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Resumen

La búsqueda de alternativas terapéuticas para el tratamiento del cáncer de
mama se ha extendido a distintas combinaciones de drogas, entre ellas, aná-
logos de adenosina-3’,5’-monofosfato cíclico (AMPc). De la amplia variedad
existente, el 8-cloro-adenosina-3’,5’-monofosfato cíclico (8-Cl-AMPc) es el
más empleado, hallándose en fase de estudios clínicos. En este trabajo se
analiza a nivel experimental, el efecto del compuesto, solo o combinado con
otros agentes, sobre útero de ratón. Para ello, se administró a ratones BALB/c:
8-Cl-AMPc, tamoxifeno (Tam), y acetato de medroxiprogesterona (MPA), so-
los o combinados. Se halló que el peso del útero disminuyó por efecto del
tratamiento con el 8-Cl-AMPc, sin modificación histológica importante de la
mucosa uterina ni cambios significativos en el ciclo estral. El Tam disminu-
yó el peso del útero provocando hiperplasia quística y detención del ciclo es-
tral en diestro. La MPA aumentó el peso del útero provocando edema del en-
dometrio y ciclo estral de pseudopreñez. En combinación con el 8-Cl-AMPc,
tanto Tam como MPA tuvieron efectos predominantes. Se resalta la impor-
tancia de estudiar los efectos de combinaciones de drogas antineoplásicas
sobre tejidos sanos blanco de hormonas sexuales, aun cuando las vías trans-
duccionales de acción sean diferentes.

Palabras clave: 8-cloro-adenosina-3’,5’-monofosfato cíclico * ratón * útero *
tamoxifeno * acetato de medroxiprogesterona * histopatología

Summary

PHARMACOLOGICAL EFFECTS OF cAMP ANALOGUE ON MICE UTERI. 
THERAPEUTICAL CONSIDERATIONS.

The use of different combinations of drugs, among them adenosine-3',5'-
monofosfate cyclic analogues, has expanded the search for therapeutical
alternatives to treat breast cancer. From a current existing wide variety, the
8-chloro-adenosine-3’,5’-monophosphate (8-Cl-cAMP) is the most employed
and at present, it is in phase II of clinical studies. This paper analizes the
effect of this compound alone or in combination with other agents on mou-
se uterus. From a current at experimental stage. In order to achieve this 
8-Cl-cAMP, tamoxifen (Tam) and medroxyprogesterone acetate (MPA), 



Introducción
Los nucleótidos cíclicos como adenosina-3’,5’-mo-

nofosfato cíclico (AMPc) y guanosina-3’,5’-monofosfa-
to cíclico (GMPc) representan segundos mensajeros
que se encuentran involucrados en la regulación de
una multiplicidad de eventos celulares (1)(2). El
AMPc, en particular, es un punto clave en el control de
la diferenciación y proliferación celular (3), que ejerce
su acción al unirse a la protein quinasa AMPc depen-
diente (PKA). Esta serina-treonina quinasa está forma-
da por una subunidad dimérica regulatoria (R) y dos
subunidades catalíticas (C). Hasta el presente se han
descripto dos tipos de subunidades R diferentes deno-
minadas RI y RII con dos isoformas cada una, es decir,
RIα, RIβ, RIIα y RIIβ. Además, cada subunidad C presen-
ta tres isoformas Cα, Cβ y Cγ, (4)(5). Se acepta que la su-
bunidad RI de la PKA se asocia con los fenómenos pro-
liferativos en tanto que la subunidad RII controla los
mecanismos de diferenciación (6)(7). 

Dentro de la amplia variedad de análogos de los nu-
cleótidos cíclicos, el 8-cloro-adenosina-3’,5’-monofosfa-
to cíclico (8-Cl-AMPc) ha resultado el más ampliamen-
te analizado, encontrándose en estudio en distintos
tipos de tumores (8-10). 

Los mecanismos propuestos por los cuales el 8-Cl-
AMPc ejerce su efecto antitumoral son diversos: a) dis-
minución de la expresión de la subunidad RI y aumen-
to de la subunidad RII llevando a la célula a un fenotipo
más diferenciado; b) inhibición de la expresión de on-
cogenes que incluyen ras, myc, erb-B2, TGFα, VEGF y
FGF-2; c) inducción de la apoptosis por aumento de
Bcl-2; d) formación de 8-Cl-ATP con disminución de
las concentraciones intracelulares de ATP, disminuyen-
do así la síntesis de proteínas (11-17). 

Aún se encuentra en discusión si estos efectos se
ejercen directamente por el 8-Cl-AMPc o por su meta-
bolito la 8-Cl-adenosina, que se forma por acción de la
fosfodiesterasa sobre el AMPc. Muchas enfermedades
están asociadas a un desbalance en los niveles de AMPc
o GMPc, por ejemplo, asma, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y el cáncer. En particular, la acción an-
titumoral del 8-Cl-AMPc ha sido investigada en nume-

rosos sistemas in vitro tales como líneas de ovario (8),
glioblastoma (9), colon y mama (12), células de leuce-
mia mieloide crónica (10), modelos in vivo como célu-
las inoculadas en ratones nude (11) y otros. Estas inves-
tigaciones demostraron que el 8-Cl-AMPc inhibe la
producción autocrina de factores de crecimiento en las
células cancerosas colo-rectales y mamarias humanas.
Scala y col (18) y otros investigadores (19) estudiaron
profundamente los mecanismos de acción de estas dro-
gas; como resultado de todas esas investigaciones el 8-
Cl-AMPc está siendo empleado como droga anticance-
rígena en distintos protocolos de tratamiento (20).  

En cuanto a la medroxiprogesterona (MPA), este
compuesto es un análogo sintético de la progesterona
y, como tal, se une al receptor de progesterona (RP).
Como informaran Panutti y col (21), esta droga se em-
plea en el tratamiento de cánceres mamarios humanos
para contrarrestar la acción de los estrógenos. En rato-
nes, Lanari y col (22) y Molinolo y col (23), demostra-
ron que la MPA es capaz de inducir carcinogénesis ma-
maria y que acelera el crecimiento tumoral en los
tumores que son MPA-dependientes. 

El tamoxifeno (Tam) es uno de los moduladores se-
lectivos del receptor a estrógenos (SERMs) más am-
pliamente empleado en los tratamientos de cánceres
mamarios humanos como antiestrógeno; se sabe que
sus mecanismos de acción son diversos aún cuando el
más importante es debido al bloqueo de la unión del
estrógeno en sus respectivos receptores (RE)(24). 

En trabajos previos se ha estudiado el efecto del 
8-Cl-AMPc, del Tam y de la MPA sobre los receptores a
estrógeno (RE), y de progesterona (RP), en el útero
de ratones BALB/c (25). También se demostró que el
8-Cl-AMPc y su asociación con MPA tenían un efecto
distinto sobre dos sublíneas de tumor mamario induci-
do en ratones BALB/c por inyección de MPA (26). 

Sobre la base de las investigaciones reseñadas, es de
interés conocer los posibles efectos del 8-Cl-AMPc, solo
y en combinación con otras drogas antineoplásicas, so-
bre un tejido no transformado sensible a hormonas se-
xuales y al AMPc, como es el útero. El estudio de estos
efectos tuvo por objetivo explorar el modo en que es-
tos agentes farmacológicos afectan el desarrollo celular
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alone or combined were administered to Balb/c mice. It was found that 8-Cl-cAMP
diminished uterus weight but did not modify significantly its histopathology or the estral
cycle; Tam diminished uterus weight showing cystic hyperplasia and estral cycle arrested at
diestrus; MPA treatment produced the increase of uteri weight, caused an endometrium
edematization and a pseudopregnancy estral cycle. When combined with 8-Cl-cAMP, Tam or
MPA always had the predominant effect. The importance studying the effect of the
combination of antineoplastic drugs on non-transformed target-tissues, is highlighted even if
transductional pathways of action are different.

Key words: 8-chloro-adenosine-3’,5’-monophosphate * mouse * uterus * tamoxifen * medroxy-
progesterone acetate * histopathology



de un tejido que es, en este caso, blanco de los estróge-
nos. En base a los resultados obtenidos se sugieren po-
sibles hipótesis sobre las interacciones proteína-proteí-
na según los diferentes caminos transduccionales que
activan cada uno de estos compuestos. En particular en
este trabajo se estudia el efecto del 8-Cl-AMPc, solo y en
combinación con Tam o MPA, sobre la histopatología y
el tamaño del útero de ratones BALB/c. 

Materiales y Métodos 
Animales: Se emplearon ratones hembras BALB/c

de 50-60 días de vida. Los animales se mantuvieron en
jaulas de acero inoxidable, en grupos de 5 animales
por jaula, con agua y alimento ad libitum, temperatura
de 22-23 °C, humedad aproximada del 56% y ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas. En todos lo casos los anima-
les estuvieron bajo las condiciones recomendadas por
la Guide of Care and Use of Laboratory Animals, USA. 

Tratamientos in vivo: Los animales fueron separa-
dos al azar en seis lotes de cinco ratones cada uno.
Uno de los lotes fue considerado control y tratado con
vehículo; los ratones de los otros cinco lotes recibieron
diferentes tratamientos iniciados simultáneamente: al
lote tratado con 8-Cl-AMPc se le implantó un pellet sub-
cutáneo equivalente a 15 mg/Kg/día; cada pellet tenía
una duración de 10 días y se los cambió sucesivamen-
te. El lote MPA recibió un depot sub-cutáneo de MPA
equivalente a 0,25 mg/Kg/día. El lote Tam fue tratado
con un pellet sub-cutáneo de 0,25 mg/Kg/día; la droga
liberada de los pellets de Tam y del depot de MPA dura-
ba dos meses con una cinética de liberación lineal. En
los tratamientos combinados las dosis de la combina-
ción de drogas fueron las mismas que en los tratamien-
tos monodroga. 

Ciclo estral y determinación del peso uterino: A lo
largo del tratamiento, el ciclo estral de todos los ani-
males fue determinado diariamente por observación
microscópica directa de extendidos vaginales. Luego
de 30 días de tratamiento, los úteros de todos los ani-
males fueron removidos, limpiados y pesados. 

Histopatología: Muestras representativas de todos
los úteros fueron recogidas para su examen histológi-
co. Fragmentos de 3-4 mm fueron fijados con buffer-
formaldehído 10% e incluidos en parafina. Cortes de
tres a cuatro micrómetros fueron teñidos con hemato-
xilina-eosina (HE) y examinados microscópicamente. 

Reactivos : El laboratorio Gador S.A., Buenos Aires,
Argentina, gentilmente proveyó el Tam y MPA. El 8-Cl-
AMPc fue amablemente donado por la doctora Y. S.
Cho Chung, M.D., National Cancer Institute, USA. 

Estadística: Los pesos uterinos se expresaron como
valor medio ± desvío estándar y se compararon me-

diante el test de ANOVA de dos vías y el test de Tukey a
posteriori. 

Resultados

PESO DE LOS ÚTEROS

Los resultados mostraron que las drogas ensayadas
en este estudio actuaron de modo diverso sobre este
parámetro. Como se muestra en la Figura 1, el 8-Cl-
AMPc provocó una disminución significativa en el pe-
so de los úteros, desde 111,6 ± 11,1 mg hasta 84,2 ±
14,0 mg (p < 0,05). Asimismo, el Tam produjo una dis-
minución altamente significativa del peso de los úte-
ros, desde 111,6 ± 11,1 hasta 62,6 ± 10,1 mg (p <
0,001). La combinación de 8-Cl-AMPc + Tam produjo
los mismos resultados que el Tam solo, como se mues-
tra también en la Figura 1. En el caso del tratamiento
con MPA, el peso del útero aumentó significativamen-
te desde 111,6 ± 11,1 mg hasta 150,8 ± 19,4 mg (p <
0,001); en cuanto a la combinación MPA + 8-Cl-AMPc,
este tratamiento no mostró diferencias significativas
en el parámetro analizado con respecto al valor obte-
nido con MPA solo (137,6 ± 6,3 mg).

CICLO ESTRAL

Se observó que el tratamiento con el 8-Cl-AMPc no
altera significativamente la periodicidad del ciclo estral,
aún cuando tiende a prolongarlo no significativamente.
Por el contrario, el Tam detiene el ciclo en la fase dies-
tro; en cuanto al tratamiento con MPA, éste provoca un
aspecto permanente de seudopreñez característico de
altos niveles de progesterona. En el tratamiento combi-
nado del 8-Cl-AMPc + Tam se observaron ciclos estrales
detenidos en diestro, tal como en el tratamiento con
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Figura 1. Peso de útero (mg). (�) útero de ratones control. Efecto
del tratamiento con: (�) 8-Cl-AMPc; (�) Tam: (�), MPA, (��), 8-Cl-
AMPc=Tam; (��), 8-Cl-AMPc + MPA.

Los resultados se expresan como X ± DE (n = 5). (a) p < 0,05; (b) p < 0,001
vs control. ANOVA de dos vías y test de Tukey a posteriori.



Tam solo; el efecto de 8-Cl-AMPc + MPA fue de una seu-
dopreñez algo menos evidente que el de MPA solo.

HISTOPATOLOGÍA

Los úteros de los ratones control mostraron un en-
dometrio normal, con proliferación epitelial normal,
escaso estroma y ausencia de evidencias de secreción
(Fig. 2a). En cuanto a los ratones que recibieron el 8-
Cl-AMPc, sus úteros mostraron escasas glándulas proli-
ferativas endometriales, con escaso estroma y una apa-
riencia general similar al control (Fig. 2b). En el caso
de los úteros de ratones bajo tratamiento con Tam, se
observó en todos los casos hiperplasia quística y áreas
hiperproliferativas con notoria actividad mitótica; los
componentes estromales eran siempre escasos (Fig.
2c). El tratamiento con 8-Cl-AMPc combinado con
Tam mostró que el 8-Cl-AMPc no era capaz de produ-
cir modificaciones a la acción del Tam; los cambios en
el endometrio eran similares a los observados en el tra-
tamiento con el antiestrógeno solo. Se observó un epi-
telio endometrial proliferativo quístico, con glándulas
multiestratificadas y mitosis (Fig. 2d). Los ratones tra-

tados con MPA, mostraron endometrio progestacio-
nal, con numerosas glándulas de apariencia aserrada y
signos secretorios, además de un estroma edematoso
entre las glándulas (Figs. 2e). Cuando el 8-Cl-AMPc
fue combinado con MPA fue evidente el predominio
del efecto progestínico del MPA, ya que el endometrio
mostró un importante aumento en el número de glán-
dulas secretoras, con disposición aserrada y estroma
edematoso (Fig. 2f).

Discusión y Conclusiones 
El 8-Cl-AMPc, como se ha indicado, es un análogo

del AMPc involucrado en la inhibición del crecimiento
de una variedad de tipos celulares malignos y en la di-
ferenciación de un alto número de células cancerosas;
se sabe también que produce in vitro la inhibición de la
expresión de factores de crecimiento autocrinos y para-
crinos (27). En los últimos años, se han descubierto
otras tres proteínas que son reguladas por el AMPc, in-
dependientemente de la PKA. Se denominan Epac (ex-
change protein directly activated by AMPc) y AMPc-GEF-I y
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Figura 2. Cortes de endometrio de ratón bajo diferentes tratamientos. En todos los casos, coloración con hematoxilina-eosina y aumento 100X.

2a: Control; glándulas endometriales proliferativas, con mitosis y ausencia de secreción. Estroma denso. 2b: 8-Cl-AMPc; glándulas endo-
metriales proliferativas, con escaso estroma levemente edematoso. 2c: Tam; endometrio con hiperplasia quística, con secreción apical y
mucosa con sectores multiestratificados; figuras mitóticas. 2d: 8-Cl-AMPc + Tam; mucosa endometrial proliferativa con multiestratifica-
ción, mitosis (hiperplasia adenomatosa). 2e: MPA; glándulas endometriales indentadas con apariencia marcadamente aserrada; vacuolas
secretorias alojadas en la porción basal del epitelio cilíndrico. Edema y escaso estroma entre las glándulas. 2f: 8-Cl-AMPc + MPA; impor-
tante número de glándulas secretorias con apariencia aserrada.
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AMPc-GEF-II (guanine nucleotide exchange factors I y II).
Epac y AMPc-GEF-I son proteínas ubicuas, en tanto
que AMPc-GEF-II se halla restringida a las glándulas
adrenales y al cerebro. La unión del AMPc a estas pro-
teínas activa a la proteína Pap1, que pertenece a la cas-
cada de señalización intracelular del ras. Estos hallaz-
gos implican que se deberá revisar la idea generalizada
de que el AMPc actúa exclusivamente por vía de la
PKA. El 8-Cl-AMPc ha sido evaluado en combinaciones
con la batería de fármacos comúnmente usada en la te-
rapia antitumoral ya que tiene la capacidad de dismi-
nuir la expresión de la glicoproteína-P. Esta proteína es
el producto de expresión del gen MDR, causante de la
resistencia a multidrogas y por ende de la falla de es-
quemas quimioterápicos establecidos. 

Previamente se ha demostrado que el 8-Cl-AMPc
tiene efectos diferentes sobre dos sublíneas de tumo-
res mamarios inducidos en ratones por MPA; en una
sublínea, MPA-autónoma, el 8-Cl-AMPc tuvo una ac-
ción inhibitoria sobre el crecimiento tumoral; en otra
sublínea, MPA-dependiente, el 8-Cl-AMPc produjo un
efecto estimulador sobre el crecimiento tumoral. En
ese modelo experimental de tumor mamario en ratón,
las diferentes acciones del 8-Cl-AMPc se atribuyen a la
distinta conformación de los receptores a progestero-
na, blancos de la acción del MPA en ambas sublíneas
tumorales (28). También se analizó el efecto del con-
tenido de receptores a estrógeno en los úteros de los
ratones BALB/c por la acción del 8-Cl-AMPc, del Tam
y de la MPA, solos o combinados; se notó que el 8-Cl-
AMPc y la MPA no modificaron significativamente el
contenido de los receptores a estrógeno. 

En el presente estudio se halló que el efecto del 8-
Cl-AMPc no contrarresta los efectos del tratamiento
con Tam (pérdida de peso uterino, detención del ciclo
estral en la fase diestro, hiperplasia quística y acción
mitogénica) en el tejido uterino. Cuando fue combi-
nado con MPA, el aspecto progestínico del endome-
trio producido por MPA tampoco fue contrarrestado
por el 8-Cl-AMPc. 

Previamente también se demostró que la combina-
ción de 8-Cl-AMPc + MPA modificaba el perfil de iso-
formas por SE-HPLC, posiblemente a través de inte-
racciones proteína-proteína (28). Se sabe que las
interrelaciones o cross-talk entre diferentes caminos
transduccionales que regulan la expresión de un gen
pueden verse afectadas por el empleo de drogas que
actúen sobre alguno de los componentes de esos cami-
nos; de modo que, como resultado del cross-talk, es po-
sible que se presenten efectos inesperados. El 8-Cl-
AMPc, así como el Tam y la MPA, actúan sobre
diferentes vías transduccionales. La administración
combinada de estas drogas permite estudiar el modo
por el cual las interacciones entre proteínas se modifi-
can cuando se suministran drogas que actúan sola-
mente a través de un camino (26). 

La selección de las dosis empleadas en este trabajo
se basó en los resultados obtenidos previamente de tu-
mores mamarios murinos (29). En los mismos, el 8-Cl-
AMPc estimuló el crecimiento de la sublínea MPA-de-
pendiente (C4-HD) e inhibió el crecimiento en la
sublínea MPA-autónoma (BET-HA). En los úteros de
los ratones se determinó que el 8-Cl-AMPc causó mo-
dificaciones en el contenido subcelular y en la distri-
bución de receptores a estrógenos.  

Los efectos observados en el presente trabajo sobre
el peso y la histología del útero de ratón, podrían es-
tar señalando que el 8-Cl-AMPc tiene la capacidad de
favorecer la diferenciación y de disminuir la prolifera-
ción en un tejido normal blanco de hormonas esteroi-
des y del AMPc y son un llamado de atención hacia
una más completa revisión no sólo de la vía metabóli-
ca blanco de drogas farmacológicas sino sobre la red
metabólica sistémica, sobre todo teniendo en cuenta
que la mayoría de los pacientes oncológicos se hallan
bajo una batería terapéutica o polifarmacia. 

Estos resultados merecen continuarse con protoco-
los de estudios más completos, a fin de establecer la
posibilidad del empleo de la combinación Tam + 8-Cl-
AMPc en pacientes con cáncer de mama, para contri-
buir a la disminución de la proliferación celular por
un lado y evitar el desarrollo de resistencia al Tam por
el otro.
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