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DEDICATORIA. 
La lu11a que tra11sita 

Puesto que uno no puede escoger a su familia. 
pues no existe Ja aventura de elegir. de programar 
a quiénes serán sus padres. hermanos. hijos y esposa, 
y puesto que también. supongo, depende del azar. 
creo que fui. he sido y soy todo un afortunado. 

Mi hijos son mi razón. mi causa y mi circunstancia. 
Ja ternura que me alcanza para enfrentar cada día. 
la pasión por mi trabajo. el aire que yo respiro. 
el trayecto cuando miro pasar sigilo y bonanza. 
el impulso que me avanza. las pilas para mi vida. 

Mi esposa es la cadencia. el ritmo de mi templanza. 
armadura; escudo y lanza para vencer siempre a tiempo 
Ja incentidumbre y el ego. la arrogancia y el sosiego; 
es Ja mirada, el deseo. el aria de mis pasiones. 
el i:nar.de mis emociones. mi paz. mi sol, mi ilusión 

Mis hermanos simplemente creo que son buenas personas, 
no perfectos. ni tan rectos. no muy sabios, no unos santos. 
pero sí sin ayeres desolados, ni presentes tormentosos, 
sin ambiciones malsanas. ni pensamientos tortuosos. 
son honestos. son sencillos, sin dobleces. son felices 

Mi padre fue una oda susurrada hacia mi vida 
que el silencio inclemente abruptamente interrumpió, 
un ser feliz y sabio, con primaria inconcluida, 
una luz que no se apaga a pesar de su partida. 
una lámpara votiva, una senda, una salida ... 

Mi madre es como viento. invisible y necesario. 
es Ja savia que alimenta a mis ramas, a mis hojas, 
es el párpado que raudo va y protégeme los ojos. 
es la luna que transita, ilumina. mengua y grita 
el secreto misterioso por el cúal. pende mi vida. 

y a sus setenta y cinco años es s~··r~stro ya longevo. 
pero no sus intenciones. ni sus ·planes;ni sus sueños. 
pero no sus desatinos;ni·su témple.<ni:su voz;. 
y detrás de su mirada apacible siempre veo··· .. · 
el rostro triste. la mano oculta y 1a:inter,ición de Dios. 

-Migué/ Ángel /'vfartínez Castillo-. 



A los 11iíios del Hospital I11fa11til de .México,,Federico Gó111ez,, 

Aunque poca es tu conciencia sobre el mal que te doblega, 
aunque muchas son tus dudas y muy pocas las respuestas 
tu mayor miedo al llegar al umbral del nosocomio 
son sus paredes y puertas, su silencio interminable. 
sus aparatos tortuosos, sus horarios infranqueables 

Son sus pasillos con eco, que destilan pesimismo, 
sufrimientos y derrotas, ilusión y escepticismo, 
son esas noche eternas, bañadas en soledad, 
son esos días desolados, sin risas, juegos y ritmos, 
envueltos en hermetismo y en rapaz tranquilidad 

Te impresionan las personas con ropas albas cubiertas. 
que caminan siempre erectas, desmenuzando respuestas, 
que comprenden tus señales de malestar y dolor, 
que son aptas y que saben si es el páncreas o el duodeno, 
si el corazón o el riñón, si es la presión o es el sueño 

Te sorprende su pericia, las técnicas que dominan, 
todos hablan, todos miran, todo hierve en el sopor 
de análisis y resultados obtenidos con rigor, 
los miligramos de más, los nanómetros de menos, 
las células desteñidas, los cromosomas enfermos 

Es innegable ellos saben dosis de medicamentos, 
duración de tratamientos, mil restricciones y dietas, 
pero solo ven tu esfinge, tu cuerpo que se consume, 
las cifras, las estadísticas, las líneas curvas y rectas, 
los puntos en el currículum , sus objetivos y metas 

Pero ¿quién pregunta por tus sueños, tus temores y tus miedos?, 
¿quién desarticula enredos de tu paciencia enjaulada? 
¿quién te hablará de princesas, de robots, de dinosaurios? 
¿quién peleará entre corsarios ayudándote a vencer 
la enfermedad de tu ánimo, la soledad de tu ser? 

¿Quién con amor y con gusto te contará El Principito, 
te leerá cuentos de Hoffman, Tagore, Andersen, Grimm?, 
¿quién te dará una sonrisa sincera cada mañana?, 
¿quién devolverá la calma a tu vida que está en un grito?. 
¿quién te inyectará coraje y ganas para vivir? 

Miguel Ángel Martínez Castillo. 
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Resumen . 

.. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD 
REPLICATIV A DEL VIRUS SINCICIAL RESPIRA TORIO EN 

CÉLULAS PERMISIVAS HEP-22 ... 

Se ha comprobado que la rnelatonina ejerce un efecto protector ante algunas infecciones 
virales; en ratones de laboratorio, se ha observado que la administración exógena de 
melatonina previa a la infección con virus neurotropos disminuye la morbilidad y la 
mortalidad. Este estudio se justifica para comprobar si la propiedad antiviral atribuida a la 
melatonina se manifiesta in vitro ante el Virus Sincicial Respiratorio humano (VSRh), 
utilizando corno sustrato a células HEp-2. El VSRh es el principal causante de infecciones 
respiratorias en niños menores de 6 meses de edad. El objetivo del presente trabajo es 
conocer el efecto de la rnelatonina sobre la actividad replicativa del VSRh mediante la 
técnica de irununofluorescencia a través de la infección experimental de células HEp-2, y la 
hipótesis planeada fue que la rnelatonina administrada exógenarnente afecta la actividad 
replicativa in vitro del VSRh sobre células HEp-2. El trabajo realizado tuvo carácter 
prospectivo, comparativo, longitudinal y experimental. Las células HEp-2 fueron 
multiplicadas en medio esencial mínimo (MEM). Después se realizó un ensayo de Dosis 
Efectiva para conocer la cantidad de melatonina apropiada que se utilizaría como 
tratamiento (0.66M). En cajas de poliestireno y utilizando corno base del cultivo celular 
vidrios circulares de 14 mm de diámetro, se sembraron 72 pozos con 20 000 células e/u, 
organizándolos en 6 Grupos: A = HEp-2 + Melatonina 24 horas preinfección + VSRh; B = 
HEp-2 + Melatonina y VSRh aplicados simultáneamente; C = HEp-2 + VSRh + 
Melatonina 24 horas posinfección; D = HEp-2 + VSRh; E= HEp-2 + Melatonina; F = sólo 
HEp-2. El tratamiento con rnelatonina consistió en la aplicación de l O micro litros de sol al 
0.66 M/pozo; la infección con VSRh Long consistió en suministrar 2 X 106 UFP/pozo. 
Todas las muestras se incubaron a 37ºC, a 70% de humedad relativa y bajo una atmósfera 
enriquecida con 5% de C02. 4 muestras de cada grupo o tratamiento se retiraron y se 
fijaron con acetona a las 24 horas posinfección; otras 4, a las 72 horas y las últimas 4, a las 
120 horas. Simultáneamente se retiraron muestras de los grupos no infectados. Una muestra 
de cada tiempo de muestreo y de cada grupo fue teñida con hematoxilina-eosina y las 36 
infectadas con el VSRh fue expuesta a 1 O microlitros del anticuerpo monoclonal especifico 
comercial. Después se contaron las células fluorescentes por c/200 observadas en 
e/muestra. Los datos obtenidos fueron sometidos a un Análisis de Varianza (A V), 
utilizando el procedimiento GLM del programa estadístico SAS. El A V encontró 
diferencias entre los tratamientos (P = 0.0002), entre los tiempos de muestreo (P = 0.0001) 
y en la interacción tratarniento*tiempo de muestreo (P = 0.0063). No se encontró diferencia 
al comparar los tratamientos A y C (P = 0.6878). Se concluye que la melatonina sí afecta la 
actividad replicativa in vitro del VSRh, lo que justifica investigaciones futuras en modelos 
animales para aspirar a la posibilidad de utilizar a esta hormona en humanos infectados . 

. ~---------
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EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD 
REPLICA TIV A DEL VIRUS SINCICIAL RESPIRA TORIO EN 

CÉLULAS PERMISIVAS HEp-2. 

TESIS DE IJIAESTRIA 

Por MIGUEL ÁNGEL MARTÍNEZ CASTILLO, M.V.Z. 
Departamento de Fisiología y Farmacología de la Facultad 
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad 
Nacional Autónoma de México. 

l. INTRODUCCIÓN 

Después de haber perdido el tienrpo 
durante tanto tienrpo. 
tengo unas ¡,:anos enormes 
de saber que existo 

l\ligucl Ángel l\tartfncz Castillo 

La rnelatonina fue descubierta en 1958 por Aarón ·B. Lerner, de_ la Universidad de Yale, al 

estudiar la glándula pineal (GP) bovina. •·3 La melatonina • (N-acetil-5-_rnetoxitriptarnina) es 

sintetizada a partir de la, serotonina, (5-hid~oxi..'.triptatTii~~), •;que?~ '.<su.'.yez-~es -,derivada del 

triptofano.2
"
6 Su peso ·molecular correspo~de. ,a;; :iji.3'.: 'i:f;J.i~~s. ~~ ''1.1~~ molécula 

excepciocn~l~~~i~Xltºs~~u~Íe y por ello, ca~a;fi·ª~~~~~~~Ím~~~~~~~l~t~~~tJ~J{J~:s una 

sustancia: b~ta:nte vieja en la naturaleza; quehá• re~i;,tido':;;1 '•emtiilte~evóiuti~o;Üó ·e:ual sugiere 
~ ~ ·" · , · .... · .- · · --._ -: > · ·, · · --- · - ~ . --~<:~·--·· -~-::;~~·~;-;;~:;.:~/:_---~,;~;~-~--'_; .;~~~¡J·:··;':,??~l~'.:~:;:::,~:r~'.X~:~~~.~~f(~'.'.~:~ii{fc~r~~~,.·-';·.~- -·. -. ,_: ·· - -

que desemp~ña_ · íuri'ciones ·.clave · dentrC) •de_/ la::; econom1a;: b1olog1ca;•:/sm ;~·importar él nivel 

:~~:::::: ;~~":;8;¡;;n:;¡·;::J.!~~;~tPº·-~.r~t1~11ld!;r~o~ix1[1jiª'_rc·_,_~_·.'º~~~n'._t ___ ·~~ª.:·¡···:,~6•_l_:_:_:_t_1_-h\_ •. ·_
0
,,_.

1

·_·.·.•.;d•_'_t_·· __ .r•_•.º~x:_.~_·.(~rnn_.e(~.,·.ª·.ftro·:n:1·n2a: •• ::: 

metaboliza prin.;ipalrn\~t~ •·,erii f,~k11~gá'cto :· . . , •.··. • .• · ... • . 

alternativamente es diacetilada-~a 5-rnetoxitriptarnina. 11 --MáS' ,·;.¡~1{9'¿o/.Ji:f;:;• Ía :melatonina que 
. ,_·· .• >:.~,' :r -·:.~.;.,:_.~~:.;:~·'' 

aparece en la' _orina~~ p~.;:s~;:;ta éri f".;rma de conjugados 6-hidroxi y 6~~~1fatoxirnelatonina.35· 13 

I 
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Tanto la síntesis como la secreción de melatonina presentan ritmos circadianos y 

circaanuales.4
• 11 •

14
"

16 La nlelatonina de la GP sólo se secreta durante la noche2
'.
4 (escotofase4

). 
. . 

debido a Ja activaCión nocturna de los receptores J3 adreriérglcos pincales; IJ. incl~pendientemente . 

de los hábitos.etológiéos 11 y metabólicos de la especie'c;C>~siclC:~iJcia;~~é-'1~j1~il.·l~yh~rmo~ade 

la osc~ridad".;• 18 La · meiatonina se secreta en ;,~;io~}ii:~~~~;;~~1i~#~.;g~.~\·1~:[~:i~~df;~~ri . más 

cort~s. 11 • 1 ~f:¡~~~ hace. poco, se consideraba que 1~;~'~1\tt~~i.~ff~~i~:,~~~~i~t1:¡~ti~ifü$~n: 1·a GP .. 

y durante mucho tiempo esta glándula constituyó, el elenientó': central. p'aiá escudriñar el. papel de 

'.:m:;~:·~~(~":~¡.,~;,:::;::·~j~~1~~~~1J!~~~il~~l¡~~~r:: 
intestinal, 2 •

10
• los' rnegacai-iocitos,· las plaquetiis~~.y~lo!lm.°nocito~~~~ Enfi los'ín;nfferos;' la iineal 

es un •· órga~~~.- ci~c'.~~ve~:~i~~Iar·' ~~··· f~~5;.',~,f:·~~~~:: •·i~~ ·.';:_e·;J~;~~i,.icd.;~i;;,~~:&.:i·~<!1··é•.tercer 
ventrículo, 17• 18,2 1 bajo·~Í'.e:;;;t;e~c) posterlor dei' cuerpo calloso, ~erc"á'no·a1:hipotá'1';.mo.6 En los 

"~- .. -:·;': . ·'·.:);.:_ .. :''·>-·· -':' ' ·-·-·;,·· -:. ·. ;;;-;'.;,;:~.~ .~ !+.!'.;· .. -·::.;;~?./'~;·.~_$~,. ,. ·,_,._:;~.\\- ;.,-,;'. .· .. :...::.; 

~~3~~Ii~~tf ~~í~1it!tltllilliil~!2~ 
fue realizada por Herofilo." 300 áficis Á:c:~.:Muchó:; tiempo: despu~s;'Re"fie):>escartes la éoitcibe 

corno ··e1 ~ient~·. ~~; ~~;rn~ ... _s•·~;;~;;~~;.¡~;i~6~Wj~~~11d:~~~~H~~~1m1~*~g~¡~~~~~~rf'~0~\~~:i:nª y • 

se calcifica y.fue e~tonces ~~~s;~~;~~~t~·-ie~~~H~,;~~~f~;~~~,i~["~it~~f ~r~~:;~~~Ji~i?~' hasta 

el siglo XIX cuando vuelve a. rilé;,~ionársfi:1(;:ciebido a su apariencia hiperplásiéá en lmmanos 
, _ . . ., -.,,., --·-~·.··""._';"•···-·<-·<.-··---;':"'-'······ ... ~.)' ''·;".c·••,-,•-'.o-":"<_-•«"¡-';""'";!T:_:·i'-\'',-.,,~·<."¡<_''.;•,~.·-

' '.{i·{ : -.':._: ~- -
con precocidad sexual .4 •5 '}L/> .' · ···· •' )'; 

-'-; 

En la rata, la pineal está constituida. por células :parenqui:ll"lai:sa5.· pinealocitos de luz. 

pinealocitos de oscuridad y células gliales;22 en animales lactantes y jóvenes la pineal es grande 
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y sus células se organizan en alvéolos.5 La GP de los mamíferos carece de barrera 

hematoencefálica y pOr, ello, grandes moléculas P.rovenientes de la sangre llegan a ella con 

facilidad.6• 11 •21 ~.L<?s ... Pinea.locitos, las células• secretoras.de. Ja GP, recibe.n inervac.ión directa 
- - - :. ·.~ -" . ~· =' . ~ ___ .·_ -:;· - • 

::~::::;: .:º;·JiTu~~t~~~~~~i;~~t~~~d~t~~~~Ii~~~t)#;Efürl~~:~ 
•• e -- ·; -"- • •• _,_ -.-i'.,·_;.: ... ,, .- :~:; ~-~--- -,,~-/'.;,.;, "~~-:,,_.;.:~~~r-~'--~'-.J--·::,_·_,'-,!_¿,;_¡::.;.:, .. ,:>o- _;~';< '.~::.;i·.-~+(~;':2. :,;;:\ ; . . : ... ;.~, .-. /:·.,,~"'-. .::,,._·r,- -~~:;;..._,_:.,;.~.::,):~_ .:.~.'.. :-.• ,~; .: ;,'·.-.:: .... :: 6 ·-·-',;-~;'. :-~:; - .. 

liberadora de g()n'.1dotrl)pi11as :(Gn~),ctir()li8erina · Cf"RH)·' so~atosfatil)~ , (S)'fUH)) /Y•• muchas 

otras .•• p.;ºt~~~d#-Y~·:.:·~· ;~tf'J~1i~~~·¡1~w-.~~~~1~~~~[~i~Jii2¿. ~·¡·.r;¡~~iA~i$~~~~~~i~~} :o~it~cina. 
- _. ..·- ·: >- <-· '-~'; -' -,;:;:,_·:.·>>> >::::~-, .. ,,_;-~'.:>}_,,-;~-{·:~-:J1Jt.; .. ::·'l~-;~- ·:.~;:.<.\:y-.. :1(.>. -·cr.;·.,:: .. ·:':··;i. ·.J:2··;;,;~~: __ '~:::¿,:::·· \;."'.:."-,-~- ~~·i,J: ··x:!;.;,-;~-:-}'·~r·>;·,1 ::·1.~:~;-:·:~·~ .- '/~· ·,-,::: .·:_:. '. ,: -. 

hormona estim1:1Iantc;: c:Ie•los,·rnelan<:>citos ·(MSH);angi?tensina•n;· sustancia ~; péptido•intestinal 

::::ti;.t~~~f #~~~!t*:!~~~~J~~ó~~~~l{ll'l~f ~!~~;~&x,::~: 
y dado. que este últirnó·constituye' el .centro. colector de inforinación relaCionada''C:'oií: el .bienestar 

; :-<J ~ ,-;;;·':' -.: :·~ ~--..;,. -- =e:;· .- 1 ~ ... ~~ .- ,.~--.: · -":···: :~f:t _:~~t:-',.~ ;:~/;:}:-r1:~r~··f;~ ··,""':~:. ·;;::--·;::. ·:.'-
del organismo,24.25 la relación pineal-hipotálamo adquiere relevancia.· Parece ser; que a través de 

-·:. '· ·' :.:_' . .' ,:_~-_l?' .. ,::· ·~·- ~-'<.,.,- -,,~ .:>y'>. "•:~ { r ~:::,~:: >'.->,'.,> ~-:1·.- ·-~;~-~:;•'" :.'.;~:{:.'._:e~.: 

la melatoniria:, .· 1aar•r,)lodu1~:é1 :ffuí·Jio~iuniento del hipotálarnC>'y;'.~i·~sto':e!i':.~~~ct~d; ~'ntonées 
también influye so·~~~·:¡~·~f;¿~s{~'i~;:''.'~obre muchas glándulas ~~~;~;ic::;>¿~··~~~~i~~f~n'debe 

::·::~:.~~!·i~t~l~~~i~~~t~~~j,f ~~~~~~1li~lt~!f Íi~~·::; 
efectos de···1a .. mel~foninason'ni'ediadósporreceptores'.esp'~C,ífic1s.'de''alta•afin.idad,~ .•• ·.1ocali~dos 

en la rnem~~~~-p}~.::,;;i~r;·1~~!:~;-,ri~t~J~~,~2i~~r~{~~1~G~~~t~~:i';;;~;iri~t-~~~t~'.;~p sé·han 

identifica~~ ''.2 !~_~º~€¡~~~ W-, :'c.ci\''W/{"··. '~f H~~~~~f~~1~~~ ,'~~;;·de .• el,l~· ¡ciFi~:ble. a. I~ .. toxina 

pertusis y.la otra.sensible a l~'tóxíria'.'.de coléia';\},se:han descrito 3 subtipos de ~eceptores para 

:::~~:::::'~~~i~~1t~~~~~~~!~!'.~~:!f ::: ::::.~::., ~n L::"':::::::::·::: 
~._:::, ~ _; :e~~-;_:;_:~ :~,·-~;~{/;. '~-; /,;_: ~~~3;,J,<,"-';;;-"•('_,:c ~.:. ~-"'-·f :,>:--·;_., -. 

melatonina n:guÍ~~i·~;::· ~ariOs ;;esll11~oij rñensaji::ros: adenocina monofosfato cíclico (AMPc). 

guanocina rnonofosfato cíclico (GMPc), diacilglicerol (DAG). trifosfato de inositol (IP3). ácido 
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araquidónico. [Ca] intracelular 11
•
12

•
14 descritos principalmente en células de la pituitaria y en el 

núcleo supraquiasrnático. (NSQ) de la. rata neonatal. 11 Asimismo. se han identificado en la 

membrana receptores e~pecíficos de baja afinidad. 5 •2~:2? . · e =~ _ 

La mayoría de los efect¡,s .del~ rncbl~tC>niriá: son'inhibiic;~iÓ's y req~ieren C:Í¿~)~ célul~s ~ h~;an 
sido estimul~das.prev_ia~-~~i¡;~~1~~~]~{q~~Jt:;~~~~Í~s:~~~Í6~~I~;f~~~i}l<l~. «{5,t~~J~~~;;;~. no 

- ·- •• -, • •· -· ·;.:;.,J',.o •• • ~·· • ¡ ,.o.',- - ••.••O •'"·'-,'e'''>··;-:, '·''' • '.' ·.~<, ·-·r • ,,-;.~- • ;;7"• '··";-•;:'"•' ·• - - • 

, ..... •· ·:· : .. : • ... , ;, '·•~•:.: :,;.:.,;,:,,.:.• 1 1 • ·., : ..• ,;,:. ;., •. .,.:,:, .. :: .. :c:; ••• .-,c.;::,,., .... : _, '·'·:--'·'··'' ' .. ·: ,_.:,, · ::.,.,,,,, ''" ···+::::,:, ..... -.-:•, '' '' :.;,:.: .. ,"; ' "., ... 
ser afectados por la· melato~ina., :.[;a'mel~tonina.~bién a~ecta a -~~~~C:r(>s lllt!~s~j(!ros'(factores 

de transcripci.~r¡). 1'. 1 ,.~i-~ -:H:~'~f;~~·~f ~]Ff$~:~~)~~~,~~;¡~~i;~~iii~.~··~6~¿:,~··~1~~!--~~··.;{~inbr~a 
plasmática; f1()d~eb,~~i~x,c!1!~~5,~7;:.f.?f P~~i,~/C:}~·:~~~~ft~J;;~6:~aéción· illtracelular,

7
•
31

•
32 

·_ya que. 

~~~~f illi1~~~:t~~, i~~~:j;~~~~~~~~~~~~~ 
molécula iibi~Hª·'~~~n.que esto no signifique c¡i.e rci.?¡;, sobre todos los tejidos en los que se ha 

·~ ~ 

encontrado~ ';.')> <::_·c-r 

Se ha ~~~J~()~~~~q{.é la GP y la melatÓnúia'.'tr~sd~cen !~·iluminación ambierit~nruJfaén en 
•. , -,~i,,. '·;L3:~_.JJ~.)'.::-).'.~~.(~.· • -. · :·<t·- ·-·~·:t~ : .. ··>· ·1 ":.:J~· .. -. 

signos ;que ;rri6;_'.ii'i1~ las funCioll~~; cinrnlliiit.ari~;F=~~º?t Hace. 75 J:áfÍ~s'~~,~~;~,'zpostuló la 
•·;~.-¡~·._:.::-;;"'o::_•«-:. L. -~·. :>:::: .,",_;,· . ;·: :·-·. ---~:;, _,\'.,_.·-.t,~\0.,- ;:~fr:~-~-~-~:%.'if,~?:~~li;~X,-:~::~;.o:::·:;;f·c;' ~·-~,-; ':'Í.'··.~,:~/" ·.· .":' ;~·;-,-<~"-·,.:'..'~,¡ .. ('.~':· :.'-~~~;:~:_:·.~·;¡}:'( ,\)~~\-".~.·-,:_-,:,-· -~ ',: ,: . · 

interrelación: ap.:.sistenia: himunitário 'a: trávés''dé~ Úna hipótesis que_ 'planteaba' éiue)aipineal y el 

:::::::·f~1f /~~i~:~~l~~~~!~iil.~il~~~:~'~~Í~tit :: . 
los animalt;s de: Íab.;~t~';1:;;}28, pi;' ei: contrario;c, lií'ipiriealeété>rníá.inéonatal .:conduce'ª' atrofia 

:::~~.:::;~":º~i~?t~?~~~~~il~i~~f]~~l~~~t~~~~~~~:~i~f¿~: 
sugerir que esta sustanl!i~ bs'.c'a~~-dc{b~~Í~ti¡'~r, Ía rbsp(i~5{~ ih~til'loIÓ~i'c:~ 12.28.31 .33 .36 -38 y. de 

corregir las inmunodeficiencias derivadas de la exposición al estrés agudo. 17.27.34~7 a infecciones 



virales,37
•
39 a algunos medicarnentos31 y al producido por el envejecimiento. 17

'
39 

receptores para la melatonina ampliamente distribuidos en los tejidos linfoides.33 

5 

Existen 

Dados su ritmos circadiano. y circ~llal;~5•31 podria correlacio?ar!;e. é~ el hombre la modulación 

del . sistema iiununolÓgii;O 'j)c;i': iJru:i~·· de i 1~ ~elá.tonina 1 :·~º coil '.)a. manifestación cíclica de 

enfermedades •.. tales' i'~;;h,~! ~1J,~~~A·:1.t~í~;~a_;e·,·~e··~~¿A~·¡::gi:,i~~;eri~·:{.infan·~e •• ~algunos 
desórden;;s,~ .p~ÚI~Íát~i¡;~~··~:~~'.c"c~di1;;~á.~6~i~~!i.y·~.t~:.1 5,· 18 '· Existe'ri~. ~~id,t!ri~j~¿:¡'q{;é-:~~gie~en: una 

relación inversa',~~ti~.·~tJ~(~~·~t~~;~I~lf~e·~~l~tonina· y p~~:;~~~:!IaÍ~~;·~~~~i'e~;~~jdades 
psicosomáticas,i'a1t'efil?}o~~~p~tqtii~ti,ica5;• n~ur~lógica5 y cán6ei;~.º·~~~9;,i~~ .• "l{~ai~~i~~ió~si;nil~ 
parece .• 'e.xi~Úr,i'.eii~~Y~··;ü~í~~b1i;i~a~ff~ci~mu~od~presión y las •enfe~9d~clci;~1i'rirJb~i6~ai. 15•39 ·.·Lá. 

::~:;:::¡g~~¡ iif ~\]f~º~;::.:~.:::.~:::f.!!~~;~~1~~~~;~:: 
en roe~ores.;?,3~':AdemásJde':his propiedades inmunomoduladoras, la melatonina también ha 

--. :;"-::..·r ·::~1.3;,¡> t;.-¡, ,.;:; ,· 

mostrado' tener uti'ift;;r~61.~~>~iit~Óral; la pinealectomía estimula el crecimiento de algunos 
',·, ~2·'· ,·,.'~-~---"·;:--.;~ ~; ·:;.;-·:.,. 

- ' -.... -.. --~:-· -,~_-.,,- ,,.,, .. ,. .:-:-'~ . .-_;~-·--~.':';:c.: .. "'"--'.' . ' 
tumores. yla i7yección.dé melatonina contrarresta dicho crecimiento, tanto en animales como en 

humanos 2o. :~a ~t;_;t;~~jil~~"~l~:-citocinas antitumorales más activas.42 

. _;~: .. ~ . ,:1 :"\~?~ ,:,,{~::.1. .•\ 

La melatoninatariibién"allnienta'la.producción de anticuerpos en ratones sanos. 12
•
13

•
18

•
27.28 tanto - :.- ,_"';. ' .. : ~~~~;.<. ;.\";'~,~: "{:'.'.'.·~.~·: ... :~:: :_.;:· :·:~->~~:!- . -

en jóve:nes (2;fue~b~)'~C>iri6"e:~ .¡_,iej?s (12 meses). 17 La inyección de melatonina. durante 6 días 

en rat~ne~ clí~i~~~~.t~i[~~~.-~~~imula la producción de anticuerpos;~i~~r~~~ié~l ~~~ero de 

célul~forrn~~orasde'.~l~~~~es~lácnicas después de una inmunizad~~·~ievi.a};,antagoniza la 

:::n~::p::~±,:::~1J~~:&;ti,~~!PE~~;¡?; i~;;~;t~~¡f~ii~~~~~~~x·:·~: 
producción de:· inte~ecii~ri~·~ e;.:;: 1'~;i'r~'i6~ii>rie::~,<l~' ;;;;;rge:tió:;:;;027,:~3 'El¡3¿iit;1~;j;C>sil1i~r ~ue estos 

~.-7-,_,...o;~·,·-~" "<··f'.'i';'.º' :~}--~-/e'-''.·-=;'.,_.-:_·,, · :::;-;,·-_ - ~-:~;::::'.;._,··_:e .~· 

efectos de la melatonina sobre el sistema inrnu~iÚ~riC>. )' pfobablerriente ot~os rriás. sean parte del 

n1ecanismo mediante el cual la melatonina ejerza un efecto inmunoprotector ante infecciones 
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virales. 13
•
27

•
39 Se ha observado que ante algunos virus murinos, Ja administración de melatonina, 

previa a Ja infección, disminuye la morbilidad y Ja mortalidad, e incluso en algunos. casos, 

posterga la infección.34~?;39c-~4 ·4~.Tambien se ha comprob.ad~·que. la melat~nina protege a· ratones 

infectados ca~ ~I viru~ cié Ía ~~é~fali tis~ E~~i~~ ~~ii~2:61~a~~(~~E~j:\;l; i•Ji~~~~~i~;\~·~~sis ·de 

o a 1 000 . µg,de_~rn~~~t~n,i~7&kg·~ep~~~-c~~?-~~1'..1~"'~;,~~1i1t~C~:~~~~~?''.~Fif t€§~:'aJ '.\6~; .la 

rnelatoninil •. t~.ri'bié~'j'f.;d-~j~{\ l~;;;;-¡~¡;;¡.;~ j<l6~~¡~~ i~ii·;·~~gfi;;'i~yf~ri~~r:ií6'{yj~~-;;;r-~;;16{J;i::;:~;~·.·· de . 
~:·'.·-. : , .: : -~;:~,{-?~·~:;.':._:-~/-~F: :}:(f ;; ::~~J.~<-~Ff~? ~~--~:'.'il~;: :~,'.-~1~-;~~~:;_.-i;-!-~;;i- ~~-E:i~:~:,~7 ~~\~~r;;it}~F:~-/~ig~~:'f~.t:/i·>2~~i:~:~:J::~~~:~'.<i~:;{{!·-~~~~;~~~;}~\\~~);}-:}.:,1'.i~/~T :·/~~-¡/-~.;->.--.~ -. ·; ··._ 

supervivencia de· 1c;s-aniinales' infectados·a1.iricrernenta:r:e1 ·pretratainiento·cori melatánina de 3 a 
·. · ·- ,; ~~ --=:·i~ ·:-~·--:·.t_-j._ -~~-~---~.,;· ·~:·~;:_ · · -::,,~:':.~ ~~~~~~;~;:,t~t~t.:t~·i ~~/~~;2;;~\:~~~/;;t:¡~~,~=·~:f~:;~;~3,{¡~;~·~}~{~;~:r:)df~~¿;~~t?~~~~;:jl~~~~~~-]~~I~~.:\~.~~~~~>:· ~·~>>t:<; . . -· 

1 o días antes ae'..l~" inoculación,:,,. ~sirnisrno,'(la inelatonina1iric.reírienta";'láfsl.lpervivencia' de 

rnelatonina en do,sis';de 50_0' ¡.igJkg'de; pesó_: corpórál~''• 3: días. antes y j hasta\. 1 o 'días .. :despúes de la 

infeccÍ¿~ •• 1i~~~~i~K~~JiZ}'h/,~~~~.~ •.• ~·~í~-:t·d:~~i~kcl1:CÍ~~}vir:1. ·•~1 b••-·~:t•~I:~;.,··áftas~· de 
-.~ :r~;.".':~,.1$.~o: -;~;,'.:~ :;( :.~ :·~;;:J: ,. , · · 

supervivencia c16,1c>'~ ratones (dcixametasolla -t-VEEV yd~xainetasolla + m~latC>ni;.;<J. +VEEV; 
«·'. ·, . ,~- ,_ 

respecÜva:ffie';.;16/•7 ~' 
·-·-. - . .. 

Conside~ando ~~to~-;~tec~aentes se planieó Ja ~e~Üzación de un experimeniC> in viiro en el se 
. .' .>:·& ;,-\".~::- :,;:• ·-;~.i -"·" 

que evaluará :ta• éapacidad antiviral pÓtem;ialiatrib:Uida a Ja ~elatonina. uÚli~do_ como· sustrato 
"O .é:. ~:·~./~o. ·-.~.e--' ; •.'±e<· '. ,::L:(< 

0

-':,",".;.· •• ,,_' -• 

a Jas·célulás sii~ceptibles.HEp~2. Jás cl.i~les•füeroniríf'ectad~ con el Virus_ SÚ-i~ici~Í °R_~~pirátodo 
.:-1,.. ~~:·_: ....... _ .• -:.<·:·_;_;; __ :'.'-~ ~,,_;:.~:'.:'!.:·~"-- ·'i":' "·..::·..-•• 

humano (VSrui):: EJ\ysJUi es de";g~ Ímportancia epidemiológica pues_ ~fe¿t~;~~·· una gran 

proporción al: ~i-~~to-'.:fis~i~~~J~ cle)i1i~:~ifioi-espeCialmente a aquello~ IUenbrds ,~e' 6· rneses de 
" .. ·:"· .~· -« -":_.'--

edad, aunque,; ¡¡'¡;tua1me~~6'\-~~biéii'~e •. considera un agente infecci¡,so irnpC>'rta~te para Jos 
,. . . . . .......... .. 

adultos senilesy/o in.rrullodepriJTiidos. 
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1.2 VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO. 

EPIDEMIOLOGÍA. 

La infección por VSRh tiene lugar en todo el mundo.48 El VSRh constituye el agente viral más 

frecuente de las infecciones de las vías respiratorias baja5 en niños. especialmc;:nte en aquellos 

menores de 6 meses de vida.48
º
53 En los países de_sarrollados existen de_ la 20c~sos/1000 niños 

meno~es de 1 ·afio. de. edad~ 48
•
5 ~ Pu;;,éle afi~IU;,;;·~:u~~I~ vslib +~~í'.iespb~sabl~ ·~fu; ¡;omún de la 

bronquio litis. y de .·Ja p¿l1~~n:í~e.'í Ít!~~s.;de ~Ítt:~2. Y.~~e:;e~ d¿•~d~d.~.~d.:~~is~e~ epidemias 

anuales (final· d~ o~oñ~ yii:;fi~(:ip}()~,~~Vi,110i~rfio).·c~n:ii>ico~C~~i.~Ps;'~~-~.!~t~'i!ibre •. _enero y 

~~:I:.~~ll~~~¡ll~f l~~~!~ililtf ll~~¡;~ 
·. ,·· ~ ... ·:<:'{:'··~'.}~~'::t!?. ,, . . .. . · ... · .'.'.':. .>':.:;.:·,~;,¡;;;. '·t. ' 

contacto con el ysru1;~~~4,9;Ent:re los niños, la infección con VSRh es fa éausa'deJ;5Ch90%de las 

:::;:~t;~rz;~~~t¡~~:·~::~:::~~,h::::::·:i:.~~~~t~r~ 
un patógeno.·;re:,>pirii~rio ~importante en adultos. especialmente, en'•"li:;~~;f~~·¡;¡¡¡;s~::~y/o 

inmtinC><l~~..;~icifa'.~~;5 1~~4'.s; Asimismo, se ha comprobado que pued~·'·:~~:~:/;as · yías 
- •. ''.o;-.:--.- - ·- '" • - • • - .• ~,;,'.f:':•· }.~~·. 

·. : ···:'.: ·,'_·~~.-~~:~\~,--_, :- .· _. _, .. ,: : '_ ., 

respiratorias altas.48 El virus se transmite por inoculación directa de secrecioríes"contagios~ a 

partir de las rn~os o por grandes partículas de aerosol que se introd~ce:~\.g'~~;h}:f~~rl1+i~ y 

muy rara vez en la ~6ca, por lo que es necesario el contacto estrecho;i~' ~~;;~~#i~~~ii~a~4~ El 

virus puede e~tar viable ~ temperatura ambiente durante. algunru;c hü:~~~i~' peri.lo -~~e ,es muy 

importante el manejo aclecJiicio del e~fermo y: de la perno::i 4ti~!16• dtighdb:. cilii:~ debe estar 

técnicamente calificado para manejar a est¿;tip6 dci pacielltés.~s.~9 En I~ piel. h~Inana el virus 

permanece viable por 30 minutos.48 El principal problema de transmisión es a nivel 
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nosocomial.49 Más del 45% de los niños admitidos en un hospital para atención pediátrica 

durante la estación invernal pueden adquirir al VSRh, especialmente aquellos con problemas 

cardiopulmonares.48,~Duranl.e ~e las- epidemias, _las tasas de. infe~ció~---.er:itre -los~ médicos• y. 

enfermeras e;-. ir{~y'or:j:'.i1•• ;60%,48•49 mismos que actúan como fránsmisores - deJ _virus y 
'·;;.'_~ :_c-/.-?~('i: _: 

desencadenan•i.;_Íe'c:~i¡;nes".nosocomiales . 

. ·¡·--·; f::;;~.'>-::,.';(' J;~--;;f -:::_,~--·:- . 

En -niños$, 1C>~_}f'a..~~0I~s de•- riesgo para el establecimiento de la_ infecCión grave -por VSRh son 

prematl.lré~ ·~i~~I~Jfü~·· _ broncopulmonar, cardiopatía ·,,· cÓngéni!ª• _ • l~mun<ldeficie~~ia~ ;fibrosis 
' .••.• ·-· •'º''' •.. • • • . ''., ·, ·,-:_-·,;,--, . 

quísti~~;43.49.ss:s9 V~6i~;.;·· (o.!i --~iBos ·que _ na~en . ~h.~r~t~ : ÍÓ~ > ··_a_-_ ->'1-°_.111~.s_· es previos . al. piCo 

epidéml~o,·",los~.;t~/~~~1~~:;~i:j~k:s;· .• baj6s .,ele -~ticuerpc>s nel1tr~li~t~~:.)cis,·.···am~ari¡ados _por 

períodos menores "a 6'mesés;'"•lcis hijos de madres con bajo nivel de "eduéación general y médica, 

los que. habitan ~aj~ ~¿;~cli'.~l~he~: de "hacinamiento y promiscuidad, y aquellos con atopia o 

hipersensibilidad a cu~l~~i'e'~ _-:alergeno. 54 La apnea obstructiva puede ocurrir como una 
". ,-,· 

complicación de la irirecció~ con VSRh, especialmente en niños prematuros.48 

PATOGÉNESIS. 

La infección primllrl·¡:."6C:urre muy frecuentemente entre las 6 semanas y los 6 meses de edad.48 
,-· ... · 

Generalmente~ e(~~i;..Js :tiene como transmisor a un adulto portador.48
•
57 El VSRh entra en 

contacto cori 1i:riiüe:e>'~a ele 1a: nariz y de los ojos.49 Elperíododé incubación varía de 2 a 8 días 
• . ~ . • ~;- ~-~!- ·_::_.:: ¿. 

::~;:;::~~~;;1:~~l~~fl~~~f ~~-i1fü~E:51:::::::::~ 
nivel de bronquíc:ilos, .• La':bronquiolitis :se"'c"aracterizapor. infiltración Ifnfocitaria peri bronquial 

•-• -- f.¡·;._--~ : -JJ.:,:.:.o ~ ~: ', ··oo .; -~ ,;.;- _; ~.:..:.· '.' /~-';;é ·.,,: '.: ;~.:. ' ·: ·,•. :' ';-.:..-: ,· ,'" ~-';",''oi-.: ~ • • 

y edema de-submucosá' y tejid;)s'adventicios~' 1c> que c'~í-idí:.."~e a prolÍferación y necrosis; estos "· . . - . '• :.·.' , - ·: ~- ' •. - . . . ,- -·~' ' . •' . -·- . . . ' . 

cambios provocan obstrucción de los pequeños bronquiolos que se llenan de detritus, haciendo 
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la espiración dificil y mostrando hiperinflación ·pulmonar.48
•
49

•
55 El progreso de la infección 

conduce a la neumonía. E,n la neumonía las paredes interalveolares están infiltradas con células 

mononucleares. Hay.actimúÍ~ción; proteica; macrófagos ••. cel~l~ epiteliales y• numerosas. células. 

gigantes. mUltin;.¡cle"adas~· ~iriéiciaie~;\'i:~ii'i11~IG~ib~~s·.iiiiracitoplásmicas eosinófil~~;. ·.;orno 
: broncoconstricción, e:'st~lbor • y 

r • ••• •• ~.S SS,;·• · -~·~. :~_ ;·,j.. •••-.....;"- · .. ,.. :,, __ ,_:..:: ... ;:¡ó:· - ;: ... '->.-: . ._: ;,' c",¡ ;)'. ·;~·~,:;:,.-,-,.:,:.,;,," : f-/--;.;-;/.; · . .''--•.w ·" . .',_,;e, " , . . ,~ ,. , -~·º"º ~ .". _ > _, . 
sibilancias.: · , ': I_.os,;;;;}nci,c.io.s :Yil~J inc::lt1s~on~s)r;i!:r.¿\citoplásmicas. son l.esiones muy, frecuentes 

::.3~!::::::::·~~r~ii~~~lW!~~::c~~::.:~:~~;:.~z:~t~:.6:'. 
pero el r~stablecirn.iehiC> 1.;():fbJ;i~~?'..t'f~?~:i~!f~h~t~7~;t4~s·.~¡;~~as

0

•4~ 
- -· ---·-·:s<:,:;z~:-:_; .. =:~--,-· ><:::.-::::~~"~~ ---..,,---·-?{:::._· -- . -- - ~ - - --

RESPUESTA DEL.HÓSPE~ERO:'~:.· •. <(' '··' 
En general. la produédióri cÍ~ ~iii;{Ic'!;:J>J~; ci~ ~cis~ue!~iá a la infec6ióri ~or VSRh e~· 1eve y. de. poca 

. ,. - ··: .. ·' ·' --~" e·~•'.,'.;:" '/.:o. --;· , . .' '· "-; '", ·, .. -.. ·. . -. . , . - , .• · ; ".' _.,,_-; ·-, - ,, ~ ·.- : 

duración. Esta puei:I~ s~r·i~';~~~J'~~'.i~~~i~f~cd~nes fr~cuent~~~~i~ L~r~l'Yl iéri~as '~parecen a 
-'":·;,~'\:<' ·<;._;·>·-:···, ·-.--:;. 

los 3 días posinfec~i~í'i Y,se:¡;.¡ilritieí'ienpor 2-10 semanas; IgA e IgGCson detectables a los 10 

días posinfección•y i~es~~i~{fil;~~~~~~entración máxima a las .3_4 ~~~~as.' persistiendo por 

menos de.6 rm~~es.4f,1~~~1~!~~{te~i.~ries respiratorias IgA. IgG e IgM;¡parecen a los 3 días de 
·:,_:'.¡, 

iniciada .. la ·enferriiedád~;y,,preséntanuna concentración 

detectables J'dr~i~~¿;~g:~~·~~~J~·d'~es~s. 48 

máxima a los .8-13 días, siendo 

.'-'l-•'. • ' > o•'',> .:;·o·;~:--L' 

Las glicoprot~ínas.iF{y.'q2ci~í':..;ysRh constituyen· las principales determinantes para que los 
-· • >-~-:- 1 

·- :_;;:/:" .+ ;~:3J- -\·,:__ /''. 0 ':'...~c::_,_,_\: ,' 

anticueq;()s'~e"Gíi~Íic~1r1ii''iirif~~üyi<l~~:(viraf ÍIJ yilro.~~ La• iriliib,iciÓn •de F ·por. antiCUerpos evita 

:::~~:~~1~:~tl~~~~~~i~1~~~h::::::::::::.~~~::::n~~ 
··;,: '·.","'-,__":'· 

replicación viral en :'1C>s 'p'ü1móri:¿5• cÚ~dC> :.i~~ ,, animales poseen altos niveles de títulos de 

anticuerpos contra VSRh.48 lgA específicas contra VSRh se encuentran en el calostro. por lo 
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que el amamantamiento puede proveer alguna protección .contra el virus.48 Los pacientes 

asmáticos que se inf"ectan con VSRh presentan grandes cantidades de IgE e histamina. los 

cuales. provocan hipoxia, obstrucción de las vías aéreas y dificultad respiratoria.48
•
60 

~ :>'-

ASPECTOS. Cl..rNICOS. 

La signo!Ogía viiTíá:dé ácúerdo a la edad del enfermo. sin embargo·, en general; la infección con ,r:,... _ .. -,-,~.-

VSRh us~~ifu~~t~~i:i:l,~ienza con afección de las<vÍas~;espjr~t'Orias•.-a_ltas:irin~rréa;• éongestión 

::;::s~~'.ª1i~f~{~jiilil!lil~ili~~~~~E:=. 
segmenta!., .· •Como·; yá'. se;•mencicinó;•.;· lát primoinfocción Ymás ·~común:: tiene;· lugar entre. las 6 

. ·. - . ~~ :· .. ·> ¿<;. :.r' ';'~::' · .. ·. ·.,,.; _;·::~·r?-.<~:;~;._:·º\_-: ·,:·~· .. _ ... '.~:\~;>~i:/;;~~~)~~~f;;:/:~;~:~: .. __ ~::_.~j~i:.~:fü~.;/~-;;:,_~{~~: .. ~:. ?!f~::-... ~x-~~-·>-~;r::: ... /:~! ~ i·> :Y , .. _ .. -
semanas ·.y· 1os·-·6/rll.eses·~:de• édad/_;y;~'és·raltrurienté::;·sintoíriática;·•,'.teniendo;·de: 25· a 40% de 

. • ''. . , ~->·S~·:{.-:r~ -~~~~,J;:~,-~~;;:}f: :~~~~:~ i<~·?t~ :;~:~-;~~~- ;~;;)z:.~ -~:;~{}~,-:_~~;-~~<-~~-/~:I·:.~ .. ~::~!~~Tú;:;t:::f;-is;~1·~:'.,~f;}~t:-~~;~,~t1;.~:~~:~·::f:·~:~~-:~; ·.~-:-~--~.-' .. ;; ,_ . ' -
pro bab1hdad · p. ·.·ar·•. ª .. ·d.·. e. s·.arr· .·.·.· .•.. º····l····I. ar• ·. ·.•. n. ' .. f1. ec. c ... ·'·.º .. ,n·. e.s· .. •.··d. e ...... •Y ...• ~. as•···- -.-.·.r···e· .s.·.p··. •.r.ª. to .. n• ... '·as···• ... ·: .. b·.· .. ª·.u·. as···· ·.' .... ···.~ •. ;.·.· ... · •. ~ .... ·.L··· ª. s re1nfecc1ones son •!' ,·~;::-

'.''.·e',·.· .·. 

la mortalidad' e;¡ ··deF : . .;nf"~rmedades asociadas, la 

::::::~Ei~it~~~~l~;f itíí~~Is::~;fr:lf 7~:~::::::: 
neumópatas. -¡·~~~~fa(!~~i~~í:-~i:)~f~~~t~~~~·G: ~~h·~-~~~~s·Í~'- ~Üi~~i~~-~~-;~; son sujetos de mal 

pronósticoi· el rie~go d~ ~uert~ es .;.uy ali~ (3()_:75o/.,},·~~·D.;spu'ésid~los 3. años de edad. la 

reinfección se restringe a las vía~ respiratorias altas o .tra~ueobronquitis.48 ·49 
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En el caso de los ancianos. la inf'ección con VSRh af"ecta típicamente las vías respiratorias altas; 

tienen riesgo de, infección neumónica pero de poca gravedad e incluso puede ser 

asintomática.4 11·-6-
1.En -caso~-~raves, el "VsRh;puede-exacerbar~las· enf"errriedades•-pulmonares -y 

cardiacas. 5º·62 S~<~i:<lgih·~~tg~'o' ~~é'~. ;,;;'·:v~~- ~s ''<le·'•1i~ -¡3e: r>ittóg~nos l'i-lá~{~ccomÜrimerite 
detectados du~~te el'.}~~ie;;.~~~~ ~dul~;;·¿¿~;~~;~¿~~i~\~~~Üiti~~f~~d;~;{it~~i~fn~;\é9,:5.o .. En 

generai.···ios. ~cti:iíi6";;·~í~6~<l~~;t'i~;;ifá'¡;c;fíi'~ci~t:;~p~¡;tt~~¡;'ji¡~~d)~;'.~~Ü~~-;ti:1;;;:g/:;'~ ';;líllicos 

distintivos ~;~(!~¡-~Iili~~~I~1~ ~iC~~-~~·'.ia,~~~i~:~:¡~~:~i~~J~~~~~~~i~.-k~~~i~i~;~~:g~~bJ~s~ 49
•
61 

•
62 

En el criso de Iis:·;~~i~~~%l> i_Üri{4d6ci~~~iriid~·~;.''~({Y'~~;~~r:~¿;;~· ~f ·•fi~-del'a ·6arainfluenza, 

constituy~ll·a~~nii€s i*fe~g¡·~~'~s \;~ó~~i~t~.~~:~;) ~~~~~~~~~;~~~~~t~~~'.~6; Ía inm~nodeficiencia 
humana (VIH))nf'ect~dos también con \/sRh,.~r~sen~~-~~rsC>s de erírerlnedad respiratoria muy 

prolongados y recuperaciones sumamente lenfus.49,63 
' 

. ··¡ 

INFECCIONES ASOCIADAS y SECUELAS/ 

Las complicaciones -más frecuentes son: otitis media aguda, neumonía bacteriana y 

conjunÚvitis.48 .Los Ílifü~s pequeños que padecieron· la inf"ección con VSRh comúnmente 

presentan anC>n:rialida,dés.-de la fiinción pulmonar durante toda su inf"ancia; se pueden detectar 

hasta por 8 ~~~ b~jb~'hi~~lesde oxihemoglobina y obstrucción periférica de las vías aéreas.48 

DIAGNÓS+I26:~'.' . " 
·- - ··:~- -.'.·-· 

La mariif"estaciiÓn U:lÍr;lca · de bronquio litis y/o neumonía durante las epidemias sugieren Ja 
~·:. ·-·-=~o:::.·c :: ·'.'.i~· ;}:_..,.'. 

inf'ección c~n:'vsiih;:)aconfirrnación requiere del cultivo del virus, detección antigénica o 

pruebas serolÓ~f~~-4s:49•54 La detección del virus depende en gran medida de la obtención • ••• • • ..,.., -;.:•v ,. - • 

adecuad~ dé: hi~fui:ie~tra:_obtenida por lavado o aspirado nasal.48
•
58 Se han identificado .los 

- ,.:;.:-'~:-. ~.-=·~,,,,·.}.~·' ~ ' ' .. 
siguientes· mét_odós directos, para identificar al VSRh: _inmunofluorescencia (JF), rnicr~scopía 

electrónica, análisis· inrnunosorbente enzimático (ELISA) 'y la técnica de 

inmunohistoquímica.48
'
49

•
5

.. La IF es el método más utilizado para el examen directo de 
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secreciones respiratorias en busca del VSRh.54 Sin embargo. la prueba más rápida y eficaz para 

reconocer la presencia de VSRh se realiza a base de ELISA {duración de la prueba: .2·5 

horas).49
•
5-t Elmoment<:> óptimd'p;;a eldiagnósti~o es durante:los primeros :3 dfas d":' evolución 

de Ja enrerin.;daá~s4 • ~l~i~~ÜÓ!iiic:id·;-a~élTl~i<:J~~~ s'~~~i6g,i~·~~ ~~~e i~'p(>~·~~iÍ~~iú~iJa:ia.~8-54 

TRATAM
-·I·E·N''··T·''o"'.'." .. ·- ,,_ -·~·-,,. ';?::''.: •:;•,-:•:, ... - ..• .,,.,,:_"/:··· {''·? ... ::;._, __ .e:•;;.···.,. 

- ~ -" '-~ :,\.:/' \>:'.":'' ' ~;--.i > .:~ ~.-.:.:;-.-.·-... , "~:- ·- ;·~· ~ . .--. -~· . ·., ,. . .;· : ,,,~-. _ .. _ _ '~~-_., ;-.-"~"'- .~ "~"·- --o~~s: ."":~; . _ :~1~\~:\J:J': . .:·:: ·;:-:'; ~ ,,_;_:~·" '. <- .,,. ,<,.::;_\}: :~~~:~:/:.: 1,:_~~ ._{·;,.-. '-:~~·-_ :;:.··: ··,_,:.~-

==~~ill~~~~~~~~l~l-~~~!lf1;°~~;: asistid~; aJi~6ii't~~ii'ii~:·,~~~-j;;~~'irii°~iJ~'f (t~ secre_ciones ·y, restricción; de; líquidos.:2..;' El anttv1ral 
-. - _ · . · -:-,; \_ ·,,: ,)f\~.?;~~~r~ Y~,~'.-;·,~:<-:ti"i:/:;~~:-~--~Y)~:~~--~;;:;f:(.<)~~f-;.J4\i~~'. ~~'0:~T~~~.:l~f.:·'.::''.{:~!;:{~1~~~V:~ -~~;ii~_!: ;f~1:~-.~~~~~:?~j~ ;H;,~'=J[.~;~~'.)r;:~~~~~:':':~: ;. _;..:·_ '. : . · 

ribavirina es un derivado nucleósidci'sintétic:o:análogo:de h(guan()siná. y de; la'inosina que posee 
,::; .· );~? ~'·~:-::~·:_· ~.~Dx< #~Y>Il.~~;;:·~: .~ ~::~:~~::\::?g!}:'..:·;~,2::,r::1~:·_>:;;~;~r\~~1J1r~~::~'.·~.~~-t~~1:~?<··:/;~,~~·?'.¿i/~~·~\ ~~:?'.~::·-:~·:::y;_'..s}· ~Yf ~; ... :!;1n:?::~~s1;~~~-:-.:\f~<-.:::):/:,·,~ 

un extraordinano espectro contra varios tirus,':iáél.u_ido.'. el YSR!1:: 8{Su administración mediante 

sistema .. aiito~rtti~~~- •~e fa~f~~{f:~~~~~~~: .1 s~io ;..;;;~X;(;;~~¡:¡tiriJ~~;:a~·~;'~1' 5. díi~> ri.~}o~a 
notablemente·• el ·c~i~~ .. dé: 1:·n::~~~~~ y ~l bron·q~i~li~i~. 48·.~, Lrt · ri~~~;~:i~· p

1

i.ece• i~t~rf~rir con 

la expresiÓn:·ci~l ~~¿~:~:}~~}~iifi#ibf: l~~íá~sl~ pf9tei6a ~ir~tO:En cas<lsgr~ves,se. utilizan 

MEDIDAS PREVENTIVAS; , . 

Puestó que <::1 · vi~s ·.es' sé!'~sible a d~tergentes,: Jior su' crtpa' exterrta. Íipídi~} ~I aseo. y limpieza de 

objetos de. uso dian~ i;5"~g(:e~Ji~.:~:57.~;~.~yita~-,l~·-'~i~~~i~aii~;~~~·~·~ ;.;~6.i..e~~able.- usar 

guantes y cubreboc~.4'i\·¿~·;;~{~~¿;¡¿;~j~~:·~i~~~;~;{~;j{~gf~~5iJ~i~;i'j~i¡di:,','i;{~t{~ji~:~el••.us<l··cie 
: ,, _ __.,:, <-'~~··~:·?f..:. ..~:.'~' ~~:~,·:· .. ,~~·.·~· '.'..¡_,;>:-.--:'·>~:',," 1·.,;:;'.f~ :-;.., . .'·¡-."~~ ;r; C··~f=.~..r.,;,:;··.-:.-·~~;· .. ,/_;'i:· 

vacunas que puedan 'ind.~ci~.rá~,i~~-.;~t":'~~~R~iPSi~.i}~(i~~~~;Pr~~~~~~~;;g.~~~f~~~~,;1# ·~.;l¡itiva 
inmadurez del sistema i~~~~i:{~,;~ . .;,;1~'.~e~,iistep;i~ -~~ '.01i5ti~T,~~)~<-:,;~f:ig~~-} ~~terno· que 

pudieran interrerir e:~n 1a r.;s.;i:.~sta a.il'te- 1.;_: ~ae:u;,ª por Pª~¿ ~~í \~t~;;t¿s:2;,;;i; Í\.riil:l~s son 

obstáculos significativos pa~ desarrollar un~ ~~cuna e;.~i.en.te.~~ Actualmente se encuentran en 
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investigación de campo .vacunas con cepas de VSRh activo modificado. así como con 

subunidades vacunales G o F.49
•
66 

EL VSRh ENMÉXICO .. ~-

A pesar de que ~~ tiéx:;bo ·~.,; ri.J~ntá c~m estadísticas de mortalid~d por ~o desde 1 929. no fue 

sino h~ta ¡ g5~ eil~'.~.,;h~~,i~r~~.,;s d.,; i~fe¿;;iones provocadas porsíndromes:r~s~~'ra~orios.67 A 
-·.·;,--,;.,,:__(~ ~-:-;-" .:¿. , ·:-:--:'·~· _;., ~·::::-:.'{)-;-:;.~- .:,~;;;-- J-~:,-'-0 -- •• _., /.': ·-"'...~. • - _ ~'-' • •• ··-._; ·<·: ·r -··::,,;-·.-

'~ot,'"~~fe~-~.1#~~': i~pii§c.ios~s;' sii:io 
-' . : -

otros 

vías 

estudios que, ~í.i'~iti~i{;'i~ ~itu~dióh 
, --. ·,.-:.:,~ ·:~--,~>,~,:: ~It "-·'.<'i.;;'i' ~.<,.;·: 

.del 

agente viral. 7?:'.~>En MéX:ico soripoco's' los'laboratoriOs .. querealizan <:!1 diagnóstico de.éste virus 
-;,:'" . ~--·- -.;: -~.> .:·;".:'~ ; . .;_;.<_o :o~r - ,'/~~-- :·: -¡-'_::~::::. -~ ':;~1~, ~""-' ~ ,:¡!~ 

y también es i~~J6ici~ ·~1 ~~n~;;irr;ie~t~ que ~e,~i~~~;cl~~;¡¡ig váriaril.és'~~·i;ales- que afoctan a su 

:~~:;;;~:~,,;;~·~t:;:=~~~2 ~~;~Fi~ ;~~~~;) . 
El vsiih p~ri~~~Xe al o~~·~~-:º~~~:~~~i~I:~i!)~~~~,j;, ~os-,:r,~yxovirus. 

::::0::::~1J1,~~·~t~a~r~~jlf 11t~t~~J4~[~~:,r;·f.:::: 
Respiratorio bovino (RSyb)," se ha sugerido ·que. estos .virus :podrian clasificarsej untos como un 

grupo separado.• el ~tj~e::''poj_::~;~~~~~, ;i~~~l~Y~:t;~!~~Í~;'/1T~~~~~,<J~ia~~i~i~~>'9•54 El 

::: ::::z ,:0¡'.~~~~~~~~i?~~~~,~~11~ ~··z~10·~f~~·de~1ó1óg••=. Y. c11n••= 
Es un virus envu<!lto/cu~o gé'ri'b~a t!s ¡¡r}~~I; no ~e~~¡;nta«:io, C:;ori úna tira sencilla de RNA y 

con sentido negativo."'"·49 Su hélice interna (nucleocápside helicoidal) tiene un peso molecular 
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de 5000 kilodaltons (KD) y un valor.de sedimentación de 50s; posee un diámetro de 13.5 nm, el 

cual es un valor intermedio entre el tamaño de la hélice correspondiente ·al virus de. la influenza 

y a aquella delos paramyxcivi~s rriás representativos.49
•54 Bajo rriicroscopÍa ehi~trón.ica eÍ virus 

se observa.pl¿;oh'iórflco, c~ii.v~aciones tanto esféricas comoéfiia'.~eritó;as"'.•cori'i:liam~tros que 

oscilan e~tr~·~2'1i.:'~~~'::¡i; ~~-con· longitudes mayores a25. ~~1f";;~~·\~~fi~~~-¡~6~~,B~I para al 

::L~,~:;;~~~~~t~~l~~:.=;': ~:·~·;t~I rf~}~f~t~~~~~f ti!~~~·~:::: 
glicoproteí_na:,G;,'.,que_{pesa,~~1!]0 a. 9_0 • KD; func;:_iona,:~~di~do; 1a.}ídhe~i~~-;· por'adimréión, del 

virus a' la .. rrie'ihb~;iJktfü~~;;;áii¿i 'ci~ )~•· ~~luÍ~. ¡;1~bi6~~~;~~)~~ri~j',j¿i:~d1~·~áíci'gf~ti~··~fhteína 

hemagluti.~ii~-~k§!~r#i·~~~ ~:~~I;.·.~~i~·~i~;~~~i~~-~¿~f ;~ib'f'1~~s••; ~n "'~~¡?~';~;f;~~·~~rísticas 
bioquímiéas,de!.a;J}ti~2~•f;~~~~~e;h:t;.~~~~:t,~~§,?~.f~I~~c.~e,~7f~·º,:2,ii~of.o.d~~.~s.dl!.•.vsR: A, 

con 6 subgru'pos o linajes'(SHLl a SHL6) y B, con 3.49
,
68 •Al grupo A se le asocia con cuadros 

~ .. , ·- ¡ >'" .. ,,_<·· .. \,c.;,,_;.,j ,.,~>·!; í;'(-, • ~ !"'' ',··~·>' >: ··,-~._" ;ll:,;!> 

clíniccis- d~-~~Yril-<~·~y~;~,~,~~~~~:~~~bi.~1iii~:nt·e ~l:Subgrupo ... SHL5~~~ · ~: · 
- ·--.<.;J.~:··~'.;,>~~f;:~ :~:~;' >t:::.:~ :.·;\:(, :;:._·;;~: 

La proteína F, pesa.'68 KD~·j está 2oristituida por 2 polipéptidos unidos por.puentes disulfuro; es 

la responsabf~ de'é¡t~·:~}:~¡~~~~~~:¿i·ala célula pues es una glic.;~;bteifi~~q¿~.:~romueve la 

fusión delas enyi1wra5·;~i~l~;Cco~·la membrana plasmática de.la céluli~::~féctada;•'después, la 
:. ·;·.:'~-"._.·:.).:'.-::·•-:¡'.'.•.:;:.>-.'··;_-,~-,·.:..;e·;,--,,-,_,.•- " - ••,-;-,: .. •'":•','.'".,~'-":\,-•.. ·:-~-,,'-'J.,''.• • .-

nuc1éocápside .virái e;;; fü>e~Cla haC:ia e1 citoplasma donde se inida .· 1a r~pü~riC:ión~ e1 'i\.R:N vira1 

sirve como ;i~till~;p~'¡~:~.Á mensajero, el cual a su vez sirve t~bi~ri"~~~¡·elhr.lslado de 

las proteínal>yde la tr~~cd~ci'Ón del ARN del virión.49 Las g¡¡¿¿~~:,~·~¡~~~~~~~l~~~~F;G·y 
SH constituyen sus principales determinantes antigénicos; son e~;r~~·~~~~:~¿,·¡.¡· iü~:;fi~ie de 

viriones y en células infectadas.48 Las glicoproteínas F ';~ ~ ,-i~~~c:~·;.:;~'':r~';·u:c,ión de 
- 1 ;:/~ -.~-:· .' 

:-~~~ 

tienen actividades' hernÓáglutiriiná~ . rii ~eú;Ciárn'i~idasa. 
<;_ .. -' ____ )~\:-, ·~ .. :. -~-"' .;e ;'---;·-.--~.·-~-;··;-~- ... ,:";.:·:·-~:. ::~: >, 

provocan la respuesta inrnune;48
•
53, generaln:;entc: en éllas se basa el diagnóstico viral y son el 

anticuerpos neutralizantes, no y 

blanco al que van dirigidas las estrategias para el desarrollo de vacunas. especialmente a la 

---------·· .. -· .. ·-------------------------------------
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proteína G.68 Las cadenas carbohidratadas de las glicoproteínas F y G parecen ser esenciales 

para la infectividad .del virus ya que el tratamiento con endoglicosidasas específicas o la 

inhibición de la glicosilación alteran la infoctividad viral.48
. -

·-·->:-·r"~;·¡>-;';_~~--,'_<./"'·--~~-¡>·--. : ~ ---_-_-·:::::· ::~-.::, -<~ --" :: .. :>_;_.,-_.;-_;····'-·-·4s·. --
La infección naiuial ;con' VSRh parece estar limitada a füiinanos y a ctiiniparicés'. •. Dáda su 

relación t~'.~s_Í;;~~i~~~-~:tvsR bovino. el VSRh ha sid? re<:_u~;~ad,~.d~- ~~~t~~e~¡dérhlc~s de 

~~=~~~~r¡g~:::::~=:~~:=~~;~!~~i:~:~~r:º::: 
a 

por mililitro- de,-medÍo _(UFP/~l).?3 Ésté:~i~s n'O p~ov~~;.- inhibidión CÍe'1'(fri.;,tiJiJúsiri6' cetular. 

~~~iiliiiiii\!li1,f ~ift1li~~~~:: 
llamados . célufas . gig¡}nies• rii.uÚin~;;!e~d;,s) sin i .;,mbárgo; eLgrado de fo~aciones sinciciales 

depende del :i~º de cé;:,~· ~u~~~pti~1~: jH;~~~~~. ~:~--~c~iº cte: c·z1·:iv~-.~e la cepa viral y de su 
i": ·.' 

=~:!:::~~: HEp~2 constituyen ~n2línea~eteropl~iie deri~ada~de L carcinoma humano 

epidérmico proveniente de la laringe.76
•
77 La línea celular HEp-2 fue establecida en 1952 por 
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Moore, Sabachewsky y Toolan a partir de tumores desarrollados en ratas lactantes, 

inmunodeprirnidas, que recibieron células del carcinoma laríngeo proveniente de un hombre 

caucásico. de .56 años·. de. edad}?. El aislamiento; in .vilr~ cfüe acompañado. de<v~ias solu<:iones 
. . . . - " . '.: ,- ' . - ,. - : - •. - .. ;· . ·. , ' - . .- ,. . - : - - . . ' ~ - -

.. 
bio1ósica5 ·(fluida' a~ióticci b6viriG; .;X.tr~.;io'~ ·einl:>nonW:i~s: ¿J~ra's de 11Un1aii<> ':Y c~b~no; etc.) 

mezcl·~~os ~~~.~~-Í~~i~~~~:;:~fi~#<~~;~~<:~i~~'.:4J~~~s i~E~t;·;¡~~~~~~;·~.i~hc·~~;'~~~6~· ~~~ios de 
• ···;-"'··;;-···-· '· O';- • ,_ , •''•.·\~--·' ,- ,., .·.-;.( ••. ·- .,, ,7.;/-• .-·:-·· ;=_\> :.-. . ,·;;¡,-:"·;.o;· 

:~:~i:~~~~~l~~i!fJ~~1~1iJ~¡f ~~t!!~t~l~E::: 
virus como el.di:~Í~s~~i:!$~;_í~~jé~~~s;~'l.lsc;epÜble al ~jrí.i"s d~:h~ polio• Tip¿ 1?a1 adenovirus 

Tipo 3 y al virus cl~~1a'e~~'g;¡i1;.titl~é5~~ic~l~ (cepa Indiana).77 Ha sido utilizada e~ estudios 
:e,.· - '.'~'~ .t;~'-~ --<;1. 

experimentales para'iÜd~di{tulTi"o~e~ eri ratas, hámsters, ratones, huevos fértiles y en pacientes 

voluntarios con cáncer ·fi~~it~al. 77 Fue incluida en el American Type Culture Collection 

(ATCC) en 1961:77 

El VSRh también puede afectar a algunas cepas de ratones para laboratorio como la BALB/c, 

C57BL/6, DBA/2J.52
•
53

. 
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2. JUSTIFICACIÓN. 

Comprobar si la propiedad antiviral atribuida a la Melatonina se manifiesta in vitro ante el 
.. . 

Virus Sincicial Respiratorio humano utilizand.° con"l.º sustr¡;ato·a Iru; células·~ HEp"-2:ºDadas · 1as 

pocas alternativas terapéuticas .. par~. p~eyén:? Y(COn_iraiTe,star .al :5'~Rh:}.esfrie~e!;ario ... seguir 
o ;e · ·:.·:·'.'.:':.',- '· ~';-; ',•.) . -. .' ~-· .~· , · ._'> · 

buscando .opciones .• Si bie11 ... la ;ibayi;¡¡,~i~i'iJ:~e;os~I:'e~.é~si.'i~~úfi!c~".C>fj~ié>~ ;;;:.• los infantes 
. . .. -.. - . . ·'. .. -· ... : _· -<-,. . ·) -, ··-. ' ·-,_ . .,, ___ . •-: •··-- ... ,,--~.-. ~--~;:;-~ - :~e:-,.'.,-.,,::__.:.::-.:>:,'.: : ':,,- .. -· ·' -~ : .. ~ 

~:s::~=·~2f~~~t1~~11~~,2~~~~:~t~gf 1ff~~!~~rtig~i~l~~~l~·%~~~~~rf~~:i:;~ 
hasta aho;it';:.{i so1cl ~6 }{~ '.~~id~~~·¡;;~~¡;j~/;·i~~~~··~i'Jii~~ ~~a5i.;T1c;s> h~ta c;.,~i~¡)~délucentes. 
La meÍatonina put::d~c~;~ '.iJ~ alteriiati:~;;{i;:. ~C>.ripie~e~ti con·~ po~ib~i~;~~~·t~iapéuticas. sin 

·'}'; 

aparentes ~fectos secundáriCls y~ccesible para la pobladón .. 

Solo llubo algo peor que tu partida .. .. ~ • 
la partida de n1adre que le diste 

a 111i ruti11a.,, 
a 111i J10111eo.~ta.~i.~. 

a 111i vida. 
Dicie111hre del 2001. 

Miguel Ángel Martincz Castillo. 
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3. OBJETIVO GENERAL. 

Conocer el efecto de la Melato.nina sobre la actividad replicativa del Virus Sincicial 

Respiratorio humano mediante la técnica de inrnunofluoréscericia, a traves de l~i:-infección· de 

células HEp-2. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

3.1 Determinar la concentración adecuada de la melatonina ·.*·en• disolución ·. para esta· linea 

celular. 

3.2 Conocer si la melatonina• af"ecta in vitro la capacidad de replicación del VSRh en esta linea 

celular humana. 

3.3 Determinar si la aplicación del tratam.iento con melatonina* sobre las células HEp-2 es 

mejor 24 ·horas. antes de. la infección, 24 horas después de la infección o aplicado de manera 

simtiltftne~ a Ja'inf"ección con el VSRh. 

* Sigma-Aldrich Química, S.A; de C. V. 

Si aú11 111e 11ecesitas dln1eto. /láz,,1elo ·'·aber 
porque au11q11e la corteza cerebral ~·e agite y .,;e e11torpez.ca. 

el /lipouilu1110 .\·igue ~·ie111/o fiel . ..• 
por la 111e1111.~ durante u11 hue11 tie111po. 

l\1igucl Áni;:el Marlincz Castillo. 
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4. HIPÓTESIS. 

La Melatonina administrada exógenamente afecta la actividad replicativa in vitro del Virus 

Sincicial Respiratorio humano sobre células-HEp'-2. 

Sin i111portar lo~· 1ít11/o.~ profesio11ale~~ 
o los grados académicos obte1ddo~·. 

la persona ••erdaderamente i11te/i¡:e11te 
e..•; la que disfruta ple11ame11te de /u •'ida. 

Miguel Ángel Martlnez Castillo. 



5. MATERIAL Y METODOS. 
Arrastrado e.•· aquél que pie11sa que LA DIGNIDAD 
e~· el 11onrbre de u11a ca11ti11a. 
Miguel Ángel Martinez Castillo. 

5.1 OBTENCIÓN Y PRESERVACIÓN DE LAS CEPAS CELULAR Y VIRAL: 

20 

El trabajo realizado fue de carácter prospectivo, comparativo, longitudinal y;éxperimental; tuvo 
- ;o·"'. :'; ,: : ;~. 

verificativo en el Laboratorio de Inmunoquímica y en el Bioterio del~;HÓspiÍ~l 'jfif-antil de 

México "Federico Gómez". así como en el Depto. de Fisiología y·Fa~'iicc:,{6;i1~;de, lí'i Facultad 

de Medicina Veterinaria y Zootecnia de. la U.N.A.M. Las .célul~;~¿;;j~·(~~~i\;1~;'.cuales se 

::::;'dE~~it,~~i,;l~ii~~~:~~~~~Ji~St?~!i~1~i~1/:~i~~~~~~~·"~: 
diciembre· cie.· 2000). ;pr~".'.ia;e.n,t~ ~7 se •. había,prepar~~º·'.~I:m:di~:;specífico'.para e~thnular el 

:::~:~:::'. ::2~!'.~~~~t f:if~&~r~~~¡i!~rir2~;~~1~~~itr~~ e'.:~ 
una mezcla de antibi1~i~-~f.~~~,~~~}~l?~'~C~~é~~{d~.;~?,s·~.~~m;~~~];.~~2.~i*;:j~:~:~~~~~:}t~.;~~:l~izo. el 

pase No. 96 y se sembraron 4frascos:de'cúltivo;(de 25 crn3;'de poliestireno;estériles Y:Hbres de 

~:~~.:0~~~!~~~::;~!ilil,ilíf tlf if igi 
3. Gabinete de Seguridad BÍológi~~0~:~~· [:¿g:1i?/~S!~7$1~f:~j~f·~~i~~étt~?}~;~~ifisNo, los 

procesos de incubación ·requeridos;se realiz¿¡:ron~iitili:z.úido:;urlá.:incubadora'..UB~L/NE C02• 
-~ .• -: ~·- ':·'<-·'~-· ,·~~·:·: ~ .. ··~ ·:· ~: •' •.. , ··.··~:·~ .... ' 1, •• 

modelo 460, que permitió exponer.'a 37':C'.;{0 7oo/o de hú~~dad.rel,¡tiva'y c6n'i.1~.i ¡¡tmósfera 

enriquecida con 5% de C~h78 L.a té~ni~~ ~~ ~tii~ivo c~lul,ar. ~~~oque ser apre~;di~a y dominada 



21 

progresivamente para posterionnente ejecutar el procedimiento experimental propiamente dicho 

sin contratiempos técnicos. 

5.2 ELABORACIÓN DE UN ENSAYO DE DOSIS EFECTIVA DE MELATONINA 
PAR.A LAS CÉLULAS HEp-2. 

Para conocer la concentración de la· melatonina en solución que se aplicaría como tratamiento ..... ,.' -

dentro del proceso experimeníat-'se'-iealizó-un ensayo en el que se evaluó el desarrollo y 

evolución de las células cultiva'dasiie'n:te'a diferentes diluciones de melatonina~ para así elegir, 
,._,_.< '·. ,,:\~~~~>,/~:, .. -;": ,'..}~1:\:>·-·.:·_ -.·.' . . ···,-,'~~ ~"-· 

de manera fundamentada~· la SolUé::ióri.;final de.trabajo_ ·,;;;:>-··, --

Dada ta altalip¿;~c)a~ifi·~~J'~~'i]~~~{f1c,~~~~¡i~e,;r~cedió a disolverl~~~;~t¡~~i.~1~- ~&esto. que el 
. - ' ~. - .-~~.~·: :;; ~;)~/~_¿f;_."·: t'.!;~; ~-::~~'./~.'.:'.·'" :\;~/~_·'._:t?><~ '.:Dié:t.:.~{~~t"c·~-~:)~-~\~jif};>R~~~: .. , ,-r '¡," ·,.;.·,,' 

peso molect.li;.; ~~!¡~;;{~·~¡¿;;-¡~~ corresponde•a•2323'.daltons;•medianté. una· b~ía'nZa~alítica 
(marca: •- sá~/o~i~-~}·;;.,,,~f¡~j~ i~:Ú1i ~~; ~::¡;:~~~1"6~'d• dti~j;f.~~l¡,~~-~¿~~-i'~~~~i,i~ · ;(s/g,;za-'Aldrich 

~:~:~:J~~t~iii1~iiitlf it!~f ~~;~9'1~;~;~•iu.;.. ~· º=•··· ,. 

:: : ::::t[;f l~N~,i!l~~~~;1~~,tir~ ~; 

~~~;.~J~~~~~f i111~~J1!~W~~ª§~~i~~~;;;~::; 
14831, con ;4 po"~~s en ~'ot~I).: Se •Útil.iziÍrci~ ¡~ p~zos. ·~~ cadá ú~~ li~ depositó un vidrio 

esterilizado. de 14 mm de di~~·et.;o; ~u~ ~i~•ió c~rn~ supe~~ci~ ~~e ~:: :1 cultivo celular. En 
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cada pozo se sembraron 20 000 células 1-IEp- 2. Las células se suministraron suspendidas en 

mi de medio. MEM-1. Este procedimiento se encuentra descrito en el Apéndice 4. 

Después, las . células~ sembradas. se incubaron;, bajo-. las~ condiciones. ambientales ya descritas 
- -.-,.=~.'-:> . -_, 

(página 18). A las 48 horas. se constató '<i,1<ú~iiro11o<hdfric;gé~é-dfcle~Ía;rrionocapá celular. 
' .. - ~-?-;. >-· ._, -:: ___ ;·,· '¿;.·;,_-; - . . :..:;-. -eo.,;,: ~-::O';~ , /.: ,: , , .. · -

Posteriorm~nte se agregaron las diluci¿de~ -·~~!.<>~:~~.~~~~~;$~1~~~,<>,;~~I~~ai;::?;~§.~Ú~~recibieron 

el Cuadro 

que en-· la dilución al 0.59 M ya se observó cierto grado de precipitación ~e Iá lrielato~ina. Una 

vez conocida la dilución de melatonina más adecuada (Solución de Trab~jc:> = ST)-~ se procédió a 

realizar la siguiente fase del experimento. 

5.3 MÉTODO DE INFECCIÓN. 

Una vez determinada la concentración de la ST se procedió a infectar_2-frascos de .cultivo con el 

VSRh. cepa Long. originalmente donado por el Dr. Víctor Peña,' de.I Children's ·Hospital 
- .. ·.-.. - .. · --·-.. : 

Medica) Center, de Boston, Mass .• Estados Unidosde :J'.mérica, y posteriormente pro~orcionado 

por el Laboratorio de Virología del 'i-í~.s~it~J,d; ~ecU~~í~ d~I- c:éittio·fa~di~o-~Nriéional ·,del 

Instituto Mexicano del Seguro ~o¡;ial' (alí~u6t~ ·:J~;'~2hgel~ci~ eL'1/de C>ctubre de 1999 y 

mantenida en nitrógeno líquido a .'-l 80ºC). El proeedimie~to -g~neral fue el siguiente: mediante 
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observación con microscopio invertido (Corree/ Tokio, Seiwa Optical) se verificó que los 

frascos de cultivo tuvieran una . monocapa celular bien establecida para después aspirar y 
' ... . . . 

desechar el medio MEM-1.· media11te:pipeta Pasteur;y sistema de vacío; posteriormente se lavó 

la monocapa m.idiante_%~ ~cií'.u_cipn b'~,1~<:~~~~:~<!;5~s{at(:;~,.<[..I;iS)_ (!Sf~htiff~r~-;;n~ibiada a 3 7° 

c. Después~· se •inf'ectÓ~1a;.~~H~:~il'~:e:.~~§1a.rI~~ . .:~~~~~ .. 1~. ~~P~)~ii~l_f~~\J~p~Edi~~ .. -~~· medio 

MEM-2; se dejÓ .. acisor_b~er?~°,:i:3()~~~;i~~~ifü~~;~~r~~f,~r·~~s,/;;~'~F~r;~~fIT&t~};~~]W'{cij?':_~EM-2. 
Finalmente, los frascos de c1.tltivo'.s~iin.cübawn.•a·.~7~S.;:b~j() ··1;1il~i'at1Tl?sfera:de 15fo'_ci..;'.co2 • El 

procedimiento detallád~d~ ;nf~~~;k~1€S~~fu·~~J•s$1_t~~~w~~ri~~f:~~~~~ii~}~·~ ···f····· i ~'·.··· · 
Aproximadamente ~~1~f 2 dí~.~~~Ir:~~~c·~~F;fi~~,~~i;~~~~~;.~~~:i;~~~!f~I'~~-'.~~B~~~§ ··~6~traron 
redondeadas y brÚÍ~tes¿~:fring;;ittcis); ·~108',3 dí~ pÓsinfecció~'se éü'rij;::.ilt::iro~ (;fi 'J;up6s de 

,- >".:';_:.~ .. '·· -,-_ ··;.~ 0 •• r_;·,..,,._-··:-T' .• , :e·. '\'.:.~:;· ,·.-:1,:· .'~'' ··--

5-7 células ('.'roset~··y): a '1<:>s• 4•·ciíru;· p6si;:;re8'dióh s~ fú~ron déforrn~hci(; /y'~ ádqliiriendo la 
. ': ·":':. . ::,~ - .:~. "· <'. -

apariencia sinciC:ial caracterl~tica. A l()s 5 días p()sinfección se realizó el segi.lriCI() pase viraL 

Pase Viral~ 

Uno de los frascos'. de cultivo infectadosse congeló a -86º. e por 24 hora5; después se extrajo y 
:-.·; 

fue expuest<? .. sú~i~[nt~ ~r37"~. ~tili~i~fr~ im_¡;B~o:~a;ía:;i:~c~~f1~t1··•re!nperature Shaking 

Bath, YA.MATO/Mo'delá.f!T_c25); de el··se obtuvieron alícuótas•Cle 200 µ_¡ para' infectar a cada 

frasco nu~vo de cul:i~o ~(c~;; ~o~~éapa c~J~la; ~i~~ ~~~a~l~c;da).: l~e~iatarnente después, se 

volvió a con~~.i~·~*~G~:C··~(~~h~~~;g~t~~i~ii;d~~·¡.~~~1~ri~i~~'trit;~i~··i.~fe¿tado.·Los frascos 

recién infectados' fueron in~·~~-a'.d()'s·:.:,ª·~-··.:Ji~!c; •~·fijo< una ~~ri;~~i~;a. de 5% de C02. El 
\,. <\. •' .. _ 

procedimiento c()~plc!t~ pÚede consul~arse en el Ápéndiée 6: 
- - - • " r • ' - ~ - -e,.,.,-, - "'> • • •- " ,•, '• ., , - - - O 

Posteriormente, ·~~ r~ali~on ~tro~4 pa~es. vi;ale~. 
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5.4 EFECTO DE LA MELA TONINA SOBRE LA ACTIVIDAD REPLICA TIV A DEL 
VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO EN CELULAS PERMISIVAS HEp-2. 

5.4.1 PROCEDIMIENTO GENERAL 

Trabajando dentro del gabinete de seguridad. al inicio del trabajo experimental, se utilizaron 6 

de las cajas de poliestireno especiales para cultivos celulares ("Ce// Wel/s ". Corning. New York 

1483 1) ya descritas. De cada caja se utilizaron 1.2 pozos. en los cuales se depositaron 
. . 

correspondientes vidrios circulares este~ilizados qlle-~i~ieron cornÓ base para -el é~lti~o de las 

células. Cacla caja c~nstituyó .. un.,G~;?;~"~:~F~~~~~·}I.ª organizadón di_,1()~;:¿;~#s 

::::~::j~~~~I1f~f i1~~i~~~.,~~,~r~i~·~~~i!;~J:~,;;t~ 
Grupo C: cél~;'HEp~2 Ji~~i'J;'~iA~ .:Po1f:nl:~.:;_:~f •J ;,~$'~ ;·1~~f;8~c;~:;¡,pr1~·~1&~'stras 

y la 

-.',··:~ . .:._ ·'·'"'"·-··. ·.:.-, -~.-,~;\·-;·,_, .. - -~( ~·· .-:\-~ -",:·- ' .;;•- ·."' 

Grupo D: céls;·HEp-2-i-'.~vsRI-i ;, < ··~·confrol-F; .• = 12 ~áz?~) .;.'i2rTiJ~strás 
,,,,,._. ".-~ ... , ·' "-'. ::-:,}:~; --~ ~-.-· - -

. ,;,1 iiJ'J~~~':;·;-:j":]:i•ii:i~'e~t~~ · 
·,." ._.. ,:··' ~~;;<- ; .. .::.- ~-, -•" 

.;;.•12 pozos-: 12.mtiestras .. -.: .. ,,-,·, .. ;· 

=: 72 ~~zas~;· F ;:ihi~estras 

Grupo E: éé15: HEp-2 -t·',, nietato?-i'na; '.~Control 2". 

Grupo F.: soio célÜ~aS,~Ep~'.2 J: · · ,;~o~tro~ 3~' 
.. ,--,-, ._,·:.'. ·.·· ·:.:. 

''-o_>_ _, ___ · .. ~, - :TOTAL 

* 

** 

***La ST de ',;,é1~10C,:,i;,ii~é ~pÍicó 24, h'ara~ dé.Spúés d~j~·;n]e'c'd;ó;.,:;;Ji, d VSRh. 

. ' .. ··•· •.. ·.· ' \ < < . : 
·:·.:··.f 

Tornando corno reforencia.el·rn~mento de.;lairi¡ección'de'las ·célúlas con el VSRh Long, en 

general, se realizaron 3 muestreos: a) ri l.as 24 horris·, b) a las 72 horas y c) a las 120 horas 

posinfocción. 

-------------- ---



5.4.2 DESCRIPCIÓN DIARIA DURANTE EL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL. 

DÍA O 
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Cada pozo, de los 72 en total, recibió 20 000 células HEp-2 suspendidas en 0.5 mi de medio 

MEM-1 (Apéndice 2). Después todas las cajas fueron incubadas a 37ºC mediante una estufa de 

cultivo. con atmósfera enriquecida con 5% de C02 y manteniendo una humedad relativa del 

DÍA l. 

70%. En el Apéndice. 4_ se erícüentra'descrito. el prócedirnfonfo completo. 
'. ,_, ~ • " . ._ ·• "· ·.··-=. . ~:e:·.~ ~ ;-o _, 

-·;~'.? 
'· ... , .... _ 

Mediante micros;C>pi·o invertido<se ob~e~ó y cC>nstató; el-_ creéirniento. cehtlar en' los -pozos 

sembrados'de~é!a~a'i'iila,:de·•·1as Úja5.;A.• ~iI-tir de~e~te<rilom:eñto/~e:í-(ficaclones similares se 

llevaron a cal:>¿ 'cada 24 ho~'. Toda!i 1~ mJ~~ti~ ~~ ~~t~~i~~~:é~{,_;~ubacÍór.l. 
DÍA2 ":·-.-' .· .. ' 

··,,, :::: __ ~)-::/: '<·~;·:· ·\ <")~~ 
Mediante_ pipeta past~tÍr, éstérÚ y.'siste~a' de ~aCío se' retiró -él T'e,C:lio MEM-1 de' los J 2 pozos 

: \·~·"-.' • - .... , ;, ····"·..., J, ,:.:-~ > 

pertenecientes~:), Grupo A, ~aralavár la ~onocap'a:celular; se agregó'1 ;i-ri1 de: PBS esterilizado y_ 

~:::~,:·~::~~~~tl~~ª~~~J§l l~EWi~~~~f~~~:~:: 
toda 13. ~aja c<lf"!~si~~~ié~ie ~1 ci;u¡)~ A; fü~ ~ºT~¡¡~:~ __ :ª_ •. _.i'.f~~~¡_·_-c_'._ i(;k~· ., --

:·,,., ·-

DÍA 3 '-<;; '''-' ,,-,.:,. - .-._;--'.•· /,>- -

Se retiró el )'l'l;;~io r..IEM-1 a los pozos de las cájáSc~~~:;o~';:Jién\~s aclos Grupos A. B, C y D 

(48 en total) mediante pipeta Pasteur y sistema de_:.;aC>í(;.:_f>~~lay~~ii~ monocapa celular. a cada 
- ' , .. -'··--~'·_:- ---"'-' 7-.. -.~-~,>--~-.-,·-'· 

pozo se agregó 1 mi de PBS esterilizado y a 37.,,C, 'riii~;n;;,<~~~: sé,~~~ir~0 ,i~~1bié~ con pipeta 

Pasteur transcurrido 1 minuto. Se procedió a infectar a la ".'.n:b~6C:~~~ ~~t~iár~'e ~ad~ pozo con el 

VSRh Long con una concentración de 2 X -106 :~nidad:s;· f.~~:adoras de -Placa (UFP)73 
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contenidas en 50 µl de suspensión viral. Siempre se utilizó el mismo título viral. En el Apéndice 

7 se puede consultar el. procedimiento para la titulaciói;t del VSRh. lnmediatamen_te después, a 

los 12 pozos correspO'ndientes al. GrÜp() B .se. les agregaron ~I O µl de la ST de mdatonina a cada 
,·,_~-· 

uno. Una vf!i bl!ébbs' ~~to~'prJ~e'(iiitii~rit~~; sf! pe"rrJii~iÓ quct;,1 viriis eíi ;J~p~r°isÍói; éÍe~ci~itado en 
,,.--'". -<:~;o,;' ·-·-:"".-·.-,:~:-}~~}' '•<?<;-" ·;:- .- ·::·.;:-/>-- . : : "·'. "'-;. : ·~~-~ :-.. <:_· .... ~-' .·<.~;::-;:,~-; -Ó .. . ,','\(•'.'::' ,- ;.,_ .• '.~' -- --;::. -;e-:_~ • . 

los poz()~ d~}º,~~s,;}?~::9~PcC.i <A: ~.>SY.· D) ·._ t.uvier~ .. ()~~~it~i.<J~~;.~~;{3~~.()I"~·e,r~~.8, i}á }~$>~<>.capa 

::::º:z~i~~~~~~!f ~ljI~r~:~r:~f~t~~~~;~~~~1~f~~{~ft:~ 
Y

a descritas?' -··::. .-.. -.•... : :-·- ---:' ,.,... .•,, -:-e::·: "•!;;;• ,·•::• •<,:« "''· .. -:, -- -
·_.'·,·_,. ~--.-:·:;·: ·'· .. _._.;,._.,~; ·._~·:":·:~. - -~~ ~-- . _-:~,;·- '}t·,:'. ~-«'< 
.-,o-. - . <~}:;:: .. :· _:' '';'..''..'· .. ·. \"< '· • "-!: ·' _},;._,'} -~1,.;_·:f:'¿_ ,: -~e~ ':·;'o~·:-~~. 

::t:.:;~~~~f !~¡i~!~~~*~~~~f ~i;1~~0~~~~t~~!~~f~~~!~t~:;: 
a 3 7 ·ºC. mismo ~~.:~~~~r~~!,~ó tambié~ .~on pipeta Pasteur .trans~u~;rl,,f{.:n: m,.~.~ut,o .. ~F.f,*~égaron 
1 O µl de Ja ST de m'¡;-latOnina a ~;;~a-pozo y se permitió la ads-0~cióficsob;~¡fa supediéié celular 

. ; ..... ,,,:·,::'~.'".\·'.:'~/' '·"·:· .. "''·-·'> -' ' - , .• ;.;·-.--·.~--.·,.~: ';'.::,:;- ·--,- .. - ., .. ,:. - - -

durante 30 minúios.jF'irij~~e~te/~e ágregó 1 mi de medio MEM!2 ~·~a?ii" pozo' y nuevamente. 

toda la caja correspÓncllente al Ónipo E. fue sometida a in<?ub::¡ció;:¡. 

DÍA4 

Mediantb: pipeta .Pasteur y. sistema de vacío se retiró ·e:i rileéli-0 MEM.,-2~ de los Í 2 pozos 

correspondientes ~l: G~~o 'c. Se -agregaron' 1 O, µi 'de Ja's/~~·~e;l~t6~ina a e~~ª pozo~ dejando 

:::::d:::~:~::::::.~;~~:1;:;r.:~~~t7;J~~~~~;g~g6 I• :! ·~~·~ediO ~EM•2 a 

Por separado. se· retiró.· el :medio.de· los 20. Pº2iºs .sori-áspqndientes al :ti~.J~~·~e muestreo: 24 

horas. de. los Grupos A, ~L;;;.·~ /~(4 <l.;~·d~)·a tnl~~~~~~;;~eta .• Paste¿~-~:~i~t~~a~e v~cío. 
-.- • < -.---:,~:· ·---J_- '· ·-;~_,: >:: .-

Para lavar la monocapa cellila;,se ag~~gó ÍillÍdé:J>BSe~tf:r~ú,d.~h;ya4~.C. ~is~o quese retiró 

también con pipeta Pasteur transcurridos 3 minutos. Cuidadosamente y ~uxiliándose con pinzas 
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esterilizadas especiales, se retiraron los vidrios que sirvieron como soporte del cultivo celular en 

cada uno de los pozos. Cada. vidrio fue ubicado dentro de. una caja de petri .. a la cual se le 
. - .. '. .· ' ·, . 

agregaron 5 mi de acetona a 4ºC; para logrlu·.fij~r a las célul~;5:' el tiempo de exposición fue de 

5 minutos: DesptÍ~i·•.·.·~~~~-."'.~~~~?_\s~_cci~~~~}:e.;m;.·~.;ª ..• ; ...• s·.··u····.·k_·:·n·····.-.'..·n .•.. :.P:-•·_·_._.t·.··ºª· •. rtp.;er.~.:_~_._'.bc·_:.~--af:_.d·t.••_·ºª •. ;~.••.·.·P: .. 10=_}_.rt·~-;.~-: .• aP_o'.~1.·b~_•.:!J ... e .. _Y.•.·.•t·.: .. º •..•..... sfi .•. ·.u;~-·---c····.~.·.···º.· .. ·.~-··ni~ ..... ·.·.····1-a•~vm· •. iluiezas.tdroa. 
aplicándole l~t~~ifidt:~ts.~iA1~:li'~.~~~i.'\f~s,_0ti.~~ _. . .. · .... _ . __ 

rue .. i<léllii~~~?~~~i~~s~.~i.~§'ª}{.9~*P<t~<>'.it:a~~?ril.~fy::~~~tI.~~~~.f1f··~~;y;~~t~~~-~~!!~fr~?.ncii~nte. 
Finalmente,2 '¡~>ffii;~i~:';rJi{ron'. C;;gaii~'d~;~~loj~dol¡;s·;~~ •;~ártu!iñas':'rfgida!'i/Grupo, se 

{• •.:,,··~\•,<'' 1; r ,·, '. • • ;;_.~ • ~ .> ; ,'.,:,..-. '<'.-, ·'.' ': ·, ,'· •.' 

envolvieron ~Ü;~a~6i;!~;Üi-rÍi~Í~:y sé' ~itrafo~~t'!l~c)I{ a;.~86ºC:. 
'.-/'.'."·. ~ __ .:_.· .. , 

mantuvieron en' inci:'.íbación'.'< 

se 

k•-;¡.-· •• •• 

DÍAS 

Se retiró el mec:Úoc~:>6u1tivcí d~ Jos 4pozc:Ís del Grupo C, corré~pon:ctit'!ntes al tiempo de 

muestreo: 24 · h¿~~· ;~·~·i~~t~ pi~et'a Pasteur y. sist:n;a ele vadC>. · S~~~iehJ~ ex~ctamente el 

mismo procedÍm'.Íe;.;t;:, apÚ~ad() '~ las mUesfras dél día;a.Íl.teribr, (DÍk;4 ), las células füeron fijadas 
•,·., .. ·, -:~- :· c';.e,;;•-.- ":·:•,~:'· - ~~:-·.\',,~,-• .<_'.. • .. ,,--•. -'! v" ',,•~:". ·~~ 

con acetona. )'>:i()~;~¡'J~¡c,~'\<l~.•.•sóporte>se; i~C.~i1i~;;;-;;;;c,¡;~c· portaobjetos limpios; se 
_(,;."• .·._-)_-_ ,:\:~ :,'·-:.:~'-;, .-,~:-<:·,·:~:~· -· 

identificaron .•. adecuad~ente/; Y{cc S'; ; envcílvi~fon ~: eri 'lpapeI. ' alüminio para finalmente 
:.·· .. :;_.:_,' . ~'.:_-

ultracongelarl~ ~~s6°c/Las muestras restantes'se ma.Íl.tí'.ivieron en incubación. 

DÍA 6 / :: . •·· ,; ' ., ·~i-.·.:.. . 
., :_-:;_<;/~·-; '· ~i··· ---".;~,: - -

Nuevamente, apliC:~cto\. exactamente·•·· el~' rnisni() •;iprocedJ,_miento · · del DÍA 4, se retiraron 

cuidadosamente lÓs ~ldr¡~~".~~·;o~~·;:;~s.ci'e'.~::~i~ 1~: Ciru~C>s (A, B. D, E y F), excepto del c. 
. -. . ' .> ., . - \-_~·~ .. :_: <-·.:· • ..,~:.- ::~.'-->' ·-,:·; _ . ~ ->·:· ·~-:. ¡',::··~. :~ .. :;~·¡_: ;'<·~·,:· .. -:-_ . :;_- / ~J·'-~ - : :. <~:,:_: ,· . 

pero ahora corre~po;;d'ic;;o't;;s· al fie~po de'l'l'l~.;~1i.;o: 72 liC.r~ áo en t6tal), para después fijar sus 
< '• ,-, ., • •. • .• • • ••n•- ' '--• • • ' -- -' - "-•- --

""J.:';• .· -, . -·. . 
células corrcspondie~~~~ c~~ l!cetona' y ultracongelarlas a -86ºC. Las muest~ restantes se 

. ;~ ~· - _··~.· . 

mantuvieron en incÚb~ciÓn. 
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DÍA 7 

De la misma manera en la que se procedió el DÍA 5. se retiraron los 4 vidrios de soporte celular 

del . Grupo C. pero ahora. correspondientes •al. tiempo de muestreo:. ,72 ·horas. ,Las células. fueron 
- ~· : ': -· ·-- _;·~_:,. :, :_ <:.. ,' . ':_· :.- .. ) .'' ·..:,e""" 

fijadas median~~· 1~, ~~~~si~ió~::ª aéet6na~'y .de~p'fiés. l~s :~üestrils ¿¡dherid~ a portaobjetos 
·,-_>,': •. '.' ;·~:·;·;..·, :5f.'.'· ,,·;- {,-:'-, ·:,, -"·,•·:r __ :~-_;'.~,-"'--- •-·)", ~;:~~ '- .~· 

limpios,· fuerori envl.ieltas ~ii pape'1 'a1un1irtio.y[ult~acongelad~:a•;86'0c:· li~s··~~e~t~ restantes 
o - , ,- ' .','., _;' -~:;.;.,'-;: ;-','.:;;~,~-~ ;:;~-C·; .'.:i';c .:. :>:';-': :.;;·;2.-. ~.<o~\'.'~; ,:~--.·o,~<; '.:f;~:; .«'·~~::: • '.,-.L:z-:.·. >, ;:;:-.: :_.·,--~:::o.-:2,;'t:\:"'.-.-. ~·.;·;,:;-.~ ~::, ,'7 > -~ ·i 

se rríaniilvieroñfe~iiii~Ül:l~(;;i6n;~:::;'::>~~ :~.· ·;::.5'f~3,'i~ ~:T~ '· >.: )'> · :. 
'. •-; ·; .. }~·_:;;\ }tt'· -.< .>:· ' ·. ::.:~ ~\ ~-'. ::~:::.<? ,-;-, : ~~:::'.· , ::i:', '.". ~--, :._\«: :: ',;. -~ : ;· ,. ,·.: .; ... :. .. 

DÍA.8 , '.'· .~:,•,'.. ······ e'·.··;/··,'"·. ··\• , ·'' ·., ... , • c:i;:·L/ :::;-:·:·' 

Otra ve~·a;Íicf~cl~,e~~~{~.~~t~::~~:Iiij~g·i~~-1"~~~~/~r~.fü~:'.<l~~DÍA ~. s.e.n:tiráf:on· 16s ·vidrios de 

los poz()s d~,~~~'~i:ti~~;}~lf ~~~::~$~;'.~;·,11;;#;;~~;;f~~,~~~~~ic)"'deÍ ;e, per6 ~hor~ coefespo~dientes al 

tiempo :~le ri'lli.'.:~i'~'e'?; :120:horas'(Ia5\últimas 2o;muestras). Después, las células fueron fijadas 

con. acetonii ~/ i'~~ .;}~~¡~;:;,~~ ·~();~~~ • ·:~ ·i~:~~ilizaron sobre portaobjetos limpios; se 

identifi6ar~h·. •·· . , ;:· se envolvieron en papel aluminio para finalmente 

DÍA9 

Se retiró.e1\Tiecli.(:,'.cl~ ~:uIÚ~o.dé los.últimos 4 pozos del Grupo C, correspondientes al tiempo de 

muestreo: 120 .h~ra!;;ütilizarldo pipeta Pastel.Ir y sistema de vacío. El retiramiento; el lavado, la 

de las muestras se realizó· de mMera idéntica al fijación~ la idj9tÍ~~dcfoii: ~ie1 ·!'.esguardo 
. : _:'··.~-.,· 

procedimient<> ap1~diél6é1 • .oiX4:; ,- ,-, :-.::'. .... ~·r_ .. ,; .:-~!::.·:J.;:.;.~·:,<..-::,.-__::;:;~;·:_ .. ~. 
DÍA 10 

El último di~ d:I p;~~~~ihi'Í~~t~ ;Lperimental. De las 72 muestras obte~idás ~ver Cuadro 2), 3 

de cada tieÍtlpC:.'.Ci~'¡~Je~i~eo y de cada Grupo (54 en total) fueron enfren¡actás. al ~ticuerpo 

monoclonal espécifiC:C:.'~coplado a isotiocianato de fluoresceina. manejando el procedimiento de 

tinción especifico pa~~ la .técnica de fluores,cencia; las 18 restantes ( 1 ~e cada tiempo de 
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muestreo y de cada Grupo) fueron teñidas con Hematoxilina- Eosina (l-1-E) para realizar 

evaluaciones histopatológicas. 

Se_- preparó•- la_ solución - PBS tween- (Kit Comercial VSR, de -Chemicon _Light Diagnostic). 

Apéndi~e s: 
Se retirar~n:I_~ 54 muestras (vidrios circulares que sirvieron de soportepara el crecimiento 

celular}clél :tJ.ltfa:C:o~g~:l-ador (.:::86º9 y se éo!Ocaron .. caraárribá'.~ (sitio del ·crecimiento celular) 

individúalm~~teeri'bajás d~~~tri pai!l·ci;;~pués'.l~vaí=Ias con PBS't~een-(s-~11rriue~ir!l);'durante 

5 minutos._f~~t.er~~~~ffas~~eti~Ó-•~~.J>~.~\~€«!~¡&e.~i_a,~t§p_;~~~-~~t~:~r'*·~~-~~~~'.~~<yacío y 

se dejáro?·--~-~~~-1:~i~Fs~~~~:-~fT.~~~!~;-_~*f ~:Th~~J-"~.f~I;11~:~~~~~mc~kt-~~~iTh~t~i/i~···s~gii~idad.· 
Después se agregaron · 1 O µ!del ~(lnoclonali ~spe~ífico :·1 (bajo ;~enurnbra) a : ~~da_ ~~a de las 

muestras •. para -.-~()r~érioj;~~t{ t~~~i~j~.;::~_;;;2;.~·Uá;1t~'','jJ~-~~;~~t~~~ ;{[)f~~:!~~g:i~o este 
• . . . . .< · .. "'-.~ . . ·:. :· .. ~,~::.~·:.·,·: . , .-~:: ~'.'. . ,.t::·." .. :_ ,.:.::~ ~º_,'.~~j¡::g·tfE~0 ;,~:;'.~:~~.):~~fSti:1i:~~;-\: 1·~t~~l~'.::;:t~~~~~'.~-~;_:. :, :, . :'.~·,:~·~: .' .·~~~:~='. ?.\:.: .. ;··Í:~i~\-¡~;c·.~fr~S>:i¡;~/:·~-~-:~f.)'::.' 

tiempo. las muestras _selavaron.nuevamente_'con·J~BS•_tween·(s:rríl/S•minutos);:•'se retiró el-PBS 
';'•,>i,'• ;1·_·,'::·- ., :.:,!.,:·~·,.,,..:e :··)'."'t: '"";..·: :·_i,, -. ';:.j,:- ,·,-.• 

tween y 1~1TlJC!s~ ~.i;éiej~<;,h~~;;car a1 medio ambie~te.• ró'.~te~iorrnent~. mediante Cintas 
-·_;· ., ... • - _,_ 

adhesivas lateralés;-''-cada'ienteja· se inmovilizó sobre un portaobjetos limpio, se identificó 
.'- '.'" .· 

correctamente·y;.•p(); grupos se cubrieron con papel aluminio y se guardaron en un congelador 

doméstico. (OºC):-Todo el procedimiento experimental se encuentra resumido en el Cuadro 3. 
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5.5 EVALUACIONES MICROSCÓPICAS. 

5.5.1 Microscopía de Fluorescencia. 

Para determinar el número de células fluorescentes. se utilizó un microscopio para 

epifluorescencia (Olympus BH2. Tokio. Japan). La evaluación se realizó con el objetivo de 

inmersión (IOOx) y se anotó el número de células fluorescentes por cada 200 contadaspor 
, ·-. ---;._,,, .. ; 

muestra •. sin importar el rulméro de campos necesitados para acumularlas; 'tainJ:>iéri'~~,hiC:ié-ron' 
observaciones cÚopat~IÓgÍcas; sci.'-'~lorarori36 m'uestras en total en 4 sesiop(!s' (9(~esiÓn) .. Los 

resultadC>s' a~ii..Ü~1a.a6~'ii'~~e2~;;~~ ¡;f'8'ti~d;z:4;: . \.' <'.'' 

Durante 1a5.o~~~ibii~~'.i~6i~~,~~;{~~~C>-n i~~º~~~fi~\iti!izando uiia· cáffiara;ÓlympÜs c:C35AD-4 

y película. f,otoiráJ-~~:,~'~Á 40~ -~~odak),- E(ti:~podeex¡iosi~ión'por. irn~~~~:~~e'cie. 1, minuto, 
; :"; - ,. - ·:: ~ -

-·~-

. '-f~:·:·:·.:- '"·"-.: ;.: 25 segundos. 

Las muestras más representativas fueron obsenÍ'id3.s 'e~ i.r; mibrosccipio confoC:al (Car/ Zeiss. 

Axiovert _¡ 00 µ. utilizando el programa de. Ca,;1-ZdiS's LSM j _¡ of Se obtuvieron imágenes para :,_ ·.:. -:,~::> .. -- .. ·~, 
diapositivas y para realizar impresiones en pap~l f¿tgg~fiC:C>. 

5.5.2 Microscopía de Luz. 

Después de teñir con hematoxilina-eosina (H-E) las 18 muestras obtenidas (una por cada 

tratamiento y tiempo de muestreo), se observó cada una con el microscopio óptico (Car/ Zeiss 

Modelo 470801-9099). 
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5.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Para validar y demostrar el cumplimiento del supuesto de normalidad. los datos obtenidos 

relativos al número de células fluorescentes por inuestr'aº(Ctiadro'4Y:fuéron: so.metidos a la 

prueba de Shapiro-Wilks. Después. se anaJÍzaron: los datos utÍiizand(). el sigl1iente m.odelo de 

efectos fijos qlle h1cluyó: los efectos trataniiC!~io: tÍ~ITlPº dc.;_ rril1est~eo y fa iriter~cció~ .de primer 

orden entre estos d;;s i~c.:'t~;es: · .. 

Y ijk = µ>+, .f j ~;!r.i}~ ;eti · 

Donde: 

Yyk = k~esi~arespliestá asoC::iada al i-ésimo t~al:a~teritoy al j.:ésimotiempo.de mu6streo. . ' 

µ 

Ti =Efecto dciÍ i-Jsimo tiat~~mié-nto (admirii~t(aC::iÓ.n d~ rnel~toriiriap~évia. sirnl11iánea y 

postenor á1á)~fé~clónyir~í). ~.e \. ·- ··' ·. ·· 
Efecto del j-:éslmo Úé~;~ de muestreo (24; 72 y 120 horas posteriores a la irifecdón 

eij error aleat~rio:' 'NIID CO. 6'.7) · -
"';:-:~ ,?.,~ó~~:,· ~~~·:':>o::~·-·~·· .. 2=-:~~,: _.::;-e; J, ~>:,.'---~- - -~~: --: : ' 

datos obienidos;fueron'
0

proé:esados :riieéii~t~ el paql1eté estadístiC::o SAS, utilizando el Los 

Procedi~Íentcfde~~~-el~;>-~,i~~;l~sG~~.e;!izad;•(PRO~;qL~),7~•·-
Posteri~rmente; pru!a' ..;~l'l'lµ~ Íos : prom~dios en~;~ los t;at~lentos, · .. entre los tiempos de 

muestreo y en las iilieracCiones: trn~ientos *tiempos de m~estreo, se ~tilizaron p~uebas de t. 

-----------



6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
U11a de las dest•e11taja.~ de la deniocraciu es 
tener que escuc/1ar tan1bié11 a los pe11dejo.\·. 
Miguel Ángel Martincz Castillo. 
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En el Cuadro 4 se indica la cantidad de células fluorescentes por cada 200 células contadas en 

cada muestra (36 en total) que pertenecen a los grupos experimentales o tratamientos (A, B. C y 

D) en los que las células fueron infectadas co~ :'SRh: Mediante el análisisde;':yUfi,anza (Cuadro 

5) se encontraron diferencias entre los tratrunientc:>s (P =:= 0.0002), entre ios;t,i~fu~~~;~tn1uestreo 
,:::· 

(P = 0.0001). y·en. la·interacción: tra~an}i~Ílto-tie~po de muestreo (P = o'.9()6~):,A:l'cilrnparar 

:~:.:::::::~:::0;::;!]~~}~~\~{iÍ~~~fül:::~::.5~l:s:. e:~~ 
infección, y esto concuerda con la n';a:y.;rí;.i~d~ i';i Út.f~~tlici'~onsÚltada la cual recomi~nda aplicar 

;·_,. ; .•·.~ , :' ~,(,:/ ; ,_-f;;_:! "."-.:; r:'·> -.:/'\"• - .\ ":'",._ '\'· '/·--- "_,- - . . 

melatonina en calidad de prctrat~¡·~~toJ'~té°~'('éfi;;·~~u~i~i'.iier desafio.39
•
44

•
45

•
46

•
47

•
81

•
82 En este 

experimento se utili~ó u~~·s()l;'.v~~Íe:Je{t~~iénto previo a la infección, pero algunas 

:::::;:~7::,:r~~;Jc~1ilf ~:¡i]~!ii!f~:~:·~: ::,:::º:: ::=.:r,~°':: 
adversos~ TaITíbién','se}uiÚizó,;u.:i~sol~''do'si'sféri.nuesiro caso, elegida después de lle.,;~'-a.cabo. 

un ensayo' de do:~~·;~~;~tij~~~&~~:~;l?tC>ri~:a para esta línea celular human~. pe~C> :ii~unos 
investigador~s~,~#~~~~~.~t'~;¡~¡;"~;~~,~~os 

-· . -. _,_~-· .. :\.».~·so.s~~:~i·:~-:,_;~·, ,:.··:_.:;.- .y .. 

celulai-es tamb1en., .. -- .... -·»··_·.,·- ··'<-: >:::t;:::-· 

·:· .. ,;.;_ ... _-:·:_ .. 
al .Proporcionar diferentes dosis. con .difer<O:rites••tipos 

:· ... -,·'Y(· ~.'_:>·· : .•· ,~._,-:_;·-: 

No se enC'ontrÓ.difeterid~'<P,= o'.6878) entre los tratamientos A y C (Cuadro 6), lo qud indica 
.. ; .~. - ~:. ·:·:~~~ _,· \>~_:.,- .. ·-·' 

aparente intraSc~~~e.nCia ~~;.id aplicación de mela tonina 24 horas antes ó 24 horas-después de la 
'.~:::;, ::.;·.;,:{:-,: ,,·,y·..c '-''¡/~. • •.•- ,r.· 

infección con xs!Ui, !'t:·~"'sár~é:fo que varios autores recomiendan, ante un des~fio 'e~perimental. 

la aplicación de m.;iatC>;,i;,a.~orn~pr.;tra.tarT1icnto. es importante recordar, C::C>n1oya se mencionó 

en la introducción de este trabajo. que la mclatonina es un modulador que generalmente inhibe 
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o regulariza procesos ya iniciados; aparentemente, la melatonina no ejerce una función 

preventiva. sino correctiva de procesos ya alterados. Por lo tanto, al aplicarse con antelación a la 

infocción viral,·a.parenteme.ril.e·,n.o.ccmfiere¡ventaja alguna, si se compara con>su·aplicación 

posirifecC::ión; ;:,ii:iri<l;, l~ C::é1~1a5'yaesiái\i~fei:tadas y experimentando repÚci.u~iófi\,i~~1:'Parece 
'··!· - - - _,-·; •. ,, __ <·· . ·;~-:·.· . _._.- , . 

que la meltb.rii~~ J¿lci ~j~i2;i~;j'~re6t6cffri~;~efir"liciado el proce;o d~ i~r.6~c~óri'~ ¡:[~ ~~t~~- Cabe 
,,_-·::;~ -~::'.·.~ -~ :;:;~ .--;;-~_c-.·.-:~;"~;.;r .. ~-f-~;,-:;.;~-r-:- ';~' --~~;"-; ;-,:.;;:<:;;-,':,.~-·-· • " --·:_";"''..". ~ .. , -·,e ,- ,.,,,~ - "·-; 

:::::l;:~r~;;:~~;;;~~;;:i~!f~~~~::::~~~J1~f~tf!~~~~~'j;i~::;, 
varios de sus':a~t~f~~.:; :~?~~~!~fü~l~¿~~T~:151?:L ~~i~~1~~~ »~¿iVi~%1üci\ ;~·{~~~~ii'~~t~·:ii~¿rable 

:::::~ t:~~Í~¡~'kí:~W~!f:f ;~;~tf ::::~~!i~i~i:1~:}~:~!~~~::~n =~: 
individu~, t~l~~'cC::6~'c:;';·¡;¡;~Jib~~.;ióri·~~ cltocinas. la generación de anli6~e~os, la secreción de 

opioides end~ieJ6~ )'~ otr~s ~~tacoides. la estimulación de los sistemas inmunitario y 
. . ~ '' ".~ 

hematopoyé,ti.~o; etc.: ~; .. ·~; < · 
,.:.-, ··'<:'.:~.> 

Sí se encolltraron·diferencias entre los tratamientos A y D (P = 0.0037). entre C y D (P = 

0.0013) y entre,~>Y,¿;'(~~e·b.O~Ol) (Cuadro 6). Puesto que los tratamientos A, By C incluyen 
- ' -.- ··- :.-.. -· - -- . ~ ·,' - ' . - c.- - - _, ,_ " -

la adminisJiiciÓh d</rii°éi;;-;;;,;.j:i:i~ estos resultados Ímcen evid~rit;;Ía utilidad de su aplicación en 
.-~' ,-, ,-.~: ,_,. ": ¡'[.:':' ; ~;;."'~C.' 

cultivos celuiiii'.65 iri'ré'btii.~6~:~6n' VRSh, pues en. ellos se. ~r<!c:ta .¡;l C:urso natural de la infección 

viral en est~,~~¡t;2i~~tf~~~'~'.>',f : ,·:: ,:;" . · 

=n::·::'f j~~~~W~,;~~~1e~?~\~~~~~~;~,s:::::: :::.: :12~~7c~: 
::=:.::mvl:7~f~~i?}~¡Q~~i~!~t~1~~~Jtc~~ir:;:;S1~f~;t::: 

- ·- ¡~ -·:~·-' ~: -.'.-._ ,· _'., '!~'. 

tratamiento*tiempo: B 24 y C24; si hay. dif;.;~~ncia est~dÍstica'(~ ·""".' 0.00 l 3), pero al comparar B 

72 y C72, ya no la hay (P = 0.9075). como tampoco la hay al comparar B 120 y C 120 (P = 
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0.4528), lo cual indica que aunque la melatonina tiene efecto en el tratamiento C, ya que es 

similar al tratamiento. A (comparando . únicamente entre tratamientos), no tuvo el tiempo 

'·- : ~::o··J_ 

Al comparar s61iifl:{<!fitci <':ntré; los. ti~fupgs 'de'miÍe~treo> ~é (!nc<->ntraron diferencias (P.<: 0.0078), 
---,·-:.·e - ~>:-;·:·::;·-:,·.zy_¡-,;/- ¡, -·-:.:....,_;:::/AL·--~·'"- ~:'-:'·",~·-.·:·.;;.·.::··:<' ·-.''<·-- - ,~-.:·: ___ -- .,,_.,. >~'_;, ;·'<<-.-:_,_ ..... :-.-~::-i· 

lo cual •. indica(~~~.te~L~rg~~~.~ :~~~~t~e.~}{~i;~~ 0§o~i~I~~'1~1();~~~~~f&,~Z·.~~i~~,C,t.Í~,~ e,1 .•. tiempo 

~.:;:º~:~:~~~:~~\~r~¡;~~~~~,,f ¡~f~~~lf ~rm~~~i!~~~~iª!;t:.~.,: 
fluorescentes se reduce prácti~am-~ni'e 'a la mit;d·(3·9: 1666 y' 20:583·3; -;.especliva'mente): 

;;;. '-"'- -.~:.~; " ;-.~-.'._ , .! -'~-'"~"-·· '';.;'-,- _ _.,., >;.':_ < - ":1-~ -- :-.,':. ·.:> '"'' ,_,_ •' ,._, -:'-:;·- -..-, .• ,_._ 

E~ import~~~ ·~h.~2;~¡:··2~~t~;~~~:·~~-1 
.. i:ff ;f;]Y.f;~if:h;·~;@~~}~~J~~~~~~\~f .·%~~~~;1f /:f;t:~)q.H~5~~ctó .···~1 

numero de celulas:fluorescentes al transcurnr.·el.t1empo(F"1gura•3)/de)o,que puede»1nfenrse que 
·. · ~ , -.. ~/· ::~·::?e;1~~·~?:~y·;Hf~f:;:.~:f :".;1:<.c~~~:;?:;~;:~,-:;.~,j~~?::~~!?~/A};:--_-·=· ::_:~~~-:;·: f~~·>::j~~<~-~;\ ~?/;~> ~{·:;:~!-}''.::~f~;;_:: ~_;:~·-F·'./}tw~r:>!_:::;~:f:~:;: :·2~lV~! :~'.fii:~, ~f}~i{,:~ ~ .; ~~ -::-_:·,·~~. 

la aplicación •simultanea :de,• melatonina cy •¡VSRh .. t1ene·: alguna:• consecuencia:•en':Jas células; Es 
.. __ ~ ._:>:: .:· .::~ _· · -_;;\.~r~::·~K~~:":·~;lY~~ '..~·,:.:~~~~:::~,:~< .. ~~-~~:~.;ü.-~~~::~i( \~~!~:){t;-~::<~::~::k -::.::e·:~ :-~~.::f" <t:<~·:~·-·: ·1/:';r~:-.º-~;! ::.:/;: -. (}~f.: ;:,_~t<-='.. ~·~2-~· ·· : ';:--' ,-:' ' : - · 

probable que : la 7 presericiáifisica''dé ;'la melatonina, interfiera de ,·alguna manera la capacidad 
"'.-, -.:c7' ",·.; __ ~.:- ~-.·k .;;:.~h-,)"¡:J ... :.-·':.Vi·> -',~' ''"·"- ~ ,;r ~ .~ ;:,.~.;~---·.·-:-~J? .. ·,;:t:_:·;~. 

:~:~:~~t:~~~~~~~~~~t~~~~~~-f ~~~9~t~f.~~'. 
que ·las células'solo·füer.;~ mfoctadas,'•'sm rec1b1r;melatomna,c:Se 'si:ibe q~e.'l~,~~,1~i<:l~inaes 
capaz de iI1t1~fr 1¡f~~#~;r,i~~,3~e:;~g¡:~~fr¡~iJ~~~~a¿i~¡¿~;:{jl! iit 'rrié~~~~ª ~~;J1~ ~~~cadeÍna y 

- ,..-- .. "',. - "' '~·::"~~--· - ,,,..::_::~,\~:, :"·t: :·.·,:, " ';_,~--=·".· - - ~ ::: . .::!&~fí~{~~~;J7f~~?tli~~bJ'fü'f mC1a,em~ P•~··•~dUc•i·•~•'= 
ser una probable explicación ª!J"enórnenoantes descrito.~2•82 

· ~::;-:'~'.;¡ .. _. :--_:, 'd•· ·- <~ :"'-,;i,i-':"frct·;::. ')-~ ' ~, ;:;;.~7 "' :• ~·"· ,-·: 

Dado que se ha'iÜ'gufueri'Uina~ q~~:ií:i' m:~.l~i<:);¡¡n~i':'~ctÚa:prirÍcipáim:~nt~ a nivel de membrana 
.'•' .. e··: .. ·:;_· •·:;o;·~.·L··./'·:r.'::"c! ,~.;t''"'.·,,'.."f,';~:-" ,-_~;-, .. ~;i·' ·;:·;:' .-e:. -

celular. y pi'..~st¡; C¡iÍ.:;~"e1'(vsR11 .'reqti;;~; ~~ii;;rii~é ·~·:13') rii~iiil:i'~a~~ plasri1ática de la célula 
• ··~~--> ',~,- o~.:-:;·:.,;:_ .. ,--''·-·-'</:{).... -·----

permisiva. puede interpretarse q~e e;.. geneI"ai>1a ~elí:it~niiÍ~ O:o'aÚeró' la capacidad infectiva del 
,- .. ' . -· _,_._ ·, ,,, .. · . ·.. . .', '· ... ,-·,_,_ '. ··,>. 

VSRb ya que éste se adhirió, se fusionó y liberó su nucleocápside hacia el citoplasma de la 
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célula permisiva, y la prueba de ello es.que en todos los grupos en los que hubo infección con 

VSR hay fluorescencia y efecto citopático, 1.o cual al .mismo tiempo indica que la melatonina sí 

puede. actuar a niveL~itoplasmático. y. que~ en los' trata'rni~ntos en. los que• ésta.sé aplicó (A,. B y .. 
. .• ·",:º: ~ :·~:'.~:.(::_;::. ·.;:_º ----

e) sí interfirÚ> cÍe h1glin'a • irian~r~( 1:i· réplicabiór{\:Viral/:Y:i.i:f~~ 1a iiit~~~id~d ·d~; 1a"ir1f"écción én 
, .. : .. ·- .. -;-;:~.:~;;~:'~----. >~-:~::,~::: ;.,>: .. ~-~~~,.~--~~-~: -----~-:\~.'.~:·?~~;r~-J-~t~:"~:~~/_'.&:-~;;:;~_/,.· ::. --~-"-~·- ~·:-·.: ~---·-:·:~-:.r: -_ -::-:·~-- -:"~/~!::~~:-~,·;~,- -~-:->-:-;1 

.. -?~--:-·,;_. ;'.: '.'~: __ ;: · ~-:-- ~ -. . 
ninguno de los 3. casos.és similar.al dél tratamieríto':o;·en.· el que sé •infectaron· las Í::él ulas HEp-2 

··::-·,--:-;;;;,o:· - ~ce ;' ~ ";'..;;·;-~-~~-,- ,-\ ;.,f-;,':~-?~~-;;C:;'.~§;_;~~:~- ~e;·;.?O::;; ,~.~,:--_;>_;.¡.-~(-;',. o-=. , • ~.'~~:-~·-:, :~-- : o·-·';"-;"'. '.• .~.-;-- ; ·:f~-·::..:,-;<::..;:._~: 

pero sin · reci~.ir,I,~~~[)t{~~i~;¿'~~)~~~r,~-~~~k~~~~~;i~J~~~~~~,j.~-~~·;~~~i~~~~~',:~t'?;~f G~.-~,~~'?~C:íi~e el 
tiempo ·ca·· las: 72:y a'Ias::.120 '.horas)/.Figuras;3 ~y: 4;/Pt.hora. también<se sabe :que·.·· la ·melatonina 

-· -· · '·. · .. , -.,-; _:;· .. ,-;- ---: .. :.· ~:-~~:~'.;·:;·:, :-·E~:?z·:. ~:·:'.~:-~_'.\i:~·:·:,\.: ~~<.~:_.: .. tv;·~;~:.:'.~:{~~(, :t:,t)\~;i\~;~ :~>~~-'.::.: 1\\~;f~-:;?~~~:::::·--:~<r .;·.;:~-~t;·,: :·: . .-::;t';_,- :;:::\~,--. - .:, :). __ :;::;~·'.-· - .::: ; .:· 
puede afoctar .. la· expresión( delf RNArri:~~<Estó. permiteó afinnar,qüe: fa'' hipótesis; planteada para 

; ,: :. · :.~;.;·,_ -:~;:~ :~ -:·:y:2-.:;_~~_,\,~--~~::~j,-\i_;.;"~i, <-~_e;:;~~\,,.- ~:"~;.~~:~;:~;~~~~-~~_;Jü;·~~-\~fa~~ ~:-~tt'.~:'.~i;;:~:;~·-:~:::~.'.,,.-¡~_;;·:;~ -§G:~~-:~-:~;~·-':-~-'.-·'~t .:_;. -~ -~~- ,.;-~ .-·. , -·
este trabajo sí. se cumple pues}. la· ~elato~ina;sí;•int~rfiere con'elpJ'oc~so:rcplicativo del. VSRh 

que tiene lugar en 1as cé1~1'f;;'.~~~i~Jt/~7~!f:'J~~Jfi~~,~~~i~~i:\;¡S~~J:J~:;:ei 'lic~~~~;¿ :~~e~mco 
~.-· .. /:·::(.-, .. :-:~·'~:;-:f "1' 'i.,""oY·''·''.'. .~- \~ .;-¡:."·~~-. ,·~\ :,O 

a través del cual la rnelatonina:·logra ·~~~~ efoctcí, ~iri: erÍl.l:Íarg~.·· ~stós r~s~l~~do~ justifican 
'.- ··;:.··., .. 

investigaciones futuras ••.. en;imocfelc:>s. ~i~ales 
':,:: . ,.~> . --.:~ .'. . . -.'.;": ;, . ' 

para•, aspir~ a la posibilidad de utilizar esta 

hormona en humanos inf"ectados~ 
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8. Apéndices. 

LOS DIEZ MANDA1'1/ENTOS 
PRl1'1ERO: "CO,\IE BIEN" 

E11 la 1nedi1/a de /11 posible conre de lo "'ejor. 
110 de lo 111á.\· c11rt1 .... i110 de lo 111ús 11utritivo. 

Co1'11e co11 111e.,·11r"• co1P1e ct111 pucie11ciu.,. 
porque sie111pre es grattl .\·aboret1r 

el pa11 que te Itas ¡:1111ado. 
Di.ifrutu ... ie111pre lu co111idu y 11/ i11gerirl11 pie1u·11 

que e/111 es lt1 fue11te de /11 cuu/ pe11de tu 1•idu • •••• 
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Apéndice l. Preparación del Medio Esencial Mínimo (MEM). 

1. Pesar mediante balanza analítica (Marca: Sartorius. Modelo 2442, capacidad 200 g): 
13.5 g de medio MEM en polvo (Lab. Sigma) 
2 g de bicarbonato de sodio (NaHC03) (Lab. Merck). 

46 

2 g de ••1-1epes" (Lab. Sigma). Hepes = Cs H1s N2 0 4 S N - [2-Hydroxyethyl] piperazine
N'-[2-ethane sulfonic acid] 

2. En un matraz Erlenrneyer depositar los ingredientes que fueron pesados y agregar 950 mi de 
agua desionizada. 

3. Agitar para disolver . Utilizar agitado.r magnético durante 5 minutos. 
,,. . 

4. Ajustar el pH a 7.26 mediante hidróxido de sodio a'i"aOH)2 M. 
-~~~J ·~·~ '.~.- ·.- •:<.--

5. Aforar a 1 litro mediante agua desio~izada y est~rlli~da. 
, . '' '··~ 

6. Aplicación de las indicaciones generales.* 

7. Esterilizar por filtración mediante equipo especíric6 (BeÚco Glass Inc.), dotado con filtro de 
0.22 µm; !orzar la filtración mediante trampa de._:.vacfo. Este procedimiento debe ejecutarse 
dentro de un gabinete de seguridad (flujo laminar) (Flujo Laminar Clase II. Tipo A/B3. 
Gabinete de Seguridad Biológica. NuAire, Inc. Modelo UN-602-400. U.S.A.). 

8. Verificar la esterilidad del medio: tomar una·ITiuestra e incubarla por 5 días á 37ºC en estufa 
(LAB-LINE C02 Incubador) a 70% de humedad" relativa y enriquecida con C02 al 5%. No debe 
haber ninguna evidencia de crecimiento microbiológico. 

*Indicaciones Generales: 
a) Conectar y encender la lámpara de luz ultravioleta del gabinete de seguridad (flujo laminar) 

2 horas antes de comenzar a trabajar. · ~- . · 
b) Encender el gabinete de seguridad media hora antes de trabajar bajo su área estéril. . 
c) Limpiar Ja superficie de trabajo del gabinete. de seguridad , primero con ·tÓrundas y agua 

potable y después con gasas estériles y alcohol al 70%.. · · 
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Apéndice 2. Preparación de los medios de cultivo enriquecidos. 
Preparar cuidadosamente dentro de un gabinete de seguridad (flujo laminar) y trabajar con 
material esterilizado. 

A. Medio Esencial Mínimo enriquecido con suero f'etal 
complementado con una mezcla de antibióticos (MEM-1). 

1. Aplicar las indicaciones generales*. 

2. Mezclar en un frasco ámbar esterilizado las siguientes soluciones: 
89 mi de medio MEM 
1 O mi de Suero Fetal Bovino 
O 1 mi de una mezcla de antibióticos* 

bovino y 

* 400 000 UI de Penicilina Sódica Cristalina + 1 g de estreptomicina + c.b.p. 2 mi con 
agua inyectable. 54 

B. Medio Esencial Mínimo enriquecido con suero f'etal bovino (MEM-2). 

1. Aplicar las indicaciones generales*. 

2. Mezclar en un frasco ámbar esterilizado las siguientes soluciones: 
98 mi de medio MEM 
02 mi de Suero Fetal Bovino.54 

*Indicaciones Generales: 
a) Conectar y encender la lámpara de luz ultravioleta de_I gabinete de seguridad (flujo laminar) 

2 horas antes de comenzar a trabajar: _. _ __ ___ _ _ · 
b) Encender el gabinete de seguridad media hora-antes de trabajar bajo su área estéril. 
c) Limpiar la superficie de trabajo ·del gabinete dé seguridad • primero con torundas y agua 

potable y después con gasas estériles y alcohol _a170%; 
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Apéndice 3. Pase Celular. 

l. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

Aplicar las indicaciones generales •. 

Retirar el medio del frasco de cultivo mediante pipeta pasteur y trampa de vacíO. 

Agregar 2 mi de PBS (a 37ºC) al frasco de cultivo para lavar y desprender las residuos y 
células muertas. Tiempo de exposición: 1 minuto: 

Retirar el PBS. mediante pipeta pasteur y trampa de vacío. 
- - ' ~,· 

Agregar'200 ,il ele tripsina (Lab. Gibbc~)<al 10%:y exponer, a eHa durante 2 minutos, 
permitiendo que entre en contacto éon toda' la.: níonocapa ;: celular deladeando lenta y 
rítÍnicamente el frasco de cultivo' 

Retírar la tripsina c~n pipeta pasteur y trampa ,de ~a~í~~>bejai :actuar por 2:-3 minutos i1asta 

::~;:: ev::::~~c::::e:: d;::~r:::~:nt:I:eJ:[f-'. ;JS. ~J1iii~· -~~ª~,.~~;I·~;~r el 

desprendimiento celular. ..·· ... \~. ,.,-, ;·."~ :\ · · · 

Agregar 3 mi de medio MEM-1 y hacer disgr~~l:iéi~~~s?~f¡'Jii¿.;;;'¡ (t'i' tnanera de '"lavados") 
mediante una jeringa de 5 mi y aguja estériles. Ejecutai,.como}nínimo' 12 disgregaciones. 

Pasar 1 mi de la solución disgregada a cada frase~ i~i~'JJ'(j~ :cultivo; depositar lentamente en 
sobre la superficie de crecimiento. .c .•. :, . )···,:, , . 

1 O. Agregar 4 mi de medio.MEM-1 a cada frasco d~ C:ÜÍti~g nuevo. 
: ---~-,--·--'.>·;-.,<·:-_-- <~; 

11. Identificar correctamente cada frasco de cultivcí:'.ari·o~al"1a cepa celular específica, el número 
de pase realizado y la fecha. · ·· .. · 

12. Incubar a 37ºC en estufa de cultivo, a 70 % de humedad relativa y con atmósfera 
enriquecida con 5% de C02 • 

*Indicaciones Generales: 
a) Conectar y encender la lámpara de luz ultravioleta del gabinete de seguridad (flujo laminar) 

2 horas antes de comenzar a trabajar. 
b) Encender el gabinete de seguridad media hora antes de trabajar bajo su área estéril. 
c) Limpiar la superficie de trabajo del gabinete de seguridad , primero con torundas y agua 

potable y después con gasas estériles y alcohol al 70%; 
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Apéndice 4. Método utilizado para la siembra de células HEp-2 en 
pozos de cultivo. 76

'
78 

1. Aplicar las indicaciones generales*. 

2. Para desprender las células de los frascos de cultivo se aplicó parte de la técnica descrita en 
el Apéndice 2. 

3. Una vez que las células fueron resuspcndidas. se procedió a determinar su concentración 
mediante una cámara de Newbauer: 
20 µl de suspensión celular+ 80 µl de solución de azul tripán al 5% 
depositar esta solución en la cámara previamente preparada. hasta saturarla 
observación mediante microscopio óptico 
contabilizar las células viables en los 4 recuadros extremos mayores (4 de 9) de la superficie 
de la cámara. 
obtener el promedio 
aplicar la siguiente fórmula: 
Concentración Celular/mi = promedio celular X proporción de dilución X volumen en 
mi X factor de dilución de la cámara. 

4. Para este efecto la concentración final fue:" 3.65 X 106 células/mi. 

5. Si se desean sc:m~rar 20()00cél.ulas/lenteja, con un volumen final de 40 µ!, entonces 

i~6º5ºg/¡6};1~~üi~Gt~;;-::?"C::~· ~ µi 
. :.<.· X 00 1 = 7.3 mi .. ,.,. ·. ,·,:... ;' ' =73 µ 

Por lo. tanto,·la suspensión celular original (20 µI + 80 µI) se diluyó, agregando medio 
MEMallOo/odeSFBparaaforara 7.3 mi 
7300 µl< .:._..;.:._:._::._:: ____ · 3.65 106 células 
40 µ! _____ :; ________ X 

X = 20000 células 

*Indicaciones Generales: 
a) Conectar y encender la lámpara de luz ultravioleta del gabinete de seguridad (flujo laminar) 

2 horas antes de comenzar a trabajar. 
b) Encender el gabinete de seguridad media hora antes de trabajar bajo su área estéril. 
c) Limpiar la superficie de trabajo del gabinete de seguridad • primero con torunda5 y agua 

potable y después con gasas estériles y alcohol al 70o/o. 



Apéndice 5. Método de infección de las células HEp-2. 
Trabajar siempre dentro de un gabinete de seguridad (flujo laminar). 

1 . Aplicar las indicaciones generales*. 

2. Aspirar y desechar el medio mediante pipeta pasteur y sistema de vacío. 

so 

3. Lavar Ja monocapa celular utilizando 2 mi de PBS tibio (37ºC) para así eliminar desechos 

celulares y suero propio del medio. 

4. Infeciar 1~ monocapa celular agregando 500 µJ de la cepa viral (alícuota) resuspendida en 

5. 

6. 

7. 

8. 

medio MEM-2. . -
- . ~'. ;, 

Dejar adsorber durante 30 minutos, a 35ºC. 

A~regart~~ de ~edio MEM-2. 

Incubar ·a. 3 7°C, con 70% de hemedad relativa y con atmósfera enriquecida con 5% de C02 • 

Observar: al· microscopio invertido los frascos de cultivo cada 24 horas para apreciar los 

cambios celulares. 

*Indicaciones Generales: . . .. 
a) Conectar y encender la lámpara de luz ultravioleta del gabinete de seguridad (flujo laminar) 

2 horas antes de comenzar a trabajar. -· ·<-:·- :-.'- :· : . · : :: _• . . 
b) Encender el gabinete de seguridad media hora' antes de"trabajar bajo su área estéril._-. 
c) Limpiar la superficie de trabajo del gabinete· de segúridad , : primero con torundas· y· agua 

potable y después con gasas estériles y alcohol al 70%. · · · 
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Apéndice 6. Pase Viral. Trabajar siempre dentro de un gabinete de seguridad (flujo 
laminar). 

1 . Aplicar las indicaciones generales*. 

2. Congelar a -86ºC/24 horas los frascos de cultivo infectados, mediante un ultracongelador 

(Form Scientific Inc, modelo 916).· 

3. Extraer Jos. frascos. clel ultracémgelador.y exp<,ne~Ios);Óbitamente a 3i0 c. utilizando un 

"Baño ~a~ia" • para ~esc;Ón~eifil'.su ;~~~tenid~. y p~(,~~ci l~ di~tur~ ~e·I u lar; 1 ib~rando así al 

virus. 
. -_ . - . . ' 

4. Tomar alícuotas. de ·::wo µle inÍ-ectar cada frasco de cultivo. inmediatamente después, volver 

a congelar a ~séc ;;lco_f1ténÍdo sobrante en el. frascode cuÚivri«>riginal. 
. .: - " ' 

5. Incubar los ira5co!i.de c:ultivo recién infectados a 37ºC, cona 70% de humedad relativa y 
7· .. -"--,-.• -:;;º,,,,_ .. 

con atrnósfera'·ériri_quecida con 5% de C02. 

6. Observar ~1.1 ;'~idi:'os~()pio invertido los frascos de cultivo cada 24 .horas para apreciar los 
- :'-; :~ 

cambios celulares. 

*Indicaciones Generales: 
a) Conectar y encender la lámpara de luz ultravioleta del gabinete de seguridad (flujo laminar) 

2.horas antes de comenzar a trabajar. 
b) Encender el gabinete de seguridad media hora antes de trabajar bajo su área estéril. 
c) Limpiar la superficie de trabajo del gabinete de seguridad , primero con torundas y agua 

potable y después con gasas estériles y alcohol al 70%. 
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Apéndice 7. Titulación del VSRh por el método OVER LA YER. 75 

1. Preparar placas Fa/con de 24 pozos con monocapas confluentes de células I-IEp-2 (48 horas 
después de sembradas). 

2. Preparar, en tubos estériles de 5 mi. diluciones seriadas 1: 1 O de la suspensión viral en medio 
Leibovits L-15 (Micro/ah). 

3. Tomar 300 µI de cada solución e inf"ectar 3 pozos con 100 µI c/u (por triplicado). 

4. Dejar ad~orb¿r:dur~~e:90 minuto~;·· . ·.· .. •·. - :,;~ .'<; -,, -

: ~-
7. Lavar 'cada. pózó'con' 2;'inl ~de'pss 'tibió estéril; rei:i~ el . PBS. por aspiración y eliminar. 

Repetfr•·~~i;.~ ~~~.z~i.:·:i.f Y,·?j:~ ~;~::¡·:;;··.~-~~m; .. :,.·-••···. > .•..•.• · .. · 
8. Fijar las células;:.con'. formaldehído:ahJO% .durante .60 minut9s; despliés, lavar nuevamente 

con 2ml'de PBS'y.'rétirarlo'.:'Repetir2'vecés'más:·· · 
\':>,<·,.··::.~~~:· :::;:::,_,~ ·!:;.:::.~~{~.~~~:?F,:·~·::·¿¡'):\,'.·-·~:>.:··,.:::!:~;f>···'·,, ... :.- .:.·:.:.o·;··.·.<:~:, . ._,. 

9. Tefíir coh h¡;matoxilina' duráflte;;3 ··minutos; . lavar y desprender el colorante excedente 
utilizrind~ 1".B, s ~~~~P?'~ 5, :8c~} C:n~s;:~ .> 

10. Calcular eltítul~ ·vfrai~~'.-ia:~ig~i,~nte manera: número de placas/pozo X 10 X factor de 
dilución= 20 plac~X io5 ',:,2 Xl06

• 
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Apéndice 8. Exposición de las muestras al Anticuerpo Monoclonal 
Específico (Kit Comercial). 
Trabajar dentro de un Gabinete de Seguridad con material esterilizado. 

1. Aplicar las indicaciones generales*. 

2. Preparación del PBS tween: 
a) Disolver el contenido del sobre de la sal de PBS proporcionada en el kit en 950 mi de 

agua destilada. 
b) Agregar el Tween 20/Ácido de Sodio lOOX concentrado (10 mi) a la solución de PBS y 

mezclar vigorosamente. 
c) Aforar a 1 litro con agua destilada e identificarlo adecuadamente. 

3. Retirar las muestras d.el ultra,~g1:1~7~-~~~~(-:86ºC); 

4. Colocar cada muestra' ·.·~ii.ni0'iiiiÚ:i~~:.{sitÍ0''~6'"d~eéiilliel'itcl cefüi~r) dentro de una caja de 
petri. · ... ,., ·, ,:,,,. ·;: ... éi.- "" :.(' ,,,, ---··- -, ··"· -·:<::·-:'·?:"•"' •\>·>_C•'." 

~; i~~f ~:f~~~til1r:111,~~~0~~E::3:E¿::='00' 
del gabinete de seguridad (bajo p-enumbra). ~ - :' · ... · , -

9. g1~~~~ri:a!?:<;0 :?nJ~ dd~;h~~~~~~~~el~~t:_,~~:~o~"-~iínó;fera enriquecida con 5% de 

:-,---;~·!;..;.:_,. y~~~~::_-~~" ,._,:"'.-~:-~- -~-~~>~~-:·.:. 
1 O. Lavar cada muestra nuevamef1te d~n 5' liil c/l1 'c:ofi•f'.BS ~een'. . 

1 ¡_Cinco minutosdespués, reti¿ e~rris i~é~~:cg~ ¿i~~~~~t~~rybomba de.vacío. 

12. Dejar secar las muestras dentro del ~~:;i~Ií~tll-~Jei~~~~¡n¡te,de segurldacl: 

13. Con cintas adhesivas, fijar cada ~J~~~~~ ; ~ ( ~~rt~~~~~t:~;'fimpios; identificar 
correctamente y guardar en plantillas d<-paJ:H!l/~artulimi~·¡ágn.lparido por tiempos de 

~~:;.~t~~~el:ció~e=~~é~~C.envolver·· ·,con • '.~f p(N''~~t1e~;i~i'.:>;;~5;;fi_?,~~~e~te, ·····guardar en 

"'~.~-.~:'.: .. '.,~;.'.:.•,''.~,~- ., .. , - .· .. ~ ;'- '°•· ::·~;_- ·< C' - • ·. './;>:--;--·:';< -t , :._:;: ; .. -:·--.. ,_-~ ~:·,- -
*Indicaciones Generales: -~~:<;:_ ,:;",- '. ... · - ~::· .... /. ... . _ ·' 
a) Conectar y encender la lámpara de luz ultravioleia'del gabinete .de_ segu~idad (nujo laminar) 2 horas antes de 

comenzar a trabajar. ·-;·:.·,::-.~"·:_. "_ . · 7,: .·-'. _.. ,'' 
b) Encender el gabinete de seguridad media hol-a all'tes. de·~~rabajar:- b.ajO" sÜ ·ál-Cá :C~tériL." 
c) Limpiar la superficie de trabajo del gabinete de segurida'd · .. p~imero con torundas y agua potable y después con 

gasas estériles y alcohol al 70%. 



9. Cuadros. 

SEGUNDO: "DUERftlE BIEN" 
Duer111e y disfruta el estar en el lecllo. 

J' acércate a él 
solo cua11do tus sue11os 1e11gan /1un1bre de jugar e11tre ellos. 

solo cua11do tus n1an11s /1ayan sido saturadas de trabajo, 
stJ/O cuando sie11ta.\· que /u.,;fuer:::.as se te ucaha11 .. 
porque .,;o/o se de.~ca11sa cua11do ~·e está ca11.,;ado. 

JV1111ca d11er1P1a.\· por /1acerlc1, 
111111ca 1/uer111a.•; por llorurio. 
11i por cic/t> circadiano . •.•• 

54 
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Cuadro l. Evaluación del impacto de la melatonina diluida 
(dif"erentes concentraciones) sobre el desarrollo de células HEp-2 

Conccn tración de Tiempo Observaciones relativas al desarrollo 
Mclatonina celular. Objcth·os: 4 y 1 O. 
0.91 M 24 horas Céls. Poliédricas; relación: citoplasma-

núcleo = normal. Núcleo basó filo. 
Citoplasma basófilo. 

0.91 M 48 horas Igual a la anterior. 

0.77 M 24 horas Bitintorialidad: núcleo basófilo. citoplasma 
acidófilo. Forma celular regular. 

0.77 M 48 horas Núcleo fuertemente basó filo; citoplasma 
- fuertemente acidófilo. Poca actividad celular. -- --

0.66M - _,,,_,:~:_;_ 24 horas Céls. Poliédricas. Núcleos 
-- - :,: basófilos.Citoplasmas ligeramente basófilos. -

0.66M -_•--::. 48_horas Céls. Fusiformes. Núcleos basó filos y 
: ovalados. Citoplasmas basó filos. Poca 

- - actividad celular. -: 
0.59M 24 horas Céls. Poliédricas. Alta unión intercelular .. 

Núcleos débilmente basófilos. - .: 

0.59M 48 horas Buena 
.. 

intercelular. Citoplasma un1on 
intensamente acidófilo; núcleo débilmente 
basó filo. 
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Cuadro 2. Planteamiento general del procedimiento experimental. 

Tiempo de Grupo A Grupo B Grupo c Grupo D Grupo E Grupo 

Muestreo "Previo .. ••Simultáncon ••Posterior Control 1 Control 2 Control 

en horas HEp-2 + HEp-2 + HEp-2 + HEp-2 + HEp-2 + Solamente 

Mela tonina Melatonina VSR + VSR Melatonina HEp-2 

previa+ VSR simultánea + Mela tonina 

VSR 24 h después 

24 4 4 4 4 4 4 

muestras muestras muestras muestras muestras muestras 

72 4 4 4 4 4 4 

muestras muestras muestras muestras muestras muestras 

120 4 4 4 4 4 4 

muestras muestras muestras muestras muestras muestras 

Total 12 12 12 12 12 12 

muestras muestras muestras muestras muestras muestras 

Notas: 

Tres 1nuestras de cada tiempo de muestreo y de cada grupo experbnental (36 
en total) fueron sometidas a la técnica de in111unofluorescencia. 
Una 1nuestra de cada tie111po de 1nuestreo y de cada grupo experbnental ( 18 en 
total) fue teñida con H-E. 

l :2ESlS cm': ~, 
-~ALLA DE 0rüUE.N 

F 

3 
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Cuadro 3. Cronograma del desarrollo experimental. 
Día O Se sembraron 72 pozos (6 cajas de 12). c/u con 20 000 células HEp- 2 

contenidas en 0.5 mi de MEM-1. Después, se incubaron todas las muestras. 
Día 1 Se observó y constató el desarrollo celular en los pozos sembrados. En general, 

verificaciones similares se ejecutaron c/24 horas. Las muestras se mantuvieron 
en incubación. · 

Día2 Se agregaron 1 O µl de ST de melatonina a cada pozo del Grupo A. Se agregó 1 
ml de medio MEM-1 a cada pozo y después se volvieron a incubar. 

Día3 Cada pozo de los Grupos A. B. C y D se infectaron con V~R Long con una 
concentración de 2 X 106 UFP contenidas en 50 µ! de suspensión viral. 
Simultáneamente se agregaron 1 O µl de la DT a cada pozo del Grupo B. 
El virus en suspensión se dejó adsorber sobre la monocapa celular durante 30 
minutos y después se agregó 1 mi de MEM-2 a e/pozo. Finalmente, todas las 
muestras se sometieron a incubación. 
Se agregaron 10 µ! de la DT a cada pozo del Grupo E. Se agregó 1 mi de 
medio MEM-2 a cada pozo y después se volvieron a incubar. 

Día4 Se agregaron 1 O µ! de ST a cada pozo del Grupo C. Se agregó 1 mi de medio 
MEM-2 a cada pozo y se volvieron a incubar. 
Se retiraron los vidrios de los pozos de todos los grupos (A. B, D. E y F), 
excepto del C. correspondientes al tiempo de muestreo: 24 horas, para después 
fijar sus células con acetona y congelarlas a - 86ºC. Las muestras restantes se 
mantuvieron en incubación. 

Dia5 Se retiraron los vidrios de los pozos del Grupo C correspondientes al tiempo de 
muestreo: 24 horas. para después fijar sus células con acetona y se congelarlas 
a - 86ºC. Las muestras restantes se mantuvieron en incubación. 

Día 6 Se retiraron los vidrios de los pozos de todos los Grupos (A. B. D. E y F), 
excepto del C. correspondientes al tiempo de muestreo: 72 horas, para después 
fijar sus células con acetona y se congelarlas a - 86ºC. Las muestras restantes 
se mantuvieron en incubación. 

Día7 Se retiraron los vidrios de los pozos del Grupo C correspondientes al tiempo de 
muestreo: 72 horas • para después fijar sus células con acetona y se congelarlas 
a - 86°C. Las muestras restantes se mantuvieron en incubación. 

Día 8 Se retiraron los vidrios de los pozos de todos los Grupos (A. B, D. E y F), 
excepto del c. correspondientes al tiempo de muestreo: 120 horas, para 
después fijar sus células con acetona y se congelarlas a - 86ºC. 

Día 9 Se retiraron los vidrios de los pozos del Grupo C correspondientes al tiempo de 
muestreo: 120 horas. para después fijar sus células con acetona y se congelarlas 
a- 86ºC. 

Día 10 Preparación de la Solución PBS tween. 
Sometimiento de todas las muestras al anticuerpo monoclonal comercial 
específico (Kit VSR. Chemicon Light Diagnoslic, Chemicon lnternational. /ne. 
RespiratorySyncytial Virus. DFA. Car. /\/o. 3125 *). 

* .. '· -----::.~.- ::. \ _\ 
Este kit uuhza la técnica directa de anticuerpos nuorescentes para la 1dent1fkac1on df!l. ~~R. Los anucuerpps 

monoclonales son marcados mediante isotiocianato con nuoresceina (FITC) y n anifiest'1rt:-'ft~-¡;~~é·cnMi~}Oll>r 
verde manzana cuando se ilumina la muestra con luz ultravioleta. V~\.i!\ D~ U!\.l\..:;u.:a ~ 
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Cuadro 4. Cuadro de Resultados en el que se indica la cantidad de 
células fluorescentes por cada 200 células contadas en cada una de 
las muestras que forman parte de los grupos experimentales en los 
que las células fueron infectadas con VSR. 

Tiempo Grupo A Grupo B 
de "Previo": "Simultáneo": 
1nuestreo HEp-2 + HEp-2 + 
en horas Me/atonina Melatonina 

24 hrs. simultánea 
Preinfección con VSR 
+ VSR 

24 55 17 
muestra 1 
24 49 26 
muestra 2 
24 42 21 
muestra 3 
72 28 21 
muestra 1 
72 34 32 
muestra 2 
72 19 28 
muestra 3 
120 10 18 
muestra 1 
120 17 22 
muestra 2 
120 13 19 
muestra 3 

Grupo c GrupoD 
"Posterior": Control 
HEp-2 + 1: HEp-
VSR + 2+ VSR 
Me/atonina 
24 hrs. 

15. 35 

Grupo E Grupo F 
Control 2: Control 3: 
HEp-2 + Únicamente 
Melatonina HEp-2 

No aplica 

No aplica 

No aplica No aplica 

No aplica No::ipfü:a 

No aplica No aplica 

No aplica No aplica 

T1!.01iS c\:;[:Jj 
FALLA DE ORIGEN i 
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Cuadro 5. Análisis de Varianza para el número de células 
fluorescentes. 

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado de Valor de F Pr > F 
Variación Libertad Cuadrados la Media 
Tiempo de 2 2080.72222 1040.36111 21.51 0.0001 
Muestreo 

Tratamiento 3 1448.66667 482.88889 9.99 0.0002 

Tiempo de 6 1166.16667 194.36111 4.02 0.0063 
Muestreo• 
Tratamiento 

Error 24 1160.66667 48.36111 

Total 35 5856.22222 

R- Cuadrada Coeficiente de Raíz"" del Cuadrado Promedio del número 
variación Medio del error de células 

0.801806 23.01027 6.95422 .· 30.2222· 

<1• --~.0: .. ·~ a 

VAL~~)-~~' omGEN ' 



60 

Cuadro 6. Promedio de células fluorescentes por tratamiento, por 
tiempo de muestreo y por la interacción: tratamiento*tiempo de 
muestreo. 

Fuente de Variación 
Tratamiento: Melatonina preinfección (A) 

Melatonina simultánea a la 
infección (B) 
Melatonina posinfección (C) 
Sin Melatonina (D) 

Tiempo de Muestreo: 24 horas 
72 horas 

120 horas 
Interacción: A * 24 horas 

B * 24 horas 
e * 24 horas 
D * 24 horas 
A * 72 horas 
B * 72 horas 
e * 72 horas 
D * 72 horas 
A * 120 horas 
B * 120 horas 
e * 12ohoras 
D *.1201:16ras. 

Media ± Desviación Estándar 
29.6666 ± 16.3095 

22.6666 ± 5.ooooc 
28.3333 ± 14.0089b.c 
40.2222 ± 7.9807ª 
39.1666± 13.1690 

···•·.· ... , . .. b .... > 30.9166 ± 9.4624 
2ó.'sg33 ± 8.9590c 
4K6666 ± 6.5064 .c. · 
21.3333 ± 4.5092b.e.f,g.ij,k 

42.0000 ± l 2.4899a.c,d.h 
44.6666 ± 8.os29a.c.d.h 
27.0000 ± 7.5498b,c.f,gj,k.I 
27.0000 ± 5.5677b.e,f,gj,k,I 
27.6666 ± 9.0737b,e.f.gj.I 
42.0000 ± 8.7177a.c.d.h 
13.3333 ± 3.5118¡ 
19.6666 ± 2:osi& 
15.3333 ± 3.5118k 
34.oooo ± 4~5825 1 

a.b.c,d,eJ.g.h.iJ.k.I ·M(é!dias.co~ distinta litera/son ésicidi'sticamente 
diferentes (P < 0.0431). . 

'f .l!,;::J>5 . r ,, , . 
"FALLA DE úfilGEN 



1 O. Figuras. 

TERCERO: "llAZ EL AllIOR JlIUJ' BIEN" 
llaz el an1or solo con quien amor te i11spire .. 

Jlaz el antor solo cuando el an1or te gule. 
llaz. el a1nor co11 si11ceridad y no con10 deporte. 

I' no juegue con el ª"'º' 
pues terminarás por construir 

castillos de llielo. 
sobre falacias erigir; 

110 juegues al amor pues 
110 .~o/o es i11fructuoso 

.d110 a la larga agotador 

l/az. el a111or 

co11 "" poco de arrebato 
perfl ta111hié11 ctJll .~ere11idad. 

co11 u11 poco de locura 
pero ta111hié11 co11 se11.,;atez. 

siempre c<111 n1uc/1a i111agi11acití11 
pero titada hie11 la piel. 
porque al fi11 y al cabo 
el a111or e.'i :.·<1/0 ese11cia 

y al 111u11do lo co1u;truye.'t; tú . .... 

61 

,__ ______ - ---·-
T.t:".iii:i C ·.··: 
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Figura l. 

Promedio de células fluorescentes por tratamiento. 

L. 
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observadas. 15 
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A = Melatonina preinfección 

A 

B = Melatonina simultánea a la infección. 

C = Melatonina posinfocción 

D = Sin Melatonina. 

B e 
Tratamientos. 

D 

!jt _ _.,. . .._.._-::--~-r:-.· -----... --) 
.1.L_1. 

FALLA lJ~ V.1.u.uS!iN 
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Figura 2. 

Promedio de células fluorescentes en los tiempos 
de muestreo. 
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Figura 3. 

¡--------- --- --Pro~E?di~ d~ céi1 .. Jlas fl~orescente~-d;¡;~--- -------J 
' interacciones: tratamiento* tiempo de muestreo. ¡ 
1 

1 
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Número de 40 
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fluorescentes 30 
por cada 200 
observadas. 20 

10 
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¡ __________ ----------- -

a = Melatonina preiníección. 

24 horas. 

b = Melatonina simultánea a la iníección 

e= Melatonina posiníección 

d = Sin Melatonina 

72 horas. 120 horas. 

Tiempo de muestreo. 

1 rsi-a i ! 
i•b'! 
oc, 
odi' 

j 
_____ __J 
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FALLA lJ~ UitiGEN 
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Figura 4. 

Promedio de células fluorescentes de las 
interacciones: tratamiento * tiempo de muestreo. 
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24 hrs. 72 hrs. 120 hrs. 

Tiempo de muestreo. 
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__________ ___: 

A = Melatonina preinfección 

B = Melatonina simultánea a la infección 

C = Mlatonina posinfección 

D = Sin Melatoriina 

J FALLA lJl!r 
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Célula-:. HEp-2 48 ho'l.a<:> de--:.pu.é<:> de ta eor.po<:>ición a una ~o-lución de etanol con metaronina 
a! 0.66 M. Tinción: H-E. 01,fetivo: 10<1r.. 

r-------- ---
TEbi:S () ":\: 

"FALLA DE L11üUEN 



67 

ce.tu.ta-:. HEp-2 48 ho'l.a-:. de-:.pué-:. de la expo-:.ición a una ~olución de et.anot con mela'f.onina 
al 0.66 M. Tinción: H-E. 01,fet.ivo: 20x. Se oV..e·~uan to'!> nucteolo'!>. 

TESIS r.f"-7·-----i 
FALLA D~: vnJ.uEN 1 
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Cé.-lwta~ HEp-2 48 ho'l.a~ de~pué~ de -la expo~ición a una ~otución de e-tanot con 
me-la'tonina a-l 0.77 M. Tinci.ón: H-E. O(,je-ti.vo: 10x. Se oMe.'tvan núcte.o~ i.n-ten~amen-te 
f>a~óf,Uo~. 

ltlE·· ,_, l 1 ._ ) ~... ' . - u·-

"FALLA DE 1_, ...... u.c;N .~ 
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Célula':> HEp-2 48 ho'l.a~ de~pué.~ de la expo~t.c1.on a una ~olución de etano"- con 
melatonina a.l 0.77 M. Tinción: H-E. 01,,jetiuo: 20x. 

TESff 1Y. ¡tr 

FALLA Dt. v.nH • .i.EN 
ESTA TESIS NO SA' · 
DE LA BIRT. .~OT:F:;~ 
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Cétu<a.-:. HEp-2 48 ho'l.a-:. de.-:.pué-:. de ta e.<>:po~ición a una -:.otución de e.tanot con 
meta-tonina at 0.59 M. Tinción: H-E. O(,,je.'tivo: 20<>:. Se oMe'l.va l.ue.n nivet de unión 
inte'tcetuta'I., ci'topta~ma inten~amente acidó{:,V(.o y núcteo~ dé.M.únen'te l>a~ó#rito-:.. 



Cétu.la-:. HEp-2 iti#,e.c.Uid.a-:> con VSR y expue-:>ta-:. a anticue'lpo-:> monoc.tona-te.-:.. Epi~c 

-------------· ---
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TESIS rni\J 
~ALLA l)]!; Un.LIJEN 
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Cé1Lu-t.a~ HEp-2 24 h de:.pué:'.> de '.>e'l expue~ta:'.> ~imu~f"áneamen<te a VSR y Mewtonina. 
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Cé.lu4..a-:. /-iEp-2 i20 h. de-:.pué.~ de. ~e'I expue.~ta~ ~irnultáne.ame.nte. a VSR y a Me.-tatonina. 

= = -.? 
-::; 
..> 

-= = .a:: 
~ 

~ 
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14 -

Célula~ HEp-2 in(,eC'tada~ con VSR.La~ célula~ (,tuo'l.e~cen lOMe un cahlpo o~cu'lO. 
Vi~ualizada~ utilizando un mic'l.O~copio con{,ocal. 01.fetivo: 40<>::. 



CUARTO: ••ESFUÉRZATE POR ENCONTRAR !>"ABISURÍA •• •• 
CUANDO LO LOGRES A NADIE SE LO DIGAS ... 

QUINTO:'" ••• 

SEXTO:•• ••• 

SÉPTIMO:•• ••• 

OCTAVO:'" ••• 

NOVENO:'" ••• 

DÉClftlO: '" ••• 

POSDATA ... Cun1ple p/e11a111e111e lo.\· cual To priltrero.~ 
y todo lo 1/e111ús 

lo ohte11drtÍ3l por u1ladid11r11. 

,\ligue/ Á11¡:el Alurtí11ez Cu.~ti/lo. 
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