BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Efecto de la progesterona y del
acetato de medroxiprogesterona
(MPA) sobre el crecimiento de
fibrosarcomas murinos : Estudios in
Vivo e in vitro

Lanari, Claudia Lee Malvina

1985

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biolégicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Lanari, Claudia Lee Malvina. (1985). Efecto de la progesterona y del acetato de
medroxiprogesterona (MPA) sobre el crecimiento de fibrosarcomas murinos : Estudios in vivo e
invitro. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1898 Lanari.pdf
Citatipo Chicago:

Lanari, Claudia Lee Malvina. "Efecto de la progesterona y del acetato de medroxiprogesterona
(MPA) sobre el crecimiento de fibrosarcomas murinos : Estudios in vivo e in vitro". Tesis de
Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1985.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1898_Lanari.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1898_Lanari.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1898_Lanari.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

EFECTO DE LA PROGESTERONA
Y DEL ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA (MPA)
SOBRE EL CRECIMIENTO DE FIBROSARCOMAS MURINOS:
ESTUDIOS IN VIVO E IN VITRO

Autora: CLAUDIA LEE MALVINA LANARI

Directora: Dra. CHRISTIANE DOSNE PASQUALINI

Lugar de trabajo:

SECCION LEUCEMIA EXPERIMENTAL
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES HEMATOLOGICAS
ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA

Tesis presentada para optar al titulo de:

DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS

BUENOS AIRES 1985
TSew o L899
c.

() <



¢

Isolation of Progesterone Forty years ago.

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 moment of bliss for which

the scientist would give a thousand days...

Aislamiento de la progesterona hace cuarenta anos.

Amer. J. Obstet. Gynecol., 120: 137, 1974

...La Naturaleza nos habia permitido encontrar una llave para
sus secretos y nuevos horizontes parecian abrirse. Pero lo que

recordaremos siempre fue la primera vez gque vimos los chispean-

tes y brillantes cristales, ese momento de felicidad por el

cual el cientifico daria mil de sus dias...

A. Butenandt, V. Westphal
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A MI PADRE

con aquien tuve la suerte de
poder discutir vy compartir
estns resultados.
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OBJETIVO

Durante la década del 30, Lipschutz v col (1,2) demostra
ron gue los estrbgenos inducen la formacidn de tumores fibro
blédsticos uterinos, retroperitoneales y de otras localizacio
nes cuando se los administran en forma continuada a cobayas
ovariectomizadas. En 1950, Nagel (3) los denomind tumores
desmoides por su similitud con los tumores desmoides ﬁumanos;
difieren de los fibromas por su capacidad de infiltrar teji-
dos adyacentes y ademds como no originan metéstasis era di-
ficil clasificarlos como fibrosarcomas. Cuando los cobavos
eran tratados con progesterona se prevenia la formacidén de
estos tumores (1,28,9,10). Muchos anos m&s tarde, en base a
estas observaciones, Lanari v col. (4,5,6,7) trataron con
progesterona a pacientes con tumores desmoides o fibromato-
sis agresivas obteniendo resultados muy satisfactorios. Hasta
el momento no existe otro tratamiento para las fibrosis salvo
en algunos casos la cirugia (11). A pesar de su accidn anti-
inflamatoria, los corticoides en altas dosis (12,13,14) no
resultaron Gtiles para el tratamiento de las fibrosis debido
a que sus efectos positivos eran contrabalanceados por efec-
tos colaterales (15,16,17).

En base a estas observaciones y teniendo en cuenta que
el acetato de medroxiprogesterona (MPA) es el derivado sinté
tico de la progesterona gue se usa en la terapia de tumores
hormonodependientes por su mavor facilidad de aplicacidén (18,
19,20), se decidi6 estudiar el efecto de este derivado de 1la
progesterona sobre el crecimiento de un fibrosarcoma en el
ratén v sobre la incidencia de sarcomas inducidos por un cuer
po extrafo en experimentos realizados tanto in vivo como in

vitro

8]
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1. PROGESTERONA

1. Secrecidn y metabolismo

La progesterona puede ser considerada la mds primitiva de
las hormonas esteroideas. Su sintesis a partir del colesterol
requiere sblo dos pasos enzimaticos, oxidacidn y clivaje, para
formar pregnenolona que lueaqo es transformada en proagesterona.
Su secrecifn comienza justo antes de la ovulacidn en. el folicu-
lo que est& destinado a ovular (21). También se 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 v tejido
fetal, produce una gran cantidad de progesterona mientras que
en otros tipos de placenta como la epiteliocordial (cerdo, ca-
bra y conejo) la broduccidn es escasa (22). La sintesis y se-
crecidn de progesterona se encuentran bajo el control de la
hormona Juteinizante ‘LH) cuyo efecto estimulante esté mediado
por el AMPc (23). L& progesterona secretada por el cuerpo 1G-
teo es la responsable del desarrollo de un endometrio secretor.
Este efecto estd mediado por un receptor especifico cuva sin-
tesis est8 inducida por el estradiol secretado en la fase fo-
licular del ciclc menstrual (24). La sintesis del recentor es
inhibida por la misma wrogesterona (25) gue impide ademés 1la
resintesis de los recentores de estradiol (26). Por estas ra-
zones bioquimicas entre otras, la caida abrunta de la proues-
terona al final del ciclc es el determinante princioal del
comienzo de 1a menstruacidn. Si la duracidén de la fase lutea
es artificialmente proloncada por tratamiento con brogesterons,
pueden ser inducides cambios deciduales en el estroma simila-
res a los de le prefiez temprana. Cuando ocurre la fecundacidn,
la vicda funcional del cuerpo lGteo persiste hasta cgue el tro-

foblasto en desarrollo secreta su LH v gonadotrofina coridnica
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a la circulacibn materna. En humanos, durante el segundo o
tercer mes de embarazo, la placenta comienza a secretar estr&-
genos y progesterona reemplazando la funcidén del cuerpo amari-
llo. Las concentraciones crecientes de procesterona gue ocurren
en la gestacidn son de gran importancia para mantener la prenez,
particulamente considerando que la misma suprime la contracti-
lidad uterina y gque podria contribuir a un estado de "inmunidad
de trasplante" previniendo el rechazo inmunoldgico del feto
(27). A pesar de la gran produccidn de progesterona, su concen-
tracibén en tejido uterino no es tan alta debido a su metabolis-
mo en el higado asi como también en el endometrio y miometrio
(28) . En los machos se encuentra una concentracidn plasm&tica
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 luteinica (29). En humanos la pro-
gesterona es principalmente degradada en el higado en 5 beta
pregnano 3 alfa diol (pregnanediol). Este y otros metabolitcs
son después conjugados en el hfigado con &cido glucurbnico y
excretado por los rinones. El metabolismo hep&tico abarca
aproximadamente las 2/3 partes de todos l1os caminos metabdli-
cos y un 10 % es excretado por bilis y heces.

Estudios recientes han senaladc la importancia del meta-
bolito de progesterona 20 alfa dihidroprogesterona. Se sugiere
que la activ:dac biolbgica del mismc seria de la mitad a la
cuarta varte de ia progesterona (30); este reduccibdbn a un pro-
ducto menos activo serviria para disminuir la actividad prec-
gestacicnal durante la fase luteal del ciclo. En la piel la
progesterona es reducida a 5 al:& dihidroprogesterona por la

5 alfa reductase microsomal (31).



2. Mecanismos de accién

a. Genbmicos (Esquema 1)

En general la progesterona como otras hormonas esteroides
ejerce su efecto biolbgico a través de la unidn con un recep-
tor especifico (32). De acuerdo al modelo cl&sico, los este-
roides entran a la célula por difusi6n pasiva, se unen a re-
ceptores citoplasmdticos protéicos de alta afinidad y luego
de un proceso de activacibn el complejo hormona-receptor es
traslocado al nficleo; se une luego a la cromatina induciendo
la sintesis de RNA que codifica para las proteinas que est&n
involucradas en la actividad bioldgica, entre ellas, ovalbfi-
mina, andina y uteroglobina (33). A pesar de que la funcibn
de la uteroglobina no estéd establecida, se ha comprobado gue
se une a la progesterona manteniendo los niveles altos de 1la
misma en el fluido uterino (34). Actualmente se discute si
los receptores citoplasm&ticos estdn en el nficleo y se encuen-
tran en el citoplasma por artificios de té&cnica. De acuerdo
a este nuevo modelo la hormona esteroide entraria directamente
al nicleo donde se combinaria con su receptor especifico (35,
36) contrariamente a lo descripto para el modelo clé&sico (37,
38,39).

Los argumentos que mds apovan la teoria de que los este-
roicdes actfian via sintesis macromolecular son: el hecho de
gque inhibidores de sintesis de ARN y proteinas también blo-
guean las respuestas inducidas por esteroides, la demostracibn
de un periodo de 20 6 30 minutos hasta varias horas o dias
entre la entrada de la molécula a la célula y la respuesta
biolbégica (40) v pcr Gltimo el hecho de gque la sintesis ma-
cromolecular puede continuar por varias horas o dias después
de la remocibn del esteroide (41). Una caracteristica de estos

receptores es gue exhiben muy alta afinidad por la molécula

wn
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DIAGRAMA SIMPLIFICADO DE LA ACCION DE HORMONAS ESTERCIDEAS
MEDIADAS POR RECEPTORES EN UNA TIPICA CELULA BILANCO ( 18)
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gue 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).

El modelo de accibn de hormonas esteroideas a través de
receptores no es suficiente para explicar todos los fendmenos
hormonales. Recientemente algunos autores (43,44) demostraron
que la progesterona y otros esteroides son capaces de promover

la maduracidn de ovocitos de Xenopus laevis a pesar de que

estas células no contienen receptores para progesterona. Estos
autores sugieren gue la hormona ejercerfia su efecto a través
de la membrana plasmitica, por ejemplo, un aumento de calcio
podria activar la sintesis de proteinas utilizando ARN mensa-
jeros preexistentes. Estos efectos no estarian sujetos a in-
hibidores de la sintesis de RNA, son répidos y de ré&pida re-
cuperacibén luego de la remocidn del esteroide. Uno de los
efectos directos descriptos para la progesterona es el efecto
anestésico (45). Las concentraciones necesarias para la expre-

sién de este efecto estén en el orden farmacoldgico de 5x10™°M.

3. Actividad antihormonal de la progesterona

La progesterona adem&s de unirse a su receptor especifico
debido a la estereoespecificidad puede interferir con los si-
tios de unibén ée distintas proteinas con actividad hormonal

(enzimas y recentores).

a. Actividad_antiestrogénica_de_la_progesterona

___________________ e — —— ——————— ——— T — — —— ———— ——

En el endometrio y probablemente también en las céluleas

de la glé&ndula mamaria la actividad antiestrogénica de la pro-
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gesterona estd mediada por dos mecanismos: 1) la proagesterona
antagoniza la capacidad de las cé&lulas uterinas de responder
a estradiol decreciendo la cantidad de receptores citoplasmé-
ticos de estradiol (46) y 2) la progesterona induce la 17
beta hidroxiesteroide deshidrogenasa involucrada en la con-
versidn de estradiol a estrona (47,48) por lo menos en huma-
nos, aparentemente no en ratas (49).

En el endometrio esta enzima estd localizada en el epi-
telio glandular influenciando la regulacibn de su actividad a
la acci6bn biolbgica del estradiol. Por ejemplo, las mitosis
son inhibidas en el epitelio glandular vy 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-
sién celular inducida por estrbgenos (50) que induce la dife-
renciacidén celular (51). En glandula mamaria, se ha observado
que grandes dosis de estrbgenos inducen en ratones hembras
ovariectomizadas la proliferacién del sistema tubular, dila-
taciébn de los conductos, formacidn de quistes y aparicidn de
fibrosis del tejido conjuntivo. Cuando se administra proges-
terona en combinacibén con estradiol, la gl&ndula mamaria se
desarrolla normalmente (52,53). Un antagonismo entre estra-
diol y progesterona también se encuentra en cerebro. Los es-
trbgenos parecen favorecer la epilepsia mientras que la pro-
gesterona ha demsotrado tener un efecto antiepiléntico (54).
En cobavos, la administracidn continuada de estrbgenos conduce
a una reaccibn fibromatogénica que es contrarestada con la

administracién de progesterona (1,2).

La testosterora, para poder unirse a su receptor especifi-

co en las celulas tarcet, debe reducirse primero a dihidro-

-~



testcsterona mediante la enzima 5alfa reductasa (55). Se ha
demostrado que esta reduccién enzimdtica es competitivamente
inhibida por progesterona (56). También se ha descripto que
la progesterona y la dihidroprogesterona inhiben la unidén de
la dihidrotestosterona con su receptor cspecifico en prdstata
de rata (57). Ambas hormonas pueden inhibir adem&s la reduc-
cibén de dihidrotestosterona en 3 alfa y 3 beta androstanedio-
les en muestras de piel de mujeres (58). La demostracidn del
efecto inhibidor de la progesterona en dos niveles imnortan-
tes de la secuencia de accidn androgénica da apovo bioguimico

a la eficiencia de la progesterona como antiandrdgeno natural.

La capacidad de la progesterona de aumentar la excrecidn
de sodio sblo en presencia de mineralocorticoides activos ha
sugerido un antagonismo a nivel tubular (59). Se han obtenido
evidencias bioguimicas que la progesterona podria inhibir 1la
unidn de la aldosterona a los receptores de mineralo y gluco-
corticoides, o sea que la progesterona induciria natriuresis
a través de la inhibicién de la unibn de la aldosterona con

los receptores de mineralocorticoides (60).

4. Progestéaencs cintéticos

Desde 1950 se hicieron muchos esfuerzos para obtener agen
tes procestacionales con actividad prolongada y con mayor efec-
tividad oral gue la procesterona. La mayoria de estos compues-
tos sintéticos son derivados de 17 alfa acetoxiprogesterona
(derivados precgnanos) y de 19 nor testosterona (derivados es-
tranos). La mavoria no son especificos para receptores de
progesterona solamente y son capaces de unirse a recentores

de estrécenos, andrbagenos, o glucocorticoides. Los derivados
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pregnanos, entre los gue se encuentra el acetato de medroxi-
progesterona (MPFA), tienen alta afinidad por los receptores
de progesterona pero poca afinidad por las proteinas plasmé-
ticas transportadoras como la transcortina. No manifiestan
actividad estrogénica o androgénica y tienen baja actividad
gonadotrdpica; son rapidamente metabolizados. Los derivados
estranos tienen una vida media mavor gue los pregnanos, tie-
nen alta actividad estrogénica y un efecto antigonadotrdpico

mayor que los pregnanos (61).
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II. TUMORES

En la actualidad se conocen numerosos factores etiologi-
camente asociados a la formacid6n de tumores. FEstos factores
pueden ser intrinsecos o extrinsecos con respecto al indivi-
duo; entre los primeros merecen considerarse la herencia, la
edad, el estado hormonal, la competencia inmunoldgica y entre
los Gltimos los carcinbgenos fisicos, quimicos y virales. Se
debe mencionar, ademas, la importancia epidemiolbgica de
ciertas variables geogrdficas que vinculan de un modo dificil
de precisar algunos de los factores antedichos (62).

Para el propbsito de esta tesis se va a tratar en especial
la relacibén entre tumores v hormonas y la tumorigenesis in-

ducida por agentes fisicos o inducida por un cuerpo extrano.

1. Tumores hormonodependientes

En la iltima década muchos tumores (endometrio, mama, prods-
tata, leucemia, carcinoma renal, melanoma) han sido considera-
dos hormonorelacionados v en algunos casos hormonoresnondedores
(63).

El concepto de hormonodependencia deriv6 de modelos experi-
mentales de tumores inducidos por la administracidn prolongada
de hormonas (64, 65, 66). La falta de induccidn tumoral por
la hormona antagonista, la evidencia de regresidn tumoral des-
pués de la manipulacién endbcrina v la existencia de recepto-
res hormonales como marcadores bioauimicos son evidencias para
considerar a un tumor comc¢ hormonodependiente (67, 68, 69).

Es necesario senalar que la induccidén de tumores por hor-
monas est& muy influenciada por los factores genéticos. La
administracibén prolongada de estrbgenos produce distintos tI-

pos de tumores seglin la esmecie o cepa que se utilice. Después
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de la administracidn continuada de estrbagenos en machos y
hembras ovariectomizadas de Svrian hamsters se desarrollan
carcinomas renales (65) que retrogradan con tratamiento de
progesterona y cortisona (70). La influencia sexual en la
tumorigénesis renal estad tambi&n demostrada por el hecho de
que los perros machos desarrollan muchos més tumores que

las hembras. Ratones de la cepa C57 desarrollan tumores hi-
pofisiarios cuando son tratados con estrdgenos mientras gque
los ratones de las cepas A y JK desarrollan tumores inters-
ticiales de testiculos después del mismo tratamiento. Si se
cruzan los animales de la cepa C57 vy A o JK, la progenie,
cuando es tratada con estrbgenos, desarrolla tumores de hi-
pbfisis y de testiculos de modo que las dos suceptibilida-
des se transmiten & la descendencia vy no son incompatibles
(71). En otras cepas de ratones, el tratamiento estrogénico
provoca tumores linfoides (72). En ratas tratadas con estrd-
genos se describieron adenocarcinomas mamarios (73).

Los experimentos que se han realizado con el propfsito
de producir fibromiomas uterinos, ilustran claramente la
necesidad de una susceptibilidad inherente a la especie,
raza o individuo,ademés del estimulo hormonal que los pre-
cipita. A pesar de considerarse como enorme el nQmero de
ratas, conejos v otros mamiferos de laboratorio tratados con
estrbcenos, nunca se obtuvieron fibromas uterinos; en cambio
en el cobavo se originar tumores fibrosos no s6lo del endo-
metrio sino de todos los tejidos dependientes del peritoneo
y retroperitoneo, en toda la cavidad abdominal y toréxica,
los cuales fueron estudiados principalmente por Lipschutz y
col. (1,2). Estos autores los atribuven a una reaccidn tumc-
ral fibrecsa con algunas fibras musculares lisas originadas
probablemente ée una proliferacibn del epitelio celbmico. La
progesterona y otros esteroides con actividad luteoide pre-

vienen la formacidbn de estos tumores.



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 anos se utilizaban dosis de MPA de 100 a 200 mg
por dia. Como los resultados gque se obtenian no. eran muy bue-
nos, el uso de progestlgenos fue abandonado casi por completo.
Sin embargo, en los Gltimos anos se probaron dosis m&s altas
(500-1500 mg por dia) obteniéndose en algunos casos resultados
satisfactorios (76-77). El mecanismo de accibdn del MPA no estéa
completamente elucidado pero podria actuar a través de una in
teraccibdn con los receptores de progesterona especificos e in
hibiendo el crecimiento de las células cancerosas a través de

una accidén directa sobre el tejido tumoral.

b. Distintas_hipbStesis gue_explican_la actividad_antitumoral

Estas incluyen:
i. efecto directo sobre las cé&lulas tumorales
ii. efecto androgénico directo
iii. actividad glucocorticoide directa o mediada por un producto
metabblico del MPA

iv. efecto antigonadotr6pico

i. Efecto directo sobre las céluvlas tumorales: Debido a 1los

4 @

mGltiples efectos endocrinolégicos del MPA la mavoria de los

autores se han inclinado a investicar 1os efectos directos
sobre las células de céncer de mama. Una gran herramienta para
este tipo de estudio es la linea celular MCF-7 derivada de una

efusién pleural ée c&ncer de mama con cariotipo humano en le
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cual se encontraron receptores para estrdgenos, progest&gencs,
andrbgenos, glucocorticoides, hormona tiroidea e insulina (79,
80). Concentraciones fisiolbégicas de estrbgenos (107 2M) aumen-
tan la incorporacién 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 10~8M de MPA pero si se administra estra-
diol se vuelve a los valores controles (78). Los autores des-
cartan que se trate de un efecto inhibitorio inespecifico de-
bido a la mayor sensibilidad de las cé&lulas MCF-7 en compara-
cibén con las KB o por el antagonismo entre estradiol y MP2.
Un efecto antagbnico del crecimiento celular ha sido también
observado por Leung (82). De acuerdo con_este autor, la pro-
gesterona estaria involucrada en la requlacidn negativa de
los niveles de receontores de estrbgenos (ER). Por otra parte,
los receptores de progesterona (PgR) estarfan bajo control de
estr6genos gquienes modularian los niveles de receptores de
PgR en cé&lulas MCF-7 (83); o sea que la accidn antagonista de
los progestdgenos con respecto a la accibn estrogénica seria
de naturaleza no competitiva interfiriendo en la reutiliza-
cidén de la molécula ER que resulta en una disminucidn de con-

centracién en el tejido"target" o blanco.

E i , ER, - (Pg - PgR)
+
E Pg
l ,
(E - ER) M PgR
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Las cé&lulas CG5, una variante de la linea celular MCF-7,
son altamente sensibles al efecto proliferativo de los estrd-
genos (84). Concentraciones de 1010 - 10-8M de MPA producen
una inhibicibén del 40 % (dosis dependiente) pero este grado
de inhibicibn no se aumenta aungue las concentraciones de AMP
se aumenten hasta 10~6M. Cuando se afiade estradiol 10~9M al
medio de cultivo con distintas concentraciones de MPA, no hay
inhibicifén por eso se considera que el MPA deberia ser méas
activo en pacientes post-menopafisicas con bajo nivel de estr6-
genos circulantes. Cuando las células son pretratadas 3 dias
antes con estradiol, la inhibicidén con MPA es mavor probable-
mente porque el estradiol estimula la sintesis de PgR (85).

Es importante senalar que el efecto sobre la sintesis de DNA
se presenta en menor concentracidn con el esteroide sintético
que con la progesterona misma, lo que podria estar dado por
una mayor afinidad del MPA,por el PR o una capacidad diferen-
te de ser traslocada al nficleo (78).

Otras evidencias que demuestran que probablemente sea un
efecto directo sobre las células son: la gran correlacidn que
existe entre los pacientes con estudio de recentores de estr&
genos y progesterona positivos y el &xito del tratamiento con
hormonas. El1 hecho de gque un tumor sea receptor positivo no
significa que esté& funcionalmente activo, asi se explica por-
qué 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 correlacibn estricta entre la

histologfia y la capacidad de responder a las hormonas.

ii. Efecto androgénico directo: Se ha postulado gque el MPA po-

dria tener actividad androgénica por competicidn con los re-
ceptores andrbgenicos. Tambi&n se ha demostrado gque los andr&-

‘genos tienen cierta actividad en cdncer de mama humano. Pero
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Lippmany col. (79) comprobaron gue in vitro las cé&lulas MCF-7
pueden ser estimuladas con concentraciones fisiolbgicas y far-
macolbgicas de 5 alfa dihidrotestosterona, por lo tanto difi-
cilmente el MPA inhiba el crecimiento de las cé&lulas tumorales

por este mecanismo.

iii. Actividad glucocorticoide directa o meédiada por un producto

metabblico del MPA : Estd descripto que la progesterona se

une a los receptores de glucocorticoides de cé&lulas de carci-

noma mamario (42) y también es sabido que &stos son capaces

de inhibir el crecimiento de diferentes lineas celulares con
receptores (88) y como ya se mencion6 anteriormente las cé&lulas
MCF-7 poseen receptores para glucocorticoides. Si bien el MPA
podria inhibir el crecimiento de c&lulas MCF-7 mediante este
mecanismo, estos autores (78) no apoyan esta hipbtesis debido
a la mayor actividad in vitro del MPA con respecto a la dexa-
metasona; mientras é&sta inhibe el crecimiento en concentracio-
nes de 10°’M el MPA lo inhibe a 10-8M. A nivel de organismo
existe evidencia de trasformacidén metabb6lica de MPA. De hecho
se ha aislado el producto metabdlico, 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 biolbgico de este

producto no se conoce,

iv. Efecto antigonadotrbpico: Este efecto podria contribuir en

el caso de tumores hormonodependientes (88), pero no seria
el finico ya que el mismo se logra con dosis m&s bajas de MPA

que no son suficientes para ejercer un efecto antitumoral. (78)

[

2 .Tumorigenesis por cuerpo extrano

La mera implantacidn de un cuerpo extranfo, como una peli-

cula de pl&stico, lleva al desarrollo de tumores en ratones

[SE)
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por un fendmeno conocido como tumorigénesis por cuerpo extrano.
Si la implantacibn es subcuténea los tumores que se originan
son sarcomas (91,29), si la implantaci6n es intraperitoneal se
forman plasmacitomas (93).

Resultados de numerosos experimentos indican que la inci-
dencia tumoral estd fuertemente influenciada por el tipo y cur-
so de reaccibn a cuerpo extrano. La forma, tamano o propiedad
de la superficie serfan de mayor relevancia que la naturaleza
guimica del mismo (91). Asi como las cepas de ratones endocria-
dos difieren en su suceptibilidad a la inducci6n de tumores
por diversos cancerigenos (94) esto también ocurre con el pro-
ceso de tumorigénesis por cuerpo extrano; entre las cepas su-
ceptibles se encuentran por ejemplo la BALB/c, CBA/H, LP/J Vv
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+,
argir6filos y con sustancia filamentosa parecida a la lamina
basal, b) productores de colageno focal y c) con prominentes
acumulaciones citoplasmiticas de microfilamentos en el 60-100%
de las cé&lulas (97). Se cree que no hay ninguna accién del
sistema inmune en la induccibén de estos tumores debido a su
falta de antigenicidad (98). Se hicieron muchos intentos para
determinar el origen y la identidad de las células preneoplé-
sicas. Si bien las células m&s conspicuas en la reaccidn de
cuerpo extrano son monocitos, macrb6fagos y fibroblastos, estas
no son consideradas las c&lulas progenitoras; estudios ultra-
estrucutrales de las células tumorales sugieren gque cumplirfan
ese rol células pluripotenciales mesenquimales gue poseen
caracteristicas morfolbgicas consistentes con células de 1la

microvasculatura. La cé&lula endotelial, la cé&lula muscular

17
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lisa y el pericito fueron también considerados como probables
células parentales (99).

Pareceria que el proceso de tumorigenesis por cuerpo ex-
trano dependeria. de una serie de eventos donde cada etapa po-
dria proveer condiciones especificas para la maduracién pre-
neopldsica. Varios factores estarfan etiol6gicamente involu-
crados y toda la secuencia seria importante para el desarrollo
tumoral (100, 101). '

Primera etapa: Iniciacib6n de la reaccidn inducida por el

cuerpo extrano resultando en la activacién de c&lulas con de-

terminaci6n neoplésica

Durante la implantacién del cuerpo extrano y durante las pri-
meras semanas, monocitos y células tipo macrb6faqos, polimor-
fonucleares asi como ocasionales fibroblastos infiltran el
medio ambiente del cuerpo extraho. Luego hav crecimiento capi-
lar igual que en la cicatrizacidn. Del doceavo dia en adelante
la superficie del cuerpo extrano estid totalmente cubierta por
macr6fagos. Durante este primer mes ya ha sido posible demos-
trar la existencia de células preneopl8sicas en el tejido de
reaccidn pero no en firme contacto con el implante (100). Una
posibilidad es que las cé&lulas preneoplésicas habrifan adqui-
rido su determinacibén preneoplésica en un sitio distante al
cuerpo extrano. La din@mica de la reaccidn seria lo que esti-
mularfa la divisibén, la proliferacibn y la actividad funcional.
Esta probabilidad aumentaria durante la proliferacidn celular
forzada por un error en el sistema de regulacidén de la célula
especialmente cuando se divide (101). No se sabe bien porqué
son las cé&lulas de la microvasculatura las gque adauieren el

potencial neopldsico y no otro tipo celular como macrdfagos
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o fibroblastos; podria deberse a una predisposicibén intrinsica
o al hecho de que estas son células parentales proliferativas

mesenquimdticas con un ciclo celular muy largo.

Sequnda etapa: Fase de maduracién preneopl8sica dependiendo

de la fibrosis producida por el cuerpo extrano

Durante el segundo mes post-implantacibén se va formando una
cidpsula de tejido conectivo fibroso alrededor del cuermno ex-
trano (102). En esta etapa todavia no se ha demostrado 1la
existencia de células preneoplésicas sobre el cuerpo extrano,
s1 en la cipsula fibrosa. Se ha demostrado que las propieda-
des de la superficie del cuerpo extrano influencian el gra-
do de fibrosis asi como la incidencia tumoral y la latencia
(103,104). Las especies animales difieren en su suceptibili-
dad a desarrollar este tipo de tumores lo gque parece estar
relacionado con el grado de fibrosis (101). Mientras en ratas
y ratones la reaccidédn se hace fibrdtica en 4-8 meses, en el
hombre lleva dos anos v en el cobavo varios meses. A medida
que los fibroblastos van segregando col&geno se comprimen los
capilares que luego se obliteran, de esta forma segmentos vas-
culares o pericitos podrian quedar desconectados, y al estar

sin control intercelular se dividirian y diseminarian (101).

Tercera etapa: Maduracidn preneopldsica dependiendo de quie-

sencia crbnica de la reaccibn inducida por el cuerpo extrano

El comienzo de esta etapa es la demostracidn de la existencia
de c&lulas preneopl&sicas transfereibles, en la monocapa fuer-
temente adherida al cuerpo extrano (100). El tiempo de este
evento es variable.

Histol6gicamente, se describe como una reaccidn quiesocente, sin
embargo hay proliferacidén de células adheridas al cuerpo ex-

trano (102). De algGn modo,el factor que lleva a la quiesencia
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harfia madurar a las células preneoplésicas.

Cuarta etapa: Fase de maduracibn preneoplésica dependiendo

del contacto directo de células con la superficie del cuerpo

extrano-

La etapa 3 termina y la etapa 4 comienza cuando el cohtacto
con el cuerpo extrafo es un prerequisito para que las cé&lu-
las preneoplé&sicas maduren. O sea que en esta etapa existe
una fuerte adherencia de estas cé&lulas con el cuerpo extraho
(103, 100).

Quinta etapa: Autonomia v neoplasia:

Esta etapa comienza cuando la cé&lula neopl&sica adquiere auto-
nomia. Las cé&lulas se despegan a invaden el tejido de la

capsula.

- - T — — ——— ————— O ——— — — —————

Plasmacitomas: Se han registrado diferencias de respuesta en

machos y hembras. En un experimento se desarrollaron plasma-
citomas en el 57 % de los machos vy en el 26 % de las hembras;
cuando los ratones fueron gonadectomizados, se obtuvieron tu-
mores s6lo en un 29 % de los machos y en un 61 % de las hem-
bras. En hembras tratadas con testosterona, se observd un gran
aumento de la incidencia de estos tumores comparado con los
controles.

Progesterona (0,01 mg/dia) v estradiol (0,1 mg/dia) inhibieron

la induccibén de plasmacitomas (105).

Sarcomas: En este caso también se ha demostrado una diferente
suceptibilidad seglin 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 excepcibn 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 estrbfgenos
tendrian un efecto promotor en la formacibén de estos tumores
vya que es conocido que esta hormona tiene un efecto promotor
en los 6rganos "target"y que las células mésenquimales de 1la

microvasculatura tendrian receptores para estrb6genos (107).

21
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DESARROLLO DE LAS FIBROSIS

La formaci6bn de tejido fibroso es el proceso usual de
reparacién después de casi todo tipo de daho. En el caso més
simple de curacidn de una herida la fibrosis restaura los
tejidos danados y a pesar de gue muchas veces la estructura
original del tejido no se recupera, el producto final es ade-
cuado tanto funcional como estructuralmente. Sin embaroco, hay
circunstancias en las cuales hay acumulacién anormal de tejido
fibroso en forma de escaras hipertr&ficas o queloides v adhe-
siones peritendinosas e intraabdominales. En otras situaciones
como cirrosis hepédtica y fibrosis pulmonar la acumulacidn de
tejido fibrbtico interfiere seriamente con la funcidn del te-
jido danado (198).

El tejido fibroso es el producto final de la respuesta
inflamatoria, una respuesta gue conduce a la invasidén de fi-
broblastos en proliferacibdn en la regidn danada. En las pri-
meras horas subsiguientes a la formacidén de una herida se en-
cuentran proteinas séricas, fibrina y agregados plaguetarios.
Las plaguetas segregan un factor que provoca la proliferacidn
de fibroblastos; luego aparecen neutr6filos que son reemplaza-
dos por monocitos que son el tipo celular predominante después
de las 72 horas. El monocito es el precursor del macrdfago. E1l1
precursor del fibroblasto, al menos en heridas y granulomas no
es ni el monocito ni los fibrocitos adyacentes involucrados,
sino las células indiferenciadas mesenquimdticas originadas en
el tejido vascular que migran al area danada. Cuando se dife-
rencian en fibroblastos, se dividen y desarrollan un aparato
secretor, miltiples nucleolos, reticulo endoplasmético y apa-
rato secretor de Golgi. Las mitosis celulares continfGan hasta
gue las células estdn en contacto. Cuando cesanh las mitosis

y cesa la migracibn comienza la sintesis de los componentes
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del tejido fibrbdtico (108).

Todas las moléculas de coldgeno consisten en tres cadenas
polipéptidicas que forman un 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 colé&geno
se puden aqgregar en fibrillas; estos agregados estdn unidos por
enlaces covalentes. Se han aislado 5 tipos diferentes de cade-
nas alfa que dan origen a 4 tipos de col&geno diferentes. Exis-
te algfin grado de especificidad en el tipo de coladgeno encon-
trado en los distintos tejidos. El coldgeno de la fibrosis
parece ser tipo 1, igual gue en hueso, dermis, tenddén, cbrnea

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

‘Se ha postulado que sobrenadantes de monocitos estimulados
por silica aumentan la sintesis de col&dgeno por fibroblastos
y estimulan la proliferaci6n de los mismos (111,112), sin em-
bargo los estudios in vitro son un poco contradictorios ya
gue otros autores (113) han observado inhibicibén de la sinte-
sis de colégeno por sobrenadantes de monocitos estimulados con
antigenos. Todavia se necesitan mas estudios para establecer
la validez de los ensavos con factores fibrogénicos. En muchas
fibrosis no est& claro si la sintesis de col8geno est& aumen-
tada o si est& inhibida su degradacidn como por ejemplo en la
esclerodermia.

El col&geno nativo es extremadamente resistente a la degra-
dacibn proteolitica a pH fisiolégiéo. La sintesis de colageno
en animales adultos es muy lenta; por ejemplo, en rata se ha
demostrado que la vida media es de un ano (114). Baijo ciertas
condiciones fisiolbgicas, las fibras de colageno pueden ser
degradadas por enzimas especificas, colagenasas VvV proteasas

gue operan de un modo selectivo y conservativo. La colagenb-
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lisis no estd bien comprendida. Estudios de la evolucidbn del
itero postparto han demostrado que hay una gran dependencia

hormonal (115,116). También se ha demostrado que las diferen-
tes formas genéticas de col&geno no exhiben igual suceptibi-

lidad a la accidn de la colagenasa.

1. Progesterona y fibrosis

El efecto antifibr6tico y anti-adherencia que posee 1la
progesterona se comprob® por un lado con la inhibicibn de tu-
mores fibrosos inducidos por estrégenos en cobavos (1,2) y por
otro lado en estudios que tratan de demostrar el rol de la
progesterona en la preﬁe{, el cual segln diferentes autores
(20,27 ) seria el de preQenir el atague inmunolbdgico de la
madre hacia un feto semialogeneico. Siiteri y col. (27) im-
plantaron por via subcuté&nea en el flanco de ratas, tubos de
silastic,con o sin progesterona, envueltos en algoddén o piel
de hamster. Después de una semana observaron gue los tubitos
vacios estaban rodeados de un granuloma y adheridos a la fa-
cia subyacente. Los tubitos con progesterona no aeneraron
ninguna respuesta inflamatoria. El transplante de piel de
hamster colocado sobre el tubito con la hormona se mantuvo
viable mé&s de 35 dias mientras gque en los controles no so-
brevivi6 mds de 10 dias. Los resultados con injertos de piel
en animales tratados con progesterona son poco consistentes
y dependen de la dosis administrada. Krohn (117) v Hulka (118)
no obtuvieron aumento de sobrevida de aloinjertos de piel en
coneios tratados con la hormona, ni Medawar v col. (11°) tra-
bajando en ratones. Moriyama y Sugawa (120) observaron un au-
mento de sobrevida de cé&lulas tumorales xenogeneicas implan-
tadas en iteros de hamsters. Esta sobrevida era dependiente

de la continua administracién de progesterona (1 mg/dia) que
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fue efectiva por més de 120 dias; las células se rechazaron
después de la interrupcibn del tratamiento. E1l mecanismo por
el cual la progesterona ejerce estos efectos en el Gitero no
se conoce.

Turcotte y col. (121) observaron un aumento de sobrevida
del injerto renal en perros tratados con MPA y azatioprina
comparando estos resultados con los de perros tratados sola-
mente con azatriopina. Estos resultados, sin embargo, no pu-
dieron ser repetidos por otros autores (Lanari, comunicacién
personal). En otro sistema experimental, con la induccibén de
granuloma por carragdenina, Atkinson y col. (122) demostraron
gue la progesterona comparada con otros esteroides no tiene
acqién antiinflamatoria, con dosis de 2 mg diaria QUrante 5
dias. Sin embargo, Nakagawa y col. (123), en un modelo simi-
lar, inyectando aire en un flanco de la rata y luego invec-
tando carragenina para inducir inflamacibn, demostraron que
la progesterona, en dosis de 1 mg/kg intramuscular cada 12
hs durante 4 dias, disminuia el tamano del granuloma. Se ob-
tuvieron resultados similares cuando el tratamiento de pro-
gesterona se inicid 7 dias después de la induccidn de la in-
flamacién, o sea gue la progesterona provocd la involucidn
del tejido granulomatoso preexistente. A pesar de todo la
progesterona no tuvo efecto en la degradacibén de col&geno o
en la incorporacidén de prolina al colé&geno.

Maurer y Bonaventura (124) han demostrado gque cobayas tra-
tadas con progesterona desarrollan menos adherencias luego
de cirugia pélvica gue cobayas no tratadas ; Garegnani y col
( 125) observaron gue en perros inoculados con progesterona
se inhibe la formacibén de adhrencias pleurales alrededor de
gasas colocadas en el pulmdn. Estos autores comprobaron que
la progesterona actGa pasadas las etapas iniciales de la in-

flamacidn va que las diferencias con los controles no tratados
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eran minimas en los primeros 10 dias y se acentuaban al mes
de iniciado el proceso.

In vitro tambi&n se hicieron muchos estudios para inves-
tigar la accibé6n inmunosupresora de la progesterona. En gene-
ral, se estudid el efecto de la progesterona sobre la acti-
vacibén de células T por mitdgenos (126,127,128),antigenos (128)0
células alogeneicas (129,130) y se demostrd que se bloquea
la activacibd4n de células T en concentraciones de 5ug/ml a
20 ug/ml (119,127-120). Clemens y col. (130) demostraron que la
progesterona tendria al menos dos efectos sobre las cé&lulas
T activadas: primero inhibiria la sintesis de DNA cuando la
célula esti expuesta siempre a la hormona, Vv segundo inter-
feriria también con la incorporacién de Tim-3H posiblemente
blogueando el transporte de sus precursores por la membrana
plasmé&tica. En ratones, Pavia y col. (131) también observaron
que los esteroides sexuales inhiben la activaci6n de espleno-
citos por células alogeneicas pero en concentraciones un poco
mds bajas que en cultivos de cé&lulas humanas (5-10 ug/ml).
Todaviea no se ha determinado si estas concentraciones coinci-
den con las concentraciones de progesterona placentarias en
el ratén; se comprobd6, en -cambio, gque coinciden con las que
se detectaron en placenta humana (10 uM) (22). También se
demostr6 que la progesterona en las mismas concentraciones
anteriores disminuye la produccidén de células supresoras ge-
neradas en un cultivo mixto (132). Sin embargo, Holdstock y
col. (133 ) detectaron un incremento de generacidn de células
supresoras por pbrogesterona en un sistema de activacidn con
Con-A. En estos exnerimentos, 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, senalando que la
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progesterona tiene un grado de competicibén bastante razonalble
como para pensar que la inhibici6n de la respuesta inmune por
progesterona podria estar mediada a través de receptores para
glucocorticoides. Sin embargo, Stites y Siiteri (135) creen
gue aungue el cortisol produce efectos similares en las célu-
las linfoides hay bastantes diferencias en el mecanismo de
accidn, por lo cual sugieren gue la progesterona no actuaria
en células inmunes a través de la unidén a receptores de gluco-
corticoides, sino més bien se trataria de una accidn directa
sobre la membrana plasmatica (22).

Otros autores consideran que las concentraciones placen-
tarias de esteroides no son lo suficientemente altas para pen-
sar que las hormonas actfien mediante efectos directos sobre
los linfocitos (136,137). Por esta razdn sugieren que los es-
teroides podrian afectar a la respuesta inmune indirectamente
induciendo en el timo la produccidn de factores o células in-
munoregulatorias (138). En el timo se han detectado células
con receptores para estrbgenos, andrbgenos v corticoesteroides
pero no para progesterona; estos autores postulan gque son
factores timicos estimulados por estrdgenos los gue ejercen

el efecto inmunosupresor (139).
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ESTUDIOS IN VIVO

1. Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratones adultos y
de ambos sexos criados en nuestro bioterio y alimentados con

pellets de Cargill y agua ad libitum.

2. Tumores de trasplante

a. Fibrosarcoma (Px)

Este tumor fue inducido por un fenbmeno conocido como tu-
morigenesis por cuerpo extrano; aparecid 9 meses después ‘de la
implantacién subcuté&nea de un cilindro de vidrio en una hembra
BALB/c de 2 meses; se mantiene por pasajes subcutaneos seriados
en la cepa de origen. Se usaron los pasajes 56 a 135. El1 tumor

crece in situ y no da origen a metéstasis.

b. Leucemia linfoide (LB)

Este tumor apareci6 espontaneamente en una hembra BALB/c
de 6 meses de edad. Se mantiene por pasajes subcutaneos serijia-
dos en la cepa de origen Vv se usaron los pasajes 66-82. Crece
in situ hasta alcanzar un gran tamano y en la autopsia se en-
cuentra infiltracién leucémica en nbdulos linf&ticos, bazo e

higado.

Este tumor surgid 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 metastasis de pulmén.

3. Administracifén de Progesterona y MPA

Se emple6 la progesterona y el acetato de medroxiproges-
terona (MPA) en polvo de la casa Schering y el MPA en sus-
pensién de microcristales en forma de Depo Provera de la casa

Upjohn y Farlutale de Farmitalia.

Se prepar® una solucibn de 50 mg de progesterona por ml
de alcohol absoluto a 37°C. Se esterilizaron esponjas de nylon
de 1 cm3, las cuales se embebieron con 2 ml de la solucidn de
progesterona ( se embebia 0,2 ml, luego se dejaba evaporar,
luego otros 0,2 ml y asi sucesivamente). Para evitar la pérdi-
da de material las esponjas se mantuvieron suspendidas de un
hilo hasta que estuvieron bien secas. Luego se introdujeron
subcutaneamente en el flanco de hembras BALB/c. Se midi&6 1la
accidn de la progesterona mediante el control de los ciclos
estrales, obteniendo estados de metaestro-diestro caracteris-
ticos de pseudoprenez. A los 2 dias después de la implantacidn
de las esponias, se inoculd el tumor mediante trbcar en la ve-
cindad de las mismas o en el flanco contralateral. Como control

se utilizaron esponjas embebidas solamente en alcohol.

En otros experimentos se implantaron tubitos de silastic
llenos con progesterona o MPA y sellados en los extremos con
silastic e igual que en el caso anterior se inocul6 el tumor

mediante tr6car en la vecindad o en el flanco contralateral.
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Los tumores fueron inoculados en forma de fragmento sdlido
mediante trdcar o como suspensidn celular de lO5 en Minimal
Essential Medium (MEM) junto con 50 mg de acetato de medroxi-
progesterona (MPA) (Depo Provera 150 o Farlutale 500). Los
controles recibieron igual volumen de solucidn fisioldgica o
del excipiente en que est& vehiculizado el MPA. Este Gltimo
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 1 ml.

En otros exmerimentos las cé&lulas tumorales fueron inocu-
ladas primerp y luego el MPA o el excipiente fueron inocu-

lados en el dia 3 o 7 después del inbculo tumoral.

4. Tumorigénesis por cuerpo extraho

El modelo del cilindro de vidrio disenado en este labora-
torio (149) consiste en la impnlantacibén subcut&nea de un-tubo
de vidrio, abierto en ambos extremos de 2 cm de longitud v 0,7
cm de diametro. Un total de 118 animales portadores de cilindro
de vidrio fueron subdivididos en tres grupos: 1) 38 ratones
(13 hembras y 26 machos) recibieron 40 mg de MPA (Farlutale 500
Farmitalia) dentro del cilindro de vidrio una semana después
de su implantacidn. Esta administracidn se repitid en la vecin-
dad del cilindro de vidrio bimestralmente durante un ano. 2)

41 ratones (7 hembras y 34 machos) fmeron similarmente trata-
dos con MPA por via subcutéanea (s.c.) perc en el flanco con-
tralateral al cilindro de vidrio. 3) 39 ratones ( 9 hembras vy
30 machos fueron usados como controles.

Los animales fueron controlados semanalmente; cuando se
detectaba la presencia de un tumor, el animal era separado Vv

controlado diariamente. Cuando el tamano del tumor era grande
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se lo sacrificaba. Para el estudio histol6gico, las muestras
tumorales eran fijadas en FAM (formaldehido, &cido 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 la técnica de Gomori para
fibras de reticulina. Los adenocarcinomas fueron tambi&n co-
loreados con PAS. El1 efecto del MPA se controld por la sus-

pensién de los ciclos estrales.

5. Estudios estadisticos

Los tiempos de latencia del tumor se compararon mediante
el test t de Student y la-incidencia de tumores inducidos por
cuerpo extrano, asi como el ritmo de aparicidén de los mismos

se estudiaron por el an8lisis de covariancia.
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ESTUDIOS IN VITRO

1. Medios de cultivo

Se utilizb6 en todos los casos Minimal Essential Medium
(MEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) de-
complementado mara Gibco, 1% de glutamina, 0,50 ug/ml de

-

gentamicina y 1% de Anfotericina B.

2. Despegado de cé&lulas

En todos los casos las células fueron despegadas con Trip-

sina-versene al 0,2 %.

3. Cultivos celulares

Homogenatos de embriones decapitados de ratones BALB/c «e
13-17 dias de gestacibdn fueron cultivados en frascos Falcdn
3042. Luego de 5-7 dias de cultivo las monocapas celulares fueror
despegadas con tripsina versene. Después del desprendimiento
celular se inactivd la tripsina con suero fetal bovino (SFB).
Estas cé&lulas de primer repique fueron las que se utilizaron

en todos los ensavos.

Se utilizd el mismo fibrosarcoma (Px) que para los expe-
rimentos in vivo. Después del séptimo dia de pasaje seriado
singeneico, cuando el tumor todavia tenia un tamano menor a
1 cm3, se lc extrajo esterilmente v se cultivd por el método
del explento. Luego de avroximadamente 14 dias de incubacidn
en estufa gaseada se tripsinaron las cé&lulas y este primer re-
pique fue utilizado en los ensayos. Cuando se inoculd® una sus-
pensidn célular de 100.000 células en un ratén BALB/c el

tumor crecib.
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c. Linea celular HELA

Esta linea se origind a partir de un carcinoma de Qtero
de una paciente. Fue gentilmente cedida por la Dra Allonio

del Instituto Malbréan.

d. Linea celular WISH

Esta es una linea de estirpe epitelial diploide que se
establecid a partir de amnios humano y fue gentilmente ce-

dida por el Dr. Diaz del laboratorio Sidus.

4. Prueba de viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se utiliz6 la si-
guiente solucibn: az@l tripén: o0.14 %, cloruro de sodio:4,25%,
que se mezclaron en una proporcién de 4 a 1 antes de usar.

Se diluyeron las muestras en estudio 1:2 con esta solucidn y
se incubaron durante 3 minutoé a temperatura ambiente. Se con-
taron las células en camaras cuentagldbulos (Cé&maras de Neu-
bauer). Las células viables excluyen el colorante, mientras
gue las no viables lo incorporan y aparecen azuladas al mi-

croscopio 6ptico.

5. Soluciones de esteroides

Se prepararon soluciones madre de progesterona, 5x10-2M
en etanol 100° , MPA 1,9:»:10-2 M en dimetilsulfdxido-etanol
(1:1) ,dexametasona 1,6x10-2M en etanol 100°y cortisol l,5x10-2M
en etanol 1002 Para lograr las concentraciones finales de es-
teroides se hicieron diluciones de las soluciones madre en
medio de cultivo. La concentracién final de etanol no superb 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 2x10~4M para progesterona y 7x10”°M para MPA.

6. Medicidn de crecimiento celular mediante la té&cnica de

En cada hoyo de una microplaca de cultivo de fondo plano
(Falcon 3042) se sembraron suspensiones celulares de 5%104
células/ml. Se incubaron durante 24 horas, (48 hs en caso de
fibroblastos tumorales (FT) ) en estufa gaseada con 5 % de
CO, a 37°C para lograr la adherencia de las cé&lulas. Luego
se reemplazd el medio por MEM-SFB con las distintas concen-
traciones de esteroide. Como control se utilizd MEM-SFB con
diluyente de esteroide {etanol 1%). En todos los hoyos se
agregd un pulso de 1 pCi de 3H—Tim(actividad especifica 20
Ci/mM, New England Nuclear USA). Cada dilucidn de esteroide
se hizo por lo menos por sextuplicado. Luego de 24 horas de
incubacibn se tripsiné cada hoyo para despegar las células
y se inactivd la tripsina con 100 pl de MEM-SFB. Los culti-
vos se recogieron en papel Whatman GF/A por medio de un co-
sechador de células, luego se colocaron en viales con liauido
de centelleo y la radioactividad se determind en un contador
de centelleo liguido Packard 3002. Los controles con MEM-SFB
se consideraron como 100% de incorporacidn.

En otros experimentos se incubaron los fibroblastos em-
brionarios durante 72 horas en progesterona agregando la
3H-Tim en las Gltimas 24 hs del cultivo. En un experimento
los fibroblastos embrionarios con la progesterona se incuba-
ron durante 48 horas, luego se cambi6 el medio por medio sin

progesterona y se agregd la 3H-Tim para ver si el efecto era

reversible.
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INHIBICION DE CRECIMIENTO

Fibrosarcoma Embriones
10 dias 15 dias

£,

Cultivo Cultivo
10 dias 6 dias
Tripsina Tripsina
5.104 cel/ml 5.10% cel/ml
0.2 ml/hoyo 0.2 ml/hoyo
Incubacién 48 hs. 37°C 5% CO, Incubacibén 24 hs. 37°C 5% CO,

0.2 ml de PROGESTERONA (1.4-0.04.10 %M)

en MEM-SFB + 0.2 pCi de 3p-Ti (sextuplicado)
incubacidn 24 & 72 hs. 37°C 5% CO,

Se tripsina cada hovo

Se cosecha

ESQUEMA?2
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7. Medicibn del efecto citotbxico (Esquema 3)

Para medir el efecto citotb6xico se marcaron las cé&lulas
con cromato de sodio radioactivo y se midi6 la liberacibn de
S5lcr 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 habia agregado 10 pCi de Sler
(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 solucién de Hanks para eliminar la
marca no incorporada a las células. Luego se colocd MEM-SFB
con las distintas concentraciones de progesterona (0,7x10~4M
2x10"4M). Como control se utilizé MEM-SFB con etanol al 1 %

y como control del méximo de liberacién posible se utilizd
Tritén 5 % en MEM-SFB. Luego de 3 horas de incubacién a 37°C
en una atmésfera de 5 % de CO, en aire se extrajo 0,1 ml de
sobrenadante y la radioactividad de las muestras se determind
en un contador gama (Packard 3320, automético). La capacidad
litica de la progesterona se visualizb por la ruptura de las
células en cultivo y la consiguiente liberacidn al sobrena-
dante del >ler con gue estaban marcados. Para cuantificar el

efecto citotbxico se utilizd la siguiente fbrmula:

CPM experimental - CPM esponténea

% citotoxicidad =
CPM Tritbn - CPM esponténea

CPM espontédnea es la liberacidén de Cr del grupo control sin

progesterona.
Para corroborar si el lavado fue efectivo se utilizd 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 dias 15 dias
O o células
"" WISH o HELA

Cultivo Cultivo
10 dias 6 dias
Tripsina Tripsina
5.104 cel/ml 5.10% cel/ml
+ +
10 pcCi de °lcr/ml 10 uCi de >ler/ml
0.2 ml/hoyo 0.2 ml/hoyo
Incubacidén 48 hs. 37°C 5% Co, Incubacidén 24 hs. 37°C 5% COp

3 lavados con solucibén Hanks
0.2 ml de PROGESTERONA (2.4-0.7.1074M)
en MEM-SFB (sextuplicado)
Incubacibn 3 hs 37°C 5% CO,
Contar 100pldel sobrenadante

ESQUEMA 3
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8. Estudios de microscopia 6ptica

Con el objeto de estudiar el efecto de la progesterona
sobre los cultivos celulares se sembraron 25x104 células
sobre un cubre en tubos de Leighton los que se incubaron
en estufa con atmbésfera de COp a 37°C durante 24 horas para
permitir la adherencia de las cé&lulas; luego se cambid el
medio de cultivo y se lo reemplaz6 por medio de cultivo con
progesterona ( 1y 1,4x10-4M) y se incubaron los cultivos
durante 24 6 48 horas. Como control se utilizb6 medio con
diluyente solamente. Al finalizar la incubacién, las cé&lu-
las adheridas al cubreobjetos fueron fijadas en FAM, colo-
readas con hematoxilina eosina y montadas sobre portaobje-
tos para el estudio microscbpico. 'be determin6 el nQmero

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 dfias més tarde
se inoculd mediante trocar un fragmento de fibrosarcoma (Px),
no hubo ninquna diferencia en cuanto al crecimiento tumoral
comparado con los controles corresnondientes (Tabla 1). El
cuerpo extrano, 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 gque 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 decidid entonces utilizar el MPA depot (Depo Provera
de Upjohn o Farlutale de Farmitalia). Se inocularon 50 mg de
MPA junto con el trasplante de fibrosarcoma en ratones BALB/c.
En la Tabla 2 y Figura 1 se observan los resultados obtenidos.
Mientras gue en los controles inoculados con transplante tu-
moral y solucidn fisiolbébgica el tumor crecid en todos 1los
animales, en los tratados con AMP sb6lo crecib6 en un 72 % de
los ratones; adem&s la latencia de muerte en los animales
én los cuales el tumor crecid fue mavor que en los controles.
Como no se podia descartar que el efecto observado corres-
pondiera al excipiente en el cual esta vehiculizado el MPa,

se repitib6 este experimento anadiendo otro grupo control
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TABLA 1

EFECTO DE LA PROGESTERONA (P) Y DEL ACETATO DE MEDROXI-
PROGESTERONA (MPA) SOBRE EL CRECIMIENTO DE UN FIBROSAR-
COMA (Px) EN RATONES BALB/c

Progestageno(P o MPA) Latencia de
Via de.administracién Mortalidad muerte
tumor/n ) dias (X + ES)

Esponja + P + Px 12/12 100 30 + 3
Esponja + Px 11/11 100 30 +
Tubo silastic + P + Px 12/12 100 25 + 3
Tubo silastic + Px 11/11 100 25 + 3
Tubo silastic + P + Px¥* 11/11 100 38 + 2
Tubo silastic + Dx* 5/5 100 36 + 2
Tubo silastic +MPA+ PXx 9/9 100 30 + 2
Tubo silastic + Px 6/6 100 29 + 2

* implante tumoral subcuténeo en el flanco contralateral



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 * %
(dia de muerte) 13t 2 261 2 (pco,001)
Dia Tamafio tumoral (mm2)**%*
8 80 + 11** 76 + 9
11 110 + 10 300 + 36
13 155 + 23 421 + 33
15 212 + 41 529 + 46
17 214 + 39 565 + 43
19 284 + 63 687 + 39
25 476 + 71 763 + 48
* : n/total
** : X + ES
*x*x : Considerando solamente los animales en los cuales

el tumor crecib
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"Figura ] : Curvas de sobrevida de ratones BALB/c inoculados
con un fibrosarcoma singeneico (Px) junto con
50 mg de acetato de medroxiprogesterona (MPA) o
solucibn fisioldbgica
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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 solucidn fisio-
l6gica; ademds el tamano del tumor fue significativamente ma-
yor. Asi se comprobd que el MPA v no el excipiente es el res-
ponsable del efecto inhibidor observado. Se puede concluir a
partir de estos exmerimentos que el MPA cuando es inoculado
junto con un trasplante de fibrosarcoma singeneico inhibe el

crecimiento del mismo.

b- Inoculacibén de una susnensidn celular de fibrosarcoma

i. Inbculo tumoral junto con MPA:

Se evalub si el efecto inhibidor del crecimiento del tumor
Px se mantenia cuando se lo inoculaba mediante una suspensidn
celular; para ello se repitieron los experimentos anteriores
radministrando 10° células en susrensidén 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 solucidn fisiolbgica, el tumor
crecib 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 solucidn fisiolbgica.

ii. Administracién de MPA al dfa 3 del inbculo tumoral

Se evalud tambié&n que efecto tenia el MPA cuando era ad-
ministrado dias después del inbéculo tumoral. Como puede verse
en la Tabla 5, no hubo diferencia significativa en el creci-
miento tumoral y mortalidad entre los grupos tratados con 50
mg de progesterona, exciniente o solucibén fisiolbgica 3 dias

después del inbculo tumoral. En cuanto al tiempo de latencia de



TABLA 3

EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE SOBRE UN FIBROSARCOMA (Px)
TRANSPLANTADO POR VIA s.c. EN RATONES BALB/c

I II - IIT
Px + MPA Px + Excipiente Px + Sol. Fisiol.
a
Mortalidad 4/11 (36%) 10/10 (100%)* 5/5 (100%)
Latencia ok O :

(dia de muerte) 451 6 29 t 2 35+ 4
Dia Tamafio tumoral (mm2) ***

8 92 + 34 221 + 22 62 + 26
11 248 + 62 463 + 63 184 + 25
13 578 + 78 578 + 57 265 + 37
15 328 + 105 660 + 69 304 + 20
18 491 + 193 673 + 53 403 + 46
20 457 + 196 826 + 73 377 + 24
22 583 + 218 952 + 103 495 + 20
25 643 + 237 955 + 107 607 + 46
27 690 + 220 923 + 95 727 + 79
* : n / total
* % : X + ES

***x . Considerando solamente los animales en los cuales el
tumor crecid

a : p0.01l entre I y II
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Figura 2 : Curvas de sobrevida de ratones BALB/c inoculados

Porcentaje de animales vivos

con un fibrosarcoma singeneico (Px) junto con 50 mg

de acetato de medroxiprogesterona (MPA), Excipiente

© solucibn fisiolégica

Px + Sol. Fisiol.
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B Px + MPA
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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 I1 III

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

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

Latencia de 14 + 1,9%* 17 + 2,8
aparicibn (dias) - =

Latencia de
muerte (dias) 120 42 * 3 45 hal 4

Dias Tamafo tumoral (mm2)***

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

* % x + ES

***x Considerando solamente los animales en los cuales
el tumor crecid

a p¢0.001 entre I y I1 y entre I y 111
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TABLA 5
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%)

i a
Latencia de 20 + 3,8** 28 + 4,5 13 + 1,2
aparicion (dias) - - =

Latencia de 48 + 4 62 + 6 41 + 2
muerte (dias) - -

Dias Tamano tumoral (mm2) * k%

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

* % X + ES
*** (Considerando solamente los animales en los cuales el
tumor crecib

a p(0.01 entre II y III1
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‘aparicién de los tumores, se prolongd pero los resultados

son difficiles de evaluar, ya que el excipiente tuvo un efec-

to similar al de la hormona.

iii. Administracién de MPA al dia 7 del indculo tumoral

En la Tabla 6 se observan los resultados que se obtuvieron
cuando se administr® MPA 7 dfas despu&s del inbculo tumoral.
Si bien es mayor la latencia de aparicidn de tumores, lo mismo
que la latencia de muerte en 1los animales tratados con MPA,
el porcentaje de mortalidad fue menor en el grupo control tra-

tado con excipiente

Conclusibn

Se puede concluir que el MPA inhibid el crecimiento de un
fibrosarcoma singeneico s6lo cuando fue administrado junto con
el inbculo tumoral, ya sea mediante trbcar o en suspensidn

celular.

2. Leucemia Linfoblastica (LB)

Con el fin de determinar si el efecto observado con HMP2
sobre el fibrosarcoma era especifico para el mismo o si era
un efecto inespecifico para cualquier tumor, se repitieron
los experimentos utilizando dos tumores trasplantables: una
leucemia linfoblistica (LB) y un carcinoma epidermoide indi-

ferenciado (CEI).

a- Transplante de LB mediante trb&car

Se inocularon ratones BALB/c con la leucemia LB mediante

trécar junto con 50 mg de MPA (Depo Provera) el excipiente ®

solucibn fisiolbgica. Los resultados obtenidos se observan en
la Tabla 7. Mientras en los controles el tumor crecid en to-
dos los animales, en los tratados con MPA s6lo crecib en un
25 % de los animales; la latencia de muerte fue similar en

los tres grupos.
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TABLA 6
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EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE ADMINISTRADO 7 DIAS DESPUES

DE LA INOCULACION s.c. DE BDNA 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 25 + 5,4%% 13 + 0,7 14 + 1,7
aparicidn (dias) - - -
Latencia de
muerte (dias) 57 %5 44 *+ 3 44 + 1
Dias Tamafo tumoral (mm2) ***

10 0 18 + 18 13 + 7

12 0 22 + 22 29 + 15

13 1,5 + 1,5 36 + 27 45 + 19

14 2 + 2 68 + 30 59 + 19

18 39 + 26 174 + 64 91 + 21

19 37 + 23 173 + 54- 175 + 39

20 46 + 21 221 + 55 192 + 37

27 175 + 54 472 + 54 455 + 55

33 349 + 90 740 + 95 735 + 44

* n/total

*k + ES

*** Considerando solamente los animales en los

tumor crecid

cuales el
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TABLA 7

EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE SOBRE UNA LEUCEMIA
LINFOBLASTICA (LB) TRANSPLANTADA POR VIA s.c.
EN RATONES BALB/c

Mortalidad Latencia de
Grupo n/total % muerte (dias)
*
I LB + MPA 3/12 100 19 + 2
II LB + Excipiente 12 /12 100 20 + 2
III LB + Sol.Fisiol. 5/5 25 19 + 3

*p { 0.01 entre I y III

Yy P(0.001 entre I y II

52
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‘b- Inoculacibén_de_una_suspensidn_celular_de LB

i. Inb6culo tumoral junto con MPA

Se repiti6 el experimento anterior pero inoculando las
células tumorales en suspensidn por via subcuti@nea junto
con 50 mg de MPA, excipiente o solucibn fisiolbgica (en la
misma jeringa). En la Tabla 8 se observan los resultados.
No hubo crecimiento tumoral en los animales del grupo tra-
tado con MPA mientras que en los controles hubo una mortali-
dad del 88 % en los que recibieron solucibdn fisiolbgica y

del 56 % en los que recibieron el excipiente.
ii. Administracié4n de MP2 al dia 3 del inbculo tumoral

Se evalub entonces que efecto tenfa el MPA cuando era
inoculado al dia 3 después de la suspensibn celular del tu-
mor LB. Los resultados se observan en la Tabla 9. La morta-
lidad fue similar en los tres grupos va sea el tratado con
MPA, con excipiente o con solucibn fisiolbégica; la latencia
de aparicibén de los tumores fue mayor en el grupo tratado
con MPA, aunque la latencia de muerte fue similar en los
tres grupos. Tanto en 1los tratados con excipiente como con
MPA hubieron animales que murieron sin tumor palpable, apa-

rentemente por una diseminacidn leucémica del tumor.

Conclusibn

Se puede concluir que el tratamiento con MPA inhibib el
crecimiento de una leucemia linfobl8stica murina sdlo cuando
se la administr® junto con el in6culo tumoral, ya sea mediante

trécar o en suspensibn celular.



TABLA 8

EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE SOBRE UNA SUSPENSION
CELULAR (10°) DE UNA LEUCEMIA LINFOBLASTICA (LB)

INOCULADA POR VIA s.c. EN RATONES BALB/c

54

I I1I I1I
1B +MPA 1B + Excipiente LB + Sol.Fisiol.
a
Mortalidad 0/9 (0%)* 5/9 (56%) 8/9 (88%)
Latencia de _ *®
aparicidn (dias) 21 * 1.9 15,6 + 0.8
Latencia de
muerte (dfas) »120 35 + 2,3 34,5 + 1,8
Dias Tamano tumoral (mmz)***
13 0 0 20 + 14
15 0 0 104 + 34
18 0 32 + 18 245 + 55
21 0 222 + 82 540 + 61
24 0 399 + 118 632 + 49
26 0 490 + 151 661 + 72

* n/total

folla % + ES

**%x (Considerando solamente los
el tumor crecid

animales en los cuales

a p (0.01 entrel 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 MP2A 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
k
1B + 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
< aparicién (dfas) 24,7 +39 19,4 * 4,7 19 + 2,4
- Latencia de
muerte ( dias)
con tumor 37,2 + 36 + 5,3 36 + 2,6
sin tumor 38,5 + 4, 50 + -
Dias Tamano tumoral (mmz)***
* 15 0 91 + 47 35 + 25
18 52 + 12 194 + 88 162 + 66
21 97 + 97 499 + 167 286 + 102
24 130 + 123 543 + 143 388 + 139
26 43 + 33 531 + 182 363 + 125
28 62 + 38 609 + 304 385 + 130
* n/total
** % + ES
*** Considerando solamente los arnimales er 1os cuales el
tumor crecid
3
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3. Carcinoma Epidermoide Indiferenciado (CEI)

a- Inoculacibn mediante trbcar

Ratones BALB/c fueron trasplantados con el tumor CEI sub-
cutaneamente mediante tr6car junto con 50 mg de MPA, exci-
piente o solucibn fisiolbgica. Los resultados obtenidos se
observan en la Tabla 10. No hubo diferencia de mortalidad en
los tres grupos ya que el tumor crecib6 en todos los animales.
S6lo se observ6 un aumento de latencia de muerte en los ra-
tones tratados con MPA, posiblemente porque el tumor crecib
un poco mis lentamente lo que se ve reflejado en el tamanho

tumoral.

Conclusibn

E1l MPA cuando 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
MPA inhibidé el crecimiento de un fibrosarcoma v de una leu-
cemia linfobl8stica murina cuando fueron inoculados mediante
trdcar o en suspensidn celular junto con 50 mg de la hormona.
Cuando el MPA se inoculd dias mé&s tarde que el tumor, si bien

aument® la latencia de aparici6n y de muerte de los tumores,

.los resultados no son claros porgue el excipliente & veces

ejerce el mismo efecto. Con respecto al carcinoma epidermoide
indiferenciado, el MPA no alterd la incidencia tumoral pero

produjo un retardo del crecimiento del tumor.
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TABLA 10

EFECTO DEL MPA Y DEL EXCIPIENTE SOBRE UN CARCINOMA
EPIDERMOIDE INDIFERENCIADO (CEI) TRANSPLANTADCQ POR
VIA s.c. EN RATONES BALB/c

I I1 II1

CEI + MPA CEI + EXCIPIENTE CEI + SOL.FISIOL.

Mortalidad 11/11 (100%)* 12/12 (100%) 12/12 (100%)
; a
Latencia de 83 + 6,1%* 56 + 2,8 66 + 6
muerte (dias) - - - -
Dia Tamano tumoral (mmz}
19 63 + 27%* 189 + 27 144 + 23
25 120 + 55 365 + 45 339 + 30
45 469 + 100 1029 + 78 870 + 73

*

*
Ed]
|+
t1
0

a D¢ 0.001 ente I y II
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“II. EFECTO DEL MPA SOBRE LA INDUCCION DE SARCOMAS POR CUERPO

EXTRANO

Pareci6 interesante evaluar que efecto tenfa el MPA sobre
la induccibn de tumores por cuerpo extrano. Para ello se uti-
1iz6 el modelo del cilindro de vidrio (CV) (140). Se compard
la incidencia de sarcomas en ratones BALB/c portadores de un
CV tratados con MPA en 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 muy dificil evaluar que
nfimero de animales hav que considerar en cada grupo para
calcular la incidencia tumoral.Teniendo en cuenta el nfimero
de animales vivos en el momento en gue aparecid el primer
tumor, el nfimero de sarcomas en el grupo control es de 17/35,
en el grupo tratado con MPA en el flanco contralateral, 9/30
y en el grupo tratado con MPA en la vecindad del CV, 4/30
(Tabla 11). Sin embargo este no es el nlimero real de animales
expuestos a riesgo va que muchos de ellos murieron por otras
causas, sin tumor, ¢ sea que se los considerd como tumor ne-
gative, y si hubieran vivido, a 1o mejor hubieran desarro-
liado un tumor. Es por ello que se recurrid a un método es-
tadistico extraido de un trabajo de Covelli y col (141)donde
se divide todo el tiempo que dura el experimento en interva-

los v se calcule el nGmero de animales expuestos a riesgo

en cadea intervalo mediante la f&6rmula:

n'=n-0.5 (z+w)
donde n: es el namero de animales vivos al comenzar el inter-
valo; z:el nGmero de animales que muere por otras causas y
w: animales que salen del exrerimento porgque en nuestrc
casc rechazan el cuerpo extrano.

Asi se calcula el porcentaje de fibrosarcomas como el nfimero
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TABLA 11
EFECTO DEL .MPA SOBRE LA INDUCCION DE TUMORES POR
IMPLANTACION s.c. DE UN CILINDRO DE VIDRIO (CV)
Sarcama/n* % % corregido** CaMa/nQ

MPA
intra CV 4/30 13 25,5 6/13
MPA 9/30 30 53,3 3/7
contralateral
CV solo 17/35 49 79,5 1/9

*
n nimero de ratones vivos a la fecha en que aparecid

el primer tumor.
**. teniendo en cuenta el nlimero de animales expuestos

@ 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 CV solo, los porcentajes
de sarcomas aparecidos en cada intervalo (diez semanas), lle-
gando asi al valor final de 17 %. En la Tabla 13 se observa
como fueron calculados estos valores en el grupo portador de
CV y tratado con MPA en el flanco contralateral llegando a
un valor de 53 % y en la Tabla 14 los valores para el grupo
portador de CV y tratado con MPA en 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 diferencias.en la aparicibén de tumores en los tres gru-

pos eran significativas fue necesario transformarlos en

arc sen Y% sarcomas en funcidn del tiempo para poder hacer
la distribucibén normal (142). En la tabla 15 se observan
las transformaciones que se hicieron y se encuentran grafi-
cadas en la Figura 4. Por el an8lisis de la covariancia se
demostrd que son significativas las diferencias de aparicibn
de tumores tanto en el grupo tratado con MPA contralateral
al CV como en el grupo tratado con MPA en la vecindad del
mismo con respecto al control (p{2.001). Se compararon tam-
bién las pendientes y el an8lisis demostr® que es signifi-
cativa (p{0.05) la diferencia de pendiente entre el grupo
control y el inoculado con MPA en la vecindad del CV mien-

tras que no es significativa la diferencia de pendiente

.entre el control v el arupo inoculado con MPA contralateral

al CV. Esto significa que el ritmo de aparicidn de tumores
fue diferente en el grupo tratado con MPA en la vecindad
del CV y del grupo control mientras gue en el grupo tratado
con MPA en el flanco contralateral, si bien el porcentaje
de aparicidbn fue significativamente mas bajo gue el control,

el ritmo de aparcién de los tumores fue el mismc.
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TABLA 12

CALCULO DE LAS FRECUENCIAS RELATIVAS ACUMULADAS DE SARCOMAS
EN RELACION CON EL TIEMPO DE APARICION. GRUPO CONTROL CON CV

Intervalo N° de

en saemanas n' sarcamas/n' % % acumulado
0-10 39~-0,5(0+0) = 39 0/39

10-20 39-0,5(2+0) = 38 0/38

20-30 37-0,5(0+0) = 37 0/37

30-40 37-0,5(1+0)= 36,5 2/36,5 5,48 5,48
40-50 (36-2)-0,5(1+2)= 32,5 7/32,5 21,54 27,02
50-60 (31-7)-0,5(140) = 23,5 2/23,5 8,51 35,53
60-70 (23-2)-0,5(4+2)= 18 3/18 16,66 52,19
70-80 (15-3)-0,5(1+1)= 11 3/11 27,27 79,46

n-0,5(z+w) NGmero de animales expuestos a riesgo en
cada intervalo

nimero de animales vivos al comenzar el intervalo

animales muertos por otras causas

animales que salieron del experimento (rechazaron
el CV o 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
en semanas n' Sarcomas/n' % % acunulado
0-10 41-0,5(1+0)= 40,5 0/40,5 0 -
10-20 40-0,5(2+1)= 38,5 0/38,5 0 -
20-30 37-0,5(1+4)= 34,5 0/34,5 0 -
30-40 32-0,5(0+Q)= 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
60-70 (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) NGmero de animales expuestos a riesgo en

cada intervalo
n : nimero de animales al comenzar el intervalo

animales muertos por otras causas

w : animales que salieron del experimento (rechazaron el
CV o 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/cC
* PORTADORES DE CV TRATADOS CON MPA EN LA VECINDAD DEL CV
Intervalo N°de
en semanas n' sarcomas/n' % % acumulado
0-10 38-0,5(0+40)= 38 0/38 0 -
> 10-20 38-0,5(0+1)= 37,5 0/37,5 0 -
- 20~-30 37-0,5(2+1)= 35,5 0/35,5 0 -
30-40 34-0,5(1+1)= 33 0/33 0 -
40-50 32-0,5(2+43)= 29,5 1/29,5 3,39 3,39
50-60 (27-1)-0,5(0+1)= 25,5 2/25,5 7,84 11,23
: 60-70 (25-2)-0,5(11+4)= 15,5 0/15,5 O 11,23
70-80 8-0,5(1+1) =7 1/7 14,28 25,51
n': n-0,5(z+w) NGmero de animales expuestos a riesgo en

cada intervalo

n : nOmero de animales vivos al comenzar el intervalo
z : animales muertos por otras causas
w : animales que salieron del experimento (rechazaron el

CV © murieron de otros tumores)

K J
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Figura 3 : Tumorigenesis poOr cuerpo extrano. 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 CV o en el flanco contralateral
al mismo

2
100
=
CV + MPA contralateral

4]

s O s o4 .

T 80 | CV + MPA 79¢%

- e

:

v 60

% p

0 | ____23%

[tof cTTeT T

’ Iy

> < a0 | |

< I

) P

'E lT:..—::::;.'

§ ,; 25%

c 20 | h

ol ol

(
(',_:'::::::l.'
i
]
===y
4:===d‘ N N R
30 40 50 60 70 80 semanas

ar



65

OTBAId3UT [op OIpPaW Oo3jung

£/0¢€ §‘sz 6'9v £'¢€g T€9 S‘6L SL
9'6T A | 9’'p¢e z'ze 29 z'zs S99
9'6T 2’11 viee 9'pT 9‘9¢ g‘sgt SS
90T P‘e 8'vT 99 €1¢€ Le SP
- - - - 9‘€T S‘S S¢g
‘unoe ‘wnoe ‘umnoe seuruns
‘wnde°DIeS § AUSS DIB  ‘OIES § *UNOR* OIS § AUDS OJe ‘o1es § "unoeDIES § AUSS DIe  ‘DIeS § us odusTL
AD BXIUT YdW + AD Texajerexzucd YdW+ AD AD

VYdW NOD SOdV.IVYL A AD Id SAYOAVIMOd O/d1vd SANOLYY NA NOIDI¥VJV 4d OdWAIL TId NOD
NOIDVTIY NA SVWODYdVS dd SYAVINWNDV SVAILVTIY SVIDNANDAYd SVT dd IVANIT NOIDVWIOJASNVYL

ST VIdVL

-y - "



4

(4

Figura 4 :

arc sen \Vgsarcomas(acumulados)

100|

e}
o

[oN]
o

=Y
o

N
o

66

Tumorigenesis por cuerpo extrano. Transformacidn
lineal de las frecuencias relativas (acumuladas)
de tumores inducidos por un cilindro de vidrio (CV)
en ratones BALB/c tratados con acetato de medroxi-
progesterona (MPA) en la vecindad del CV o en el

flanco contralateral al mismo

=3 o
CV + MPA contralateral

E CV + MPA

30 40 50 60 70 80
semanas
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Histolbdgicamente los tumores fueron similares en los tres
grupos e incluyeron sarcomas de cé&lulas fusiformes y sarcomas
de células redondas. Los primeros consistian en células alar-
gadas de tipo fibroblé&stico con alta actividad mitbtica (Figu-
ra 5 v 6) abundantes fibras de reticulina y buena vasculariza-
cibén. La técnica de tricrbmico de Gomori dio diferentes resul-
tados en diferentes areas, algunas células se colorearon de
azul mientras que otras de rojo sugiriendo un origen muscular;
en un caso se encontraron areas de cartilago inmaduro (Figura 7)
Los sarcomas de células redondas demostraron tener mayor grado
de atipia, con células gigantes multinucleadas mezcladas con
células poligonales neoplasicas (Figura 8).

Un resultado inesperado fue la aparicib6n de adenocarcinomas
en las hembras inoculadas con MPA, los resultados se observan
en la Tabla 11. Los tumores estaban localizados a lo largo de
la linea mamaria excepto uno de tipo seblceo ubicado en la re-
gidn perianal que infiltraba la pared muscular del recto (Fi-
gura 9). La mavoria de los tumores eran poco diferenciados
compuestos por grupos de células cilindricas atipicas con pocas
estructuras glandulares con secrecidn luminal PAS positiva (Fi-
gura 10). En la autopsia, los Gteros agrandados, mostraron gran-
des cavidades quisticas revestidas por epitelio endometrial a-
planado sin signos de secrecibn y llenas con material mucoide
v leucocitos. También se encontrd una hipertrofia de las glén-
dulas salivales.

Debido a que el nfimero de hembras utilizadas en este experi-
mento es escaso, es dificil un an8lisis estadistico pero se es-
t&n repitiendo estos experimentos en hembras debido a la impor-

tancia que tienen estos resultados preliminares.
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Figura 5: Imagen a bajo aumento de un sarcoma inducido por
cuerpo extrano, constituido por células fusiformes dispuestas
en haces de distribucidn irreaular. Existen numerosos espacios
vasculares cgue se dilatan rodeando un &rea necrdtica (arriba

izquierda) (Hematoxilina-eosina 40 X)
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Figura 6: En su proliferacidbn este sarcoma infiltra reempla-

zando casi totalmente los tejidos dérmicos.

Obsérvense algunos

foliculos atr6ficos remanentes (Hematoxilina-eosina 125 X)
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Figura 7: La fotografia muestra un area de cartilago gue
formaba parte de un sarcoma de células redondas. Los con-
drocitos muestran evidentes atipfas. El mismo tumor tenia

zonas de calcificacibn (Hematoxilina-eosina 200 X)
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Figura 8:

a un sarcoma fusocelular se observan células gigantes, algunas

multinucleacdas con citoplasma granular,

Estas células recuerdan a rabdomioblastos atipicos(Hematoxilina
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Figura 9: Adenocarcinoma de tipo seb8ceo. La lesibn
reemplaza los tejidos perirectales alcanzando sin in-

filtrarla, la muscularis mucosae.
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Figura 10: Imagen a bajo aumento de un adenocarcinoma de

mama. El1 tumor crece disociando el celular subcutéaneo y es-

td compuesto por una estructura guistica (gue estaba llena de
un flufido muco-hemorrégico) tapizada por cé&lulas neoplasicas
que muestran un crecimiento sblido. En el Srea sblida se dife-
rencian numerosas glandulas. 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 evalub el efecto citostdtico y citolitico de la pro-
gesterona sobre cé&lulas en cultivo. Para ello se emplearon

3

las técnicas de inhibicién de incorporacidn de “H-Tim y

marcacidn con 51Cr de las células, medicidn del Sler 1libe-
rado al sobrenadante después de incubar con distintas con-

centraciones de proqgesterona.

1. Inhibicibén de incorporacibn de 3g-Tim

a- Fibroblastos embrionarios murinos

i. 24 horas de incubacibn

En la Tabla 16 y en la figural2 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 inhibid el crecimiento de los mismos.ya que los
grupos experimentales incormoraron menos timidina gue los
controles. El etanol, diluyente de la progesterona no alterd
el crecimiento de las células en las concentraciones utili-

3

zadas. La disminucidn de incorporacidn de ~“H-Tim comenzd

a manifestarse en concentraciones de 8x10-6M llegando a ser

.total en concentraciones de 7-10x10~°M.

ii. 72 horas de incubacibn

También se evalud si incubando la hormona durante més
tiempo con las cé&lulas v a una concentracibén menor, se obser-
vaba el mismo efecto inhibidor. Sin embargo en la Tabla 17

se observa que después de incubar las cé&lulas durante 72 hs.

.-
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Figura 12:Efecto de la progesterona sobre el
crecimiento in vitro de fibroblastos

embrionarios murinos. Porcentaje de

=

incorporacién de 3H—Tim con respecto

a controles sin tratar .[
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TABLA 17

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

* DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS DESPUES DE 72 HORAS DE INCUBACION.
INCORPORACION DE 3H—TIM (CPM) Y PORCENTAJE DE INCORPORACION
CON RESPECTO A CONTROLES SIN TRATAR

Concentracidn EXp. 1 - .Exp. 2
de P cpM * % CPM 3
3
- 1,4 x 1078Mm 9671 + 804 119 20273 + 1126 97

1,4 x 107 M 9739 + 921 120 23341 + 840 111
1,4 x 10-6M 9526 + 1320 117 22081 + 1089 105
1,4 x 107°M 4042 + 413 50 9651 + 920 46
1,4 x 107 % 51+ 10 1 651 + 101 3
Medio 8073 + 587 20846 + 1109
Etanol 10437 + 745 18031 + 1175
* X + ES
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‘el porcentaje de incorporacibén de timidina fue igual que
cuando la incubaci6n se hizo durante 24 horas (Tabla 1l6).
iii. Reversibilidad

Con el fin de determinar si el efecto inhibitorio de 1la
progesterona era reversible o no, se compard su 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. Como se observa en la Tabla 18, los fibrobalstos

lavados incorporan mds timidina que los tratados, comproban-

dose  asi la reversibilidad del efecto.

b~ Fibroblastos tumorales murinos (24 hs. de incubaci®bn)

En la Tabla 19 v en la Figura 13 se 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 gue los controles en un rango que

oscila entre 7x10-6M y 1x10”4M.

c- Celulas WISH (24 hs de incubacidn)

En la Tabla 20 y en la Figura 14 se observan los resulta-
dos que se obtuvieron al incubar las células WISH con con-
centraciones crecientes de P, Al igual que en los casos ante-
riores la progesterona inhibi6 el crecimiento de estas cé&lulas
en un rango de concentracibdn similar a los fibrobalstos, siendo
.las células WISH un poco menos sensibles en las concentracio-

nes mas altas.

d- Celulas HELA (24 hs de incubacidn)

En la Tabla 21 y en la Figura 15 se observan los resulta-

dos gue se obtuvieron al incubar las c&lulas HELA con concen-
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REVERSIBILIDAD DEL EFECTO INHIBITORIO DE LA PROGESTERONA (P).

INCORPORACION DE

3

H-TIM POR 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-SFB

Concentraciones Exp. 1 Exp. 2
de P cpM* CPM
Control 6450 + 666 20846 + 1109
-5 a d
10 °M 2961 + 594 9651 + 920
-4 b
5x107 M 378 + 52 -

-4 c e
107%™ 108 + 59 651 + 101
Control 6656 + 1018 -

5 a d
107° M 5381 + 547 18067 + 3414
b
5x1074M 1067 + 97 -
-4 c e
10 M 580 + 35 3793 + 1182
* X + ES
a: p(0.002

b,c,d: p{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

Concentracitn Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
de P x 107°M ceM tog CPM % 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 5387+293 9  8080+1973 50 - -
7 2233+134 4 4800+467 30 - -
7 - - 435450 5 92+419 2
10 1042447 2 2576+293 16 - -
14 - 144+18 71410 1 7049 2
" Medio 61925+5694 16216+1156 92024778 4423+164
Etanol 56070+1856 22484+1715
* X + ES
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EFECTO DE LA PROGESTERONA

TABLA 20

83

(P) SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO DE
CELULAS WISH. INCORPORACION DE 3g-TIM (CPM) Y PORCENTAJE DE

INCORPORACION CON RESPECTO A CONTROLES SIN TRATAR
Concentracién Exp " Exp. 2 Exp. 3 Exp.
de P x10°M  CPM % CPM % CPM 3 CPM 3
0,22 13413+695 99 - - -
0,44 9961+291 73 - - -
0,87 7846+474 58  13052+684 81  11659+677 65  7792+324 74
1,3 8507+95 63 - - -
1,7 7217+689 53 3530+196 22  11246+654 63  7833+303 74
2,6 72414234 53 - - -
3,5 72774691 54 2129+192 13 8603+474 48  6494+1029 61
4,4 6563+476 48 - - -
5,3 5941+378 44 - - -
6,1 5450+386 40 - - -
7,0 3939+207 29 1171460 7 4688+251 26  4998+307 47
8,7 3728+163 27 - - -
11 3050+220 22 785+27 S 1249+60 7 1266+113 12
12 1314+ 91 10 - - -
14 1422+178 10 359+6 2 1200+64 7 -
18 - 3424155 2 1383+80 -
21 - 174+18 1 178724918 -
Medio 13615+735 _ 14346+879 10613+415
Etanol $% - 16168+475 10220+745

ES

-
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Figura 14:
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Efecto de la progesterona sobre el crecimiento in

vitro de cé&lulas WISH. Porcentaje de
3

H-Tim con respecto a
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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

Concentracitn Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
de P x 107 M cPM % CPM % CPM %
0,88 5317 + 132 39 5603 + 547 77 10766 + 1073 51
1,75 5551 + 223 41 4715 + 527 65 9599 + 350 45
2,6 - - 7210 + 570 34
3,5 3710 + 198 27 3917 + 164 54 5729 + 349 27
7 1867 + 94 14 2208 + 162 31 3114 + 220 15
10,5 1550 + 46 12 1748 + 102 24 2487 + 80 11
14 1493 + 122 11 463 + 37 3007 + 115 14
17,5 - 341 + 23 .
21 1653 + 93 12 - -
Etanol % 8686 + 299 5987 + 416 29800 + 1375
Medio 13515 + 348 7250 + 391 21237 + 656
* X + ES
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Figura

15:Efecto de la progesterona sobre el crecimiento
in vitro de cé&lulas HELA..Porcentaje de Incor-
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. traciones crecientes de prégesterona. El rango de inhibicién

fue similar a las otras células estudiadas y a igual que las
células WISH éstas son un poco menos sensibles que los fibro-

blastos en las concentraciones mis altas.

Conclusibn

Como se observa en la Tabla 22 y en la Figura 16,la pro-
gesterona inhibi6 el crecimiento de fibroblastos normales y
tumorales murinos a$i como tambié&n de células épiteliales en
concentraciones por encima de 4%x107%M. A pesar que el patrbén
de inhibicidén fue similar, en las concentraciones mis altas,
tanto los fibroblastos embrionarios como los tumorales fueron

un poco més sensibles que las c&lulas WISH y HELA.

2. Efecto citolitico de la progesterona

Se midid el efecto citolitico de la progesterona marcando
las células con °lcr y midiendo el isbtopo radioactivo libe-
rado al sobrenadante después de la incubacidn con concentra-

ciones crecientes de la hormona.

a- Fibroblastos embrionarios

En la Tabla 23y 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 liberacién de 2lcr fue similar o menor gue la liberacibn

"espontdnea de las células del grupo control; en concentra-

ciones mayores de 10~4M se observa que la cantidad de isb6topo
liberado al sobrenadante fue significativamente mayor que
en los controles, o sea gue se comienza a visualizar el efec-
to citotéxico de la hormona. Las concentraciones de etanol
utilizadas como diluvente de la progesterona no son citotdxi-

cas va que la liberacibén de 5>lcr 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

Concentracibtn Fibrablastos Fibroblastos WISH HELA
de P x 10"5 M embrionarios % tumorales $% % %

0,9 75+ 6 * 61 + 10 70 + 5 64 + 13

3,5 40 + 8 25+ 10 44 + 10 36 +9

a

7 8 +3 12+ 6 27 + 8 28 + 8

10 4+1 6+ 3 11+5 16 + 4
X -

X+ ES

a: p0.05 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 linea celular WISH y HELA. Porcen-

taje de incornoracidn con respecto a controles sin

[ 2

-Tim (X+ES)

Porcentaje de Incorporacibén de 34

tratar

100
S
! | O
80 } F_4 HELA
i!:;lﬁbrob.embr
i ' Fibrob. tumor.
60}
>
-
! L~
s
A
A1
40 ;j
A
A
A
f = [
20f g 2 .
/
] ? . [
7 . —
I = [ —
/ / ]
/- / Y /
0,9 3,5 7
x 10~°M Progesterona




&

L]

[ 2

EFECTO CITOTOXICO DE LA PROGESTERONA

TABLA 23

(P).

90

51

LIBERACION DE Cr

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

Concentracitn Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
deP x107M cpm” CPM % CPM 3 CPM %

0,18 - - 621466 3 -

0,35 - - 434+8 -3 -

0,53 - - 401453 -3 -

0,7 196+12 -3 436+52 2 350+27 =5 257453 4

0,85 - 418+64 1 403+49 -3 -

1 237423 -5 797431 15 387+46 -4 413+48 13

1,2 - - 443+62 -2 -

1,4 405+15 11 - 1113+132 17 897+33 42

1,6 - 10374124 24  1600+185 31 -

1,8 536+43 20 - 1252+4152 21 -

2 - 1017+45 23 1648+156 32 -

2,1 861+52 42 1082481 31 1602+81 31 -
Liberacibn 549113 380+51 523+21 190+27
esponténea - — - -
Liberacidn
méx ima 1720+102 3131+202 4015+388 1886+77
(Tritdn 5%)

Etanol 205+25 386+18 563+23 298492
* ¥ + ES
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Figural7: Efecto citot6xico de la progestérona. Liberacibn de
lcr de fibroblastos embrionarios murinos previamente
marcados después de 3 horas de incubaci6n con concen-
traciones crecientes de progesterona. Porcentaje de
citotoxicidad con respecto a la m&xima liberacidén .
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gue la liberacidn esponténea.

bE- Fibroblastos tumorales

En la Tabla 24 v en la Figura 18se observan los resulta-
dos que se obtuvieron al incubar fibroblastos tumorales mu-
rinos marcados con °Cr con concentraciones crecientes de
progesterona durante 3 horas. Al igual que con los fibroblas-
tos embrionarios, hubo un aumento del isdtopo radioactivo
liberado al sobrenadante en concentraciones mayvores a 1x10—4M

de la hormona manifestdndose asi su efecto citolitico.

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 cé&lulas
WISH marcadas con °lCr con concentraciones crecientes de hor-
mona. No se observd ninalGn aumento del is6topo radioactivo
en el sobrenadante ni con concentraciones de progesterona de
2.1x10”%M. (No se pudieron probar concentraciones més altas
por problemas de solubilidad). Incluso la cantidad de Sley
liberada al sobrenadante en casi todos los casos fue menor
gue la liberacibn espontdnea como si la hormona tuviera un
efecto protector sobre la membrana; es por eso gue todos

los valores de porcentaje de citotoxicidad dan negativos.

d- Células HELA

En la Tabla 26 v en la Figura 192 se observan los resul-
tados que se obtuvieron después de incubar durante tres horas
células HELZ marcadas con °lCr con concentraciones crecientes
de Progesterona. Al igual que en la otra linea epitelial no
se observé ningGn efecto citolitico de la hormona, ya que
nuevamente la cantidad de isb6topo liberada al sobrenadante

fue menor en los grupos tratados gue en el control manifes-
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TABLA 24

EFECTO CITOTOXICO DE LA PROGESTERONA (P).LIBERACION DEEﬂCr

DE FIBROBLASTGCS TUMORALES MURINOS PREVIAMENTE MARCADOS
DESPUES DE 3 HORAS DE INCUBACION CON P (CPM) Y PORCENTAJE
DE CITOTOXICIDAD CON RESPECTO A LA MAXIMA LIBERACION POSIBLE

Concentracidon Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
*
de P x 1074 ™ CPM CPM & CPM %
0,35 529 + 45 1
0,7 344 + 65 16 346 + 31 10 573 + 70 1
1 108 + 52 1 314 + 45 8 653 + 35 13
1,4 327 + 72 15 340 + 54 9 1028 + 153 47
1,75 484 + 53 25 558 + 65 22 1277 * 134 4¢
2,1 650 + 84 36 - -
Liberacion 88 + 37 185 + 23 516 + 46
espontanea - - -
Etanol % - 274 + 19 517 + 54
Liberacidn
. ma&xima 1664 + 109 1859 + 90 1605 + 96
(Tritén 5%)
* X + ES
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TABLA 25

LIBERACION DE 51Cr DE CELULAS WISH PREVIAMENTE MARCADAS
DESPUES DE 3 HORAS DE INCUBACION CON PROGESTERONA (CPM)
Y PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD CON RESPECTO A LA MAXIMA
LIBERACION POSIBLE

Concentracidn Exp. 1 Exo. 2 Exp. 3
dePx 107%™ cPMm 3 CPM 3 CPM

0,7 973 + 69 -6 1268 + 87 -2 586 - 24

1 610 + 13 -12 1351 + 118 -2 567 = 26

1,4 656 + 51 -12 1375+ 64 -6 547 + 25

1,7 913 + 123 -7 1032 + 61 -6 531 % 3¢ -7

2,1 784 + 62 -9 1147 + 64 -4 585 = 40 -6
Liberacion 1332 + 147 1495 + 44 1037 + 112
espontanes - - -
Btanol % 1129 + 199 1770 + 155 768 + 238
Liberacidn
mExima 7070 + 452 9559 + 777 8188 + 242

(Tritbn 5%)
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Wish (B) previamente marcadas después de 3 horas
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TABLA 26

lCr DE CELULAS HELA PREVIAMENTE MARCADAS
DESPUES DE 3 HORAS DE INCUBACION CON PROGESTERONA

LIBERACION POSIBLE

(CPM)

CON RESPECTO A LA MAXIMA

Concentracidn Exp. 1 Exp. 2 Exp 3
*
de P x 1074 M CPM % CPM ] CPM
0,7 786 + 115 =17 814 + 67 -1 486 + 47 -6
1,05 982 + i39 -13 631 + 41 -3 485 + 40 -6
1,4 1549 + 105 -3 1010 + 56 -1 413 + 17 -6
1,75 1046 + 135 -12 706 + 59 =12 799 + 126 -2
1,4 1875 + 138 766 + 67 -2 800 + 23 =2
Liberacidn 1691 + 341 938 + 62 984 + 52
espontanea - - -
Etanol ¢ 1367 + 107
‘Liberacién
méxima 7158 + 189 10347 + 202 9654 + 895
(Tritén 5%)
* X + ES
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t&ndose nuevamente este efecto "protector".

Conclusibn

La "ruptura celular" medida por liberacidn de 51Cr fue
marcadamente diferente en células de estirpe fibrobl&stica
y epitelial. Tanto las células WISH como HELA no fueron
afectadas por concentraciones de hormona que fueron citoli-
ticas tanto para fibroblastos normales como mara tumorales.
(Tabla 27 v Figura 20)

3. Visualizacibn del efecto de la progesterona sobre células

en cultivo. Estudios de microscopia bptica

El examen microscbébpico de las cé€lulas en cultivo reveld
la existencia de importantes alteraciones morfoldgicas en
los cultivos de fibroblastos tanto normales como tumorales
despues de 24-48 horas de incubacibén con progesterona 1.4 x
10~ %M: Por ejemplo, condensacibn citoplasmé&tica con vacuoli-
zacibn progresiva y picnosis nuclear (Fig27). La morfologia
de las células epiteliales no fue afectada en estas condi-
ciones pero el nGmero de mitosis por campo fue significati-
vamente ms bajo en las células expuestas a progesterona
gue en los controles (0.24 y 2.45 respectivamente). Estos
resuultados de microscopia 6ptica 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

(Incorporacién de 3H-Tim. 24 horas de incubacibn)

a- Fibroblastos embrionarios

En la Tablal2t y en la Figuraly se observan los resulta-

dos gue se obtuvieron después de incubar los fibroblastos
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TABLA 27

EFECTO DE LA PROGESTERONA (P) SOBRE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS
Y TUMORALES MURINOS Y CELULAS. PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD

I II1 II1 IV
Concentracidn Fibroblastos Fibroblastos WISH HELA
deP x 107% M ambrionarios % tumorales % % %
a*
0,7 -0,5 + 2 10 + 3 4+ 1 -8+4
b
1 4,8 + 5 7+ 3 7+3 -7+3
c
1,4 23 + 9,5 24 + 11 -7+3 -2+ 1,4
d
1,8 - 2,1 35 + 3 39 + 15 -7+03 -9+ 3,3

p¢0.05 entre I y II, entre II y IIl y entre 11 y IV
(0.05 entre II y III y entre IT v IV

0 U o

(0.05 entre 1 y II1 y entre I vV Iv

entre I v II11 y entre I y IV

[oh)
O RC o B © I &
I~
(]
(@
—

{0.05 entre II y III y entre I1 y 1V
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Figura 20: Efecto de la progesterona sobre fibroblastos

embrionarios y tumorales murinos v cé&lulas

<

WISH y HELA. Porcentaje de citotoxicidad
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Figura 21: Cultivo de fibroblastos tumorales (Hematoxilina-eosina 200 X)
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Figura 22:

Figura 23:

Cultivo de fibroblastos tumorales
sina 312 X)

Cultivo de fibroblastos tumorales
sina 1250X)

(Hematoxilina-eo-

(Hematoxilina-eo-
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Figura 24: Cultivo de fibroblastos_ﬁ

24 horas con progesterona 1,4 x 10 "M. Obsé&rvese la condensacidn
de las prolongaciones citoplasmaticas. (Hematoxilina-eosina
200 X)

umorales incubados durante
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Figura 25:

Figura 26:

Cultivo de fibroblastos tumorales tratados con proges-
terona 1,4 » 10 "M durante 24 horas (hematoxilina-eosi
na 312X)

Cultivo de fibroblastos tumorales tratados con proges-
terona 1,4 x 10 'M durante 24 horas.Observese la marcada
vacuolizacibnr citonlasmética (Hematoxilina-eosina 1250X)
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Figura 27:

Figura 28:

Cultivo de fibrohlastos tumorales tratados con proges-
terona 1,4 x 10 M durante 48 horas. Observese la mar-
cada vacuolizacidn citoplasmética (Hematoxilina-eosin

500X)

Cultivo de fibrg?lastos tumorales tratados con proges-
terona 1,4 x 10 "M durante 48 horas Observese la conde
sacién irreaular de la cromatina (Hematoxilina-eosina

1250X)
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TABLA 2 8

EFECTO DEL ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA
VITRO DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIQOS.
INCORPORACION DE SH-TIM (CPM) Y PORCENTAJE DE INCORPORACION
CON RESPECTO A CONTROLES SIN TRATAR

CRECIMIENTO IN

(MPA) SOBRE EL

Concentracién Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
de P2 x 10”°M cpm * 3 CPM 3 CPM %-
0,35
0,69 18854 + 1118 94 1788 + 577 69 1621 + 170 41
1,4 19002 + 1122 95 1148 + 114 44 2353 + 234 60
2,8 12578 + 722 63 1302 + 257 26 1089 + 170 28
4,2 10545 + 930 53 - -
5,5 11536 + 1140 58 360 + 33 14 359 + 83 9
Medio 20019 + 1198 2593 + 566 3951 + 569

106
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Figura 29: Efecto del acetato de medroxiprogesterona (MPA)
sobre el crecimiento in vitro de fibroblastos
embrionarios. Porcentaje de incorporacidén de

3H—Tim con respecto a controles sin tratar
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embrionarios con concentraciones crecientes de MPA. Se ob-
serva gue los cultivos tratados con MPA incorporan menos
timidina que los controles. La inhibicibn a la concentracidn
5x10-5M no es total vy no se puede ensavar concentraciones

mé&s altas por la falta de solubilidad de la hormona.

b- Fibroblastos tumorales

Como se observa en la TablaZy la incorporacidn de 3H-Tim
por los fibroblastos tumorales es mucho menor en los trata-
dos con MPA que en los controles. Al igual gue en los fibro-
blastos embrionarios la inhibicibén no es total a la méxima

concentraciédn que se puede obtener (Figura 30).

c- Cé&lulas WISH

Como se observa en la Tabla 3V a diferencia de lo que ocu
rrfia con los fibroblastos, no se observa menor incorporacién

de timidina en los tratados con MPA que en los controles (Fig 31)

Conclusibén

Como se observa en la Tabla 31y en la Figura 32 el MPA in-
hibibé el cregimiento de fibroblastos normales y tumorales en
concentraciones de0,7x10-5a 5x10~°M obteniendo hasta 27-31 %
de inhibicibén comparado con controles sin tratar, en cambio
no inhibidé la proliferacibén de las cé&lulas WISH en las mismas

condiciones.

III. COMPARACION DEL EFECTC DE LA PROGESTERONA, CORTISOL Y
DEXAMETASONA SOBRE LA PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS
EMBRIONARIOS

Para comprobar si el efecto inhibitorio obtenido se debia

a la alta concentracibn de esteroide se compard el efecto de



109

ST + Nm X
0ZbS + TE6VS gzzy + 09180T 8LL+ 2076 - TOI3UC)
bb2Z + €1096 - - PL6 + SESKE % (T:1) 3d-SWa

GE  €VOE + bOV6T 9¢ 2Z6T + STE6E - - 6'9
g€  LOTZ + TpOTZ Ov 9SLZ + OLLEY vz TE€C + 0522 0Z 925 + LS69 5‘s
b 198 + L1222 6 T90Z + LBTES . - - 6'¢C
Zv  ISh + 88T€C 29 90v8 + ££6L9 T2 €€Z + OL6T LS 9L6Z + ZhL6l 8'C
ZL €827 + ££962 ZL  22ST + LZ9LL S9 PSE + €009 8L SEET + L00LZ b1
690

% WdD % WdD % WdD % . WdD Wg 0T Xygw oP

vt -dxg3g £ dxqg rARR S Y45 | T dxg UQTIORIFUBDUO)

dYLVEL NIS SITOHINOD V¥V OLDAJISAY NOD NOIDWIOJUOINI
dd dLVUINADYO0d A (WdD) WIJrH € Jd NOIDVUOJHYOONI “SHIVIOWNL SOLSYIgoddId Ad
OdLIA NI OLNIIWIDAYUD Td JUUOS (VdH) VNOHIALSAHOAdIXOUUIW IA OLVIADV TAA OLDIJH

6 ¢ VIdVvd



'
n

1

110

ura 30 : Efecto del acetato de medroxiprogesterona sobre
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el crecimiento in vitro de fibroblastos tumorales.
. . . 3 .
Porcentaje de incorporacién de “H-Tim con respecto

a controles sin tratar
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EFECTO DEL ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA (MPA)
CRECIMIENTO IN VITRO DE CELULAS WISH.
3H-TIM (CPM) Y PORCENTAJE DE INCORPORACION CON RESPECTO

A CONTROLES SIN TRATAR

TABLA 30

INCORPORACION DE

111

SOBRE EL

Concentracidn Exp. 1 Exp Exp. 3
de MPA x 107°M CPM * & CPM % CPM %
0,35 10294 + 649 84 - -

c,69 10616 + 339 86 - -

1,4 10591 + 440 86 - 7467 + 183 79
2,8 11165 + 833 91 11203 + 688 93 6570 + 183 €9
4,2 8807 + 311 72 10190 + 254 84 9285 + 288 98
5,5 8846 + 165 72 10898 + 594 90 8932 + 312 94
6,9 9702 + 595 79 10450 + 284 86 8630 + 482 91
DMS-Et (1:1) & 11421 + 724 11868 + 875 9085 + 415
Control 12291 + 964 12116 + 217 9568 + 590
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Fiqura 31X Efecto del acetato de medroxiprogesterona sobre el
crecimiento in vitro de células WISH. Porcentaje

de incorporacién con respecto a controles sin tratar
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TABLA 31

EFECTO DEL ACETATO 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 111
Concentracibn Fibroblastos Fib;oblastos WISH
de MPA x 10™°M embrionarios % tumorales % %
0,7 68 + 15* - -
1,4 66 + 15 72 + 3 g3 + 4
2,8 39112a 46 + 9 84 + 8
5,5 27+15b 31 + 6 85 + 7

113

X + ES n= 3
a: p(0.05 entre I y III y entre I1 y III
b: p{U.Us entrce L y IIT y p(0.ul entre IT y III
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Efecto del acetato de medroxiprogesterona (MpA)
sobre el crecimiento in vitro de fibroblastos
embrionarics v tumorales murinos y de la linea
celular WISH. Porcentaje de incorporacidn de

3H-Tim con respecto a controles sin tratar
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la progesterona con otros esteroides: la dexametasona y el
cortisol. Como se observa en la Tabla 32 la inhibici®n de
la proliferacidén fue mucho m&s acentuada con progesterona

que con los otros dos esteroides.

Se puede concluir que en experimentos in vitro, la proges-
terona v el MPA fueron capaces de inhibir la proliferacidén
de fibroblastos. Esta inhibicibén si bien se manifest® en con-
centraciones farmacolbgicas 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 gue las c&lulas epiteliales también fueron inhibidas
con progesterona, los fibroblastos mostraron ser mds sensi-
bles en las concentraciones mas altas. Esta mavor sensibili-
dad se vio mé&s acentuada cuando se analizb el poder citolitico
de la hormona, ya que sb6lo los fibroblastos fueron danadas
con concentraciones altas de la misma. Si bien no se hicieron
muchos estudios para dilucidar el mecanismo de accién, parece-
ria gue no estd mediado por receptores va que las concentra-

ciones de esteroide son altas, el efecto es rapido y reversi-

ble.
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TABLA 32

COMPARACION DEL EFECTO DE LA PROGESTERONA, CORTISOL Y
DEXAMETASONA SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO DE FIBROBLASTOS
EMBRIONARIOS MURINOS DESPUES DE 24 HORAS DE INCUBACION
INCORPORACION DE “H-TIM (CPM) Y PORCENTAJE CON RESPECTO AL
CONTROL SIN TRATAR (19265 + 615 CPM)

I II II1I
Concentracidn Cortisol % dexametasona % progesterona %
10—8 M 22169 + 458" 115 16660 + 302 75 17683 + 502 92
1077 M 20029 + 831 104 19777 + 760 102 19743 + 990 102
- a
10 6 M 21278 + 708 21395 + 783 111 16342 + 363 85
- a
10 > M 22844 + 1826 118 18335 + 718 95 9498 + 341 49
a
1074 M 15026 + 457 78 12646 + 884 66 204 + 13 2
* X + ES

a: p{0.001 entre 1 y I1I y entre 11 y III
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El objetivo de este trabajo de tesis ha sido investigar
el efecto de 1la progesterona v del acetato de medroxiproges-
terona (MPR) sobre fibroblastos neopl&sicos de origen murino.
Se evalub este efecto, por un lado, sobre el crecimiento de un
fibrosarcoma tanto in vivo como in vitro y por el otro sobre
la induccibébn de sarcomas por tumorigénesis por cuerpo extrano.

Cuando 50 mg de MPA fueron inculados junto con el tras-
plante subcutaneo de un fibrosarcoma singeneico (Px), se ob-
sexvd una disminucidén estadisticamente significativa de inci-
dencia tumoral; m&s afin, los pocos animales en los cuales el
tumor crecid murieron mucho m8s tarde que los controles. Con
el excipiente del MPA se obtuvo un efecto exacerbante del cre-
cimiento del fibrosarcoma cuando &ste fue inoculado mediante
trbcar; en cambio, cuando el inbculo tumoral se hizo mediante
una suspensidn celular, no hubo diferencia entre los controles
con excipiente v con solucidn fisiolbgica. En los experimentos
en los cuales se inoculd primero el tumor v luego, dias mas
tarde, el MPR', se encontrd sblo un retardo en la aparicidn de
los tumores; estos resultados son dificiles de evaluar ya que
el excipiente a veces ejercid el mismo efecto. Por ende,  se
puede concluir que este fibrosarcoma murino, ‘una vez iniciado
su desarrollo, no responde al tratamiento con progestégenos

de la misma manera que los tumores desmoides de cobavo (1, 2,

9,10) o que las fibromatosis humanas que responden 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 histo
18gica: una leucemia linfoide (LB) y un carcinoma indiferen-
ciado (CFT). Con la leucemia se obtuvo una disminucidn de la
incidencia tumoral similar a la que se obtuvo con el fibrosar-

coma, mientras gque con el carcinoma s6lo se observd un retardo
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en su crecimiento. Es interesante hacer notar gue las células
linfoides y los fibroblastos neoplasicos hayan respondido de
una manera similar al tratamiento con MPA, ya qgue tanto los
fibroblastos (13) como las células linfoides (143) son célu-
las blanco de los esteroides. En los experimentOs in vitro
también se pudo demostrar que los fibrobalstos eran m&s sen-
sibles que las células epiteliales a altas concentraciones

de progesterona y de acetato de medroxiprogesterona (10”2 a
10-4M). Teniendo en cuenta la similitud entre los resultados
in vivo e in vitro, se puede postular gque el MPA act@a direc-
tamente sobre las cé&lulas tumorales. Gross y col (144) postu-
laron que el MPA inhibe el factor angiogénico tumoral. Este
factor seria liberado por las células tumorales e induciria
la proliferacién de los capilares siendo indispensable para
el crecimiento tumoral ya que si el transplante no se vascu-
lariza no puede superar un tamano de 3 mm3. Sin embargo, nues
tros resultados no apoyan esta explicacidn ya gue no se obtuvo
una inhibicién de crecimiento con el carcinoma.

Recientemente, Pavelic y col (145) demostraron que el MPA
no alteraba el crecimiento de un fibrosarcoma que habia sido
inducido por metilcolantreno transplantado en ratones CBA.

Sus experimentos difieren de los nuestros porque usaron dosis
mé&s bajas (1 mg dos veces por semana) y porque el tratamiento
se comenzd un dia después del inbculo tumoral. Por otra parte,
Markham v col (146) obtuvieron un aumento en la incidencia de
tumores después de una Gnica inyeccién intraperitoneal de 5mg
de progesterona un dfa antes del inbculo con Virus de Sarcoma
de Moloney. Tanto los tumores virales (147) como los inducidos
por metilcolantreno (148) son fuertemente inmunogé&nicos lo que
hace dificil discernir entre un efecto directo de la hormona

sobre las células tumorales y el efecto inmunosupresor que

tienen los progestagenos (22). En nuestros experimentos, este



LY )

»*

120

Gltimo efecto del MPA serfa 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 fibrosar
coma murino. Se evaluaron dos efectos: el citost&tico, o sea
determinar si la hormona inhibfa la proliferacidén de las cé&lu-~
las tumorales en cultivo, y el citolitico, es decir, si se
producfa una lisis de las células. Se encontrd que la proges-
terona inhibfa la proliferacidn de fibroblastos tumorales en
cultivo, en concentraciones altas que oscilan entre 0.7x10"°M
y 10™oM v que la curva de inhibicidn era muy similar para los
fibroblastos tumorales que para los;fibroblastos normales.
También se evalub 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-
pldsico (HELA) y se comprobd que la progesterona también inhi-
bia la proliferaci6n de estas cé&lulas; sin embargo, en las
concentraciones mas altas, los fibroblastos fueron un poco mé&s
sensibles que las células epiteliales. En todos estos experi-
mentos se incubaron las células en cultivo junto con la hor-
mona y con la timidina durante 24 horas. Se decidid evaluar
si incubando la hormona con las células durante m&s tiempo,
se podia obtener el mismo efecto inhibitorio a concentraciones
m&s bajas de progesterona: se observ6 que la inhibicidn era
similar despufs de 24 6 72 horas de incubacidn con la hormona.
Tgmbién se estudid si el efecto inhibitorio era reversible,

0 sea gue en un experimento, después de 48 horas de incubacibn
con progesterona se cambib el medio de cultivo y se agregd
medio sin hormona, comprobdndose asi que el efecto era rever-
sible ya que el nimero de cuentas (cpm) aumentd significativa-
mente. Se pudo confirmar este efecto citost&tico de la proges-
terona sobre las cé&lulas en cultivo al observarse una dismi-

nucién en el n@imero de mitosis por campo, descartando asi 1la
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posibilidad de gue altas concentraciones de progesterona havan
interferido con la penetraci6n de 34-Tim en la cé&lula, dando
falsos datos de inhibici6n de crecimeinto (130). Nuestros re-
sultados coinciden con los de Hackney y col (150) gquienes tra-
tando de demostrar que la progesterona y el cortisol se combi-
nan con el mismo receptor en fibroblastos de la linea L 929,
demostraron tambié&n inhibicidn de crecimiento en el mismo rango
de -dosis que nosotros. Este rango de concentracid4n es muy si-
milar al usado por otros autores que observaron gque la proges-
terona inhibia la proliferacibn de linfocitos inducida por an-
tigenos (128), mitbgenos (126-128) o cé&lulas aloageneicas (129,
130). Esta concentracidn de ‘progesterona si bien parece ser su-
prafarmacolbédgica es la encontrada en placenta humana (22).

El acetato de medroxiprogesterona (MPA) es mds insoluble
gue la progesterona; s6lo se puedieron obtener soluciones hasta
7x10-5M ya que por encima de esta concentracidn se formaban
cristales. Cuando se repitieron los exnerimentos de incorpora-
cién de JH-Tim utilizando MPA también se observé una inhibicién
de crecimiento celular similar a la obtenida con progesterona
sin embargo, esta inhibici6n no fue total ya que no se pudieron
alcanzar las concentraciones con las cuales se obtuvo una inhi-
bicién completa con progesterona. Lo que si llama la atencidn
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 mads que los fibroblastos predominan,
siempre hay algunas cé&lulas epiteliales. Una posible explicacibn
podria ser que en el experimento en el gue se observd® menor in-
hicidén con la hormona, hubiera habido m&s cé&lulas epiteliales
gue en los cultivos de los otros dos experimentos.

Asi como se evalud la especificidad de los progestagenos
sobre distintos tipos celulares se determind también la especi-
ficidad de la progesterona comparado con 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 compard la
incorporacidn de 3H—Tim por fibroblastos embrionarios incuba-
dos durante 24 horas con concentraciones crecientes de pro-
gesterona, cortisol y dexametasona. Se observd que ninguno de
los corticoides produjo una acentuada inhibicién de crecimien-
to. Si bien se dice que los corticoides inhiben la prolifera-
cibn de fibroblastos, el efecto comienza a visualizarse recién
al tercer dia de incubacidén. Este efecto es bien diferente al
descripto para la progesterona va que no es inmediato, no es
reversible, se produce con concentraciones mds baja de hormo-
na (10-7M) y estaria mediado por receptores (151, 152). Tenien-
do en cuenta que es conocido en diversos sistemas experimenta-
les gue la progesterona en alta concentracidn se combina con
el receptor para glucocorticoides (42), se podria pensar gue
el mecanismo de accidn de la progesterona en la inhibicibn de
la proliferacién de los fibroblastos involucra estos recepto-
res; sin embargo, las diferencias senaladas hacen pensar que
se trata de otro mecanismo. Stites v col (135) tambié&n han de-
mostrado que la inhibicidn de la proliferacib6n de linfocitos
por progesterona y cortisol siguen caminos diferentes y tam-
poco creen gue en este sistema la progesterona actfie por inte-
raccidn con los receptores de glucocorticoides, sino gue su-
gieren gque ésta actuaria directamente sobre la membrana plas-
matica de las células interfiriendo con funciones celulares.
Ya hemos mencionado anteriormente (Introduccidn) que exis-
ten algunos efectos de los esteroides que no estarian mediados
por receptores, entre ellos,-el efecto anestésico que tiene
la progesterona en alta concentracidn, 1lo cual involucraria
cambios en la membrana plasmatica (153).

Para evaluar el efecto citolitico de la progesterona se
utilizaron dos métodos: 1) marcacibén de las,células con 51Cr,

incubacidén durante tres horas con la hormona y medicidn del
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5lcr liberado al sobrenadante y 2) observacibdn de los cultivos
por microscopia 6ptica. En el primer caso,el tiemnc del ensayo
no pudo ser més largo debido a la alta liberacibn esponténea

de las células en cultivo. Se demostr6 que sb6lo los fibroblas-
tos, tanto embrionarics como tumorales, se alteraban en presen-
cia de alta concentracibdn de progesterona. En el caso de las
células epiteliales, se observd que las tratadas con la hormo-
na tenian menor liberacibn espont&nea que los controles por 1lo
cual se obtienen datos negativos. Como va se demostrd gue las
células epiteliales tratadas con estas concnetraciones de pro-
gesterona no se dividen, una posible explicacibén podria ser

gue la liberacifn espontdnea de los controles se deba a que
algunas células se encuentren en ‘divisidn, en cambio como 1las
tratadas con la hormona no se dividen, liberan menos cromo gue
los controles. Las observaciones con microcopia 6ptica confir-
maron los resultados anteriores; mientras que los fibroblastos
tanto normales como tumorales presentaban alteraciones impor-
tantes, no se observ® ningiin tipo de daho celular en los culti-
vos de células epiteliales. El dano celular observado en culti-
vos de fibroblastos tratados 24 6 48 horas con progesterona fue
similar al observado 'por otros autores (13) después de incubar
durante varios dias fibroblastos con concentraciones de gluco-
corticoides del orden de 10~ 7M. Los cambios consistieron en
acortamiento de las prolongaciones citoplasméaticas, grandes
vacuolizaciones y degeneracién nuclear.

Al encontrar una inhibicibén del crecimiento de tumores
trasplantables con AMP, parecib importante investigar el efec-
to de esta hormona sobre la induccidén de tumores por cuerpo
extrano, es decir sobre tumores que se producen como conse-
cuencia de la implantacidn subcutanea de un cilindro de vidrio
(140). Los resultados demostraron gue cuando la hormona se ino-
culaba en la vecindad del cilindro de vidrio habia una disminu-
ci6én en la incidencia de sarcomas y en el ritmo de su aparicidn.

Cuando el AMP se inoculb6 en el flanco contralateral al cuerpo
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extrano, la incidencia tumoral también result6 menor pero el
ritmo de aparicibn de los tumores fue el mismo gque en los con-
troles. El tratamiento con MPA no produjo alteraciones histold-
gicas de los tumores. El proceso que conduce a la tumorigénesis
por cuerpo extrano ha sido discutido recientemente por Farber

y Cameron (92). De acuerdo a Brand y col (101), involucraria
mdltiples etapas durante las cuales una célula preneonlAsica

se transformaria progresivamente en una célula neopl&sica fun-
cional; este cambio tendria lugar en la clpsula fibrosa que
rodea al cuerpo extrano. Los cambios gue tendrian lugar en los
diferentes pasos no estédn delimitados; Brand (101)considera que
un error espontafieo o mutacibn en la c&lula parental podria ser
el primer paso hacia el desarrollo del céncer. También consi-
dera que el sistema inmune no estarifia involucrado ya gue de-
mostrd® que estos tumores no son inmunogénicos (98). Una com-
prensibén de las consecuencias de la exposicidn a un cuerpo
extrano usando modelos experimentales es importante como base
para evaluar riesgos similares en el hombre. En los filtimos
anos se ha observado un aumento significativo en la exposicidn
humana a cuerpos extranos o polimeros pl&sticos, particular-
mente con el aumento del uso de implantes mamarios y otras pro-
tesis, pero afin no se ha observado un aumento significativo de
sarcomas asociados al cuerpo extrano (154). Muchos investiga-
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 humanos todavia no ha transcurrido sufi-
ciente tiempo. Sin embargo, algunos autores consideran que la
carcinogenesis experimental inducida por un cuerpo extrano
tiene su contrapartida en el hombre en algunos sitios especi-
ficos, como ser la vescicula en relacidn a la formacibdn de

cristclces de colesterol (91,151), la vejiga urinaria con la
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esquistosomiasis crdnica (156) v el pulmbén después de la expo-
sicidn a asbestos (156-158). Las similitudes consisten en la
inducci6n de una fibrosis crénica por las fibras de asbestos,
los cristales de colesterol o los huevos Schistosoma. En estos
casos, el uso del acetato de medroxiprogesterona podria tener
un efecto potencialmente preventivo en el hombre inhibiendo 1la
formacidén de la fibrosis alrededor del cuerpo extrano. Ya que
se ha demsotrado los efectos antiinflamatorios de los proges-
tdgenos, es muy probable que inhiban la induccibén de tumores
por cuerpo extrano, disminuyendo la fibrosis alrededor :del
mismo; muchos autores (91,104,101) han sugerido que el grado
de fibrosis alrededor del cuerpo extrano est& correlacionado
con la incidencia de sarcomas. .

Un resultado inesperado fue la aparicién de adenocarcinomas
mamarios en hembras tratadas con MPR. El poder carcinogénico
de los progestigenos no estd bien establecido; existen algu-
nos trabajos gue demuestran que el tratamiento con estas ‘hor-
monas lleva al desarrollo de tumores de mama, pero los resul-
tados no son todavia claros (159). Bischoff y Bryson (160)
demostraron gque no hubo incremento de la incidencia tumoral
cuando ratones hmebras de la cepa Marsh fueron inoculados con
5 mg de AMP por via intramuscular a los 3 meses de edad, re-
pitiendo esta dosis un mes despufs en el flanco contralateral,
los animales siguieron en observacibén durante 20 meses. En
perras Beagle, Finkel y col (160) observaron un aumento en el
nGmero de nddulos mamrios cuando administraron 2,5 &6 62,5 mg/
kg de AMP cada tres meses; con la dosis més alta también en-
contraron mayor incidencia tumoral que en los controles.
Nagasawa y col (162) sugierieron que la progesterona actuaba
estimulando la formacidén de n6dulos alveolares hiperpl&sicos
pre-cancerosos en ratones hembras de la cepa SHN portadoras
del virus de tumor de mama. Pavelic y col (145) demostraron

gue la progesterona estimulaba el crecimiento de un carcinoma



de mama aplastico en ratones de la cepa CBA. Sluyser y col (163)
indujeron tumores de mama con estrdgencs y progesterona en ra-
tones ovariectomizados de la cepa GR; casi todos los tumores
demostraron ser hormonorrespondedores a pesar gue después de va-
rios pasajes ee habian transformado en hormonocindependientes.
Ninguna de las dos hormonas por si sola fue capaz de inducir
tumores.

En la mujer, se llevaron a cabo estudios epidemiolbgicos
sobre el desarrollo de n6dulos de mama por un lado y sobre el
desarrollo de displasias y carcinoma de cervix uterino, por el
otro. Los resultddos fueron controvertidos y dificiles de in-
terpretar, principalmente por problemas metodolb6gicos (159).
Recientemente, en los Estados Unidos se hna prohibi@o el uso de
MPA-Depo como método anticonceptivo porgque las estadisticas
sugieren gue en aguellos paises donde est& permitido su uso
hay un incremento en la incidencia de tumores de mama y de en-
dometrio, potencialmente relacionado con el uso de la hormona
(164).

En nuestros experimentos, una observacién gue se hizo al
hacer la autopsia de los animales portadores de un adenocarci-
noma de mama fue la hipertrofia de las gl&ndulas salivales.

Se ha descripto que en hembras y en machos castrados, el MP2
se une al receptor de andrbgenos en forma muy eficiente e in-
duce la secrecidn del factor de crecimiento epidérmico (165).
Esta observacién coincide con el hecho de que en los machos no
aparecid ningQn tumor de este tipo, solamente se los observd
en hembras. Dado que el nimero de hembras utilizadas en este
e#perimento fue escaso, en el momento actual se lo esta repi-
tiendo en un mayor nGmero. Los resultados preliminares confir-
man nuestras. observaciones. anteriores. Esto tendria mucha im-~.
portancia dado que el MP? no s6lo es usado en la terapia de
tumores hormono-dependientes sino gue en muchos paises es uti-

lizado indiscriminadamente como método anticonceptivo y se esté
comenzando a usar en el tratamiento de fibromatosis agresivas.
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De este trabajo de tesis podemos concluir gue:

1) In vivo, el acetato de medroxivrogesterona (MPA), inhibid

el crecimiento de un fibrosarcoma v de una leucemia linfobl&asti-
ca murina cuando fueron transplantados junto con 50 mg de la hor-
mona (depot). Cuando el MPA se administrd 3 6 7 dias desnués del
tumor, si bien aumentd la latencia de aparicidn de los tumores

y la latencia de muerte, los resultados no son contundentes porague
gue a veces el excipiente ejercid el mismo efecto. Con respecto

al carcinoma epidermoide indiferenciado, el MPA no alterd la in-
cidencia tumoral, s6lo produjo un retardo del crecimiento del

tumor.

2) In vitro, los cultivos de fibroblastos tanto embrionarios co-
mo tumorales fueron m&s sensibles a altas concentraciones de pro-
gesterona (10—4M) y de MPA (5 x lO—SM) que las células epiteliales
de las lineas celulares WISH y HELA. En cuanto al efecto citos-
tdtico de la progesterona, a pesar de que se inhibid la prolife-
racidn de ambos tipos celulares, en las concentraciones m&s al-
tas, los fibroblastos ﬁueron mas sensibles. Esta mavor sensibili-
dad fue mas evidente cuando se analizb el efecto citolitico de

la hormona: s6lo los fibroblastos fueron alterados por concentra-
ciones altas de progesterona. Aungque no se hicieron muchos estu-
d;os para evaluar el mecanismo de accibn, pareceria gue se trata-
ra de un proceso a nivel de membrana plasmtica v no a la unidn

de receptores para progesterona o glucocorticoides.

3) E1 MPA disminuvbé la incidencia de sarcomas inducidos por cuer-
po extrano cuando fue inoculado en la vecindad de un cilindro de
vidrio implantado subcutdneamente en ratones BALB/c , o en el
flanco contralateral. La accién de la hormona fue m&s efectiva
cuando se la administr®6 in situ ya que en este caso también fue

menor el ritme de avaricibébn de los tumores.

4) "'Inesperadamente, el MPA indujo la aparicibén de adenocarcinomas
en hembras de la cepa BALB/c y portadoras de un cilindro de

vidrio.
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El objetivo de este trabajo surgid de la observacidn de que
la progesterona tiene efectos antifibromatogénicos en cobayos
y en el hombre. Se evalud el efecto de la progesterona y del a-
cetato de medroxiprogesterona (MPA) sobre el crecimiento de un
fibrosarcoma murino tanto in vivo como in vitro. También se estu-
did su efecto sobre la induccidn de sarcomas originados por la

implantacién subcutanea de un cuerpo extrano (cilindro de vidrio).

In vivo, los resultados obtenidos demuestran que el MPA dis-
minuyd la incidencia tumoral cuando se lo inoculd junto con el
transplante de fibrosarcoma. Cuando el tratamiento hormonal se
comenzd dias después del indculo tumoral no hubo efecto sobre
su crecimiento. Se obtuvieron resultados similares ‘con un trans-
plante de una leucemia linfoblastica mientras que no se observd
una disminucidn en la incidencia tumoral con un carcinoma epider-

moide indiferenciado.

In vitro, también se demostrd que los fibroblastos tanto embrio-
narios como tumorales fueron mé&s sensibles a concentraciones altas
(107> - 107*
constituyen las lineas celulares WISH y HELA. Sobre fibroblastos

M) de progestagenos que las células epiteliales que

normales vy tumorales la progesterona no sblo tuvo un efecto citos-
tdtico sino que también por encima de 10—4M se observd un efecto
citolitico. Con MPA sdlo se pudo evaluar el efecto citostatico

ya que no se pudieron obtener concentraciones superiores a 7%10”°M
Este efecto fue especifico para fibroblastos ya que las células

WISH no se inhibieron aln con las altas concentraciones de hormona.
En base a la alta concentracidn de la hormona se postula una accidn
directa, no mediada por receptores sobre las células tumorales tanto

in vivo como in vitro.

En cuanto al efecto del MPA sobre la tumorigénesis por cuerpo

extrano, se observd una disminucidn en la incidencia de sarcomas
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inducidos por la implantacidn subcuténea de un cilindro de vi-
drio. Esta disminucidn fue m&s evidente cuando se inoculd la hor-
mona en la vecindad del cuerpo extrano que en el flanco contra-
lateral; en el primer caso no s6lo disminuyd la incidencia tumo-
ral sino gue también fue menor el ritmo de aparicidn de los sar-
comas. Se postula que el efecto inhibidor del MPA sobre la induc-
cidn de sarcomas se deberia a una disminucidén en la fibrosis
que rodea al cuerpo extrano. Un resultado inesperado, pero de
gran relevancia debido al uso indiscriminado de esta hormona, fue
la aparicidén de adenocarcinomas en hembras portadoras de cilindro
de vidrio v tratadas con MPA ya sea in situ o en el flanco contra-

lateral.

Se puede concluir gque si bien los progestagenos tienen un efecto
antifibromatogénico, su administracidn prolongada puede llevar al

desarrollo de adenocarcinomas.

4
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