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Sistema nervioso central.
Unidades internacionales.
Significativo (p < 0.05).

Muy significativo (p < 0.01).
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RESUMEN

La panticipacién de la gldndula pineal sobre los procesos de
ansiedad y estrés en los organismos es objeto alin de mduitiples
controversias, Algunos estudios muestran que tanto estructural como
funcionalmente, la gldndula pineal responde a situaciones como el estrés
crénico y la ansiedad duradera. Por otro lado, la administracién de los
compusesto provenientes de esta estructura, modifican en forma
importante las respuestas conductuaies de diversos organismos hacia los
estimulos productores del estrés. Algunos autores consideran a esta
glandula como un drgano tranquilizante, porque segin ellos, la Melatonina,
principal hormona de esta glandula, revierte todos aquellos efectos
provocados por la administracién de estimulos estresantes. Sin embargo,
en un contexto fisiolégico, la participacion de esta estructura, aan no ha
sido completamente demostrada. En este estudio se analizé el efecto de la
administracién de la Melatonina sobre la formacidon de ulceras géstricas
en ratas, provocadas por el sometimiento de los animales a dos estimulos
estresantes, la inmovilizacién y el frfo. A Ratas de la cepa Wistar, se les
administré una dosis de 0.5, 2.5 6 5.0 mg/kg de Melatonina; o una
aplicacién de la solucién vehiculo en los animales controles, 30 minutos
antes de introducirlos, durante 4 hrs, en un inmovilizador localizado
dentro de un refrigrador a 5.0 + 0.5 °C. Grupos de sujetos, con una
pinealectomia previa realizada 11 6 22 dias antes de esta sesién
experimental y un gfupo control, con faisa pinealectomia, también fueron
sometido al mismo diseflo experimental. El modelo experimental utilizado
provocé la formaciéon de dlceras géstricas en el 100% de los sujetos
controles, con un promedio de 5.058 + 3.71 ulceras por animal; con una
longitud de 11.823 + 11.272 mm en promedio. La administracién de la
dosis de 5.0 mg/Kg de Melatonina causaron una reduccién significativa
sobre la induccién de Ulceras géstricas, tanto en el nimero como en la
longitud de las mismas. Si embargo, la pinealectomia no provocé efecto
alguno, ni sobre el numero o la longitud de llceras experimentadas por los
sujetos. Estos rasultados indican que desde un punto de vista
farmacolégico, la Melatonina posee la capacidad de prevenir o revertir los
efectos deletéreos del estrés sobre algunos de sus manifiestaciones
orgénicas, pero no sustentan una paricipacion fisiolégica de esta gldndula
sobre un mecanismo antiestrés endégeno.
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L.a Glandula Pineal (GP) de los mamiferos es una estructura que
interviene en la sincronizacién de todos los ritmos biolégicos con los
pardmetros ambientales (luz, temperatura, ferohormonas, etc.) o internos
(estimulos psicogénicos, autoantigenos, células cancerigenas, etc.). La
principal hormona de ésta gléndula, Melatonina (MEL), es un potente agente
inmunoregulador la cual antagoniza los efectos inmunosupresores de la
ansiedad aguda y el estrés (13,14,84, 85).

La liberacién de esta MEL por la GP, se realiza también a través de
rntmos circanuales, circadianos y ultradianos, los cuales se describieron
en todas las especies hasta ahora estudiadas, incluyendo al hombre. Los
ciclos de secrecién de MEL son dependientes de la altitud geografica y de
cuestiones topograficas de los sitios en que habitan las diversas especies.

El papel de la MEL como un modulador del comportamiento biolégico
de todas las especies (67), se encuentra relacionado con la cantidad de fuz
ambiental. El fotoperiodo (cantidad de luz en un dia) es quizd el parametro
amblental que se modifica de manera mas regular; por lo que los seres
vivos han desarroliado mecanismos para sincronizar sus ritmos, con base
a la cantidad de luz ambiental.

Esta es la razén por la cual los sistemas neurales detectores de la
luz ambiental se han desarrollado importantemente en todas las especies.
También aquellas estructuras integradoras de ésta informacién, han
mostrado un desarrollo importante. Una de ellas es la GP. La relacién entre
la pineal y las vias y estructuras nerviosas involucradas en la transmisién
de la informacién fética, se manifiesta en la capacidad de la GP para
sintetizar MEL; lo cual ocurre en una forma ritmica asociada a la cantidad
de luz. Tal tipo de secrecién, le permiten mediar los cambios inducidos
por el fotoperiodo.

La GP fué descrita desde la antigiiedad, sin embargo, su
investigacién sistematizada se Inicio apenas a principios de éste siglo. Ei
punto de partida lo constituyeron estudios morfoldgicos comparativos
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realizados en anfibios, reptiles y mamiferos. Estos estudios muestran que
la GP evolucioné desde ser un 6rgano fotorreceptor en especies inferiores,
hasta un 6rgano glandular con funciones secretoras en los mamiferos. A
principios de este siglo, el aislamiento y caracterizacién de la MEL,
mostré que la GP posee acciones antigonadotrépicas er: una gran variedad
de especies, sobre todo en aquellas que poseen una reproduccién
estacional. Aunque en muchas otras especies la GP ejerce una gran
cantidad de funciones no reproductoras, pero todas ellas relacionadas con
el fotoperiodo (47,106).

Desde una perspectiva global, la GP, se encuentra involucrada en
aquellos aspectos adaptativos, los cuales son necesarios para mantener un
medio interno estable y acorde con los cambios ambientales oxtremos.
Dentro de la gama de acciones descritas para la pineal, existen efertos
antiestrés e incluso ansioliticos (50) descritos en algunos modelos
- animales experimentales.

La alteracién de este medio interno provoca una reaccién definida
como el °"sindrome producido por diversos agentes nocivos" y gue
posteriormente fue conocida con el nombre de "sindrome general de
adaptacién® (SGA) o ‘"sindrome de estrés biolégico" (2,50,51,90,93).
Entendiondo al estrés como "“la respuesta no especifica del organismo a
toda demanda que se le haga®. Esta definicidn, propuesta por Selye, es muy
amplia y significa que cualquier demanda, sea la que sea, fisica,
psicolégica o emocional, buena o mala, provocard una respuesta biolégica
del organismo, idéntica y estereotipada. Esta respuesta es mesurable y se
corresponde con secreciones hormonales, las cuales son responsables de
las reacciones sométicas, funcionales y orgdnicas, al estrés (93).

La mayoria de las veces, las respuestas de los organismos ante el
ostrés se hacen en armonia, con la mayor naturalidad y sin consecuencias,
ya que estan adaptadas a las nomas fisiolégicas del sujeto. Mientras que
otras veces, las respuestas exigidas por una intensa y prolongada
demanda, son excesivas y superan las capacidades de resistencia y de
adaptacién del organismo. En ese caso, ta! situacién desemboca en la
ansiedad y angustia (93). Existen datos experimentales indicadores de que
en algunos estados de estrés la GP participa en los procesos de defensa
contra factores agresivos del medio ambiente.
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El mecéanismo por e! cual la MEL provoca efectos antiestrés no son
ciaros, aunque esto Implica efectos sobre varios maecanismos
neurofisiolégicos responsables de generar las modificaciones fisiolégicas
que se presentan durante este proceso. Si la MEL actia dentro de un
procedimiento antiestrds, y como consecuencia ansiolitico; entonces esta
hormona no sé6lo es un posible agente terapéutico, sino también una
herramienta Otif y natural de el entendimiento de la funcién cerebral de
estas alteraciones (4).

El presente trabajo pretende analizar la relacién que existe entro la
GP (MEL enddgena y exégena) y la respuesta fisiolégica en situacién de
estrés provocado experimentalmente, e! cual implica la formacién de
ulceras gdstricas como respuesta a una seria alteracién ambiental.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION
1.1 HISTORIA

La Gl!andula Pinsal {GP), ha sido desde la antigiedad el objeto-de
multiples estudios, los cuales 18 han atribufldo una gran cantidad de
funciones. La primera descrpcién de esta estructura la realizé Heréfilo de
Alejandria (325-280 A.C.), quien asigné una funcién glandular. Mas tarde,
Galeno de Pergamon (130-200 D.C.), di6 el nombre de Pineal a la glandula
(llamada asi por su forma de cono) y de Konarium a la narte del ganglio
cervical superior que inerva a ésta glandula. Este nervio alin conserva el
nombre de nervia conario (47,106).

Diversos autores han especulado sobre el significado funcional de la
Pineal; asf, Aristételes la consideré una vélvula que reguiaba el flujo de
los humores (pensamientos) (47,106). Mientras que para Descartes la
Pineal constituia e! asiento del alma (11,45,89). Para éste autor, los
sentidos percibirfan el mundo circundante generando una informacién que
alcanzarfa la GP a través de hilos (nervios) cerebrales.

Para los filésofos hindues la pineal se consideraba como el 6rgano de
la clarividencia; mientras que para los griegos ésta representaba un
esfinter o! cual controlaba el flujo de la sustancia vital (47).

En épocas mds recientes, autores como Marburg sugirié una funcién
neuroenddcrina y la relacioné con la actividad de los érganos sexuales.
Esta postulacién se realizé a principios de éste siglo, cuando ya para
entonces la existencia de los érganos enddcrinos fue una realidad. También
a principios de éste siglo se identificé a la MEL comou el producto de
secrecién de la pineal y autores como Kappers determinaron los principios
anatémicos de su inervacién (16,46,47). El descubrimiento de la MEL se
realizé en 1917 cuando McCord y Allen (58,68) describieron que los
oxtractos de gldndulas pineales de bovinos, contienen una sustancia que
causa un aclaramiento de la piel en anfibios y reptiles. Posteriormente
Lemer y Case lograron el aislamiento e identificacién quimica de esta
hormona, la cual quimicamente es un indol (5-metoxi-N-acstiltriptamina)
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(58,58,60). Gracias a este descubrimlento se inicié la etapa del anélisis
exparimental 'de ias funciones de la pineal. Lo que a su vez permitié
investigar la influencia que la MEL ejerce sobre varios érganos y sistemas.
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1.2 FILOGENIA

La MEL se encuentra en los liquidos corporales de todos los animales
hasta ahora estudiados; aunque no todos fos animales poseen una GP. Asl,
animales como el elefante, y el cocodrilo carecen de ella, pero no por ello
su sistema nervioso central es ajenoc a la influencia de la MEL (49). Al
igual que las tunciones de otros drganos, la funcién de ta GP se ha
desarrollado como consecuencia de cambios adaptativos.

Filogenéticamente la GP deriva de una estructura fotorreceptora y su
transformacién hacia un 6rgano glandular, ocurrié6 como respuesta a
cambios ambientales (47,54). Ademds, la funcién de esta gldndula en aves
y mamiferos s fundamentalmente secretora, pero tal actividad es
intensamente influida por la luz ambiental. :

El proceso de adaptacién implica la manifestacién de una conducta
propicia ante cuaiquier variacién del medio amblente. El fotoperiodo
ambiental, constituye el pardmetro ambiental que utlliza la mayoria de los
seres vivos para determinar las diferentes epocas del afo, etapas del mes
y hora del dia; con esta informacidén ajustan su conducta al entomo
ambiental. Tal situacién provoca que todas las funciones de los
organismos vivos, muestran un patron ciclico que se relaciona directa o
indirectamente con el fotoperiodo. En otras palabras, funciones como, la
termorregulacién, los patrones de suefio-vigilia, la actividad intelectual,
la presién arterial, la ventilacién etc, muestran cambios ciclicos a lo
largo de los dias, meses y afos, los cuales se relacionan con la cantidad de
luz ambiental (16,79).

Dentro de las estructuras que funcionan como intermediario entre la
luz y el Sistema Nervioso Central (SNC) se encuentra fa GP. Por esta razén,
también todas las funciones que realiza esta gldnduia se encuentran
asociadas al fotoperiodo. Asi, la MEL ejerce acciones sobre la
pigmentacion de la piel y la operacién motora en los anfibios, actividades
que muestran una oscilacién circadiana. Por otro lado, en algunos roedores
su papel es bésicamente el fungir como un regulador de la actividad
sexual, la que definitivamente es ciclica en estos animales.
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También desde un punto de vista filogenético, en animales inferiores
como los reptiles la GP constituye todo un sistema pineal con diferentes
estructuras. Este sistema se desarrolia en fase temprana y alcanza su
méxima expresién al momento del nacimiento. En estos animaies, la pineal
es basicamente fotoreceptora y el sistema pineal se localiza en el techo
del craneo y debajo de un adslgazarniento éseo. Una parte de este sistema
lo constituye el 6rgano parapineal, el cual se denomina tercer ojo en las
lagartijas (32,75). Tal estructura muestra una alta homologia con los ojos
frontales y posee muchos elementos fotosensibles, los cuales han
persistido en la evolucién de la mayorfa de los reptiles.

En los sujetos jovenes, e! tamafo de la gldndula es mayor que
durante la etapa adulta (27). Ademds, en algunas especies como los
equinos y los humanos, ia GP se calcifica a medida que avanza la edad, por
lo que es posible observarla en ios estudios radiolégicns. Estas
calcificaclones son depdsitos de sales de fosfatos, calclo, magnesio y
carbonato (Arena Pineal) (31,86,103). Durante mucho tiempo se consideré
que estas concreciones calcareas son indicios de un desarrollo regresivo
de tipo degenerativo; sin embargo, cada vez hay mas evidencias en el
sentido de que se trata de un proceso funcional (52,105).

Morfolégicamente la GP puede adoptar diversas caracteristicas
estructurales. Asf, en los mamiferos existen diferencias Interespecificas:
ias hay de tipo alargado, cénicas, piriformes, redondas, en forma de hueso,
otc. Ademds de existir vertebrados en los cuales la pineal es rudimentaria
o ha desaparecido. En el caso de las aves, se han descrito tres tipos de GP,
de acuerdo a su apariencia morfolégica macroscépica.

Desde un punto de vista filogenético y ontogénico, los pinealocitos
(las células propias de la GP), derivan de fotorreceptores tipicos de los
ojos laterales. En los vertebrados inferiores estas células son aun
sensibles en forma, directa a la luz; mientras que en los vertebrados
superiores, los pinealocitos ya perdieron esta capacidad, pero siguen
siendo influenciados por la iluminacién ambiental. En este caso esta
* informacién fética la reciben a través de la inervacién simpética graclas
al nervio conario (32,47).
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En témminos generales, todos los mamiferos poseen dos tipos de
pinealocitos, los cuales difieren en estructura, signos morfolégicos de
funcién secretora y tal vez, en su posicién.



INTRODUCCION

1.3 ANATOMIA

En los mamiteros la GP, también denominada eplfisis cerabril, se
localiza por encima de la porcion superior diencefdlica, cerca del borde
superior del tercer ventriculo y por debajo del extremo posterior del
cuerpo calloso (11,27,44,92,98,104,106). La GP se relaciona con el resto
del Sistema Nervioso Central (SNC), a través de un pequefo fallo que se
une a la comisura habenular y al dérgano subcomisutar (107). Otra
comunicacién se establece gracias a los nervios conaril (46), los cuales
son nervios simpéticos provenientes de fos génglios simpéticos cervicales
superiores (GSCS) y que ejercen un tono simpético sobre los pinealocitos
de ésta glandula.

En la rata, la GP es una estructura impar epitaldmica y esferoide,
con un didmetro no mayor a 2 mm, que se localiza en la parte mds
posterior del cerebro, en la linea media inmediatamente por debajo de la
confluencia del seno venoso longitudinal con los laterales. Ventraimente
se localiza por arriba de los coliculos superiores y su pared dorsal se
opone a la tienda del cerebelo (46,78) (Fig.1).

NERVIO CONARII

IPINEAL DE RATA l CRANEO
SENO VENOSO
- ———
SAGITAL y CEREBELO
GLANDULA
s NDEL PINEAL
CINGULO
CUERPU .
CALLOSO MESENCEFALO

COMISURA POSTERIOR

P. CAROTIDEO
3er. VENTRICULO COMISURA HABENULAR

FIGURA 1. Representacién esquemética de la Glandula Pineal de la rata

donde se observan las relaciones anatémicas que ésta glandula guarda con
el resto de las estructuras epitaldmicas (22).

7



INTRODUCCION

En e! humano, la pineal también es un drganc impar, situado en la
linea media pero localizado sobre el tercer veniriculo. Su forma puede
varlar, desde oval, hasta piriforme e incluso, esférica. Su longitud es de 5
a 10 mm y su grosor de 4 a 7 mm; mientras que su peso es de 100 a 250
mg. La pineal estd cublerta por la pia madre, y sélo en el centro se adhiere
a la comisura habenular. (FIG. 2). ’

cuerpg,

calloso glandula
pineal
/ coliculos
receso del superiores

3er. ventriculo

FIGURA 2. Representacién esquemaética de la gldndula pineal de los
humanos. Se observan las relaciones anatémicas con el resto de
estructuras diencefdlicas; asf, como su vecindad con el sistema
ventricular cerebral (43).

La GP posee vias nerviosas que la conectan con la comisura posterior
y los nticleos habenulares; aunque su principal inervacién la constituyen
las fibras simpéticas conarias. El neurotransmisor ds estas fibras es la
noradrenalina (NA), cuya liberacién obedece a un ritmo circadiano regulado

8
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por el nucleo supraquiasmatico de! hipotdlamo. Este nucleo posee una
actividad sincronizada al fotoperiodo (46,47.64,70,71,97,102,103). La GP
pertenece a la categorfa de alargamientos e invaginaciones del sistema
ventricular cerebral que han sido denominados "Organos
Circunventriculares® y los cuales carecen de barrera hematoencefdlica.

1.4 FISIOLOGIA

Muchas de las funciones que ejerce la GP son dependientes de la
especie y de la época del aflo y hora del dia que se trate; asf, en los
anfiblos, la GP tlene una accién blanqueadora en la piel (43). Mientras que
en los roedores su accién es bdsicamente antigonadotrépica (17). En el
hombre, ademas de sus efectos neurcendécrinos la GP provoca acclones
conductuales importantes (28,52).

Diversos estudios muestran que la GP participa en varias funciones
tales como la regulacién de! metabolismo general (99), 1a reguiacién de la
temperatura (8), la composicién de los liquidos corporales (3), la
actividad locomotriz (25) y la pigmentacién cutdnea (74), entre otras.
Estas funciones son mediadas por las hormonas que son sintetizadas y
secretadas en la GP.

En los mamiferos la GP participa en la regulacién de la fisiologia
enddcrina y cerebral. Su funcién consiste en ser un transductor
neuroendécrino, ya que posee una entrada de informacién fética sensorial,
misma que se transduce en una salida de tipo humoral (Neurotransmisores
(NT),Hormonas) (47,55,69,70,82,83,106). Sin embargo, a pesar de la gran
cantidad de informacién que se posee sobre esta glandula, muchas de los
efectos fisiolégicos que ejerce, sobre todo en el hombre, sigue siendo un
enigma y objeto de la especulacién (43).

Quiz4 la caracteristica que hace Unica a la GP es su propiedad para
sintetizar y liberar hormonas de acuerdo al patrén fotoperiédico
ambiental. Asi, los niveles plasméticos de hormonas pineales son maximas
durante {a escotofase y se reducen al mfnlmo durante la f{ololase
(15,26,30,52) (FIG 3).
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RITMO DE SECRECION DE MELATONINA
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FIGURA 3. Representacién grafica del patrén de la concentracién de: la
serotonina (A), la enzima N-acetiltransferasa (B), N-acetilserotonina (C),
la enzima hidroxindol-orio-metil-transferasa (D), y la melatonina. (E), en
la gldndula pineal de la rata. Se observa que las concetraciénes de todos
estos compuestos varfan de acuerdo al patrén fotoperiddico. La MEL
alcanza su mdxima concentracién durante la escotofase (90,93).
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Debido 'a que la GP no tlene elementos fotosensibles propios
(21,22,23), la informacién fética alcanza a la GP a través de un circuito
que se origina en la retina, tracto retinohipotaldmico, y de ahi se dirige al
nticleo supraquiasmético (35). De esta estructura, las fibras se dirigien al
hipotdlamo lateral para descender por la columna intermediolateral de la
médula espinal. Sitio de origen de las células preganglionares que
conformardn la via aferente del génglio cervical superior.
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MELATONINA

2.1 SINTESIS DE MELATONINA

La Melatonina ( N-acetil-S-metoxitriptamina ) ( MEL ), es la hormona
indélica mas estudiada de la GP, su nombre deriva de el efecto blanqueador
sobre la piel de los renacuajos y ranas. Esta acccién resulta de promover
la agregacién de los grdnulos de ls. melanina, alrededor de los nucleos '
celulares, en los melanéforos tisulares (27,43,78).. Los efectos
neuroendécrinos que fa MEL ejerce en los roedores se traducen en una
inhibiclén de la sintesis y liberacién de varias neurohormonas
hipotaldmicas; aunque se desconoce e] mecanismo de accién celular
utilizade para provocar tales efectos. Esta monoamina puede ser acetilada
por la enzima N-acetll transferasa, para convertirse en N-acetil
serotonina o bien ser oxidada para formar el 5-hidroxiindol-3-dcido
acético por la enzima aldehido deshidrogenasa; o finalmente ser
metabolizada hacia S5-hidroxitriptofol. Los compuestos 5-
hidroxitriptofano, S-hidroxitriptamina, 5-hidroxiindol-3-4cido acético, 5-
hidroxitriptofol y N-acetil serotonina pueden ser metilados por la enzima
Hidroxindol-O-metil transferasa (HIOMT) (5,80), para formar diferentes
compuestos. De tal manera, que se obtienen compuestos 5-metoxilados; de
los cusies, la MEL y el 5-metoxitriptofol (5-MTF) son las sustancias més
importantes que ejercen mayores etfectos neuroenddcrinos
{7.8,26,62,105,108) (FIG. 4).
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SINTESIS DE MELATONINA
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FIGURA 4. La sintesis de MEL a partir del triptéfano, requiere de la
participacién de 4 enzimas. La primera es la hidroxilasa del triptéfano (1),
enzima limitante de esta reaccién. La segunda es la descarboxilusa del 5-
hidroxitriptéfano (2), después la N-acetiltransferasa (3) y finalmente la

Hidroxindol-O-metiltransferase (4) (90,93).
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2,2 MELATONINA, ESTRES Y ULCERAS GASTRICAS

Debldo o a su inervacién simpédtica el control de la funcion de las
hormonas de la pineal se realiza principaimente por la concentracién de
Noradrenaiina (NA) (6,96). Cualquier circunstancia que produzca un
incremento en la concentracién de NA, tal como el estrés, se acompadard
ademds de un incremento en las concentraciones de las hormonas de la
pineal (24,87). El papel de este incremento de MEL durante las situaciones
de estrés es aun desconocido. .

Debido a que !la administracién de MEL exdgena produce una reduccién
de muchos pardmetros fisiolégicos que se incrementan con el estrés, tal -
como la presién arterial, la temperatura, la actividad locomotriz, los
niveles de glucosa (65), etc. Es probable que la pineal pueda rovertir todas
las alteraciones fisioldgicas causadas por el estrés, lo que harfa de la MEL
una hommona ‘“tranquilizadora® (89). La confirmacién de ésta aseveracién
implicaria ademds el discutir un mecanismo fislolégico “antiestrés” dsl
cual la GP formaria parte (53,84,85).

Este sistema antiestrés, implicarfa ademds la participacién de otras
varias estructuras debido a las manifestaciones muiltifacéticas que éste
cuadre presenta. Ya que independientemente del agente causante del
ostrés, cualquiera que sea su accién inicial y su punto de partida en e!
cuerpo, éste provocard finalmente unas reacciones generalizadas. Las
cuales se traducirdn en un conjunto de modificaciones biol6gicas
responsables de las distintas manifestaciones sintomaticas funcionales y
orgdnicas caracteristicas del estrés.

No hay que olvidar que entre otros mecanismos de defensa, el estrés
es una respuesta de defensa que permite a nuestros diversos. érganos,
principaimente las gldndulas endécrinas y el sistema nervioso, el
adaptarse a las modificaciones que se producen en el interior y en el
exterior de nuestro cuerpo. Las manifestaciones propias del estrés se
producen en tres etapas diferentes; una reacci6n de alarma, una etapa de
resistencia y una fase de agotamisnto; aunque, no necesariam
ente se musstran en forma muy clara. Sdlo el estrés grave desemboca en
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e} agotamlento y en la musrte (19,61,93).

La respuesta del organismo al estrés implica la particlpacién de dos
gistemas de defensa cerebrales: el sistema nervioso y el -sistema
endécrino u hormonal, los cuales desempefian un papel Importante en los
procesos de adaptacién y en la resistencla a las agresiones (2,90,93). (Ver
FIG. 5) Con lo cual se mantiene la homeostasis del organismo, es dacir, el
equilibrio biolégico y la estabilidad fisioldgica del medio interior, a pesar
de los diferentes camblos provocados por el estrés.

Durante el estrés, los sistemas de mayor actividad son el sistema
nervioso simpético (el cual produce catecolaminas como NT y los libera
por sinapsis) y la médula-suprarrenal (la cual produce catecolaminas como
hormonas, dentro de las cuales adrenalina es la mas importante;
noradrenalina y dopamina son menos) (66,95).

La participacién de las gldndulas suprarrenales, consiste en producir
hormonas llamadas corticoides, de entre las cuales la principal es la
cortisona o cortisol. Estas hormonas se denominan también hormonas del
estrés u hommonas de la adaptacién (84,85). Como el estrés puede ser
medido por la intensidad de sus manifestaciones. Entonces la actividad de
la corteza suprarrenal es diferente durante cada una las tres fases del
estrés. Asf, la secrecién de los corticoides en la sangre se incrementa
rdpidamente durante la reaccién de alarma, lo que provoca una
hipersecrecién de las cortezas suprarrenales. Posteriormente, esta
secrecién desclende hasta el limite de lo normal durante la fase de
resistencia; para volver a subir, generalmente muchas veces por encima
del nivel méximo, durante la fase de agotamiento (93).

El estrés pernicioso se presenta cuando el sujeto se encuentra
sometido a una dosis de estrés que acumulada supera el umbral éptimo de
adaptacién y el organismo empicza a manifestar sefiales de agotamiento.
El lapso de aparicién de esta fatiga es variable, y depende tanto del perfil
psicolégico del individuo como de la suma y de la frecuencia de Ias
adaptaciones previamente experimentadas. Cada vez que se presenta el
estrés, se provoca una secrecidn de hormonas “adaplativas®, como ACTH
(corticotropina) y hormonas suprarrenales, sobretodo adrenalina de
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médula. Esta secrecién es de mayor magitid en relacién a lo violento de ia
emoclén desencadenada, a la duracidn de la misma y a la posibilidad de
que se repita (41).

Existe una predisposicién genética de los individuos al estrés, la
cual es reforzada por el medio ambiente en que se desarrollan. En las
sociedades modernas, los factores estresantes se han multiplicado
exponencialmente, lo que ha hecho del estrés y como consecuencia de la
ansiedad, los padecimientos mds comunes en nuestros dias (84,85,93)
(Fig. 5).

CIRCUITO DEL ESTRES

AGENTE DEL ESTRES

HIPOTALAMO

L'unmnu\

,
*@Anl ENALINA
ESTOMAGO é
(CON ULCERA)
P

AN

PRINCIPALES VIAE DE LA REACCION AL ESTRES

FIGURA 5. Esquema representativo de los cambios endocrinos que ocurren
duante la situacién del estrés. El factor primordial es una descarga
excesiva y constante de catecolaminas, las cuales afectan todas les
esteras de la conducta humana (90,93).
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Desde el punto de vista fisiolégico, el estrés es el estado pemicioso
anterior a la ansiedad. Este Glimo concepto se define como un sintoma
vinculado a la idiosincracia de cada individuo, se trata de una emocién
humana universal, estrechamente relacionada con el temor, y que a menudo
sirve para propdsitos de adaptacién psicobloldgica. La ansiedad en general
esta asoclada con trastormnos psiconeuréticos, los cuales no pueden ser
explicados con facilidad en términos bioldgicos o psicolégicos.

En este padecimiento se encuantra una hiperactividad de los sisternas
adrenérgicos en el SNC, la cual virtualmente afecta a todos los sistemas
orgdnicos (29). Debido al incremento en la descarga del! sistema beta
adrenérgico, las manifestaciones fisiolégicas son: puiso acelerado,
aumento de flujo sanguineo, sudoracién excesiva y disminucién de la
salivacién (39,40).

Quizéd a manifestacién més reproducible en las situaciones de estrés
es la formacién de Ulceras pépticas. Estas son zonas de la mucosa géstrica
que se erosionan por la accién digestiva del jugo gdstrico, resultado de la
hiperactividad del sistema simpético. La accién de la norepinefrina en la
mucosa gdstrica es dual, por un lado estimula la produccién de écido y
por el otro provoca una vasoconstriccién de los vasos de la mucosa
gdstrica. La produccién de dcido, se ve incrementada ademds por los
niveles excesivos de cortisol, los cuales acompafian a los estados de
estrds, y el incremento en la funcién del jugo gdstrico, rico en enzimas
digestivas. Por otro lado la vasoconstriccién en la mucosa géstrica reduce
su capacidad para secretar una capa de moco, la cual la protege de la
actividad proteolitica de las enzimas gdstricas y del acido clorhidrico. La
causa ordinaria do la ulceracién péptica es el desequilibric entre la
secrecién de jugo gdstrico y el grado de proteccién producido por la
mucosa gastroduodenal y la neutralizacién del acido géstrico por los jugos
duodenales (31,48).

La localizacién mds frecuente de las ulceras gdstricas de estrés es
1a porcidén gastrodundenal que rodea a! pfioro, esfinter que controla ef
trdnsito entre el estémago y el duodeno. Ademaés, son frecuentes las
ulceras pépticas a lo largo de la curvatura menor del extremo antral de!
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estémago, y son raras en el extremo Inferior del eséfago, donde se produce
refiujo de jugo gdstrico (31).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAIIIE'NTO DEL PROBLEMA

Dentro de! esquema fisiolégico det estrés. La MEL es capaz de
revertir muchos de los cambios Inducidos por el estrés. Asf, la MEL,
provoca una reduccién sostenida sobre la liberacién de ia ACTH y como
consecuencia de! cortisol {34).

Ademds hormonas tales como la hormona estimulante de la tiroides
(73), !a noradrenalina y pardmetros como la presién arterial (1), la
ventilacién (100) e incluso la motilidad intestinal (72), se ven reducidas
por la administracién de MEL. Adicionalmente, la aplicacion de MEL
exégena provoca sedacién y es capaz de inducir suefio sin modificar el
patrén electrofisiolégico del mismo (69).

El papel de la MEL consiste en reveriir todos aquellos cambios
inducidos por una descarga de catecolaminas y cortisol provocadas a un
individuo sometido a condiciones estresantes o adversas, lo cual le
confiere un papel de sustancia antiansiedad o tranquilizante (89).

La MEL también ejerce efectos antiestrés en sistemas diferentes al
nervioso y endocrino, particularmente en el sistema inmune. Asi, la MEL
- ejerce eofectos Inmunopotenciadores, los cuales son utilizados para
potenciar la inmunizacién primaria (vacunacién) contra antigenos de la
mas variada naturaleza. Ademas la administracion de MEL exdgena
incrementa una gran cantidad de pardmetros inmunolégicos ya sea a nivel
humoral o tisular {94), situacion utilizada en el tratamiento de algunos
tumores cancerosos (18)

Esta informacién, sugiere la existencia de un circuito neuronal
"anti-estrés®, el cual podria estar ejerciendo un efecto tdénico sobre la
conducta. Una alteracién de este sistema ‘“anti-estrés” podria ser la causa
de aparicién de cuadros patolégicos conductuales consecuencia del mismo;
tal como la ansiedad y las neurosis.

El presente trabajo, pretende analizar la participacién de la MEL, ya
soa anddgeqa y exdégena en un modelo experimental Unico de estrés. Se
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trata de una combinacién de inmovilidad y frio, ei cual ha mostrado
excelentes resultados con farmacos de! tipo de las benzodiazepinas (89).

Muchas de las controversias sobre la participacién de la MEL sobre el
proceso de estrés y ansiedad, es resultado del tipo de modelo experimental
que se ha utilizado. Usualmente los modslos utilizados no cumplen clertas
caracteristicas ideales, como son la de reproducir fdcilmente este tipo de
conductas, y muchas veces las respuestas que se analizan no son
facilmente medibles, 1o que no permite comprender el fundamento de eilas
(20,36,42).

El modelo de estrés por baja temperatura y el modelo de estrés por
Inmovllizacién, son utilizados en forma individual muy frecuentemente.
Estos modelos inducen un estado de estrés observable en las respuestas
emocionales y adaptativas que provocan, aunque la variabllidad que
presentan en forma individual, se reduce considerablemente cuando se
utilizan en conjunto (10,12,110). Tal sltuacién constituye una oportunidad
inmejorable para analizar el efecto de la MEL o cualquier otro posible
fdrmaco antiestrés, sobre la respuesta a aeste padecimiento.

La valoracién del efecto antiestrés se realizard a través de la
cuantificacién de las ulceras gdstricas provocadas, asi como de Ia
longuitid de las mismas. Este experimento se realizard 'en ratas control
con administracién Intraperitoneal de MEL y en ratas pinealectomizadas,
en las cuales los niveles de MEL endégena han sido reducidos a un mfnimo.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

Con base en astos antecedentes, este estudio tiens como. pricipal
objetivo el describir y caracterizar una posible accién antiestrés de ia GP
de la rata. Para ello, se plantean (os siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Utilizando un modelo de estrés experimental, describiremos el
efecto que ejerce la MEL sobre la prevencién y las manifestaciones
fisiolégicas del estrés.

OBJETIVOS PARTICULARES

A).- Describir el efecto que ejerce la Melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina) sobre la formacién de dalceras géastricas
inducidas por una combinacién de estrés por inmovilizacién y estrés
térmico, en ratas.

B).- Determinar el efecto antiestrés de la MEL enddgena, a través de la
comparacién de los resultados experimentales obtenidos de ratas
pinealectomizadas, con falsa pinealectomia, e [ntegras.

HIPOTESIS
St la MEL forma parte de un sistema antiestrés endégeno, entonces
‘su administracién reducird ia cantidad e intensidad de Glceras gdstricas

de estrés en un modelo experimental en la rata. Mientras que la
pinealectomfa tendra el efecto opuesto.
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MATERIAL

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

1).- 128 Ratas de la cepa Wistar, con una edad de 3 meses + 1 sernana con
un peso de 180 a 220g.
2).- Alimento (Purina Rat Chow o Nutricubos Purina).

5.2 SUSTANCIAS

1).- ANESTESAL (Pentobarbital s6dico), a una dosis de 40 mg/kg. ip. Lab.
Smith. Kline & Franch.

2).- Penicilina G. Sédica (200,000 Ul/kg). Lab. LAKESIDE.

3).- Melatonina (SIGMA CHEMICALS, Company, St. Louis. Mo 63178 USA)

4).- PEG (Polystilen Glycol SIGMA CHEMICALS, Company, St. Louis. Mo

63178 USA).
5).- Agua destilada ( para lavar los estémagos )
6).- Dextran
7).- Formél.

5.3 EQUIPO ELECTRICO

1).- Taladro

2).- Rasuradora electrica. Small model TS Wahl. 0.32 AMP. 110-125v.
3).- Lampara con foco de 40 w.

4).- Cojin eléctrico. Hesting Pad. Neca. 819, Three heat. 5.

5.4 EQUIPO QUIRURGICO

1).- Pinzas para diseccién curvas
2).- Pinzas para disaccién rectas
3).- Pinzas buldog

4).- Tijeras cortas

5).- Tijeras largas

6).- Mango de bisturl con aguja
7).~ Espétula

8).- Porta agujas

9).- Jeringas ( insulina, y de 5 mi)

26



MATERIAL

10).- Aguja No, 22 y 27.

11).- Aguja dé suture G 312/15 ACUFIRM
12).- Sutura quirirgica trenzada calibre 3/0
13).- Gasas 7.5 x 5.0 cm PROTEC

14).- Bone Wax sterile W-31 ETHICON

15).- Esponja estéril GELFOAM.

5.5 MATERIAL DE VIDRIO

1).- Caja de Petri ( de 10 cm de diametro, PYREX)
2).- Vaso de precipitados 25 ml PYREX
3).- Termmémetro (TAYLOR de -20 °C a 110 °C)

5.6 EQUIPO FIJO

1).- Estereotaxico

2).- Refrigerador GENERAL & ELECTRIC

3).- Bebederos con agua

4).- Balanza analitica (FISHER SCIENTIFIC MODEL S-110).

§.7 VARIOS

1).- Caja de pléstico transparente con tapa de acero inoxidable

2).- Inmovilizadores con tapa

3).- Aserrin o Viruta

4).- Tablilla de cera

5).- Alfileres

6).- Regla para medir dlceras o Vemier.

7).- PARAFILM "M* ( Laboratory Film, American, Can Company, Greenwich,
Ct. 06830 ).
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6.1 METODOS

Para la realizacién de este trabajo experimental se utilizaron 128
ratas (25 ratas hembras y 103 ratas macho) de la cepa Wistar, con una
edad de 3 meses + 1 semana, lo cual corresponde a un peso corporal entre
180 a 220g. Las ratas fueron proporcionadas por el Bioterio de fa Facultad
de Medicina de Ciudad Universitaria, las cuales careclan de experiencia
experimental previa a este estudio. Estos animales se mantuvieron en
condiciones ambientales del laboratorio por un periodo no menor a 15 dlas;
antes de iniclar la fase experimental.

Todos los sujetos experimentales, se almacenaron en cajas de
acrilico transparente con tapas de reja de acero inoxidable, con cama de
viruta a razén de dos ratas por caja. Los sujetos tenfan aceso libre al
alimento y agua; la cual era administrada a través de un bebedero de
vidrio. Se procuré que los bebederos y comederos, siempre estuvieran
llenos con la cantidad suficiente de alimento y agua, para el grupo de
animales que cada caja contenfa. Durante los 15 dfas de adaptacion a las
condiciones de - laboratorio, el ciclo de luz-obscuridad se mantuvo
constante, con 14 hrs de iluminacién por 10 hrs de obscuridad, el periodo
de luz se iniciaba a las 6:00 AM Yy finalizaba a las 8:00 PM. Un dia antes de
iniclada la fase experimental se privaba a los animales de alimento
durante 24 Hrs, manteniendose el acceso libre al depésito de agua.

El total de sujetos utilizados fue dividido en nueve grupos
experimentales distribuidos de la siguiente manera:

GRUPO I: Conformado por 17 ratas macho, sin tratamiento quirargico
o farmacolégico alguno. Estos animales fueron sometidos exclusivamente
al proceso estresante dei modelo. Nuestro interés con éste grupo consistié
en determinar la efectividad del modelo experimental para provocar las
ulceras gdstricas.

GRUPO l.: Constituildo por 25 ratas hembras. Sin tratamiento

quirirgico o farmacolégico. Al igual que el grupo anterior estos sujetos
fueron somqtidos a la situacién estresante del modelo. Nuestro objetivo al
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utilizar este grupo, consistié en enalizar las diferencias en la respuesta
al estrés dependientes del sexo.

GRUPO Ill.: En un total de 10 ratas, somelidas al estado estresante y
la aplicacién de la solucidén vehiculo, en el cual se analizé el efecto del
PEG al 25% (solucién vehiculo del fdrmaco aplicado). Sobre la aparicién de
las ulceras gdstricas.

Los grupos IV, V, y VI recibieron una dosis de MEL (0.5, 2.5 y 5.0
mg/kg de peso, respectivamente) 15 minutos antes de ser sometidos a los
estimulos estresantes. El namero de estos tres grupos fueron 14, 19 y 12
ratas, respectivamente.

E! GRUPO VI estuvo constituldo por 6 ratas, las cuales fueron
sometidas a una falsa pinealectomia (FPx); en la cual los sujetos suiireron
la misma Intervencién quirirgica que los animales pinealectomizados,
pero a diferencia de ellos, su pineal estaba integra. Posteriormente a los
once dias recibieron los estimulos estresantes.

Los grupos experimentales VIl y IX, constituidos por 14 y 11 ratas,
respectivamente; fueron animales pinealectomizados (PX), en los cuales se
redujo la concentracién de MEL endégena. La diferencia entre ambos grupos
la constituye el tiempo que transcurrié entre la pinealectomia y la
aplicacién de los estimulos estresantes. En el grupo Vill este tiempo fué
de 11 dlas; mientras que en ei grupo IX éste fue de 22 dfas.

La pinealectomia (Px) es una intervencién quirirgica que consiste en
la extraccién total (cuerpo y tallo} de ia Glandula Pineal (GP). Esta cirugia
es sumamente delicada debido al riesgo que impiica el lesionar el craneo,
las meninges, el seno venoso sagital y los colfculos superiores. La
extraccién de ésta gléndula debe realizarse en aproximadamente 5
minutos. Para ello utilizamos ia técnica descrita por Hoffman y Reiter
(37).

Para efectuar tal Intervencién quirurgica, las ratas fueron
anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg/kg) (IP) y posteriorments
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colocadas en un aparato de cirugfa estereotdxica. Entonces, se rasuraba y
cortaba la piel del crdneo iimpiando todos los tejidos superficiales, por
medio de una trepanacién de aproximadamente 5mm de didmetro alrededor
de la sutura lambda, se localizaba la confluencia de los senos, como
referencia para encontrar a la GP.

Se seccioné la vena cerebral medial para exponer la GP, la cual se
extrala con ayuda de unas pinzas de diseccién. Posteriormente, Sse
reconstruyeron los planos colocando los fragmentos del hueso
correspondientes y cubriéndolos con cera para hueso, antes de suturar la
piel del crédneo {33). Como medida profildctica se aplicé una dosis de 400
000 Ul de penicilina G sddica cristalina para prevenir una posible
infeccién. Usualmente el animal se recuperaba del procedimiento
quinargico en un lapso no mayor a 3 dias.
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6.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

Después de 24 hrs de ayuno, los sujetos se pesaron y se administrd
ol tratamiento referido, dependiendo del grupo a que pertenecieran. En el
caso de la administracién de farmacos o solucién vehiculo, la aplicacién
se hizo por via intraperitoneal (IP), en el cuadrante {zquierdo inferior
abdominal. Para ello, se utilizé una Jeringa de tuberculina con una aguja
del numero 27 corta. Las diferentes dosis se ajustaron de tal manera que
el volimen de aplicacién siempre fuese de 100 microlitros por cada 100g
de peso corporal, aplicados en un lapso de 15 seg. Todas las soluciones
fueron preparadas inmediatamente antes de su aplicacién. En el caso de la
MEL, primero se pesd la cantidad de MEL correspondiente al peso de la rata,
en una balanza analitlica, posteriormente se disolvia en una solucién de
Polietilénglicol (PEG) al 25%, en agua destilada. El pH de esta solucién fué
de aproximadamente 6.5 - 6.9.

Una vez administrado el farmaco, los animales se introducian en un
inmovilizador de acrilico transparente {plano y liso de la parte de abajo,
de forma cilindrica a los lados y arriba), de 20 cm de largo y de 5.0 cm de
didmetro. Los inmovilizadores estaban provistos de orificins de 1.0 ¢cm de
didmetro (separados a su vez por intervalos de 1.0 cm) en toda la
supeificie. E! objetivo de estos orificlos es la libre ventilacién, para
mantener una temperatura constante a lo largo de todo el cuerpo de la
rata. (Fig. 6) El introducir a los animales en este depésito, restringfa los
movimientos laterales y anteroposteriores de las ratas.

Quince minutos después de colocados en el inmovilizador, los
sujetos se Introducfan en un refrigerador por un periodo de 4 hrs, e! cual
mantenia una temperatura constante de 5 °C + 0.5 °C durante la
experimentacién. La temperatura se verificdé con un termémetro, el bulbo
colocado en el interior del refrigerador; inmediatamente antes de que se
introducian a los sujetos e inmediatamente después de retirar a los
mismos. Las 4 horas de permanencia en esta situacién se realizaron en
oscuridad continua.

Una vez transcurridas estas 4 horas de estrés por inmovliizacién y
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frio, los animales se reliraban primero del refrigerador y después del
inmovilizador. [nmediatamente posterior a ello se sacrificaron por
desnucamiento con una barra metélica, lo cual les provocaba una muerte
instantdnea. Con la certeza que el animal estaba muerto se procedia a la
inmediata extirpacién del estdmago y del tercio proximal de!l duodeno. Este
_procedimiento usualmente consumia aproximadamente 3 minutos. El
estémago extraido se lavaba con solucién salina y se abria con unas
tijeras a lo largo de la curvatura menor. Para posteriormente extenderio vy
fijarlo con alfileres, sobre una superficie de cera dentro de una caja de
petri de 10 cm de didmetro.

FIGURA 7. Esquema de una rata dentro de un inmovilizador como los
utilizados en el presente trabajo. E! anima! permanecia durante 4:00 Hrs
(previo a ello permanecieron de 15-30 min. adaptandose al inmovilizador).

33



METODOS

"En estas condiciones, se procedid a contar el nimero de UGlceras
presentes y a rnedir la longitid del eje mayor de cada una de ellas, asi
como su localizacion dentro del estémago. Los animales se sacrificaron
con la finalidad de cuantificar los cambios morfolégicos, consecusncia del
proceso degenerativo provocado por la situacién de estrés, presentadas
por el tratamiento del modelo experimental.

En los animales con pinealectomia y falsa pinealectomia ademds de
extraer el estdmago, también se extrajo el cerebro y se fij6 en una
solucién de formaldehido al 10%, con la finalidad de confirmar el éxito de
la maniobra quirdrgica. Los datos reportados en este estudio provienen
exclusivamente de animales en los cuales la intervencién quirurgica logré
los resultados esperados (el parametro para precisar el que una rata
manifestaba la alteracion estomacal caracteristica de su lote, era el
indicador de que se tenian resultados adecuados).

Para el andlisis estadistico de los datos, se caicularon el promedio
del nOmero y de la longitid de ulceras para cada uno de los grupos; asf
como la desviacién esténdar, para fines estadisticos y el error estédndar
para fines gréficos. Se utilizé una prueba de U de Mann Whitney para
realizar comparaciones entre los diferentes grupos. Para considerar una
diferencia como significativa era necesario que la hipétesis alterna se
rechazara con un valor de p < 0.05.

Férmmula de la prueba de U de Mann Withney:

n162 (N162 + 1)
Caélculo del valor de U: Usne+__ = _ R
2
donde: R es el rango de la muestra y
n es el nimero de ratas experimentales

U- (nmn/2)
Célculo del valor de z: 2=
NI(n) (R2) (ny +nz + 1)) /12
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RESULTADOS

La conducta de los animales durante los 15 dias de amblentacién, a
las condiciones del laboratorio, fué pacifica, los animales dormf{an casi
todo el dia y su actividad motora fué practicamente nocturna. La ingesta
de comida y agua fué siempre satisfactoria, como se reflejé en la curva
ponderal. El peso corporal de todos los sujetos oscilé entre 180 a 220g,
después de los 15 dfas de habituacién a las condiciones del laboratorio.
Cuando se privé de alimento a los animales, éstos se ponlan inquietos, y en
ocasiones ingerian aserrin.

En relacién a los animales sometidos a la intervencién quirirgica,
durante los 2 primeros dias posteriores a la cirugfa, no ingerian alimento
y reducfan ligeramente (5-12 %) su peso corporal. Durante éste tiempo se
mostraban muy pasivos y con muy poca actividad locomotriz. Sin embargo,
a partir del tercer dia reiniclaban su actividad y para el quinto dia su
conducta y peso corporal era indiferenciable del resto de los sujetos. No
se presentd infeccién alguna de los animales intervenidos quirirgiramente
durante todo el tiempo de sobrevida a los mismos.

La utilizacién de los inmovilizadores provocé en ios animales una
actitid de mayor inquietud. Las ratas trataban de escapar, y al encontrarse
en un estado de limitacién de sus movimientos intentaban de girar dentro
del inmovilizador, buscando una salida y en algunos casos chillaban y
mordian ta superficie del mismo. Sin embargo, después de 10 min en
promedio, se tranquilizaban y sdélo mostraban un estado de alerta, sin
presentar movimiento alguno.

Una vez terminada la permanencia de los sujetos en el refrigerador,
los animales se resistfan a abandonar el Iinmovilizador y emitian
vocalizaciones, por eso en ocasiones era necesario jalarios de la cola. Una
vez fuera de del inmovilizador su actividad locomotriz era minima y su
temperatura era fria. Entonces se procedié al sacrificio por
desnucamiento.
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Al disecar el estémago se observé en forma directa el contenido del
mismeo. En todos {os casos se exirajo un lfquido amarillento, viscoso que
en ocasiones contenia restos de viruta. E! lavado gdstrico eliminaba todo
el contenido y permitia una visualizacién adecuada de la mucosa gastrica.

7 1

HUMERO TOTAL DE ULCERAS
o
1 L

4.5 ]

CTRL PEG FPx HEMBRAS
TRATAMIENTO

GRAFICA 1. Se rcuestra la relacién entre el promedlo dal nimaro total de Ulceras (Media +
ES) y el tr iento recibido. Los animal P tal ibi .mMEL(os 2.5 6 5.0
mg/Kg); mientras que los otros grupos. recibi la administracién de solucién vehiculo
(polietilenglicol al 10%); o bien grupos controles de ratas hembras (H) o ratas macho (M). La
administracién de MEL provocé una marcada reduccion, dependiente de la dosis, en la longitud
total de uiceras.

Las dlceras gdstricas aparecieron como una mancha negra sobre la
superficio rosada de la mucosa gdastrica. En esta tlcera los bordes de la
misma tendian a ser rojizos y su centro muy obscuro, se observaba a
simple vista un edema en los bordes de la Ulcera y un hundimiento en el
centro de la misma. Frecuentemente se observaron codgulos que se
desprendian con el lavado del estémago. La forma de las ticeras tué
siempre alargada con un eje longitudinal variable pero con eje transversai
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muy constante de aproximadamente 2 mm. La localizacién mds frecuente
de las Glceras, siempre correspondié a la curvatura mayor del estémago en
las proximidades del piloro sin invasidn hacla el duodeno.

En ningtin animal se observé perforacién gastrica o aiteraciones
macroscopicas de la serosa del estémago como consecuencia de las
ulceras.

NUMERQ TOTAL OE ULCERAS

5.0
TRATAMIENTO

GRAFICA 2. Se muestra la relacién entro el promedio del niumero de tlceras (Media + ES).
para los mlsmos grupos de animales, En este caso, la administracién de MEL bid

e "

una [ i6n en el ni de

Los cuadros | y |l muestran los promedios + DS, obtenidos en los
diferentes grupos de animales, en los que se determind el nimero y la
longitud de las dJlceras gAdstricas, provenientas de las 128 ratas
utiizadas. La ultima columna comprende al valor de p, resuitado de la
comparacién estadistica, utilizando la prueba U de Man Whitney, en los
diferentes grupos.

Como se observa, no existe diferencia significativa alguna en estos
dos pardmetros, entre 10s grupos control y el que recibié una
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administracién de PEG (Solucién vehiculo de la melatonina). Por lo que
utilizamos éste ultimo grupo para hacer la comparacién respectiva con los
grupos tratados con MEL. La comparacién entre los grupos de ratas macho
(!} y de ratas hembra (i) no arroj6é diferencia significativa alguna. Lo que
suglere que éste modelo experimental de estrés es igual de eficaz en
ambos sexos.

7
6.5
H
8
3 67
w
Q
5.5
=
]
o ]
£ 5
; 4.5
P
FPx Px11 Px22
TRATAMIENTO
GRAFICA 3. Como se observa en esta figura, ni la pinealsctomfa o la falsa pineal i

provocd efecto alguno sobre el nimero de tlceras géstricas.

Por otro lado la comparacién entre los grupos tratados con MEL y los
sujetos que recibieron PEG, mostré que la dosis de 0.5 mg/kg de MEL, no
produjo algin cambio significativo ni en el numero de dlceras (X= 5.428 &
2.708), ni en su longitud (X= 11.571 & 7.415), al compararlos con los
valores correspondientes al grupo tratado con PEG (nimero de ulceras X=
5.700 + 1.634; longitid de las Ulceras X= 12.200 * 5.862). Sin embargo,
los grupos tratados con 2.5 y 5.0 mg/kg de MEL; mostraron una reduccién
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signiticativa, dependiente de la dosis, en el numero de ulceras (p< 0.092,
p< 0.0001) y en la longitid de fas mismas (p< 0.044, p<0.0003;
respectivamente) (GRAFICA | Y II).

Por otra parte, al! comparar utilizando la misma prueba estadistica,
al grupo control con aquel que se sometié a una falsa pinealectomia (FPx),
se observéd que no existieron diferencias estadisticas significativas
alguna, ni en el nimero (p< 0.218), ni en la longitud de las ulceras (p<
0.085). ’

- - e = e
“w &N e N o=

LONGITUD TOTAL DE ULCERAS (mm)
~

CTRL PEG FPx HEMBRAS
TRATAMIENTO

GRAFICA 4. A pesar de que ss observaron dif ias en to a la longitud de ul
entre los diferentes grupos controles, estas dif, {as no son dfsti te significath
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CUADRO No. |

Resultados obtenidos para los grupos de datos donde se muestra la

LONGITUD TOTAL DE ULCERAS.
GRUPOS n X(mm) + DS P
CONTROL 17 11.823 11.272
PEG. 10 12.200 5.862 0.196
MEL 0.5 14 11.571 7.415 0.4071
. MEL2S5 19 9.578 7.697 0.044
MEL 5.0 12 3.000 2.556 0.0003
HEMBRAS 25. 14760 11.155 0.137
FPx 6 15.500 4.764 0.085
Px 11 DIAS 14 15.071 8.126 0.324
Px 22 DIAS 11 15.363 7.734 0.343

CUADRO No. il

Resultados obtenidos para los grupos de datos donde se muestra el NUMERO

TOTAL DE ULCERAS.

GRUPOS n X + DS p
CONTROL 17 5.058 3.731

PEG. 10 5.700 1.634 0.195
MEL 0.5 14 5.428 2,708 0.257
MEL 2.5 19 4.736 1.992 0.092
MEL 5.0 12 1.666 1.434 0.0001
HEMBRAS 25 5.240 2.785 0.321
FPx 6 5.333 0.815 0.218
Px 11 DIAS 14 5.642 2.499 0.466
Px 22 DIAS 11 5.454 1.631 0.438
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LONGITUD TOTAL DE ULCERAS (mm}
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PEG 0.5 2.5 .

TRATAMIENTO
GRAFICA 5. La administracién de Melatonina, provocé una reduccidn astadisti {

significativa en relacion a fa longitud de las ticeras de estrés.
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FPx Pxt1 Px22
TRATAMIENTO

GRAFICA 6. La extirpacién quirirgica de la gléndula pineal, realizada a los 11 o 22 dias, no
p bio i sobre {a longuitud de las Glceras do estrés. .

S algin
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DISCUSION

Los objetivos del presente trabajo experimental consistieran en
analizar la relacién o influencia que existe entre el estrés y la MEL
(principal hormona de la gladndula pineal), a través de un modslo
experimental, caracterizado para evaluar compuestos o sustancias con
ofectos anti-estrés. Estudios previos muestran que la MEL poses un
efecto protector y estabilizador bajo condiciones de estrés inducido
(37).

El modelo experimental utilizado en el presente estudio, plantea
dos situaciones estresantes conjuntas, la inmovilizacién y las bajas
temperaturas. Estas dos situaciones, ya hablan sido utilizadas por
separado, como estresores, por otros autores (50,51).

La eficacia de este modelo experimental utilizado se puso de
manifiesto en los grupos controles. En promedio estos animales
mostraron aproximadamente 5.4 dGlceras, con una longitid cercana a los
13.5 mm. Aunque estos valores son menores a los reportados en otros
trabajos (91).

Iniclaimente, intentamos dilucidar la existencia de alguna
diferencia dependiente del sexo sobre !a respuesta al estrés; por esta
razén manejamos un grupo de ratas macho y otro grupo de ratas hembra.
Tal sugerencia se basé en que algunos autares (51) manejaron ratas
hembra en situaciones de estrés por inmovilizacién; mientras que otros,
(50,58) sélo utilizaron ratas macho. En ambos estudios se sometieron a
estos animales a condiciones estresantes (inmovilizacién y bajas
temparaturas). Aunque el objetivo fundamental de cada uno de estos
estudios no fue el hecho de comparar las diferencias en cuanto a sexo,
los valores obtenidos en ambos estudios en situaciones control, fueron
diferentes.

Estos datos sugeririan diferencias dependientes del sexo; ademés,
las condiciones experimentales en estas dos investigaciones fueron
similares a nuestro medelo; por ejemplo, ciclo de luz, tipo de
estresores, el tiempo de inmovilizacién, y el tipo de pardmetros
determinados. Por tal razdn, decidimos analizar la posible existencia de
una diferencia significativa en cuanto a sexo. Los resultados de nuestro
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trabajo, obtenidos bajo las mismas condiciones experimentales,
concluyen que no existen diferencias dependientes del sexo. No
encontramos alguna diferencia significativa entre el nimero de Ulceras
(X=5.058 + 3.731), y su longitud (X=11.823 + 11.272) en machos, al
compararlos con los valores correspondientes al grupo de ratas hembras
(longitud de tlceras X=14.760 = 11.155; nimero de las ulceras X=5.240 *
2.785). Por tal razén decidimos continuar el experimento, utilizando
sélo ratas macho, las cuales en nuestra experiencia se pueden
manipular con mas facilidad que las ratas hembra.

También decidimos realizar comparacionses estadisticas entre los
grupos controles integro, control vehiculo y falsa pinealectomia; para
determinar posibles aportaciones de algin factor, diferente a la
aplicacién de MEL, que pudiese estar modificando la respuesta bajo
andligsis. E! resultado de tal comparacién estadistico mostré que
ninguna de é&stas maniobras experimentales produjo algun cambio
significativo ni en el numero, ni en la longitud de éstas ulceras. Por lo
tanto, decidimos considerar al grupo que recibié el vehiculo (PEG, grupo
i) como control para compararlo con el grupo de ratas a las cuales se
les administré MEL a las dosis correspondientes. En nuestro trabajo la
MEL se disolvié en una solucién de PEG al 25%, en agua destilada (con pH
de 6.5-6.9).

El otro grupo que utilizamos como control fud el de ratas con FPx;
éste sirvié de comparacidon entre los grupos de ratas a las cuales se les
realizaron pinealectomias y se sometieron al paradigma experimental a
los 11 y 22 dfas posteriores a la intervenccién quirdrgica.

Los resultados de este estudio muestran que la administracién de
MEL, antes de una exposicién al estrés agudo es capaz de reducir los
efectos deletéreos del mismo, esto analizado a travéz de la formacién
de Ulceras de estrés. Estos resultados hacen sugerir que toda la gama de
alteraciones fisiolégicas provocadas por el estrés, y los cuales
dependen de un tono adrenérgico aumentado (56), son reducidos por la
MEL.

Los resultados, obtenidos con la administracién de MEL tanto en

dosis de 2.5, como de 5.0 mg/kg, muestran un efecto antiestrés
importante; principalmente sobre las respuestas de iongitid de ulceras.
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El mecanismo de accién utilizado por la MEL para reducir las ulceras
gastricas, puede ser miltiple. Asi, esta hormona podria actiar como un
modulador de la accién de la serotonina en el estémago (51); la
similitud estructural entre ambos compuestos apoya tal sugerencia. Su
efecto podria ser ademds consecuencia de un efecto inhibidor directo
sobre la produccién de acido clorhidrico, como ha sido recientamente
descrito. Ademds un efecto mediado a través de la inhibicién de las,
hormonas de la corteza suprarvenal, parece ser también posible, Futuros
experimentos, podrian ahora dar un mecanismo de accién de la MEL, y
posiblemente refleje la funcién fisiolégica de la MEL endégena (50).

La administracion de MEL produjo cambios estadisticamente
significativos en los pardmetros analizado al compararios con las ratas
del grupo control (PEG) a las dosis de 2.5 y 5.0 mg/kg de peso de MEL
(X=9.578, p< 0.044; y X=3.000, p< 0.0003, respectivamente).

Varios estudios muestran que la produccién de la MEL se
incrementa ante la presencia de estimulos estiesantes tales como el
frio, la inmovilizacién y la hipoglucemia inducida por insulina. Lo que
frecuentemente sugliere que la GP responde al estrés por incrementar su
produccién de MEL (50). Tal siluacién a su vez puede ser resultado del
tono adrenérgico aumentado presente en el estrés. La GP posee también
una entrada nerviosa adrenérgica, ademds que es posible una influencia
de las catecolaminas por via sanguinea (88). La GP de la rata posee dos
tipos de receptores adrenérgicos alfa y beta; la respuesta adrenérgica
que produce, desde un punto de vista electrofisiolégico son diferentes
(87).

Esta conceptualizacién de! estres modifica muchas de las ideas
relacionadas con los mecanismos cerebrales que Intervienen en el
estrés y la ansiesdad. Primero, asi como tenemos todo un sistema
central que provoca una respuesta de alerta ante situaciones que hacen
peligrar la existencia, también poseemos un sistema que revierte estos
efoctos; en otras palabras, tenemos un sistema cerebral de estrés y
otro de antiestrés, o bien de ansiedad y otro de ansidlisis.

Ambos sistemas deben poseer muchos nexos y partes de

interaccién; uno de estos sistemas puede ser la pineal, ya que recibe la
descarga adrendrgica tipica del estrés y secreta las hormonas que

46



DISCUSION

ravertirdn tales efectos. De exitir tal sistema anti-estrés, cabe
entonces preguntarse: ¢llas alleraciones del astrés y ansiedad, resultan
por un incremento de la actividad del sistema estresorgénico o por una
reduccién en los sistemas antiestresorgénicos?.

Aunque aun desconocemos una respuesta definitiva a esta
pregunta, tanto las manipulaciones experimentales quirargicas y
farmacolégicas de la GP, hacen suponer que las alteraciones propias del
estrds no son consecuencia de una sobre actividad del sistema de
respuesta al estrés, sino de una reduccién importante del sistema
antiestrés (81). Por ejemplo, en animales sometidos a estrés en forma
crénica, la glandula pineal y algunos drganos circunventriculares, se
hipertrétian y aumentan tanto ia produccién como el recambio de
neurohormonas en varias sitios cerebrales (81). Las alteraciones
proplas del estrés se Inician, cuando la hipertrofia glandular, es
insuficlente para revertir las cada vez mayores demandas provocadas
por este estrés crénico.

La diferenciacién entre el sistema que provoca la respuesta al
estrés y aquel que la revierte, reviste también una enorme importancia,
desde un punto de vista terapéutico. En otras palabras es posible lograr
un estado de antiestrds o de ansidlisis con fdrmacos que bloquean la
respuesta al estrds o con fArmacos que incrementan la actividad de
antiestrés y ansidlisis. Aunque en la actualidad los farmacos utilizados
como antiestrés y ansioliticos proveen un espectro de efectos tal que
afectan ambos sistemas, ademés de muchos otros, como el de atencién,
coordinacién motora, etc. De hecho es indispensable el realizar una
descripcién lo més completa de ambos sistemas, con la finalidad de
encontrar farmacos mucho més especificos, que solo actlien sobre aigin
componente para provocar un estado de ansidlisis, que no afecte el
resto de actividades cerebrales.

Es posible que la MEL, no sea la tnica hormona de la pineal con
propiedades antiestrés. Esta gldndula secreta mas de 20 diferontes
tipos de indoles, ademas de otros péptidos y de un grupo de compuestos
conocidos como beta-carbolinas, estos uitimos compuestos son
particularmente interesantes. Existen autores que sugieren que estas
beta-carbolinas constituyen el ligando endégeno para los receptores a
las benzodiazepinas (57). Ademés su administracién provoca efectos
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ansioliticos muy similares a los provocados por fdrmacos del tipo de
las benzodiazepinas y clorodiazepoxido (63). En estudios de binding.
tanto la MEL como las beta-carbolinas incrementan la unién
esterevespecifica de GABA y bloquean la asociacién de benzodiazepinas
con su receptor (109).

Por otro lado, estudios realizados en ratas pinealeqtomizadas,
muestran que esta maniobra experimental es efectiva para reducir al’
méximo la concentracién de MEL en e} organismo (38). En el caso de los
animales plnealectomizados, sélo observamos una disminucién en el
promedio de la longited de las Glceras con respecto al grupo control, sin
embargo este efecto no fue significativo. Ademds, en lo relacionado al
nimero de ulceras, ocurrié lo contrario; es decir, existi6 un ligero
aumento, aungue también este no fue estadisticamente significativo. La
carencia de un efecto. importante en estos grupos puede ser
consecuencia del tiempo transcurrido entre la intervenciéon y la
realizacién del paradigma experimental. Probablemente ni 11, ni 22
dlas sean suficlentes para provocar un cambio significativo. Algunos
autores proponen que los efectos de la pinealectomia, cuando menos en
la esfera reproductora; requiere de varias semanas para manifestarse
complotamente (38) mientras otros autores afirman que sus efectos
pueden observarse en forma inmediata (77). Tal discrepancia puede
deberse al tipo de conducta que se analiza y a los mecanismos de
regulacién de MEL que posean los individuos. En este caso en particular
es probable que de encontrar algun efecto, éste se manifestaria después
de los 22 dias de haber realizado la pinealectomia.

Otro de los factores que parecen importantes para que ocurra la
accién de la MEL, es la fase del fotoperiédo en que se realiza el
experimento. Algunos estudios muestran que la facilidad e intensidad
para provocar Ulceras de estrés, es mayor durante la fotofase, en este
periédo los niveles de MEL estdn muy reducidos (101), asi como
también la sensibilidad de los tejidos para con la hormona (8). La
discriminacién del fotoperiodo por parte del animal debe reducirse
marcadamente en las ratas pinealectomizadas, puesto que éstas pierden
la gldndula que les prové de tal informacion. Por tal razén al utilizar
animales pinealectomizados se corre el rilesgo de emplear animales con
muchos de sus ritmos biolégicos desfasados con respecto al fotoperiédo
(76). Esto implica que cuando se realiza el experimento a diferentes
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horas del dfa, es posible analizar esta respuesta en base al fotoperiodo.
En el presente trabajo todos los sexperimentos fueron realizados
alredador de las 8:00 a 12:00 horas, lo que puede explicar la carencia
del efecto que observamos.

Como continuacién de este trabajo es necesario repetir este
experimento en al menos cuatro horarios diferentes.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

En su conjunto los resultados del presente estudio permiten
concluir que:
1~ El modelo experimental utilizado, el cual combina dos

procedimientos, uno de inmovilizacién y el otro de . exposicién a
una temperatura de 5 °C + 0.5 °C durante 4 horas, provoca un
estado sumamente estresante que se caracteriza por la formacién
de un nuamero significativo de ulceras gAastricas, de longitud
importante.

Los efectos provocados por estos dos estimulos estresantes, se
manifiestan de igual manera tanto en ratas macho como en ratas
hembra; lo que hace concluir que no existen diferencias
dependientes del sexo.

NI la administracién de polistilenglicol, ni la falsa pinealectomia
provocan diferencias significativas en la formacion de tilceras
por estrés.

La pinealectomfa tampoco provocd un cambio significativo en
estos pardmetros, cuando se analiza esta respuesta a fos 11 y 22
dias posteriores a su realizacion.

La administracién de MEL en dosis de 2.5 y 5.0 mg/kg provoca una
importante reduccidn tante en el nimero como en la longitud de
estas Ulceras.

Es probable que este efecto sea de origen cerebral, es decir en las
estructuras neuronales que modulan la respuesta alestrés, aunque
no es posible descartar efectos periféricos sobre la accidén de
otras hormonas, como el cortisol, o incluso de efectos dirgctos a
nivel de ia musculatura géstrica y de la misma secrecién de jugo
gdstrico.

La MEL en particular y la GP en general forman parte de un

circuito neuronal que media las respuestas antiestrés en los
organismos.
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