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INTRODUCCION



De este modo, con el fin de facilitar la comprensién del
tema, inicialmente se presenta una amplia revisién de la fisiologia de la
glandula pineal, asi como de las caracteristicas de los tumores mamarios
hormonodependientes y del modelo tumoral elegido en nuestro trabajo, para
finalmente recoger la informacién sobre la relacién pineal-neoplasias y

més especificamente pineal-adenocarcinoma mamario.

I - FISIOLOGIA DE LA GLANDULA PINEAL

I.1 - Anatomia de la glandula pineal - Caracteristicas morfolégicas

La gléndula pineal de los mamiferos es un pequefo &rgano,
con forma de pina, situado en la linea media del encéfalo, en posicién
supra o infracallosal, dependiendo de la especie considerada. En los
roedores = estd situada sobre el borde superior del cuerpo calloso,
inmediatamente por debajo de la confluencia de los senos venosos
longitudinal y transversos. La figura 1, tomada de Bardasano J.L. (1978),
muestra la topografia de la pineal en la rata de laboratorio. Su tamafo,
en los roedores, estd en relacién con la latitud geografica del héabitat de

la especie considerada (Quay W.B. 1980).

Una caracteristica importante es su gran vascularizacién,
proviniendo la mayoria de la sangre que llega a la pineal de las arterias
cerebrales posteriores (Goldman H., Wurtman R.J. 1964); generalmente

entre 4 y 6 ramas de esta arteria penetran en la gldndula, drenando

directamente a los senos venosos.

La gladndula pineal estd formada por dos tipos de células, los
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pinealocitos, células con caracteristicas secretoras en los mamiferos Yy
fotorreceptoras en los invertebrados. Entre sus caracteristicas morfolégicas,
destaca la existencia de numerosas prolongaciones citoplasméticas que
terminan en los espacios perivasculares (Arstilla A.V. 1967), y la presencia
de grénulos de secrecion que hacen prominencia en estos espacios, cuya
concentracién varia a lo largo del dia, siendo baja durante el dia y
aumentando en la oscuridad, estrechamente relacionada con {a sintesis de
melatonina a nivel de esta g‘léndu%a (Kachi T. 1979). Entre estas células
estdn situadas otras, similares a los astrocitos, y cuya misién parece ser de

soporte de los pinealocitos (Rio Hortega P. 1929).

La pineal en los roedores, al igual que en los vertebrados
inferiores, estd formada por un verdadero complejo pineal, més que por un
érgano simple, constando de una parte profunda, situada en la regién
intercomisural, y otra superficial, justo debajo de la confluencia de los
senos venosos, unidas por un fino tracto barenquimatoso; la pineal superficial
representa la mayor parte del complejo pineal y se corresponde con el
drgano pineal dGnico de las descripciones clésicas; la parte profunda posee
una gran importancia funcional, al estar intimamente relacionada con el
tercer ventriculo, aprecidndose incluso pinealocitos en contacto directo con

el liquido cefalorraquideo (Hewing M. 1980).

Otra  caracteristica morfolégica interesante por su
trascendencia funcional, es la ausencia de barrera hematoencefdlica a nivel

de la glandula (Moller M. y cols. 1978).

La inervacién de la oldndula depende de las fibras

postganglionares del ganglio cervical superior, tal como describié Ramén y



Cajal S. (1911), que acompafando a los vasos sanguineos entran en la
gldndula, bien separadamente o en forma de uno o dos troncos, los nervios
‘conarios, terminando directamente sobre los pinealocitos (Warwick R.,
Williams P. 1973). En estas terminaciones simpéticas se han descrito
pequefias vesiculas que contienen noradrenalina y serotonina, cuyo nimero
varia siguiendo ritmos sincronizados con el fotoperiodo (Mukai S., Matsushima
S. 1980). En algunas especies de mamiferos se ha descrito también la
existencia de inervacfén parasimpatica que, originada en el nicleo salivatorio
superior del puente y a través de ramas del nervio petroso mayor, llega a

la pineal (Romijn H.J. 1975; Taylor R.L. y cols. 1980).

Ademas de esta inervacién simpética y parasimpatica, existen
datos a favor de la existencia de conexiones directas entre la pineal y el
SNC, fundamentalmente con Ila habé‘nula y el ndGcleo paraventricular
hipotaldmico (Dafny N. 1980; Buijs R.M., Pevet P. 1980; Ronnekleiv O.K.,

Moller M. 1979; Semm P., Volirath L. 197R).

Un hecho que frendé el estudio de la fisiologia pineal es la
presencia de calcificaciones a nivel de la glandula, observado por rayos X,
considerando este érgano inerte a partir de la pubertad. Los componentes
bésicos de estas concreciones calcareas intraglandulares son : calcio, fésforo
y trozos de estroncio (Krstic R., Golaz J. 1977). Reiter R.J. y cols. (1976)
formularon una interesante teorfa segln la cual relacionan la presencia de
estas calcificaciones con hiperactividad de la gléndula, contrariamente a lo
que se suponia hasta esos momemtos. En la actualidad los estudios sobre
las calcificaciones pineales han cobrado nuevo interés, al atribuirseles

funciones relacionadas con la etiologia del cédncer de mama, como veremos

més adelante (Cohen M. y cols. 1978).



1.2 - Hormonas de la glandula pineal - Melatonina

En la glandula pineal se han descrito numerosas sustancias,
tales como indolaminas, catecolaminas, alfa MSH, renina, neuropéptidos
como TRH, LHRH, AVT y AVP, etc.. Sin embargo, sélo en el caso de las
indolaminas y especialmente de la N-AcetiI—S-Metoxi—Trip{amina
(melatonina), hay datos concluyentes sobre su origen pineal y sus acciones
hormonales. Por este motivo limitaremos nuestro estudio a estos componentes

pineales.

1.2.1 - Sintesis

La melatonina ha sido la primera sustancia aislada de la
glandula pineal, por Lerner A. y cols. en 1958, siendo quimicamente
identificada como N-Acetil-5-Metoxi-Triptamina. Su sintesis se produce en
los pinealocitos, los cuales poseen los enzimas necesarios para la formacién
de esta indolamina. Se realiza en dos etapas (Figura 2) a partir del
tript6fano captado de la circulacién sistémica (Reppert S.M., Klein D.C.
1980; Balemans M.G.M. 1979). Primeramente se sintetiza serotonina, por la
accion sucesiva de la triptéfano hidroxilasa y la L-aminodcido aromético
decarboxilasa. En la segunda etapa, la serotonina se convierte en N-acetil-
serotonina, por la accién de la N-acetil-transferasa (NAT) y posteriormente
en melatonina, por accién de la hidroxi-indol-orto-metil-transferasa (HIOMT),
enzima que, al igual que la melatonina, se pensé en un principio que eran
exclusivas de la pineal, éiendo posteriormente aisladas en la retina (Cardinali
D.P., Rosner J.M.. 1971; Wiechmann A.F. y cols. 1985), érgano de Harder
(Vlahakes G.H., Wurtman R.J. 1972) y tracto gastrointestinal de la rata

(Quay W.B., Ma Y.H. 1976), demostrandose la sintesis de melatonina en
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estas localizaciones (Pevet P. y cols. 1978; Balemans M.G.M. y cols. 1980).
Una vez sintetizada la melatonina es liberada por la pineal, siendo detectada
en sangre y fluido cerebrospinal. En la circulacién el 67 % de la melatonina

aparece unida a la albdmina.

1.2.2 - Metabolismo

El sitio primario de degradacidn de la melatonina es el
higado, basicamente por dos vias : |

- formacién de 6-hidroximelatonina en el sistema microsomal
hepatico, elimindndose posteriormente conjugada con sulfato o 4cido
glucurénico; representa el 80 % del metabolismo total (Kveder S., Mc Isaac

W.M. 1961).

- formacién de 5-metoxi-kinurenamina (Hirata F. y cols.

1974).

1.2.3 - Regulacién de la sintesis

La sintesis de melatonina dentro de la pineal estd regulada
por dos tipos de mecanismos : un control de tipo neural y otro control

hormonal (Figura 3, tomada de Cardinali D.P. 1984).

CONTROL NEURAL

La formacién de melatonina no es uniforme a lo largo del
dia, sino que presenta un ritmo circadiano, estrechamente relacionado con
la alternancia de la luz ambiental (Figura 4). La concentracién de

melatonina es elevada durante la noche en todas las especies de mamiferos
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estudiadas, incluyendo la rata, el hamster y el hombre. Este aumento de
melatonina, durante la fase de oscuridad, se correlaciona con un aumento,
en la pineal, de los enzimas que intervienen en su sintesis, fundamentalmente
de N-acetil-transferasa, que puede aumentar de 30 a 50 veces durante la
noche (Axelrod J.R. y cols. 1965; Klein D. C., Weller J.L. 1970) (Figura 5,

tomada de Reppert.S.M., Klein D.C. 1980).

La mayor producc_ién de melatonina durante la noche es
una constante en todos los animales, variando, sin embargo, los patrones de
produccién dependiendo de la especie que se considere (Rollag M.D. y cols.
1978; Tamarkin L. y cols. 1979); el significado de estas diferencias no ha
sido adn aclarado, aunque podria ser wuna respuesta adaptativa a las

caracteristicas luminosas del hébitat de cada especie.

La accién inhibidora de la luz sobre la sintesis de
melatonina, se lleva a cabo, bésicamente, a través de la supresién de Ila

actividad de la N-acetil-transferasa (Figura 6, tomada de Klein D.C., Moore

R.Y. 1979).

La alternancia luz/oscuridad va a ejercer su modulacién
sobre la actividad sintética y secretora de la pineal a través de una
complicada via neural : los receptores de la informacién luminosa destinada
a la pineal van a ser los conos y bastones retinianos, siendo el espectro
luminoso capaz de inhibir la actividad enzimatica de la pineal, superponible
al espectro de absorcién de la rodopsina de los bastones (Wurtman R.J.
1975); a través de los axones de las células ganglionares retinianas se va a
transmitir la informacién al ndcleo supraquiasméatico del hipotalamo, por

una via monosiniptica conocida como tracto retino-hipotaldmico; de este
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niicleo parten axones hacia el 4rea tuberal medial del hipotdlamo; neuronas
de este area poseen axones que terminan en el ndcleo hipotaldmico lateral
del &rea hipotalamica lateral, del cual emergen axones que, descendiendo a
través de! tronco cerebral, terminan en neurgonas preganglionares simpaticas
de la columna intermedio lateral de los segmentos torécicos superiores. Los
axones de las neuronas preganglionares alcanzan el ganglio cervical superior,
donde se origina la inervacién postgangliénica simpética de la pineal (Figura

7, tomado de Preslock J.P, 1984).

l.as variaciones ciclicas que experimenta la sintesis de
melatonina, en respuesta a cambios del fotoperiodo, estan reguladas por un
marcapasos, un auténtico "reloj biolégico”, funcién que se ha atribuido al
nlcleo supraguiasmatico (Menaker M. y cols. 1978), oscilador endégeno que
regula numerosos ritmos circadianos, ademéas de los pineales; lo que ain no
se ha aclarado es si el nlcleo supraquiasmético actia como un oscilador,
marcando‘ el ritmo de numerosas funciones, o simplemente envia senales

ritmicas capaces de modular los osciladores endégenos de otras estructuras.
CONTROL HORMONAL

Superpuesto con el control neural de la sintesis de
melatonina, existe a nivel pineal un control feed-back hormonal, levado a
cabo fundamentalmente por los esteroides gonadales. Numerosos autores
describen cambios en las concentraciones pineal y sérica de melatonina
durante los ciclos reproductores (Wetterberg L., Arendt J. 1975; Wetterberg
L. y cols. 1976). Axeirod J. y cols. (1965) describen variaciones en la
hidroxi~indol-orto-metil-transferasa (HIOMT) durante el ciclo estral de Ia

rata, por el contrario la N-acetil-transferasa aparentemente no se afecta
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por los esteroides gonadales (llinerova H. 1975). Otro dato a favor de este
control hormonal es el aislamiento en l|la pineal y ganglio cervical superior
de receptores para un gran nimero de hormonas : progesterona, prolactina,

andrégenos, estrégenos, glucocorticoides (Cardinali D.P. 1984).

En ratas castradas se ha descrito descenso en la actividad
de la HIOMT, restaurdndose esta actividad tras la administracién de estradiol
(Daya S., Potgieter B. 1982). Otros autores encuentran modificaciones en
la actividad de la HIOMT tras cambios en los niveles de progesterona

(Houssay A.B., Barcelo A.C. 1972), andrégenos (Nagle C.A. y cols. 1974).

1.2.4 - Lugar de vertido

Actualmente parece demostrado que la pineal vierte su
secrecién hacia la sangre, de donde procede la melatonina hallada en el
liquido cefalorraquideo (Withyachumnarnkul B., Knigge K .M. 1980),

transportada, probablemente, a través de los plexos coroideos (Smulders

A.P., Wright M. 1980).

I.2.5 -~ Sitios de accién

En muchos estudios experimentales con melatonina, ha sido
dificil discernir si los efectos de esta indolamina sobre la funcién gonadal,
eran debidos a acciones indirectas (via hipotdlamo o hipéfisis) o a acciones
directas sobre las génadas. Actualmente cuatro son los principales érganos

diana propuestos para esta hormona :

a) Hipotalamo



Kamberi 1. y cols. (1970) demostraron que la infusién de
melatonina en los vasos portales hipotdlamo-hipofisarios no modificaba los
niveles de gonadotrofinas, mientras que la infusién en el tercer ventriculo,
inducia un significativo descenso en la FSH y LH. Los resultados sugieren
pues, una accién de la melatonina a nivel hipotaldmico, posiblemente
bloqueando la liberacién de hormonas liberadoras, hip6tesis aceptada
actualmente, existiendo datos en contra de la forma en que se modifica la
liberacién de LHRH. En diversas 4reas cerebrales, entre ellas el hipotdlamo
medio basal, se ha demostrado la existencia de receptores especificos para

la melatonina (Cardinali D.P. y cols. 1978).
b) Hipdfisis

El blogueo con melatonina de la respuesta hipofisaria a {as
hormonas liberadoras hipotalamicas, ha sido descrito por varios grupos Martin
J.E., Klein D.C. (1976), Martin J.E. y cols. (1977) en ratas inmaduras;
Yamashita K. y cols. (1877) in vitro; Mieno M. y cols. (1978) en perros;
Martin J.E. y cols. (1980) en ratas recién nacidas, no pudiendo aln

demostrarse este hecho en animales adultos.

¢) Pineal

En la propia glandula pineal Vacas M.l.,, Cardinali D.P.
(1980) demostraron la existencia de receptores para la melatonina. Aunque
el significado funcional de este dato permanece aln sin aclarar, para algunos
autores (Pavel S. 1973; Sanchez-Barcelé E.J. y cols. 1982 a) la existencia
de estos receptores justificaria las diferencias en la respuesta a la

melatonina exégena, «cuando es administrada a ratas intactas o

18



pinealectomizadas, ya que la melatonina podria actuar como un factor de

liberacién de otros componentes pineales.
d) Génadas y glandulas sexuales accesorias

LLa descripcién de receptores especificos citoplasmé’&icos
para la melatonina, en las génadas de roedores y humanos (Cchen M. y
cols. 1978), permite sostener la hipdtesis de una accién periférica de esta

hormona.

Estas acciones directas de la melatonina en gdnadas vy
glandulas sexuales accesorias fueron ya sugeridas por Debeljuk L. y cols.
(1971). Sin embargo, la naturaleza de estas acciones no ha sido totalmente
clarificada. Alonso R. y cols. (1978) encontraron que la melatonina bloquea
con una relacién dosis-respuesta, el efecto de la testosterona en los Grganos
séxuales accesorios en ratas castradas, sugiriendo que esta indolamina actia
como un factor antiandrogénico. En la misma linea Shirama K. y cols.
(1981,1982) sugerian que los compuestos pineales podrian actuar previniendo
la conversién de testosterona en- dihidrotestosterona. Para Ellis L.C. (1972)
el mecanismo de accién de la melatonina consistirifa en una inhibicién de
los enzimas 17-a!fa-hidroxipregneno—C17-Czo-asa y 17-beta-hidroxiesteroide-
deshidrogenasa en la sintesis de testosterona, explicando asi los resultados
obtenidos por Peat F., Kinson G.A. (1971) de una reduccién de la produccién

de andrégenos, en incubaciones de tejido testicular, tras la adicién de

melatonina.

M&s recientemente Buzzell G.R. y cols. (1984) demostraban

que en ratas ciegas bulbectomizadas, las caracteristicas morfométricas de
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las préstatas ventrales no eran equivalentes a las obtenidas por reduccién
de los niveles de testosterona circulante. Estudios in vitro realizados en
cultivos de ovario humano han demostrade que la melatonina es capaz de
incrementar directamente la esteroidogénesis (Mc Phee A.A. y cols. 1975).
Estos autores sugieren que los efectos antigonadotréficos de [a melatonina,
podrian ser debidos a una estimulacién de la sintesis de 5-alfa-pregneno-

3,20-diona, un potente inhibidor de la liberacién de LH.

La experiencia que tenemos en nuestro laboratorio apoya
esta idea, vya que frecuentemente encontramos tras induccién de
hiperactividad pineal por diversos medios, atrofia de los drganos testosterona
dependientes, sin alteraciones morfoldgicas ni ponderales de fas gdnadas

(Sanchez-Barcelé E.J. 1982; Cos S. y cols. 1983).

1.2.6 - Acciones de la melatonina

Desde su aislamiento por Lerner A. y cols. (1958), han sido
muchas las descripciones de los efectos de esta hormona, derivados de la
administracién de melatoninak exégena. Pese a que en la mayoria de los
casos se describen efectos de tipo antigonadotréfico, existen también
descripciones de ausencia de efectos (Debeljuk L. y cols. 1970; Talbot J.A.,
Reiter R.J. 1973,1974), siendo también numerosas las descripciones de efectos

progonadotréficos pineales (Hoffman K. 1974; Turek F.W. y cols. 1975).

Tamarkin L. y cols. (1976) fueron los primeros en explicar
estas discrepancias, observando que segin la hora del dia en la cual se
inyectaba la melatonina, aparecian o no efectos sobre el eje hipéfiso~-gonadal,

resultando solamente eficaz cuando se administraba durante el dltimo tercio
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de la fase de iluminacién (Goldman B.D. y cols. 1984; Rivest R.W. y cols.

1985).

Vacas M.l., Cardinali D.P (1979), basidndose en el trabajo
anterior del grupo de L. Tamarkin, examinaron la posibilidad de que, o bien
la afinidad o el nimero de receptores a Ia. melatonina, experimentaran
variaciones diarias, capaces de justificar el distinto grado de sensibilidad
segln la hora del dia; comprobando que si bien la afinidad no varia, si lo
hace el nimero de receptores, coincidiendo la mayor densidad de receptores
con las horas de méxima sensibilidad a la melatonina exdgena. Asi mismo
Reiter R.J. (1980) describe un periodo refractario tras la interaccién
melatonina-receptor, que explicaria el hecho de la falta de efectos al
administrar melatonina en horas préximas a la produccién del pico nocturno
de hormona enddgena. De igual manera, la implantacién de 'pellets"
subcutaneos, da lugar a efectos progonadotréficos, por mantener los

receptores continuamente bloqueados.

1.3 - Acciones de la glidndula pineal sobre la reproduccién

De todos los érganos del sistema endocrino, los asociados
al control de la reproduccién, son los més influenciados por la pineal. Tres
son los tipos bésicos de disefios experimentales que han servido para aportar

los conocimientos actuales sobre el control pineal de la reproduccién

- Ablacién de la glandula pineal quirGrgicamente o por

exposicién a luz continua.

- Induccién de hiperactividad pineal por reduccién del
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fotoperiodo, ceguera o exposicién a oscuridad continua.

- Administracion de melatonina o diversas fracciones de

extractos pineales.

De forma muy general, las conclusiones més aceptadas

como efectos patrén de la hiperactividad pineal son las siguientes :

a) Involucién de las gbnadas y glandulas sexuales accesorias,
més ¢ menos intensa segin la especie animal que se considere. En el
hamster lfega a producirse, en los machos, un cese total de la actividad
espermatogénica de las gdénadas (Hoffmann R.A., Reiter R.J. 1965 a), y en
fas hembras una interrupcién del ciclo estral, cese de la ovulacién y atrofia
uterina (Sorrentino S., Reiter R.J. 1970). En todos los casos la
pinealectomia previene los efectos de la reduccién de horas de luz
(Petterborg L.J. y cols. 1981; Reiter R.J. 1982), apareciendo los mismos
efectos que con la pinealectomia, tras ablacién del ganglio cervical superior

o el trasplante de la gldndula fuera del dmbito de su inervacién habitual

(Reiter R.J. 1982).

b) Alteraciones variables en los niveles de FSH y LH en
plasma y en hipéfisis, normales o disminuidos en los machos y normales o
aumentados en hembras, que contrastan con la claridad y constancia de los
efectos medidos sobre las génadas y glédndulas accesorias (Reiter R.J.
1982; Preslock J.P. 1984). Los niveles séricos de testosterona descienden
hasta un 70 % de los valores normales (Berndston W.E., Desjardins C. 1974);
la administracién de LHRH en estos animales, no’es capaz de restaurar la

actividad gonadal, pese a elevar los valores de las gonadotrofinas a valores
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normales (Turek F.W. y cols. 1975).

c) Reduccién de la prolactina sérica. Se ha descrito un
descenso en la prolactina por accién indirecta sobre el hipotalamo,
modificando la liberacién de PRF o PIF (hormonas estimuladora e inhibidora
de la liberacién de prolactina)(Blask D.E., Reiter R.J. 1975), por accién
directa sobre la hipéfisis del PPRF (factor pineal liberador de prolactina) vy
del PPIF (factor pineal inhibidor de la liberacién de prolactina), hormonas
semejantes a los factores de liberaciéon hipotalamicos aisladas en la pineal
(Blask D.E. y cols. 1976; Chang N. y cols.»1979), o por combinacién de
ambos mecanismos. Estos datos condujeron a Bartke A. y cols. (1975) a
emitir la hipdtesis del papel fundamental de la prolactina como mediadora
de las acciones pineales; en efecto, la reduccién de los niveles de prolactina,
consecuencia de la actividad pineal, reduciria a su vez la poblacién de
receptores gonadales para la LH. Esta hipétesis ha sido desarrollada por
numerosos autores (Matthews M.J. y cols. 1978; Bex F. y cols. 1978; Benson
B., Matthews M.J. 1980; Chen H.J., Reiter R.J. 1980), y parece ser vélida
en el hamster, pero no en otras especies como la rata, en la que el grado
de atrofia gonadal es independiente de la tasa de prolactina circulante

(S4nchez-Barcelé E.J. 1982; Mediavilla M.D. y cols. 1982; Leadem C.A.,

Blask D.E. 1982 a).

.4 - Factores potenciadores de la actividad pineal

Algunas especies animales como la rata de laboratorio, son
poco sensibles a las variaciones del fotoperiodo, de tal manera que, para
observar con nitidez los efectos antigonadotréficos, hay que asociar a la

disminucién de la radiacién luminosa otras maniobras experimentales que
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actdan como potenciadoras. Lo interesante de este hecho es que, aunque
algunas de estas situaciones son totalmente artificiosas, otras se dan de
manera espontdnea, durante algunas etapas de la vida de los animales en su
hébitat natural, y su conocirﬁiento nos ayuda a comprender las modificaciones
de la funcién pineal duran‘te sus ciclos vitales en la naturaleza. Como

factores potenciadores de la actividad pineal se consideran :

1.4.1 - Tratamiento neonatal con esteroides

La administracién neonatal de dosis elevadas de esteroides,
a ratas macho o hembras, unido a la deprivacion de luz o exposicién a
fotoperiodos cortos, durante los dias 25 a 75 de vida, provoca una
insuficiencia gonadal permanente, més intensa que la obtenida en animales
no tratados con esteroides. La pinealectomia o exéresis del ganglio cervical
superior, evita la atrofia gonadal aparecida en animales sometidos a
disminuciéon de la radiacion luminosa y tratados, al nacer, con esteroides.
Et mecanismo de potenciacién se acepta que probablemente sea una
interferencia, por parte de los esteroides, en la maduracién de &reas

hipotaldmicas sensibles a la melatonina (Reiter R.J. y cols. 1968).

1.4.2 - Anosmia

La anosmia, tanto «central (extirpacién de los bulbos
olfatorios) (Reiter R.J. y cols. 1969) como periférica (destruccién intranasal
de las aferencias bulbares) (Mediavilla M.D. y cols. 1983; Mediavilla M.D.
1984; Mediavilla M.D. y cols. 1985; Sanchez-Barcelé E.J. y cols. 1985 a),
potencia los efectos antigonadotréficos inducidos por la ceguera (Reiter

R.J. y cols. 1969), exposicién a fotoperiodos cortos (Nelson R.J., Zucker I.

24



1981) o inyeccién de melatonina (Blask D.E., Nodelman J.L. 1979; Blask
D.E., Nodelman J.L. 1980), probablemente a través de una sensibilizacién de
los 6rganos diana a la melatonina (Reiter R.J. y cols. 1980; Blask D.E.,
Nodelman J.L. 1979; Blask D.E., Nodelman J.L. 1980). La asociacién de
pinealectomia a cualquiera de las situaciones anteriores, previene estas
alteraciones de la funcién gonadal, hecho que demuestra la mediacién pilnea_l

en el efecto derivado de la doble deprivacién sensorial (Reiter R.J. y cols.

1969).

1.4.3 - Subnutricidn

La reduccién al 50 % de la ingesta alimentaria o de su
contenido caldrico, asociada a deprivacién de luz, provoca una atrofia gonadal
mayor que la obtenida con las dos. maniobras experimentales por separado
(Sorrentino S. y cols. 1971). La mediacién pineal de estos efectos quedd
demostrada al no producirse dicha atrofia en animales previamente
pinealectomizados. La subnutricién no altera ni los ritmos, ni la
concentracién de melatonina pineal (Herbert D.C., Reiter R.J. 1981),
aceptdndose como mecanismo de accién, al igual que en el caso de la
anosmia, una sensibilizacion a los efectos antigonadotréficos de la melatonina
(Blask D.E. y cols. 1980), aunque es posible que también juegue algin papel
el descenso de contenido pineal de arginina-vasopresina inducido por Ila

subnutricién (Sdnchez-Barcelé E.J. y cols. 1982 b).

I.4.4 - Exposicién a bajas temperaturas

Recientemente hemos comprobado en nuestro Ilaboratorio,

cémo la exposicién crénica a temperaturas de 10 °C, potencia los efectos
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antigonadotréficos derivados de la deprivacién de luz. La pinealectomia
previene los efectos derivados de la asociacién frio-ceguera. ElI mecanismo
de accién del frio parece ser, como en los casos anteriores, una
sensibilizacién de los érganos diana a la melatonina (Cos S. 1983; Cos S. vy

cols. 1983; Sanchez-Barcelé E.J. y cols. 1986).

Como hemos visto, el parametro ambiental més importante
en el control’ de la funcién pineal es el de las variaciones de luz,
modificando la sintesis de melatonina. Sin embargo, otros factores
dependientes del ecosistema también son capaces de incidir directa o
indirectamente sobre la actividad pineal : temperatura, disponibilidad de
alimentos y densidad de olores ambientales. De esta forma, algunos de los
llamados factores potenciadores no son mas que estu’mulos. ambientales
sincrénicos con las variaciones del nivel de radiacién luminosa. En
consecuencia, la glandula pineal puede ser considerada en los animales de
reproduccién estacional, como el dérgano integrador de estimulos ambientales
que influyen sobre la reproduccién, sincronizando los periodos de reproduccién
con la época del afio en que las posibilidades de supervivencia de las crias

son mayores, cobrando asi un papel fundamental en la conservacién de la

especie.

1.6 - La glandula pineal como transductor neurcendocrino

La Figura 8 tomada de Kappers J.A. (1978), resume la
fisiologia pineal segin el modelo de un transductor neuroendocrino, receptor
de informaciones sensoriales y endocrinas, a través de vias nerviosas Yy

humorales, y emisor de sefnales de caracter hormonal.
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La glandula pineal como transductor neuroendocrino.

Fig. 8.
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Il - TUMORES MALIGNOS HORMONODEPENDIENTES

1.1 - Concepto de tumor hormonodependiente

Algunos tumores conservan la "memoria biolégica" de las
células normales y responden a las alteraciones del medio Hormonal al igual
que las células sanas. A estos tumores se les llama hormonodependientes,
ya que su crecimiento depende de las hormonas necesarias para el desarrollo
y funcién del tejido normal que ha originado la neoplasia. Este concepto
se basa en una observacién clinica de Beatson, quien en 1896 logré Ia
regresién del céncer mamario por medio de la ovariectomia. Ya en 1836
Cooper sugirié una posible relacién entre la secrecién ovarica y el desarrollo
de tumores mamarios, tras observar fluctuaciones en la proliferacién tumoral
en diferentes fases del ciclo menstrual. En 1932 Lacassagne indujo tumores
mamarios en ratones utilizando estrona, apoyando la idea de que las
hormonas podrian estar implicadas en el desarrollo del cancer. Huggins C. vy
cols. (1941) demuestran la regresién del céncer prostdtico tras orquiectomia
y revalorizan las observaciones de Beatson al comprobar la regresién de

tumores mamarios inducidos en ratones ovariectomizados.

Ei diagndstico de tumor mamario hormonodependiente asienta

bdsicamente en dos criterios

- Presencia de una elevada concentracién de receptores

estrogénicos.

-~ Respuesta positiva a la supresién de fos estrégenos

gonadales y adrenales.
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1.2 - Receptor esteroideo - Mecanismo de accién de las hormonas

esteroideas

Las hormonas esteroideas son mensajeros quimicos que
deben encontrar a nivel de sus células diana mecanismos especificos para
ser reconocidos como tales frente a otras sustancias. Este mecanismo de
reconocimiento de la hormona constituye la funcién primordial de los
receptores y requiere un lugar de alta afinidad y gran estereoespecificidad.
A diferencia de lo que ocurre con otros sistemas, por ejemplo los
enziméticos, la interaccién de una hormona con su receptor no altera su
estructura quimica dado que el enlace establecido entre ambas es de tipo
no covalente (Katzenellenbogen B.S. 1980). Los esteroides gonadales circulan
en el plasma unidos en gran proporcién a la transcortina y a la SHBG (Sex
Hormone Binding Globulin), y atraviesan la membrana de sus células diana
fijindose a wuna proteina del protoplasma que adquiere la categoria de
receptor estrogénico. La proteina denominada 8s es modificada por el
estrégeno, sucesivamente, en proteina 4s y 5s (Figura 9). El complejo
estrégeno-proteina 5s penetra en el nlcleo y activa la RNA-polimerasa,
facilitando inicialmente la sintesis de RNA y proteinas; debiendo diferenciar
dentro de estas @ltimas, aquellas que son especificas (ovoalbGmina en el
oviducto, transcortina y SHBG en células hepéticas, receptores de
progesterona en (tero y mama, etc.) y aquellas que no son especificas,
relacionadas con el crecimiento y divisién celular (Liao S. 1975; Parl F.F.

1984; Sato B. y cols. 1980).

La estructura molecular de los receptores esteroideos ha
sido revisada recientemente por Sherman M.R., Stevens J. 1984, y a ella

nos remitimos puesto que su comentario excede los objetivos de este
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La presencia del receptor estrogénico marca su capacidad
de responder a los estrégenos, tanto si el tejido es normal como si es
patolégico (tumor). Los receptores estrogénicos se encuentran concentrados
en las células de los tejidos diana (Gtero, vagina, mama) y en diversas
dreas del sistema nervioso central, particularmente en el hipotdlamo, é&rea
predptica y complejo amigdalar. Se han descrito igualmente en neoplasias
de mama, préstata, endometrio, riiidn, ovario y en melanomas (Shaw H.M. y
cols. 1978; Rumke P. y cols. 1980; Saez S. 1981; Koroschka E.M. y cols.
1982; Pollack A. y cols. 1982; Stanberry L.R. y cols. 1982; Satyaswaroop

P.G. y cols. 1983; Zava D.T., Goldhirsch A. 1983).

A pesar de la multiplicidad de respuestas a la accién
estrogénica, por parte de los diferentes 6rganos o sistemas, se considera

que el receptor estrogénico es similar en todas las células diana de los
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diferentes 6rganos incluso en diferentes etapas del desarrollo vy
probablemente similar en todas las especies animales (Baulieu E.E. 1972;
Mc Guire W.L., Delagarza M. 1973). Miller M.A. y cols. (1984) no
encuentran diferencias entre los receptores estrogénicos de los tejidos

normales y los de las neoplasias.

1.3 - Significado clinico de los receptores estrogénicos

1.3.1 - En la respuesta a la hormonoterapia

Parece existir una clara correlacién entre la concentracién
de receptores y la respuesta a la hormonoterapia (Fisher R.l. y cols. 1976;
Cikes M. 1978; Jensen E.V. 1980; Jensen E.V. 1981; Rochefort H. 1981;
Milgrom'é. 1984). En los tumores con receptores estrogénicos, la tasa de
réspuesta a la hormonoterapia se sitGa entre un 50 - 60 % de los €asos,
mientras ‘que en neoplasias sin receptores estrogénicos el porcentaje de
respuesta se sitGa entre 0 - 10 % (Clavel B., Gest J. 1983; Fiéher B. y
cols. 1983 a). En los Gltimos afos se ha visto que la tasa de receptores
de progesterona (RP) permite afinar la respuesta a la hormonoterapia dentro
de los tumores con receptores estrogénicos (Liskowski L. y cols. 1976; Mc
Guire W.L. 1978; Henderson I[.H., Canellos G.P. 1980; Eckert R.L.,
Katzenellenbogen B.S. 1982; Magdelenat H. y cols. 1982; Magdelenat H. vy
cols. 1983; Fisher B. y cols. 1983 b). Actualmente la dosificacién de los
receptores estrogénicos y progesterdénicos es el mejor medio para predecir
la hormonodependencia de los tumores mamarios, como lo confirma el dato
de que el 90 % de los enfermos con tumores sin receptores estrogénicos ni
progesterénicos, no responden al tratamiento endocrino. A la inversa, el

80 % de los enfermos con tumores con ambos tipos de receptores responden
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favorablemente. Cuando sélo esta presente un Unico tipo de receptor, los
casos de remisién son intermedios entre un 25 % y un 50 % (Sanfilippo O.
y cols. 1979; Dao T.L., Nemoto T. 1980; Namer M. y cols. 1980; Saez S.

1981; Rochefort H. 1982; Clavel B., Gest J. 1983).

11.3.2 - En el pronéstico

Un parametro ciertamente fiel para anticipar las
probabilidades de recidiva y el tiempo de supervivencia es la evaluacién del
ritmo de crecimiento tumoral. Este ritmo de evolucién ha sido objetivado
in vitro por diversas técnicas de evaluacién del contenido celular en fase de
sintesis de ADN (por ejemplo, incorporacién de timidina tritiada). Con ello
se ha visto cémo existe una estrecha correlacién entre la tasa de
incorporacién de timidina tritiada, el contenido de receptores estrogénicos y
el prondstico. Una incorporacién de timidina elevada corresponde
generalmente a tumores sin receptores, cuyo pronéstico serd malo. El
anélisis de la distribucién de las células dentro de las fases del ciclo
confirma la relacién crecimiento-ausencia de receptores estrogénicos (Meyer

J.S. y cols. 1977; Olszewski W. y cols. 1981 a, 1981 b).

Este paralelismo entre el pronéstico y la tasa de crecimiento
sugiere igualmente una correlacién con el grado de diferenciacién; en
mdltiples trabajos se describe mayor presencia de receptores estrogénicos vy
‘progesterénicos en las formas tumorales més diferenciadas, segin la
clasificacién de Bloom H.J.G., Richardson W.W. (1957) (Maynard P.V. y
cols. 1978; Mc Carty K.S. y cols. 1980; Lesser M.L. y cols. 1981; Thoressen
S. y cols. 1982; Tulusan A.H. y cols. 1982; Akagi M. y cols. 1983; Saez S.,

Pichon M.F. 1983; Le Doussal V. y cols. 1984).
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Los receptores permiten aparentemente anticipar el
pronéstico, pero es quizds més exacto concebir esta hipétesis en un sentido
un poco diferente : permiten hacer la discriminacién entre dos tipos de
tumores; los primeros, con receptores, corresponden a tumores cuyas células
poseen unas propiedades relativamente diferenciadas, su velocidad de
evolucién, es decir de crecimiento, es mas lenta, sus localizaciones a
distancia son igualmente las mejor toleradas y clasicamente las més sensibles
a las terapéuticas (hormonales, radioterdpicas o quimioterépicas). Los
otros tumores,‘ sin receptores, son independientes, desde todo punto de
vista, su crecimiento es rapido, como lo es el de todos los tumores mas
indiferenciados; su sensibilidad a los tratamientos, como la radioterapia
local o la quimioterapia, es engafosa, puesto que los periodos de remisidn
acumulados no conducen sin embargo a una supervivencia global mayor
(Cooke T. y cols. 1979; Furmanski P. y cols. 1980; Friedman M.A. y cols.
1981; Von Maillot K. y cols. 1982; Clark G.M., Mc Guire W.L. 1983; Ciatto
S. y cols. 1983; Aamdal S. y cols. 1984; Crowe J.P. y cols. 1984; Bolla M.

y cols. 1984; Mercer R.J. y cols. 1984).

I1.4 - Receptores estrogénicos en la gldndula mamaria normal

y neoplasica

Para el completo desarrollo de la mama se necesitan, entre
otras hormonas, estrdgenos, respondiendo el tejido mamario a modificaciones
en los niveles de esta hormona. Como hemos visto las hormonas esteroideas
para actuar sobre un determinado tejido, deben ligarse a wuna proteina
receptora especifica, situada en el citoplasma. Estos receptores estrogénicos
han sido descritos en tejido mamario procedente de adenocarcinomas

experimentales en animales (Wittliff J.L. y cols. 1972; Hawkins R.A. y cols.
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1977; Asselin J. y cols. 1980; Yoshida H. y cols. 1982 a, 1982 b), en tumores
espontineos en animales (Mac Ewen E.G. y cols. 1982; Yoshida H. y cols.
1982 b) y en humanos (Nomura Y. y cols. 1977; Zava D.T. y cols. 1977;
Singh P. y cols. 1978; Fazekas A.G., Mc Farlane J.K. 1980; Borjesson B.W.,
Sarfaty G.A. 1981; Buell R.H., Tremblay G. 1983; Jacobs S.R. 1983;
Hanselmann R., Genton C.Y. 1983). La presencia de receptores estrogéni/cos,
se ha constatado en el 60-70 % de las neoplasias mamarias, frente al 38 %
de aparicién de receptores a la progesterona, 52 % de receptores a
glucocorticoides y 31 % de receptores androgénicos, sin relacién aparente
con la localizacién del tumor en la mama, tamafio o extensién (Allegra J.C.
y cols. 1979; Kern W.H. 1979; Elwood J.M., Godolphin W. 1980; Contesso G.

y cols. 1983; Fuse H. y cols. 1983).

Existen miultiples trabajos que intentan relacionar Ila
aparicién de receptores estrégénicos en tumores mamarios, con los caracteres
histolégicos del tumor, con la aparicién de reaccién inflamatoria, ‘de
elastosis, con variaciones de indices citomorfolégicos (Antoniades K., Spector
H. 1979; Hawkins R.A. y cols. 1980; Lesser M.L. y cols. 1981; Contesso G.

y cols. 1983). Dicha relacién no ha llegado a comprobarse en el momento

actual.

Suficientemente demostrada la presencia de receptores
estrogénicos en los tumores mamarios, existen mayores discrepancias en
cuanto a su presencia en el tejido mamario normal, asi Singh P. y cols.
(1978) y Seshadri R. y cols. (1979) describen niveles bajos de receptores
estrogénicos; mientras que Wagner D.A. y cols. (1976) no los detectan.
Recientemente Silva J.S. y cols. (1983) demuestran en humanos variaciones

ciclicas de la concentracién de receptores estrogénicos en funcién del ciclo
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menstrual, siendo los niveles de receptores estrogénicos altos durante Ia
fase proliferativa y bajos durante el resto del ciclo. Se han descrito también
variaciones ciclicas, dependiendo del ciclo menstrual en la concentracién de
receptores estrogénicos y progesterénicos en el endometrio (Bayard F. vy
cols. 1978). Contrariamente a los adenocarcinomas mamarios, no ha sido
descrita la presencia de receptores estrogénicos en las afecciones ’no_

carcinomatosas de la mama (May-Levin F. y cols. 1977).

Los tumores mamarios con receptores estrogénicos se
diferencian, como hemos visto, de los tumores sin receptores estrogénicos,
en su respuesta a la terapia hormonal (Mc Guire W.L. 1978; Byar D.P. y
cols. 1979; Blamey R.W. y cols. 1980; Brooks S.C. y cols. 1980; Saez S.
1981; Wittliff J.L. 1984), en su prondstico (8lamey R.W. y cols. 1980; Jensen
E.V. 1981; Rochefort H. 1981; Neifeld J.P. y cols. 1982; Rochefort H. 1982;
Saez S., Pichon M. 1983; Saez S. y cols. 1983), en la duracién del periodo
de remisién (Knight W.A. y cols. 1977; Cooke T. y cols. 1979) vy
probablemente, en su respuesta a la quimioterapia (Kiang D.T., Kennedy
B.J. 1977; Blamey R.W. y cols. 1980; Cavalli F. y cols. 1983; Kiang D.T.
~1984; Levine R.M., Lippman M.E. 1984); ademés de estas diferencias existen
autores que relacionan la aparicién de tumores que poseen receptores
estrogénicos, con factores epidemiolégicos del céncer de mama, algunos de
estos Ultimos descritos como factores de riesgo de los adenocarcinomas

mamarios (Cole P. 1974), tal es, por ejemplo, !a asociacién de dichos

tumores con factores como :

- Edad. La frecuencia de tumores mamarios con receptores
estrogénicos aumenta directamente con la edad (Elwood J.M., Godolphin W.

1980; Lesser M.L. y cols. 1981; Fisher B. y cols. 1983 c).
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- Estado menstrual. Junto a autores que describen una
asociacién del estado menstrual y edad de los pacientes en su relacién con
tumores que poseen receptores estrogénicos, demostrando su mayor incidencia
en la postmenopausia (K.iang D.T., Kennedy B.J. 1977; Lesser M.L. y cols.
1981; Kuno K. y cols. 1983; Mercer R.J. y cols. 1983; Calandra R.S. y cols.
1984); existen otros que asocian el aumento en la incidencia de tumores
con receptores estrogénicos a la edad, independientemente del estado

menstrual (Elwood J.M., Godolphin W. 1980; Clark G.M. y cols. 1984).

- Edad al primer nacimiento. Los tumores mamarios con
receptores estrogénicos se asocian a mujeres que tienen el primer hijo a los
veinte afos o después (Elwood J.M., Godolphin W. 1980). Otros autores

niegan esta asociacién (Lesser M.L. y cols. 1981; Hildreth N.G. y cols.

1983).

- Exposicién a drogas estrogénicas o contraceptivos orales.
A la vez que hay trabajos que abogan por esta asociacién (Lesser M.L. y
cols. 1981; Mirimanoff R.O. y cols. 1981; Borgna J.L., Rochefort H. 1983;
- Janssens J.PH. y cols. 1983; Osborne M.P. y cols. 1983; Bye P. 1984), otros

demuestran lo contrario (Elwood J.M., Godolphin W. 1980; Hildreth N.G. y
cols. 1983).

- Peso corporal. Mac Mahon B. (1975) asi como Donegan
W.L. y cols. (1978), Kuno K. (1981), Lesser M.L. y cols. (1981) encuentran
una mayor incidencia de tumores con receptores estrogénicos en mujeres
obesas, mientras otros autores niegan la relacién peso corporal-tumores con

receptores estrogénicos (Elwood J.M., Godolphin W. 1980; Mason B. y cols.
1982).
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- Factores de riesgo del cancer de mama, como edad de la
menarquia, origen étnico, status socioeconémico, nuliparidad, historia familiar
de patologia mamaria, suelen no ser asociados con los tumores con
receptores estrogénicos (Elwood J.M., Godolphin W. 1980; Lesser M.L. vy
cols. 1981; Paganini-Hill A. y cols. 1984). Hildreth N.G. y cols. (1983)
describen una asociacién de estos tumores con la nuliparidad. Lesser ML
y cols. (1981) encuentran menor frecuencia de tumores con recebtores

estrogénicos en personas de raza negra.

- Patologia previa mamaria. Hay autores que describen
una asociacién entre los tumores con receptores estrogénicos y la existencia
de historia previa de enfermedades benignas de la mama (Lesser M.L. vy

cols. 1981; Hildreth N.G. y cols. 1983).

Asi como se han visto correlaciones entre los tumores con
receptores estrogénicos y distintos factores epidemiolégicos del céncer de
mama, ninguna de estas correlaciones ha podido ser demostrada para

cualquier otro de los receptores esteroideos descritos (Allegra J.C. y cols.

1979).

1l - CARCINOGENESIS EXPERIMENTAL

Una herramienta de trabajo de enorme eficacia para el
estudio de los procesos neopldsicos es poder disponer de un modelo animal
del tumor que se desea investigar; en algunos casos esto ha sido posible
mediante la induccién de tumores a animales de laboratorio con alguna de

las técnicas que pasamos a revisar.
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11l.1 - Agentes carcinégenos

I11.1.1 - !noculacién de virus oncégenos

Hace 70 afios se comprobd por vez primera que una forma
de leucemia en las aves podia transmitirse por filtrado tumoral sin células,
entonces no se aprecié el carédcter del agente transmisible pero, de manera
retrospectiva, cabe afirmar que era un virus. Mas adelante fué Bittner J.J.
(1942) quien demostré que el carcinoma mamario en el ratén podia ser
causado por un virus, comprobando que la mayor frecuencia de céancer de
algunas cepas de ratones dependia de un virus transmitido de generacién a
generacién por la leche de la hembra lactante. A partir de estas
observaciones han sido muchos los virus identificados como causa de tumores
en animales de laboratorio, incluyendo tanto virus de DNA como de RNA.
Todos los virus oncégenos tienen la facultad de producir tumores en el
huésped adecuado de laboratorio (in vivo) y de causar transformacién de
células normales susceptibles a células neopiésicas en cultivos de tejidos (in
vitro). Este modelo de induccién tumoral, sin ser el més frecuente, ha
sido utilizado en multitud de trabajos experimentales (Dalton A.J., Haguenau

F. 1962; Lapin V. 1974, 1975; Lapin V., Ebels I. 1976; Blask D.E. 1984).

lIIl.L1.2 - Radiacién

La radiacién es un método muy eficaz para producir tumores
en animales. Puede actuar sinérgicamente con otros métodos para provocar
neoplasias al producir roturas en la cadena de DNA; los fenédmenos de
reparacién pueden facilitar la accién maGtua del DNA con carcindgenos

quimicos y virus oncégenos. En contraste con la carcinogénesis producida
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por carcinégenos quimicos, el estado fisiolégico del huésped, en el momento
de la irradiacién, tiene poco efecto sobre la incidencia, ndmero de tumores
y tipo de neoplasias (Holtzman S. y cols. 1982). La induccién de tumores
experimentales mediante radiacién no es el método méas usual, dada la alta
latencia en la aparicién de los tumores e incluso la propia peligrosidad de

la técnica para el investigador.

11.1.3 - Hormonas

Aunque se desconoce el mecanismo de accién estad
comprobado que las hormonas pueden producir tumores en animales de
laboratorio; asi, la administracién duradera de estrégenos a diversos animales
de laboratorio produce tumores en miltiples localizaciones, principalmente
en glédndula mamaria (Lipschutz A. 1950, 1969). Estas observaciones en
animales han despertado ciertas prevenciones ante tratamientos prolongados
con estrégenos en el ser humano. Sobre la base de resultados experimentales
descritos hace tiempo (Moon H.D. 1950, 1951; Mihlbock O., Boot L.M.
1959; Dao T.L., Gawlak D. 1963; Sterental A. y cols. 1963) parece evidente
que ni la prolactina ni la hormona del crecimiento tienen alglin efecto
sobre la induccién de céncer mamario en ratas. Por otro lado, Ia
administracién prolongada de estrégenos induce la apariciéﬁ de tumores
mamarios en ratas (Dao T.L. 1964; Lipschutz A. 1969). Estos cambios
descritos en la mama tras administrécién de estrégenos han sido resefados
también a nivel de hipéfisis; en el caso de animales hipofisectomizados, sin
embargo, no se han encontrado alteraciones a nivel de la mama. Los
resultados son contradictorios, asfi mienfras algunos describen ausencia de
efectos de los estrégenos sobre la gldndula mamaria en ausencia de hipé6fisis,

otros afirman que los estrégenos inducen desarrollo de la gldndula mamaria
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en animales hipofisectomizados (Daniel P.M., Prichard M.M.L. 1863; Dao
T.L. 1964; Dao T.L. 1971; Dao T.L., Nemoto T. 1980). E! mecanismo de
accién del desequilibrioc hormonal queda expuesto a la critica de que las
hormonas sencillamente potencien el efecto de otras influencias carcinégenas,
de la indole de virus o agentes quimicos. Cabe especular que el papel de
fas hormonas es sélo conservar o estimular la duplicacién celular norrrl‘\at,,

como en la mama o el endometrio, fendmeno que se ha comprobado es

importante en la transformacién neoplésica.

i1i.1.4 - Carcindgenos quimicos

Dedicaremos un especial interés a este apartado ya que el
modelo experimental elegido para nuestro trabajo estd basado en la

carcinogénesis quimica.

L.a carcinogénesis quimica fué reconocida por vez primera
en el hombre, con el hallazgo de Hill en 1761 de un aumento en Ila
incidencia de pdlipos nasales y céncer después de un uso prolongado del
rapé. En 1775 Pott observa que los deshollinadores presentaban alta
frecuencia de céncer escrotal y lo asocia con la exposicién de estas
personas, durante muchos afios, a gran cantidad de hollin de carbén y
alquitrdn. Desde estas observaciones se ha comprobado que centenares de
compuestos quimicos, tanto naturales como sintéticos, orgénicos e
inorgénicos, son carcinégenos. Estos carcindgenos quimicos no poseen un
cardcter quimico o estructural comtn, ni muestran derivados metabdlicos
comunes. Al igual que los virus los carcinégenos quimicos tienen en mayor
o menor medida especificidad de especies; son activos in vivo e in vitro;

algunos producen tumores malignos desde el comienzo; otros desencadenan
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en primer lugar neoplasias benignas, que progresan a formas malignas. En
otras ocasiones los tumores originados por agentes quimicos aparecen vy
presentan regresién espontdnea (Young S. y cols. 1963). Tras la
administracién del cancerigeno suele haber un periodo de iatencia entre la
administracién del agente y la aparicién del tumor; sin embargo, respecto a
todos estos atributos, cuanto mdés potente sea el carcindgeno, tanto r’nés‘
amplia serd la gama de animales susceptibles, tanto més vulnerables serén
los tejidos, tanto més seguro seréd el progreso a tumor maligno y tanto més

breve serd el periodo de latencia (Robbins S.L., Angell M. 1973).

Entre los agentes quimicos carcinogénicos méas potentes

usados en experimentacién estan :

* Hidrocarburos arométicos policiclicos. Son de os
carcindgenos quimicos conocidos més potentes. Entre los més activos
estdn : 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno, 9,10-dimetil-1,2,5,6,-dibenzantraceno,

1,2,5,6-dibenzantraceno, 3,4-benzopireno, 3-metilcolantreno.

* Colorantes azoicos. L.os més usados son el N-dimetil-4-

aminoazobenceno y el N-metii-4-aminoazobenceno.

* Aminas aromaticas : dimetilnitrosamina, 2-aminofluoreno,

2-acetilaminofliuoreno.

* Agentes alquilantes. Los mejor conocidos son las mostazas

nitrogenadas.

* Otras sustancias de diversa indole :
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. compuestos inorgénicos : 6xido de berilio, cadmio,

cobalto, mercurio, niquel, acetato de plomo.

. productos naturales de origen vegetal : cicasina,

aflatoxina B1.
En general los carcinégenos quimicos actGan sobre el
material celular por tres mecanismos diferentes : interaccién fisica del

carcinégeno con los receptores celulares, reaccién quimica del carcindgeno
con estos receptores o interaccién de un metabolito del carcinégeno con el
receptor, formandose un intermedio metabolito-receptor. Atendiendo a
estas formas de actuacién encontramos dos tipos fundamentales de agentes
cancerigenos
a) de actuacién directa
agentes alquilantes
agentes acilantes

compuestos inorgénicos

b) de actuacién tras-activacién biolégica
aminas aromaticas
amidas arométicas
compuestos azoicos
compuestos nitro y nitrosos

hidrocarburos arométicos polinucleares

I1l.1.4.1 - Hidrocarburos arométicos polinucleares

Son los productos quimicos en los cuales su efecto
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cancerigeno fué primeramente identificado. La mayoria de los carcindgenos
mas potentes en este grupo tienen més de tres anillos benceno, de ahi el
nombre de hidrocarburos aromaticos polinucleares. Desde fa observacién
de Pott en 1775 de que el céancer de escrotoc encontradc en los
deshollinadores pudiera estar causado por algin componente del hollin,
pasaron méas de cien anos hasta que se produjeron experimentalmen;ce
tumores de piel en conejos, pintandolos con extractos de alquitran. Estas
experiencias marcaron el comienzo de la investigacién de la sustancia
carcinogénicamente activa en el hollin, que culminaron con el aislamiento
e identificacién de! benzo(a)pireno_, dos décadas mas tarde. El sintético
dibenzo{a,h)antraceno demostré ser un carcindgeno y las similitudes entre
ambas moléculas implicaron a los hidrocarburos arométicos policiclicos
como potenciales cancerigenocs para el hombre. Posteriormente se
sintetizaron muchos otros hidrocarburos arométicos polinucleares que son

utilizados rutinariamente como tumorigenos en animales de laboratorio.

METABOLISMO

El estudio del metabolismo de los hidrocarburos aromaéticos
polinucleares tiene particular importancia debido a la evidencia de su
implicacién en el proceso de carcinogénesis. Estos agentes quimicos deben
ser metabdlicamente activados "in vivo" a los derivados llamados "Gltimos
carcinégenos", es decir, los derivados directamente implicados en la
induccién de tumores. El balance en el metabolismo entre metabolitos
activos o inactivos es uno de los factores criticos en la eficacia

carcinogénica de estas especies quimicas.

En la Figura 10 representamos esqueméticamente las vias
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establecidas del metabolismo de fos hidrocarburos arométicos polinucieares.

epoxido

reductasas

HIDROCARBUROS AR EPOXIDOS METABOLITOS
AROMATICOS i | VE L OS HAP FENOLICOS
POLINUCLEARES epoxidasas procesos :

{(tipo t ?) no
enzimaticos

glucuronido
S-transferasa

grupos glutatina-S
nucleofilicos hidrasas transferasa
TEJIDO DIANA DERIVADOS DER'VADOSS %ECRJXAS%SOS
DE LOS HAP DIHIDRODIOL CONJUGADQO GL O
CON GLUTATION

" | epoxidasas v ”‘_,...-f'f
(tipo 1l ?) ‘ el
P -

»” ,.—”"
CARCINOGENESIS EPOXIDOS ',/"‘_.,—'
MUTAGENESIS SHIBRODIOL | ==
TERATOGENESIS Fig. 10.

MECANISMO DE ACCION

El estudio de los mecanismos de accién carcinogénicos de
los agentes quimicos es una de las méas fascinantes &reas en el estudio del
cédncer. Debide a I‘a gran complejidad de la carcinogénesis se han propuesto
muchas teorfas, no siendo posible explicar este fenémeno con una dnica
teoria. Asi, aunque existen muchas evidencias experimentales que apoyan
la teoria de la mutacién de la carcinogénesis, otras teorias, tales como la
seleccién de células cancerosas preexistentes, el aislamiento de células de
la regulacién del desarrollo y desdiferenciacién ("reprogramacién genética")
de células somdticas, también parecen tener validez (<Farber E. 1968;

Heidelberger C. 1964, 1975; Boyland E., Sims P. 1965; Gelboin H.V. 1980).
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Hay evidencias que sugieren que la activacién de metabolitos
intermedios de los hidrocarburos carcinegénicos inicia la carcinogénesis por
unién covalente con el DNA en el 6rgano diana. La unién covalente de
los hidrocarburos arométicos policiclicos al DNA ha sido demostrada tanto
in vivo como in vitro. Con pocas excepciones existe una buena correlacién
entre la potencia carcinogénica de un hidrocarburo y su unién al DNAA
(Mitter J.A., Miller E.C. 1965; Miller E.C., Miller J.A. 1966; Miller J.A.
1968; Troll W. 1968; Miller J.A. 1970; Miller E.C. 1978; Miller E.C., Miller
J.A. 1981 a, 1981 b).

Otra de las teorias que existen sobre el mecanismo de
accién de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, apoya la posibilidad de
que exista una unién entre e! agente quimico y una proteina citoplasmética
(Pitot H.C., 'Heidéiberger C. 1983; Heidelberger C. 1964; Farber E. 1968;
Heidelberger C. 1975; Gelboin H.V. 1980; Miller E.C., Miller J.A. 1981 a,
1981 b).

1.2 - Modelo experimental de tumor mamario en rata inducido por

DMBA. Tumor de Huggins

El tumor mamario inducido en la rata por administracién
de 7,12-dimetilbenzantraceno (9,10-dimetil-1,2-benzantraceno) (DMBA) ha
sido recientemente revisado por Welsch C.W. (1985), en un excelente
articulo en honor a Charles Brenton Huggins, autor que describié este
modelo de induccién tumoral experimental a comienzos de la década de los
afos 60, valiéndole el Premio Nobel de Medicina en 1966. Desde entonces
viene siendo el modelo més utilizado en los estudios de laboratorio, como

equivalente al tumor mamario humano.
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11.2.1 - Caracteristicas anatomopatolégicas

Estos tumores tienen una estructura histoiégica muy
semejante al céncer de mama humano; la mayor parte de ellos son
édenocarcinomas, no obstante se han descrito fibroadenomas, sarcomas
(Young S. y cols. 1963; Dao T.L. 1964; Daniel P.M., Prichard M.M.L. 196'4;
Middleton P.J. 1965; Daniel P.M., Prichard M.M.L. 1967). Estos
adenocarcinomas, al igual que los humanos, tienen un origen ductal
(Middleton P.J. 1965; Sinha D., Dao T.L. 1974, 1975; Haslam S.Z., Bern
H.A. 1977). La aparicién de adenocarcinomas a nivel del ductus, se sugiere
que  estd precedido de alteréciones displdsicas e hiperplésicas, aunque la
hiperplasia alveolar nodular no parece esencial en la carcinogénesis mamaria
cuando el DMBA se administra por otra via que no sea la intravenosa,
forma de administracién después de la cual se ha descrito, con mayor
frecuencia, la aparicién de hiperplésia alveolar nodular; de ahi que el
cardcter preneopldsico de estas lesiones no ha quedado totalmente
determinado (Daniel P.M., Prichard' M.M.L. 1964; Middleton P.J. 1965;
Beuving L.J. y cols. 1967; Sinha D., Dao T.L. 1974, 1975; Haslam S.Z.,

-Bern H.A. 1977; Ethier S.P., Ulirich R.L. 1982).

L.os  adenocarcinomas se desarrolian progresivamente,
apareciendo frecuentemente necrosis central, cuando alcanzan tamanos
mayores de dos centimetros de didmetro; en casos de grandes tamafos

suelen tener problemas de hemorragia e infeccién, debido a la necrosis.

Estos tumores pueden metastatizar pero sélo ocasionalmente
a nédulos linféticos, pulmén e higado; esta baja incidencia de metastasis

es un hecho que alin hoy dia no estid aclarado.
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111.2.2 - Caracteristicas bioquimicas

Los tumores inducidos por  hidrocarburos arométicos
policiclicos presentan procesos de glucolisis aerébica y anaerébica, fendémeno
comin a todos los tumores malignos (Dao T.L. 1964; Mori M., Tamaoki B.

1980).

En cuanto al metabolismo esteroideo, se ha descrito alguna
alteraciénbenzimética en los tumores inducidos por DMBA, en comparacién
con el metabolismo esteroideo en la glandula mamaria normal; asi la
actividad de la 20alfa-hidroxiesteroide deshidrogenasa en los tumores
mamarios, parece significativamente maéas baja que 'en la mama normal;
mientras que la actividad de la b5alfa-reductasa es mayor en los tumores
que en la gldéndula mamaria normal. La actividad de la 5alfa-reductasa en
la mama normal se localiza en la fraccién microsomal, mientras que la
actividad de ese. mismo enzima en los tumores se detecta en todas las
organelas (Dao T.L. 1964; Mori M., Tamaoki B. 1977; Mori M. y cols.

1978; Mori M., Tamaoki B. 1980).

Los tumores inducidos por DMBA, al igual que los tumores
mamarios humanos, son capaces de metabolizar la dihidroepiandrosterona y
testosterona en 5alfa-dihidrotestosterona y 5alfa-androstanediol, pudiendo
actuar como érganos paraendocrinos por metabolizacién de las hormonas
esteroideas (Jones D. y cols. 1970; Miller W.R. y cols. 1974). La
beta-glucuronidasa estd presente en concentraciones altas en los érganos
diana de estimulacién de los estrégenos (Gtero, préstata y mama); en los

tumores inducidos por DMBA se ha encontrado aumentada (Archer F.L.,

Orlando R.A. 1968).
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111.2.3 - Hormonodependencia del Tumor de Huggins

La mayoria de estos tumores regresan tras ovariectomia y
adrenalectomia, o hipofisectomia; la administracién posterior de estrégenos
o prolactina puede mantener el desarrollo tumoral, asi como los niveles de
receptores estrogénicos (Daniel P.M., Prichard M.M.L. 1963; Sterental A. 'y
cols. 1963; Gropper L., Shimkin M.B. 1967; Boyland E.S., Wittliff J.L.
1975; Asselin J., Labrie F. 1978; Arafah B.M. y cols. 1980; Lee C. y cols.
1981). Lé presencia de receptores estrogénicos, en los tumoresv mamarios
inducidos por DMBA, se considera un ‘buen indice de hormonodependencia
(Mobbs B.G. 1966; Asselin J. y cols. 1977, 1980). En estudios de varios
autores se han comparado las propiedades de los receptores estrogénicos
de tumores mamarios humanos, con las de los receptores de los tumores
inducidos por DMBA, siendo virtualmente indiferenciables; de ahi que los
tumores por DMBA sean un modelo valido para estudiar el papel de los
receptores estrogénicos en el céncer de mama humano (Mc Guire W.L.,
Delagarza M. 1973; Wittliff J.L. 1979). Presentan alta afinidad por el
estradiol pero no por otros esteroides no estrogénicos (Mc Guire W.L.,
Delagarza M. 1973; Powell-Jones W. y cols. 1976; Davies P. y cols. 1977;
Wittliff J.L.. 1979; Eechaute W. y cols. 1983; Dietrich W., Gérlich M. 1984).
Dao T.L. en 1971 describe diferentes formas de inhibicién de Ia
carcinogénesis quimica en la mama por modificaciones hormonales, lo que
evidencia una regulacién hormonal de la interaccién carcinégeno-6rgano
diana. Numerosos autores han descrito alteraciones en el desarrollo tumoral
debidas a variaciones hormonales (Gruenstein M. y cols. 1966; Teller M.N.
y cols. 1966, 1968; Hilf R. y cols. 1971; Teller M.N. y cols. 1977; Garcia
M., Rochefort H. 1978; Sylvester P.W. y cols. 1981; Aitken S.C., Lippman

M.E. 1982; Kamenets L.Y. y cols. 1983; Redding T.W., Schally A.V. 1983).
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Las dos hormonas mas importantes en el desarrollo de
estos tumores mamarios en ratas son la prolactina y los estrégenos, ambas
bajo control de la hipéfisis (Meites J. 1972; Gala R.R., Loginsky S.J. 1973;
Leung B.S., Sasaki G.H. 1975; Shafie S.M. 1980). Los estrégenos estimulan
la secrecién de prolactina y actdan con ésta directamente sobre el tejido
mamario, promoviendo la tumorogénesis (Lee C., Oyasu R. 1974). Grandes
dosis de estrégenos pueden inhibir el desarrollo tumoral, no por supresién
de la secrecién de prolactina, sino por interferir con las acciones periféricas
de la prolactina sobre el tejido mamario. Los estrégenos no pueden inducir
ni mantener el desarrollo de tumores mamarios en ausencia de hipéfisis,
mientras que la prolactina puede tener una limitada capacidad de inducir y
mantener el desarrollo tumoral en ausencia de ovarios (Nagasawa H. vy
cols. 1973; Manni A. y cols. 1977; Gabriel B.W. y cols. 1983). Sinha D. vy
cols. (1973) describen regresiones de tumores en animales castrados y con
niveles altos de prolactina. Las elevaciones de prolactina producidas por
lesiones hipotaldmicas, hipofisarias o administracién de pequefas dosis de
estrégenos o drogas hiperprolactinémicas, pueden aumentar el desarrollo de
los tumores, asi como drogas hipoprolactinémicas pueden reducir el
desarrollo de los tumores experimentales (Welsch C.W., Meites J. 1970;
Leung B.S., Sasaki G.H. 1975; Sasaki G.H., Leungs B.S. 1975; Holdaway
I.M., Friesen H.G. 1976; Shafie S., Brooks S.C. 1977; Nagasawa H., Morii
S. 1981; Rose D.P., Noonan J.J. 1982; Formelli F. y cols. 1983). Por el
contrario Mason M.C. y cols. (1983) al administrar drogas que inducian
aumento en los niveles de prolactina no obtuvieron efectos sobre el
desarrollo tumoral. Hay que resaltar el hecho de que si bien la
hiperprolactinemia inducida por cualquier medio tiene efectos potenciadores
sobre el desarrollo de estos tumores, sin embargo, los niveles de prolactina

durante la fase de induccién tumoral, o durante periodos estacionarios, de
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crecimiento rédpido o de regresién, estdn en el rango considerado como

fisiolégico (Gala R.R., Loginsky S.J. 1973; Nagasawa H. y cols. 1973).

Otra hormona que ha demostrado influir en el desarrollo
de los tumores inducidos por DMBA es la insulina, describiendose regresiones
de estos tumores tras inducir en los animales estados de diabetes (Cohen
N.D., Hilf R. 1974, 1975). Benson E.A., Holdaway |.M. (1982) describen

esta insulinodependencia en cultivos de células de tumor de mama humano.

11.2.4 - Protocolos de induccién tumoral

La induccién de tumores mamarios en ratas con
7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA), puede lograrse administrando el

cancerigeno por diferentes vias :

- VIA TOPICA. Mediante pinceladas diarias con DMBA

sobre la piel de las ratas (Orr J.W. 1955).

- VIA SUBCUTANEA O INTRAMAMILAR. La inyeccidén
de DMBA en el tejido mamario lleva a la formacién de tumores en el

sitio de la inyeccién (Dunning W.F. y cols. 1940).
- VIA INTRAVENOSA . La induccién de céncer mamario

en ratas por inyeccién intravenosa de emulsionados de DMBA fué descrito

por Geyer R.P. y cols. (1951) y posteriormente por Huggins C. y cols.
(1959, 1961 a).

- VIA ORAL. Es la via més usual ya que se consigue una
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elevada incidencia tumoral con baja mortalidad. En nuestro trabajo

utilizamos esta pauta por lo que vamos a revisarla con mayor detalle.

La produccién de tumores mamarios por administracién
oral de hidrocarburos aromaticos policiclicos fué descubierta de manera
accidental, cuando se trataba de inducir tumores géstricos por instilacién
de metilcolantreno (Shay H. y cols. 1949). Diez afios méas tarde, Huggins
C. y cols. (1959) publicaban las pautas para producir carcinomas mamarios
en ratas sprague-dawley, mediante administracién intragéstrica de
metilcolantreno. La latencia en la aparicion de los tumores fué de
alrededor de 60 dias, dependiendo de la dosis de metilcolantreno, la pauta
de administracién y el estado hormonal del receptor. Huggins C. y cols.
(1961 b) mejoraron sustancialmente este modelo experimental, mostrando
que una sola dosis oral de DMBA administrada a ratas hembra
(sprague-dawley), de 50 - 65 dias de edad producia en cerca del 100 % de
los casos, adenocarcinomas mamarios, con una latencia de aproximadamente
dos meses. Esta observacion ha sido posteriormente confirmada por
numerosos autores (Boyland E., Sydnor K.L. 1962; Huggins C., Yang N.C.
1962; Dao T.L. 1964; Huggins C., Sugiyama T. 1966; Archer F.L., Orlando

R.A. 1968; Yoshida H., Fukunishi R. 1977).

iI11.2.5 - Factores que influyen en la induccién del céncer

mamario con DMBA

A lo largo de los afocs se ha demostrado que wuna Unica
dosis de DMBA es suficiente para inducir tumores mamarios bajo
determinadas condiciones. Los factores criticos son : por parte del agente

carcinogénico, naturaleza y dosis; por parte del receptor, especie, raza,
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edad, estado hormonal y estado de desarrollo de la mama.

- NATURALEZA DEL CARCINOGENO. Muchas sustancias

con distinta estructura molecular tienen en comin la propiedad de inducir
cancer mamario selectiva y répidamente en la rata; el efecto parece ser
relativo a la participacién en un complejo molecular de un hidrocarburo
aroméatico polinuclear, con una configuracién geométrica determinada; pero
aln asi, no todos tienen el mismo efecto. Otro factor a considerar es la
liposolubitidad del cancerigeno, cuanto mayor sea ésta, mayores
concentraciones se alcanzardn en el tejido graso mamario (Petrakis N.L. vy
cols. 1978). Wagner D.A. y cols. (1982) describen mayor incidencia tumoral

adicionando al hidrocarburo una dieta rica en grasas.

- DOSIS DEL CARCINOGENO.
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‘Fig. 11.

La Figura 11 muestra la relacién existente entre la dosis
de DMBA4y el nimero de animales que presentan tumores mamarios. Como
podemos observar una dosis de 1 mgr. de DMBA llega a inducir céncer
mamario en ratas hembra, aunque con una incidencia minima; segin se va

aumentando la dosis, observamos como aumenta progresivamente la
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incidencia, hasta llegar a una dosis Optima de 20 mgr. donde la incidencia
es aproximadamente del 100 %. Por encima de la dosis éptima la
mortalidad comienza a ser grande, debido a los efectos téxicos del DMBA.
Dosis del orden de 50 mgr. tienen una mortalidad del 100 % (Huggins C.

1961 b).

- ESPECIE DEL RECEPTOR. Al igual que los virus

oncégenos los carcindégenos quimicos poseen en mayor o menor medida
especificidad de especie. Asi, la rata es altamente sensible al DMBA,
mientras que no lo son otros roedores como el hamster (Sydnor K.L. vy
cols. 1962). No obstante cuanto més potente sea el agente carcinbégeno,
més amplia serd la gama de animales susceptibles (Robbins S.L., Angell M.

1973).

- RAZA DEL RECEPTOR. Entre las ratas, la raza Marshall

presenta una gran resistencia a la induccién tumoral, mientras que por
ejemplo las razas Sprague-Dawley, Wistar, Chester Beatty y August muestran
alta sensibilidad al DMBA. Las ratas Sprague-Dawley son las mas
receptivas presentando mayor incidencia y menor tiempo de latencia que

las otras (Boyland E., Sydnor K.L. 1962; Engelbart K., Gericke D. 1964 a,

1964 b).

- EDAD DEL RECEPTOR. La edad es un factor critico

en la induccién de céncer por DMBA. En varios trabajos se ha comprobado
como puede inducirse cancer mamario en ratas puberes de 23 dias de
edad, aumentando progresivamente la incidencia de tumores hasta los 50 -
60 dias de edad. Cuando se administra el carcinégeno por encima de los

75 dias disminuye la incidencia de aparicién de tumores, desarrolldndose
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raramente tumores por encima de los 100 dias de edad. Las ratas de 55
dias son las méas vulnerables a los efectos carcinogénicos del DMBA
(Scholter J., Carnes R.E. 1958; Huggins C. y cols. 1961 a, 1961 b; Boyland

E., Sydnor K.L. 1962; Huggins C., Yang N.C. 1962; Dao T.L.1969).

- ESTADO HORMONAL DEL RECEPTOR. Il.a ovariectomia

aumenta el periodo de latencia y reduce el nimero de animales afectados
por tumoracién, tras el DMBA. Este efecto inhibidor de la ovariectomia
se suprime administrando diariamente de 0,1 a 1 microgramos de estradiol-
17 beta. La administracién de progesterona estimula también el desarrollo
de estos tumores (Huggins C. y cols. 1959). Hay autores que describen
variaciones en el tamano de los tumores, s‘egﬁn el momento del ciclo estral
de la rata en el cual se administra el DMBA (Lindsey W.F. y cols. 1981).
Yoshida H. y cols. (1982 a) describen induccién de tumores mamarios en
animales gonadectomizados tras repetidas dosis de DMBA, y observan unos

niveles de receptores estrogénicos mas bajos que en animales intactos.

- ESTADO DE DESARROLLO DE LA MAMA. Observando

el paralelismo existente entre los niveles circulantes hormonales y el
desarrollo de los érganos sensibles, se ha correlacionado la aparicién de
tumores mamarios con la fase del tejido mamario en el momento en el
'cual se administra el hidrocarburo; de esta manera se ha visto como la
incidencia tumoral es mayor cuanto mdés indiferenciada esfé la mama; la
administracién del DMBA altera la normal diferenciacién de la estructura
mamaria bulbo  terminal-alvéolo-l6bulo, induciendo bulbo terminal-
proliferacién intraductal-adenocarcinoma; cuantos més bulbos terminales
haya, mayor serd [a incidencia tumoral (Middleton P.J. 1965; Russo I.H.,

Russo J. 1978; Russo J., Russo I.H. 1980).
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IV - RELACION ENTRE LA GLANDULA PINEAL Y EL CANCER

La historia de la pineal como 6érgano endocrino se remonta
a tan solo 25 anos, asi Lerner A.B. y cols. en 1958 marcaron su comienzo
con el descubrimiento de ia melatonina, la hormona responsable de las
acciones antigonadotréficas pineales. En los primeros afos, como es légico,
los trabajos en torno a este 6rgano fueron de tipo 'bésico", en animales,
destinados a aclarar los mecanismos de funcionamiento de la glandula, su
dependencia de la luz o sus acciones sobre el eje hipotalamo-hipéfisis-
gbnadas. Por el contrario en los Gltimos anos han comenzado a tener un
cardcter aplicativo. En esta linea se encuentran los trabajos que relacionan
la funcidn pineal con el crecimiento de tumores en general y con el de
los tumores esteroidodependientes en particular, dando lugar estos daltimos
incluso a una aplicacidon terapéutica de las propiedades antigonadotréficas

de la melatonina.

Aunque el mayor auge de los trabajos que relacionan pineal
y tumores se ha producido en los Gitimos afos, los primeros experimentos
conocidos, fueron realizados hace ya 50 afos, por Engel P. (1934) vy
Bergmann W., Engel P. (1950); desde entonces han sido muchos los autores

que han sugerido un papel protector de la pineal ante algunos tipos de

procesos neopldsicos.

En 1977 se llevd a cabo en Viena el primer intento de
acercamiento de la fisiologila de la glandula pineal a la oncologia,
realizdndose la primera reunién de pinealélogos y cancerélogos, siendo éste

el punto de partida de multiples trabajos e investigaciones realizados

posteriormente.
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Los datos a favor de una relacién entre la funcién pineal
y los adenocarcinomas mamarios pueden resumirse en dos grandes grupos

datos epidemioldgicos y datos experimentales.

IV.1 -~ Datos epidemiolégicos

-- Las calcificaciones pineales son abundantes en los
individuos de poblaciones con alta incidencia de céncer mamario y escasas
en los de baja incidencia (Cohen M. y cols. 1978). EI significado funcional
de la calcificacién pineal es ain hoy dia controvertido; asi, mientras unos
trabajos apoyan la tesis de Reiter R.J. y cols. (1976) afirmando que la
presencia de calcificaciones en la glandula pineal es un indice de actividad,
estudios més recientes muestran descensos en la secrecién de melatonina
asociados con calcificaciones. Se ha observado como la incidencia de las
calcificaciones pineales varia en diferentes poblaciones, aumentando en
todas ellas con la edad. Mientras el 2 % de los caucasianos muestran
pineales calcificadas entre los 3 y 12 afos, el 46 % de los 13 a los 40
afnos y el 60 % después de los 40 afnos, en Japén sélo aparecen en el 10 %
de la poblaciéon adulta. Junto a esto, la incidencia de céncer de mama es
relativamente baja en Sudafrica y en Japén y alta en Norteamérica vy
Europa; considerdndose, por ello, la calcificacién precoz de la pineal como

un factor de riesgo del cédncer de mama (Cole P. 1974, Cohen M. y cols.

1978; Blask D.E. 1984).

En grupos de mujeres con carcinomas, la incidencia de
calcificacién pineal era significativamente mayor que en otro grupo control
de mujeres de la misma edad y sin enfermedad maligna (Drexler J. y cols.

1957; Tapp E., Blumfield M. 1970).
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-~ Algunas drogas como la clorpromacina incrementan los
niveles séricos de melatonina, inhibiendo el paso de melatonina a
6-hidroximelatonina (Wurtman R.J., Axelrod J. 1968). Se ha demostrado
que en pacientes psiquidtricos, tratados con esta droga, la incidencia de

tumores de mama es muy baja. (Cohen M. y cols. 1978).

-- La menarqdia precoz estd considerada como un factor
de riesgo para el céncer mamario; junto a esto, uno de los factores que
intervienen en el comienzo de la pubertad parece ser la glandula pineal,
modificando su tasa de secrecién de la melatonina (Penny R. 1982; Gupta

D. y cols. 1982; Rivest R.W. y cols. 1985).

-~ La incidencia de tumores mamarios es 5-6 veces mayor
en los paises nérdicos que en los meridionales (De Waard F. 1969; Cole P.
1974). Curiosamente se ha descrito también una relacién entre el volimen
de la glandula pineal de numerosas especies animales y la latitud geogréfica
de su habitat. El mayor tamafo y complejidad estructural corresponde a

latitudes altas (Legait H. y cols. 1973; Ralph C.L. y cols. 1979; Quay W.B.
1980).

V.2 - Datos experimentales

IV.2.1 - Glandula pineal y desarrollo tumoral en modelos

animales

TUMORES INDIFERENCIADOS

* Tumor Yoshida
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Efectos de la pinealectomia - La influencia de la
pincalectomia neonatal, bien sola o en combinacién con timectomia, ha
sido evaluada tanto en el desarrollo como en el tipo de metéstasis de
tumores Yoshida transplantados en ratas a los 60 - 80 dias después de la
cirugfa. En ambos casos el desarrollo tumoral fué superior al de los
animales intactos, siendo inferior la supervivencia, independientemente de
la timectomia (Lapin V. 1974). Los animales pinealectomizados presentaban
predominio de metéstasis en péancreas, mientras en los timectomizados
predominaban las hepaticas; los animales pinealectomizados-timectomizados

presentaban ambos tipos de metdstasis (Lapin V. 1974, 1975).

Efectos de {a melatonina - En animales intactos la
melatonina, inyectada diariamente al final de la fase de iluminacién, no
modifica el desarrollo tumoral, mientras que tanto la N-acetil-serotonina
como la serotonina reducen el tumor al 50 %. Sin embargo en los
pinealectomizados la melatonina no solo previene el incremento del
desarrollo tumoral, inducido por la ablacién pineal, sino que también
aumenta la supervivencia. La serotonina inhibe el desarrollo tumoral en
ratas intactas y pinealectomizadas; la administracién de drogas que alteran
el metabolismo de la serotonina, aumentando los niveles de serotonina vy
reduciendo los de melatonina, produce una inhibicién del desarrollo tumoral

(Lapin V. 1979; Lapin V., Frowein A. 1981).

Efectos de fracciones pineales de bajo peso molecular -
Aunque. no se describen efectos sobre el desarrollo tumoral, existen
evidencias 2 favor de que fracciones pineales, como la UM-05R prolongan
la supervivencia en animales control con sarcoma Yoshida, mientras que

otras como la UM-2R la reducen (Lapin V., Ebels I. 1976).
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* Tumor de Ehrlich

Efectos de la pinealectomia y melatonina - El tumor de
Ehrlich es una neoplasia derivada de un carcinoma espontineo de ratén,
que se presenta tanto en forma sélida como ascitica. Se ha observado que
el desarrollo medio de la forma sélida en ratas pinealectomizadas es 50 %
mayor que en los controles. En la forma ascitica la pinealectomia estimula
significativamente el desarrollo de este tumor (Bindoni M. 1971). A los
20 dias después de la implantacién, el indice mitético en la forma sélida
de los animales pinealectomizados era mayor que en los intactos; en la
forma ascitica se observé un aumento a los 5 dias después de la inoculacién,

igualandose a los controles a los 12 dias.

En experimentos recientes, se determinaron los efectos de
inyecciones de melatonina, en varios momentos del dia, sobre el desarrollo
de tumores sélidos de Ehrlich, en ratones. En fotoperiodos LD 13/11,
inyecciones de 100 microgramos de melatonina por la mafana, pocas horas
después de comenzar la fase de iluminacién, induce un leve aumento en el
peso del tumor, después de 10 dias de tratamiento. La melatonina
inyectada a mediodia no tiene ninglin efecto sobre el desarrollo tumoral,
mientras que la administracién de la melatonina al final de la fase de
iluminacién, inhibe el desarrollo tumoral. En condiciones de fotoperiodo
corto LD 8/16 no aparece ninguno de los efectos anteriores (Bartsch H.,
Bartsch C. 1981). Este hecho evidencia que los efectos de la administracién
de melatonina sobre el desarrollo tumoral, dependen del fotoperiodo y del
momento de su administracién, existiendo, en condiciones de fotoperiodos

largos, un ritmo diario de sensibilidad a los efectos antitumorales de la

melatonina.
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SARCOMAS

Los sarcomas son tumores derivados de células

mesenquimales, que incluyen fibrosarcomas y leucemias.
* Fibrosarcoma

Efectos de la pinealectomia - En trabajos recientes se
describe que los fibrosarcomas transplantados a animales pinealectomizados,
experifnentan un desarrollo més répido y alcanzan un volimen superior que
cuando el receptor es un animal intacto (Barone R.M. y cols. 1972). En
sarcomas inducidos por polyoma virus, no se aprecian diferencias dependiendo
de que el receptor fuera un animal pinealectomizado o intacto. E! factor
determinante en el desarrollo de este tipo de tumores es el timo, cuya
supresién es capaz de favorecer el crecimiento tumoral, con independencia

de la funcién pineal (Wrba H. y cols. 1975; Rella W., Lapin V. 1976).

Efectos de la melatonina - Los efectos de la melatonina
sobre fibrosarcomas inducidos por metilcolantreno dependen tanto de Ia
hora como de la via de administracién de la hormona . Con inyecciones
via intraperitoneal, la administracién vespertina inhibe el desarrollo de
fibrosarcomas, aumentando la supervivencia de los animales, mientras que
la matutina produce efectos opuestos. La via subcutanea eé inefectiva con
cualquier pauta de administracién, quizds por incapacidad de alcanzar niveles
suficientemente elevados en el fluido peritoneal (Bartsch H., Bartsch C.
1981). En animales con tumores sélidos, inducidos por metilcolantreno,
inyecciones diarias de melatonina (50 microgramos), durante 7 semanas,

aumentan la latencia en la aparicién del tumor y reducen la incidencia
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tumoral en un 50 % en relacién a los animales control (Lapin V., Ebels I.

1976).

Efectos de fracciones pineales de bajo peso molecular -
Lapin V., Ebels 1. (1976), en el mismo modelo experimental anteriormente
comentado, demuestran como la administracién de la fraccién pineal UM-2R,
siguiendo el mismo protocolo que la melatonina, tiene un efecto inhibidor
de! desarrollo de los fibrosarcomas, mayor que el conseguido con la

melatonina.
* Leucemias

Efectos de la pinealectomia - Lapin V. (1978) no hallaba
diferencias en la aparicion de leucemias entre animales intactos,
pinealectomizados o timectomizados neonatalmente. Sin embargo, tras la
administracion de un deplector de catecolaminas como la reserpina, los
animales pinealectomizados presentan una elevada incidencia de leucemias
y una mortalidad mayor que la de los restantes grupos. Este hecho era
interpretado como que los disturbios en el sistema neuroendocrino, originados
por la pinealectomia perinatal, son latentes y sélo se evidencian tras la

administracién de la reserpina.

Efectos de la melatonina - Buswell R.S. (1>975) demuestra
en ratones BALB/c, tratados con melatonina (100 microgramos) y sometidos
a un tipo especial de leucemia transplantable (células LSTRA), que la
incidencia de aparicién de tumores y su desarrollo posterior era inferior al
del grupo control. No obstante, en este trabajo, el autor no describe el

fotoperfodo, ni el momento del dia en el que hace la administracién.
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Efectos de fracciones pineales de bajo peso molecular -
Extractos de pineales bovinas parcialmente purificados fueron inyectados en
ratones, dos semanas antes de inocularles linfoleucemia L10-1, aumentando
en estos animales la supervivencia y disminuyendo el nimero de ratones
afectados. Sin embargo, estos efectos no aparecieron utilizando otro tipo

de leucemia transplantable {L-1210) (Dilman V.M. y cols. 19879).

CARCINOMAS

Los carcinomas, tumores malignos de origen epitelial, han
sido el modelo de tumor més utilizado en el estudio de la influencia pineal

en la tumorogénesis.

* Carcinoma cervical de células escamosas

Efectos de fracciones pineales de bajo peso molecular -
Ratones BALB/c, a los que se transplanté células de carcinoma cervical
escamoso y cuatro dias después se les instauré un tratamiento consistente
en inyecciones diarias (durante 10 dfas), subcutédneas, de 10 mgr. de
extractos parcialmente purificados de pineales bovinas, presentaron un
desarrollo tumoral significativamente inferior (68 %) que en animales no

tratados (Dilman V.M. y cols. 1979).
* Carcinoma de puimén Lewis
Efectos de la melatonina y extractos pineales de bajo peso
molecular - Lapin V., Ebels |. (1976) describen como la fraccién F3,

obtenida por filtracién de la fraccién UM-05F en gel de sephadex G-10,
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administrada en ratones DBF1 con transplantes intramusculares de células
de carcinoma pulmonar de lLewis, prolonga la supervivencia de los animales;

mientras que la administracién de melatonina la reduce.
* Hepatocarcinoma

Efectos de fracciones pineales de bajo peso molecular y
pinealectomia - Estd descrito que ratones C3HA portadores de hepatoma
22A transplantado, tratados con inyecciones diarias de un extracto de
pineal bovina (2 mgr.), durante diez dias, desde el cuarto dia después del
transplante, experimentaron un significativo descenso (35 %) en el peso
tumoral, comparado con los animales control, confirmando la accién
antitumoral de la pineal (Morozov V.G., Khavinson V.Kh. 1974); sin embargo,
estos resultados no estdn de acuerdo con los obtenidos por lLacassagne A.
y cols. (1969) los cuales describen una inhibicién del desarrollo de tumores

hepéticos inducidos experimentalmente, tras pinealectomia.
* Carcinoma de ovario
Efectos de !a pinealectomia - Tras [a ablacién pineal, el
desarrollo de tumores ovéricos inoculados en hamster, se ve favorecido en
los animales que fueron previamente pinealectomizados, con respecto a los
intactos y a los sham-operados (Das Gupta T.K. 1968).

* Carcinoma de Walker 256

Efectos de la pinealectomia - Rodin A.E. en 1963 fué el

primero en demostrar los efectos de la extirpacién pineal sobre el
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crecimiento y desarrollo del carcinoma de Walker 256. Este tumor fué
transplantado en ratas de 40 - 50 gramos intactas o pinealectomizadas. El
grupo de animales sin pineal presentaba significativo descenso de la
supervivencia, mayor aumento de los didmetros tumorales y mayor nUmero
y extensién de sus metéstasis. Un dato a resefar de este trabajo es la
descripcién de alteraciones morfolégicas e histolégicas en la pineal, en
animales que habian muerto por el tumor. Posteriormente Barone R.M.,
Das Gupta T.K. (1970) confirman las acciones antitumorales de la pineal,
describiendo aumento en el tamano tumoral en ratas pinealectomizadas, 24
dias después de haberlas transplantado el tumor. Otro dato que aportan
estos autores es el mayor nimero de metastasis pulmonares en las ratas
pinealectomizadas (79 % frente al 36 % de las ratas control); también
describen aumento en la incidencia de metastasis linfaticas en axila vy
mediastino, por lo que se inclinan a explicar el efecto promotor de Ia
pinealectomia sobre el desarrollo tumoral, por una alteracién en Ila
inmunidad del animal; extremo éste negado por otros autores (Rella W.,

Lapin V. 1976).

Una relacién entre el desarrollo del carcinoma de Walker
256 y el fotoperiodo fué estudiada por Tessmann D. y cols. (1972),
encontrando que a medida que se aumenta la duracién de la fase de luz
frente a la de oscuridad, el tumor crece més. Cuando los animales son

situados en luz continua (pinealectomia funcional), el tumor crece

desmesuradamente.
* Melanoma
Efectos de la pinealectomia - Das Gupta T.K., Terz J.
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(1967 a, 1967 b) estudiaron el efecto ejercido por la pineal en el desarrollo
de neoplasias pigmentadas, utilizando el melanoma N2 1, inoculado en
hamster. A partir de la segunda semana de haber inoculado la suspensién
de células tumorales, el didmetro del tumor fué mayor en los
pinealectomizados que en los controles, llegando a ser su volumen cinco
veces mayor; ademds de ésto, presentaban mayor incidencia de metéstasis'
pulmonares, renales y linfaticas axilares. En melanomas inducidos por
DMBA, la pinealectomia también provoca un incremento en el tamafo vy
nidmero de tumores (Aubert C., Bohuon C. 1970; Aubert C. y cols. 1970;

Stanberry L.R. y cols. 1983).

Efectos de la melatonina y fracciones pineales de bajo
peso molecular - La administracién intraperitoneal de 0,1 miligramos de
melatonina durante tres semanas, no influye sobre el desarrollo de
melanomas en animales intactos. Sin embargo, la administracién de la
misma dosis de melatonina a animales pinealectomizados, anula el efecto
acelerador del desarrollo tumoral inducido por la pinealectomia, lo cual
sugiere que los efectos provocados por la pinealectomia se deben a un
déficit de melatonina enddgena (E!-Domeiri A.A.H., Das Gupta K.D. 1973;
Ghosh B.C. y cols. 1973; El-Domeiri A.A.H., Das Gupta K.D. 1976;

Stanberry L.R. y cols. 1983).

La administracién de extractos de pineales bovinas
parcialmente purificados, cuatro dias después del transplante de tumores
meldnicos (melanoma Harding-Passey) en ratones, no produce ningdn efecto
sobre el desarrollo tumoral (Dilman V.M. y cols. 1979); esta ausencia de

efectos pudiera deberse, bien a la brevedad del tratamiento o a una

incorrecta eleccién del momento en el cual se administré el extracto.
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* Carcinoma mamario

Los modelos animales mas corrientemente usados para el
estudio de la tumorogénesis mamaria son los tumores de mama esponténeos
en el ratén y los tumores de mama inducidos por DMBA en la rata, sobre

los que hay abundante bibliografia.

lLos tumores de mama inducidos por DMBA son, en su
mayor parte, hormonodependientes, estando influenciados en su génesis y
desarrollo por hormonas, tales como los estrégenos, la progesterona y la
prolactina. Debido a su semejanza con los carcinomas mamarios humanos
ha sido escogido como modelo ideal para el estudio de la relacién pineal-

tumorogénesis mamaria.

Efectos de la pinealectomia - Los efectos de la ablacidén
pineal sobre el desarrollo de tumores mamarios inducidos por DMBA, han
sido estudiados en innumerables trabajos. Lapin V. (1978)‘ estudié los
efectos de la pinealectomia neonatal sobre la tumorogénesis mamaria en
ratas Wistar a las que administraba DMBA cada 10 dias, de los 85 a los
105 dias de edad. A los 400 dias la incidencia tumoral fué igual en
pinealectomizados que en intactos; sin embargo, si los pinealectomizados
eran tratados con reserpina, la incidencia tumoral era 100 % mayor y la
supervivencia menor en los animales sin pineal con respecto a los controles
(Lapin V. 1978, 1979). Otros autores (Aubert C. y cols. 1980) no
encuentran alteracién del desarrollo tumoral tras pinealectomia. Lapin V.
sugiere que la pinealectomia ejerce un efecto latente sobre la secrecion
de prolactina, que es desenmascarado tras la administracién de reserpina,

deplector de catecolaminas e inductor de hiperprolactinemia directamente,
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~ambos efectos probablemente aumentan los niveles de prolactina de manera

que se favorezca el desarrollo del tumor.

Estudios de Tamarkin L. y cols. (1981), corroborando otros
anteriores de Lapin V. (1978) y de Aubert C. y cols. (1980), parecen
indiéar que en inducciones tumorales con dosis bajas de DMBA
(7 mgr./rata), la pinealectomia favorece el desarrolio de los tumores;
mientras que carece de efecto cuando la cantidad de DMBA administrada
es alta (15 mgr./rata). Es interesante resaltar uno de los datos del trabajo
de Tamarkin L. y cols. (1981), anteriormente comentado, se trata del
aumento de los niveles de prolactina hallado en las ratas pinealectomizadas,
lo cual les hizo suponer que los efectos inducidos por la pineal pudieran

estar mediados por un descenso en los niveles de prolactina.

Efectos de la melatonina - En los Gltimos anos ha habido
un resurgir del interés del potencial de la melatonina como agente
antitumorigeno en general y en el cancer de mama en particular. Sin
embargo, los primeros estudios en esta linea fueron negativos. Asf,
Hamilton T. (1969), proponia que la actividad pineal es un factor
potenciador de la tumorogénesis, basando su afirmacién en estudios en los
cuales ratas tratadas con DMBA y situadas en luz continua, presentaban
ur‘wa elevada incidencia de fibroadenomas, frente a un predominio de
adenocarcinomas en los animales expuestos a fotoperiodos L'D 12/12. La
administracién de melatonina en ratas en luz continua carecié de efectos,
mientras que en los animales situados en LD 12/12, provocé un aumento

en la aparicién de formas tumorales malignas.
Karmali R.A. y cols. (1978) estudiaron los efectos de
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dosis diarias de melatonina (1 mgr.), sobre el desarrollo de tumores
mamarios R3230 AC, transplantados en ratas Fischer, observando un retardo
en el desarrollo de estos tumores, aproximadamente en un 60 %.
Conclusiones semejantes han sido obtenidas con otros modelos
experimentales; asi, inyecciones diarias de melatonina (200 microgramos),
administradas al final de la fase de iluminacién, disminuyen la incidencia
de. tumores mamarios inducidos por DMBA, tanto en ratas intacftas como
pinealectomizadas, mantenidas en LD 12/12; en condiciones de luz continua,
la melatonina no afecta la incidencia tumoral en ninguno de los grupos
(Aubert C. y cols. 1980). De estos resultados podria deducirse que la
presencia de la pineal no es requisito imprescindible para que las acciones
inhibidoras de !a melatonina sobre la induccién tumoral se produzcan;
hipétesis con la que discrepan trabajos posteriores de Tamarkin L. y cols.
(1981). Estos mismos autores (Aubert C. y cols. 1980) observaron que la
administracién vespertina de la melatonina, provocaba répidamente (3 - 7
dias) una reduccién en el tamafio y ndmero de tumores previamente
inducides por DMBA; este hecho indicaria que la melatonina puede inducir
la regresién de tumores mamarios avanzados. Sin embargo, la ausencia de

un correcto andlisis estadistico de estos datos les resta fiabilidad.

En un estudico similar se describe como inyecciones diarias
de melatonina (500 microgramos), al atardecer, comenzando el mismo dia
de la administracién de DMBA y continuando 90 dfas después, reducen en
un 75 % la incidencia de tumores mamarios, comparado con los controles
(Tamarkin L. y cols. 1981). En este mismo trabajo, destaca el hallazgo
de niveles bajos de prolactina en los animales tratados con melatonina;
este hecho es un argumento més, junto al anteriormente expuesto al hablar

de la pinealectomia, a favor de que el efecto antitumoral estd mediatizado
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por la hipoprolactinemia inducida por la actividad de esta gléndula.

Efectos de fracciones pineales de bajo peso molecular -
La administracién de extractos de pineales bovinas parcialmente purificados,
desprovistos de melatonina, a ratas que habian sido tratadas con DMBA un
mes antes, provoca un descenso en la incidencia tumoral, asi como una
reduccién en el ndmero de tumores (Dilman V.M. y cols. 1979). LLos
extractos pineales parecen ser més eficaces, que la administracién de
melatonina aislada, en la inhibicién del desarrollo de tumores mamarios

espontdneos en el ratén (Anisimov V.N. y cols. 1973 a, 1973 b).

IV.2.2 - Cambios morfolégicos, bioquimicos y fisiolégicos

de la glandula pineal en relacién con los procesos

neoplasicos

CAMBIOS MORFOLOGICOS

Los primeros datos que indujeron a investigar el papel de
la gldndula pineal en el desarrollo de tumores malignos, fueron observaciones
de cambios morfolégicos en esta glédndula, en sujetos fallecidos por
neoplasias. Asi, la gldndula pineal de pacientes muertos por tumores
malignos es mayor, tanto en volumen como en peso, que la de pacientes
muertos por enfermedades no malignas (Rodin A.E., Overall J. 1967; Tapp
E., Blumfield M. 1970; Hajdu S.l. y cols. 1972; Petrov S.V. 1984). De la
misma manera Rodin A.E. (1963) observa también un aumento en el peso
de la pineal de ratas inoculadas con carcinoma de Walker 256. Ademés
de los cambios de tamafo, en la pineal de animales con neoplasias se ha

descrito aumento del didmetro nuclear (Tapp E. 1980 a, 1980 b). En el
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10 % de las pineales de humanos con céncer, aparecen cambios
degenerativos tales como cavitaciones,' gliosis con astrocitos ensanchados y
fibras de Rosental (Hajdu S.I. y cols. 1972). El incremento de peso de la
pineal se atribuye también a aumentos en los depdsitos de calcio,
aumentando estos depdsitos significativamente en pacientes con enfermedades
malignas (Drexler J. y cols. 1957; Lapin V. 1976). Kerenyi N.A. (1979)
describe en un pequefo nGmero de personas que fallecieron por tumores
malignos, evidencias de una respuesta hiperplasica por parte de la gléndula

pineal.

La mayoria de los autores coinciden en afirmar que estas
alteraciones en la morfologia pineal serfan el resultado de la respuesta
adaptativa de la glédndula a los disturbios endocrinos originados por el
proceso tumoral (Rodin A.E., Overall J. 1967; Tapp E., Blumfield M. 1970;

Tapp E. 1980 a, 1980 b).

CAMBIOS BIOQUIMICOS

La actividad de la hidroxi-indol-orto-metil-transferasa ha
sido medida en pineales de pacientes con neoplasias, observandose un
aumento en la actividad de este enzima con respecto a otras enfermedades

(Kerenyi N.A. y cols. 1977).

En estudios realizados sobre tumores inducidos por DMBA
en ratas, se ha descrito aumento en el contenido de lipidos de la pineal
en los animales afectos con tumoraciones, sugiriendo también un aumento
en la actividad metabélica de la gldndula en presencia de un tumor (Tapp

E. y cols. 1980; Petrov S.V. 1984).
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CAMBIOS FISIOLOGICOS

En los dltimos seis anos se han realizado innumerables
estudios clinicos, valorando los niveles de melatonina de pacientes con
tumores malignos. Por ejemplo, Pico J.L. y cols. (1979) y Labunets I.F. y
cols. (1984) comparan los niveles sanguineos de melatonina de pacientes
cancerosos, con los niveles de melatonina de personas sanas, encontrando
niveles méas bajos en el primer grupo. Tapp E. y cols. (1980), sin embargo,
no encuentran diferencias en los niveles diurnos de melatonina entre
pacientes con neoplasias y pacientes sanos; resultado que podria explicarse
por el hecho de que la secreciéon de melatonina durante el dia es muy
baja, siendo dificil detectar cambios en sus niveles periféricos, por ello,
las diferencias entre los niveles de melatonina en personas con céancer vy
sanas debiera buscarse durante la noche, cuando los niveles de esta hormona
son mas elevados. Otros autores, por el contrario, encuentran diferencias
incluso durante el dia, entre personas sanas y personas con cancer de
mama o de préstata, presentando estas Ultimas niveles méas altos de
melatonina (Schloot W. y cols. 1981). Touitou Y. y cols. (1985) describen
un descenso en la amplitud del ritmo circadiano de la melatonina en

pacientes con cancer de mama.

Bartsch C. y cols. (1981, 1985) describen que la excrecidn
de melatonina urinaria durante 24 horas, en pacientes con céancer, era
inferior en un 31 % con respecto a un grupo control con enfermedades no
malignas; ademas de ésto, observaron como la excreci6én de melatonina en
pacientes con céincer no estaba sincronizada con el fotoperiodo, tal y como
ocurre en personas con enfermedad no maligna y personas sanas. Por esta

asincronia de la excrecién de melatonina en los cancerosos, Wetterberg
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L. (1983) defiende la hip6tesis de que el riesgo de carcinogénesis se debe

diagnosticar como un caso de cronopatologia, una alteracién del ritmo.

1IV.2.3. - Interaccién entre la melatonina y los receptores

estrogénicos de los tumores hormonodependientes

Se ha observado que los receptores estrogénicos juegan un
papel importante, tanto en el desarrollo normal como en el neopldsico de
muchos tejidos. Estudios previos han demostrado la capacidad de la
melatonina de actuar sobre los érganos esteroidodependientes, lo cual sugiere
que éstos y otros efectos inducidos por la melatonina pudieran estar
mediados por alteraciones en los receptores estrogénicos. Apoyandose en
esta hipétesis Danforth D.N. y cols. (1983 a) demostraron la capacidad de
la melatonina de modular la actividad de los receptores estrogénicos en el
ttero de >animales de experimentacién, tanto in vivo como in vitro. En un
trabajo posterior Danforth D.N. y cols. (1983 b) demuestran el aumento de
actividad citoplasmatica y nuclear de los receptores estrogénicos, inducido
por la melatonina, en estudios in vitro, incubando células de céncer de
mama humano; este aumento de actividad no se acompana de alteraciones
del receptor para el estradiol. E! aumento de la actividad del receptor
estrogénico es reversible y se mantiene mientras se mantenga la melatonina.

Danforth D.N. y cols. sugieren tres posibles mecanismos para explicar este

efecto

- Una modificacién, inducida por la melatonina, de la

sintesis o degradacién de los receptores estrogénicos.

- Una accién directa de la melatonina sobre el receptor
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estrogénico induciendo un cambio en su conformacién, activando de esta

manera sitios ocultos de la molécula.

- Induciendo la sintesis de un factor intermediario que al

unirse al receptor lo active plenamente.

En un gran estudio clinico realizado por Tamarkin L. vy
cols. (1982) se evaluan los niveles de melatonina en 24 horas, en mujeres
con canceres de mama con receptores estrogénicos y mujeres con tumores
mamarios sin receptores estrogénicos, asi como en mujeres sanas. Estos
autores describen como el pico normal nocturno de la melatonina era
considerablemente inferior en los pacientes con tumores con receptores

que en los controles o en pacientes con tumores sin receptores, entre los

cuafes no habia diferencias.

Esta correlacién entre funcién pineal y actividad de
receptores estrogénicos, se ha comprobado también para otros receptores
esteroideos, como los receptores androgénicos en el céancer de préstata

(Moeller H. y cols, 1983).

IV.3 - Glandula pineal y neoplasias humanas

A partir de los anos 50 es cuando han sido exploradas las
propiedades oncostéticas de la pineal. Los resuitados obtenidos en los
ensayos, tanto por administracién de compuestos pineales como Unico
tratamiento o complementando otros tratamientos hormonales, quimicos o
radiactivos, han sido variados, obteniéndose desde ausencia de efectos

hasta regresién parcial o total de los tumores.
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Efectos de extractos pineales - En 1959 Hofstatter R.
publica un estudio de 150 pacientes cancerosos que fueron tratados con
extractos pineales en combinacién con cirugia, radiaciones y terapéutica
hormonal, mejorando en su evolucién. En un trabajo més reciente sobre
siete pacientes con melanoma maligno diseminado, sélo uno respondié al
tratamiento con homogeneizados pineales, reduciéndose sus meté&stasis
subcuténeas (Svet-Moldarsky G.J. y cols. 1976). Los resultados de este
estudio son dificiles de interpretar, ya que no se ha incluido un grupo
tratado con placebo o con otros agentes terapéuticos, sin embargo, sugieren
que” los extractos pineales puedan tener un papel en el tratamiento de este
tipo de tﬁmores. Los carcinomas cervicales parecen ser también sensibles

al tratamiento con extractos pineales bovinos (Tapp E. 1982).

Varios estudios clinico-patoliégicos han encontrado en el
transcurso de terapias con extractos pineales en pacientes con céncer,
aumento en los niveles sanguineos de glucosa y colesterol (Lenti G. y cols.
1954), aumento en el calcio sanguineo, hipoglucemia (Milcu S.M., Milcu |I.

1958), asi como aumento en la creatinina y magnesio urinarios (Starr K.W.

1970).

Efectos de la melatonina - Sorprendentemente se ha
hecho muy poco con respecto a evaluar la capacidad oncostética de la
melatonina en clinica. En los Gltimos anos Starr K.W.‘(1970) describe
casos de desaparicién de metéstasis de rabdomiosarcoma con altas dosis de
melatonina, encontrando mayor respuesta cuanto més altos niveles
circulantes de hormona del crecimiento (GH) poseian los pacientes; otros
autores describen como efectivo el tratamiento con melatonina en tumores

de pulmén, mama, estémago y leucemias (Burns J.K. 1973; DiBella L. vy
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cols. 1979). Burns J.K. en 1973 describe descenso en los esteroides

urinarios en pacientes con céncer de mama tratados con melatonina.

IV.4 - Hipbtesis sobre los mecanismos de accién de la gldndula pineal

en procesos neoplasicos

En el momento actual no se ha aclarado aln si la influencia
de la gléndula pineal sobre los procesos neopldsicos se produce
indirectamente, por alteracién en algin mecanismo neuroendocrino, o
directamente sobre las células cancerosas. lLa Figura 12 es una
representacién esqueméatica de los mecanismos endocrinos por los cuales la
melatonina y otras hormonas pineales podrian influir sobre el céancer de
mama. Este esquema también incluye mecanismos por los cuales el tumor

podria influir sobre la funcién pineal.

INEA

HIPOTALAMO

g

Prolactina

®

Esteroides

MELATONINA Y GTRAS SUSTANCIAS
PINEALES

PRODUCTOS SEGREGADBOS
POR EL TUMOR
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Entre las principales teorfas que se postulan para explicar
las acciones antineopldsicas de la pineal, se distinguen unas que relacionan
la actividad de esta gldndula con la tumorogénesis en general, y otras que

la relacionan més en particular con los tumores de la esfera endocrina.

TEORIAS QUE RELACIONAN LA GLANDULA PINEAL

Y LOS TUMORES HORMONODEPENDIENTES

- Modificacién en los niveles de estrégenos. Una de las
hipétesis més aceptadas se basa en que el desarrollo de los tumores
mamarios podria deberse a una disminucién de la actividad de la gléndula
pineal, bien por wuna alteracién en el fotoperiodo, por cambios en la
actividad simpéatica, por una calcificacién pineal acelerada o por cambios
en los sistemas de ‘'feed-back" pineales en relacién con hormonas
periféricas. Esta teoria se fundamenta en la relacién existente entre
cdncer de mama e hiperestrogenismo, y por la observacién de que la
melatonina inhibe la produccién de estrégenos ovéricos, de gonadotrofinas
hipofisarias y asi mismo el desarrollo y maduracién sexual (Cohen M. y

cols. 1978).

La demostracion, en los Gltimos ahos, de receptores
especificos para la melatonina a nivel de génadas, apoya la posibilidad de
un efecto directo de esta hormona en los érganos del sistema reproductor

(Cohen M. y cols. 1978).

-~ Modificaciones en la prolactina. Otros autores sugieren
un pape! permisivo de los estrégenos en el céncer mamario y dan un papel

més activo a la prolactina (Tapp E. 1978; Tamarkin L. y cols. 1981).
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Estos autores refieren que, si bien los estrégenos juegan
un papel importante en la induccién del céncer mamario, tumores en
animales que inicialmente tenfan niveles altos de estrégenos, pueden
desarrollarse perfectamente en ausencia de los esteroides ovaricos, siempre
y cuando se mantengan elevados los niveles de prolactina; asi mismo
observan como, en animales hipofisectomizados y ovariectomizados con
tumores mamarios inducidos por DMBA, la simple administracién de
estr64genos es insuficiente para mantener el desarrollo tumoral. Estudiando
niveles de hormonas circulantes (gonadotrofinas, estradiol, cortisol vy
pr‘p[a‘c;%‘ina) en animales con tumores mamarios inducidos por DMBA, vy
sometidos a pinealectomia e inyecciones de melatonina, encuentran niveles
bajos de prolactina en los animales tratados con melatonina, mientras que
las ratas pinealectomizadas tenian altos niveles de prolactina y alta
incidencia tumoral; la administracién de melatonina a los animales
pinealectomizados restauré la incidencia tumoral a valores semejantes a los
de los animales no tratados, sin llegar a los valores obtenidos en los
animales intactos tratados con melatonina, es decir, que la presencia de la
pineal seria necesaria para que se manifiesten los efectos antineoplasicos
de la melatonina, quizds porque en estos efectos colaboren también otras
sustancias pineales para las cuales la melatonina podria actuar como un

factor de liberacidn.

En definitiva, a pesar de haberse comprbbado que la
administracion de prolactina tiene efectos estimuladores sobre el crecimiento
de tumores mamarios inducidos por DMBA, los niveles séricos de prolactina
"en animales tratados con DMBA estédn en el rango de la normalidad, tanto
antes de la aparicién del tumor como en la fase estacionaria, crecimiento

rdpido o regresién (Gala R.R., Loginsky S.J. 1973; Nagasawa H. y cols.
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1973).

- Modificaciones de los sistemas de "feed-back"
hipotaldmicos.  Stoll B.A. (1972) y Dilman V.M. (1971) sugieren que la
sensibilidad hipotaldmica a los mecanismos de control 'feed-back" tiende a
disminuir con factores tales como el stress o la edad. Segln estos autores
la administracién de sustancias pineales puede aumentar la sensibilidad del

sistema hipotalamo-hipéfisis al "feed-back" de regulacién de la periferia.

- Modificaciones en los neurotransmisores. Meites J.
(1980) estudiando la influencia de la prolactina en el desarrollo de tumores
mamarios inducidos quimicamente, afirma que la serotonina es una de las
sustancias hipotaldmicas maés importantes, que estimula la liberacién de
prolactina, por aumento de la liberacion de la hormona liberadora de la
prolactina. En animales con tumores inducidos por DMBA, la administracién
de serotonina produce una inhibicidn del desarrollo tumoral,
significativamente maéas pronunciada en ratas pinealectomizadas que en ratas
intactas. Esto sugiere que drogas de accién central pueden tener diferentes
efectos segln - el animal haya sido .o no pinealectomizado y que las
monoaminas, involucradas en la regulacién de la actividad hipotaldmica e
hipofisaria, pueden jugar un papel importante en el eje pineal-hipotdlamo-
hipéfisis en relacién con el crecimiento neoplasico (Guerinot F. y cols.

1975; Lapin V. 1976; Lapin V., Ebels 1. 1981).

TEORIAS QUE RELACIONAN LA GLANDULA PINEAL

CON LA TUMOROGENESIS EN GENERAL

- Modificacién en la GH. Tapp E. (1980 a) intentando
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analizar las alteraciones citoldégicas de la glandula pineal de autopsias de
pacientes muertos de céncer, observa cono aquellos tumores que cursan
con niveles bajos de GH, la pineal ejerce su méaximo efecto inhibitorio
sobre el tumor. Starr K.W. (1970) descubre un alto nivel de hormona del
crecimiento en algunos tumores que el llama '"somatotrépicos'; el
tratamiento con melatonina origina una normalizacién de la GH sérica,
acompanada de espectaculares resultados en cuanto a la regresién tumoral.
El control de la GH por la melatonina pineal ha sido ratificado por muchos
autores (Smythe G.A., Lazarus L. 1973). Asi{ mismo, parte de las acciones
de la pineal sobre la GH, se han descrito mediatizadas por acciones sobre
la somatostatina (Webb S.M. y cols. 1984). Como la secrecién de hormonas
peptidicas, tales como la prolactina, GH, estd bajo un mecanismo de contro!
aminérgico, estos autores postulan que los metabolitos amino-orto-metilados
tienen un efecto opuesto en el receptor de la amina, en comparacién con
el de la propia amina. La melatonina, como un derivado orto-metilado de
la serotonina, podria invertir la influencia de la serotonina sobre la GH, o
mejor inhibir el estimulo de liberacién de hormona somatotrépica producido

por la serotonina.

- Modificaciones en la homeostasis de la glucosa. Otro
posible camino descrito por el que la pineal puede influir sobre el
crecimiento y desarrollo tumoral es por una alteracién de la homeostasis
de la glucosa, induciendo cambios metabélicos en los tejidos circundantes a

las células tumorales (Quay W.B., Gorray K.C. 1980). Esta alteracién

podria producirse por :

* inhibicién de la secrecién de GH (Starr K.W. 1970;
Smythe G.A., Lazarus L. 1973).
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* inhibicién de 1la somatomedina, hay evidencias
recientes de la accién inhibitoria a nivel periférico de la melatonina sobre

la somatomedina (Smythe G.A., Lazarus L. 1973).

* inhibicién del eje hipotédlamo-hipéfisis-adrenocortical.
Se ha descrito gue en determinadas condiciones la pineal puede influir
sobre este eje, disminuyendo la liberacién de hormona adrenocorticotrépica
(ACTH) y glucocorticoides (Miline R. y cols. 1968; Reiter R.J., Fraschini
F. 1969). En animales pinealectomizados se ha descrito aumento de insulina

en plasma (Milcu S. y cols. 1963).

* efectos sobre la actividad adrenomedular. Las
catecolaminas adrenomedulares juegan un papel importante en el control
de la gluconeogénesis en la rata, probablemente a través de su accién
sobre los sistemas enzimaticos de sintesis de glucosa en el higado. La
sintesis nocturna de norepinefrina adrenal puede ser inhibida por la
pinealectomia, incluso hay evidencias de modificaciones temporales en las
caracteristicas de las vesiculas sinapticas, en las terminaciones de los
nervios sobre las células secretoras de adrenalina de la médula adrenal de

ratas pinealectomizadas (Kachi T. y cols. 1977).

- Modificacién del sistema inmunitario. Existen autores
que afirman que el efecto estimulador de 1ia pinealectomia sobre el
desarrollo tumoral, estd basado en una ‘alteracién de la respuesta
inmgnolégica (Rodin A.E. 1963; Das Gupta T.K., Terz J. 1967 a, 1967 b),
sin embargo, la influencia de la pineal sobre el sistema inmunitario es adn
un tema de controversia. Mientras Jankovic B.D. y cols. (1970) no

encuentran alteraciones en la respuesta inmunitaria de ratas
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pinealectomizadas, dato corroborado posteriormente por Rella W., Lapin V.
(1976), otros trabajos describen alteraciones en la inmunidad inducidas por
la pinealectomia (Csaba G. y cols. 1966), postulando una correlacién entre
el timo y la pineal, describiendo cambios morfolégicos, asi como signos de
involucién acelerada a nivel del timo en animales pinealectomizados (Csaba
G. y cols. 1966; Vaughan M.K., Reiter R.J. 1972; Csaba G., Barath P.
1975).

- Modificaciones de la proliferacién celular. Puesto que
la ablacién de la gldndula pineal se sigue de una hiperplasia de los 6rganos
reproductores, apareciendo efectos opuestos después de la administracidn
de extractos pineales; teniendo en cuenta que !a caracteristica esencial
que diferencia la multiplicacién celular normal del proceso neoplésico es la
division incontrolada, dando lugar a un desarrollo anormal, numerosos
investigadores se han preguntado si los compuestos pineales tienen una
influencia directa requladora sobre el desarrolioc celular. En una
investigaciéon de sustancias inhibidoras del desarrollo de varios tejidos
animales, dos extractos lipidicos de gléndula pineal bovina mostraron tener
alta actividad citotéxica en test de "screening" microbiolégicos (Bardos
T.J. y cols. 1968). Bindoni M. (1971) estudié el efecto de la pinealectomia
sobre la divisién celular en varios tejidos, mostrano un alto indice mitético,
asi como alta incorporacién de P32 en el DNA de las células de animales
pinealectomizados, demostrando este aumento del indice mitético también
en células tumorales (Bindoni M. 1971; Bindoni M., Stanzani S. 1971).
Este mismo autor compara el desarrollo e indice mitético de tumores de
Ehrlich, en ratones que estaban intactos o pinealectomizados, encontrando
que sbélo en el grupo de los pinealectomizados estaba aumentado el

desarrollo y el indice mitético de los tumores, comparéndolo con el grupo
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de intactos, lo que sugiere que la pineal frena la proliferacién celular

neoplésica.

La melatonina, cuando es inyectada en dosis de 100 o
200 microgramos / gr. de peso corporal en ratones con transplantes de
hepatomas, produce un efecto semejante al de la colchicina, con deteccién
en metafase, demostrédndose aumento de las figuras mitdticas en este
perfodo (Vasillev S.V. 1878). La deteccién de la mitosis por parte de la
melatonina ha sido descrito por muchos autores (Banerjee S., Margulis L.

1973; Bindoni M. y cols. 1976).

Células derivadas de metadstasis nodulares de melanoma
humano, obtenidas por biopsia, fueron expuestas a concentraciones crecientes
de melatonina, obteniendo en el 55 % de los casos, un descenso en las
mitosis proporcional al aumento de melatonina; en el 45 % restante, la
melatonina aumenté la formacién del tumor melanico, indujo cambios en
los tipos celulares o no tuvo efecto; sin embargo, en la mayoria de los
casos la melatonina parecié inhibir la proliferacién de células neoplésicas

(Meyskens F.L., Salmon S.F. 1981).

~ Modificaciones en el metabolismo de las pteridinas.
Durante los Gltimos afios, varios autores han encontrado alteraciones en el
metabolismo de las pteridinas en tumores malignos desarrollados “in vivo"
e "in vitro" (Stea B. y cols. 1978; Wachter H. y cols. 1979); estos autores
anali;ando su distribucién total en diferentes 6rganos y regiones cerebrales
en la rata, mostraron que la mayor cantidad de pteridinas se encontraba
en la glandula pineal. La sintesis de pteridinas puede influir la actividad

del enzima HIOMT en la gldndula pineal y puede estar involucrada en la
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en la biosintesis de indoles pineales (Ebels I. 1980; Lapin V., Ebels I
1981). Revisando la literatura cientifica se ha observado que en gran
ndmero de casos patolégicos, el metabolismo de las pteridinas, tanto
conjugadas como no conjugadas es anormal (Ebels I. 1980). De lo anterior
se deduce que el metabolismo de las pteridinas puede ser importante con

respecto a la relacién entre la actividad pineal y el desarrollo tumoral.
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JUSTIFICACION

El desarroilo experimental que presentamos encuentra su
justificacién en los siguientes puntos, ya comentados a lo largo de la

introduccién y que ahora resumimos :

1. - La glandula pineal ejerce sobre el eje hipotdlamo-
hip6fisis—génadas acciones que, por su naturat'eza, pueden dividirse en
antigonadotréficas y antiesteroideas. Estas Gltimas, mucho menos estudiadas
que las primeras, consistirian en un bloqueo de las acciones de los

esteroides gonadales a nivel de sus érganos diana.

2. - Es concocido que las acciones de la gléandula pineal
pueden ser potenciadas, asociando a la deprivacién de luz algunas maniobras
experimentales como bulbectomia olfatoria, reduccién de la ingesta‘
alimentaria, anosmia periférica o exposicién prolongada al frio.  Algunas
de estas maniobras potenciadoras han sido descritas por nuestro grupo de
trabajo (Cos S. 1983; Cos S. y cols. 1983; Mediavilla M.D. y cols. 1983;
Cos S. y cols. 1984; Mediavilla M.D. y cols. 1984, 1985; Sanchez-Barcelé

E.J. y cols. 1985 a, 1985 b, 1986).

3. - Se ha estudiado la influencia de la glandula pineal
sobre el desarrollo de tumores mamarios hormonodependientes, en cuyo
crecimiento juegan un papel importante los estrégenos. El  modelo
experimental utilizado en estos trabajo ha sido la induccién tumoral con

DMBA, valorando los efectos de cambios en el fotoperiodo, pinealectomia
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y administracién de melatonina.

4. - No hay pues trabajos en los que se incorporen, al
estudio de la relacién pineal-tumor mamario, los conocimientos en torno a
las maniobras potenciadoras de la actividad pineal. La utilizacién de estas
maniobras nos permite estudiar lo que ocurre cuando los efectos de la
actividad pineal son méximos y comparario frente a un nivel de actividad
normal o una supresién de la funcidn pineal, por ablacién de la glandula.
Estos modelos experimentales ofrecenila ventaja de jugar siempre con
niveles '"fisiolégicos" de hormonas pineales endégenas y no con la

administracién exdégena de dosis de rango farmacoldgico.

5. - Se desconocen los mecanismos a través de los cuales
la pineal ejerce sus acciones antitumorales. Dadas las caracteristicas de
hormonodependencia de los tumores mamarios que consideramos y la posible
actividad antiesteroidea de las sustancias pineales, cabe formular la hipétesis
de que acciones antiestrogénicas pinealdependientes ejercidas a nivel de la

mama sean las responsables de estos efectos.
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OBJETIVOS

1.- Estudiar la influencia de la glandula pineal en la
sensibilidad a la aparicién de tumores mamarios inducidos por administracién

de 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA).

2.- En tumores mamarios hormonodependientes, inducidos
por- DMBA, estudiar el papel de la glandula pineal en el crecimiento

tumoral.

3.- Analizar si la influencia de la glidndula pineal, en el
desarrollo de tumores mamarios hormonodependientes, puede tener su origen
en acciones antiestrogénicas de las sustancias pineales ejercidas a nivel del

propio tejido tumoral.
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SERIES EXPERIMENTALES

Planteamos tres series experimentales, orientadas cada una

de ellas a desarrollar cada uno de los objetivos :

- SERIE | -

Encaminada al estudio de la influencia de la actividad de
la glandula pineal en la aparicién de tumores mamarios, en animales
tratados a los 55 dias de edad con DMBA. Con el fin de obtener distintos
grados de actividad pineal en el momento de administrar el agente
cancerigeno, a los 28 dias de edad dividimos los animales en tres grandes

grupos :

- Animales sometidos a maniobras potenciadoras de los
efectos de la actividad pineal.
* Grupo E.- Animales ciegos por enucleacién

6ptica bilateral.

* Grupo EB.- Animales ciegos + bulbectomia
olfatoria.

* Grupo EH.- Animales ciegos + subnutricidn.

* Grupo EF.- Animales ciegos + exposicién crénica

a 10 2C de temperatura.

- Animales control {(normofuncién pineal).

* Grupo O.- Animales intactos.
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* Grupo S.- Animales pseudo-operados.

- Animales con supresién de la funcién pineal.
* Grupo P.- Animales pinealectomizados.
* Grupo EBP.- Animales ciegos + bulbectomia
olfatoria.
* Grupo EHP.- Animales ciegos + subnutricién +
pinealectomia.
* Grupo EFP.- Animales ciegos + exposicién crénica

a 10 2C de temp. + pinealectomia.

En todos los casos el nimero de animales por grupo fué de

20 - 25.
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RACIMIENTO
(6 - 8 crias por camada)
Raza Sprague-Dawley

3 semanas l'

| DESTETE ]

1 semana ¢

RATAS 0
(28 dias de edad)
75 - 100 gr. de peso corporal

Lb 12/12
v v
o ANIMALES PINEALECTOMIZADOS (P) o ANIMALES INTACTOS (0) e ANIMALES CIEGOS (E)
o ANIMALES PINEALECTOMIZADOS + © ANIMALES "SHAM™ (S) e ANIMALES CIEGOS +
CEGUERA + BULBECTOMIA BULBECTOMIA OLFATORIA (EB)
OLFATORIA (EBP) e ANIMALES CIEGOS +
o ANIMALES PINEALECTOMIZADOS + EXPOSICION CRONICA A
CEGUERA + SUBNUTRICION (EHP) 10 9C DE TEMPERATURA (EF)
o ANIMALES PINEALECTOMIZADOS + e ANIMALES CIEGOS +
CEGUERA + EXPOSICION CRONICA A SUBNUTRICION (EH)
10 oC DE TEMPERATURA (EFP) ]
F
CONTROLES INICIALES
- Peso corporal
b semanas -~ Muestras de sangre
W

ADMINISTRACION DE DMBA
20 agr./rata
(55 dias de edad)

CONTROLES SEMANALES

Fig. 13. Diagrama de
flujo de la SERIE | ~ Peso corporal

~ Palpacion de mamas

- - Medida de 1a superficie tumoral
20 semanas - Puncion tumoral
V-
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- SERIE I -

Esta serie tuvo por objeto el estudio de la influencia de
diferentes niveles de actividad pineal en el desarrollo de tumores
previamente inducidos por DMBA. Para ello distribuimos animales con
tumoraciones con didmetro mayor de un centimetro, en tres grupos

experimentales, divididos a su vez en subgrupos de 10 - 15 cada uno.

- Animales sometidos a maniobras potenciadoras de los

efectos de la actividad pineal.

* Grupo E.- Animales ciegos.

* Grupo EB.- Animales ciegos + bulbectomia
olfatoria.

* Grupo EH.- Animales ciegos + subnutricién.

* Grupo EF.- Animales ciegos + exposicién crénica

a 10 2C de temperatura.

- Animales control (normofuncién pineal).

* Grupo O.- Animales intactos.

- Animales con supresién de la funcién pineal.
* Grupo P.- Animales pinealectomizados.
* Grupo EBP.- Animales ciegos + bulbectomia
olfatoria + pinealectomia.
* Grupo EHP.- Animales ciegos + subnutricién +
pinealectomia.
* Grupo EFP.- Animales ciegos + exposicién crénica

a 10 °C de temp. + pinealectomia.
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NACIMIENTO
(6 - 8 crias por camada)
Raza Sprague-Dawley

3 semanas i

N DESTETE ]

5 semanas
RATAS O
(55 dias de edad)
LD 12/12
ADMINISTRACION DE DMBA
20 mgr./rata

’ tos animales sin tumores fueron
eliminados del experimento

8-15 semanas
v
ANIMALES CON TUMORES HAMARIOS
DE DIAMETRO MAYQOR DE T°CM.

CONTROLES INICIALES

- Peso corporal

- Muestras de sangre

~ Medida de 1la superficie tumoral
- Puncién tumoral

- Recogida de orina

o ANIMALES ngxtcmumuos (P) o ANIMALES Ivuucras 0 . ANIHALE‘S*CIEGOS (£)
o ANIMALES PINEALECTOMIZADOS + e ANIMALES CIEGOS +
CEGUERA + BULBECTOMIA BULBECTOMIA OLFATORIA (EB)
OLFATORIA (EBP) e ANIMALES CIEGOS +
® ANIMALES PINEALECTOMIZADOS + EXPOSICION CRONICA A
CEGUERA + SUBNUTRICION (EHP) ‘ 10 ©C DE TEMPERATURA (EF)
* ANIMALES PINEALECTOMIZADOS + e ANIMALES CIEGOS +
CEGUERA + EXPOSICION CRONICA A SUBNUTRICION (EH)
10 oC DE TEMPERATURA (EFP) '}

CONTROLES SEMANALES

- Peso corporal
- Palpacion de mamas
- Medida de 1a superficie tumoral

9 semanas - Puncion tumoral
V.
SACRIFICIO POR DECAPITACION
10 - 12 horas
Fig. 14. Diagrama de CONTROLES FINALES
flujo de la SERIE Il - Peso corporal

- Palpacion de mamas
- Medida de 1a superficie tumoral
- Citologia vaginal

v
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- SERIE I -

Una vez comprobado que la actividad pineal influye sobre
el desarrollo de los tumores mamarios inducidos por DMBA, en este
experimento tratamos de verificar si tales acciones pueden deberse a una
actividad antiestrogénica de las sustancias pineales ejercida a nivel del
propio tumor. Con este fin, en animales portadores de adenocarcinomas
mamarios de  didmetro  mayor de un  centimetro, practicamos
simultdneamente ovariectomia y algunas de las maniobras experimentales
capaces de potenciar o suprimir los efectos de la actividad pineal. Todos
los animales recibieron diariamente desde el momento de la ovariectomia
dosis idénticas (10 microgramos / rata) de fosfato de poliestradiol. Los
grupos experimentales, formados por 10 - 15 animales cada uno fueron los

siguientes :

-\ Animales sometidos a maniobras potenciadoras de los
efectos de la actividad pineal.

* Grupo CEH.- Animales ovariectomizados + ceguera

"+ subnutricién + tratamiento con

estradiol.

* Grupo CEF.- Animales ovariectomizados + ceguera

+ exposicién crénica a 10 2C de

temperatura + tratamiento con

estradiol.
- Animales control (normofuncién pineal).

* Grupo C.- Animales ovariectomizados +

tratamiento con estradiol.

95



- Animales con supresién de la funcién pineal.

* Grupo CP.-  Animales ovariectomizados +
pinealectomia + tratamiento con
estradiol.

* Grupo CEHP.- Animales ovariectomizados + ceguera
+ subnutricién + pinealectomia +
tratamiento con estradiol.

* Grupo CEFP.- Animales ovariectomizados + ceguera
+ exposicién crénica a 10 °C de
temperatura + pinealectomia +

tratamiento con estradiol.
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NACIMIENTO
(6 - 8 crias por camada)
Raza Sprague-Davley

3 semanas ‘

DESTETE

5 semanas +

RATAS O
(55 dias de edad)
LD 12/12
ADMINISTRACION DE DMBA
20 mgr./rata

8-15 semanas l

ANIMALES CON TUMORES MAMARIOS
DE DIAMETRO MAYOR DE 1 CM.

A 4

OVARIECTOMIZADOS (C) +

-

]

—p

Los animales sin tumores fueron
eliminados del experimento

CONTROLES INICIALES

— Peso corporal

- Muestras de sangre

- Medida de 1a superficie tumoral
— Puncidn tumoral

- Recogida de orina

v v
®ANIMALES PINEALECTOMIZADOS (CP) e ANIMALES INTACTOS (C)
o ANIMALES PINEALECTOMIZADOS +
CEGUERA + SUBNUTRICION (CEHP)
e ANIMALES PINEALECTOMIZADOS +
CEGUERA + EXPOSICION CRONICA A
10 C DE TEMPERATURA (CEFP)

v
e ANIMALES CIEGOS +
EXPOSICION CRONICA A
10 oC DE TEMPERATURA (CEF)
e ANIMALES CIEGOS +
SUBNUTRICION (CEH)

_

ADMINISTRACION DIARIA
DE FOSFATO DE POLIESTRADIOL
(10 microgramos / rata)

9 semanas

SACRIFICIO POR DECAPITACION

10 - 12 horas
Fig. 15. Diagrama de
flujo de 1a SERIE Il
v

]

TOMA DE MUESTRAS

CONTROLES SEMANALES

-~ Peso corporal

- Palpacion de mamas

~ Medida de la superficie tumoral
~ Puncion tumeral

CONTROLES FINALES

~ Peso corporal
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~ Medida de la superficie tumoral
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MATERIAL Y METODOS



MATERIAL Y METODOS

1 - ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En las distintas series experimentales se han utilizado
ratas hembra albinas (rattus norvergicus), de la cepa Sprague-Dawley, ya
que como hemos visto anteriormente en la descripcién del modelo tumoral
utilizado, es la cepa més receptiva a la tumorogénesis con hidrocarburos
aromaticos policiclicos (Boyland E., Sydnor K.L. 1962; Engelbart K., Gericke
D. 1964 a). Los animales fueron controlados desde su nacimiento,
fijando el nimero de crias por camada en 6 - 8 y el tiempo de lactacién

en 21 dias, con el fin de homogeneizar al maximo su desarrollo.

Par‘a los experimentos seleccionamos animales de 28 + 1
dia de vida, con un peso corporal comprendido entre 75 - 100 gramos. Una
vez confeccionados los distintos grupos experimentales, verificamos su
homogeneidad dentro de cada serie, mediante un test de andlisis de la
varianza. Desde el nacimiento hasta el momento de su utilizacién, los

animales permanecieron estabulados a 22 + 1 eC y con un fotoperiodo LD

12/12.

2 - CONDICIONES EXPERIMENTALES

2.1 - Comunes a todos los grupos

ESTABULACION - Los animales fueron dispuestos en
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jaulas transparentes de policarbonato, de dimensiones 15x25x50 centimetros,
en nidmero de 3 - 4 por jaula. Las ratas sometidas a subnutricién fueron

situadas una por jaula, con el fin de efectuar controles fiables de ingesta.

ILUMINACION Y FOTOPERIODO - Desde el nacimiento vy

a lo largo de todo el experimento, los animales permanecieron expuestos a
luz procedente de tubos fluoréscentes de 40 watios que, en nimero de dos
por cada sala, proporcionaban una intensidad luminosa de 300 + 50 lux a
nivel de las jaulas. La situacién de las jaulas se modificaba periddicamente,
con el fin de igualar la cantidad de energia luminosa recibida por cada
una. Los ritmos luz - oscuridad (LD) fueron controlados mediante relojes
interruptores, fijandose en 12 horas de luz por 12 de oscuridad (LD 12/12),

con periodo de iluminacién desde las 7.00 a las 19.00 horas.

TEMPERATURA Y HUMEDAD - Salvo para determinados

grupos que tuvieron condiciones especiales, la temperatura de los ratarios

se fij6 en 22 + 1 °C, mediante una estufa eléctrica dotada de termostato.

La humedad relativa se mantuvo en un grado aceptable

(60 %) mediante bandejas con agua para evaporacién.

VENTILACION - La ventilacién de las salas se realizé

mediante extractores de aire con un flujo de 150 litros / minuto, lo que
garantizaba la renovacién de los 20 m3 de aire que poseia cada sala
aproximadamente, en dos horas. Los extractores de las distintas salas
fueron conectados a un interruptor programable comdn, fijando asi el ritmo
de ventilacién en seis ciclos de tres horas de funcionamiento por una de

Interrupcién. Este ritmo de ventilacién permanecié fijo desde el nacimiento
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de las crias hasta el final del experimento, con el fin de eliminar, o al
menos compensar, cualquier tipo de efecto dependiente del ruido emitido

por los ventiladores, o de la densidad de olores soportados por los animales.

ALIMENTACION - La alimentacién, salvo para los grupos

en los que se especifica lo contrario, consistié en pienso "standard" para
animales de laboratorio y agua "ad libitum". El pienso utilizado (UAR)

tenia la siguiente férmula :

cereales, azlcar 83,1 %
proteinas vegetales (turté) 6,9 %
proteinas animales (pescado) 6 %
complemento vitaminico-mineral 4 %

Con una composicién porcentual de :

humedad 12 %
prétidos 17 %
Ifpidos 3 %
gldcidos (E.L.N.) 58,7 %
celulosa (Weende) 43 %
minerales 5 %

Valor energético 2900 calorias / Kg..

2.2 - Especificas de determinados grupos

SUBNUTRICION - La ingesta normal para nuestros

animales fué definida por la diferencia entre la cantidad de pienso aportado

diariamente y el remanente a las 24 horas; calculando la ingesta/rata/dia
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y posteriormente el promedio de todo el grupo, comprobando que la ingesta
de nuestras ratas se ajustaba con los valores 'standard" ya establecidos
para esta cepa, segin su edad y peso corporal (Altman P.L., Dittmer D.S.

1974).
Los animales de los grupos de subnutricién (H), situados
uno por jaula, recibieron diariamente el 70 % de la ingesta considerada

normal.

EXPOSICION A BAJAS TEMPERATURAS - Los animales

expuestos a estas temperaturas, permanecieron en una habitacién
termorregulable a una temperatura de 10 + 1 2C; dicha sala estaba dotada

de un equipo frigorifico con motor compresor tipo K-L 220/380 V de gas

fredn.

3 - TECNICAS QUIRURGICAS

3.1 - Anestesia

En las intervenciones quirdrgicas realizadas, los animales
fueron anestesiados con 2-2-2 tribromoetanol (C2 H3 Br3 0) (Merck lote
4208384), preparado en una solucién acuosa de 2,5 gramos/100 mililitros,
administrada via intraperitoneal, en dosis de 25 mgr./100 gramos de peso

Corporal (Figura 16).

Las operaciones de muy corta duracién, como la enucleacién

bilateral de los globos oculares, se realizaron bajo una ligera anestesia con

eter (Figura 17).

102



Fig. 16. Anestesia intraperitoneal.

Fig. 17. Anestesia con éter.
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3.2 - Ceguera

La ceguera se produjo por enucleacién bilateral de los

globos oculares, suturando posteriormente ambos parpados.

3.3 - Pinealectomia

La situacién de la gléndula pineal en los roedores,
inmediatamente debajo de la confluencia de los senos venosos cerebrales
longitudinal y transversos, la hace facilmente accesible, por lo cual no hay
grandes diferencias entre las distintas vias de acceso quirirgico descritas.
lL.a mayoria de los autores realizan la pinealectomia segin las técnicas de
Hoffmann R.A., Reiter R.J. (1965 b) o de Kl;!szak J., Rodin M. (1977).
Nosotros hemos utilizado la segunda de estas técnicas ya que, a nuestro

juicio, nos aportaba en conjunto ventajas sustanciales con respecto a la

otra técnica ya clésica, como son

a) Todas las técnicas de pinealectomia descritas reconocen
como incidente mas llamativo la abundante sangria que se produce, sobre
todo al "arrancar” la pineal y romper sus conexiones vasculares con los

senos venosos, siendo esta hemorragia claramente inferior en la técnica de

Kuszak y Rodin.

b) La visualizacién directa de la gldndula garantiza el
‘éxito de la ablacién; por el contrario las otras técnicas, al realizar la
extirpacién sin observacién directa de la gldndula, tienen una pequefia
incidencia de fracasos. Este hecho, aunque no muy grave, obliga a

3Umentar el nimero de animales, en prevencién de posibles fallos.
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c) Permite una perfecta sistematizacién de la operacién

ficticia en los animales control (sham).

La supresién del seno longitudinal, aunque a juicio de Kuszak
y Rodin no presente ningin trastorno hemodindmico importante, quizés
suponga, sin entrar en debate sobre ello, una mayor manipulacién del

cerebro en esta técnica con respecto a las otras.

3.3.1 - Técnica de J. Kuszak y M. Rodin

Para minimizar la posibilidad de infeccién y facilitar la
cirugia se rasura la zona quirGrgica (Figura 18), fijando seguidamente la
cabeza del animal anestesiado en un soporte de caracteristicas semejantes
al utilizado para cirugia estereotaxica (Figuras 19 y 20). Antes de realizar
la incisién se practica un habén subcutédneo con 0,1 ml. de anestésico local
(lidocafna al 2 %) (Figura 21). A continuacién se realiza una incisién
medial longitudinal en la piel, desde el punto bregma hasta unos 5 mm.
dorsal al lambda (Figura 22), se separan los bordes y se expone la cubierta
craneal desperiostizdndola (Figuras 23 y 24). Tomando como centro el
punto lambda, se realiza un trépano con {a forma de un rectidngulo de
7,5 x 12,5 mm. de lado (Figura 25). Tras retirar el fragmento éseo quedan
€Xpuestos los senos venosos (Figura 26), posteriormente se practica una
doble ligadura en la parte més anterior del seno longitudinal, asi como dos
incisiones longitudinales en la duramadre, tangentes al citado seno venoso
(Figura 27). Seguidamente se corta el seno longitudinal entre las dos
ligaduras y rechazando hacia atrds el cabo central, puede visualizarse
directamente la pineal y tomarse con unas pinzas (Figura 28). Después de

extraer la glandula se vuelve a colocar el fragmento 6sec en su lugar y se
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procede al cierre de la herida quirdrgica.

3.4 - Bulbectomia olfatoria
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Tras anestesiar al animal, se rasura el area quirﬁrgi;o y se
le fija la cabeza en un soporte semejante al utilizado para cirugia
estereotéxica; seguidam‘ente se practica una incisién longitudinal dé unos
10 mm. sobre la zona frontal. A continuacién desperiostizamos los huesos
frontales y abrimos un orificio de trépano de unos 2 mm. de didmetro, en
la zona media, sobre los relieves 6seos marcados pcr los bulbos olfatorios.
A través del orificio se introduce una pipeta de vidrio, conectada a un

aspirador, succionando ambos bulbos olfatorios (Figura 29). Por dGltimo se
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tapa con cera el orificio y se sutura la herida.

3.5 - Ovariectomia

Se realiza a través de una incisién de unos 2 cm. en la
linea media del abdomen, separando los dos musculos rectos. Los ovarios
se localizan fécilmente siguiendo los cuernos uterinos hasta las trompas,
donde aparecen envueltos en un acUmulo de grasa. A continuacién se
pinza el extremo de la trompa uterina medianté unas pinzas hemostaticas
finas y se corta el ovario y la grasa que lo envuelve. Es innecesario ligar
el extremo cortado de la trompa Qten‘na. La incisién se cierra en dos

planos, el musculo y la piel.

3.6 - Pseudo-operaciones

Para valorar los efectos dependientes del "stress" quirGrgico
Yy anestésico, asi como las lesiones inespecificas provocadas por el acto
quirdrgico, realizamos el correspondiente grupo "sham" o pseudo-operados,
repitiendo todas las maniobras, a excepcién del paso final de extirpacién

del érgano.

3.7 - Cuidados postoperatorios

Durante los cinco dias posteriores a la intervencién quirdrgica
Se afadi6 antibiético al agua de bebida (ampicilina 250 mgr./500 cc. de
agua). Para una mayor homogeneidad en los grupos experimentales hicimos
extensivo el tratamiento antibiético a los animales pseudo-operados y a los

Controles intactos.
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4 - PAUTA DE ADMINISTRACION DE ESTRADIOL

Utilizamos fosfato de poliestradiol (Estradurin), que
representa por sus caracteristicas farmacolégicas la forma ideal de
administracién de esta clase de esteroides, en solucién acuosa de
10 microgramos/ml., administrado diariamente por via subcutanea

(1 cc./rata).

5 - INDUCCION TUMORAL

Obviamente un céncer mamario inducido es més deseable
para la experimentacién si cumple los siguientes criterios (Dao T.L.
1964) : técnica de induccién sencilla, corto pern’odo de induccién, incidencia
tumoral 100 % y produccién de tu‘mores hormonodependientes. Como hemos
visto en el apartado de carcinogénesis de la introduccién, existen diversas
formas de inducir c‘éncer mamario, siendo de todas ellas la carcinogénesis
quimica la m&s utilizada, y dentro de ella los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, por tratarse de los agentes carcinogénicos conocidos més
potentes. De entre ellos hemos elegido para nuestro dispositivo
experimental el 9,10-dimetil-1,2 benzantraceno (7,12-dimetil-benzantraceno)
(DMBA) por cumplir los reguisitos anteriormente expuestos y debido a que
la mayor parte de los trabajos que relacionan glandula pineal-céncer
Mamario esté4n realizados sobre modelos de adenocarcinomas mamarios

inducidos por DMBA (Figura 30).
CH,
Fig. 30.

CH,
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Administramos DMBA (Sigma lote 93F-0353) en solucién
preparada en el momento de su utilizacién. El tratamiento consistié en
una dosis Gnica de 20 mgr. de DMBA/rata disuelto en 1 ml. de aceite de
girasol, administrado a través de una sonda intragéstrica, en ratas de 55
dfas de edad. Esta es la pauta considerada actuaimente como més efectiva
y su justificacién ha sido explicada detalladamente en la descripcién del
modelo tumoral en el apartado de cércinogénesis de la introduccién (Hﬁggins
C. y cols. 1959; Huggins C. y cols. 1961 a, 1861 b; Huggins C., Yang N.C.
1962; Dao T.L. 1964; Daniel P.M., Prichard M.M.L. 1964, 1967; Dao T.L.
1969).

6 - VALORACION TUMORAL

6.1 - Medida de la superficie tumoral

La superficie tumoral fué calculada semanalmente, segin
la pauta descrita por Rose D.P. y Noonan J.L. (1982). Midiendo con un
calibre nonius el didmetro méximo L(L) y el didmetro mayor perpendicular
al anterior (W), la superficie tumoral fué calculada seqlin la férmula

S =(L/2) . (W/2) .7 , expresandola en cm>.

6.2 - Controles de citologia por puncién tumoral

Semanalmente se realizaron punciones de todos fos tumores
segin el método clasico de puncién - aspiracién con aguja fina, siguiendo
la técnica descrita pbr Martin H.E., Ellis E.B. (1934). A continuacién se
realiz una tincién tipo giemsa (Panoptico Répido QCA) de todas las

m . v . .
Uestras. Con microscopia Sptica se valoraron cuatro pardmetros :
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* Fondo, distinguiendose dos tipos : tipo A con
predominio de hematies, mastocitos, células espumosas y esferas de

secrecién y tipo B con predominio de necrosis y hemorragia.

* Grupos celulares, de menor a mayor malignidad

cohesivos, laxos y células sueltas.

* Citoplasma : redondo, alargado o vacuolado.

*

1
3 atipia grave, N4 adenocarcinoma.

Ndcleo, diferenciando : N atipia leve, N2 atipia

moderada, N

6.3 - Biopsias tumorales

Antes de realizar el estudio histolégico de los tumores,
éstos fueron identificados, valorando su localizacién, encapsulacién, color,
didmetros tumgrales, presencia de hemorragia y necrosis. Separamos un
fragmento de cada tumor, antes de su fijacién, para destinarlo a la medida

de receptores estrogénicos, segin la pauta que describiremos mas adelante.

Para el estudio histolégico las muestras fueron fijadas en
formol al 10 %, siguiendo la pauta descrita més adelante. La tincién de
los cortes se realiz6é con hematoxilina-eosina (Luna L.G. 1968). Al
microscopio se valoraron los siguientes datos : caracteristicas del tumor,
tejido mamario circundante, presencia de hiperplasia ductal o nédulos
alveolares hiperplésicos, signos de regresién y adenopatias, siguiendo los
Criterios establecidos para el diagnéstico de estas lesiones (Young S. y
Cols. 1963; Dao T.L. 1964; Daniel P.M., Prichard M.M.L. 1964; Middleton
P.J. 1965; Daniel P.M., Prichard M.M.L. 1967; Beuving L.J. y cols. 1967;

Sinha D., Dao T.L. 1974, 1975; Haslam S.Z., Bern H.A. 1977; Either S.P.,
Ullrich R.L. 1982).
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7 - DURACION DEL EXPERIMENTO

La duracién de las series experimentales fué diferente,
segin estudidramos los efectos en ia induccién o en el desarrollo de tumores
previamente inducidos. Asi, la Serie [, en la que los animales, una vez
sometidos a diferentes tratamientos quirGrgicos o no quirdrgicos, recibian
el DMBA, valorando seguidamente los efectos de los diversos tratamientos
en la induccién del tumor, tuvo una duracién de 28 semanas; mientras que
las Series 1l y Ill; en las que los animales con tumores mayores de 1 cm.
de didmetro eran sometidos a los tratamientos descritos, estudiando su

efecto en la evolucién y desarrollo del tumor, tuvieron una duracién de 9

semanas.

8 - RECOGIDA DE DATOS

8.1 - Datos previos a la induccién tumoral en la Serie |

En esta serie los animales fueron sometidos a las distintos
maniobras experimentales a los 28 dias de edad, para recibir el tratamiento
con DMBA 27 dias después (55 dias de edad). Con el fin de definir algunos

pardmetros del estado de los animales, previo a la induccién tumoral, en

estos animales se realizé :

- Medida del peso corporal (Figura 31).

- Recogida de muestras de sangre obtenidas por puncién de
la vena yugular externa, bajo una ligera anestesia con éter, segin una
Modificacién de la técnica descrita por Aydin G., Zincke H. (1982)

(FigUra 32). Las muestras, tras coagulacién, se centrifugaron a 3500 rpm.
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durante 30 minutos a 5 9C; el suero se conservé en tubos kartel a -20 eC

para anélisis posteriores.

8.2 - Datos previos a los distintos tratamientos en las

Series Il y Il

En ambas series, una vez que, tras la administracién del
DMBA a los 55 dias de edad, habian aparecido tumoraciones de didmetro
mayor de 1 cm., sacrificamos por decapitacién 10 animales, para tener un
control del estado previo a la aplicacién de los distintos tratamieﬁtos

quirdrgicos y no quirdrgicos. Se realiz6 :

- Medida de! peso corporal (Figura 31).
- Recogida de muestras de sangre que fueron sometidas a
la pauta descrita anteriormente.
- Diseccion de la pineal, fijada en alcohol-formol o
glutaraldehido al 3 % para un posterior anélisis histolégico.
- Recogida de ovarios, que fueron fijados en formol al
10 %, seguido de diseccién, pesado y anélisis histolégico.
- Medida de la superficie tumoral y posteriormente biopsia
de los tumores, en los que estudiamos :
* diagndstico anatomopatoldgico
* presencia o né de receptores estrogénicos
- Recogida de orina. Antes del sacrificio se introdujo a
las ratas en jaulas metabdlicas individuales, recogiendo muestras de orina
diurna y nocturna por separado. Las muestras recogidas fueron guardadas

8 -20 °C para posteriormente realizar la extraccién y determinacién de

melatonina.
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8.3 - Recogida de datos durante el experimento

En el transcurso del experimento se realizaron :

- Controles semanales de peso corporal (Figura 31).

- Controles diaribs de ingesta en |osranimales de los grupos
controles y subnutridos (ver apartado 2.2 de material y métodos).

- Palpaciéon semanal de las mamas en todos los animales,
para determinar el momento de aparicién de las tumoraciones (latencia
tumoral).

- Control semanal de la evolucién de la superficie tumoral.

-~ Biopsia turﬁoral semanal siguiendo el método descrito
anteriormente. Estas muestras fueron destinadas a estudios de citologia.

- Control semanal .de la temperatura rectal en los animales

expuestos a bajas temperaturas.

Para todos estos controles se procedié previamente a

anestesiar a los animales con éter, para facilitar su manejo.

8.4 - Recogida de datos finales

Los animales fueron sacrificados por decapitacién, tras

anestesia ligera con éter, entre las 10 y las 12 horas. En todos los

animales se realizé

- Recogida de la sangre (4 - 5 ml.) que sufri6 un proceso

'déntico al anteriormente descrito.

- Antes de! sacrificio se introdujeron los animales, durante
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24 hbras, en jaulas metabélicas., recogiendo fraccionadamente la orina
corresp_ondiente al dia y a la noche.

- Medida del peso corporal final (Figura 31).

- Durante los dltimos dias se controlé la citologia vaginal,
tomando diariamente frotis de cada rata. Sujetando la rata lavamos varias
veces la vagina, con un cuentagotas con 3 - 4 gotas de agua, transfiriéndo
una gota de fluido vaginal a un portaobjetos para examinar las células
mediante microscopio (Figura 33).

- Recogida de la adenohipéfisis que, una vez pesada en
fresco, se conservé en tubos kartel, en 50 microlitros de solucién salina al
9 % a -20 °C.

- Recogida de la pineal, que se fijé en alcohol-formol o
glutaraldehido al 3 % para estudios posteriores.

- Recogida de ovérios, fijéndolos en formol al 10 %. A
los 6 dias se procedié a su diseccién, separdndolos de toda la grasa
circundante. Una vez realizada esta tarea se efectué el control de peso
de los ovarios, estableciendo asi mismo los pesos relativos de cada 6rgano
(peso del 6rgano/100 gr. de peso corporal). Seguidamente se realizé el
estudio histolégico segln las técnicas descritas més adelante.

- En la serie Ill, al tratarse de animales castrados,
recogimos los Gteros, como control de la actividad pineal; los Gterqs fueron

Pesados en fresco y deshidratados tras permanecer 24 horas en una estufa

- Recogida de mamas que fueron fijadas con formol al
10 % para un posterior estudio histolégico.

- Recogida de los tumores introduciéndolos en recipientes
ton formol al 10 % para un estudio anatomopatolégico posterior. Ademés

de &sto se control6 su superficie, ndmero vy localizacién, asi como
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Fig. 31.

Fig. 33.
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un fragmento de tumor fué introducido en nitrégeno liquido y conservado a

-70 eC para estudiar la presencia o no de receptores estrogénicos.

9 - TECNICAS HISTOLOGICAS

9.1 - Microscopia 6ptica

PROCESOS COMUNES

- Deshidratacién : Los pases realizados fueron

* Agua destilada, 24 horas

*

Alcohol 809, dos pases de 24 horas cada uno

*

Alcohol 962, 24 horas

* Alcohol 1002, dos pases de dos horas cada
uno |

* Benzoato de metilo, dos pases de dos horas
cada uno

* Benzol, 5 minutos

- Inclusién en parafina :

* Parafina blanda, dos pases de 4 horas cada
uno en una estufa a 57 ¢C
* Parafina dura, 6 horas en estufa a 57 QC
"~ * Inclusién en moldes de parafina
' - Cortes de las piezas : Utilizamos un microtomo
vertical, realizando cortes de 6 micras de espesor, manteniéndolos en una

estufa a 37 oC durante 24 horas para el secado de los mismos.

PROCESOS ESPECIFICOS
- Tincién HEMATOXILINA-EOSINA : Esta técnica

118



se embleé para el estudio histolégico de los ovarios y de las mamas, asf
como para el estudio anatomopatolégico de los tumores mamarios. Se
[levé a cabo en los siguientes pasos :

I- Fijacién con formaldehido al 10 %,
permaneciendo 48 horas en inmersién. Transcurridas las primeras 24 horas
los ovarios se cortan en dos transversalmente, con el fin de homogeneizar
el grado de fijacién de las partes corticales y profundas.

IlI- Deshidratacién, ya descrita.

HI- Inclusién en parafina.

IV- Corte de la pieza.

V- Desparafinizacién. Realizamos inmersién

en :

* xileno, de 15 a 30 minutos

* alcohol 1002, 5 minutos

* alcohol 962, 5 minutos

* alcohol 702, 5 minutos

* agua destitada

VI- Tincién con hematoxilina-eosina

* hematoxilina, 20 minutos

* paso por agua destilada

* paso répido por alcohol 96° con
4cido clorhidrico

* lavado en agua corriente hasta que
los colores adquieran un azul fuerte

* eosina, 3 minutos

* lavado en agua corriente 3 - 4
minutos

* alcohol 962, dos pases de 5 minutos
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cada uno
* alcohol absoluto, 5 minutos

* xileno, de 15 a 30 minutos

- Tincién VIOLETA DE CRESILO : Esta técnica
fué utilizada para el estudio histolégico de las pineales, realizandose los
siguientes pasos

| I- Fijacién con alcohol-formol (60 % de alcohol
de 962 y 40 % de formol al 15 %) permaneciendo 3 - 4 dfas en dicha
solucién. -
Il- Deshidratacién, ya descrita.
- Inclusién en parafina.
IV- Corte de la pieza.
V- Desparafinizacién en
* xilol, 30 minutos

* alcohol 1002, 5 minutos

*

alcohol 962, 5 minutos

*

alcohol 702, 5 minutos

*

agua destilada
VI- Tincién con violeta de cresilo
* violeta de cresilo, 20 minutos
* lavado en agua destilada, dos
pasos réapidos |
* paso por alcohol de 962 para
diferenciar
* alcohol 1002, 1 minuto

* toluol, 5 minutos

* montaje con balsamo del canada
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9.2 - Microscopia electrénica

La pauta seguida fué

-
.

I- Fijacién con glutaraldehido al 3 %.

I~ Postfijacién :

glutaraldehido al 3 %, 2 horas a
4 -6 9C

tampon lavador, 3 horas a 4 -
6 eC

4cido 6smico, 1 hora a 4 - 6 ¢C

Iti~ Deshidratacién :

IV~ Inclusién en

*

agua destilada, paso répido

acetona al 30 %, 15 minutos
acetona al 50 %, 30 minutos
acetona al 70 %, 30 minutos
acetona al 70 % més acetato de
uranilo a saturacién, 12 horas a
4 - 6 ¢C

acetona al 90 %, dos pasos de 15
minutos

acetona al 1002 méas sulfato de

cobre a saturacién, 45 minutos

araldita :

*

éxido de propileno, 15 minutos
6xido de propiteno, 30 minutos
6xido de propileno méas araldita |
en proporcién 3 / 1, 30 minutos

6xido de propileno mas araldita |
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en proporcién 2 / 2, 2 horas
éxido de propileno més araldita |
en proporcién 1 / 3, 2 horas
* araldita I, 12 horas a 40 °C
* araldita Il, 75 minutos a 40 °C
llenado de capsulas

V- Corte de las piezas. Se realizaron cortes semifinos
de 0,7 - 1 micra de espesor y cortes ultrafinos de 500 - 700 A. Con

esta técnica se realizé un estudio morfolégico de las glédndulas pineales.

10 - TECNICAS ANALITICAS

10.1 - Radioinmunoanilisis de estradiol

Las medidas se realizaron en el suero obtenido a partir de
muestras de sangre, centrifugado a 3500 r.p.m. durante 30 minutos a 4 2C
y conservado a -20 °C hasta su utilizacién. Utilizamos el RSL Estradiol-17
beta kit, de Radioassay Systems Laboratories Inc., que aporta la enorme
ventaja de no requerir extraccién previa de la hormona, con una fiabilidad

semejante a la de los métodos convencionales.

Este kit utiliza un antisuero, obtenido de conejo, con alta
especificidad para el estradiol-17 beta y escasas reacciones cruzadas

1,15 % a estriol, 0,68 % a estradiol-17 alfa, 15 % a estrona y < 0,01 % a

testosterona, dihidrotestosterona, colesterol, pregnenolona, sulfato de
Pregnenolona, 17-hidroxipregnenolona, progesterona, 17 alfa-
hidrox.iprogesterona, 20 alfa-dihidroprogesterona, desoxycortisol, 11-
des0>(ycortisol, cortisol, corticosterona, aldosterona, androstenediona,
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dihidroepiandrosterona, androsterona y etiocolanona.

Como trazador utiliza el 1125 y como precipitante antisuero

de gammaglobulina de conejo.

La realizacién de! radioinmunoandlisis la llevamos a cabo

segin las pautas indicadas en el kit.

10.2 - Radioinmunoanélisis de FSH y LH

lLas determinaciones de FSH y LH fueron realizadas en

muestras de suero y de adenohipéfisis.

HOMOGENEIZACION DE LAS ADENOHIPOFISIS

El protocolo realizado fué el siguiente :

- Sonicacién (sonicador Labsonic 1510) durante 5 segundos,
en 500 microlitros de buffer fosfato 0,1 M (pH = 6,8). El homogeneizado
resultante se deposita en tubos de vidrio cerrados con parafilm. Todas las

maniobras se realizaron a 0 2C, manteniendo en todo momento las muestras

en bandejas con hielo.

- Centrifugado durante 30 minutos a 3500 r.p.m. y 5§ 2C.
- Separacién del sobrenadante, que se distribuye en
alicuotas de 200 microlitros, conservadas a -20 2C hasta la realizacién del

fadioinmunoanélisis y de las determinaciones de proteinas.
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DETERMINACION DE PROTEINAS EN LOS

HOMOGENEIZADOS

En los extractos de adenohipé6fisis medimos el contenido
proteico, con el fin de expresar la FSH y LH determinadas.en los
radioinmunoandlisis como pico o nanogramos de hormona / microgramo de
proteinas totales.  La valoracién la llevamos a cabo por el método del

Azul Brillante.

Reactivo empleado : 100 mg. de Coomasie Brillant Blue
G-250 disuelto en 47,5 ml. de etanol absoluto mas 100 ml. de A&cido

fosférico 85 % y completado con agua hasta 1 litro.
Pauta seguida :

- tubos "blanco", contienen los mismos reactivos que los

problemas, pero sustituyendo los 50 microlitros de homogeneizado por una

cantidad igual de buffer.

- tubos para la curva de calibracién, se preparan con la
misma cantidad de reactivo, sustituyendo la muestra problema por
50 microlitros de cada una de las diluciones de la curva "standard"

realizadas previamente con distintas cantidades de albimina sérica bovina y

solucién salina.

- tubos problema, que contienen 25 microlitros del

h°m°geneizado, 75 microlitros de solucién salina y 1 mililitro del reactivo

empleado.
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La lectura de los tubos se realizé entre 5 y 30 minutos

después de la adicién del reactivo a 595 nm de longitud de onda.

REALIZACION DEL RADIOINMUNOANALISIS

- Antisuero . Los antisueros especificos frente a FSH y
tH de rata (NIAMD anti-rat FSH y NIAMD anti-rat LH) fueron
proporcionados por el "Rat Pituitary Diétribution Program" del NIAMD
(National Institute of Arthritis and Metabolic Diseases, National Institutes
of Healt, Bethesda). Estos anticuerpos proceden de conejos y se suministran

de forma liofilizada.

- Marcaje de las hormonas . En ambos ensayos empleamos

125 : ‘ .. ,
que se une a los restos tirosinicos de las hormonas.

como trazador el |
La técnica de marcaje empleada fué la de Hunter W.M. y Greenwood F.C.
(1962), de la cloramina T. Consiste en la oxidacién del ioduro radiactivo
con la cloramina T, y el metabisulfito, que actGa como reductor. Una vez

realizado el marcaje, el antigeno marcado se separa del -resto de los

productos de la reaccién, por cromatografia en gel de Sephadex 75.

- Separacién de la hormona marcada libre del complejo
. .
H ACH H . Utilizamos el método del doble anticuerpo empleando como

Segundo anticuerpo Antirabbit Gamma Globulin (Antibodies Incorporation,

Davis, California).

- Curvas "standard" . Para realizar las curvas "standard"
Utilizamos concentraciones conocidas de LH (NIAMD-rat-LH-RP-1) y de

FSH (NlAMD—rat-FSH-R—1). Con ello se preparan soluciones madre de

125



1 mg. / ml., a partir de los cuales se obtienen, por diluciones sucesivas en
albdmina sérica bovina al 1 % en buffer fosfato, una serie de puntos, por
triplicado, segin la gama de concentraciones que esperamos encontrar en
las muestras. Utilizamos como en cualquier otro radioinmunqanélisis dos
curvas ''standard", una al comienzo y otra al final del ensayo, asi como
otros puntos de referencia como son los controles de precipitacién
inespecifica, los "blancos" o controles de radiactividad total y los "ceros"

o controles de méaxima unién antigeno - anticuerpo.

El protocolo seguido fué el siguiente :

* Pipetear 100 microlitros de cada muestra problema
y de los "standard" y 200 microlitros del buffer del radioinmunoanélisis en
todos los tubos, sa'lvo en los '"blanco" y los '"cero", que llevan 300
micfolitros.

* Afnadir 100 microlitros del anticuerpo en todos los
tubos, excepto en los "blanco™ y en los controles de precipitacién
inespecifica.

* Pipetear la hormona marcada 100 microlitros/tubo,
aproximadamente 10000 CPM.

* Agitar e incubar 3 dias a 4 9C.

* Afadir el segundo anticuerpo 100 microlitros/tubo

y agitar,

* [ncubar 24 horas a 4 ©9C.

* Centrifugar a 3000 r.p.m., durante 60 minutos a
4 oC,

* Recogida del sobrenadante.

* Lectura en contador gamma durante 2 minutos por
Muestra,
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10.3 - Radioinmunoanélisis de melatonina en orina

OBTENCION DE LAS MUESTRAS

La orina de 24 horas se recogié6 manteniendo a las ratas
individualizadas en jaulas metabdlicas durante este periodo de tiempo. La
diuresis total fué colectad_a en dos fracciones, la correspondiente al perfodo
de iluminacién (7.00 a 19.00 horas) y la orina corfespondiente al periodo
de oscuridad (19.00 - 7.00 horas del dia siguiente). Los colectores de
orina de las jaulas metabdlicas permanecieron sumergidos en hielo durante
toda la fase de recogida. La orina colectada en cada fraccién del

fotoperiodo fué medida y guardada a -20 9C hasta el momento de realizar

el radioinmunoanélisis.

EXTRACCION DE LA MELATONINA DE LA ORINA

Las muestras de orina (1 a 4 ml. seglin diuresis) fueron
depositadas en tubos de ensayo con 7 ml. de diclorometano puris
(CH2 CI2) (Merck lote 46 K 3702849) y agitadas por rotacién durante 30
minutos. Tras centrifugado durante 15 minutos, a 4 - 5§ 2C y 3000 r.p.m.,
eliminamos la fase acuosa por aspiracién y anadimos a cada tubo 1 ml. de
Na OH 1M con el fin de eliminar la 6-OH-melatonina que presenta
feacciones cruzadas con el antisuero de melatonina. Repetimos la agitacién
Y centrifugacién como en la fase anterior y tras aspirar de nuevo la fase
dCuosa evaporamos el diclorometano, situando los tubos en un bafio a
87 °C en una campana de extraccién de gases. Las muestras son

Posteriormente resuspendidas en 200 microlitros del buffer del

fadicinmunoanélisis. Recuperacién aproximadamente del 50 %.
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REALIZACION DEL RADIOINMUNOANALISIS

- Antisuero . ‘Utilizamos el antisuero dé
melatonina obtenido en ovejas por el grupo de la Dra. J. Arend{ en la
Universidad de Surrey comercializado por Guildﬁay Antisera (lote
704/6483). Presenta las siguientes reacciones cruzadas : 0,91 % a
N—acetiltrfptamina, 0,33 % a thidroximelatonina, 0,22 % a
N-acetiltriptofano, < 0,06 a N-acetilserotonina, 6-sulfato de
hidroximelatonina, triptofol, 5-metoxitriptofol, 5-hidroxitriptamina, 5-hidroxi-
indol-acético, 5-metoxitriptamina, triptéfano y triptamina. Lo utilizamos

a una dilucién inicial de 1 / 2000.

- Trazador . Melatonina triﬁada de baja
actividad especifica (45,1 mCi/mmol) suministrado por New England Nuclear

(lote 2261-023).

- Separacién de la hormona marcada libre . Se
realiza por métodos de adsorcién mediante solucién de charcoal dextrano

(10 gr. de charcoal activado + 0,1 gr. de dextrano 70 + 500 ml. de buffer

del ensayo).

- Buffer del ensayo . Utilizamos buffer tricina

0,1 M / litro mas 9 gr. de cloruro sédico y 1 gr. de gelatina (pH = 5,3).
- Liquido de centelleo . Utilizamos Kontrogel.

- Curvas "standard" . Partiendo de una solucién

Madre de melatonina (Sigma, lote 123F-0037) en alcohol absoluto

128



(1 mg. / ml.) preparamos diluciones en buffer de ensayo hasta alcanzar las
concentraciones de 0, 2,5, 5, 12,5, 25, 50, 100 y 250 pgr. / 0,5 ml.. Ademés
de las soluciones '"standard" utilizamos otros puntos de referencia, como

son : "ceros", controles de precipitacién inespecifica, "blancos".

- Protocolo :

* Pipetear 500 microlitros de cada muestra

y de los "standard".

- * Anadir 200 microlitros del anticuerpo en
todos los tubos, excepto en los "blancos" y en los controles de precipitacién
inespecifica, vortear e incubar a temperatura ambiente 30 minutos.

* Anadir 100 microlitros de melatonina
tritiada, vortear e incubar a 4 2C 18 horas.

* Separar el anticuerpo wunido a la
melatonina de la fraccién libre por incubacién durante 15 minutos a 4 ¢C
con 500 microlitros de charcoal dextrano, vorteando antes de incubar.

* Centrifugar 15 minutos a 1500 r.p.m. a
* Pipetear 700 microlitros del sobrenadante
en viales con 4 ml. de liquido de centelleo.

* Lectura en contador beta de centelleo.

10.4 - Enzima Inmunoensayo para la determinacién de

receptores estrogenicos

OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Tras la decapitacién una parte del tumor recién extirpado
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se destinaba a la determinacién de receptores; para ello, una vez retirada
la grasa y el tejido necrético de la muestra, se congelaba lo mé4s
rdpidamente posible por inmersién en nitrégeno liquido, manteniendo

posteriormente la muestra en un congelador a -70 °C.

PULVERIZACION DE LAS MUESTRAS

Previo a su homogenizacién pulverizamos el tejido con un
pulver‘izador, previamente enfriado, y lo depositamos en un tubo con 10
volimenes de solucién tampon. Utilizamos la siguiente solucién tampon
compuesta por : 10mM de TRIS, 1,56 mM de EDTA, 5 mM de molibdato de
sodio (dihidratado), afadiendo en el momento de su uso 50 microlitros de

monotioglicerol 0,1 % por cada 50 ml. de solucién.

HOMOGENIZACION

Una vez diluido el tejido pulverizado en 10 volimenes de
tampon de homogenizacién frio (2 a 8 2°C), en un tubo de
ultracentrifugacién previamente enfriado, lo homogenizamos con un sonicador
modelo Labsonic 1510, con rafagas inferiores a 5 segundos, manteniendo el
homogenizado a una temperatura de 2 - 8 ¢2eC durante este proceso.
Seguidamente ultracentrifugamos el homogenizado a 100000 xg durante una
hora a 4 ogC.

Del sobrenadante obtenido determinamos la concentracién de

Proteinas por el método de Lowry.

DETERMINACION DE PROTEINAS

Antes de realizar el inmunoensayo determinamos las
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proteinas en cada citosol, siguiendo la pauta cldsica de Lowry O.H. y cols.

(1951).

INMUNOENSAYO ENZIMATICO

Utilizamos esta técnica como alternativa a la determinacién
de receptores por el método  cldsico del carbén-dextrano, que solamente
permite la determinacién del receptor libre. La técnica que .empleamos
estd basada en la obtencién de anticuerpos monoclonales frente a la
proteina estructural del receptor y consecuentemente permite medir la
concentracién total de receptores, no sélo los libres. Se trata de un
inmunoensayo enzimatico de fase sélida basado en el principio “sandwich".
Esferas recubiertas de anti~-RE (rata, monoclonal) se incuban con las
muestras o con los "standares" o controles apropiados. Durante la
incubacidn, el receptor estrogénico presente en fas muestras, "standares” o
en el control, se une a la fase s6lida. Los materiales no unidos presentes
en la muestra se eliminan por aspiracién del liquido y lavado de las esferas.
El anti-RE, conjugado con peroxidasa de rabano picante, se incuba con las
esferas, y si hay receptores estrogénicos en la muestra, el conjugado se
une al receptor estrogénico en la superficie de la esfera. El conjugado no
unido se aspira y las esferas se lavan. A continuacién se incuban las
esferas con una solucién de sustrato enzimético (peréxido de hidrégeno vy
orto-fenilendiamina-2 CL H) con lo que se desarrolla un color que es la
medida de la cantidad de conjugédo unido a las esferas. La reaccién
enzimitica se suspende por adicién de &cido sulfirico 1 N y la intensidad
del color desarrollado se mide usando un espectrofotémetro colocado a
482 nm, siendo proporcional a la concentracién de receptores estrogénicos

en la rmuestra.
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En el procedimiento del test seguimos las instrucciones del

kit Abbott ER-EIA Monoclonal.

11 - ANALISIS ESTADISTICO Y DISENO GRAFICO

Los resultados individuales obtenidos para cada una de las
variables estudiadas fueron referidos a cada grupo experimental y expresados
mediante [as medidas cldsicas de centralizacién y dispersién (Swoboda H.
1975) : |

media aritmética (X)

desviacién tipica poblacional (o)

desviacién tipica muestral (s)

error "standard" de la media (ESM)
Las diferencias entre los distintos grupos experimentales
fueron estudiadas utilizando dos tipos de andlisis distintos, dependiendo de

la naturaleza de las variables estudiadas (Zar J.H. 1984).

11.1 - Tests Paramétricos

Fueron empleados para el andlisis de muestras que reunieron
los requisitos de :
- Ajustarse a una distribucién normal

- Homogeneidad de las varianzas

Este fué el caso de : pesos corporales, peso de los 6rganos
del eje hip6fiso-gonadal, concentraciones séricas e hipofisdrias de

9onadotrofinas y estradiol circulante.
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En todos estos casos realizamos los siguientes tratamientos

estadisticos :

ANALISIS DE LA VARIANZA (Test F de SNEDECOR)

Nos indica si la heterogeneidad de las muestras se debe al
azar (hip6tesis nula Ho) o, por el contrario, es tributaria de los distintos

tratamientos.

COMPARACIONES MULTIPLES (Test de STUDENT-

NEWMAN-KEULS)

El hecho de no cumplirse la hipétesis nula Ho en el anélisis
de la varianza, indica que hay diferencias significativas entre las medias de
las poblaciones, estimadas por las medias de las muestras, sin embargo, fa
prueba F no permite especificar si hay o no diferencias entre pares de
grupos concretos. Las diferencias entre pares de grupos fueron analizadas
mediante el test de Student-Newman-Keuls para muestras con diferente

ndmero de observaciones.

11.2 - Tests No Paramétricos

El estudio de las diferencias en la latencia tumoral con
los distintos tratamientos, asi como la evolucién de la superficie tumoral,
S¢ llevé a cabo mediante tests no paramétricos. En estos tests se considera
el rango de cada elemento de una muestra en el total de la muestra. De

®ta manera el rango sustituye al elemento muestral en el andlisis

stadistico.
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El protocolo seguido fué el siguiente :

ANALISIS DE LA VARIANZA POR RANGOS

(Test de KRUSKAL-WALLIS)

Este test nos informa de la existencia de diferencias
significativas entre algunos de los grupos integrantes de wuna serie

experimental. No permite, sin embargo, precisar cuales son los grupos

diferentes entre si.

TEST DE CONTRASTES MULTIPLES (Test H de

KRUSKAL-WALLIS)

Cuando dentro de una serie experimental hay distintos
tipos de tratamientos, que pueden ser agrupados por alguna caracteristica
comin (ej. grupos de animales con hiper o hipoactividad pineal por distintas
maniobras) y nos interesa corhpararlos en conjunto frente a otro(s)
grupo (s) aislado(s) aplicamos el test H de Kruskal-Wallis. Este test
utiliza la media de los rangos de los elementos de cada grupo, a diferencia

del test anteriormente mencionado que utiliza la suma de los rangos.

COMPARACIONES MULTIPLES NO PARAMETRICAS

(Test de DUNN)

Permite estudiar las diferencias entre dos grupos a partir
de la media de rangos. FEs semejante a tests paramétricos como el de
Student-Newman-Keuls o Tukey, estando especialmente indicado cuando,

Como en nuestro caso, el nimero de datos de cada grupo no es igual.
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TEST DEL X2

Dado un pardmetro muestral que se distribuye de wuna
manera determinada entre los distintos grupos experim‘entales, nos puede
interesar conocer si esta distribucién responde al azar o por el contrario
se debe a los efectos de las maniobras experimentales realizadas en cada
caso. Para ello se compara mediante el test x? descrito por Karl Pearson,
los pardmetros reales hallados con la distribucién teérica, supuesta la no
influencia de las maniobras realizadas. Aplicamos este anélisis al estudio
de la diferencia entre localizaciones tumorales, mortalidad debida al tumor’
y caracteristicas anatomopatolégicas de los tumores y de las mamas no

tumorales.

11.3 - Nivel de significacién

En todos los casos hablamos de diferencias significativas

cuando la probabilidad es igual o menor que 0,05.

Los célculos de las medidas de centralizacién y dispersidn,
asi como los anélisis de las varianzas paramétricos (ANOVA), fueron
realizados con una calculadora HP-41 C, utilizando los programas editados

por el propio fabricante.

Para el céalculo de los tests de Student-Newman-Keuls,
KrUSkaI-WaIIis y Dunn utilizamos un mini-ordenador modelo Dragon 32,
Wido a yna impresora Centronics 739, confeccionando nuestros propios

Programas en Basic (Figuras 34, 35 y 36).
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10
20

30
40
S0
&0
70
eo
20
100

CLEAR 1GCO

INPUT"PARAMETROZ ANALIZADIS?Y}KSIPRINTH-2,KS

INPUT"NUMERO DE GRUFPDS" JNIIMNN=NI¥{Ni-1}/2

DIM BH(NNI , CRUNNG ,AINM) GH(NL) ,NONL) , ST {NLI

PRINT®*GRUFO, MEDIA Y NUMERC DE CAS0Z ORIDEMADOS DE MAYOR A MENGR

FOR I=1 70 NI

INPUT SS{T) ,MII), N1}
PRINT#-2,SS (1) 3M{I)IN(I)INEXT
PRINT"ESHT® _ '
INFUT EUI!PRINTH-2,"EMS"IEW

110 ES=EW/2

120

30
140
150
140
176
180
190

FOR I=1 TO Mi-1
FOR J=N! 70O I+! STEP-Il

KR4 1A =(M{I)-M(T} )/ (SARU(ES*C{L/NII)I+IL1/7/N{IIIID)

BE{X)=EF (I} ICF(K)=8%(T)
NEXTJI:NEXTI

FOR I=1 TG KN
PRINTH-2,ES(I)§"-*jCS(I)A(L)
NEXT .

(S, N *

Fig. 34. Programa en BASIC para el célculo del Student-Newman-Keuls.
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jo PRINT*TEST DE KRUSKALL-WALLIS®:FRINTH#-2,*TEST DE KRUSKALL-WALLIS"
-0 PRINT*PARAMETROS ANALIZADOS?"IPRIMTH-Z, "FARAMETRO ANALIZADO?":INPUT X:FRINTH
-2, X%

an POVELHFFDT, 0

70 CLE: INPUT*CUANTOS DATOS*{N

g0 DIMV(N) ,WIN¥L) 3 ZEND, Y IN) , BN/ 242) ,C(N/Z+2]
0 PRINT"ENTRALA DE DATOS:"

20 FOR I=1 T2 NIPRINTI;". "j

g0 INPUTWI(I) :Z{D)=Wii) V(I INIXT

95 M=N

107 F=0!FOR I=1 TO M-1

110 IF W(II<=W(I+1) THEN 130

127 TEW(I) eW (DI =W(I41) SW(I+1)=TIF=]

(70 MEMT I:IF F=1 THEK M=M-1:GOTG100

(20 FOR I=1 TO N

150 ViI)=I!IF W(I)=W(I+1} THEN GOSUB3F0:GOTOL7C
160 IF I>1 AND ¥(I)=W(I-1) GGSUB400

170 MENT

190 INPUTMCIIANTCS GRUFGS®}G

190 PRINTYNUMERD DE DATGS EN CADA UNO:?

200 FARI=1TGG

210 PRINTI}®, "} INPUTBLI;

230 NEXTIPRIMTH-2, "RESULTADCS: "IPRINTH-2,""
230 FORI=17GN!FORJI=1TON

230 IFZ(I1=WLI) THENY (1) =V (J)

259 HENT JIMEXT I

260 FORI=0TOG-1!FORI=A+1TOB{I{1)+A

270 CUI+1}=C{I+1)4Y()

280 PRINTH-2,¥Y(J) JTAB{Z) § S{I) INEXTS (PRINTH-Z, , "n="§B(I+1),"R="3C(I+L]
290 A=A4B(I4 1)

309 MEvTI

30 FORI~ITOGINI=NI+BIT) 1 HI=HIi+C (I} ~2/5(I;

J26 NEMT .

330 H=1Z/ (N1XIMI+1) ) RHL-SH{ML+1]

390 FOP I=1T0C:T1=T1+(T(II I-T(I}} I NEXT

350 C1-T1/(H1~3~N)tHE=H/C

240 pp‘:NT“'z,"N=”!N.';,“H=";H

Y70 PRINTH-Z,"T="§T:,"C="{CIPRINTH-2, "HC="§ HC
280 £Hp

%0 L=CHLIRETURN

‘0 FOP Im1-¢ TG 1

ME X=4V (T3 INEXT JiX=X/(C+1)

FOR I=1-C 70 I

P I =XNEXT 3
C=R+11T(Q)=C+11X=C:C=0:RETURN

Fig. 85. Programa en BASIC para el célculo del Kruskal-Wallis.
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|
{0 (LEAR1000
20 PRINT*TEST DE DURN®:!PRINTH#-2, "NONPARAMETRIC WULTIPLE COMPARISONS WITH UNEQUAL
cAMPLE SIZES {(LUNN)
30 PRINT"PARAMETROS AMALIZADOGS?"IINFUT Y$!PRINTH-2,Ys
42 CLEIFRINT"MUMERG DE GRUPOS®: INPUT Nl:NN-m*(m-u/2:PR1NT«-2,mumarzo DE GRUPO
5- e
g2 FRINT "MUNMERO TOTAL DE CASGS ?*: INFUT NTIFRINTH#-2, "NURERD TGTA.. LE CASOS="jNT
an oIM PSS (NN L CS (MM, AINNY ,MINL) , ST(NL)
s PRINT"GRUPO, WEDIA DE RnNGGS, NUMERG DE CASOS. ( !GRDENADOS DE MAYOR A MENOR:) ™
eo FOR I=! TO N1
90 INPUT SS(I),M{I} ,N(I)INEXT
100 FOR I=1T0O m .
110 PRINT#=-2,SSCI) IMIT) I MCTT INELT
120 PRINT*SUMATORID DE T 27! IHPUT STIPRINTH-Z, "SUMATORIO DE T=";57
130 AY= {(NTI X (MNT+1) 3722
140 EV=ST/ ({121 (NT~2) )
15¢ FOR 1=t TO N1-1
160 FOR J=Ni! TG I+1 STEP-1I
170 XeX4 LI AR =AMt T ~MLS 3 1 7 (SARIAY-BY) R CCL/MITI )4 (1 /NI )
137 BE(M)=ES 1) 1CHUKI =8% (3T}
194 KEXT JINEXT I
220 FOR I=1 TO KN
20 PRINT ES{I)§m=";CS(TifA(I) sNEXT
220 FORT=1TONM
30 PRINTH-Z,BFC(I)3"-"{CELIIIALL) I NEXT

Fig. 36. Programa en BASIC para el calculo del test de Dunn.
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11.4 - Histogramas La realizacién de los histogramas
fué mecénizada mediante un ordenador de propésito general HP - 1000,
conectado a un plotter HP - 7225 B, utilizando un programa en Fortran |V

confeccionado en nuestro departamento (Figura 37).

139



[:o;00°4 1S ON CR1%9010 USING 00003 BLKE R=0063

vy = -
S

e}
1 Laad —
-~ ~ ~3z o~
< 2 x I E U
L - IP l.vlvl
T = 3 = o~
© ~ A e, e
v w3 QW ~eL
w — N g g = 0.7
- - -3t o
[N} E) 3~x = OGi 3 "\
a IS4 ba i - - -E 2
. oLz [l | Ny JumC E
-~ s 3z o~ ~ e
- O A =
> o o IS e . =
wou . el % o Qleea i
< z S & -t I <D ~
o > ~, Vs Gl > = o
i u3 ~4%= s L ez > o
- -~ [ - .~ e N <
~ ~ 3 o= ~ fal] ~ U7 (43 ]
[V, 4 z s O : SC 3 W ~
- o -~ -~ ~CL = — o~ H]
o o 2 -z 3 H N~ a3 a2 s
- X ~ o - > =3 - -
~ 'y} U o e W UT2 F
= -t ~ b bt & Setbt i N ~
o ui ~ ~ M o~ ~ " — il ~= 7 s
w O El = [ k] a2 e E R bl
- 1 <L -~ -~ -~ — (L3 A -
-~ a wino.z ™ 3 LG <
~ o - =z e s o sz Q. -t
[ U1 = ~ SN0 = o~ > T2 0 <
~N X ~ < Sz =2 ez 3 ez N 3
~ D ] bt — o~ ~ SN ~ W AN, ~
= = o (&) ~a. ~0L8 v wa v B0 3 T
Lo S < < as s T - Y=} X I3 oo
o > ¢4 Lon B M. WNA ~Q. I Q. ol
[+ 4 b= 2l ~~ b SO | Ly 32 W ez D s ~3
- ui v O w - bt P SVL NG NN R N oY
~ = [l 3] [4Y) [T . 3=~ > ~3 3 43 —t D v v ) Us
~ w W~ ~ . <oon —~z < - T30 L~ I e Uk O
N Ll 3 v -> ~ ~ O ~ 0] N ”~ -0 St .~
e ~ Lt owi IR g ~ X LY e 3 3 —yy -t 3CHhes  N® lat'r]
w 2 L Qe - pat L Tal — - - K o~ ~w - 1 b e =T -t
(3] ~ ~ ul ~ =3 ~u? + i3 3 Y DO e ST N~ o~
S WX owe [ Ta Sinr ~ e leg] ~ AN Qv O Sl v GO
.~ ™ ~ i L il >~ o > o3 0+ ON 4+ O < o~ ~3 D IS
oW G [«= TNV XY T (L] ~ 2 N3 N Ol S L. N SN2 e (GUD
N > =2 [ B T > =2 ~<L ~ SXve N M N O¥ S D=L -~ <k
L - o B ¢ Y o Y o o S LR =] o <N < MO (UIN . e SN 0K [l el ~ Q.
b~ & . O e - e IT w3 < ez W e »* e e QL e A
a2 a1 Y K ND e K N n AN O MN WO v i~ Nks Q. RN
SN XN NS NO AN O= - Oz 3 O ™M N wd e Pedfz 2 QO Pvx
-l O T ISR O SN —lD ] D -0 MDD — O MLIDO MDY, oI
AZMmW AMUWUAEMWULM OwwZOM N ~Q. Q S velhd QST IO ~ ~lLt~a SOu ~ e
S sz # 82 ANID a2 MO S s RPW = > < @ d s A Ot | ATz mGlide s
ey St sarvtsy s vy s ST Oy — WO Mr~ 3 NS v vt DOO b vt CJCIO v O st L. Doy

D L I L L2 abial L bl at et Bl ahakal ot Lo Wl STl BT Zu Ko 0 NEWE S0 NS DR UMY A Bt § Ty o Yl e S Lo LR U SN RS ) SN Y R o
e N . R T TR P o T e T 3 T L R T R TE S T R R R o T R e ) P e A N . 4T R 4

CGUFE OO AXX O T OQX kT Qe O BSOS Dt L H R NN UMY ST~ 5
CoRo e l T EE L OGO B Qe TG N U et O G ] vt H QN 1 GG 8 e e [ vt v CUCUDI S D e SO LR LV e 2D e (R4 02D ¢S
O NMUEOUWOMOUWCWOUEORIWOII O P> XXX KO X O I NI (D OO LT
COIWI WAL WU B L i OB U G U e et DU N bt et et et CITF UL N3 vt et SB L D i it b bt bt g bt e T2 UL 3 OB D L Ll
) v -ty — — 0V
[

-— o~ oY < < ~3 ~ ~ o

~ = M ™ g O - o P r~ < w o

w ~ r~ > &

‘;FTN4/ L

140

Programa en FORTRAN IV para la realizacién de los histogramas.

Fig. 37.
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