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Conclusiones

1) En un estudio previo de quince pacientes con la técnica de cultivos de linfocitos més PHA se encontré un alto porcen-
taje (66 %) que tenia disminuida la respuesta a la PHA antes del tratamiento.

2) Con esa sola técnica, el tratamiento estrogénico no aparecia como inmunodepresor, ya que siete pacientes se man-
tuvieron en el mismo nivel de respuesta comparados con ocho que las modificaron en mas o menos.

3) En el otro grupo de diez pacientes estudiados con prueba cutinea secundaria, test de rosetas, cultivo de linfocitos
més fito-hemoglutininas, encontramos 80 % de inmunodeprimidos antes del tratamiento.

4) La diferencia entre los ID de la primera etapa (66 %) con los ID (inmunodeprimidos) de la segunda etapa (80 %) es
porque el criterio que se aplica en el primer caso es sélo con respecto al cultivo més PHA; en cambio, en la segunda eta-
pa, consideramos ID a pacientes que tienen disminuidas tres de Jas cuatro pruebas estudiadas.

5) Después del tratamiento, los inmunodeprimidos disminuyeron a 66 % y los normales pasaron de 20 a 33 %.
6) No hubo alteracion en los tests cuténeos a bacterias y hongos ni al DNCB.

7) Tal como ocurre en algunos pacientes con céncer tratados con BCG, 66 % de los pacientes con FB negativo se positi-
vizaron despues del tratamiento y al mismo tiempo aumentd la capacidad proliferativa de los linfocitos T en el cultivo mas
PHA, lo que indicaria reactivacién inmunoldgica.

8) La naturaleza de los factores nucleantes antes y después del tratamiento parece ser distinta; en el primer caso apa-
recen vinculados a PCS, pudiendo tratarse de antigeno tumoral circulante o productos del tumor, y en el segundo caso al
cultivo de linfocitos mds PHA, o sea un aumento de la capacidad proliferativa de linfocitos T, es decir a reactividad in-
munologica.

9) Finalmente, de nueve pacientes que recibieron tratamiento sélo dos empeoraron, uno se mantuvo igual y seis mejo-
raron. Ei décimo paciente fallecié en forma subita por causa interrecurrente.

10)  No se puede afirmar, por lo tanto, que los estrégenos sean inmunodepresores, ya que en los dos pacientes que em-
peoraron se puede sospechar falta de respuesta al tratamiento.

11) No estamos en condiciones de afirmar que esta mejoria a la respuesta inmunolégica se deba a una accién directa
sobre el aparato inmunitario, o por via indirecta al experimentar el paciente una mejoria clinica, alimentarse mejor y ele-
var su estado general al ser atacado eficazmente el tumor en forma local.

12) Creemos que Jos estudios inmunoldgicos son de gran utilidad para:
a) Medir la resistencia del huésped.
b) Controlar la respuesta a la inmunoterapia.

c) Controlar a los pacientes en supuesto estado de latencia tumoral (sin tratamiento estrogénico) y confirmar o des-
cartar su paso a la evolutividad tumoral (en aquellos pacientes con tumor en estadio B).

en la sustancia amorfa fundamental. Recordaremos que en
el cancer no tratado, el estroma es més laxo que el normal,
se colorea menos intensamente con el PAS y no se visua-
liza membrana basal subyacente al epitelio. En los enfer-
mos tratados con estrégenos' y que evidencian mejoria cli-
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DNCB: Dinitroclorobenceno
PHA:  Fitohemoglutininas
FB: Factores Bloqueantes

PCS: Pruebas Cutdneas Secundarias nica se observa refuerzo del estroma, que se hace mas
PCP:  Pruebas Cutaneas Primarias denso, con mayor abundancia de fibras colégenas, colorean-
IC: inmunidad Celular dose mas intensamente con el PAS, lo cual indica un
D: Inmunodeprimidos aumento de glucoproteinas y mucopolisacéridos neutros: po-

limerizados. Aparecen después las membranas basales ro-

TL: Test de Linfocitos deando a los acimulos de células tumorales.

Hace varios afios nos propusimos estudiar en el Hospital
Espafiol de Buenos Aires las modificaciones que la estro-
genoterapia producia sobre algunos de sus érganos efecto-
res, en los pacientes con carcinoma de la préstata.

Asi fue como en 1975 M publicamos nuestra primera ex-
periencia que consistié en la observacién y descripcién de
los efectos que ésta producia a nivel histolégico en la neo-
plasia prostatica. .

Deciamos entonces que los estrédgenos actdan lesionando
el epitelio prostatico neoplasico modificando el tejido con-
juntivo. Dentro de éste, las modificaciones se producen

Hospital Espafiol de Buenos Aires. Servicio de Urologia.
Jefe: Prof. Dr. Gabino Gonz&lez Martin.

En la interpretacién de estos Gltimos hechos nace el es-
tudio que, luego de algunos afos, concluye hoy con esta
comunicacion.

Dado que las lesiones de! epitelio se producen precozmente
—comprobadas ya a los 10 dias de iniciado el tratamiento—
y las de la sustancia fundamental son méas tardias —recién
es dable observarlas a los 3 meses—, hemos creido que_
éstas constituirian una reaccion fibrosa secundaria de la
destruccién que sufre el epitelio por los estrégenos. Pero
aqui nos encontramos con algo que aparentemente serla un
error nuestro, tal vez una interpretaciéon muy simplista.




En la bibliografia, por cierto muy escasa, encontramos ob-
servaciones de Nicol 2! que datan de 1952, donde este in-
vestigador afirma que las medificaciones encontradas en
la sustancia fundamental de la préstata son producidas
por la mavilizacion que los estrégenos producen de los
macréfagos del sistema reticuloendotelial en el bazo, igado
y ganglios linfaticos, hacia los drganos sexuales secunda-
rios donde producen su acumulacién. La fibrosis que en-
contramos en |a prostata se deberia a la llegada de macro-
tagos al drgano, su transformacién en fibroblastos y més
tarde en tejido fibroso.

Basados en estos hallazgos de Nicol, comenzamos a vis-
lumbrar la influencia que la estrogenoterapia podria tener
sobre el aparatc inmunitario.

En realidad nos hemos encontrado en aquel momento es-
timulados por la inquietud de conocer este aspecto del im-
portante agente terapéutico gue teniamos en nuestras ma-
nos desde 1943.(3

Conoclamos el efecto depresor de la quimicterapia anti-
neoplasica sobre el aparato inmunolégico.

;Estariamos entonces frente a una terapia ideal para luchar
contra el cancer, que por un lado actuaria destruyendo el
epitelio tumoral y, por el otro, aumentando la respuesta
inmune?

Como apoyo a esta hipdtesis, encontramos en |a bibliogra-
tia gque en 1971, Robinson ' en Londres, estudiando el
estado inmunolégico celular de los pacientes con céncer
de |a préstata, .«cita a Magarey y Baumn,' gquienes aseguran
que los estrégenos pueden estimular la actividad fagocitaria
de| sistema reticuloendotelial en el hombre, y ratificaron
este efecto estrogénico comprobando que los estrogenos
suministrados simultaneamente con radioterapia, disminuye-
ron la depresitn de la actividad fagecitaria que habitualmen-
te produce ésta, También observaron gque |os estrogenos
son menos téxicos que otros estimulantes reticuloendotelia-
les sugeridos para la inmuncterapia en el cancer, tales
como la BCG y el Corynebacterium Parvurn.

Por otro lado, Ablin, en 197418 estudi6 el efecto de los
estrogenos sobre el cultivo de linfocitos inr vitro, concluyendo
que aquellos disminufan la transformacién blastica de lin-
focitos.

Con todos estos antecedentes, a partir de 1977, comenza-
mos a estudiar e! efecto de la estrogenoterapia en la In-
munidad celular.

Material y método

Se estudiaron veinticinco pacientes con cancer de la prés-
tata clinicamente demostrados y confirmades por puncion
biopsia. Por lo tanto fueron descartados los canceres ocul-
tos; y dentro de los detectables clinicamente no hemos con-
siderado a los confinados en la gldndula, puesto que para
ellos estamos reservando dos apciones: a) terapia radiante
externa, y b) la abstencién del tratamiento bajo estnctos
controles. Se han descartado también los tumores dise-
minades a distancia; o sea que hemos tratado de limitar
nuestro estudio @ un grupc homogéneo de pacientes, de
modo de obtener resultados comparables en base a un con-
junta de caracteristicas semejantes. Se trataba entonces de
tumores con extensién local y/o regional sin demostracion
de diseminacién a distancia. Todos ellos dentro de la clasi-
ficacion TNM en T4. En cuanto al compromiso gangiionar,
los llamamos Nx, puesto gue se reuniercn las condicicnes
hasicas para su clasificacidon, dado gue hemos dejado de
hacer la linfografia por su poca confiabilidad y en nuestro
servicio no se ha iniciado aun la bisqueda quirdrgica de
los ganglios.

Finalmente Mo, pues no tenian metastasis a distancia de
mostrables.

En una primera etapa estudiamos quince pacientes con la
técnica de cultivos de linfocitos PHA y los resultados cbte-
nides nos indujeron a realizar un estudio mas profundo de
la inmunidad celular en otro grupe de diez pacientes vir-
genes de todo tratamiento oncolégico antes y después del
tratamiento estrogénico.
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Tratamiento estrogénico dietiletilbestrol, 25 mg diarios du-
rante 3 meses.

Edad promedic de los pacientes: 69 afios.
£] estudio inmunolégico consistié en la valorizacién de los
siguientes parémetros:

CUADRO 1
Pruebas inmunoldégicas

Test cutidneos a bacterias y hongos
Test cutdneos al DNCB

Test de rosetas E para linfocitos T
Cultivo de linfocitos mas PHA
Factores blogueantes

A) Pruebas cutaneas de hipersensibifidad tardia. Se efec-
tuaron pruebas cuténeas secundarias (PCS) mediante intra-
dermorreacciones en el antebrazo 0,1 mi de: PPD 2 Ul Es-
cherichia coli {1/1.000) y Tricophyton (1/1.000). Con esta
técnica se valora la inmunidad celular de memoria.

Se efectué prueba cutanea al dinitroclorobencenc (DNCB);
para ello se sensibilizaron los pacientes con 2.000 mg de
DNCB disueltos en 0,05 ml de acetona aplicado sebre la piel
del antebrazo; 20 dias después se depositaron 100 mg del
mismo modo y se observd la reaccion a las 48 horas. Esta
prueba mide la capacidad de responder a antigenos nuevos.

Figura 2




Todas estas pruebas se informaron negativas si el halo cu-
tdneo fue menor de 5 mm de didmetro; positivos débiles con
un halo entre 5 y 15 mm, y positivos con un halo mayor
de 15 mm con papula cuténea.

B) Test de roseta E para cuantiticacién de linfocitos T: se
separan linfocitgs en gradiente de Ficoll-Hypague y se en-
frentan con gldbulos rojos de carnero, segin la técnica de
Ross modificada. Se cuentan los linfocitos que forman ro-
setas con los gldbulos rojos de carnerc en comparacién con
los que no lo hicieron y se establece el porcentaje. La lec-
tura se realiza con el microscopio. Se consideraron nor-
males valores de 50 a 70 %. Mide el nimero de linfocitos
T circulantes.

den ser complejos antlgenoc-anticuerpo, antigeno tumoral
circulante o sustancias inmunodepresoras producidas por
el tumaor.

Figura 5

Primera etapa

Se estudiaron quince pacientes con la tégnica de cultivo de
linfocitos mas PHA. La respuesta antes del tratamiento fue
baja en diez pacientes, aumentada en dos y normal en tres.

Figura 3

C) Cultivos de linfocitos con PHA: se cultivan linfocitos de
pacientes con o sin PHA en medio de cultivo RPM 1640 mas
20 % de suero bovino fetal. Se agrega timidina tritiada
24 horas antes de finalizar el cultivo. Se mide en contador
de cenielleo liquido. Se mide la capacidad de los linfocitos
T para responder a un mitégeno, la PHA, proliferando a for-
mas basicas. Valores normales: [ndice entre 8,5-11,5.

Figura 4

D) Factores blogueantes (FB): se cultivaron linfocites nor-
males con suero del paciente mis PHA en triplicado en
medio del cultivo RPM 1640

Se determind por comparacion si la presencia del suero del
paciente deprimfa fa estimulacién del mitégeno en los cul-
tivos realizados en las mismas condiciones con_lifocitos nor-
males, suero normal y PHA. Se cuantificé con timidina
tritiada en contador de centelleo en medio liquido. Se in-
formé el resultado como positivo o negative, seglin se
obtuviera o no disminucidn de por lo menos un 30% de
las cuentas por minuto del cultivo con suero normal. Pue-

Deprimidos Estimulados Normales
Antes 10 (66 %) 2 (13%) 3 (20 %)
CUADRO 2

Resultados antes del tratamiento

Linfocitos -+ PHA
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Después del tratamiento la transformacién biéstica en pre-
sencia de PHA aumenté en cuatro, bajé para normalizarse
en dos, se mantuvo igual en siete y disminuy6 en dos.

CUADRO 3
Resultados después del tratamiento estrogénico
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Linfocitos + PHA

Se puede sefalar:

1) EI alto porcentaje de pacientes (66 %) que tenfan dis-
minuida la respuesta a la PHA antes del tratamiento.

2) E tratamiento estrogénico parecia no tener accién in-
munodepresora, ya que siete pacientes se mantuvieron en el
mismo nivel de respuesta comparado con ocho que las
modificaron en mé&s o menos.

Segunda etapa

Como consideramos que el estudio del test de transforma-
cién blastica era insuficiente para calificar inmunolégica-
mente a un individuo, resolvimos estudiar otro grupo de diez
pacientes, todos en estadio C con el conjunto de las prue-
bas antes mencionadas.

Resultados antes del tratamiento estrogénico

1) Los tests cuténeos a bacterias y hongos (PCS) dieron
negativos sélo en 10 %, pero dificiles en 55 % y positivos
en 35 %. En normales, 100 % deben ser positivos.

2) En el test del DNCB sélo 10 % son negativos, pero a
diferencia de los normales hay 20 % de débiles y 70 % de
positivos. En los normales, 96 % son positivos.
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CUADRO 4
Resultados antes del tratamiento

Positivo Positivo débil Negativo
PCS 4 (35 %) 6 (55 %) 1 (10 %)
DNCB 7 (70 %) 2 (20 %) 1 (10 %)

PCS: pruebas cutineas secundarias.
DNCB: dinitroclorobenceno.

3) El test de rosetas E que mide el numero de linfocitos T
y el cultivo de linfocitos con PHA s6lo es normal en 17 y
20 %, respectivamente.

4) Los FB son positivos en 28 % de los pacientes.

CUADRO 5
Resultados antes del tratamiento

Deprimidos (< 50 %) Normales (50-70 %)

Rosetas £ ........ 83 % 17 %
Media: 39 %
Linfocitos + PHA . .. 80 % 20 %
Media: 6,3 %

Positivos Negativos
FB ............. 3 (28 %) 8 (72 %)

Factores blogueantes

5) Interesé conocer la naturaleza de los FB, pues cuando
se trata de complejos antigeno-anticuerpo, estan relaciona-
dos a una disminucién en el nimero (roseta E) y funcion
(respuesta a la PHA) de los linfocitos T formando una fami-
lia de células que comprenden: linfocitos T reguladores y
linfocitos T efectores o Killer. Los linfocitos T reguladores
pueden ser represores o colaboradores. Cuando disminuyen
los T, disminuyen también los represores. Esto hace que
haya mayor produccién de anticuerpos circulantes y mayor
probabilidad para formar complejos antigeno-anticuerpo.

6) Relacionamos el valor medio de linfocitos T con la pre-
sencia o no de FB y no encontramos ninguna diferencia.
Hicimos lo mismo con la respuesta a la PHA y tampoco
encontramos ninguna diferencia.

CUADRO 6
Relacién de FB con rosetas E antes del tratamiento

Media del
FB porcentaje
de rosetas E
POSItIVOS {3) .ot e 40 %
Negativos (8) . ......... v, 37 %

Factores bloqueantes y L + PHA antes del tratamiento

Media def

FB R Indice de

L + PHA
Positivos (3) ... i 6,3
Negativos (8) . ........ ..oy 6,3

7) Relacionamos FB con PCS y encontramos que en los
que tenfan FB positivos los tests eran sélo débiles y en
cambio en los que no los tenfan eran 50 % positivos.




4) Interes6 entonces conocer la naturaleza de esos FB.

Relacionamos el valor medio de rosetas con FB positivo y
negativo y no se encontré diferencia. En cambio si se en-
contré diferencia con respecto al cultivo con PHA. En los
positivos la media fue 7,5 y en los negativos 5. Esto de-
muestra una mayor capacidad proliferativa en aquellos pa-
cientes que posibilitaron los FB, después del tratamiento.
Esto es algo que hemos visto también en algunos pacientes
con céncer de mama que fueron tratados con BCG.

CUADRO 10
Relacién de FB con rosetas E después del tratamiento

CUADRO 7
FB y PCS antes del tratamiento
F8 Positivo Débil Negativo
Positivo ...... 3 (100 %)
Negativo (8) ... 4 (50 %) 3 (37,5 %) 1 (12,5%)
FB y DNCB antes del tratamiento
Positivo .. .... 2 (66 %) 1 (33 %)
Negativo ... ... 5 (71 %) 2 (29 %)
Resumiendo

Antes del tratamiento:

1) En los pacientes estudiados, 80 % tenfa un compromiso
de la respuesta Inmune celular.

2) No hay alteracién significativa en la PCP (DNCB), lo
que sugiere que estos pacientes conservan la capacidad de
reaccionar frente a nuevos antigenos.

3) La presencia de FB no esté4 vinculada a disminucién de
la IC, pero estd relacionada con el grado de positividad
de las PCS.

Esto sugiere que no se trata de complejos antigeno-anti-
cuerpo, sino tal vez de sustancias circulantes que podrfan
ser productos del tumor o antigeno tumoral circulante.

4)- ' Estos-paclentes tenfan una edad promedio de 69 afios,
una etapa de la vida en que el sistema inmune comienza a

Algunos :autores sostienen que el estado de inmunodepre-
sion-en-1a-edad avanzada puede ser una de las causas etio-
l6gicas del cincer a esa edad.

Resultados después del tratamiento

1) Los tests cutédneos a bacterias y hongos (pruebas cuts-
neas secundarias) y al DNCB (pruebas cutdneas primarias)
no variaron.

CUADRO 8
Resultados después del tratamiento
Positivo Positivo débil Negativo
PCS 3.(33 %) 5 (55 %) 1 (12 %)
DNCB 7 (25 %) 2 (25 %)

2) -Aumentd el nimero de normales en relacién al test
de-rosetas . E y al cultivo de linfocitos con PHA (33 % en
ambos -casos).

3):.Loe FB resultaron positivos en 45 % de los casos, pero
con:la‘siguiente caracteristica: tres pacientes con FB posi-
tivos:se negativizaron después del tratamiento.

De sels pacientes con FB negativos, cuatro se hicieron posi-
tivos ‘después del tratamiento y continuaron negativos.

CUADRO 9
Resultados después del tratamiento

Deprimidos (< 50 ¢ Normales (50-70 %)

Rosetas E ......... 6 (66 %) 3 (33 %)
Media 41 %
Linfocitos + PHA 6 (66 %) 3 (33 %)
Media 6,25 %

Positivo Negativo
FB .............. 4 (45 %) 5 (55 %)

Factores blogueantes

Media de/

FB . porcentaje

de rosetas E
Positivos (45) ............. .. .. ......... 39 %
Negativos (65) .......................... 38,2 %

Factores bloqueantes de L + PHA después
del tratamiento

Media del
B Indice de
L+ PHA
Positivos (45%) .......... e 7,5
Negativos (55%) ......... e e 5

5) No hubo relacién entre FB y PCS y tampoco entre FB
y DNCB.

CUADRO 11
FB y PCS después del tratamiento

FB Positivo Débil Negativo
Positivos 1 (25 %) 2 (50 %) 1 (25 %)
Negativos ........ 2 (40 %) 3 (60 %)

FB y DNCB después del tratamiento

Positivos . ........
Negativos ........

3 (75 %)
4 (80 %)

1 (25 %)
1 (20 %)

6) Por ultimo interes6 saber qué pasé con la IC después
del tratamiento.

En cuatro pacientes con FB negativo antes y FB positivo
después del tratamiento, uno disminuyé y tres mejoraron.
En dos pacientes con FB negativo antes y después del tra-
tamiento, los dos mejoraron.

Los tres pacientes con FB positivo antes y FB negativo des-
pués, uno empeor6, uno se mantuvo igual y otro mejoré.
En total, de nueve pacientes estudiados dos empeoraron,
uno se mantuvo igual y seis mejoraron.

CUADRO 12
Inmunidad celular después del tratamiento

FB N9 de Inmunidad celular

pacientes
Negativos-Positivos . . . . .. 4 J T
Negativos-Negativos . . . . .. 2 ™"
Positivos-Negativos ... ... 3 J = 1
TOTAL ............... 9 1 6
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