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DISCUSION

1 - DISCUSION DEL METODO

En los tres objetivos planteados en nuestro trabajo, la idea
comin fue establecer correlaciones entre actividad pineal y génesis vy
evolucién de tumores mamarios. El desarrollo experimental exigia, pues,

la solucién de cuatro problemas metodolégicos que pasamos a discutir.

1.1 - Elecciébn de un modelo de carcinoma mamario

experimental

Seleccionamos el modelo de tumor mamario experimental
inducido por DMBA, descrito por Huggins en 1961, por estar considerado
como modelo "standard" en el estudio del céncer mamario humano. Estos
tumores poseen caracteristicas anatomopatolégicas, bioquimicas, de
hormono-dependencia, asi como un proceso de induccién, que han sido

ampliamente comentadas en el apartado 1.2 de la introduccién.

Las razones concretas que nos indujeron a elegir este

modelo tumoral fueron :

a) Poseer una estructura histolégica semejante a la de los
tumores humanos, tratandose al igual que éstos de adenocarcinomas de
origen ductal (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. 1867;

Sinha D., Dao T.L. 1974; Haslam S.Z., Bern H.A. 1977).

326



b) Presencia de receptores estrogénicos, semejantes a los
del tejido tumoral humano (Mc Guire W.L., Delagarza M. 1973; Wittliff
J.L. 1979). Este hecho se considera un buen indice de hormonodependencia,
como se ha demostrado en numerosos trabajos (Mobbs B.G. 1966; Asselin
J. y cols. 1977, 1980; 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).

¢) La induccién tumoral con DMBA, seleccionando
adecuadamente la dosis y via de administracién y la especie, raza, sexo y
edad del receptor, es sencilla y de gran eficacia. En el apartado Hl.2.5
de la introduccién revisamos cuales son los pardmetros de optimizacién dé

la induccién tumoral.

d) La mayor parte de los trabajos publicados sobre Ia
relacién pineal-tumor mamario han sido realizados con este maodelo
experimental, lo que nos facilita la discusién de nuestros resultados (Lapin
V. 1978; Aubert C. y cols. 1980; Tamarkin L. y cols. 1981; Kothari L.S. y

cols. 1982, 1984; Shah P.N. y cols. 1984; etc.).

1.2 ~ Criterios de valoracién tumoral

La cuestién a resolver era ; como evaluar la respuesta a
la administracién del agente cancerigeno o la evolucién de los tumores ya
inducidos, en los distintos grupos experimentales 2. Tratamos de

sistematizar esta respuesta siguiendo criterios de distintos tipos :

a) Morfométricos : medida semanal de la superficie tumoral,

segin la técnica indicada en el apartado 6.1 de material y métodos.
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b) Histolégicos : estudios citolégicos realizados con
periodicidad semanal mediante biopsias por puncién aspiracién (ver apartado
6.2 de material y métodos) y estudios histolégicos méas detallados sobre el
tumor obtenido al fi’naf del experimento, tras el sacrificio del animal,

segin técnicas detalladas en los apartados 6.3 y 9.1 de material y métodos.

¢) Endocrinolégicos : midiendo la concentracién de
receptores estrogénicos en los tumores (ver apartado 10.4 de material vy

métodos).

d) Epidemiolégicos : valorando el tiempo de latencia en Ia

aparicién de los tumores, su morbilidad y mortalidad.

Los estudios realizados hasta ahora sobre el tema
pineal-tumores carecen de esta visién global que nosotros aportamos. Asi,
son frecdentes trabajos en los que no se realiza la valoracién histolégica
'(Aubert C. y cols. 1980), mientras que en otros casos los estudios se limitan
a manejar pardmetros epidemiolégicos (Hamilton T. 1969; Lapin V. 1979) o

morfométricos (Lapin V. 1978), etc..

Como veremos a lo largo de la discusién de nuestros
resultados, sbélo de la valoracién conjunta de todos los pardmetros
anteriormente citados, pueden extraerse conclusiones fiables sobre los
efectos de cada tratamiento en la génesis y/o evolucién tumoral. Asfi, por
ejemplo, del anilisis histolégico de los tumores podria concluirse que no
hay diferencias entre grupos, dado que en todos los casos aparecen
adenocarcinomas. Pero si analizamos su incidencia o su tiempo de latencia

descubrimos ya importantes diferencias. La realizacién de los estudios
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citolégicos semanales nos permite, ademés, seguir la evolucién del tejido

mamario desde la aparicién de las primeras atipias leves hasta la

configuracién de adenocarcinomas.

1.3 - Maniobras modificadoras de las acciones pineales

En nuestro disefio experimental precisdbamos establecer
comparaciones entre animales con diferente nivel de actividad pineal
(aumentada, normal y suprimida). Consideramos como referencia la
actividad bineal en animales situados en fotoperiodo 12/12 y condiciones
"standard" de estabulacién (Reiter R.J. 1980). La supresién de la actividadr
pineal se obtenfa facilmente por ablacién de la gléndula. Los mayores
problemas surgieron al establecer los grupos de ratas con hiperactividad
pineal. Es bien sabido que la deprivacién de luz es un estimulo fisiolégico
de la actividad pineal (Reiter R.J. 1981, 1983). Sin embargo, siendo la
rata albina el animal de experimentacién elegido y dada su escasa
fotosensibillidad, tuvimos que recurrir a la utilizacibn de maniobras
potenciadoras de la actividad pineal inducida por deprivacién de luz. Como
tales son consideradas : el tratamiento neonatal con esteroides (Reiter
R.J. y cols. 1968); la bulbectomia olfatoria (Blask D.E., Nodelman J.L.
1979; Nelson R.J., Zucker |. 1981); subnutricién (Sorrentino S. y cols.
1971); anosmia periférica (Mediavila M.D. 'y cols. 1983, 1985;
Sénchez-Barcelé E.J. y cols. 1985 a) y la exposicién prolongada al frio
(Cos S. 1983; Sénchez-Barcelé E.J. y cols. 1986). Dado que no existen
estudios comparando la "potencia" de cada una de estas maniobras, nuestra

seleccién se basé en los siguientes criterios :
- Descartamos el tratamiento neonatal con esteroides ya
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que supone una alteracién en el desarrollo postnatal de las 4reas

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

- La anosmia periférica y la bulbectomia olfatoria tienen
un comportamiento semejante (S&nchez-Barcel6 y cols. 1985 a; Mediavilla
M.D. y cols. 1985). Seteccionamos la segunda por ser un modelo/
recientemente utilizado por el grupo de D.E. Blask (Blask D.E. 1984) para
el estudio de la respuesta tumoral a la melatonina, siendo asi posible

establecer comparaciones con nuestros datos.

- La exposicién prolongada al frio y la subnutricién fueron
las otras. dos maniobras seleccionadas, por responder a situaciones
experimentales utilizadas, con anterioridad, en estudios sobre factores
capaces de influir el crecimiento de tumores mamarios (Tannenbaum A.
1942; Tannenbaum A., Silverstone H. 1950; Young S. 1968), si bien, en
estos casos, no se estudié e! posible papel de la pineal en el mecanismo

de accién de estos estimulos.

1.4 - Valoracién de la actividad pineal

Tanto en el caso de la asociacién de ceguera + bulbectomia,
como en los de ceguera + subnutriciébn o ceguera + exposicién a bajas
temperaturas, existen en la literatura datos abundantes que demuestran
que los efectos de la accién pineal sobre el eje hipéfiso~gonadal estén
aumentados en estas situaciones (Sorrentino S. y cols. 1971; Ronnekleiv
0.K., Mc Cann S.M. 1975; Nelson R.J., Zucker l. 1981; Leadem C.A., Blask
D.E. 1981; Mediavilla M.D. y cols. 1985; Sénchez-Barcelé y cols. 1984,

1986). Sin embargo, no ha sido aln completamente aclarado, si las citadas
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maniobras provocan un incremento real en la actividad pineal, traducida en
una mayor sintesis de melatonina (Reiter R.J. y cols. 1980; Herbert D.C.,
Reiter R.J. (1981) o simplemente actuan sensibilizando a los 6rganos diana
de la melatonina (Blask D.E., Nodelman J.L.. 1979, 1980; Blask D.E. y cols.
1980; Reiter R.J. y cols. 1980; Mediavilla M.D. y cols. 1985; Sanchez-
Barcel6 E.J. y cols. 1986). Aunque en nuestro planteamiento experimental /
la distincién entre estos dos posibles mecanismos de accién carecerfa de
relieve, consideramos importante verificar cuales fueron los efectos de
estas maniobras experimentales en la actividad pineal de nuestros animales.
Dadas las dificultades técnicas que nos planteé la medida de melatonina
como fndice de actividad pineal, al no disponer en su momento de un
trazador suficientemente estable, optamos por medir la actividad pineal a
partir de los cambios ultraestructurales experimentados por la misma. A
este respecto, valoramos bésicamente los aumentos en la concentracién de
lipidos citoplasmaticos, asi como la presencia de cuerpos mieloides como
indicadores de hiperactividad pineal (Gcnzaléz G., Blazquéz E. 1975; King
T.S. y cols. 1982; Samarasinghe D.D. y cols. 1983). Los efectos de la
actividad pineal sobre el eje hipéfiso-gonadal y sobre el peso corporal son
bién conocidos (Reiter R.J. 1981, 1983) y consecuentemente su estudio

puede proporcionar datos indirectos del nivel de actividad pineal.

Valoracién global de nuestro diseno experimental

Revisando los distintos modelos experimentales publicados,
en torno al estudio de la relacién pineal-tumores mamarios, vemos que
pueden agruparse segin un doble criterio:

a) Utilizacién o no de melatonina exégena.

b) Relacién temporal entre los procesos de induccién del
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tumor y la instauracién de las maniobras experimentales que inciden sobre

la funcién pineal.

Asi, entre los autores que estudian los efectos de las
inyecciones de melatonina, algunos como Hamilton T (1969), Shah P.N. y
cols. (1984) comienzan el tratamiento hormonal antes de la induccién
tumoral {melatonina desde los 43 o 52 dfas de edad; DMBA a los 50 o 55
dias de edad respectivamente); otros, como Tamarkin L. y cols. (1981) o
Aubert C. y cols. (1980), inician simultdneamente la induccién con DMBA

y el tratamiento con melatonina.

Tamarkin L. y cols. (1981), Shah P.N. y cols. (1984),
Lapin V. (1978), Kothari L.S. y cols. (1984) utilizan disefios basados en la
ablacién pineal precoz (entre los dias 12 a 202 de vida) y tratamiento con
DMBA entre los dias 50-55 de vida. Sin embargo, Aubert C. y cols. (1980)
realizan la induccién tumoral simultdneamente con la pinealectomia (58-60
dias de edad) y Kothari L.S. y cols. (1982) administran el DMBA a los 55
dias y desde ese momento situan a los animales en distintos fotoperiodos.
Entre los autores que administran el DMBA con anterioridad a Ia
instauracién de los distintos tratamientos esta Blask D.E. (1984) que
practica enucleacién éptica + bulbectomia olfatoria o subnutricién, 3-4

semanas después de la inyeccién de DMBA.

Nosotros consideramos, en primer lugar, que era preferible
eludir el manejo 'de hormona exégena para evitar la interpretacién, como
fisiolégica, de acciones de caracter puramente farmacoldgico. En segundo
lugar, buscamos distinguir claramente entre un experimento disefiado para

estudiar efectos sobre 'genesis'" tumoral y otro para valorar "desarrolio"
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tumoral. Asi, en el primer caso, las maniobras modificadoras de la
actividad pineal se instauraron en el momento de méxima sensibilidad vy
sélo cuando consideramos estabilizados los nuevos: niveles He funcién pineal
(5 semanas) iniciamos la induccién con DMBA.‘ En el segundo caso, las
maniobras experimentales fueron aplicadas tras comprobar la existencia de
tumoraciones mamarias (didmetro > 1 cm.) y estudiando en detalle sus °

caracteristicas anatomopatolégicas.

2 ~ DISCUSION DE LOS RESULTADOS

2.1 - Estado funcional de la pineal

Los estudios ultraestructurales llevados a c¢abo en Ia
gléndula pineal de animales pertenecientes a los grupos O, E, EB, EH, EF,
CEH y CEF demostraron la existencia de signos claros de hiperactividad
glandular en las pineales de ratas sometidas a deprivacién de luz,
especialmente cuando a la ceguera se unié alguna de las maniobras

conocidas como potenciadoras de la actividad pineal.

Uno de estos signos es el aumento en la concentracién de
gotas lipidicas en el citoplasma de los pinealocitos (Gonzalez G., Blazquez
E. 1975). Nosotros encontramos un notorio aumento de klos lipidos pineales
de las ratas ciegas, apreciable también, aunque en menor grado, en los
animales O (intactos, tratados sélo con DMBA). En estos dltimos, su
significacién habria que buscaria, no en la hiperactividad inducida por la
deprivacién de luz sino en una respuesta reactiva de la glandula f:rente al
cr’ecimiento tumoral, tal como propusieron Prop N. (1965) y Tapp E. (1980
a, 1980 b).
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Quizéds el hallazgo més llamativo e interesante fué la gran
incidencia de cuerpos mieloides (llamados asi por su semejanza con las
vainas mielinicas) en los animales ciegos, mientras que no aparecen en los
controles. Ya habian sido descritos por Porter K.R., Yamada E. (1960) vy
Nguyen-Legros J., Durand J.P. (1974) en vertebrados inferiores y por Pévet
P., Saboureau M. (1973) y Mc Nulty J.A., Drombrowski T.A. (1980) en
mamiferos en los momentos de inactividad reproductora. Recientemente
Samarasinghe D.D. y cols. (1983) lo describen en el raton, aunque matizan
que aparecen en escaso nGmero y raramente asociados a lipidos. En
nuestros animales ciegos, aparecen con mucha frecuencia unidos a gotas
lipidicas. El significado funcional de los cuerpos mieloides no ha sido adn
totalmente aclarado en los mamiferos, Pévet P. y cols. (1976) suponen que

tienen que estar en alguna forma relacionados con la actividad

fotoneuroendocrina de la gléndula.

Otros hallazgos morfolégicos sugestivos de hiperactividad
glandular fueron la elevada concentracién de lisosomas y el aumento de la
superficie nuclear, merced a la aparicién de numerosas invaginaciones de

la membrana carioplasmética (Tapp E. 1980 b).

En muchos casos las pineales de los animales ciegos
mostraron signos degenerativos, tales como microcavidades, picnosis nuclear,
etc.. Estas alteraciones creemos que no son debidas a la edad de los
animales (5-6 meses), ya que su descripcién no aparece en estudios sobre
cambios estructurales dependientes de la edad, al menos en animales de
estas caracteristicas (Johnson J.E. 1980). Dos son las causas que
cohsideramos con mayor probabilidad, por un lado los efectos directos del

téxico administrado (DMBA), sobre los que no hay estudios a nivel de
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ultraestructura pineal o, como sugiere Relkin R. (1976), los cambios

degenerativos podrian ser el resultado final de gldndulas cronicamente

hiperactivas.

Finalmente, como signo indirecto de hiperactividad pineal
o al menos de sensibilizacién a las acciones pineales, valoramos Ilas
reducciones en el peso corporal experimentadas por los animales E, EB,
EH y EF, con respecto a sus homélogos pinealectomizados, de acuerdo con
lo establecido en numerosos trabajos (Reiter R.J. 1981, 1983; Sanchez-

Barcelé E.J. y cols. 1985 a).

2.2 - ;Influye la actividad pineal en la génesis de tumores

mamarios?

En nuestros resultados se aprecian claras diferencias pineal-
dependientes en los pardmetros epidemiolégicos. Asi, la incidencia tumoral
en los animales con hiperactividad pineal fue menor que en los
pinealectomizados, destacando el hecho de la no aparicién de tumores en
las ratas ciegas sometidas a restricciones en su dieta. El tiempo de
latencia  tumoral fue  significativamente menor en los animales
pinealectomizados y el crecimiento tumoral, valorado a partir de la medida
de su superficie, fue mayor en los animales pinealectomizados. De estos
datos puede deducirse que la actividad pineal juega un papel importante
como inhibidor de la induccién de tumores mamarios por agentes
cancerigenos quimicos. Resultados semejantes a los nuestros han sido
descritos por Lapin V. (1978), Tamarkin L. y cols. (1981), Kothari L.S. y
colé. (1982), Shah P.N. y cols. (1984) entre otros. En otros modelos

tumorales, como los melénicos inducidos por DMBA, melanomas
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animales con pinealectomia funcional (exposicién a luz continua) y anélogos
resultados aparecen en los trabajos de Shah P.N. y cols. (1984) y Tamarkin
L. y cols. (1981) en animales con ablacién pineal. Las discrepancias son
aGn mayores con Hamilton T. (1969) que encuentra un aumento en la
incidencia de fibroadenomas con respecto a los adenocarcinomas en animales
en luz continua, siendo éste el Unico autor que sostiene la tesis de una
accién pineal cancerfigena. Nuestros datos hacen referencia al total de los
tumores obtenidos; asf, cuando indicamos que en los animales intactos o
pinealectomizados hay la misma incidencia de adenocarcinomas, hacemos
omisién de si en el primer caso habia o no un mayor nimero de tumores,
ya que esta valoracién corresponde al apartado de estudios epidemiolégicos
anteriormente comentados. En consecuencia podemos concluir que la accién
de [a pineal se concreta en una reduccién de la incidencia tumoral, aumento
del tiempo de latencia y reduccién en el tamano y nimero de los tumores,

manteniendo siempre una proporcién adenocarcinomas [/ fibroadenomas

semejante.

Aunque la mayor parte de los estudios histolégicos revisados
se limitan a establecer la proporcién entre formas tumorales malignas
(adenocarcinomas) o benignas (fibroadenomas), nosotros lo extendimos a la
consideracién de otras caracteristicas anatomopatolégicas (ver apartado de
resultados), de entre las cuales destacamos la elevéda frecuencia de
hiperplasias ductales, consideradas lesiones premalignas (Middleton P.J.
1965; Beuving L.J. y cols. 1967; Haslam S.Z., Bern H.A. 1977) en los
animales pinealectomizados, que mostraban también menor presencia de

signos de regresién que las ratas con hiperactividad pineal.
Se ha descrito una localizacién preferente de los tumores
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inducidos por DMBA en las mamas cervicales e inguinales (Huggins C. vy
cols. 1959, 1961 a2, 1961 b; Dao T.L. 1964, 1868). Nuestros resultados en
los experimentos Il y lIl confirman estos datos. Sin embargo, el anélisis
de la distribucién topogréfica de los tumores en los animales de la serie I,
no mostré la existencia de localizaciones selectivas. Probablemente, la
razén se encuentre en que partimos de animales que en el momento de la
induccién tumoral presentan unas claras diferencias funcionales en el eje
hipéfiso-gonadal como consecuencia de un distinto nivel de actividad pineal,
siendo la hormonodependencia una caracteristica de estos tumores (Mobbs
B.G. 1966; Asselin J. y cols. 1977) es féacil justificar diferencias en el
patron de localizacidén tumoral, con respecto a lo que ocurre en animales

intactos.

2.3 - ;Cémo puede justificarse la accién inhibidora de la

pineal sobre la génesis tumoral?

Como quiera que los principales efectos de la actividad
pineal se manifiestan sobre el eje hipotédlamo-hip6fisis-génadas y est4,
ademés, comprobado que el entorno hormonal del receptor es un factor
determinante en la génesis tumoral (Huggins C. y cols. 1959; Lindsey W.F.
y cols. 1981; Yoshida H. y cols. 1982 a), parece légico pensar que las
acciones antitumorales de la pineal esten mediatizadas por una reduccién
en los niveles de gonadotrofinas y esteroides. En generallse acepta que la
actividad pineal, inducida por deprivacién de luz, se traduce en una
disminucién de la concentracién sérica e hipofisaria de LH, asi como de
estradiol circulante (Reiter R.J. 1981, 1983). La bulbectomia olfatoria,
subnutricién o exposicién al frio potencia los efectos de la deprivacién de

luz. Asi, la asociacién de ceguera + bulbectomia provoca en la rata hembra

338



una disminucién en los pesos relativos de ovarios, Gtero e hipéfisis (Donofrio
R.J., Reiter R.J. 1972; Morgan W.W., Reiter R.J. 1982). Resultados
andlogos se obtienen con la eiposicién al frio (Reiter R.J. 1968). Los
efectos de la asociacién de ceguera més subnutricién han sido estudiados
fundamentalmente en machos y consisten también en una reduccién del
peso de los 6rganos del sistema neuroendocrino reproductor (Sorrentino S. -
y cols. 1971; Sénchez-Barceld E.J. 1982) y un aumento de la sensibilidad a
la melatonina exégena (Blask D.E. y cols. 1980). Los efectos de estas
maniobras sobre los niveles séricos o hipofisarios de prolactina son, sin
embargo, controvertidos y mientras algunos autores describen en ratas
ciegas y bulbectomizadas reducciones en la tasa de esta hormona (Donofrio
R.J., Reiter R.J. 1972, Leadem C.A., Blask D.E. 1981, 1982 a, 1982 b),
otros (Blask D.E., Reiter R.J. 1975; Pieper D.R., Gala R.R. 1979; Reiter

R.J. y cols. 1980) no encuentran variaciones con respecto a los controles.

En nuestros animales‘, previamente a la induccién tumoral,
verificamos como los grupos de hiperactividad pineal E, EH, EB y EF
presentaban valores de FSH, LH y estradiol inferiores que los grupos de
animales pinealectomizados, manteniendose estas diferencias hasta el final
del experimento, tanto a nivel de sangre como de hipéfisis, presentando
igualmente estos animales a nivel tumoral una concentracién de receptores
estrogénicos inferior a la de los animales pinealectomizados o intactos.
Estas diferencias eran especialmente importantes en el grupo EH, que
mostré los valores més bajos de gonadotrofinas y estradiol. También el
grupo de animales ciegos y subnutridos fue el que presenté una menor
incidencia tumoral, lo que habla pues a favor de que las acciones
antineoplésicas de la pineal esten mediatizadas por sus efectos sobre la

sintesis de estercides gonadales.
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2.4 - ;Influye la actividad pineal sobre el crecimiento de

tumores ya desarroliados?

No hemos encontrado en la literatura disenos experimentales
que permitan responder <correctamente a esta cuestion. Nosotros
comenzamos por inducir los tumores y s6lo cuando éstos aparecen, después
de estudiar en una muestra sus caracteristicas anatomopatolégicas,
concentracién de receptores estrogénicos y niveles plasméticos de»estradiol,
instauramos los distintos tratémientos. Tenemos pues constancia de que
partimos de adenocarcinomas ductales (vef apartado de resultados), con
una concentracién de receptores estrogénicos en el citosol de 62,09 + 9,87
fmol. / mg. de proteina, en animales con 138,17 + 8,65 pgar / ml de
estradiol circulante. Las caracteristicas del modelo tumoral inicial se
corresponden con las descritas por otros autores como propias de
adenocarcinomas mamarios inducidos por DMBA (Middieton P.J. 1965; Mobbs
B.G. 1966; Dao T.L. 1969; Mc Guire W. L., Delagarza M. 1973; Asselin J.
y cols. 1977, 1980). Una vez practicadas las maniobras experimentales de
activacién o supresién de la actividad pineal controlamos la evolucidn
tumoral durante las nueve semanas siguientes. Répidame;\te se establecieron
claras diferencias en el ritmo de crecimiento tumoral entre animales
pinealectomizados o no, siendo mayor en los primeros. Destaca la evolucién
experimentada por los animales EH en los que la superficie tumoral se
reduce linealmente hasta el extremo de que en 6 semanas desaparecen las
tumoraciones en todos los animales. La mediacién pineal de este efecto
antineoplésico es clara, ya que en los animales sometidos al mismo
tratamiento mas pinealectomia, no se produce esta regresién tumoral.
También el nGmero inicial- de tumores se redujo en los animales con

hiperactividad pineal, mientras que aumenta en los pinealectomizados.
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Cuando comparamos la evolucién tumoral entre animales
control y pinealectomizados se observa que, si bien el crecimiento en estos
dltimos es mayor, las diferencias no alcanzan el rango de estadisticamente
dsignificativas. E! hecho -de que la activacién pineal induzca cambios
semejantes con respecto a los animales intactos o pinealectomizados podria
deberse a que, en las condiciones de estabulacién elegidas (fotoperiodo LD
12 / 12), realmente se produzca una pinealectomfa funcional (Reiter R.J.

1977), lo que justificaria la ausencia de diferencias entre animales control

y pinealectomizados.

Algunos autores han estudiado la influencia de Ila pineal‘
sobre el crecimiento de tumores, pero inyectando melatonina exégena.
Aunque este modelo experimental no es semejante al nuestro, que trata de
"utilizar' sélo la melatonina endégena, sus resultados pueden servirnos
como referencia. En este sentido Aubert C. y cols. (1980) demostraron
que la melatonina exégena inducia la regresidn de adenocarcinomas

mamarios, confirmando los efectos antineopldsicos de la pineal.

2.5 - Mecanismo de influencia pineal sobre el crecimiento

tumoral

Tal como comentabamos en el punto 2.3 de esta discusién,
parece claro que, en la rata, la activacién pineal inhibe la liberacién de
esteroides ovéricos (Vaughan G.M. y cols. 1978), pudiendo residir en este
hecho su efecto antineoplasico. La activacién pineal produce también,
segin algunos autores, disminucién en la ' sintesis, almacenamiento vy
secrecién de prolactina (Leadem C.A., Blask D.E. 1981). Hay discrepancias

sobre cuales son las hormonas que promueven el crecimiento tumoral :
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estrégenos, prolactina o ambos. Sin embargo, aunque volveremos maés
adelante sobre la discusién del papel de la prolactina y/o estrégenos, parece
fuera de dudas que estos Gltimos son un factor determinante del crecimiento
tumoral (Daniel P.M., Prichard M.M.L. 1963; Lee C., Oyasu R. 1974; Lee
C. y cols. 1981; Blask D.E., Hill S.M. 1985). Consecuentemente una
reduccién de los esteroides circulantes por efecto de la accion pineal, -
justificaria la regresién tumoral que encontramos en los grupos de animales
con hiperactividad pineal. En efecto, los niveles més bajos de estradiol
correspondiefon a los grupos EB, EH y EF, pero fue en los animales ciegos
subnutridos (EH), donde la concentracién de esteroides fue significativamente
menof que en los restantes grupos, siendo también en este grupo la
regresién gonadal completa en menos de seis semanas. La concentracién
de receptores estrogénicos en los citosoles del tejido tumeoral alcanzé
también sus valores més bajos en los grupos EH y EF. La valoracién de
los receptores estrogénicos nos plante6 el problema de que en los grupos
de animales con hiperactividad pineal, pero especialmente en el EH, la
reduccién en la masa tumoral fue tan grande, que tras el sacrificio de los
animales no dispusimos de cantidades de tejido suficiente para realizar el
inmunoensayo.  Sin embargo, agrupando los animales en tres bloques

hiperactividad pineal (E, EB, EH y EF), pinealectomizados (P, EBP, EHP vy
EFP) y controles (O), apreciamos como la concentracién de receptores
estrogénicos en los animales del primer bloque se redujo significativamente
con respecto al valor inicial, mientras que, en los animales
pinealectomizados no se produjeron diferencias con los valores de partida.
Danforth D.N. y cols. (1983 a, 1983 b) estudiaron los efectos de Ia
administracién de melatonina sobre los receptores estrogénicos de mama y
Gtero, no encontrando diferencias en la concentracién de receptores

estrogénicos entre las ratas tratadas con melatonina o con el diluyente;
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sin embargo, la actividad de los receptores era mayor en los primeros.
Este dato plantea diferencias con nuestros resultados, aunque puedan ser
explicadas por la distinta metodologia empleada. Segin observaciones de
los propios autores (Danforth D.N. y cols. 1983 a, 1983 b) el grado de
homogenizacién de la muestra influye enormemente en los resultados.
Ademdas nosotros medimos receptores totales, mientras que los datos
anteriormente citados se refieren a receptores libres. Méas acordes con
nuestros datos estan los de Tamarkin L. y cols. (1982), que en mujeres
con tumores mamarios encuentran reduccién en la concentracién de
receptores estrogénicos junto con niveles elevados de melatonina y, aunque
con un modelo tumoral distinto, los de Moeller H. y cols. (1983), que
describen una -disminucién en los receptores androgénicos prostiticos en

ratas tratadas con melatonina o deprivadas de luz.

Como  consecuencia de lo anteriormente expuesto,
consideramos que la inhibicién pineal-dependiente del crecimiento tumoral
es una consecuencia del bloqueo en la liberacién de esteroides gonadales

capaces de promover el desarrollo del tejido mamario.

2.6 - ;Es posible hablar de acciones antiestrogénicas

pineales?

Hasta este punto hemos visto como se establece una
relacién hiperactividad pineal - reduccién del estradiol - inhibicién del
crecimiento tumoral, que justifica las acciones antineopldsicas de la pineal.
Pero hay también wuna caracteristica de la actividad pineal que
considerabamos interesante estudiar en este contexto. Se trata de las

posibles acciones directas de las hormonas pineales sobre el tejido tumoral.
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Estas acciones serfan de naturaleza antiestrogénica. Las acciones de la
pineal sobre 6érganos periféricos fueron ya sugeridas por Debeljuk L. vy
cols. (1971) y su naturaleza antiesteroidea por Alonso R. y cols. (1978).
Estudios posteriores de .diversos grupos, realizados en machos, han
confirmado estas hipStesis (Shirama K. y cols. 1981, 1982; Buzzell G.R. vy
cols. 1984; Mediavilla M.D. y cols. 1985). Para verificar la hipdtesis de '
las posibles acciones antiestrogénicas pineales como mediadores de la accién
antitumoral, disefiamos la tercera serie experimental en la que, partiendo
de animales con adenocarcinomas perfectamente valorados, suprimimos
mediante ovariectomia bilateral las principales fuentes de estradiol endégeno
y tratamos a todos los animales con dosis idénticas de hormona exdégena.
Tras realizar las consiguientes maniobras inductoras de hiperactividad pineal
o pinealectomia, observamos como hay uné clara diferencia en la evolucién
tumoral entre ambos grupos de animales.. Asi, mientras en los
pinealectomizados los tumores crecieron en forma exponencial, en los grupos
de hiperactividad pineal el tumor se reducia de tamafo, especialmente en
los animales ciegos y subnutridos (CEH). Dado que en este caso las
cantidades de estradiol eran semejantes en todos los grupos, sélo dos

hipétesis podrian explicar los resultados :

a) Acciones antiestrogénicas de las hormonas pineales

sobre los tejidos esteroido-dependientes, entre ellos las mamas.
b) Que la actividad pineal influencie el desarrollo tumoral,
a través de cambios en la sintesis y/o liberacién de otras hormonas, como

la prolactina.

En cuanto a esta segunda hip6tesis no podemos rechazarla
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con datos propios, ya que no disponifamos del R.ILA. de prolactina,
desconociendo lo que ocurrfa con esta hormona en nuestros anima!es. Hay,
| sin embargo, trabajos de otros autores sobre el papel de‘la prolactina en
el desarrollo de los tumores inducidos por DMBA. De acuerdo con Welsch
C.W., Nagasawa H. (1977), la prolactina serfa la hormona mé&s importante
en el desarrollo de este tibo de tumores. Experimentos basados en la
administracién de antiprolactina (Butler T.P., Pearson O.H. 1971), drogas
inhibidoras de la liberacién de prolactina (Formelli F. y cols. 1983) o
prplactina (Pearson O.H. y cols. 1969) apoyan el papel de la prolactina
como inductor del desarrollo tumoral. Sin embargo, parece claro que la
presencia de esteroides es necesaria para el crecimiento prolongado del
tumor, aln en presencia de concentraciones elevadas de prolactina circulante
(Sinha D. y cols. 1973; Leung B.S., Sasaki G.H. 1975). Quizds los datos
mdés clarificadores sobre este problema sean los aportados por Gala R.R.,
Loginsky S.J. (1973) y Nagasawa H. y cols. (1973) que miden los niveles
circulantes de prolactina a lo largo del proceso de desarroilo tumoral,
desde la induccién, fase de crecimiento répido, fase estacionaria y regresidn,
encontrando siempre valores comprendidos en el rango de la normalidad, lo
que hace pensar que los efectos estimuladores del crecimiento obtenidos
con administracién de hormona exdgena, puedan no responder a efectos
farmacolégicos. Kelly P.A. y cols. (1974) describieron la existencia de
receptores para la prolactina en tumores mamarios inducidos por DMBA,
pero no hay una correlacién entre el nimero de receptores, unién de la
prolactina a los receptores, grado de crecimiento tumoral y niveles
circulantes de hormona (Holdaway I.M., Friesen H.G. 1976; .- De Sombre
E.R. y cols. 1976; Smith R.D. y cols. 1976). Estudios recientes de Blask
D.E., Hill S.M. (1985) demuestran que la adicién de prolactina a cultivos

celulares de tumor mamario humano, no modifican la proliferacién celular,
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confirmando asi otros datos en el mismo sentido (Shafie S., Brooks S.C.
1977). Finalmente, dentro de la controversia existente sobre los efectos
de la accién pineal sobre la sintesis y/o liberacién de prolactina,
consideramos que el trabajo de Pieper D.R. y Gala R.R. (1979) ofrece la
mayor fiabilidad, ya que realizan‘ la medida de la hormona en tomas
seriadas, en animales cateterizados, con lo que,‘ademés de evitar |os. errores
de medida derivados del '"stress" por el éter, obtienen informacién sobre
los ritmos circadianos de liberacién de la hormona, mientras que otros
autores (Leadem C.A., Blask D.E. 1982 a, 19‘82 b) realizan la medida tras
decapitacién de los animales a una misma hora, con lo que puede haber
errores graves, sobre todo si alguno de los grupos experimentales estd
integrado por animales ciegos, ya que la ausencia del "imput" luminico
hace que exista desincronizacién entre los ritmos de liberacién de la
hormona en los distintos animales. Pieper D.R., Gala R.R. (1979) concluyen
que la pineal, los bulbos olfatorios y el fotoperiodo no estan implicados en
la regulacién del pico vespertino de liberacién de prolactina en ratas
ovariectomizadas y tratadas con esteroides. Reiter R.J. y cols.- (1980) en
ratas ciegas bulbectomizadas tampoco encuentran variaciones en la

concentracién hipofisaria de prolactina con respecto a los animales intactos.

A la vista de lo anteriormente expuesto parece justificable

abandonar, en principio, la segunda hipétesis.

Los datos a favor del estradiol como principal agente
inductor del desarrollo tumoral son numerosos. La ovariectomia en ratas
antes o inmediatamente después de la administracién del DMBA suprime el
desarrollo de adenocarcinomas (Welsch C.W. 1985). Estudios in vitro sobre

células tumorales humanas demuestran que la adicién de estradiol al medio
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de cultivo incrementa Ié sintesis de ADN y el nimero de células (Blask
D.E., Hill S.M. 1985). Estos mismos autores llegan, con estudios in vitro,
a conclusiones semejantes a las nuestras, obtenidas in vivo. Observan
como la adicién de melatonina al medio de cultivo, cuando éste contiene
un 10 % de suero fetal de ternera, inhibe la proliferacién celular y la
sintesis de ADN, disminuyendo el efecto antimitético de la melatonina a’
medida que se reduce la concentracién de suero en el medio, siendo nula
en medios de cultivo desprovistos de suero. Estos resultados avalan la
hipétesis de que la melatonina ejerce acciones directas sobre el tejido
tumoral, pero, a través de algin componente del suero. Dado que el suero
fetal de ternera posee abundancia de estradiol, probaron a anadir esteroide
a un medio de cultivo desprovisto de suero. EI estradiol incrementaba la
proliferacién celular y este efecto estimulante era suprimido por la adicién
de melatonina al medio (Blask D.E., Hill S.M. 1985). Nosotros realizamos
un experimento en el que mediante ovariectomia, asociada a tratamiento
con estradiol, garantizamos que la tasa circulante de esta hormona es la
misma en todos los casos, de tal forma que, si la actividad pineal modifica
el crecimiento de los tumores mamarios, en este caso los efectos
antitumorales no podran atribuirse a un descenso de la sintesis y/o
liberacién de estradiol. En nuestro trabajo podemos observar como la
actividad pineal (grupos CEF y CEH) inhibié6 el desarrollo tumoral, en
comparacién con lo sucedido en los animales pinealectomizados. Al igual
que en los demés estudios presentados hasta ahora, los efectos mas notables
aparecieron en las ratas con asociacién de ceguera y subnutricién, animales
en los que ademas de la disminucién en la superficie tumoral, se aprecié
una reduccién en el nGmero de tumores. Precisamente la potencia del
efecto antineoplasico en los animales CEH, impidié disponer de tejido

tumoral suficiente para la determinacién de receptores estrogénicos. Sin
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embargo, considerando un "pool" de animales con hiperactividad pineal
(CEH + CEF) se aprecia que la concentracién de receptores estrogénicos
es menor que la inicial, no ocurriendo lo mismo con los pinealectomizados.
Pareceria l6gico que, siendo la concentracién plasmética de estradiol
semejante en todos los casos, no se presentaran diferencias tampoco en
cuanto a la concentracién de receptores estrogénicos. Sin embargo este ’
hecho podria explicarse asumiendo que, como consecuencia de la actividad
pineal, se haya producido una traslocacién de los receptores al nucleo, tal
y como se ha descrito para antiestrégenos como el tamoxifen (Sutherland
R. y cols. 1977); de esta forma se produciria un descenso en Ila

concentracién de receptores en el citosol, sin que el nimero total de los

mismos sufriera variacién.

A la vista de todo lo anteriormente expuesto, y con las
limitaciones en que la no disponibilidad del R.l.A. de prolactina nos coloca,
consideramos que hay bases suficientes para mantener la hipétesis de las

acciones antiestrogénicas como un componente del efecto antineoplasico de

la actividad pineal.
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CONCLUSIONES

1.~ Nuestro trabajo aporta un modelo de estudio
diferenciado de la influencia de los distintos niveles de actividad pineal”
sobre : a) la induccién y b) el crecimiento de tumores mamarios

‘hormonodependientes, con criterios epidemiolégicos, morfoestructurales vy

funcionales.

2.- Los estudios ultraestructurales de las pineales, asi
como los morfolégicos y funcionales del eje hipéfiso-gonadal, demuestran
que la asociacién de ceguera con bulbectomia olfatoria, subnutricién o
- exposicién al frio son modelos vdlidos de animales con hiperactividad pineal.
Esta afirmacién estd basada en :

* Presencia, en la pineal de estos énima!es, de cuerpos
mieloides,V acimulos de lipidos y otros signos aceptados como de
hiperactividad celular.

* Signos de atrofia y bloqueo madurativo en las
gbnadas de los animales sometidos a 1las maniobras anteriormente
mencionadas.

* Reduccién en el peso corporal e ‘hipofisario.

* Reduccién en los niveles de gonadotrofinas vy

estradiol.

3.- La actividad pineal es un factor que antagoniza la
génesis de tumoraciones mamarias inducidas por cancerigenos quimicos

como el 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA). Esta accién antitumoral se
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confirma en los siguientes hechos :

* La pinealectomia disminuye el tiempo de latencia
en la aparicién de los tumores, mientras que la hiperactividad pineal lo
alarga.

* La incidencia tumoral se vi6 favorecida por |la
ablacién de la gléndﬁla pineal. En los animales con hiperactividad pineal
los tumores o no aparecieron o su incidencia fue siempre menor que en
los pinealectomizados e intactos.

* En los animales pinealectomizados el nimero de
tumores, asi como su supérﬁéie, fue mayor que en los sometidos a
maniobras potenciadoras de la actividad pineal.

* |.a  concentracién de receptores estrogénicos
citosdlicos en el tejido tumoral ﬁxe menor en los animales con hiperactividad
pineal.

* La hiperactividad pineal origina un descenso en los
niveles circulantes de estradiol, que podria ser una de las causas directas
del efecto antitumoral, ya que el estradiol estd considerado como el
principal factor hormonal del desarrollo de los adenocarcinomas mamarios

inducidos por DMBA.

4.- La actividad pineal inhibe el crecimiento de tumores

mamarios previamente inducidos, como se deduce de los siguientes hechos :
* La pinealéctomia provoca un incremento en el

nimero y superficie tumorales. Por el contrario, los animales con
hiperactividad pineal presentaron una reduccién tanto en el ndmero de

tumores como en su superficie. En algunos casos la regresién tumoral fue

completa.

* Los animales con hiperactividad pineal mostraron
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un descenso en la concentracién de receptores estrogémcos citosélicos en
el tejido tumoral, asi como de la tasa de estradiol circulante, en relacién
a los valores previos a la realizacién de las maniobras potenciadoras de Ia
actividad pineal. Los animales pinealectomizados presentaron' mayor
concentracién de receptores estrogénicos y mayor tasa de estradiol que los

sometidos a hiperactividad pineal.

5.- Los efectos antitumorales de la actividad pineal
también podrian ser explicados, al menos en parte, por acciones
antiestrogénicas direétas de alguna de las secreciones pineales a nivel del
tumor, ya que : ‘

* Manteniendo constantes los niveles de estradiol,
mediante ovariectomia y terapia sustitutiva con hormona exégena, Ila
hiperactividad pineal también induce una marcada regresién tumoral. La
pinealectomia provoca el efecto contrario.

* En las condiciones anteriormente citadas de estradiol
constante, la concentracién de receptores estrogénicos citosélicos en el
tejido tumoral se reduce en los animales con hiperactividad pineal. Este
efecto es semejante al descrito tras la administracién de antiestrégenos

como el tamoxifen.

6.- La actividad pineal fue determinante en el nimero de
tumores producidos, en su tiempo de latencia, en la superficie tumoral; sin
embargo, las caracteristicas anatomopatolégicas de los tumores prdducidos
fueron, en todos los casos, semejantes, predominando los adenocarcinomas
sobre los fibroadenomas. La Unica diferencia encontrada fue en cuanto a
la presencia de signos de regresién, que fue mayor en los tumores de

animales con hiperactividad pineal.
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7.- En cuanto a las caracteristicas anatomopatolégicas de
las mamas no tumorales, cabe destacar un aumento en la incidencia de

lesiones aceptadas como premalignas (hiperplasia ductal) en los animales

pinealectomizados.

8.- Como corolario de las conclusiones anteriormente
citadas, defendemos la hipétesis de que la glandula pineal ejerce acciones
inhibidoras de la génesis y crecimiento de tumores mamarios
hormonodependientes, probablemente a. través de acciones de tipo

antigonadotréfico y / o antiestrogénico.
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