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INTRODUCCION.=

Los pigmentos de animales y plantas son muy nu-
merosos y se pueden agrupar en 3 categorias principal
mente: l1)pigmentos hemo, gue se localizan en el inte-
rior del organismo: hemosiderinas, hematoidinas, bili
rrubinas, hematings y aposiderinas; 2)pigmentos lipi-
dos, también localizados en el interior: lipofuscinas
ceroides y ligocromos y 3)pigmentos tirosina=~triptofa
no, que se localizan normalmente en la coroides del -
ojo, tegumentos y anexos de la piel (Pearse, 1961).

El término melanina deriva del griego//¢h", que
significa negro, y aunque fue utilizado por vez prime
ra durante el siglo X1X por Berzelius para nombrar el
pigmento negro, un extenso uso del término melaninas
SJue introducido por Aobim en 1973 para describir los
pigmentos naturales que fluctiéan ae amarillo a negro
(amarillo, café, negro y aln violeta). El uso moderno
de este término estd basado en la sub—estruc;ura qui-
mica unificadora de melaninas, la cual nos indica que
ellos son un derivado indol polimerizado.

Las melaninas préctitamente se encuentran en to-
dos los organismos vivos, incluyendo plantas superio=
res, hongos y bacterias (Prota, 1980); y comirenden

la mayor superficie pigmentada en el reino animal, Ca



si todos los animales superiores la poseen en la su =
perficie del cuerpo concentrdndose en algunas regio e.
nes mls que en otras, y siempre dentro de células es-
pecializades denominaduas melandjforos en vertebrados -
de sangre fria (poiguilotermos), que junto con otros
cromatdforos participan en el rdpido cambio de color
de Ios animales, dando orfgen a un rango variable de
colores superficicles utilizados en el fenémeno de mi
metizacidp, en el caso de lagartijas, anfibios, cefa-
1épodos, camaerdn y numerosos peces; Yy se denomina ms-—
lanocitos en aves y mamiferos incluyendo el hombre -
(Fitazpatrick, 1966), en los gue la superficie de pig-
mentacidn es mds marcada en plumas y pelo, estos acce
sorios epidermales actidan como barreras extremadamen—
te eficientes, y su pigmentacidn estd indudablemente
conectada con cgmuflaje y ezhibicidn, sin embargo en
mami{feros relativamente sin pelo (incluyendo las espe
cies acudticas), la epidermis estd fuertemente pigmen
tada.

En cuanto a la funcibn protectora de la melanina
se sabe gue la luz ultravioleta es absorbida por este
pigmento, protegiendo de esta forma a los tejidos fun
damentales de ser dadados por la radiacién ultraviole

ta, y este mecanismo se basa en la propiedad gue tie-



nen las melaninas de ser radical-s libres, resultando
er. un fenlmeno conociuo como cbscurecimiento del pig=-
mento (Lerner 1959 y 1961).

Bl proceso de formccidén de melcninas se denomina
melanogénesis y el sitio de sintesis de melanina e el
citoplasma del melanoclito @s en un organelo especialil
2ado llamado melanosoma, el desarrollo del melanosoma
tnvolucra la sintesis de melanina y la orgenizacidn =
de una matrfz .roteica. Estudios electroforéticos in-
dican gque varius especies de matriz proteica estén —-
presentes y que la estructura interna de melanosomas
esté compuesta de una combinagcién de protefnas estruc
turales (la mayor parte de ellas parece deriuar de ve
sfculas Golgi), y protefnas enzimbticas; la formacibn
de un grénulo melanizado completamente e8 un proceso
complejo tnvolucrando fusiones sucesivas de vesfcg
las de alrededor de 0.05 micrépetros de diémetro, re-
sultando en una gran vesfcula dentro de la estructura
(estado I del melanosoma), un substrato es ademds ce-
positado (estado 11 del melanoscma), sobre el cual la
melanina se acumula (estaco 111 del melanosoma). Fi =
nalmente alcanza el completo estado meianizado, el —=
cual no exhibe més actividad de tirosinmasa (estado 1V

llamgdo grénulo de melanina madwro, que @8 muy elec =
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trodenso en comparacidn a los estadios anteriores.

Las melaninas en animales se producen del metabo
lismo del aminodcido f:endlico tirosina via 3,4 dihi -
droxifenilalanina (DOP4), o compuestos relacionados -
como dopamina o edrenalina, para formar 5,6 quinona
la cual se polimeriza para producir el pigmento mela-
nina (Raper, 19288); en el proceso interviene la enzi-
ma tirosinasa que actud sobre la tirosina inicidndose
la sintesis del pigmento. La ocurrencia de esta enzi=-
ma tanto ep organismos eucariontes y procariontes, e8
evidencia de gue la melanogénesis aparece tempr-ana
en la evolucifn, por la que se ha desarrollado b&sicg
mente sin cambios a través de la escila filogenética,
hasta los mpamf{feros (Prota, 1980).

En vertebrados las células especializadas melano
cita y malanéforo derivan de l, cresta neural embrio-
naria (Niu, 1954) y de las evidencias hitoldgicas en
el hombre (Rugh en 194&& parece que las células de
la cresta neural empiezan a migrar después de las 6 -
semanas de gestacidn, estos melanoblastos proliféran
el lado bajo de la epidermis entre la degima y docea-
pa semana, a las 14 semanas estas células penetran la
epidermis e inicialmente ocupan una posicidn relativa

mente superficial, pero despubs los melanocitos estdn



presentes en otras partes del cuerpo, notablemente en
el tronco uveal (tiénica del ojo) y en el Sistema Ner-
vioso-Central (sustancia negra y meninges), también -
estén asociados con vasos sangufneos en el mesenterio
visceral y peritoneo. Esto significa que de la fuente
original de las células pigmentarias, ha sido mnuy ex-
tensiva la migracidn.

" 4sf tenemos gque Aire en 1973 encontrd melanina -
en oviducto de gallina; en tinica alhuginea y en el -
tejido conjuntive de testfculo; Wolff cn 1931 observd
células pigmentarias con melamina en la coroides de -
tinica vascular del ajo y en conductas semicirculares
del ofdo; Borghesan en 1967, las encontrd en ¢l liga-
mento espirgl, laberinta membranoso y estrfa vascular
del ofdo en mamf{feros y anfibios.

Por atro lado se han reportado numerosos estu =
dios en los gque se han encontrado pigmentos internos
de meclanina en anfibios. Dawson en 1953 reporta mela—

néforos e¢n vasos sangufneos de Rana pipicns; Bylehsy-

mer en 1906 los observd a lo largo de las venas cutd-
neas en Nectururus; Azcoaga en 1960 localtza grantlos
melénicos en neuronas del Sistema Nervioso “de renacug
Jjos; Van Woert en 1967 estudia la melanina del higado

del anfibio Amghiuma tridactylum, que se localiza en
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melandforos dispersos ocupando en 15 % de las células
del higgdo; Noda en 1876 y Cicero en 1977 obserwaron
estos pigmentos en higado, meninges, peritoneo parie-
tal y visceral, y pericardio de anjfibios; recientemen
te Cuspinera y colaboradores (198la), los observaron

en grandes acimulos en Rana montezumae en piel, glén-

dulas mucosas subcutdneas, misculos esqueléticos, co-
razén, timo, pulmones, mesenterios y peritoneo, vasos
sangufneos, higado, bazo, ovario y en el Sistema Ner-
vioso en meninges y dentro de a@lgunas nesuronas del lé
bulo éptico, comprobando posteriormente mediante reac-—
clones histogufmicas, que se trata efectivamente de -
pigmentos de melanina (Cuspinera y col. 1981b).

Es importante mencionar que la funcidn de estos
pigmentos de melanina en sitios internos se desconoce
por lo gue es un aampo abierto para posteriores inves
tigaciones, pero lo gue s{ se sabe es gue estas mela-
ninas viscerales son importantes por el hecho de gque
estén relacionadus con aspectos patélogicos, como por
ejemplo en algunas enfermedades gque se caracterizan -
por depdsitos de melanina que umentan en algunas vVis
ceras, como en el caso de el hfgado con S§fndrome de -
Dubin-Johnson, o en un descensc en el depdsito de me=

lanina en el tallo cerebral como sucede en la enferme



dad del Parkinson y Fenilcetonuria, o la Hemocromato-
sis que constituye un desarden amb{guo en el deplsito
de melanina. Y en general los melanomas ,ue son tumo-—
res relacionados con la pigmentacidn de melanina y =-
que pueden ap.recer en cualquier 6rgano (Altschule,
1976).

Los melanosomas carecen de la propiedad de movi
miento dentro de los melanocitos en mam{feros, pero
pueden contribuir a cambiar el color a largo plazo -
variando el nimero ue células presentes en Ea piel o
cabelilo, o bien cambigndo la cantidad total del pig-
mento de la célula; este cambio a largo plazo recibe
el nombre de cambio morfoldgico de color y cokrarres
ta con el cambio fisioldgico de color debiuo a cam —
bios a corto plazo y relativamente répidos en la dis
persidn y agreggcidn de melanosomas, dependiente de
la presencia de melanéforos, dentro de lgs ramifica-
ciones dendrf{tices de los mismos (Hadley, 1966 y Ba-
rrington, 1977). .

Zzaminando la regulacidn de lq respuesta de los
melandforos en anfibios, se observa gue el cambio de
color fisiold8gico lo produeen principalmente los me-
lanbforos dérmicos, y el obscurecimiento lo provoca

la liberacién de una hormona hipofisiaria que es la
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hormona estimulaonte de los mclanocitos (HSH), libera-
da por la porcibn intermedia por lo gue también se le
conoce como intermedina. Las invcstigaciones para el
control hormonal del cambio de color empezaron cuando
Smith de la Universidad de California y Jennet de la
Universidad de Kans.s, encontraron gue guitando la -
glandula hipéfisis de los renacuajos, ranas y ciertos
animales, resultaba un marcado aclaramiento de la
piel; inversamente se demostré que inyecciones de ex-
tracto de pineal producen blanqu-eamienta; al mismo =
tiempo la primera pista de una funcién activa de la -
gléndula ptaeal fue descubierta por k¢ Cord y 4llen -
en 1917, quieneS8 agregaron extractos de gléndula pi -
neal de res a el agua con renacuajos, y observaron --
que su plel se volvid muy transparente tanto gue sus
corazones e intestino eran clgramente visibles a tra-
vés de ella, més ain el estudio reveld que este cam -
bio en la Pigmentacidn era causado por la aglutina ==
cién de melanina dentro del melanéforo, bajo la in -
Jluencia de extractos de pineal.

Durante la vida del renacuajo aparece el control
del hipotélamo sobre la porcién intermedia, los rena-
cuajos jévenes que carecen de esta reyulacibén nipota-

Idmica, adguieren una palidez caracter{sticqg cuando =
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se¢ les mantiene en obscuridad (Bagnara, 1963). Esta
respuesta se atribuye a la liberacién de melatonina -
por la gléndula pineal, gue es un poderoso agente de
agregacién (Lerner 1958) que aparece ampliamer.te en -
los vertebrados, tanto en las formas inferiores como
en aves y manfferos. Zstas substancia provoca la agre
gracidn de los grantlos de mclanina en melanéforos =-
dérmicos y la reduccidn citopl8smatica de sus ramifi-
caciones dendrfticas en larvas que no poseen control
hipotalémico sobre la poreién internedia, cgﬁo en =-
ajuellas gue ya lo ticmen, siendo posible también una
respuesta controladae por KSH en cuanto a la disper =
sién de granfios de melanina, Tanto la melgtonina co-
mo la MSH pueden contrtbuir asf a las respusstaus de =
agregacidn y dispersién de grdnulos de melanina en —
larvas que poseen control hipotaldmico sobre la por =
cidn intcrmedia. Por lo que se dice que la accidn de
la melatonine es exclusivamente larvaria, puesto gue
carece de influja signijicativo en las respuestas de
los adultos, y estos no suelen palidecer en la obscu=
ridad, sin embargo, el papel de la pineal en la respu
esta de los melandforos es todavfa pocao conocida [Hed
ley y Bagmare, 1975).

Los estudios del camdio de color en anfibios se
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han centrado sobre todo en las respuestas coordinades
de los adultos (en los que hay regulacidn hormonal)
al medio y a la iluminaoidp. Los gue se producen cuan
do se traslada a los animales (generalmente Rana o Xe
nopus) a tres tipos de medio: blanco iluminado, negro
iluminado y totalmente obscuro (es decir, no ilumina-
do). Young (1962) menciona gque Hoghen y Slone, intro-
dujeron una medida cuantitativa a fip de reducir el
elemento subjetivo gue interviene en la apreciacién
de la palidez y obscurecimiento relativo, cop la dis
tincidn de cinco fases de los melandforos,‘comprendi
das entre el totalmente disperso y el completamente
agregado. 4 cada fase se le da un nimero arbitrario,
pudiendo expresarse as{ la situacidén media de los me
lanéforos de un individuo por un fndice de melandfo-
ros (¥I), entre el 1 y el 5 (ver figura 0).
Actualmente el movimiento de los grdnulos de me
lanina dentro de los melanéforos en anfibios, se con
sidera que esté bajo coptrol hormonal y la KSH es la
principal hormona reguladora (Terlou, 1974 citado por
Sazrena, 1981). Sip embargo un efecto establecido del
tratamiento de larvas o adultos de anfibios con exr -
tractos de pienal, es el palidecimiento de su piel co

mo resultado de la agregacidp de melanina en los ==
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Fig. O Indice de melandjores (melanocitos) de Hogben
Yy Slome (de Young 1962)
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melanéforos (¥c Cord y 4illen, 19i7); Beall 4 col.
en 1937 encontraron jue esta substancia res.onsablce
del aclaramiento era una base nitrogendda insaturadc;
posteriocrmcnte Lerner y col. en 1958 la aislarcn de =
la gléndula pineal pulverizada de res llamdndola mela
tonina, esta substancic posee el 954 de la actividad
biolégica recupcerable después del paso cromatdgréfico
en el procedimiento de aislamiento (Novales, 1965), -
su extructura fue dilucidada por Lerner en 1859 cuién
también demcstrd gue era N-acetil-5-metori-triptarina
y en 1960 obseruvé que el compuesto sintético tiene i-
dénticas propicdades yue la substancia natural, La me
latontna es aproxmimadanente 100 000 veces mds potente
gue la noradrenalina, la cual era considerada ante =
riormente como el agente gclgrador mds activo,

Sin embargo, la significancia fisiolégica de és-
te fendmeno es touavfa poco clara, Bagnara en 1963 ob
tuvo evidenclas ;ue favorecen lg laea de gu:z la pine-
al estd involucrada en la reacciédn de aclar.ziento --
del cuerpo de larvas de ienogus en la obscuridaz; Si-
mmonet y ccl. en 1952 y 1954 encontraron Gue al ezxtra
er la pineal (epiftsectom{a), se produce obscureci —-

miento en la Rana esculenta, pero el hecho de que el

tratamien:o con extracto de rineal no incremenie la =
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palidez producide por epifisectom{a, argumenta contra
la im;ortancia s est. efecto en vl control de meland
Joros ncrmules (sovales, 1965).

BEn ia comecdreja (Kustela erininca luang

ta

i) Fust iy

Kzyer en 1962 sugi.ren que la liberacién ce melatcni=-
na actla sotre el hipotélamo, resultandc en la inhibi
cidn de ia iiteracién ae K H; Kastin y col. en .372
proronen una comgleta interaccién en un lleradc Gxis
*pineal=-nipotdiano=-kipbfisis®, y que la KSH “inhibe la
secrecidn de mclatonina.

Hadley y Bagnura en 1969, observaron que la n:zla
tonina y norepinefrina sélo invierten déliirente la -
azcién de obscureciziento ue KSH en picl de Rand gi -
plens, i causansdlo agreyacién ae melanina erclusiva=-
mente dentro de un pejuero nimerc ue meianlforos der-
males; por el contrario, en ausercic ce Ko la melato
nitna provoca una comipleta concentr:cién de la melanf-
na ern los melcnéjoros cermpgles. Ksto suyiere que la -
melatonina solo es efecciiva en la ausercia de N34,
Bagneare y dedley em 1570, Charltor en 1966 y Sarena
en 1981, consideran la agreyacidn de grénulos de mela
nina en melanéforos dermales, como el resultaco de la
accién dir.cta de melatonina y no de la inhibicidn de

KSH por el hipotélazo o la hipbfisis.



4demds, se ha probado gue la melanina se concen-
tra por efecto de la melatonina en sistemcs in vitro,
(Lerner y Case, 1960eySecldenrijk, 1979 y 1982), de lo
que se concluye que la melatonina actia directamente
sobre los melandforos dermales, ya que estas células
aisladas del control nervioso también responden a la
melgtonina, aunque & un grado menor de aclaramiento -
que los melanéforos en un sistema in vivo. Y adn cuan
do en el presente estudio se pretende observar la con
centraeién de melanina en melandforos viscerales por
accidn de la hormona melatonima@, la posibilidad de --
que &sta hormona aclaradora inhiba la liberacidn de =
¥SH de la porcidn intermedia de la hipéfisis, en res-
puesta a la fotoestimulgcidn de la gléndula pineal, =
no puede ser completamente descartada.

Por iéltimo, se ha visto que la melatonina predu
ce contraccidén de malandforos profundos sobre vasos -
sangufneos y nervios, asf{ como algunos 8rganvs Jue nao
SJueron especificados en estudios de Baganara en 1960,

y en el tegumento de Xenopus laevis, Ambystoma opa ==

cum 'y Rana pipiens, utilizando concentraciones de --
0.01 mg de melatonina por un ml de agua; Yy gue en la
reaccién de aclcramiento del cuerpo de larvas Xenopus

en donde hay liberacién de melatonina, la concentra -
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cién de la melanina de los melandoforos empieza alrede
dor de los 15 min., posteriores a esta liberacibp a -
temperatura de laboratorio (23° C), y la méxrima pali-
dez ocurre aprorimadamente a los 30 min,, por lo que

se propone la siguicnte hip8tesis de trabajo:

Si la melatonina es un potente agente acigrador,
capcentrando la melanina contenida zn melanbforos pro
Jundos, entonpces inyecciones intraperitoneales de es-
ta hormona, traerdn como consecuencia la concentracién
de melanina en melandforos localizaaos en el higado

de Ranag montezumae,
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MATERIAL Y METODO.-

Se utilizaron 40 ranas con un peso promedio de

40.65 gr de la especie Rana montezumae (Baird, 1854),

gue fueron identificadgs con lIa ayuda del laboratorio
de Herpetologfa del Instituto de Biologfa de la UNAM,
utilizando una clave para anfibios de Wéxico (Hobart,
1966), los organismos fueron trafdos de unos crigde -
ros localizados en los Estados de KWichoacdn y Guana -
guato en Kézxico.

Se utilizaron ranas serualmente adultas para el
estudio, los organismos se mantuvieron en obgervgcidn
durante une semana con el objeto de verificar su sa =
lud, y que no presentaran sintomas de alguna enferme-
dad como la de la “pata roja” muy frecuente en ranas
mantenidas en cautiverio (Killer, 1976). Permanecie =
rén en un acugrio de pléstico con tapa de malla y con
agua electropura hasta un nivel que solo cubriera la
mitad de su cuerpo, el agua fue sustitufda diariamen-
te por agua fresca y el acuario fue provisto de pie -
dras de rfo, que les permitiera a los organismos per-
manecer fuera del agua cuando lo quisieran, guedando
constitufdo lo que se conoce como aquaterrarium ubi -

candolo ep un Bioterio.
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Durante este tiempo los prganismos estuvieron ba
Jo condiciones controladas de lgboratorio tales como:
temperatura ambiente de 25° a 27° C, periddos de 12
hcras de luz natural y 12 horas de obscuridad y una -
alimentacidn bésica ge consistfa en una mezcla de hl
gado de polle crudo picaao, revuelto con mosco seco -
molido, €ste se les daba manualmente dos veces por se
mana en forma directa.

Después de este perfodo de observacidn se separa
rén 30 ranas en lotes de 5 ranas cada uno, de 1os cue
les 3 se utilizaron como testigos y los otro 3 como
experimentales. Se ensayaron tres dosis de la hormona
melataenina pura cristalizada (Sigma Chemical), dichas
dosts fuerom 0.5, 1.0 y 1.5 mg que se pesaron en ba=-
lanza analftica, para después disolverse en un ml de
ri.nger para anfibios e inyectarse intraperitonealmen—
te, es importante mencionar gue se intentd utilizar
aicohol etflico en diferentes concentraciones para di
solver la hormona, pero aungue jformaba una solucién -
homogénea el @lcohol causaba un shock muy agudo a las
ranas, por lo que se uttilisé solo el ringer para anfi
bios.

Antes de inicigr el tratamiento las rangs fueron

pesadas y para cada una de las dosis utilizadas se =
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empled un lote de 5 ranas con sSu respectivo lote tes—
tigo; a las ranas del lote experimental se les inyec—
taron 0.5 mg de melatonina disuelta en un ml de rin -
ger para anfibios a temperatura amdbiente, y el Iote -
testigo correspondiente fue inyectado con un ml ce -

ringer también a temperatura ambiente, desrués, cada

una de las ranas de ambos lotes (testigo Yy experimen

tal) fueron colocadas en diferentes acuarios y se de

Jaron transcurrir 15 minutos, observando a cada lote

durante éstos. 41 limite del tiempo fijado se ies —=

anestesid con cloroformo., La anterior se repitid pa-

ra las dosis de 1,0 y 1.5 ng de la hormona,

Una vez anestcsiadas se procedid o tomarles la
longitud total midiéndoles desde el hocico a la pun-
ta del dedo mds largo de la pata, asf{ como la lomgi-
tud de la punta del hocico al ano para determinar el
sexo del organismo, la cucl debe ser de un minimo de
74 mm para las hembras y de 70 mm para los muchos;
el sexo puede tambiép ser distinguido por las vdlvu-
las cloacales en las hembras las cuales estdn ausen-—
tes en el macho, a continuacién se disecaron utili -
zando para éste efecto charoles eon perafina y bajo
un microscopio estereoscépico.

En esta primera parte se nicieron observacicres
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generales de la mayorfa de las estructuras con pigmen
to, obteniendo al mismo tiempo fotograeffa de la visce
ra ep estudio a diferentes aumentos, en posicién ven-
tral y dorsael, se tomd nota de todos los aspectos de
interés observ,dos; durante la diseccidn se revisaron
los 8rganos reproductores para confirmar la revisidn
hecha en cuanto al sezo del individuo, después de es-
to, se extrajo el higado completo colocando los 1ébu -
los en frascos conteniendo formaldehfdo al‘lO%, en
este punto se etiquetaron los frascos conp los siguien
tes datos: nimero de lote al que pertsenece el organis
mo, dosis utilizada, intervalo de tiempo transcurrido
después de la inyeccién de melatoninae, la fecha del
erperimento y una clave que estd relacionadgq con la -
infomacidn que se tomd después de ser anestesiada la
rana.

41 término de ung semana en la gue los érganos
permanecieron en el fijador, se dejaron lavgndo en —-—
agua corriente durante un dfa, a continuacidn se pro-
cesaron las piezas en el histoguinette en el gue se
deshidrataron en alcoholes crecientes, se aclararop
en cloroformo e impregnaron en parafina y finalmente
se incluyeron en parajina. Una vez obtenidos los blo

ques de parafina cop los drganos, se hicieron cortes



- 20 -

de 6 micras en un microtomo de rotacién de tres sec =
ciones del higadd, 10 de la parte apicel, 10 de la me
dial y 10 de la base de los cortes, desechgndo el res
to de la pieza; a los cortes se les pusieronp una go -
tas de alcohol al 30% para gque se erxtendieran y se de
jaron flotar en un baio pmarfa a 54° C para elinminar
el exceso de pargfina, y al cual se le agregdé previc-
mente grenetina para que los cortes se adhirieran al
porta objetos. Desyués se colocaron las laminillas en
canastillas y se metieron a la estufa a 40* C durante
una noche, tras la cual se tifierom con una tincidén de
rojo nuclear rdpido (Kernechtrot), gue se selecciond
por la cualidad que presenta de terir en tonos claros,
la tincidn de hemgtozilina-eosina tife los nicleos os
curos, los cuales se podrfan confundir con los pignmen
tos de melanina.

En una segunda parte se hicieron observaciopes =
de las laminillas utilizando un fotomicroscopio Reich
ert con clpara, obteniendose a partir de diapositivas
impresiones a color de la viscera que contiene pigmen
tos, al mismo tiempo se hicieron notas de aspectos =
morfolégicos de las células que contenfan los pigmen-

tos de melanina. Después se cuantificd el érea ocupa-
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da por el pigmenio revisaendo tres campos por cada cor
te de cada seccidn (apical, medial y basal), utilizan
do un ocular micrométrico de 20 cuadriculas por lado
gque fue calibrado con una rejilla micrométrica de 2mnm
de longitud, usando la lente objetiva de 10xr y una —-—
lente ocular también de 10x, gue al final nos daba un
édrea real de 2500 micras cuadradas para cade cuadricu
la de la rejilla a 100 aumentos.

Se calculd la media total de los 3 conteos (gpi -
cal, medial y basal) por corte, resultando grupos de
30 medias para cadae rene de los lotes testigo y experi
mental para cada una de las ires dosis revisadas; es -
tos grupos de datos se procesaron en una computadora
para obtener las estadisticas bdsicas (media aritmeti-
ca, desviacidn standaerd, varianza y error standard) y
la prueba de t Stundent; cop los datos asf{ obtenidos -
se hicieron grédficas, cuadros y tablgs comparativas,
pare determinar si alguna de las dosis empleada tuvo -
el efecto esperado sobre los pigmentios de melanina, en

las células del higedo de Rana montezumae.
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RESULTADOS.=-

De las observaciones al microscopio estereoscépi
co a 10 y 40 aumentos, de los hfgados tratados cop di
Sferentes dosis de la hormopa melatonina (0.5, 1.0 y
1.5 mg/ml), no se encontrd cambio aparente en la dis-
tribucidn y cantidad de manchas meldnicas, excerto en
el tamado de éstas con respecto a las de los testigos
En las hfgados de las ranas inyectadas con 0.5 mg/ml
de melatonina las menchas meldnicas disminuyeron en
un 30% aprozximadamente del tamafio normal, en compara
cidn con las de los higados de las ranas mo tratadas
v que sélo fueron inyectadas con un mililf{tro de rin
ger para anfibios. (Ver figura 3 y 4)

Para la parte de micrometr{a se revisaron 30 ca
tes de un sélo 1dbulo de cada hfgado de rana, tanto
ezperimental como testigo; se cuantificéd el nimero de
cuadros de la rejilla ocular ocupados por el pigmento
de melanina en tres campos parc cada corte, sabiendo
gue cada cuadro de la rejilia tiene un édrea real de
2.5 mm cuadrados a 100 aumentos al microscopio foténi
co; se escogid este aumento para el conteo por la ven
taja de que se revisa la mayor parte de lc superficie
del corte con un menor nimero de campos, ya que 4@ @ =

tros aumentos los pigmentos de melanina ocupan la to
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telidad del campo ocular, ver figura 7, sobrepasando
el drea cuadriculade de la rejilla ocular utilizeda;
de éstas observaciones se calculb que las células pig
mentadas en el higado de R. montezumae miden 0.03 mm
en promedio.

Con los tres valores registrados de lq revisién
pargcada corte se sacé un promedio, de tal forma que
se obtuvieron de los 30 cortes por lébulo, 30 datos
de los cugles los 10 primeros correspondfan a la zona
epical del 16bule, los 10 siguientes a la mediael y =,
les 10 restaentes a la zona basal; a continuaciédn cada
grupo de estos datos se sumé y promedid para obtener
selo un valor medio pare cada regidén del 1ébule. Ksto
se hizo con el objeto de detectar algune variacién lo
cal en el efecto contractor de la melatonina, que se
verificé haciendo un anélisis estadf{stico aplicando -
la Prueba de t Student, en la que se compard el valor
obtenido de la suma de las medias apiceles de los hie
gados testigo revisgdos, con el valor resultente de =
lgs medias apicales de los higados trataedos, los mis=
RO se hizo para las otlras dos pprejas de veleres: el
velor de las medias mediales de los testigo contre el
valor de las medias mediales de los experimentales, Yy
el valor de las medlas basales de los testigo contra

el valor de las medias basales de los experimentales,
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para cadae una de las dosls preobadas.

Bncontréndose, por un lado, que no hay variacidn
esteadl{sticamente significativua en el érea ocupada por
el pigmento a diferentes niveles en el 1ébule, ya que
los resultados de las pruebas estadisticas nos condu-
cen a aceptar la hipétesis nula dunde Ho; T

testige
es decir, que el érea que ocupa el pig

;azperinental'
mento es similar no impertando al nfvel al que se en-
cuentre (apicaly medial y basal) paera cuglguiera de -
las tres dosis; y per otro lado, que el drea gue ocu-
pe el plgmento en los lébulos testigo es también simi
lar a la ocupada por la melanina en los higados trata
dos con las dosis de 1.0 y 1.5 mg/ml de melatonina.
Como vemos solo se rechaza la hipétesis nula para el
dreea que ocupa el pigmendo en los hlgados de las ra -
nes ilnyectadas con 0.5 mg/ml de melatonina, aceptando
se de ésta manera la hipdtesis alternutiva que nos di
ce que el drea gre ocupa Ie melanina en los higados
testigo, es mayor que la ocupada en los hfigados trata=-

dos con esta dosis de hormona melatonina (Ha: Etestt-

go > rea:pertmental}'
De lo anterior se concluye que de las tres dosis

de 1a hormona melatonina revisaaas, la ue 0.5 mg/ml tu
¥o el efecto esperado, y que la disminucién en el édrea

que ocupa este pigmento se lleva a cqbo en todo el 14
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bule del afigaco, y no séio en zona superficiales.

Los valores ae las estacfsticas bdsicas sacadas
paru los datos de nimero de cuauros totales ocupedos
pcr el pigmento melanina en higados de ranas testigo
e higados de renas inyectacas con melatonina se con-—
centran en la tabla 1, en la gue se puede observar -
gue se reunieron en una media poblacional, aembas de
$ individuos para cuda una ue lgs dosis, los valores
promedio de cadc Idbulo-rana y que representan la su
matoria de las tres medias (apical, bacyl y wmedial),
revisada@ para cqdd@ und. 4 continuacién se nicieron -
histogram:s con estos valores, en los quz en el eje
de las ®y® se graficdé el drea ocupada pcr el pigmento
en mal » la cual se obtuvo de multiplicar el nimero
de cuadros gue @cupa el pigmento en las poblaciones
testigos y en las experimentales de cada una de las
dosis, por el vglor en nm% de cada una de las cuadri-
cula:;.que como ya e menciond es igual a 2.5 mm® ; y
en el eje de las "y® se graficardén las dosis de melg
tonina probadgs. -

La gréfica 1 corresponde @ las dreas de los da -
tos testigo y en la 2 se encuentran los de los datos
experimentales, de la comparacidn de ambos histogra =

mas se detecta quc sélo en los hfgados trataazos hormo

nalmente con 0.5 mg/ml, hay una disminucidn en el ‘=
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érea, mientras que en las otras dos dosis las medias
experimentales de ambas, caen dentro de los errores
standard de las medias poblaciongles testigo, lo cual
indica que para dichas medias no hagy diferencias es-
tad{sticamente significativas.

KEn la tabla 2 se muestran los valores obtenidos
aplicando la prueba de t Studert, que se utiliaJ para
verificar si habfa alguna diferencia estad{sticamente
significativa entre poblaciones testigo y experimenta
les tratadas con tres diferentes dosis de la hormona
melgtonina. Como se puede observar y como ya Se men -
cioné aenteriormente, sélo para el caso de la dosis de
0.5 mg/ml se rechaza la hipdtesis nula, cuyo valor de
t aenalftico igual a 2.45323 es mayor al valor de
tablas a 95% de confisbilidad y 9 grados de libertad
que corresponde a 1.8331 (Tablas de Wgyne K. Daniel),
de esta ferma se acepta por lo tanto la hipdtesis al-
terrnativa..(Ver tabla 2)

En los otros dos casos, ambos valores de & analf
ticos son menores al valor de tablas, luego entonces,
no eriste diferencia estad{sticamente significativa
entre la poblacibén testigo y la experimental para nin
guna de estas dosis.

Es importante indicar que el valor de tablas es

igual para los tres casos, ya que se utilize el THs
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mismo numero de organismos para cada caso. (10 orgs)
par lo que los grados de libertcd son 9 para los tres
andlisis ce t Student ( L = k=3, L =10-1 =9), y a
95% de confiabilicad en todo el experimento nos da -
unr valor de 1.8331 para la t de tablas.,

Ante estos resultados se repitid el ezxperimento
utilizando séio la dosis efecto (0.5 mg/ml) en otros
dos lotes de 5 ranas cada uno, un lote experimental
y otro testigo, de nueva cuenta se cuantificé el area
ocupada por el pigmento melanina siguiendo Ia seeuen-
cia descrita anteriormente parae el primer ensayo. LoS
datos de este segundo ensayo, se reunieren con 1los =
primeros coma se pucce observar en la tabla 3 para =
los testigo y en leatabla 4 parae los experimentales,
aumentando por comsigmiente nuestras gobleciones a 10
individuos cada una; el iyual gue los primeraos datos,
se les sacaron sus estadisticas bésicas y se obtuvo -
la sumatoria para cada columna de datos. El1 promedio
de las medias aritméticas y sus errores standard se
multiplicé por 2.5 mm jsaerae calculaer el &reJ reel y
ser graficados como se observa en la gréfica 3, encon
trandose gue aparentemente las medias son iguales re-
sultado contrerio el que esperariamos encontrar basén
donos en el primer enccye, peroc al comparar ambes po=

blaciones (testigo y ezperimentcl) en una prueba de ¢t



Student, se encuentre un valor enulftico de 1,04984
que es mayor al valor de tablas igual a 0.68, lo que
Rros lleva a rechazar la hipbtesis nula que propone =
gue las medias son igueles, per lo tanto aunqgue de
ferma gréfica se observa gue aparentemente no hay di
Jerencia significativa entre las medies testigo y ex
perimental, el anelisis estgdi{stico mostré que di. =
chas medias no son iguales (¥er gréfica 3).

41 analizar los valores promedio para cada higa
do-rena de ambos ensayos, nos llama la atencidn la -
heterogeneidad e¢n las medias de la& poblacibn ezxperi-
mentael, ver tabla 4, encontrdndose valores desde .v=
2.62 hastae 13.09. por cira parte se detecta gue los
valores bajos corresponden a hfgados de ranas hem =--
bras y los altos a hfgades de ranas machos; lo que -
nos sugiere que las medias del érea que ocupa el pig
mento en la poblacidn de ranas tratadas con 0.5 mg/ml
de melatonina. son dijerentes para cada sexo, por lo
que se prosiguid a separar los datos en gru;os aten-
fiendo @l sero del organismo, de esta manera se fer
maron los siguientes 4 grupos: hembras testigo (1),
maghos testigo. (2), hembras experimentales (3) y mg
chos experimentales (4), ver tabla 5; ésto se hizo =
con el objeto de comparer estos grupos entre sf, de

lo que esperarfamos encontrar gue el grupo 1 y 2 son
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iguales entre sf y diferentes de los 3 y 4, que a
Ju vez son iguales entre sf. Con este objetivo se hi
20 primero un anaiisis de Varinza, el cual no indica
rfa la similitud o diferencia de estas medias entre
sf, y cuya hipdtesis nula por lo tanto esigual a Ho:
/:ﬁ =/¢/, =/l4; pero como el valor calculado de -
ia razén de varianza (R.V) 14.555 es mayor que el va
lor de F 3.24 se rechaza estq hipbtesis, y la higte-
sis alternativa se acepta Haiﬂi #)ﬂj luego eptonces
por:.le menos wra de las medigs de los 4 grupos es di
ferente, ver tabla 6. A continuacién para conocer —-
cual 0 cuales medias son diferentes al resto se hizo
una prueba de Scheffe, en la gue ° : .. Siempre que
se cospcrﬁ al grupo de hembras experimentales (3),
con cualquiera de los otros (1,2 6 4), se rechazé la
hidtesis da gque ambas’ medias fuergn iguales; Yy en -
los casos en los cue se compararon el resto de los =
grupos entre s{, la hidtesis nula no se rechazd, ver
tagbla ?, De lo que se concluye que el &dnico gruzo di
jerente fue el de las hembras erperimentales, por lo
tanto podemos suponcer gue el efecto contractor de la
hormona melatonina, sélo es positivo en las ranas hem

bras de R. montezumae.



- 30 -

Le figure 1 muestra como se observan los pigmen
tos pegros de melanina, en un lébulo normal de higa-
do de R, montezumae hembye e 100 eumentos al micros-
cépio estereoscédpico, en ella se distinguen los pig
mentos distribufdos homogéﬁeamente y en diferentes
niveles del épgeno, como también se puede notar sélo
se aprecian los pigmentos en la superjficie y prime =
res capas inmediates a fste. Sin que por esto se di-
ga que sélo estdn presentes en estas regiones, si no
que son diffciles de observar a niveles mgs profun -
dos por el grosor del tejido, ademds de que éste se

encuentra muy wescularizado.

Fig, 1 Pigmento melanina (pm) en ~igado de R, montezu
mae hembra.



Las figuras 2 y 3 nos muesiran un panoraema gene
ral de up hfgado testigo inyectado con un mililitro
de ringer y otro experimental tratado con 0.05 mg/

ml de melatonpina, ambos de rangs hembrgs, vistos a
100 aumentos al microscopio estereoscépico; en la Ji
gura 2 se pueden distinguir las manchas obscuras del
pigmento meldnico en la superficie y capas profundas
de lg viscera, que comparadas con las cel hfigado ex-
perimental en ésta se observan un poco més pequeias
déndole un aspecto de palidez al hfgado, sin obser =
varse cambio aparente en la distribucidn de éstas -
manchas en ambgs muestras.

Bsta diferencia, en cuanto @ el &rea ocupada por
los pigmentos, se hace més evidente a 400 aumentos si
comparamos la figura 4 de un afgado testigo can la [fi
gura 5 de uno con tratamiento hormonal, y que corres-
ponden a las mismas regiones ya descritas arriba, don
de ademds se aprecia la malla de pequefifsimos vasos =

sangufneos que irrigan a este érgano.
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Fig. 2 dspecto general de un higado testigo hembra a

100z, aonpde se observan sus pigmentos de mela
nina claramente (pm).

Fige 3 Muestra un higado de una rana hembra tratado
con 0,05 mg/ml de melatonina, copn sus pigmen-—

tus (pm) un poco reducicos en tamario vistos a
100z,



Fig. 4 Fotografia de un higado testigo de rana hembra
donde se observan los pigmentos de melanina -
(pm) y algunos vasos sanguineos (vs), a 400z,

Fig. 5 Fotografia a 400x de un niguuo experimental de
rana hembra, nétese la apariencia pélida del =
érgano comparaco con el de arriba, debida al a
glutinamiento de melanina (pm).
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Fig. 8 Corte de higydo a 630r, donde sz observan los
acimulos de melgnéforos (am) y aigunos srénu-
los de melanine extraceiulares (gm).

o

En observacicnss de los cortecs hechos a 6 mic =
cras, vistos g 630 aumenics gl microscopio fotdnico,
Sfigure 6, se observa que la mayorfae de los piymen -
tos estdn dispuestos en-grupos o acinulos de meland-
Sforos (am) de forma redondeada y localizados enire =
los hepatocitos (intercelulares). 4demdés se locali -
zan algunos gréaulos de melarnina (gm) dentro de las

céiulas del higado, asf{ como juerm de ellas.
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La figura 7 corresponde @ un corte representati
vo de los higedos de ranas hembras testigo, en ella
se observa como los grdnulos ae melanina se encuen -
tran dispersos en todo el citoplasma de los melanéfg
ros, sin poder aprecicr per esto el nicleo. Alginos
se ven mds electrodensos que otros, debido gqufzas a
que estos lltimos son melanosomas en formacidn o a la
posicidn gue guardan dentro del corte; pero indepen-
dientenente de donde se encuentren, los granitios de
melanina presentan la forrna caracteristica del grani-
lo de melanina de los melanocitos de la piel de mamf-
feros, ésta es ovoidal y con pocas variacicnres- en.st.
tamarie, también se alcanza a icentijicar en esta fo-
togreffa la membran: celular de un melandforo.

4 diferencic de la figura 7, en la figura 8 que
es un corte representativo de los hfgados de ranas -
hembras ezperimentales, encontramos que los grdnulos
del pigmento se acumulan o concentran en espacios més
reducidos, en éste cqso se observan los melandjforos
con el pigmento muy electrodenso, el ndmero.de grénu
los excéntricos es menor y no se observa cambio algu
no en la g@structura celular de las células hepédticas;
de lo que se deduce gue los melanosomas sSe agregaron
aeniro de los melanéforos por efecto de la melatonina,

cin alterar el resto del tejido hepdtico.
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Fig. 7 Corte de higado testigo hembra, donde se ob
van los grérulos de melanina (gm) dispersos
dentro de melanbforos (m), asi comc la membra
ne celular de un melanéforo (mcm), a 630zs
- e

Fig. 8 Corte de hfgado experimentcl de una rana hem-
bra con los grénulos meldnicos (gm) agregados
dentro de las células que los contienen, 630x.
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Por idltimo se muestran en la figura 9 y 10 los
cortes representativos de un higado testigo y experi
mental inyectado con 0.05 mg/ml ce melgtonina reepec
tivamente, de ranas macho en le$s que no se observan
cambios en la distribucidp y brea ocupada por el pig
mento melanina; eg estas fotograffas también se dis-
tinguen acimulos de melanéforos y melanéforos solita
rios, asi{ como el hecho de que no se observa algin -
lugar especf{fico dentro de la estructura del tejido
que sea siempre ocupada por células pigmentadas, si
no que la distribucién es mas bien al agaer; también
notaemos clargmsnte @& este aumento (100x) recordando
que éste fue el que se utilizé para el conteo con la
rejilla ocular, los nleleés de los hepétocitos en co
lor rojo, su citoplasma en tono rosa y los ginusoi =
des, los cuales no se vieron afectados por el trata-

miento hormonael &l igual que en las hembras.



Fig. 9 Corte de 6 de hf{gauo de rana testigo macho,
tenlido con rojo nuclear r&pidc, se observan
el nicieo (n), citoplasma (c) y sinusoides de

los hepétocitos.(s).

=,

Fig, 10 Corte ae higado experimental de rana maeho,
trataedo con 0,05 mg/ml de melatonina, se ob-
servan actmulos de melandforos (am) y algu -
nos melandferos vistos a 100x, misma tincién.



DISCUSION.-

Los resultados del presente estudio concuerdan =
con los obtenidos en piel y algunos érganos por Lerner
en 1958 y Sagnara en 1963, respectivamente, al agregar
melgtopina en el agua del acuario de los anfibios, Yy =
por Kay Diesert en 1571 al inyectarles la misma hormo-
na; no obstante encontramos guc ae las tres dosis in -
yectadas intraperitonealmente de melatonina (0,5, 1.0
y 1.5 mg/ml), que se caicularon a partir de la dosis
utilizada en trabaejos de Bagnara (0.0l mg/mi} la cual
Sue aumentaeda cienveces mds, sélo la de 0.5 mg/ml teve
el efecto esperqdo. Bn las otras dos dosis no se obsei
v¢ concentracidn del pigmento melanina, pudiendo encon
trarse la explicacidn en los sijuientes estudios: se -
tienen evidencias de que inyecciones intraperitoneales
de melatonina disminuyen significativemente la tempera

tura media seleccionada para la tortuga Terrapene caro

lina triunguis (Erskine, 1981), que cdomo sacemos es un

poiquilotermo al iguel que los anSibios; por.,otra par-
te Noble en 1927, dice Gue las temperaturas bajas pro-
vocan la exgpansidn ae los melendforos en piel y vases
sangufneos de anfibios, de ésta manera estos dos fené-
menos pudizron hacerse conjugado y ocultar la respues—
ta contractore de melatonina a estgs dosis en el higa-

do, y aungue también se reporta que les bajas tempera-
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turas resultan en una disminucién cel érea ocupada -
por el pigmento en algunas visceras de R. montezumae,
no es el cgso del hfgado (Cuspinera et al, 1982).

De este.tipo de trabajos, en los gue se integren
le temperatura, la melatoninae y los pigmentos ae'melg
nina, es importante seguir estudiande ya que parece =
ser que el érgano pineal y la melatonina estdn inuoig
cradas en el funcionamiento de un reloj enddgeno, con
trolando la germorregulacidn conductugl y fisiolégica
en anfibios (Hutchinson y Brskine, 1979), ademds de -
que lgq regulacidn hormonal ae los pigmentos pucde te-
ner otras funciones importantes en estos animales, al
encontrarse significativos descensos en la cantidgd
de pigmernio visceral, en estudios gue erxaminan el pa=—
pel de la melanina en la termorregulacibn €ée anfibies
(Cuspinera et al, 1982).

Se pensé comd otra posibilidad para exclicar la
ausencia de rcsgcuesta contractora de melgtonina con
las dosis de 1.0 y 1.5 mg/ml, el que ésta ha;a sido
rlptdamenre metabolizada, pere desde gue se encontrd
una respuesta positiva para la concentracidn més pegue
fia al concentrerse el pigmento en el higado la posibi=
lidad se descarta, ésto ademgs ee apoyado por lo dicke
enteriormente, es decir, que si considergnos gue Ios g

Sfectos de baja temperatura y expgnsidn cel pigmento se
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suceaieron siguicnco las inyecciones intreperitonecles
de meiatonina, €l penser en la inactitecidn de la hor-
monc er. corto tiempo susondria ila ausencia de los efec
tos de vaja temperatura y erpansidén. isto también de
a'guna manera se ve aroyadcc por tretajos de Kopin et
a!, 1961; Uzi W¥einberg, 1981 y 5eck en el mismo aro,
en los gue inyectemndo intraperitonealmente melatonina
marcade en ratu«s, se encontrd adn activided de melgto-
nina en el hfgado a los 30 minutos ce haberse inyecta-
do.

Por otra parte al encontrer una disminucidn del -
d~e@ ocupada por el pigmento melanira debiva a la mela
tonina, sélo en RBfgados de ranas hembras a la dosis &
mis baja, nos habla qufzas de unq meyor sensidilidad
por porte ce las hembmas a ésta hormona, si tomamos en
cuenta que eristen diferencias en el patrén ce secre-
cién hormonal entre los sexos, Jsendmenc gque Ro es ex -
clusivo de los anfibios ya yuc tales dijerencias se =
observan am:liamenze en el reino cnimal, asi. tenemos
que la meletonina bloguea la ovulgcidn y iiberacidn -
de LK en ratas (Clemens et al, 1980); acemds del hecho
comgrobaedo de la participecidén de la melatonira en la
regul ,cién ce la funcién gonadal (Frtman, 1965), sin =
que por esto se deseche la posibilidad de que haya con

centracidn del gigmento melarina en hfgados ce R. monte
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Zumae machos, a otras concentraciones de la hormona.

De los resultados globales, incluyendo las medias
del érea ocupada por el pigmento en higados de hembras
Yy machos, se observa en el primer ensayo para la dosis
efecto (0.5 mg/ml) ver gréfica 1 y 2, que la diferen -
cia entre las medias testigo y experimental es biep no
toria, lo que no sucede al repetir el erperimento y au
mentar la cantidad de individuos experimentales tanto
hembras como machos. Esta desigualdad se debid a gue -
los datos de los machos, en los cuales como ya sabemos
los pigmentos de sus hfgados no respondieron a ninguna
de las dosis probadas, ocultaron la disminucibn en el
érea ocupada por melanina en hembras al graficarse el
valor promedio experimental, obtenido de los datos més
bajos (los correspondientes a las hembras), y los més
altos (los de machos).hecho que no se encontrd en el
primer ensayo ya que la cantidad de hembras en éste
era més alta gue la de machos; En el vaso del segundo
ensayo la cantidad de individuos de cada sexo fue i-
gual (ver tabla 3), posteriormente todas estas obser-
vaciones vinieron a ser reforzadas por el andlisis de
variansa y la prueba de Scheffe hechos a los grupos
de datos separados por sexo (ver tabla Z).

Finalmente es importapte recordar, como ya se =



m:nciond en los antecedentes, que los estudios sobre

el cambio de color fisioldgico en anfibios a diferen-

tes medios ambientes, cada vez aportan mls evidencias

que favorecen la participacidn de solo una hormona en

el fendmeno, la hormona estinmulante de los melanoci -

tos (ESH). Estudios que se pueden recopilar en los St

guientes pasos més destacadoss

L.- La pinealectomfa no tiene efecto en la respuesta

de cambio de color a medios ambientes claros.
(Charlton, 1966; Bogenschultz, 1967 y Sarena, -
1961)

La inyeccidn de extractos pineales, y més recien-
temepte de melatonina, en animales obscuros ya ==
sea por haber sido tratados con LSH & por que es-
té, en medios obscuraos, produce blanqueamiento.

(Diesert, 1971 y Kastin, 1966)

3.= E1 incremernto en las funciones goncdales, debida

a la exposicidn de muchas especies de vertebrados,
entre ellas los anfibios, a la iluminacién conti-

nua resulta en una disminucidn en la sfntesis de

melatonina dentro de la pineal,

(Owens, 1980; Rollag. , 1980 y Delgado, 1983)
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CONCLUSIONES. -

Se encontrd que la concentracidn de 0.5 mg de la hor
mona melatonina, tiene el efecto fisiolbgico de agre
gacidn del pigmento a corto plazo gue se conoce en =
melanbforos de piel de anfibios, en el hf{gado de R,

montezumae hembra, Se acepta la hipdtesis propuesta.

El comportamiento de los grdnulos de melanina en los
melanbforos de piel, es igual al gque se obseruvd en

las células que contienen melanfina en el higado de -
la especie estudiada, bajo las condiciones experimen

tales consideradas.

Cuantificando la variacién del drea ocurada ror la -
melanina debida a la melctoninc, en hfgados de ranes

hembras, se calculd una disminucidn deli 30%.

Vo se detectd ninguna alteracidn morfolbyica en la -
viscera con el tratamiento hormonal para ninguno de

los sexos de la ranea.

Las dosis que se provaron de melatorina, no tuUieron
efecto en los pigmentos del hf{gado de las rares ma -

cho de R. montezumae.
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T43LA 1. Resultados de las estadl{sticas bésicas de los
valores poblacionales obtenidos en # de cuadros ocupa-
dos por la melanina, a diferentes dosis de melatonina.
dosis némero medie - desv. error
ng/ml de orgs.|aritmeti vartans8| . iandord |stenderd
ca
DATOS TESTIGO
0.5 S 8,35470 | 5.71197 |2.14858 |0.50043
1.0 5 10.03311) 7.14387 |2.73570 |0.58325
1.5 3 11,31692]| 5.57189 | 2.40723 |0.47210
DAaTPS EXPERIKEVNTALES
0.5 5 6.13826 | 2.45080 | 1.57914)0.33284
1.0 5 9.99296 | 1.36891 1.20393|0.28377
1.8 5 10.88359| 2.41439 1.58460|0.31077




TABLA 2. Resultades ée les pruebas de § Stundent, en Ja que se
comparan los valores testigos contra los experimentales, para

cada una de las dosis de melatanina revisadas,

dogls de mela] valor de | valor de regla de hipdtests
tondne emplea| ¢ analfticq t tablas | decisién |aelternativa
de t.95

0,5 2,45323 4.8331  |Ho: T, § T |Has E,DF,

3.0 0.4358 13,6331 |Ho: B, = 2,

1.5 0, 48489 d.633] Ho: ft = Ea




o

TABL4 3. Resultados de 1,s estqdlsticas bdsicas del §
rca ocureda por el ngmcnto, en # de cuadros de la re
Jilla ccular, ern hfgados de ranas testigos inyectadas

con un mililitro de ringer.

DATOS TESTIGO

org- eI° ar?gii:ic¢ PAETR stﬁggﬂ;d st:;EZ:d
1| 8 7.59367 | 4.76149 | 2.17912 0.39785
2 | | 6.02417 | 329023 1274695 | 0.32595
3 | 8 | s.77462 | e.00913 1.99482 c:. 39122
¢ | @| s.19672 | 2.63827 1.55463 | 0.50353
S '9 11.18431 13.94074 3. 26737 0.88359
6 a 8.51636 3.23556 1.,78990 0.52831
7 | €| 6.08075 | 2.31677 1.51014 | 0.47664
8 | €| sies752 | 1.80034 1.32475 | 0.24187
B8 | | 6.77625 | 341540 1.87810 | 0.36833
10 §Y 8.27369 2.47715 1.53220 0.48579
k3 8.00881 | 2.68507 1.63862 | 1.295
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L4PLA 4. Resultados de las estadf{sticas bdsicas del -
érea ocupada por el pigmento, en # de cugdros de la re
Jille ocular, en higados de renes ezperimentales inyec
tedas con 0.5 mg/ml de melatonina. -

D AT 0SS BYXYPERINENTALES

pos sex media varianza desv. error
b olaritmetica standard stgndard
1 p 3. 31804 1.02271 0.981289 0. 24042
i
r
2 9 §5.115852 1. 73529 1.29731 0. 25442
3 g 3. 88992 1,36729 1.63334 0. 234089
4 (f 8. 74666 2. 68227 1l.60146 0.,489476
5 d‘ 9.62116 5.44645 2.37233 0. 44053
6 _Q 4,49289 1,43582 1.15859 0.35790
- 4 ‘9 2, 62401 0. 52159 0.72116 0., 23992
8 | & | 13.09333 | 7.7902¢ 2.75640 | 0.83561
9 d‘ 8. 58977 de 73972 1.34153 0. 24493
10 3 11.21732 13. 40778 J. 67124 0. 67057
. T 7.07086 11.85285 3.64430 1.15243




TABLA 5, Grupos de medias, $omande en cuerta el sexo de las runas,

testigo y experimentales, éstas Gltimaa dnyectadas conm 0.5 mg/ml de ®élatonina

: di
grupo | sexo |# de Valores de c¢/grupo tziala
orgs.
- ' l ' 8.536
1 testigol S R 59367 | 8.77462 | 11.18431) 6.77625 8.35 ,
L 4 | -
2 \testigo] ° 6.02417 | 6.10672| 9.51636| 8,08075 | 5.66752| 749711
3 g zp S 3,31804 | 5.11552 | 3,.88992| 4.49289 | 2.62401 3.88808
g ’ '
4 — 5 8.74666 | 9.62116 | 13.09333| 8.56876 |11.21732 | 0. 2534




TABL4A 6. 4a é€l1lisis de VYarienaa
Sfuente de suma de gredds dz cuadrado V.R
variacidp | cuadrados | libert,d medio =s.

Entre 108, 464 3 36,155 14,555

Dentro 39.745 16 2. 484

Total 148,208 19 7,800
[Io:/ll =/2 :/,3 -_-/44 Se rechaza ol nivel de 0,05
Promedio de grupos:

14,555 > 3. 24

! 8,536

2 7,497 ragén de var-ianza> valor de F

3 3. 888 ;

4 10.253 » o« Se acepta Ha:/,,r i -ﬁ/j



TABLA 7. PRUEBEBA DE SCHEFPFE
para comparaciones multiples y contrastes
comparecién| d8ferencia error estad{sticJ valor conclusién
de :
wer) & win) Bedtid standard de Prueba tablas
46 & 3 6.365 0.9968 6.3858 3.1108 se rechéza
1 &4 2 24756 0.9968 2.76582 3.1108 no se
rechéza
l & 3 4. 648 0.9968 4, 6626 3.1108 se rechdza
‘ '
2 &4 3 3, 609 0.9968 3. 6206 3.1108 se rechéze

- IGC =



GRa7IC4 1. Nedias en mm> de las dreas ocupadas por los
plgmentos de los hf{gados de ramas testigo
inyectadas sélo con un ml de ringer.

Area en mmz { error stamdard
& D testigo
S0 =

-
25 -

[

5 1
I

20

15~ ' |

) S S

12 = | i

e
1l ml de ringer

1r..L_._l...l.....l..L AL L
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GRAFICA 2. Kedias en am? de las breas ocupadas por los

pigmentos de los hfgados de las ranas expe-
rimentales, inyectadas com melatonina.

e R { error standard
/] [ gzperimental
30 4
25
20 -
wd I %
3 /
10 /
., s 7
y //
5 //

0.5 1.0 1.5
dosis mg/ml



GRAFIOA 3. Hedias poblacionales de las dreas ep mm?, ]

Area mm

RO O O o |

b~
t
d1.1 1

10 -

cupadas por los pigmentos en hfgados de ra-
nas testigo y experimentales, para 0.5 mg/ml
de melgtonina.

.{ error standard

:] $estigo
D experimental

1.04984 > 0.68
t analltico » t de tablas

} se acepta Ha: ft # z,

testigo experimental
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