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f). PROLOGO

La Gléndula Pineal (GP) de los vertebrados, eS una_ésytr‘u‘qtyra A'crerebrall que
desempefia un papel esenclal en el control de los ritmos 6lqléglc6§{ suministrando al
drganlsmo informacion fotoperfodica al {lberar unlcamenté:‘du;ante la noche su
principal neurchormona la Melatonina {MEL). Las‘a'cf:lones‘ de esta sustancia
coadyuvan a los organismos a adaptarse a su entﬁrnc;;"ya que realizan .un ajuste
conductual de los ritmos circadianos y eslaclonales (5 14)

Algunos autores describleron lcs Importantes electos -que la MEL produce

sobre el sistema nervioso central (sedaclén, antlrar_\ ‘edad <] hlpnosls) (2,5) y los

efectos sobre el sistema endécrino ,('pbfi e]empvlo,'» éu,écclbn antlgonadotrébica)

(10 48 54, 55) Sin embargo, sus efectos robre el'sis ma‘ une han sldo postulados‘

‘sélo reclsntemente La secrecién de esta hormoria - ocurre de ' cuerdo aun patrén

‘,foloperlodlco con una acrofase similar a la que muestran algunos componen(es
lnmunes de la sangre, sugiriendose con ello un poslbla papel regulador de esta
hormona sobre aigunos parametros inmunoldgicos (1).

En base a éstos antecedentes, en el presente trabajo se analizé la relacién
funcional quse existe entre ia GP, ias células blancas y los tejidos Ilnfoldeos de la rata.
Para ello disefiamos un modelo experimental en el cual se determind el nimero y tipo
de leucocitos, la concentracion de hemoglobir;a. el hematocrito y el [ndice

organosémico (peso del organo/peso corporal) de higade, bazo y 'timo. Sg



mlllzaron grupos de animales controles y experimentales; los cuales recibleron durante

" 15 dfas la: admlnlstraclon dlarla de MEL en una dosls que va de 2 5 5.0.6 10.0mg/kg

ds peso Flnalmente Ios mlsmo paré entros Inmunoléglcos se anallzeron en un grupo

de ratas plnealeclomnzadas

Los .

irnportantes en el peso
de los drganos llnfoldeos Tale resultados ugleren ‘una acclén,lnmunomoduladora de

) Gléndula Plneal :



11). INTRODUCCION

i) Aspectos Historicos.

La GP o Epifisis cerebri ha sldo ob]eto de: mulllple estudlos desde la:',

onde: se:asienta el :
alma (52)

A pesar de este interés, los avances: més Impor\antes en el estudlo de Ia ep

dcurrleron hasta el slglo cCord y Allen (1917) descrlbleron que los
estraclos de pineal de bovlnos e]ercen un efecto aclarador de la plel de anfiblos, de
esta acclén derlvé el nombre de MEL Implementado por "Lerner y Case (1957),
quienes més’ tarde de(ermlnaron su estructura quimica (14).

En 1960 despﬁés de una revisién exahustiva de' la literalura sobre e tépico,
Kappers conc!‘uy?a' que la GP es un 6rgano neuroendocrino sensitivo. Este mismo autor
describe la insrvacién que el ganglio simpético cervical superior establece con la GP en
animales superiores, y la sefiala como el Unico puente de informacién entre glandula y
a! sistema nervioso central (11).

Posteriormente en 1961, Doodt y Heerd fueron los primeros en mostrar la

relacién entre la actividad funcional de la GP y la cantidad de (uz del medio amblente.



Un afo-mds tarde Wunman mostro que \a GP secreta toda una; farnllla de hormonas

que mclula |ndoles y péptldos (5) :

A la qu del Le la GP requlere de

tres céiulas Impo a ‘muy seme]ante
tiles E‘studlos més"
44 '47).'nemer
ales ‘dér'rﬁﬁchos
érganos ¥y ‘slsti _emb";r‘go\’ e|r-

mecanlsmo de_ ac

del dlencéfalo, en Ia porclé klerbn_\,lnra| ,pqstgr}qr del,,,le'rkcer ventriculo por debajo del




ex(remo poster!or del cuerpo callos'

* secrator: (17 21 60 ‘2) i

Fig. 1.

+—— cerebelo

cuerpy,
callaso glanduta
>< pineal
/ coliculos

receso del superlores
3ar. ventriculo

Detalles anatomicos de la glandula pineal de humanos. Se
muestran sus relaciones con el resto de estructuras
epitaldmicas. En esta especie, la pineal es Unica y su
conformacién es bdsicamente de tipo parenquimatésa,
aunque conserva aun su relacién con el sistema
ventricular cersbral (7).

iii) Sintesis de Melatonina

Esla gIAnduIa esté unlda por un tallo a las

La GP sintetiza y secreta en sincronia con el fotoperiodo diversos compuestos

7



peptidicos e Indéilcos. de .estos ultimos fa: Melatonina (MEL n-acetii-5-

ona més esludlada. por._sus efectos antigonadales,

metoxitriptamina) ‘es_ la- h

adeiﬁéé' dé qhelbhrtlclp nel 'qontrol de funciones’ neuroendéerinas, tiroideas,

adrenales y sob él sléiéma nervioso central (SNC) (8,28,58).

' Algunos e estos compuestos se enlistan a continuacién:

a) Indoles: 5- metoxl indoles
: i " 5-metoxi-triptofoles

indoles asociados al &cido acético
b) Péptidos: Neurotensina

Arginina

Vasotosina

Somatoestatina
c) Otros: - B-carbolinas

El ritmo de secrecién de MEL esta determinado por la actividad de relojes

-bloléglcoé [} rharcadora; del paso. Estos relojes estdn sincronizados por ei

- fotoperiédo 'y a. sﬁ ,‘\'/'ez son regulados por un potente coordinador o "Zeltgeber".

blve os_trabajos hgin demostrado que el relo} que gobierna el ritmo de sintesis de la

» MEL’.sefI‘ocallzé' eny ‘los Nuclecs Supraquiasmdticos del hipotdlamo (3). Segun la

'Influéﬁéla"due Ia Informaclén fotoperiédica ejerza sobre la GP, los mecanismos de

“ regulacidn de Ia sfntesls de MEL no son los mismos (50,51).

La sfntesis da MEL se inicia a partir de la serotonina y es dependiente de la

actlvacién ds los receplores adrenérgicos de la GP, estos receptores localizados en

‘Iosy plnealocllos. son regulades por la extension del dia y la intensidad de la luz; a

través de la actividad de la N-acefiltransferasa que es la enzima que cataliza la

8



formacion de la N-acetil-5-metoxitriptamina en la GP (Fig. 2) (29).

Fig. 2.

I M
1230 thoo 2400 0800 yapo

HORA DEL DIA

Ritmo de produccién y secrecién de MEL, sus precursores
y sus enzimas sintetizantes. Mientras la concentracién de
MEL (E) alcanza su maximo vaior alrededor de las 3 de la
mafiana, las concentraciones de serotonina (A) alcanzan
su més baja expresion. Por su parte los niveles de la N-
acetiltransferasa (B), N-acetiiserotonina (C} y de la enzima
Hidroxindol-O-metiltransferasa (D), muestran un incremento
sincronizado con el de la MEL. Estas concentraciones
equivaien a los valores absolutos por gramo de proteina
de la pineal de la rata (30).



La via metabolica de sintesis de los Indoles requiere de varias enzimas, tas més
importantes son-la N-acetil serotonina (enzima limitante) y la Hidroxi-indol-O-metil
transterasa (HIOMT), que‘es exciusiva de los 6rganos qua producen MEL, como la

pineal, retina, Intesting y gldndula harderiana de los roedores (Fig. 3) (10,58,52).

COOH OH COOH
QT T T
1

N

1 i

H H

l 2
OH OHm\‘
I NH -p—— I NH
GENJ i3 y :

1

H =< H

H c=o
|
CHj
" Fig. 3. Sintesis de MEL.

La sintesis de MEL se inicia con la captura del aminoacido triptéfanc, el cual es
convertido en 5-hidroxi-triptéfano, por accidn de la Hidroxilasa del tripotéfano,
esta enzima es limitante y los mecanismos de regulacién de §a sintesis de
serotonina y MEL recaen sobre ella. El resto del proceso se muestra en la figura
y termina con la sintesis de 3 tipos diferentes de indoles; estos son: La MEL, los
S-hidroxitriptofoles y los indoles asoclados al dcido acético. Estos tres grupos
de indoles poseen actividad fisiologica importante (27).
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iv) Aspectos Inmunolégicos
El sistema Inmune ante agentes externos se encarga de coordinar las

' respuestas del organismo para mantener €l equilibrio kcan él:rﬁgdlo ambiente (53).

Como un constituyente neurcenddcrino, la GPV.,]qe‘:gaA “p‘a})erl iyl‘mportq.nté sobre el B

sistema inmune, via secrecién circadiana de MEL (38) Varlos tu'dloslcr‘onqbloléglcos

,talevs'—co'm’o/ el ‘rechazo-a Injertos de’ rifibn' e

.Plerpa_o:l’lkpul;‘l,iéarprra los’ primeros resultados que rr;ues.tr;n un ,clar; efecto de la MEL

: : sobre el sistema inmune, el principal efecto fue una accién moduladora del proceso de

a.ctlvacl.én de los linfocitos por parte de esta hormona (38,40). Estos autorss

también mostraron que la MEL ex6gena modula los efectos del sistema inmuns, *
contrarrestando la depresién inmunotégica inducida por el estrés agudo y/o el

tratamiento con concentraclones farmacoldgicas de corticosteroides. Ademas los

factores psicosociales y el estrés, modifican la produccién y liberacion de MEL



(38,39, 40) Por otra, parte Ias alteraciones en Ios fitmos cucadianos se asoclan con
estados de ansiedad desordenes_ alectlvcs procesos que rella]an alteraclones g

lnmunoléglcas tale co'A ¢ cer 15 34) Tamblén exnsten repor s que

de Ios Ilnlocltos T unlcamente en presencla de’ un’ agente extrano capéz de actlvarlos

(antrgeno T dependlente) (16 33 36) Esta accldn es ellmlnada por anlagonlstas
oploides especificos; lo que sugiare que algunos de los efectos de esta hormona sobre
elv slstema Inmune estan medlados por. péptidos opioides cuyo origen probablemente
. séan los linfocitos. Aungue no puede excluirse la posibilidad de que provengan de olras-
fuentes no Inmunolégicas. Aunado a ello; Maestroni y Pierpaoli (38) mostraron que la
MEL exdégena tiene propiedades” inmunopotenciadoras® o ‘iamunoestimulantes®
ﬂﬁlcamente si se aplica a una dsterminada hora del dfa, lo cual depende del ritmo
circadiano fotoperfodico a que esta sometido el animal (35,39).

Como continuacién a estas cbservaciones el presente estudio prg!ende
analizar la relacién existente entre la MEL y las concentraciones de leucocitos en la

sangre.



i) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La relacién MEL-sistema inmune, ha sido pussta én evic_iencla a través de
trabajos realizados por Maestroni y Plerpaoli (36.'3’8;740.41)._ Héltjer,.(sfo.;si) y. otros
aulores quienes mostraror; dicha conexién utllliando MEL eh!rbré:ée’ncta'dre un antigeno
T dependiente. En Aestés cl;c!l.msklan;:lasn encontra(oﬁ el éfécto lﬁmunomodul-ador de
asta hormoga t’jue‘ ‘se}ﬁanlflésvta';por aru‘menlér el titulo de ‘anticuerpos en una forma
s[ncronl:za:dg con el fotoperfodo (37,39).En este modelo experimental analizaremos el
eféc!o. -'d‘e ‘dismlnuir Ié MEL enddgena {animales pinealectomizados) y el de
adﬁlnlstrar melatonina en animales no comprometidos inmunologicamente, es decir en
auéencla de un antigeno T dependiente, sobre los siguientes pardmetros:

-Concentracién sanguinea de células blancas (linfocitos, monocitos, neutrofilos,

eosindfilos y numero tota! de leucocitos).

-Peso y conformacién histélogica de érganos Ilnfoiqeos (higado, bazo y 1imo) y

Testiculos.

-Valores de hematocrito y concentraciones de hemoglobina.

Desconocemos la existencia de trabajos experimentales semsjantes al presents. Los
resultados de este trabajo nos permitirdn establecer una relacién fisiolagica de la
Glandula Pineal y el sistema inmune en ratas sanas no compromstidas

inmunologicamente. Elegimos estos pardmetros, por su accesibilidad y porque serian

los primeros en mostrar una modificacion ante un estimulo (MEL) que incremente o

decremente la funcién inmunoldgica.



V) HIPOTESIS.

“Sl Ia relacién MEL slstema Inmune e manifiesta-en modelos experlmentales

que requleren ds Ia presencla de un antfgeno T dlpendlente es de esperarse que esta

Inmunomodulacién sa r anltlesle aI Incrementar o decremenlar ias concentraclones de

. MEL; Io que se: reﬂe]ara en alteraclones en la cuenta de lsucocitos y en cambios

anatémicos de los 6igancd finfoideas”.

14



V) OBJETIVOS
1)~

2)

3)

” |

‘ pe:f!&é; de AM:EL’,;svdb/re ia cantidad

Describir los efectos ‘de la adminis

células blancas (linfocitos, polimértonusiears nogitos) en la’'sangre; y sobre

el bazo, el timo y el hfgédoz"' ' _ :
Analizar el efeclo de eista‘lhrorm'dha's.bbfé éllpes‘o‘y hédoloéfa histolégica
gruesa de tres 6rganosyll'ntoldeos. Eazo; tfmo"e higado,

Reducir al médximo las concentraciones de MEL‘endégena a través de la
pinealectomia y analizar sus efectos, .

Describir la relacién funcional que existe entre la Glandula Pineal y las
concentraciones sanguineas de los leucocitos, peso y motrfologla de los tejidos

linfoideos.
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Vi) MATERIAL Y METODOS

MATERIAL;
i) Material de curacion

- Jeringas de 3mt
- Agujas

- Gasa

- Bisturi

if) Material de vidrio

- Portaobjetos limplos .y desengrasados
- Pipetas graduadas de iml, 5mly 10m!
- Varillas de vidrio

- Vidrlos de relo]

- Frascos Gotero

- Matraz aforado de 100ml y 500ml

- Probetas graduadas de 50ml y 100ml
- Capllares heparinizados

- Vasos de precipitados de 100ml y 250ml
- Cémara de Neubauer

- Pipeta de Thoma para glébulos blancos

lil) Equipoe fijo .

- Microscopio dplico

- Microcentrifuga

- Balanza Analitica

- Balanza Granataria

- Mdquina para recuento celular
- Mechero

- Estereotéxico

v} Diversos
- Estuche de dissccion

- Mesa de cirugia
- Inmovilizador
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v) Reactivos

- Solucién Buffer de fosfatos, ph=7.2

- Etanal al 70%

- Heparina Sddica (1,000 USP units/ml} Lypho-Med, Inc. Chicago, il

- Melatonina Sigma Chemicals, St.Louls Mo. (USA)

- Solucién de Drabkin

- Liquido diluyente de Turk

- Solucidn de Wright

- Agua destilada

- Benzal 1:1000

- Palietilenglicel (PEG) Sigma Chemicals, St, Louis Mo, (USA)
vl) Material Bioldgico

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar, con una edad aproximada de
tres meses, y con un peso que oscllé entre 180-220g, sin previa. manipulacién
experimental al tratamiento. Los animales se habliuaron a las condiciones de luz-
obscuridad (7:00 - 21:00hrs) y a la temperatura ambiente del laboratorio, durante
una semana antes de la experlmentaéldn. Las ratas se colocaron por parejas en
cajas de acrilico transparente con tapa enrejada, coﬁ acceso libre al agua y alimento.
METODOS

Para llevar a cabo el presente trabajo las ratas macho se almacenaron a
razén de. 2 animales por caja y fueron separados por grupos (n=5), para cada
dosis o tratamiento empleado. Se utilizé un grupo control, tres grupos
experimentales a los cuales se les administrd 2.5, 5.0 y 10.0mg/kg de peso de MEL y
dos grupos mds uno con pinealectomia y otro con falsa pinealectornia.

A los grupos tratados se les administrdé MEL durante 15 dias diarlamente, via

subcutdnea aproximadamente dos horas antes de que obscureciera (entre 17:00 y
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17:30 hrs) Se Ies reallzd una loma de mueslra sangufnea (TMS) basal ‘de’ Ia porclén :

lntervalos de tres dfas. El - ultimo dia se sacrificaron Ios animalas y s8 exlra]eron los. i

mismos &rganos. A las muesiras sanguineas se les reallzarén las siguientes
valoraciones: Cuenta total de Glébulos blancos, cuenta diferencial de Glébulos blancos,
Hemoglobina y Hematécrito (como medida indirecta del funcionamiento del bazo &
Higado). Todo el proyaclo se llevé a cabo entre los meses que comprenden las
. estacloﬁes de otofio e inviero (Octubre a ‘Feb:ero).

. i) Toma de musestra sanguinea.

L& toma de muestra sanguinea (TMS) en rata, se llevé a cabo de una manera
poco’ _lrkaumyétlv(:g'y'quek permitfa una continua obtencién de sangre. Esto se logré
'corfqndo péquehas'porclbnes qe la parte termlnalr de la cola. Obteniéndose sangre
-sqﬁélente '(1_‘0 ml} para realizar frotls sanguineos, y determinar nimero de leucocitos
y concentracién de hemoglobina, asf como el hematécrito. Para realizar tal
p:rocedlmlento se efectuaban los siguientes pasos:

- Sg introducia al animal en un inmovilizador durante 15 min, dejando libre ta



cola (fig. 4)
- Los 6 cm flnales de Iakc'olra s‘e, l‘nt‘rqdq]errpr{ _én_un reclp[_ehle-cgh'evigua caliente

(45°C), du;ﬁntet'qh }

- - Posteriormente se coldl e-lri’rhedia'tamé‘me se-extirpaba

" Gon el bl;s’ti.llr( una-porclén ‘de’ aproximadamente 3mm-de fa: mlsm . :
Se:c'!es-echaron Ia‘:s 2-'3‘ pﬂmer&s 'gotas de sangre’y la siguiente se coloco en
ﬁn j;:)c;rtao!‘;v]eto‘s limpio para la realizacién de los frotis, bajo la gota
dlreétamente se coloca el capilar heparinizado para colectar la muestra para
Hematocrito y finalmente con una jeringa se recolectd aproximadamente 1 ml

para detarminar el nimero de leucocitos y la concentracion de hemogiobina.

Fig. 4. En esta fotografia se observa el procedimiento a seguir
para obtener la muestra de sangre.



il) Preparacién de Frolis sangufnebgz :
- Los portaobjelos que se, utlllzaron para frotis sangulneos estaban llmplos y
desengrasados con una mezcla de’ etanol éter. B
- EI portaobjetos s8 lomaba co;1 una mano'y.con Ia otra se colocaba el borde
de otro, portaob]etos 1reme a Ia gota de sangre.
- El ponaobjelos se desplazaba hacia atrds, hasta que tocaba la gota de
sangre 'y la extendia por el borde; enseguida se deslizaba el portaobjetos
hacla el extremo opuesto.
- El frotis se prepara distribuyendo lo mas uniforme posible una gota de sangre
sobre un portaobjetos de 25 X 75mm de tal manera que sdlo se deposite una
capa de células.
- Finalmente el frotis se secaba y se marcaba la laminilla, en lé parte mas
gruesa con un ldpiz de grafito (25,43,61).

lii) Determinacion de la fraccion y numero de leucocitos:

FUNDAMENTO: No todos los lsucocitos (Glébulos Blancos) que circulan en la sangre
son idénticos. Hay cince tipos principales, que se diferencian por el tamafio, la forma
del nucleo, el color de los granulos del citoplasma y otras caracteristicas
morfo!églcas y tintoriales. Para observar al microscopio las peculiaridades
morfolégicas de cada una de estas células es necesario tefirlas, para lo cual se

cuenta con diferentes tipos de colorantes. Ei mas comun y utilizado an ests trabajo
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fue el colorante de WriQih. que tifie las éstructuras acldof'ilicas con ~r§acc.lén élc‘allﬁa
de rojo y las estiucturas basolilicas con reacclén acida de azul. S
La llnclén con este colorame se realizd de la siguiente manera;
- Bl trotls de sangre se cubrlé con la solucién ds Wriglh durante 3 5 minutos.
para después se agrega un buffer de fosfatos (pH=7.2), qon ello se'lorma una
supericie de brillo metdlico. Posterormente a los 5-7 n;lhl;;t'pé. se I;ava ol frotis
i'con agua corriente y 5o seca al alre, con lo cual eéta Ilsiqyr'pia‘r‘a_observarse al
microscopio utlllz@dﬂ una amplificacién de 100 veces (100X) (25.49.61) k
Con el colorante de Wrigth, las células s8 observan de la sigulente manera:
Los nucleos de los feucocitos: Violeta rojizo
Grdnulos eosindfilos: Rojo briliante a rojo cafe
Grénulos basofilos: Violeta obscuro
Grénulos neutrdfilos: Violeta claro
Citoplasma de linfocitos. Azul
Citoplasma de monocitos: Azul grisdceo
iv) Determinacién dal numero de Células.
Para determinar el nimero de células se requiere de un exdmen fundamental que
. 88 practica de una manera s;stemétlca, el cual estriba en el recuento de eritrocitos y
leucocifos. A pesar de la Introduccién reciente de métodos automatizados. las
técnicas tradicionales aun son ampliamente utilizadas por su facil operacién.y alta
fidelidad.
FUNDAMENTO: La técnica del Hemocitémetro, la cual utiiza una cuadricula de

Neubauer resuita la mis empleada, ésta se inicia al diiuir una muestra sanguinea con
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: antlcoagulante en una proporclén exacta, con. un l!quldo que permile contar sélo las

células que se desea ,(po 'deslrucclan de Yas otras). un volumen de yl de ésta

eubauer y ‘se’ observa al microscopio

entran denlro de las cuadrillas

especlllcas para Glébulos ro]o ~Glébulos blancos.fVPor medio de fas (6rmulas
correspondientes se obtlene ei numero ] células por milimetro cubico (26,49,61).

v) Detarmlnaclén del numero de Leucocltos

- Se liend con la mues&ra de sangre las pipeta de Thoma hasta la marca de
0.5; y luego con la pipeta lncllnada se llevé hasta la marca de 11 con el tiquido
de Turk (Sotuqlﬁn hlpo!énlca que destruye Globulos rojos).

-vSer tdni_b 'la blpéia ‘entre los dados indice y pulgar para agitarla durante dos
0 tres minutos.

-"Se retiraron las primeras 5 gotas para eliminar el diluyente del capifar y
poniendo fa pipata entre la camara de Neubauer y el cubreobjstos, se llend la
cdmara procurando que guedara bien cubierta la superficie.

- Se dej6 reposar 3min, se colocd en el microscopio y se localizd la cuadricula.
- Con el objetivo de 10X se determind el nimero de células en las .cuatro
cuadriculas grandes de los exiremos.

- La suma de estos nimeros se fmultiplicaron por 50 y el resultado fue el
numero de leucocitos por milimetro cubico.

vi) Hematdcrito.
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FUNDAMENTO El Hematécmo es la prueba dlagnéstica que mlde el volumen que

hemaues (25 4, o1 '.

. Para determlnar ssle parz—imetro en nuestro- trabajo rearlzamos el slgu!ente‘

procedlmlento' SR
- Se obtuvo Ia muestra sanguingg directamente del corte de la cola de fa rata,
: cqlqcando el qapilar de 100p! heparinizado bajo las gotas de sangre, de esta
. manera 'se llenaba por capllaridad hasta las tres cuartas partes del mismo, la
o parte vacia del capllar sarvia para seliarlo con plastilina,
- EI capilar se colocaba en una microcentrifuga, con a parte seliada hacia el
axterior.
- Ei éapll#r Vse sometia a una fuerza de centrifugacién de 10 000rpm durante
Smin “(25.49,61 ).
;_'La le~ctrura del hgmatdcmo se efactud por el siguients cdlculo:
;/ol. oﬁupédo pSr GB

,HCTO = s x 100

vol. total de la’musstra

vii) Hemoglobina.
FUNDAMENTOS: El valor de Hemoglobina se determina diluyendo un volumen de

sangre venosa mezclada con KzFe(CNs) y solucidn de KCN (reactive de Drabkin) para
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formar cianometahemoglobina. Luego la densidad optica de este pigmento es medida

a 540nm (49).

Para cuantificar la hemoglobina utilizamos el siguiente procedimiento:
- Colocamos 5 ml de reactivo de Drabkin en un tubo de ensaye y agregamos
0.02 m! de sangre homogenizada.
- Agitamos ia mezcla vigorosamente para oxigenarla y posteriormente se
colocaba en e! espectrofotémetro para leer la absorbancia contra una blanco
{5 mi del reactivo de Drabkin), es decir encontrar el cero de transmitancla y
callbrar. el aparato, posteriormente se introducia el blanco y se calibraba a
cero de absorbancia todo este procedimiento utilizando una longitud de onda
de 540 nm.
- Enseguida lefamos 1a muestra problema.

HB = Absorbancia x 36.8 (factor constante)= g Hb/100ml de sangre

viil) Pineatectomia.

FUNDAMENTO: La Pinealectomia es una intervencién quirurgica ql:e consiste en la
extraccion total {cuerpo y tallo) de la glandula pineal. Este procedimiento qhi_rd:glco
es sumamente delicado debido al riesgo que implica lesionar el créneo, las meninges,
el seno venoso sagital y los coliculos superiores. La extraccion del 6rgano pinea!l de
roedores debenl realizarse en un periodo de un minuto como maximo, cuando se
utiliza la técnica de Hoffman y Reiter.

Para realizar la pinealectomia las ratas .se anestesiaban con pentobarbital sédico a
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- una dosis de 35mglkg de peso corporal vfa Intraperltoneal Una vez anestesladas. se .

rasuré el 4rea’ dsl créneo y se colocaron .en estereotéxlco (42) Serreallzé una

‘cm’de:longitud previa:asepsia’con benzal_’1:1000.

:lnslclén ‘de aproximadament

: Enssgulda S (concordancla a Ia :

k;sulura osea na rep_ aclén con
g ung tre ar de tro ] Iémelro x5 cm’ de Iongltud). Ia cual de]a .
dsschbleﬁo e! sen_c; venoso localizado por arriba de la GP. Posterformente se corté el
' seno venoso y con las pinzas para microcirugia se extrajo la GP. Luego se intenté
realizar hemostasia con Gelfoam y se cubrid fa trepanacién con cera de hueso,
finalmente se suturd la incisién de la piel. Terminada la cirugia se admnistraron 3 m!

de solucién salina al 9% en forma muy ienta por via intraperitoneal {fig 5).

Fig. 5. Fotagrafia que muestra la manera en que se realizé la
cirugfa (Pinealectomia).
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ix) Falsa Pinaalectomla

Para Ia reallzaclén de esta técnica se procedlé de |a mlsma manera que para

"la plnealectomfa.

on Ia excepclon de que no se exlra(a ja GP (42).

X). Sacrmclo 89 anlmales

) Ias 15 admlnlstraclones de MEL 2.5, 5 y 10 mg/kg de peso

correspondlenles a cada grupo experimental y una vez obtenidas todas las muestras

de estos érupos y las del grupo de animales pinealectomizados; estos Iueron
sacnflcados. mediante la técnica de desnucamiento:
- Se coloco al animal sobre una superficie plana y se cubrid con un lienzo.
- Con los dedos indice y pulgar de la mano derecha se sujetd fuertements el
"cuello del animal y con los mismos dedos de la otra mano se sujetd la base de
" la cola.
- De manera {irme se separaban ambas manos con el fin de separar las
vertebras del cuell‘o y provocar la muerte del animal (desnucar).
ix) Dosis de Administracién
Fos %a(os reportados por algunos autores respecto a la dosis de MEL que causa
-efectos inmunoldgicos en animales de laboratorio se encuentran en un amplio rango
de concentraciones que van de 10pug hasta 10mg de MEL por kg de peso (35,38).
Para _la‘gecclén adecuada dé las dosis de MEL que utllizamos en este trabajo
realizamos varios grupos piloto,ja los cuales les administramos 10pg, 50ig, 100ug,
2.5mg, 5.0mg y 10mg'lde MEL utilizando el mismo procedimiento y realizando las
y

3
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r_nlsmas,deté(m‘inaclpne;s;.Io;sxresultadbs moéi(aron que a las dosis de 2.5, 5.0.y 10,0
rﬁg Ia. MEL’ t.;anfé‘_jfnay‘of(:electo que el resto de las concentracionss. En base a. 8stos
resullédds dv‘erctdimos élimlnar tas dosis mds pequedias utiizando solo las dosis de 2.5,
5.0 y 10 mg.

xii) Hora y via de administracién,

Exrsteh algunos reportes en los cuales se describe el efecto de la MEL sobre
algunaé células, rechazo a injertos, titulo de anticuerpos (33) cuando esta se
administra a distintas horas del dfa; encontrandose que cuando la MEL es

- administrada por las tardes existe una mayor sensibilidad de ios organismos para
responder a ella; mostrando un desfasamiento en la produccién de algunas células
{monocitos, NK), menor rechazo a injertos y un aumento del titulo de anticuerpos. Y,
al contrario cuando la MEL es administrada por las mafanas no se encuentran
ninguno de los mismos efectos, lo que demuestra una menor sensibilidad de los
organismos para responder a fa MEL cuando es administrada a esta hora del dia
(3.4,8). Por tal motivo se decidio administrar dicha hormona al momente en el que
tiene una mayor sensibilidad, dos horas antes de que empezara a obscurecer.

La via de administracion utilizada fue elegida con el fin de que la concentracién
de MEL administrada se mantuviera por un perfodo de tiempo més prolongade; la via

de administracién subcutdnea proporciona una absorcidn mas lenta.
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RESULTADOS.

: l:n eI presente trabafo anallzamos el efecto de lncrementar la MEL -y-de

disminuir’ su concemracldn a traves de la: p!nealecwmla e‘ rganlsmo, sobre

parémetros sanguineos que no-se Incluyen denlro de a cuenta blanca celular, como
. ‘son el porcenta]e de Hcto y la concentracién de Hb (mglIOOmI) por la estrecha
*‘relacién que guarda lathematopoyesis con los érganos baze e higado.

Cada uno de eslos elementos fueron medidos y analizados, a partir de
. pequeiias muestras sanguineas obtenidas gracias a un pequefio corte en la punta de
la cola del animal. Se permitié un intervalo de 3 dias entre cada TMS durante el
tratamiento, el cual tuvo una duracién total de 15 dias. Al final del proyecto, ademds
de los drganos linfoldeos, se les extrajeron a los animales los testiculos, y se les
cfeterminé su indice organosomico y morfologia histoldgica, como indicador de que la
MEL fue administrada correctamente.

Durante todo el proyecto los animales se mantuvieron en jaulas sin modificar
las condiciones establecidas al empezar el proyecto. Al inicio de! experimento el peso
de los animales oscilé entre 180 y 200 g y al final del mismo, después de 15 dias su
peso estuvo entre 290 y 310 g. Ni el tratamiento con MEL, ni la manipulacién

quirurgica modificaron en forma gruesa la ingesta de alimento o agua. Ei peso
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corpora! de&odos Ios su[efos fue muy similar [ndepehdlentementa del grupo al que
perlenaclan Ademés no se observé algun cambio conductual aparente relaclonado
con alguno_ds los lratamnentos aplicados.

- ER Ias TMS Ios anlmales se introducian dentro del inmovilizador, lo que

fprovocaba una: conducla de inquiatud, usuaimenta mostraban resistencia, muchos de
'ellos chlllaban e intentaban girar dentro del inmovilizador. Al extirpar los 3 mm de cola

'para obtener la muestra sanguinea el animal mostraba resistencia y chillaba durante

Vtodo'bel Nempo de la toma y la antisepsia; pero una vez terminado esto el animal
' . VO'M,A a su condicién basal. Ninguna rata mostro algin problema de tipo infeccioso
r;alaclonado con el proceso quinirglico de la TMS.

En cuanto a los animales sometidos a una pinealectomia y falsa pinealectomia
unicamente fueron incluides en el estudio aquellas ratas gue no mostraron
alteraciones conductuales resultado de su intervencién. En los animales con esta
intervencién fue frecuente encontrar, sujetés que giraban habitualmente o que
rotaban, que no ingerian alimento. Algunas de estas ratas mostraron cuadros
infacciosos que incluso les ocasionaban la muerte. Por esta razén decidimos incluir en
este trabajo solo aquellos animales cuya conducta en genéral fue similar a la
mostrada por los sujetos controles,

En relacién a la canfidad total de leucocitos, la administracion de MEL a las
dosis empleadas, no provocd efecte significativo a]gu‘no‘ Asl,@h concentracion

sanguinea de leucocites de las ratas que recibieron 2.5 mg/Kg de MEL (%X = 7890 *
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580) no varid slgnlflcaklvameme (p>o 3) respecto al grupo conlrol (x = 7592 *

718) en todos Ios Lo mlsmo oc 'rrlé con Ios datos oblenldos af o

admrnlstrar MEL a la-dosis de 5.0 mgrkg (% 7899 x 577' p>0 3) y a 100 mglkg :

(X —8304 :t 717' p>0.3 S uafes aungue Imueslran

:estadfsli_canjlen.te, 3

; LRI B T S
004 g DAt .

. @ - lzsco- : T '

&
o -
™ 106254
T
E ]
g 4750
E 2
@~ g
. [« urH
]
2
]
ul
5000 -]

CTRL  MEL 25 MEL 50 MEL 10.0
TRATAMIENTO

Grdfica 1.  En esta grafica se observa la concentracién sanguinea de

leucocitos en animales tratados con MEL a 2.5, 5.0 6 10.0

mg/Kg de peso (n=5), a lo largo de todo el tratamiento.

No se encontraron diferencias estadisticas significativas al

comparar los diferentes grupes.
De igual manera, este mismo pardmetro no se modificé en los animales somstidos a
una pinealectomia o falsa pinealectomia se observo una X =8515 £ 451 para los

animales pinealectomizados, valor que no fue estadisticamente significativo (p>0.06)
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al compararlo con el obtenido en el grupo control {X = 7592 t 718); por otra parte
los datos obtenidos mostraron que en el grupo de falsa plnealectorhfa (X = 8956 %

869) tampoco hubo diferencias significativas (p<0.08) (Grafica 2).
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Gréfica 2. Da Igual manera la manipulacién quirdrgica de la glandula
pineal (pinealectomia, Px) o incluso la falsa pinealectomia
(FPx) no mostraron efectos significativos sobre la
concentracién de leucocitos.

En lo relativo a los linfocitos, observamos que la administracién vespertina y
diaria de MEL durante 15 dias provocéd una disminucién significativa (p<0.05) en el
porcentaje de linfocitos con las dosis més bajas (2.6 mg/kg) (X =82 £ 2.7) y a las
dosis més altas (10.0 mg/kg) (X = 75 £ 2.4; p<0.005), en los dias 11 y 15 de

tratamiento, con respecto al grupo cohlrol (X = 86 % 5). Mientras que la MEL

axégena en dosis de 5.0 ing/kg no b(esentd alacto significativo alguno {Grafica 3).
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_ Gréfica 3.  En esta figura se muestra un decremento significativo en el
porcentaje de linfocitos provocado por la administracién
de MEL en dosis de 2.4 y 10.0 mg/Kg, principaimente
durante los Gltimos dias de toma de muestra. * = p < 0.05;
** = p < 0.005. :
Al analizar os datos encontrados en el nimero de llnfocllos en sangre en anlmales{
plnealectomlzados y con falsa pinsalectomia se encontré una dlsmlnucfén del
porcentaje de estas células en los dos grupos. de,mgnera slgnillcatlva (p<o.005)
-para la pinealectomia (X = 68.0 t 3.0}, al lgual 'qde para Iayfalvsa'plnéalectomfa X =
g 73.0 % 1. 2; p<0 005), con respecto al grupo control (‘x. 87 0 ;t 1.8} (Gréfica 4).
.Tamblén la administracion de MEL provoco etectos sobre et porcenla]a de neulréfllos

Con la dosls de 2.5y 10.0 mglkg se o_brsaryaron aumentos significativos (X = 14.6 &

" 4.4; p<0.005) .y (X =23 +:8.4;"p<0.005), respactivamente. Mientras que con' 5.0 -
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malkg (X = 10 £ 5) el aumaﬁto se'-fp'rodu]-o'en men_ér grado (%X = 10.4 £ 0.66;

p<0.05) todo-ello.. con’ respectoual grvaxpc‘Sn‘ confrbl '(X = 8.68 + 2.8) (Grafica 5).
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Gréfica 4. Esta grafica muestra una reduccién significativa en el
porcentaje de linfocitos causadas por la intervencién
quirirgica correspondiente a la pinealectomia y falsa
pinealectomia. En eSta y las siguientes graficas * = p < 0.05
y " =p < 001,

En el caso de este pardmetro en animales con pinealectomia y falsa
pinealectomia, encontramos que el porcentaje de neutrdfilos circulantes, se
incrementd muy por arriba del grupo control (X = 8.6 + 2.8), tanto en ratas con

-pinealectom(a (% = 26.0 + 3.2; p<0.005) como en animales a los cuales se les realizd
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falsa_pinealectomia (X = 27.0 +.1.5; p< 0.005) (Gréfica 6).
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CTRL MEL 2.5 MEL 50 MEL 10.0
TRATAMIENTO

Gréfica 5. Con la administracion de MEL se observa un
incremento significativo en el porcentaje de
neutréfilos, el cual es dependiente de la dosis.
Los frotis sangulneos mostraron que el porcentaje de monocitos en la sangre
periferica se encontrd disminuldo, principalmente en animaies que recibieron dosis de
2.5 mg/kg de MEL (x=1.8 + 0.41; p<0.05); también se encontré una disminucién,
aungue menor y sélo en los UGltimos dias de tratamiento {undécimo y décimogunito
dia), en los animales administrados que recibieron MEL en dosls de 10.0 mgfkg (X=1.5
+ 0.37; p<0.05), cuando se compararon con los datos dei grupo control (x=3.6 %

1.1) (Gréfiea 7).
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Grafica 6. El porcentaje de neutréfilos en sangre se incrementé
i . significativamente en los grupos de animales con
pinealectomia o falsa pinealectom{a. Resultado dsl
procedimiento quirurgico.
Estas células también se incrementaron en la sangre de los animales
pertenecientes al grupo pinealectomizado sobre todo en el 4to dia posterior a la
cirugla (% = 5.8 £ 1.02; p<0.05), una situacién similar ccurrio con el grupo de falsa

pinealectomfa (2.3 * 0.57), al compararlo con el grupo control (X = 3.6 = 1.1)

(Grélica 8).
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Grifica 7.  En esta figura se observa una disminucién importante en el
porcentaje de monocitos debido a ia administracién de MEL
el cual se manifesté con mayor intensidad con el empleo de
la dosis de 2.5 mg/Kg.
Al igual-que el porcentaje de monocitos, el porcentaje de eosindfilos circulantas
en sangre disminuyd, principalmente con la andministracién de una dosis de 10.0
.ﬁ‘lglkg (X=0.6 * 0.31; p<0.05) en los dias cuario y undécimo del tratamiento, con
respecto al grupo control {x=0.88 + 0.4) (Grafica 9).
Cuando se reducia la concentracion de MEL endégena, via la pinealectom(a se
observa Iniciaimente una disminucién del porcentaje de eosindfilos. En los uitimos dlas
da tratamiento {séptimo, undécimo y décimoquinto dia}, la reduccion es tal que estos

o
desaparecen en los frolis sanguineos. (Gratica 10),
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Gréfica 8. Esta grdfica muestra el porcentaje de monocitos en los
: animales con pinealectomia y falsa pinealectemla, el cual
mostré un importante descenso por tales maniobras

quirdrgicas.
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TRATAMIENTO

Grdfica 9. Esta figura representa la disminucidn del porcentaje de
eosindfilos en los grupos tratados con pinealectomia sobre
todo a la dosis de 10.0 mgkg
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Gréfica 10, Esta figura muestra una disminucién Importante en el
porcentaje de eosinéfilos como consecuencla de - Ia
pinealectomla. . .

/Al medir-pardmetros incluidos dentro de- Ia-cu'enta‘fr'olq“ glutar, como ‘el -

hematécrl(o. se observo que este no se modmcé en nmgun Ioé*'gfuﬁo{ tfétgdos‘ .

La concentracion de hemoglobina, ,se_mostry(:_kdlsrmnulda en !65 animales que

recibieron alguna de las dosis administradas de MEL a 25(x ='13.6 + 0.36; p<0.05),

5.0 (% = 14.8 £ 0.48; p<0.05) y 10.0 (X = 13.0 + 0.58; p<0.01) mg/kg (Gréfica 13).
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Lo mismo ocurrid con Ios anlmales sometldos ala plnealeclomfa (X = 13.09 & 0.82;

p>0 03) yla falsa plnealeclomfa (X 13 B + 0.76) aunque en este Ultimo caso, sélo
se. observaron qamblos slgnlﬂcﬂtlvos en e! dia 4 con respecto al grupo control

(X=15.41 % 0.9) (Gréfica 14).
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Grafica 11. En esta grafica se representa el valor del hematdcrito, el
cual no se modificd, con la administracién de MEL.

B DAY g oA O oA s

HEMATOCRITO {%)

Frx
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Grafica 12 . Esta grdfica muestra que ni ia pinealectomia ni la falsa
pinealectomia, provocaron efectos sobre los valores de
hematocrito correspondientes.
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Gréfica 13. La concentracién de Hb (g/100mi), representada en esta
grafica para los grupos tratados con MEL, se observd
disminulda significativamente, al compararla con e} grupo

control,
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Gréfica 14, Esta grafica muestra que la concentraciéon de Hb en
animales pinealsctomizados disminuy6 al compararlos con
el grupo control.
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El anélisls de los 6rganos llr\loldeos Timo. Bazo e ngado medlante el (ndlca
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Px FPx
TRATAMIENTO

Gréafica 15. En esta grafica se muestra el indice organosémico de!
higado en animales tratados con MEL, asi como en animales
pinealectomizados, con falsa pinealectomia vy
controles; el cual se observé disminuido en forma
significativa inicamente en los animales que recibieron dosis
de 2.5, 50y 10.0 mg/kg de MEL.
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El indice organosomlco del bazo, uno ‘de los érganos secundarios del sislema»

inmune, aumento en 108 .animales que reclbleron una admlnlstracién de 2 5. (x =

10 (6rghno gl rata g)

CTAL 2.5 .0 10.0 Px FPx
TRATAMIENTO

Gréafica 16. El indice organosémico del bazo se representa en esta
grafica, la cual muestra un incremento en los grupos con
25 y 10mg/kg de MEL y en los dos grupos con

o manipulacién quirdrgica (Px y FPx). ***= p<0.0001

En el grupo de animales a los que se les disminuyé la concentracién de MEL

endogena (ratas pinea'sctomizadas) el indice organosémico del bazo (X = 0.0510 *

0.0035; péD.OOOS) se incrementd de una forma muy marcada; de igual manera

sucede con las ratas con falsa pinealectomia (% = 0.0479 + 0.006; p<0.01) al.
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compararlas con el grupo conlrol (x = 0. 02618 :t 0. 02) (Gréflca16)

Otro de los prlnclpale érganos que partlclpan en las funciones Inmunes del o

-]
o
»

10 (6rgano girata g)
s o © © o o
o © © © o o
P a @ 3 @ e

CTRAL MEL 2.5MEL S5MEL 10.0 Px FPx
TRATAMLENTO

Gréfica 17. En esta gréfica se observa el indice organosémico dal timo
el cual esta disminuido tanto en los grupos con
tratamiento de MEL como en los pinealectomizados.

En 1o que se refiere al Indice organosémico de testiculos, éste se vio

incrementade por la administracion de MEL. De esta manera se mostrd un aumento
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01211 +00049 p<005) y alade 10.0 (X =

significativo erivla"dosls"“da 25 (’x.:

0.1250 :t 0.0031, p< 005 E anlmales con plnealectomfa tamblén se produ]o un’ )

ln.cren"\ghto : 5 : <0 0005) con respecto a! grupo contml ('x.

010582 '+'0,0059), 1 el grupo de falsa pinealectomia (Grafica 18).

TESTICULOS

0.134 e

0.147

10 (6rgano g/ rata g)

Px FPx
TRATAMIENTO

Gtélica 18. Esta grafica muestra un incremento significative en el indice
- organosémico de los testiculos en los grupos tratados con
* MEL al igual que en el grupo con pinealectomia.

El andlisis estadistico empleado en la interpretacion de los resultados, consistio
en una prueba inferencial de Andiisis de Varianza (ANOVA). Prevlam‘_e'nta'a ella, |
slempre se realizé una pfueba de homogeneidad de va_rlanzés cqhoqlda como prueba-
. F de Fisher. Si el andlisis realizado por ANOVA mostréba -dlterenclas slgnlﬂcatlvas. se

& Procedia entonces a reallzar una prueba de: Tukey para Idenllﬁcar a los grupos que’

mostraron tal dlterencla.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Varios estudios muestran que las respuestas neuroendocrinas provocados por

la exposicion a estimulos ambientales pueden desencadenar un efecto directo sobre el
sistema inmune {20,22,31). Tales hallazgos sugieren que los elementos de! sistema
lnmunek éonstltuyen érganos sensibles capaces de responder a ciertos estimulos
ambientales lo que implica un proceso adaptativo por excelencia (5).
Reclentemente se asocié a la GP con la regulacién de! sistema inmune; por su
capacidad de traducir la Informacion de la luz ambiental en sefales que modulan las
funciones neuroendacrinas, reproductoras e inmunes por la accion de la melatonina (N-
acetil-5-metoxitriptamina) (31).

A pesar de que por mucho tiempo se ha sospechado de Ia interaccién entre la
GP y el sistama inmune, unicamente en afios reclentes se acumularon evidencias sobre
la existencia de tal relacion . Mlitiples modelos experimentales tanta "in vivo®" como "in
vitro" se utilizaron para demostrar tal conexién y el mecanismo por el cual ésta se
Weva a cabo {19).

En el presente estudio utilizamos un modelo experimental encaminado hacia el
analisis del efecto fis'olégico de la funcién de la GP en el proceso de modulacién de la
respuesta inmune. Decldimos no utilizar animales inmunocomprometidos para svaluar
tal interaccion, debido a que en estos sujetos la susceptibilidad y caracteristicas del
sistema inmune no se corresponde con una situacion fisioldgica.

Los resultados obtenidos muestran que la cuenta total de leucocitos en los sujelos
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que reclbleroﬁ administraciones diarlas de élguna dosis de’ MEL (2.5, 5.0 6 10.0
mg/kg) no se.moditicd slgnlﬂcaﬂvamqnle. tal situaciéon también se observd en los
grupos de animates’ con’ pinealectomia y falsa pinealectomfa. Estos resultados
Indlcaron que la MEL, no modificé el nimero total de células inmunes que se encuetran
'er! sangre. Tal observacién es significativa si analizamos el hecho de que la
4perma,nencia en la sangre de estas células es sélo un perfodo muy pequeiio en la vida
de I:a mayoria de las células estudiadas. Tal hallazgo entonces, no es un Indicador de
“un incremento en la sintesis, vida media o destruccion tisular de algunas de estas
células Imﬁunes‘ (33) ] PO‘I: lo que no descartamos un efecto de la melatonina sobre

alguno de estos parémetros.

La MEL es :una hormona que se slnteﬂza y Ilbera slguiendo un, patrén

;célul‘a's.' y Jérf'a" ente como una luncldn del liempo (24) Muchos de estos

rltmos son endégenos Y genéllcamente dexerminado aunque-'‘estdn continuamente

mpdulados por faclores amblenlales y ajustados por.los llamados *sincronizadores®
kclr'cé'dlcos'(enllddd capaz de regular e iqlegrér las respuestas a estimulos
ambientales, en periodos: de tiempo determinados)(1,3). El numero de células

mononucleares . (linfocitos T y B, adamés"de—monocllos) en los sujetes sin
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'manlpulaclén experlmehlal muestra una IIUctuacléﬁ caracterizada por una disminucién

Ilnfocltarla y monocltarla or Ia maﬁana ¥y un lncramemo por la tarde, con un pico a

. células lnmunas Los rltmos ‘sus. Interacclones funcionales determinan la respuesta

del Horganlsmo4 a estfmulos lnternos y externos Una modificacién en estos ritmos
.‘ puede almrar Vla |megridad anatémica vy fislolégica del individuo (1,3).

} En:'fm..ueﬁstroré‘sludlo observamos que la MEL, no modifica ia concentracion total de
. Ieui:ocltos. lo que sugeriria que la pineal no modula el ritmo circadiano de estas células
~en’la sangre. Sin embargo, en nuestro disefio experimental sélo aplicamos esta

neurchormona en un horarlo vespertino. Por tal razén para concluir una integracién

- de esta gldndula sobre el ritmo circadiano de estas células; seria necesario

Incrementar los grupos experimentales, para realizar aplicaciones en varios horarics y
tomas de muestra sanguinea también en otros horarios. Esta posibilidad debera ser
implicada en futuros estudios antes de concluir una paricipacién de la pineat de esa
indole.

Aunque, la administracién de MEL no alterd la concentracibn total de fas células
sanguineas blancas, si modificé la cuenta diferencial. Asf, observamos que el

porcentaje de linfocitos disminuyé con la administracién de MEL ex6gena (2.5 6 10.0
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mg/kg de peso) Ademds con las mlsmas dosls de MEL utIIlzadas observamos un

incremento en el porcenla]e de neutrélllos de MEL ullllzada "‘se observé un incremento

na dlsmlnuclén en el porcentaje de

disminuyen el porcentaje de linfocitos y eoslnoﬂlos, lncremanta en forma significativa
ol porcentaje de neutréfilos y monocitos, cual es otro fuerte indiclo de la existencia de
una mayor sensibilidad de las células inmunes a los efectos de la pineal,

La finalidad de realizar una pinealectomia consistidé en reducir las
concentraciones endégenas de MEL. Por esta razén, espaerabamos que los efectos
encontrados en los sujetos pinealectomizados fuesen opuestos a los observados en
los sujetos que recibieron varias administraciones de MEL. Sin embargo, con excepcion
del nimero de monocitos en donde observamos un antagonismo total, las acciones
de la MEL y ia pinealectomla fueron similares en todas las observaciones realizadas.
Estos efectos observados por la administracién de MEL o de la pinealectomia, son
dificiles de catalogar dentro de un efecto inmunosupresor o inmunoestimulante. En
otras palabras el resultado inmunoiégico de incrementar alguna célula inmune dentro

de la sangre, es muy dificil de predecir. Principalmente, porque estas células sélo
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utilizan la sangre como un medio de transporte; por o que una concentracién elevada
de las mlsmas en sangre, podria significar un incremento de células activas (efecto
inmunoestimulador);- pero también una reduccién de las células que abandonan la
circulacién para efectuar una accién inmunolégica (efecto iInmunosupresor) ). Por esta
misma situacién no es posible determinar un antagonsimo o sinergismo funcional
inmunoldgico en relacién a los efectos provocados por - la MEL y la pinealectomia
{9.38). -

La MEL, se- postuld como un 'lnmunomodulador' con base en los resultados de
-estudlos que utillzaron varios modelos experlmentales Por ejemplo al administrar

férmacos como el propanolol (PHO un antagonlsta beta-adrenérgico que bloquea la

"sfntesls de MEL el Iérmaco‘ p Cloro fenilalanfna (p-CPA‘ inhibidor de la sintesis de

adminlstraclon de MEL en un. horarlo vespenlno, esto no sucede si la administracion
vde MEL se hace en‘la maﬁana (46 47) Asl Ia MEL exégena es capaz de corregir ia
‘vdepreslén lnmunoléglca nausada por la plnealactomla farmacolégica (PRO y pCPA).
Estos y otros estudios (33,55}, muestran las acciones de la MEL sobre la
produccién de anticuerpos por los linfogitos en presencia de un antigeno T
dependiente. Sin embargo se desconoce si este mismo efecto ocurre en ausencla de
este antigeno T; es decir en animales no inmundcomprome(ldos. Los datos

aobservados en nuestro modelo experimental muestran que la melatonina tiene
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acclones sobre la concentraclén de llnfocltos _en” anlmales que no estan

lnmunocompromelidos SI estos efectos represenlan una mayor o0 menor actividad

inmunoléglca'es algo que’no 85 poslble dilucidar con nuestros resultados. Los

. IInIocno son_células:que: se derlvan de otras células pluripotenclales hematcopoyéticas
de la médula 6sea. Una vez maduras. estas penstran continuamente hagia y del

slstema rlo a,los.érganos linfoides lo que provoca una circulacién constante a

.‘:.lravéS’de‘ Ios ié](doé. Por to lanto una modificacién en su concentracién sanguinea,

_como la provocada por la MEL implicaria una migracién aumentada hacia los tejidos
! para su dlferenclacldn y posterlor funcién.

_Demro'-de la serie leucocitaria, ademds de los finfocitos, existen los

‘gfanﬁloclt‘oﬁ Ioé ‘cualbes‘ lncluyan neutrdfilos, eosindfifos y baséfilos, Estas células. sobre

"todo tos fllos' son da gran |merés. ya que participan activamente en lo que se

‘conoce como la prlmera Ilnea de defensa del organismo”, basicamente por su

propledad para actuar como lagoclmsA En nusestro estudio encontramos que la

admlnlstraclén de MEL provocé un aumento en el porcentaje de neutrdfilos en la
_clrcqlacldn. Eslo Indlc_a que eslas células también son influencladas por esta hormona.
Si eéto réﬁresenté una accién sobre un patrén clclico es algo aun por determinarse.

Eslos héllazgos colnciden con Ios‘resul!ados de algunos estudios {13,24); los cuales
muestran que exisie' una méxima concentracién en la proliferacion de unidades
tormadoras de colonlas para neutréﬂlos y. macrétagos (CFU-GM), la cual esta

sincronizada con el pico de MEL (24 42) Tamblén se mostré que la disminucién en fa
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concsnlracldn da esta hormona.,provocada por Ia p[nealectomla qulrurglca o

farmacoléglca. afectaba marcadamente la prollferaclén de progennores de médula.

ésea dlrlgidos a Ia orm }
Entonces p 'de ensarse q e esta In racclén entre MEL y.CFU-GM pu'edé' dar -

Iugar a’ un aumsnto en la concentracldn de neutréfllos. como. observamos en el’

presenle estudlo

La disminucién de linfocitos y eosindfilos en sangre observada én el presente
trabajo puede relacionarse con el aumento de neutréfilos, en el sentido de gue el
porcentaje de cada una de estas células en sangre es diferente; mientras que los
neutréfilos se encuentran en mayor proporcion los eosindfilos y los linfocitos deben
estar en menor cantidad, entonces si la MEL provoca un aumento de un tipo celutar, -
resultaria logico pensar que las otras disminuyan.

Estos resultados sugieren que la liberacién circadiana de MEL puede Qetermlnar
directamente el proceso de sintesis y liberacién de las (l:élula‘s,lnmunes;’lo que 
resultarfa una relacion muy estrecha entre la GP, la médula 6sea y"el sistema innipne.
Por otra parte hemos encontrado que Ié admiﬁlstracién de MEL a las tres dosis
empleadas.(z.s. 5.0 ¢ 10.0 mg/kg de peso) provocd una disminucion de Hb. El efecto
sobre este pardmetro seiala una relaclén entre la MEL y los Gldébulos Rojos que hasta
el mdmento no ha sido documentada. Por lo tanto desconocemos el posible
mecanismo de accién mediante el cual la MEL provoca dicho efecto. Este efecto el cual

fue dependiente de la doslg. no se asocid con algun camblio significativo en el
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hematécnto. lo que indica una disminuclén enla’ concentraclén globular medla de

hemoglobina Esto suglere una acci e la MEL sobre los sistemas ematopoyéllcos w

los érganos/llnfoldeos estudiado timo,.bazo e‘higado Aunque la direccién de estos

' e!ectos en el caso del tlmo son opuestos a los reportados por otros autores.
‘Algunos estudios indican que la involucién del llmo provocada por lesiones en el drea
hipotalémica anterior {9,35) y por el estrés (30,41) (mediante inmovilizacion del
animal), es n.eutrallzada por la adminigtraclén vespertina de MEL, que es
antagonizado por un bloqueador de receptores opicides. El aumento del tamaiio del
timo provocado por la administracién de MEL exégena ha sido interpretado como un

efecto inmunoestimulador. En estos trabajos se menciona un incremento en el nimero

52



de las células de Ia corleza de llmo (19) sln camblos Imporlantes enla’ medula de la-

reportadvov p

 resultados’

: énlrﬁéleﬁ I'n‘munpcqmpromelldo En. ellos espuesla y. grado de senslbilldad del

) slslema Inmu

muy dilerenles a Ios encon(rados en anlmales cuyo slstema
- Inmune no esta comprometldo (47) ‘
B Tanto en anlmales que reclhlsron MEL asl como en'los Pinealectomizados se
‘generé un Inqremenlo del Indice soméllco del bazo respecto a los sujetos controles
' (éféﬂca 10). Este efecto, el cual ha sido reportado por otros autores (59) es un
indicio dé una accién directa de la MEL sobre este érgano linfoideo, Esta accion puede
ser resultado de la estimulacién hematopoyetica extramedular que resulta de la
aplicacion de MEL; y que tambien se observa cuando se modifica el patrén de
lluminacién ambiental. Aunque en nuestro estudio no observamos un cambio en la
cantidad de hematies en sangre referida como el hevmatécrito {Grética 11 y 12). Por
el contrarlo observamos una disminucién significativa en la concentracién de
hemoglobina, Tambien una diferencia de esta indole puede explicarse por definicién en
el modelo experimental empleado. Cabe mencionar que el andlisis histoldgico de este

6érgano no mostré una modificacién aparente que pudiese ser resultado de la
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administracion de MEL o de la pinealectomia. La MEL también mostré efectos sobre el
higado, su acgién particular fue un decremento {Gréfica-15) en el Indice organosémico
lo ‘que se traduce como una disminucién eﬁ VSl‘J téméﬁai Esté efecto puede ser

resultado de’ acclones metabdlicas provocadas por esla neurohormona. Por e]emplo

su administracidn proveca produccién slgnlhcatlva de la N acetll-transferasa hepétlca‘ s

(56). Estos electos son de: tal Intensldad que‘ provocan alteraclones metabéllcasi ;i -

sislémicas. sltuacldn que no fue obs 7rvada en nuestros su]etos experimentales (26)

Finalmente Ios efeclos que observamos sobre el fndlce organosémlco de los

teslfculos el cual fue de un Incremento‘ nos lndlca que la administracién de MEL ejerclo'

los efeclos farmacolégicos cara erl‘sllcos. Por lo que nuestro modelo experlmental
mostré Ia respuesla cléslca a esta neurohormona‘ En el hémster. la apllcaclén dela
' MEL provoca camblos hlpotréﬂcos en este drgano sexual (18,32). Mientras’ qus en la’

rata el,e'fecm‘ no.es necesarlamente antigonadotrdpico, sino que es en algunas :

.- épocas del -afio el-mismo que el de la pimavera; los efectos son basicamante™="" """

goﬁaﬁotrdpicbs (32). A pesar del incremento sn eyl tamaio la cltoarquiteclufa del

lest_lc'ulo‘ no mostré alguna modificacién de su patrén normal. Toﬁados en su

con]'u‘nto‘eslos resultados son indicativos de la existencia de una interaccion entre la

: Gléndulab Pineal y el Sistema Inmune. Estos resultados apoyan una accion
Inmunomoduladora de la MEL

Aunque aun el slgnlﬂcado ﬂsloléglco y patoléglco de tal interaccion es

desconocldo. Exlsten todavfa muchas preguntas que responden sobre este tépico.
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desconocido. Existen todavia muchas preguntas que responden sobre este tépico.
Las mds vigentes en relacién con los efeclos de esta hormona sobre las variaciones
ciclicas de estas célutas. Tamblén es imporante definir el efecto que indoles o incluso
otros péptides de la pineal estdn jugando en la accién neuromoduladora de esta

gldndula {1,3,23).
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