE INCORPORACION

CON RESPECTO A CONTROLES SIN TRATAR

Concentración Exp . 1 Exp . 2 Exp . 3
de MPA x 10‘5M CPM * % CPM % CPM %

0,35

0,69 18854 i 1118 94 1788 i 577 69 1621 i 17o 41

1,4 19002 i 1122 95 1148 i 114 44 2353 i 234 60

2,8 12578 i 722 63 1302 i 257 26 1089 i 17o 28

4,2 10545 i 930 53 — ­

5,5 11536 i 1140 58 360 i 33 14 359 i 83 9

Medio 20019 i 1198 2593 i 566 3951 i 569



Figura29: Efecto del acetato de medroxiprogesterona (MPA)
sobre el crecimiento in vitro de fibroblastos
embrionarios. Porcentaje de incorporación de
3H-Timcon respecto a controles sin tratar
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embrionarios con concentraciones crecientes de MPA.Se ob­
serva que los cultivos tratados con MPAincorporan menos
timidina que los controles. La inhibición a la concentración
5xlo‘5
más altas por la falta de solubilidad de la hormona.

Mno es total y no se puede ensayar concentraciones

b- Fibroblastos tumorales

Comose observa en la Tablaza la incorporación de 3H-Tim
por los fibroblastos tumorales es muchomenor en los trata­
dos con MPAque en los controles. Al igual que en los fibro­
blastos embrionarios la inhibición no es total a la máxima
concentración que se puede obtener (Figura 30).

c- Células WISH

Comose observa en la Tabla 30a diferencia de lo que ocu­
rría con los fibroblastos, no se observa menor incorporación
de timidina en los tratados conbfiüx que en los controles(Fig 31)

Conclusión
Comose observa en la Tabla 31y en la Figura32<ïlMPA in­

hibió el crecimiento de fibroblastos normales y tumorales en
concentraciones de0,7x10_5a 5x10’5Mobteniendo hasta 27-31 %
de inhibición comparadocon controles sin tratar, en cambio
no inhibió la proliferación de las Células WISHen las mismas
condiciones.

III. COMPARACION DEL EFECTO DB LA PROGBSTERONA, CORTISOL Y

DEXAMETASONA SOBRE LA PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS

EMBRIONARIOS

Para comprobarsi el efecto inhibitorio obtenido se debia
a la alta concentración de esteroide se comparóel efecto de



TABLA29

EFECTODELACETATODEMEDROXIPROGESTERONA(MPA)SOBREELCRECIMIENTOINVITRO DEFIBROBLASTOSTUMORALES.INCORPORACIONDE3PFTIM(CPM)YPORCENTAJEDE INCORPORACIONCONRESPECTOACONTROLESSINTRATAR
ConcentraciónExp.1Exn.2Exp.3Exp.4 deMPAx10'5MCPM*%CPM%CPMa;CPM%

0,69 1,427007+1335786003+3546577627

+_25227229633i228372

8406622318845142 2061492227786741 27564021041i210738 19223619404304335

2,819742i2976571970i2332167933 3,9--'53187 5,56957+526202250+2312443770 6,9—-39315

+I

+l

+l

+l +l

+l

+I

BWS-Et(1:1)%34535+974--56013 Control­

+_2244

9202¿773108160+422854931i5420

109



Figura 3o: Efecto del acetato de medroxiprogesterona sobre
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el crecimiento in vitro de fibroblastos tumorales.
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TABLA 30

EFECTO DEL ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA (MPA) SOBRE EL

CRECIMIENTO IN VITRO DE CELULAS WISH. INCORPORACION DE

3H-TIM (CPM) Y PORCENTAJE DE INCORPORACION CON RESPECTO

A CONTROLES SIN TRATAR

Concentración Exp . 1 Exp . 2 Exp .
de MPA x 10‘5M CPM * % CPM a; CPM

0,35 10294 i 649 84 - ­

0,69 10616 i 339 86 — ­

1,4 10591 i 440 86 - 7467 i 183

2,8 11165 i 833 91 11203 i 688 93 6570 i 183

4,2 8807 i 311 72 10190 i 254 84 9285 i 288

5,5 8846 i 165 72 10898 i 594 90 8932 i 312

6,9 9702 i 595 79 10450 i 284 86 8630 i 482

[NS-Et (1:1) 2 11421 i 724 11868 i 875 9085 i 415

Control 12291 i 964 12116 _+_217 9568 i 590



Figura 3k Efecto del acetato de medroxiprogesterona sobre el
crecimiento in vitro de células WISH.Porcentaje
de incorporación con respecto a controles sin tratar
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TABLA 31
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EFECTO MÜJACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA (MPA) SOBRE EL

CRECIMIENTO IN VITRO DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS Y

TUMORALES MURINOS Y DE LA LINEA CELULAR WISH. PORCENTAJE

DE 3H-TIM CON RESPECTO A CONTROLES SIN TRATAR

I II III
Cbncafización Fibroblastos Fibroblastos .WISH
de MPAxJD_%d embrionarios % tumorales % %

0,7 68 i 15* - ­

1,4 66 i 15 72 i 3 83 i 4

2,8 39 i 12 a 46 i 9 84 i 8

5,5 27 i 15 b 31 i 6 85 i 7

* ._

X i ES n= 3

a: p( 0.05 entre I y III y entre II y III
IIIb: p (0.05 entre l y III y p (0.01 entre II y
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Figura 12: Efecto del acetato de medroxiprogesterona (MPA)
sobre el crecimiento in vitro de fibroblastos
embrionarios y tumorales murinos y de la línea
celular WISH.Porcentaje de incorporación de
3H-Timcon respecto a controles sin tratar
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la progesterona con otros esteroides: la dexametasona y el
cortisol. Comose observa en la Tabla 32 la inhibición de
la proliferación fue muchomás acentuada con progesterona
que con los otros dos esteroides.

Se puede concluir que en experimentos in vitro, la proges­
terona y el MPAfueron capaces de inhibir la proliferación
de fibroblastos. Esta inhibición si bien se manifestó en con­
centraciones farmacológicas tiene cierto grado de especifi­
cidad ya que el cortisol y la dexametasona no fueron capaces
de producirla en las mismas condiciones experimentales. A
pesar de que las células epiteliales también fúeron inhibidas
con progesterona, los fibroblastos mostraron ser más sensi­
bles en las concentraciones más altas. Esta mayor sensibili­
dad se vio más acentuada cuando se analizó el poder citolítico
de la hormona, ya que sólo los fibroblastos fueron dañadas
con concentraciones altas de la misma. Si bien no se hicieron
muchosestudios para dilucidar el mecanismode acción, parece­
ría que no está mediado por receptores ya que las concentrad
ciones de esteroide son altas, el efecto es rápido y reversi­
ble.
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TABLA 32
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COMPARACION DEL EFECTO DE LA PROGESTERONA, CORTISOL Y

DEXAMETASONA SOBRE EL CRECIMIENTO IN

EMBRIONARIOS MURINOS DESPUES DE 24 HORAS DE INCUBACION

VlTRO DE FIBROBLASTOS

INCORPORACION DE 3H-TIM (CPM) PORCENTAJE CON RESPECTO AL

CONTROL SIN TRATAR (19265 i 615 CPM)

I II III

Concentración Cortisol % dexametasona % progesterona %

10‘8 M 22169 i 458" 115 16660 i 302 75 17683 i 502 92

10-7 M 20029 i 831 104 19777 i 760 102 19743 i 990 102

10-6 M 21278 i 708 a 21395 i 783 111 16342 i 363 85

10"5 M 22844 i 1826a 118 18335 i 718 95 9498 i 341 49

10-4 M 15026 i 457 a 78 12646 i 884 66 204 i 13 2

* í i ES

a: p(0.001 entre I y III y entre II y III
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El objetivo de este trabajo de tesis ha sido investigar
el efecto de la progesterona y del acetato de medroxiproges­
terona (MPA)sobre fibroblastos neoplásicos de origen murino.
Se evaluó este efecto, por un lado, sobre el crecimiento daun
fibrosarcoma tanto in vivo comoin vitro y por el otro sobre
la inducción de sarcomas por tumorigénesis por cuerpo extraño.

Cuando 50 mg de MPAfueron inculados junto con el tras­
plante subcutaneo de un fibrosarcoma singeneico (Px), se ob­
servó una disminución estadísticamente significativa de inci­
dencia tumoral; más aún, los pocos animales en los cuales el
tumor creció murieron muchomás tarde que los controles. Con
el excipiente del MPAse obtuvo un efecto exacerbante del cre­
cimiento del fibrosarcoma cuando éste fue inoculado mediante
trócar; en cambio, cuando el inóculo tumoral se hizo mediante
una suspensión celular,no hubo diferencia entre los controles
con excipiente y con solución fisiológica. En los experimentos
en los cuales se inoculó primero el tumor y luego, dias más
tarde, elMPA',se encontró sólo un retardo en la aparición de
los tumores; estos resultados son difíciles de evaluar ya que
el excipiente a veces ejerció el mismoefecto. Por ende,fse
puede concluir que este fibrosarcoma murino, una vez iniciado
su desarrollo, no responde al tratamiento con progestágenos
de la misma manera que los tumores desmoides de cobayo (l, 2,
9,10) o que las fibromatosis humanasque resnonden satisfac­
toriamente al tratamiento con progesterona(4-7).

Con el fin de evaluar si el efecto inhibitorio del MPA
observado era especifico para el fibrosarcoma,se repitieron
los experimentos utilizando dos tumores de otra estirpe histg
lógica: una leucemia linfoide (LB) y un carcinoma indiferen­
ciado (CFT). Con la leucemia se obtuvo una disminución de la
incidencia tumoral similar a la que se obtuvo con el fibrosar­
coma, mientras que con el carcinoma sólo se observó un retardo
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en su crecimiento. Es interesante hacer notar que las células
linfoides y los fibroblastos neoplásicos hayan respondido de
una manera similar al tratamiento con MPA,ya que tanto los
fibroblastos (13) comolas células linfoides (143) son célu­
las blanco de los esteroides. En los experimentos in vitro
también se pudo demostrar que los fibrobalstos eran más sen­
sibles que las células epiteliales a altas concentraciones
de progesterona y de acetato de medroxiprogesterona (10'5 a
10‘4M). Teniendo en cuenta la similitud entre los resultados
in vivo e in vitro, se puede postular que el MDAactúa direc­
tamente sobre las células tumorales. Gross y col (144) postu­
laron que el MPAinhibe el factor angiogénico tumoral. Este
factor sería liberado por las células tumorales e inducirïa
la proliferación de los capilares siendo indispensable para
el crecimiento tumoral ya que si el transplante no se vascu­
lariza no puede superar un tamaño de 3 mm3. Sin embargo, nueg
tros resultados no apoyan esta explicación ya que no se obtuvo
una inhibición de crecimiento con el carcinoma.

Recientemente, Pavelic y col (145) demostraron que el MPA
no alteraba el crecimiento de un fibrosarcoma que había sido
inducido por metilcolantreno transplantado en ratones CBA.
Sus experimentos difieren de los nuestros porque usaron dosis
más bajas (l mg dos veces por semana) y porque el tratamiento
se comenzóun día después del inóculo tumoral. Por otra parte,
Markhamy col (146) obtuvieron un aumento en la incidencia de
tumores después de una única inyección intraperitoneal de Smg
de progesterona un día antes del inóculo con Virus de Sarcoma
de Moloney. Tanto los tumores virales (147) como los inducidos
por metilcolantreno (148) son fuertemente inmunogénicos lo que
hace difícil discernir entre un efecto directo de la hormona
sobre las células tumorales y el efecto inmunosupresor que
tienen los progestágenos (22). En nuestros experimentos, este
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último efecto del MPAsería irrelevante debido a que se ha
demostrado que los tres tumores utilizados no son inmunogé­
nicos (149).

Otro de los objetivos de esta tesis fue evaluar el efecto
de la progesterona sobre el crecimiento in vitro del fibrosag
comamurino. Se evaluaron dos efectos: el citostático, o sea
determinar si la hormonainhibia la proliferación de las célu­
las tumorales en cultivo, y el citolitico, es decir, si se
producía una lisis de las células. Se encontró que la proges­
terona inhibia la proliferaCión de fibroblastos tumorales en
cultivo, en concentraciones altas que oscilan entre 0.7x10‘5M
y 10-5Mv que la curva de inhibición era muy similar para los
fibroblastos tumorales que para los fibroblastos normales.
Tambiénse evaluó si el efecto inhibitorio observado era es­
pecifico para fibroblastos. Se utilizaron dos lineas de es­
tirpe epitelial, una normal (WISH)y la otra de origen neo­
plásico (HELA)y se comprobó que la progesterona también inhi­
bïa la proliferación de estas células; sin embargo, en las
concentraciones más altas, los fibroblastos fueron un poconés
sensibles que las células epiteliales. En todos estos experi­
mentos se incubaron las células en cultivo junto con la hor­
monay con la timidina durante 24 horas. Se decidió evaluar
si incubando la hormona c0n las células durante más tiempo,
se podia obtener el mismoefecto inhibitorio a concentraciones
más bajas de progesterona: se observó que la inhibición era
similar después de 24 ó 72 horas de incubación con la hormona.
Tambiénse estudió si el efecto inhibitorio era reversible,
o sea que en un experimento, después de 48 horas de incubación
con progesterona se cambió el medio de cultivo y se agregó
medio sin hormona, comprobándose asi que el efecto era rever­
sible ya que el número de cuentas (cpm) aumentó significativa­
mente. Se pudo confirmar este efecto citostático de la proges­
terona sobre las células en cultivo al observarse una dismi­
nución en el número de mitosis por campo, descartando asi la
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posibilidad de que altas concentraciones de progesterona hayan
interferido con la penetración de 3H-Timen la célula, dando
falsos datos de inhibición de crecimeinto (130). Nuestros re­
sultados coinciden con los de Hackney y col (150) quienes tra­
tando de demostrar que la progesterona y el cortisol se combi­
nan con el mismoreceptor en fibroblastos de la línea L 929,
demostraron también inhibición de crecimiento en el mismorango
de dosis que nosotros. Este rango de concentración es muysi­
milar al usado por otros autores que observaron que la proges­
terona inhibía la proliferación de linfocitos inducida por an­
tígenos (128), mitógenos (126-128) o células alogeneicas (129,
130). Esta concentración de proqesterona_si bien parece ser su­
prafarmacológica es la encontrada en placenta humana (22).

El acetato de medroxiprogesterona (MPA)es más insoluble
que la progesterona; sólo se puedieron obtener soluciones hasta
7x10-5Mya que por encima de esta concentración se formaban
cristales. Cuandose repitieron los exnerimentos de incorpora­
ción de 3H-Timutilizando MPAtambién se observó una inhibición
de crecimiento celular similar a la obtenida con progesterona
sin embargo, esta inhibición no fue total ya que no se pudieron
alcanzar las concentraciones con las cuales se obtuvo una inhi­
bición completa con progesterona. Lo que si llama la atención
es que las células epiteliales (WISH)no se inhibieron con es­
tas concentraciones de MPA.Los resultados obtenidos con fibro­
blastos embrionarios son discordantes. En los cultivos prima­
rios de embriones, por más que los fibroblastos predominan,
siempre hay algunas células epiteliales. Unaposible explicación
podría ser que en el experimento en el que se observó menor in­
hición con la hormona, hubiera habido más células epiteliales
que en los cultivos de los otros dos experimentos.

Así comose evaluó la especificidad de los progestagenos
sobre distintos tipos celulares se determinó también la especi­
ficidad de la prOgesterona comparadocon otros esteroides. Para
ello se utilizaron cortisol y dexametasona; el primero es un
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corticoide natural y el segundo uno sintético. Se comparó la
incorporación de 3H-Timpor fibroblastos embrionarios incuba­
dos durante 24 horas con concentraciones crecientes de pro­
gesterona, cortisol y dexametasona. Se observó que ninguno de
los corticoides produjo una acentuada inhibición de crecimien­
to. Si bien se dice que los corticoides inhiben la prolifera­
ción de fibroblastos, el efecto comienzaa visualizarse recién
al tercer dïa de incubación. Este efecto es bien diferente al
descripto para la progesterona ya que no es inmediato, no es
reversible, se produce con concentraciones más baja de hormo­
na (lO-7M) y estaría mediado por receptores (151, 152). Tenien­
do en cuenta que es conocido en diversos sistemas experimenta­
les gue la progesterona en alta concentración se combina con
el receptor para glucocorticoides (42), se podría pensar que
el mecanismode acción de la progesterona en la inhibición de
la proliferación de los fibroblastos involucra estos recepto­
res; sin embargo, las diferencias señaladas hacen pensar que
se trata de otro mecanismo. Stites y col (135) también han de­
mostrado que la inhibición de la proliferación de linfocitos
por progesterona y cortisol siguen caminos diferentes y tam­
poco creen que en este sistema la progesterona actúe por inte­
racción con los receptores de glucocorticoides, sino que su­
gieren que ésta actuarïa directamente sobre la membranaplas­
mática de las células interfiriendo con funciones celulares.
Ya hemos mencionado anteriormente (Introducción) que exis­
ten algunos efectos de los esteroides que no estarían mediados
por receptores, entre ellos, el efecto anestésico que tiene
la progesterona en alta concentración, lo cual involucrarïa
cambios en la membrana plasmática (153).

Para evaluar el efecto citolítico de la progesterona se
utilizaron dos métodos: l) marcación de las células con 51Cr,
incubación durante tres horas con la hormona y medición del
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51Cr liberado al sobrenadante y 2) observación de los cultivos
por microscopía óptica. En el primer caso,el tiemho del ensayo
no pudo ser más largo debido a la alta liberación espontánea
de las células en cultivo. Se demostró que sólo los fibroblas­
tos,tanto embrionarios comotumorales, se alteraban en presen­
cia de alta concentración de progesterona. En el caso de las
células epiteliales, se observó que las tratadas con la hormo­
na tenian menor liberación espontánea que los controles por lo
cual se obtienen datos negativos. Comoya se demostró que las
células epiteliales tratadas con estas concnetraciones de pro­
gesterona no se dividen, una posible explicación podría ser
que la liberación espontánea de los controles se deba a que
algunas células se encuentren en'división, en cambio comolas
tratadas con la hormona no se dividen, liberan menos cromo que
los controles. Las observaciones con microcopïa óptica confir­
maronlos resultados anteriores; mientras que los fibroblastos
tanto normales comotumorales presentaban alteraciones impor­
tantes, no se observó ningún tipo de daño celular en los culti­
vos de células epiteliales. El daño celular observado en culti­
vos de fibroblastos tratados 24 ó 48 horas con progeSterona fue
similar al observado por otros autores (13) después de incubar
durante varios días fibroblastos con concentraciones de gluco­
corticoides del orden de 10'7M. Los cambios consistieron en
acortamiento de las prolongaciones citoplasmáticas, grandes
vacuolizaciones y degeneración nuclear.

Al encontrar una inhibición del crecimiento de tumores
trasplantables con AMP,pareció importante investigar el-efec­
to de esta hormona sobre la inducción de tumores por cuerpo
extraño, es decir sobre tumores que se producen comoconse­
cuencia de la implantación subcutanea de un cilindro de vidrio
(140). Los resultados demostraron que cuando la hormona se ino­
culaba en la vecindad del cilindro de vidrio habia una disminu­
ción en la incidencia de sarcomas y en el ritmo de su aparición.
Cuandoel AMPse inoculó en el flanco contralateral al cuerpo



*‘

a“

124

extraño, la incidencia tumoral también resultó menor pero el
ritmo de aparición de los tumores fue el mismo que en los con­
troles. El tratamiento con MPAno produjo alteraciones histoló­
gicas de los tumores. El proceso que conduce a la tumorigénesis
por cuerpo extraño ha sido discutido recientemente por Farber
y Cameron (92). De acuerdo a Brand y col (101), involucraria
múltiples etapas durante las cuales una célula preneOnlásica
se transformaria progresivamente en una célula neoplásica fun­
cional; este cambio tendría lugar en la cápsula fibrosa que
rodea al cuerpo extraño. Los cambios que tendrían lugar en los
diferentes pasos no están delimitados; Brand (101)considera que
un error espontañeo o mutación en la célula parental podria ser
el primer paso hacia el desarrollo del cáncer. Tambiénconsi­
dera que el sistema inmune no estaría involucrado ya que de­
mostró que estos tumores no son inmunogénicos (98). Una com­
prensión de las consecuencias de la exposición a un cuerpo
extraño usando modelos experimentales es importante comobase
para evaluar riesgos similares en el hombre. En los últimos
años se ha observado un aumento significativo en la exposición
humanaa cuerpos extraños o polímeros plásticos, particular­
mente con el aumento del uso de implantes mamarios y otras pró­
tesis, pero aún no se ha observado un aumento significativo de
sarcomas asociados al cuerpo extraño (154). Muchosinvestiga­
dores (91, 155) sugieren que el factor limitante con respecto
a la experiencia en el hombre es el tiempo; en roedores, el
tiempo de latencia de estos tumores es largo (101) y por lo
tanto sugiere que en humanostodavía no ha transcurrido sufi­
ciente tiempo. Sin embargo, algunos autores consideran que la
carcinogenesis experimental inducida por un cuerpo extraño
tiene su contrapartida en el hombreen algunos sitios especi­
ficos, comoser la vescícula en relación a la formación de
cristales de colesterol (91,151), la vejiga urinaria con la
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esquistosomiasis crónica (156) y el pulmón después de la expo­
sición a asbestos (156-158). Las similitudes consisten en la
inducción de una fibrosis crónica por las fibras de asbestos,
los cristales de colesterol o los huevos Schistosoma. En estos
casos, el uso del acetato de medroxiprogesterona podría tener
un efecto potencialmente preventivo en el hombreinhibiendo la
formación de la fibrosis alrededor del cuerpo extraño. Ya que
se ha demsotrado los efectos antiinflamatorios de los proges­
tágenos, es muy probable que inhiban la inducción de tumores
por cuerpo extraño, disminuyendo la fibrosis alrededor =del
mismo; muchos autores (91,104,101) han sugerido que el grado
de fibrosis alrededor del cuerpo extraño está correlacionado
con la incidencia de sarcomas. g

Unresultado inesperado fue la aparición de adenocarcinomas
mamarios en hembras tratadas con MPA.El poder carcinoqénico
de los progestágenos no está bien establecido; existen algu­
nos trabajos que demuestran que el tratamiento con estas hor­
monas lleva al desarrollo de tumores de mama,pero los resul­
tados no son todavía claros (159). Bischoff y Bryson (160)
demostraron que no hubo incremento de la incidencia tumoral
cuando ratones hmebras de la cepa Marsh fueron inoculados con
5 mg de AMPpor vía intramuscular a los 3 meses de edad, re­
pitiendo esta dosis un mes después en el flanco contralateral,
los animales siguieron en observación durante 20 meses. En
perras Beagle, Finkel y col (160) observaron un aumento en el
número de nódulos mamrios cuando administraron 2,5 ó 62,5 mg/
kg de AMPcada tres meses; con la dosis más alta también en­
contraron mayor incidencia tumoral que en los controles.
Nagasaway col (162) sugierieron que la prOgesterona actuaba
estimulando la formación de nódulos alveolares hiperplásicos
pre-cancerosos en ratones hembras de la cepa SHNportadoras
del virus de tumor de mama. Pavelic y col (145) demostraron
que la progesterona estimulaba el crecimiento de un carcinoma
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de mamaaplastico en ratones de la cepa CBA. Sluyser y col (163)
indujeron tumores de mamacon estrógenos y progesterona en ra­
tones ovariectomizados de la cepa GR; casi todos los tumores
demostraron ser hormonorrespondedores a pesar que después de va­
rios pasajes se habían transformado en hormonoindependientes.
Ninguna de las dos hormonas por sí sola fue capaz de inducir
tumores.

En la mujer, se llevaron a cabo estudios epidemiológicos
sobre el desarrollo de nódulos de mamapor un lado y sobre el
desarrollo de displasias y carcinoma de cervix uterino, por el
otro. Los resultados fueron controvertidos y dificiles de in­
terpretar, principalmente por problemas metodológicos (159).
Recientemente, en los Estados Unidos se ha prohibido el uso de
MPA-Depocomométodo anticonceptivo porque las estadisticas
sugieren que en aquellos países donde está permitido su uso
hay un incremento en la incidencia de tumores de mamay de en­
dometrio, potencialmente relacionado con el uso de la hormona
(164).

En nuestros experimentos, una observación que se hizo al
hacer la autopsia de los animales portadores de un adenocarci­
nomade mamafue la.hipertrofia de las glándulas salivales.
Se ha descripto que en hembras y en machos castrados, el MPA
se une al receptor de andrógenos en forma muyeficiente e in­
duce la secreción del factor de crecimiento epidérmico (165).
Esta observación coincide con el hecho de que en los machos no
apareció ningún tumor de este tipo, solamente se los observó
en hembras. Dado que el número de hembras utilizadas en este
enperimento fue escaso, en el momentoactual se lo esta repi­
tiendo en un mayor número. Los resultados preliminares confir­
mannuestras observaciones anteriores. Esto tendria mucha imr.
portancia dado que el MPAno sólo es usado en la terapia de
tumores hormono-dependientes sino que en muchos paises es uti­
lizado indiscriminadamente comométodo anticonceptivo y se está
comenzandoa usar en el tratamiento de fibromatosis agresivas.
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Deeste trabajo de tesis podemosconcluir que:

l) In vivo, el acetato de medroxiprogesterona (MPA),inhibió
el crecimiento de un fibrosarcoma y de una leucemia linfoblásti­
ca murina cuando fueron transplantados junto con 50 mg de la hor­
mona (depot). Cuando el MPAse administró 3 ó 7 días después del
tumor, si bien aumentó la latencia de aparición de los tumores
y la latencia de muerte, los resultados no son contundentes porque
que a veces el excipiente ejerció el mismoefecto. Con respecto
al carcinoma epidermoide indiferenciado, el MPAno alteró la in­
cidencia tumoral, sólo produjo un retardo del crecimiento del
tumor.

2) In vitro, los cultivos de fibroblastos tanto embrionarios co­
motumorales fueron más sensibles a altas concentraciones de pro­

4M) y de MPA(5 x 10-5M) que las células epitelialesgesterpna (10­
de las líneas celulares WISHy HELA.En cuanto al efecto citos­
tático de la progesterona, a pesar de que se inhibió la prolife­
ración de ambos tipos celulares, en las concentraciones más al­
tas, los fibroblastos rueron más sensibles. Esta mavorsensibili­
dad fue más evidente cuando se analizó el efecto citolítico de
la hormona: sólo los fibroblastos fueron alterados por concentra­
ciones altas de progesterona. Aunqueno se hicieron muchosestu­
dios para evaluar el mecanismode acción, parecería que se trata­
ra de un proceso a nivel de membrana plasmática y no a la unión
de receptores para progesterona o glucocorticoides.
3) El MPAdisminuvó la incidencia de sarcomas inducidos por cuer­
po extraño cuando fue inoculado en la vecindad de un cilindro de
vidrio implantado subcutáneamente en ratones BALB/c, o en el
flanco contralateral. La acción de la hormonafue más efectiva
cuando se la administró in situ ya que en este caso también fue
menor el ritmo de aparición de los tumores.

4)'Inesperadamente, el MPAindujo la aparición de adenocarcinomas
en hembras de la cepa BALB/cy portadoras de un cilindro de
vidrio.
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El objetivo de este trabajo surgió de la observación de que
la progesterona tiene efectos antifibromatogénicos en cobayos
y en el hombre. Se evaluó el efecto de la progesterona y del a­
cetato de medroxiprogesterona (MPA)sobre el crecimiento de un
fibrosarcoma murino tanto in vivo comoin vitro. También se estu­
dió su efecto sobre la inducción de sarcomas originados por la
implantación subcutánea de un cuerpo extraño (cilindro de vidrio).

In vivo, los resultados obtenidos demuestran que el MPAdis­
minuyó la incidencia tumoral cuando se lo inoculó junto con el
transplante de fibrosarcoma. Cuandoel tratamiento hormonal se
comenzódías después del inóculo tumoral no hubo efecto sobre
su crecimiento. Se obtuvieron resultados similares'con un trans­
plante de una leucemia linfoblástica mientras que no se observó
una disminución en la incidencia tumoral con un carcinoma epider­
moide indiferenciado.

In vitro, también se demostró que los fibroblastos tanto embrio­
narios comotumorales fueron más sensibles a concentraciones altas
(10-5 - 10-4M)de progestágenos que las células epiteliales que
constituyen las lineas celulares WISHy HELA.Sobre fibroblastos
normales y tumorales la progesterona no sólo tuvo un efecto citos­
tático sino que también por encima de 10-4Mse observó un efecto
citolïtico. ConMPAsólo se pudo evaluar el efecto citostático
ya que no se pudieron obtener concentraciones superiores a 7x10_5M
Este efecto fue específico para fibroblastos ya que las células
WISHno se inhibieron aún con las altas concentraciones de hormona.
En base a la alta concentración de la hormona se postula una acción
directa, no mediada por receptores sobre las células tumorales tanto
in vivo como in vitro.

En cuanto al efecto del MPAsobre la tumorigénesis por cuerpo
extraño, se observó una disminución en la incidencia de sarcomas
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inducidos por la implantación subcutánea de un cilindro de vi­
drio. Esta disminución fue más evidente cuando se inoculó la hor­
monaen la vecindad del cuerpo extraño que en el flanco contra­
lateral; en el primer caso no sólo disminuyó la incidencia tumo­
ral sino que también fue menor el ritmo de aparición de los sar­
comas. Se postula que el efecto inhibidor del MPAsobre la induc­
ción de sarcomas se debería a una disminución en la fibrosis
que rodea al cuerpo extraño. Un resultado inesperado, pero de
gran relevancia debido al uso indiscriminado de esta hormona, fue
la aparición de adenocarcinomas en hembras portadoras de cilindro
de vidrio v tratadas con MPAya sea in situ o en el flanco contra­.¡

lateral.

Se puede concluir que si bien los progestágenos tienen un efecto
antifibromatogénico, su administración prolongada puede llevar al
desarrollo de adenocarcinomas.

ur”
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