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DEDICATORIA.

La luna que transita

Puesto que uno no puede escoger a su familia,

pues no existe la aventura de elegir, de programar

a quiénes serdn 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 razén, mi causa y mi circunstancia,
la ternura que me alcanza para enfrentar cada dia,

la pasién por mi trabajo, el aire que yo respiro,

el trayecto cuando miro pasar sigilo y bonanza,

el 1mpulso que me avanza, las pilas para mi vida.

Mi csposa es la cadencxa el ritmo de mi templanza,

" armadura;’ escudo y lanza para vencer siempre a tiempo -
- la incentidumbre y el ego, la arrogancia y el sosiego;

es la mirada, el deseo, el aria de mis pasiones,

el r’nar‘kc‘lve mis emociones, mi paz, mi sol, mi ilusién

Mis hermanos simplemente creo que son buenas personas,

no perfectos, ni tan rectos, no muy sabios, no unos santos,
pero si 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 interrumpio,
un ser feliz y sabio, con primaria inconcluida,

una luz que no se apaga a pesar de su partida,

una lampara votiva, una senda, una salida. . .

Mi madre es como viento, invisible y necesario,
es la savia que alimenta a mis ramas, a mis hojas,
es el parpado que raudo vay protégeme los ojos,
es la luna que transita, ilumina, mengua y grita

el secreto misterioso por el cual pende mi v1da., g

Y a sus setenta y cmco anos es su rostro ya longevo.

el rostro trlstc Ia mano ocul

-Mlguel Angel Af[arnne,_ Caslzllo—
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A los niiios del Hospital Infantil de México ”Federico Gomez”

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, ilusién y escepticismo,
son esas noche eternas, bafiadas en soledad,

son esos dias desolados, sin risas, juegos y ritmos,
envueltos en hermetismo y en rapaz tranquilidad

Te impresionan las personas con x{opas albas cubiertas,

que caminan siempre erectas; desmenuzando respuestas,
- que comprenden tus sefiales de malestar y dolor,

que son aptas y que saben si és el ‘pancreas o el duodeno,.

si el corazoén o el rifién, sies la presidn o es el suefio :

Te sorprende su pericia, las técnicas que dominan,
todos hablan, todos miran, todo hierve en el sopor
de analisis y resultados obtenidos con rigor,

los miligramos de mads, los nanémetros de menos,
las células destefiidas, los cromosomas enfermos

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

Pero ;quién pregunta por tus suefios, tus temores y tus miedos?,
squién desarticula enredos de tu paciencia enjaulada?

iquién te hablara de princesas, de robots, de dinosaurios?
iquién peleara entre corsarios ayudandote a vencer

la enfermedad de tu animo, la soledad de tu ser?

¢Quién con amor y con gusto te contara El Principito,

te leerd cuentos de Hoffman, Tagore, Andersen, Grimm?,
Zquién te dara una sonrisa sincera cada mafiana?,

iquién devolvera la calma a tu vida que esta en un grito?,
Jquién te inyectara coraje y ganas para vivir?

Miguel Angel Martineéz Castillo.
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Resumen.

“EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD
REPLICATIVA DEL VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO EN
CELULAS PERMISIVAS HEP-22”.

Se ha comprobado que la melatonina ejerce un efecto protector ante algunas infecciones
virales; en ratones de laboratorio, se ha observado que la administraciéon exdgena de
melatonina previa a la infeccién 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 como sustrato a células HEp-2. El VSRh es el principal causante de infecciones
respiratorias en nifios menores de 6 meses de edad. El objetivo del presente trabajo es
conocer el efecto de la melatonina sobre la actividad replicativa del VSRh mediante la
técnica de inmunofluorescencia a través de la infeccion experimental de células HEp-2, y la
hipdtesis planeada fue que la melatonina administrada exdégenamente afecta la actividad
replicativa in vitro del VSRh sobre células HEp-2. El trabajo realizado tuvo caracter
prospectivo, comparativo, longitudinal y experimental. Las células HEp-2 fueron
multiplicadas en medio esencial minimo (MEM). Después se realizé un ensayo de Dosis
Efectiva para conocer la cantidad de melatonina apropiada que se utilizaria como
tratamiento (0.66M). En cajas de poliestireno y utilizando como base del cultivo celular
vidrios circulares de 14 mm de diametro, se sembraron 72 pozos con 20 000 células c/u,
organizindolos en 6 Grupos: A = HEp-2 + Melatonina 24 horas preinfeccién + VSRh; B =
HEp-2 -+ Melatonina y VSRh aplicados simultineamente; C = HEp-2 + VSRh +
Melatonina 24 horas posinfeccion; D = HEp-2 + VSRh; E = HEp-2 -+ Melatonina; F = sélo
HEp-2. El tratamiento con melatonina consistio en la aplicacién de 10 microlitros de sol al
0.66 M/pozo; la infeccién con VSRh Long consistié en suministrar 2 X 10° UFP/pozo.
Todas las muestras se incubaron a 37°C, a 70% de humedad relativa y bajo una atmosfera
enriquecida con 5% de CO2. 4 muestras de cada grupo o tratamiento se retiraron y se
fijaron con acetona a las 24 horas posinfeccion; otras 4, a las 72 horas y las ultimas 4, a las
120 horas. Simultineamente se retiraron muestras de los grupos no infectados. Una muestra
de cada tiempo de muestreo y de cada grupo fue tefiida con hematoxilina-eosina y las 36
infectadas con el VSRh fue expuesta a 10 microlitros del anticuerpo monoclonal especifico
comercial. Después se contaron las células fluorescentes por c/200 observadas en
c/muestra. Los datos obtenidos fueron sometidos a un Anadlisis de Varianza (AV),
utilizando el procedimiento GLM del programa ecstadistico SAS. El AV encontré
diferencias entre los tratamientos (P = 0.0002), entre los tiempos de muestreo (P = 0.0001)
y en la interaccidn tratamiento*tiempo de muestreo (P = 0.0063). No se encontré diferencia
al comparar los tratamientos A y C (P = 0.6878). Se concluye que la melatonina si 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.




EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD
REPLICATIVA DEL VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO EN
CELULAS PERMISIVAS HEp-2.

TESIS DE MAESTRIA

Por MIGUEL ANGEL MARTINEZ CASTILLO, M.V.Z.
Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia dce la Universidad

Nacional Auténoma de México.
Después de haber perdido el tiempo
durante tanto tiempo,
fengo unas ganas enormes
de saber que existo

Niguel Angel Martincz Castillo

1. INTRODUCCION

La melatonina fue descublena en 1958 por Aarén B. Lemer de la Umversxdad de ;Yale, al

estudiar la glandula pmeal (GP) bovma 1-3 La melatonxna“(N-aceul 5" meloxnt 'ptamma) es

molecular . correspond

el " humano; se

= .
idroximelatonina;*¢!'-12

oxntnptamma a“melatonina que

alternativam

aparece en la orma se pr‘ se ta n forma de con_)ugados 6 hldro 6- |.'xlfalbxirvrielatonina.:‘l'f"'3
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Tanto - la - sintesis - como: la secrecién . de ' melatonina presenlan ritmos circadianos :y

24
cxrcaanuales 4.11.13-16 La melatomna de la GP sdélo se. secreta durante la noche’

(esqotofasé“),

En la rata, la pineal esta consntulda por celulas,parenqunm of pinealocitos de luz,

pinealocitos de oscuridad y células ghalcs; en animales lactanles y_povenes la pineal es grande
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y sus. células se organizan en alvéolcs.5 La GP de - los mamiferos . carece. de. barrera

hemaloerxcefahca y por ello, grandes moleculas provemenles de la- sangrc llegan a ella con

simp’ética d

histami;na),‘
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araquxdomco [Ca] mtracelular 11,1214 descntos prmcxpalmente en células de la pltultarla y en el

nucleo supraqunasmauco (NSQ) de la rata neonatal n Asxmlsmo se han ldenuﬁcado ‘en la

1ntracelular 731 32

y de

122831333638 ,

1 7.27.34.37

a infecciones

corregir las 1nmunodef'c1cnc1as derlvadas de la cxposxcnon al estrés agudo




S

. . . S . 17,39 P
virales,3”?® a algunos mcdlcamentos:“ y al produc1do por el envejecimiento. Existen

receplores para la melatonma ampllamente dlstrlbundos en los te_udos lmfoldes

'3'20'2 X tanto'e ‘humanos como

bién opioides 'endégenos linfocitarios

opledades inmunomoduladoras, la melatomna tamblen ha
umoral la pinealectomia estimula el crecxmlento de algunos

tumores y:la inyeccion melatonina contrarresta dicho crecimiento, tanto en animales como en

humanos 2 itocinas antitumorales mas activas.*?

La melatonina a produccnon de anticuerpos en ratones sanos, 1213, 18 27,28, tanto

en jévenes (2 meses) como en na durantc

1e_yos (12 meses).!” La 1nyecc1on de mela o

mecanismo mediante el cual la melalonxna eJerza un efeclo lnmunoprotector ante infecciones
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virales.!3?73° Se ha observado que ante algunos virus murinos, la administracién de melzitonina,

previa a la infeccic’)n, dlsmmuye la morbxhdad y la monahdad e, mcluso en. algunos casos,

posterga la mfcccx




1.2 VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO.

EPIDEMIOLOGiA.

La lnfecmon “por VSRh tiene lugar en todo el mundo.*3. El VSRh constituye el agente viral mas

ias ba_]as en nmos espemal' ente en aquellos

frecuente de las’ mfeccxoncs de las vias resplrat )

menores de 6 meses de V|da 8-53 En los palses d ”arroll de

or traqueobronqunus. Actualmente tambu:‘

ifnpbrtante en adultos, especialmenteen

- Asimismo, se ha comprobado que pu d

permanecce \'lable por 30 mmutos A8 El prmcnpal problema de transmlslon es a nivel
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nosocomial.®® Mas del 45%,de los nifios admitidos en un hospital:para al‘encic'ni: pediatrica

durante la estacxon mvcmal pueden adqumr al: VSRh, cspecnalmente aquellos con problemas

foncopUImbnar, - cardiopatia

penodos meno res
los que habltan ba_]o condiciones: de hacmamlento y promlscuxdad y aquellos con atopla o

hlpersen51b111dad -a:cualquier alergeno. 54 La apnea obstructiva' puede ocurrir como una .

complicacién de la infe' 4n con 'VSRh, especialmente en nifios prematuros.*®
PATOGENESIS.
La infeccion pﬁrﬁana‘ocurrc muy frecuentemente entre las 6 semanas y los 6 meses de edad.®8

Generalmente;: el viru uene ;como transmisor a un, adulto portador 4857 E1 'VSRh entra en

contacto con

ién_cs ecnalrhenlc_ a




9

la espiracién diﬁ'cil y:mostra.ndo hiperihﬂacién ‘pmmonar."s"w'ss El progreso de la:infeccién

conduce a la neumoma En la neumoma las paredes 1nteralveola.res estan mﬁltradas con celulas

presentan una concentracxon maxlma a los 8 13 dlas siendo

replicacién’-viral ‘en los pulmone cuando;los: anlmales poseen altos mveles de titulos de

antlcuerpos contra VSRh a8 IgA especxfcas contra VSRh sé encuentran en el calostro. por lo
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que el amamantamiento puede proveer alguna protecciéon contra:el. virus. *® Los pacieﬁtes

asméticos que se fectan con VSRh presentan grandes cantldades de lgE e hlstamma los

cua]es provocan hipoxia; obslruccxon de las vias aéreas y dlﬁcultad resplratorla a8, 69, G

ASPECTOS .CLINICOS

reinfeccion se restringe a las vias respiratorias altas o traqueobro‘m:‘;uitis."s"'9
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En el caso de los ancxanos la mfeccnon con VSR_h afecta uplcameme las vias respxralonas altas;

tienen rlesgo de

mfecqnon neuménica. pero dc poca gravedad e mcluso puede ser

-de enfermedad respiratoria muy

INFECCIONES ASOCIADAS Y SECUEL \S

Las comphcactones mas frecuentes ““son: otms medxa aguda, neumonia bacteriana y

Los mnos pequenos que padecxeron la lnfecmon con VSRh comunmente

COD_]UnthltlS.

presentan _anormahdades de'la funcxon pulmonar durante toda su infancia; se pueden dectectar

hasta por:8 afios b iveles de oxihemoglobina y obstruccién periférica de las vias aéreas.*®

DIAGNOSTICO

La deteccién del virus depende en gran medida de la obtencién

]qs.sx Se han 1denuﬁcado los

obtemda por lavado o. asplrado nasal

‘la técnica de

electronlca anahsxs lnmunosorbente : enzxmau O

mmunohlstoqu:mxca 384954 La IF es el método mas uullzado para el examen directo de
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secreciones respxratonas en busca del VSRh 34 Sm embargo la prueba mas rapida y. eficaz para

reconocer la presenc:a de VSRh se realxza a base de LLISA (duracxon de la prueba. 2-5

. horas) "9 54 El momento oplxmo para el. dlagnosuco es durame os: pnmeros dias de evolucxon

“Ambos -son’

obstaculos sxgmﬁcauvos ‘para desar ollar una vacuna et‘c1eme ;Actualmcnté se encuentran en
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investigacion . de campo :vacunas. con cepas de VSRh activo modificado, asi como con

subumdades vacunales G o F 1966

EL VSRh I:N MEXICO

VSRh tamblcn I 1 : i as”yi(;lih'icas‘

con el virus d‘e la'Par

Es un Virus envuelto uyo genoma es lmeal _.no:segmentado, .con una’ ura scncnlla de RNA y

con scnudo negativo. 4349 Su hellce interna (nucleocapsxdc hellcmdal) ticne un peso molecular
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de 5000 kilodaltons (KD) y un valor de sedimentacion de 50s; pc‘)sce‘un dizimelro de 13.5 nm, el

cual es un valor mtermedlo entre el tamaiio de la hehce correspondu:ntc ‘al vu‘us de la mﬂuenza

antlcuerpos neutralxzantes no ti nen acuvxdades

provocan la respuesta mmune'

blanco al que van dnrlgxdas las cstra\egxas para el desarrollo de vacunas. cspec:almemc a la

— R — ————
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proteina G.%® Las cadenas carbohidratadas de las glicoprotel’nas F 'y G.parecen ser esenciales

para la 1nfecuv1dad del -virus ya que el tratamxento con endoghcosndasas especnﬁcas o .la

148

1nh1b1c1on de la'g 1cos lac n'alteran la 1nfecllv1dad viral

VSRh parece estar llmltada

envada de un carcinoma humano

epxdemnco proveruente de la larmge 76.77 La ]mca celular HEp-’7 fue establecida en 1952 por
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Moore, Sabachewsky -y “Toolan  a. partir . de  tumores desarrollados 'en: ratas -lactantes,

inmunodeprimidas,-que recibieron células del carcinoma laringeo proveniente"d:' un hombre

bién es‘susceptible al v polio. Tipo 1, al adenovirus
ve cpwl'a{'(cép’zyt’ Indiané)." Ha'sido ;xtilizaaa en éétudios
expeﬁmentaiéé.éara ucir ix'moﬁrg“s en ratas, kha'lmsters, ratones, huevos fértiles y en p.acientes
volunt;'-xrios' con: c;inéér 'te‘t'mibn:al.?'7 Fue incluida en el American Type Culture Collection

(ATCC) en 1961.7%

El VSRh ta.rnblenpuede afectar a algunas cepas de ratones para laboratorio como la BALB/c,

C57BL/6, DBA/2J.5253
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2. JUSTIFICACION.

Comprobar si la propiedad antiviral atribuidaalla,Mclatonina.se mahiﬁesta in vilrb ante el

uti

pocas alternativas terapéuticasi par:

buscando .opciones:.

Solo hubo algo peor que tu partida . . .,
la partida de madre que Ie diste
a mi rutina,
a mi homceostasis,
a mi vida.
Diciembre del 2001.

Miguel Angel Martinez Castillo.
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3. OBJETIVO GENERAL..

Conocer el efecto de la Melatonina sobre la acuvxdad repllcanva del erus anc:mal

Respiratorio humano mediante la técnica de lnmunoﬂuorcscencxa, a traves de la mfecclon de""

células HEp-2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.1 Determinar la concentracién adecuada de la ﬁmélatko/rylliha v‘*:cnyfvcklisduc'iéni ‘,'sz;ré,.'t:styaﬂlihea
celular. o o B |

3.2 Conocer si la melatonina* afecta in vitro la capacidad de replicacién dglk VSRh'en ’estak linea
celular humana. S - g

3.3 Determinar si la aphcacnon del tratamxenlo con'’ melc;nonma"‘ sobre las celulns I-IEp-2 es

me_)or 24 horas antes de la mfeccnon 24 horas despues dc la lnfecmon o aplxcado de manera

s1mu1tanea a la u1fecc1on con el VSRh

* Sigma-}lldriéh 'Qyimica,‘_i,S";A;"dé C. V. 

107 lo, hdz 1o sab.

Si adin me nec
porque aunque la corteza cerebral se agite y se entorpezca,
el hipotdil sigue si {o ficl. . .,
porlo menos durante un buen tiempo.

Migucl Angel Martinez Castillo.
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4. HIPOTESIS.
La Melatonina administrada exdgenamente afecta la actividad replicativa in vitro del Virus

Sincicial Respiratorio humano sqbre"éélglréS'HEp{2;' e

Sin importar los titulos profesionales
o los grados dérmi b id
la persona ver intelig
es la que disfruta plenamente de la vida.

vl

Miguel Angel Martinez Castillo.
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5. MATERIAL Y METODOS.
Arrastrado es aquél que pu_-n.\a que LA DIGNIDAD
es el bre de una
Miguel Angel Martinez Castillo.

5.1 OBTENCION Y PRESERVACION DE LAS CEPAS CELULAR Y‘v' RA

enriquecida con 5% dg. COz 73 La técnica de cultivo'c ular tuvo quc ser. aprendlda Yy domlnada
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progresivamente para posteriormente ejecutar el procedimiento experimental propiamente dicho

sin contratiempos técnicos.

5.2 ELABORACION DE UN ENSAYO DE DOSIS EFECTIVA DE MELATONINA
PARA LAS CELULAS HEp-2. - - -

Para conocer la concemracron d melatonina en solucidén que se aplicaria como tratamiento

dentro del proceso experlmental se reahzo un ensayo en el que se evalué el desarrollo y

. para asi elegir,

uesto que el

anal'itica'

Slg ‘n -A Idrtch

M) Despues se

'deposno un’ Vldl‘lO

csterlllzado de 14 mm de diametro, que sirvié como superfcne base para el cultivo celular. En
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cada pozo se sembraron 20 000 células I—IEp- 2. Las células se suministraron suspendldas en 1

ml de medlo MEM—I Este procedlmxenlo se encuentra descnto en el Apendlce 4.

Despues las celulas Sembradas se. ncubaron ba_]o as‘ condxcnones amblentales ya dcscrltas .

pa' celular.

(pagma 18) ‘A"las 48 horas ‘se’ co

para eleglr la di

cultivo’ elular. C

vez conocida la dilucién de melatonma mas-adecuada (Solucién de Traba_jc])} ST fSey bfdcédié a

realizar la siguiente fase del experimento.

5.3 METODO DE INFECCION.

Una vez determinada la concentracién de la ST se procedié a‘infeét‘arnzﬁ'a_s‘cos de cultivo'con ‘el

mantenida en mtrogeno 11qu1do a —180°C) “El procedlmxentoigeneral fue-el sxgmente mediante
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observaciéon con rhicroscopio invertido—(Correcl Tokio, Seiwa Optical)'se verificé ‘que los

frascos de. cultlvo tuvxeran ;una monocapa celular blen establecxda para despues asplrar y

desechar. el medlo MEM l medxante plpeta Pasteur y snstema de vacio; postenormente se lav0'

reciéninfectado

Posteriormente, se realizaron otros 4 pases virales:
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5.4 EFECTO DE LLA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD REPLICATIVA 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 (“Cell Wells*, Corning, New York

14831) ya descritas. De cada ca_]a se ullllzaron 12 pozos, en los cuales se deposnaron

genera], ‘se: reahzaro 3 muestreos a) a las 24 horas b) a las 72 horas y c) a las 1’70 horas

posinfcccxon. BRI : R
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5.4.2 DESCRIPCION DIARIA DURANTE EL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.
DiA ©

Cada pozo, de los 72 en total, recibié 20 000 células HEp-2 suspendidas en 0.5 ml de medio
MEM-1 (Apéndice 2). Después todas las cajas fueron incubadas a 37°C mediante una estufa de

cultivo, con atmésfera enriquecida con 5% de CO; y manteniendo una humedad relaﬁva del

DiA 1.

Mediante - >n’los pozos
sembrado ilares” se

nuevamente,

toda 15‘

DiA 3

48’ en total) medxante pxpeta Pasteur y sxslema d

pozo se agrego 1 ml de PBS esterilizado y a .>7°C m

Pasteur transcurrldo 1 minuto. Se proccdlo a lnfectar a la monocapa celular.de: cada pozo‘con el

VSRh Long con una concentracion de- X 106 Um ades Formadoras de Placa (UFP)”?
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contenidas en 50 ul de suspensién viral. Siempre se utilizé el mismo titulo viral. En el Apéndice

7 se puede consultar é]_lh p{rchdimientdpa’ralé titulacién del VSth.,Inmevcvliat_zvtmeriitéw'd:e‘spués, a

durante 30 m

toda la caja correspondie:

correépofgdientes,al«,Grupo,C.‘ T, de melatonina a cada pozo.: dejandp

oportuxii.dddA paraflaadsorcic’)n’dyurant‘e 30 minutos;.después se’agregd lsmi de tedio MEM

2"a

Para lavar la monocapa’

también con pipeta Pasteur transcurridos '3 'minutos. idadosamente y auxiliandose 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 v1dno fue ublcado demro de una ca)a de peln ala cual se le

54

las celulas- ~el uempo de cxpo icion: ﬁJe de

‘mantuvieron en
DfA‘ 5,

Se reuro e
N muestreo
mlsmo, pro‘c,e i

con: acetona’ y::l

identificaron’ aluminio- . para finalmente

ultracongelarlas ~as'o eron en incubacion.

nto del*DI'A 4, se retira.ron

H lo Grupos (A B D l: y F), e\cepto del C;
pero ahtbra 9@@?51’9'
células ’c.o,rr,gqun

mantuvieron en incubacioén.”
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DiA 7

De la mlsma manera en la que se procedxo el DIA 5 se reuraron los 4 vxdnos de soporte celular

“'envolvieron - en. papel aluminio para finalmente

tincién espec:fco para la tecmca de ﬂuorescencna' {las 18 restantes (1 dc cada tiempo de
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muestreo y. de. cada Grupo) fueron . tefiidas con Hematoxilina- Eosina (H-E) para realizar

evaluacxones hlstopatoléglcas

Se. preparo la sol cnon PBS tween- (le Comerczal VSR, . de.: Chemtcon nghl D:agnosuc)

correc't’éxmen’tc Y po grupos se cubneron con papel aluminio y se guardaron en un congelador

doméstico. ('0‘°C).>T6do él ‘procedimiento experimental se encuentra resumido en el Cuadro 3.




30

5.5 EVALUACIONES MICROSCOPICAS.
S.5.1 Miicroscopia de Fluorescencia.

Para determinar el numero de células fluorescentes, se utilizé un microscopio para

epifluorescencia (Olympus BH?2, Tokio, Japar). La evaluacion se realizé con el ijetiVb ‘de

inmersion (lOOx) y se anoté el niamero de células fluorescentes por cada. 200 ¢

Las muestras mas representativas ﬁleron observadas en un:microscopio . confocal (Carl Zezss.

Axiovert 100 pu, utilizando el programa de Car 510).:Se obtuvxe:rqn‘ ;magenes para

diapositivas y para realizar impresiones en paég | fotogra ‘

5.5.2 Miicroscopia de Luz. o

Después de tefiir con hematoxilina-eosina (H-E) las 18 muestras obtenidas (una por cada
tratamiento y tiempo de muestreo), se observo cada una con el microscopio 6ptico (Carl Zeiss

Modelo 470801-9099).
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5.6 ANALISIS ESTADISTICO.

Para validar y demostrar el cumplimiento del supuesto de norn1ahdad los datos obtemdos

relativos al nimero de células fluorescentes por muestra (Cuadro )'fueron somelldos a la

muestreo y en las interacciones: tratamientos * tiempos de muestreo, se utilizaron pruebas de t.

e — - e
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.
Una de las desventajas de la democracia es
tener que escuch bién a los | dejos.
Miguel Angel Martinez Castillo.

En el Cuadro 4 se indica la cantidad de células fluorescentes por cada 200 células conladas en

cada muestra (36 en total) que pertenecen a los grupos experimentales o u-atamxemos (A B C y.

D) en los quc las celulas fueron mfectadas con VSRh; Medlzmte el anallsxs d ‘varianza Cuadro‘

ltada la cual rccomlenda aplxcarr

cualquxer desaf’o 39.44.45.46.47.81.82 En este )

o las células®? para contrarrest i

aparente intrascendencia en'la aphcacxon de melatonma 24 horas antes 6 24 horas después de la‘,

en la xntroducmon de este traba_]o. que la melatonlna es un modulador que generalrnente 1nh|be
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o. regulariza procesos ya iniciados; aparentemente la melatonina no cjerce una,funcién

prcventlva smo correcuva de procesos ya alterados Por lo tanto, al aplicarse con a.ntelamon a la

sustahcia ‘ejerce ‘sobre..una’gran: cantidad: de procesos bloléglcos ‘que ienén'lugar ‘en un

1nd1v1duo talesicomo la‘liberaciénde: c:tocmas la generamon de anti uerpos' la“secrecién de

opxo:des enddgenos iy iotros autacoxdes. la estlmulacxon de los snstemas inmunitario y

he,matopoyétic'o etc

5'0.0037) entre C y D (P =

Si se encontraron’diferencias: entre los tratamientos A y D (P

72 y C72, ya no la hay (P 0.9075); como tampoco la hay ai ‘comparar B 120 v C 120 (P =




34

0.4528), lo cual indica que aunque la melatonina tiene efecto en el tratamiento C, ya que es

similar al tratamxemo A (comparando umcamente entre tratamxenlos) ‘no’ tuvo el uempo

celular y p c

permxsnva puede 1nterpretarse que en general a’ melatomna no altero la capacxdad infectiva del

VSRh ya que éste se adhlrlo se fusmno y llbero su nucleocapsnde hacna cl citoplasma de la

e e
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célula permisiva, y la prueba de ello es. quc en todos los grupos en los que hubo |nfecc10n con

VSR hay ﬂuorescencna y efecto c1topat1co lo cual al mismo tlempo mdlca que la melatomna si

hormona en humanos infectados:
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8. Apéndices.

LOS DIEZ MANDAMIENTOS
PRIMERO: “COME BIEN”

En la medida de lo posible come de lo mcjor,
no de 1o mds caro, sino de lo mds nutritivo.
Come con mesura, come con paciencia,
porque siempre es grato saborear
el pan que te has ganado.

Disfrura siempre la comida y al ingerirla piensa

45
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Apéndice 1. Preparaciéon del Medio Esencial Minimo (MEM).

1. Pesar mediante balanza analitica (Marca: Sartorius, Modelo 2442, capacidad 200 g):

13.5 g de medio MEM en polvo (Lab. Sigma)

2 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3) (Lab. Merck).

2 g de “Hepes™ (Lab. Sigma). Hepes = Cg Hig N2 Os S = N — [2-Hydroxyethyl] piperazine-
N’-[2-ethane sulfonic acid]

2. En un matraz Erlenmeyer deposntar los mgredlentes que fueron pesados y agregar 950 ml de
agua desnomzada .

3. Agxtar para dxsolver Uullzar agltador magnenco duranle 5 mxnutos.

4. AJustar el pH a 7 26 ml dx"
5. Aforara 1 lltro medlante agua desnomzada y esterilizada

6. Aplicacién de las 1nd1cac1ones genera]es.

7. Esterilizar por filtracién mediante equxpo especnﬁco (Bellco Glass Inc.), dotado con filtro de
0.22 pm; forzar la filtracién mediante trampa“de’vacio.: Este procedimiento debe ejecutarse
dentro de un gabinete de seguridad (flujo lamxna.r) (Flyjo - Laminar Clase I, Tipo A/B3.
Gabinete de Seguridad Biologica. NuAire, Inc. Mode[o UN-602-400. U.S.A.)..

8. Verificar la esterilidad del medio: tomar una muestra e mcubar]a por S dlas a'37°C en estufa
(LAB—LINE CO:? Incubador) a 70% de humedad ‘relativa y ennquec1da con COz al 5%. No debe
haber ninguna evidencia de crecimiento mlcroblologlco.

*Indicaciones Generales: : i ;
a) Conectar y encender la lampara de luz ultrav:oleta del gablnete de segurldad (ﬂu_]o lammar)
2 horas antes de comenzar a trabajar. ; S
b) Encender el gabinete de seguridad media hora antes de traba_]ar ba_|o su
c) Limpiar la superficie de trabajo del gabinete: de segundad pnmero con’ torundas y agua

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

A. Medio Esencial Minimo enriquecido con suero fetal bovino y
complementado con una mezcla de antibiéticos (MEM-1).

1. Aplicar las indicaciones generales*.

2. Mezclar en un frasco ambar esterilizado las siguientes soluciones:
89 ml de medio MEM
10 ml de Suero Fetal Bovino
01 ml de una mezcla de antibidticos*

* 400 000 UI de Penicilina Sédica Cristalina + 1 g de estreptomicina + c.b.p. 2 ml con
agua inyectable.”*

B. Medio Esencial Minimo enriquecido con suero fetal bovino (MEM-2).

1. Aplicar las indicaciones generales*.

2. Mezclar en un frasco ambar esterilizado las siguientes soluciones:
98 ml de medio MEM
02 ml de Suero Fetal Bovino.**

*Indicaciones Generales: ’ :

a) Conectar y encender la lampara de luz ultravxoleta del gabmete de segundad (ﬂu_lo laminar)
2 horas antes de comenzar a trabajar.’: : i :

b) Encender el gabinete de seguridad media hora antes d trabajar ba_]o su drea estéril.

c) Limpiar la superficie de trabajo del gablnete de segundad primero con torundas y agua
potable y después con gasas estenles y alcohol al 70% .
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Apéndice 3. Pase Celular.

: rRetlrar el PBS medlante pxpeta pasteur v lrampa de vacxo

: desprendlmlento celular.

Aplicar las indicaciones generales *.
Retirar el medio del frasco de cultivo mediante plpeta pasteur y lrampa de vacno.

Agregar 2 ml de PBS (a 37°C) al frasco de cultlvo para lavar y desprender las resnduos y
células muertas Tlempo de exposicion: 1 mmuto = ; :

Golpear enérgicamente. en forma manual el

(a ‘manera de “lavados’ D)
nlmo 12 disgregaciones.

Pasa.r 1 ml de la solucién dlsgregada a cada frasco evo de ct.l_lt;vo; deposntar lentamente en

sobre la superficie de crecimiento.

10. Agregar 4 ml de medyiyo MEM-1 a cada fras'cb de cultivo nﬁévo.

11. Identxﬁcar correctamente cada frasco de cultlv

an tar lé; cepa celular especifica, el nimero
de pase reallzado yla fecha. g

12. Incubar a 37°C en estufa de cultivo, a 70 % de humedad relativa y con atméosfera

enriquecida con 5% de COs.

*Indicaciones Generales:

a)

b)
©)

Conectar y encender la lampara de luz ultravioleta del gabinete de seguridad (flujo laminar)

2 horas antes de comenzar a trabajar.
Encender el gabinete de seguridad media hora antes de trabajar bajo su area eslenl
Limpiar la superficie de trabajo del gabinete de. seguridad -, pnmero 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.”®7®

1. Aplicar las indicaciones generales*.

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

Una vez que las células fueron resuspendidas, se procedié a determinar su concentracién
mediante una cimara de Newbauer:

20 pl de suspension celular + 80 pl de solucién de azul tripan al 5%

depositar esta solucién en la camara previamente preparada, hasta saturarla

- observacion mediante microscopio éptico

contabilizar las células viables en los 4 recuadros extremos mayores (4 de 9) de la superficie
de la camara.

-~ obtener el promedio

- aplicar la siguiente férmula:

Concentraciéon Celular/ml = promedio celular X proporcién de dilucién' X volumen en
ml- X factor de dilucién de la camara.

(9]

4. Para este efecto la concentramon ﬁnal fue: 3.65 X 10° celulas/ml

5. Sise desean sembrar 20000 celulas/lenteJa, con un- volumen ‘ﬁnal de 40 nl, entonces

X = 20000 células

*Indlcacxones GeneraleS' -
a) Conectar y encender la lampara de luz ultravioleta del gabmete de segundad (ﬂu10 Iammar)

2 horas antes de comenzar a trabajar.
b) Encender el gabinete de seguridad media hora antes de traba_]ar ba_]o su drea estéril.- o
¢) Limpiar la superficie de trabajo del gabinete . de segundad pnmero con torundas y agua

potable y después con gasas estériles y alcohol al 70%
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Apéndice 5. Método de infeccion de las células HEp-2.

Trabajar siempre dentro de un gabinete de seguridad (flujo laminar).

1.

2.

*Indicaciones Generales:

a)

b)
<)

Aplicar las indicaciones generales*.
Aspirar y desechar el medio mediante pipeta pasteur y sistema de vacio.

Lavar la monocapa celular utilizando 2 ml de PBS tibio (37°C) para asi eliminar desechos

celulares y suero propio del medio.

Infectar ‘VOIno'capa celular agregando 500 nl de la cepa viral (alicuota) resuspendida en

De_]ar adso er durante 30 minutos, a 35°C.

Ag'reg‘arls” Al de medio MEM-2.

,‘_"C,iy"con,70% de hemedad relativa y con atmésfera enriquecida con 5% de CO.,.

Incubar a _'

Observar ,microScopio invertido los frascos de cultivo cada 24 horas para apreciar los

cambxos celulares

Conectar y encender la ]ampara de luz ultravnoleta del'gab eté de séguﬁdad (ﬂljjo laminar)
2 horas antes de comenzar a trabajar. o

Encender el gabinete de seguridad media hora antes'de trabajar ajo su drea esteéri :
Limpiar la superficie de trabajo del gabinete: de’ segundad pnmero con torundas y ‘agua

potable y después con gasas estériles y alcohol al 70%.,,1 kY
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Apéndice 6. Pase Viral. Trabajar Slempre dentro de un gabinete de seguridad (flujo
laminar).

1. Aplicar las indicaciones generales™®.

2. Congelar a -86°C/24 horas los frascos de cqjtivb ;infectadrors,', médiante un u_vltljacy:ongeladbor

(Farm Sczentg/’ ¢ Inc, modelo 91 6) R

6. sservar ] opio invertido los frascos de cultivo cada 24 .horzis.y'pzira apfeciar los

cambios celulares.

*Indicaciones Generales:

a) Conectar y encender la lampara 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 area 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. Titulacién del VSRh por el método OVER LAYER.”

1.

Preparar placas Falcon de 24 pozos con monocapas confluentes de células HEp-2 (48 horas
después de sembradas).

Preparar, en tubos estériles de 5 ml, diluciones seriadas 1:10 de la suspension Vlral en medio
Lexbovns L- 15 (Mlcrolab) . . .

Tomar 300 p.l de cada solucién e infectar 3 pozos con 100 ul c/u (por tripliéadb).’"
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Apéndice 8. Exposicion de las muestras al Anticuerpo Monoclonal
Especcifico (Kit Comercial).

Trabajar dentro de un Gabinete de Seguridad con material esterilizado.

*Indicaciones Generales:

a)

b)
c)

1. Aplicar las indicaciones generales*.

2. Preparacion del PBS tween:

a) Disolver el contenido del sobre de la sal de PBS proporcionada en el kit en 950 ml de
agua destilada.

b) Agregar el Tween 20/Acido de Sodio 100X concentrado (10 ml) a la solucuon de PBS y
mezclar vigorosamente.

c) Aforar a1l litro con agua destilada e identificarlo adecuadamente.

0 N W

B

Incubar a 37°C con 70"
COz 5 durante 30 mlnuto

muestreo Yy después,

envolver
ultracongelacidn a —86°C. :

comenzar a trabajar.
Encender el gabinete de seguridad media hom ante: rabajar.baj g :
Limpiar la superficie de trabajo del gabinete de segurldad prlmero con lorundas y agua potable y después con

gasas estériles y alcohol al 70%.




9. Cuadros.

SEGUNDO: “DUERME BIEN"
Duerme y disfruta el estar en el lecho,
v acércate a él
solo c 1o tus fios tengan I bre de jugar entre ellos,
solo cuando tus manos hayan sido saturadas de trabajo,

solo cuando sientas que las fuerzas se fe acaban,
porque solo se descansa c lo se estd /e

Nunca duermas por hacerlo,

nunca ducrmas por horario,

ni por ciclo circadiano. . . . .
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Cuadro 1.

(diferentes concentraciones) sobre ¢l desarrollo de células HEp-2

Evaluaciéon del

55

impacto de la melatonina diluida

Concentraciéon de | Tiempo Obscrvaciones relativas al  desarrollo
Melatonina ceclular. Objetivos: 4 y 10.
091 M 24 horas Céls. Poliédricas; Trelacién: citoplasma-
nucleo = normal. Nucleo basoéfilo.
Citoplasma basofilo.
0.91T M 48 horas 1gual a la anterior.
0.77 M 24 horas Bitintorialidad: nucleo basdfilo, citoplasma
acidofilo. Forma celular regular.
0.77 M 48 horas Nucleo fuertemente basofilo; citoplasma
fuertemente acido6filo. Poca actividad celular.: | :
0.66 M 24 horas | Céls. Poliédricas. Nucleos .
' e basofilos.Citoplasmas ligeramente baséfilos.:
0.66 M 48 horas Céls. Fusiformes. Nucleos baséfilos <=y
L ovalados. Citoplasmas baséfilos. Poca|'’
5 actividad celular. e
0.59 M 24 horas Ceéls. Poliédricas. Alta unién intercelular..
e Ntcleos débilmente baséfilos. Bt
0.59 M 48 horas Buena unién intercelular. Citoplasma

intensamente acidéfilo; nucleo  débilmente
basoéfilo. e T
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Cuadro 2. Planteamiento general del procedimiento experimental.

Tiempo de|{Grupo A|Grupo B|Grupo C [|Grupoe D|(Grupo E|(Grupo F
Muestreo “Previo” “Simultinco” |“Posterior |Control 1 |Control 2|/Control 3
en horas HEp-2 +| HEp-2 + I HEp-2 + HEp-2 +| HEp-2 + | Solamente
Melatonina Meclatonina VSR + VSR Melatonina |[HEp-2
previa + VSR |Simultinea  +|njopatonina
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:

en rotal) fueron sometidas a la técnica de inmunofluorescencia.

total) fue reviida con F-E.

—

FALLA DE

TESIS CON
U alGEN

Tres muestras de cada tiempo de muestreo y de cada grupo experimental (36

Una muestra de cada tiempo de muestreo y de cada grupo experimental (18 en
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Cuadro 3. Cronograma del desarrollo experimental.

Dia O

Se sembraron 72 pozos (6 cajas de 12), c/u con 20 000 células HEp- 2
contenidas en 0.5 ml de MEM-1. Después, se incubaron todas las muestras.

Se observé y constato el desarrollo celular en los pozos sembrados. En general,
verificaciones similares se ejecutaron c/24 horas. Las muestras se mantuv:eron

en incubacién.

Se agregaron 10 pl de ST de melatonina a cada pozo del Grupo A. Se agrego 1
ml de medio MEM-1 a cada pozo y después se volvieron a incubar.

Cada pozo de los Grupos A, B, C y D se infectaron con VSR Long con una
concentracién de 2 X 10° UFP contenidas en 50 ul de suspensioén viral.
Simultineamente se agregaron 10 ul de la DT a cada pozo del Grupo B.

El virus en suspension se dejé adsorber sobre la monocapa celular durante 30
minutos y después se agregd 1 ml de MEM-2 a ¢/pozo. Finalmente, todas las
muestras se sometieron a incubacién.

Se agregaron 10 ul de la DT a cada pozo del Grupo E. Se agregé 1 ml! de
medio MEM-2 a cada pozo y después se volvieron a incubar.

Se agregaron 10 ul de ST a cada pozo del Grupo C. Se agregd 1 ml 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 — 86°C. Las muestras restantes se
mantuvieron en incubacion.

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 — 86°C. Las muestras restantes se mantuvieron en incubacion.

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 — 86°C. Las muestras restantes
se mantuvieron en incubacioén.

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 incubacién.

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 — 86°C. :

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 — 86°C.

Preparacion de la Solucion PBS tween.

Sometimiento de todas las muestras al anticuerpo monoclonal comercial
especifico (Kit VSR, Chemicon Light Diagnostic. Chemicon International, Inc.
Respiratory Syncytial Virus. DFA. Cat. No. 3125 *).

verde manzana cuando se ilumina la muestra con luz ultravioleta.
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Cuadro 4. Cuadro de Resultados ¢en ¢l 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
quec las células fueron infectadas con VSR.

Tiempo Grupo A1 Grupo B| Grupo C| Grupo D | Grupo E | Grupo F
de “Previo’: “Simultdneo’: | “Posterior’': | Control |Control 2:|Control 3:
muestreo | HEp-2 +1 HEp-2 + | HEp-2 +11: HEp-|HEp-2 + | Unicamente
en horas | Melatonina | Melatonina VSR +[2 + VSR | Melatonina | HEp-2

24 hrs. | simultanea Melatonina . X 1.

Preinfeccion | con VSR 24 hrs.

+ VSR después G )
24 55 17 28 No aplica - No aphca
muestra 1 I L :
24 49 26 i | A6 No apllcag.a
muestra 2 - ISRRY B S : S
24 42 21, No apllca :
muestra 3 i
72 28 21 ; No apllca
muestra 1 - BT
72 34 327 No aplica No apllca
muestra 2 i g =
72 19 28 No aplica -~ |No aplica ;
muestra 3 i - e | R TR
120 10 18 No aplica’;
muestra 1 B i R RN
120 17 22 No aplica-- | No aplica :
muestra 2 ’ L e e e ; B : ST L DR R T
120 13 19 . B B R |35 - :]No aplica: |No:aplica -
muestra 3 ‘ ST ST R i R

FALLA ORICEN




Cuadro 5.

Analisis de Varianza para el

fluorescentes.

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado de| ValordeF Pr > F

Variacién 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* e

Tratamiento . L

Error 24 1160.66667 |48.36111

Total 35 5856.22222

R- Cuadrada Coeficiente . - - dé Ralz‘ del Cuadrado Promedlo del niumero
variacién ) .| Medio del error:: .| de' células’: .

0.801806 23.01027 6.95422 +:[30.2222-

| ALLE

U
E

;'.-"; ‘\
DE URIGEH%

Tie

59

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

muestreo.

Media = Desviacién Estandar

Fuente de Variacion
29.6666 = 16.3095"°

Tratamiento: Melatonina preinfeccion (A)
Melatonina simultéanea a la
infeccion (B) 22.6666 += 5.0000°
Melatonina posinfeccion (C) . .28.3333 =+ 14.0089%¢
Sin Melatonina (D) e : 40.2222 = 7.9807°

Tiempo de Muestreo: 24 horas 39:1666 + 13.1690
‘ 30.9166 = 9.4624°

72 horas
120 horas 05833 = 8.9590°
Interaccién:” A * 24 horas - :48.6666 = 6.50647"
, B * 24 horas - . ]ii 002103333 & 4,509200 80k
C " *. .24 horas Sl N 42,0000 £ 12,4899
D * 24 horas DR 44.6666 = 8.0829%¢h
A" * 72 horas ' S 27.0000 £ 7.54980fed k!
B * 72horas 27.0000 + 5.5677°>fedk!
C * 72horas - 27.6666 £ 9.0737°< 8!
D * 72horas = 42.0000 = 8.7177>%%"
A’ *.120 horas R 13.3333 = 3.5118°
B . * 120 horas’ PURRIE 19.6666 + 2.0816:
C * 153333 +.3.5118%
D * 34.0000 :i:" 4 825' ;

difer entes (P < 0.0431). " '

Tioms O "'-T—_—‘
FALLA DE URIGEN




10. Figuras.

TERCERO: “HAZ EL AMOR MUY BIEN"
Haz el amor solo con quien amor te inspire.
Haz el amor solo cuando el amor te guie.
Haz el amor con sinceridad y no como deporte.

¥ no juegue con el amor
pues terminards por construir
castillos de hielo,
sobre falacias erigir;
no jucgues al amor pues
no solo es infructuoso
sino a la larga agotador

IHaz el amor
can un poco de arrebato
pero ¢ bién con serenidad,
con un poco de locura
pero bidrn con z
iempre con ha imagi iorn
pero arada bien la piel,
porque al fin y al cabo
el amor es solo esencia
Y al mundo lo construyes ti. . . .

61




Figura 1.

62

Nuamero de
células
fluorescentes
por cada 200
observadas.

Promedio de células fluorescentes por tratamiento.

45
40

I

35 |

30 }- -

25

20 .

5 .
o

Tratamientos.

A = Melatonina preinfeccién

B = Melatonina simultéanea a la infeccién.

C = Melatonina posinfeccién

D = Sin Melatonina.

e ""““"f"'.‘ I 1
o= 7

FALLA VUE waart N l




Figura 2.
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Namero de
células
fluorescentes
por cada 200
observadas.

Promedio de células fluorescentes en los tiempos

de muestreo.

24 HRS. 72 HRS 120 HRS

Tiempo de muestreo.

Thooios

FALLA Vi UniGEN




Figura 3.
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Nuamero de 40
células
fluorescentes 30
por cada 200
observadas. 20

10

|
i
|
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i
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Promedio de células fluorescentes de las
interacciones: tratamiento * tiempo de muestreo.

24 horas.

a = Melatonina preinfeccion.

b = Melatonina simultanea a la infeccién

¢ = Melatonina posinfeccién

d = Sin Melat‘onjna(r ‘

72 horas.
Tiempo de muestreo.

|

e

Ty 1%

lma
'mb !l
ac !
0d

120 horas.

I

|

FALLA Dg
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Figura 4.

Promedio de células fluorescentes de las
interacciones: tratamiento * tiempo de muestreo.

60

50 | —

65

Numero de 40
células
fluorescentes 30 .
por cada 200
observadas. 5

10

(¢} -
24 hrs. 72 hrs. 120 hrs.

Tiempo de muestreo.

A = Melatonina preinfeccion
B = Melatonina simultdnea a'la infeccion

C = Mlatonina posinfeccién

D = Sin Melatonina =

IFALLA D UaagsiN 1
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~Leggtena S.

Cétutas HEp-2 48 horas después de {a exposicidn a una solucion de etanol con metiatonina
at 0.66 M. Tincidon: H-E. Obtjetivo: 10x.

TESLS CAsi
FALLA DE UMGEN
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F~iLogterce S

Cétutas HEp-2 48 horas después de {1a eaposricion a una solucién de etanol con metlatonina
al 0.66 M. Tincidn: H-E. Oébéjetivo: 20x. Se observan 105 nucteolos.
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F~LToreevce 7z -

Cétutas HEp-2 48 horas despuis de 1la eaxposicidn a una sofucidén de etanot con
metatornvina atl 0.77 M. Tincidn: H-E. Oéjetivo: 10x. Se obészavan nicteos intensamente

basobitos.

TEowo 7 :
FAL]-IA. DE u;uu.ﬁﬂj
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FAcgrenrnce &

Cétlutas HEp-~2 48 horas después de 1la exposicion a una sotucidn de etanod con

metiatonina at 0.77 M. Tincidn: H-E. Oéjetivo: 20=x.

TESIS
FALLA L’L wiuigf N

ESTA TESIS NO SAT =
DE LA BIRY IOTEL
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F-ECecrgrernrce .

Célutas HEp-2 48 horas después de ta exposicidn a una solucidn de etanol con
medatonina at 0.59 M. Tincion: H-E. Oéjetivo: 20x. Se oéserva duen ntvel de uniodn
inteaicetutar, citopltasma intensamente acidobito y nicleos débitmente dassfitos.




Cétutas HEp-2 inbectadas con VSR y expuestas a anticuerpos monoctonates. Epifluoresc




Ficgeance T1T .

TRESI® MO
FALLA DI UrudEN

Cétutas HEp-2 que recibieron melatonina 24 h posinpeccion.
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Cétutas HEp-2 ingectadas con VUSR.Las cétutlas pluorescen 30é6re un campo oscuro.
Visuatizadas utitizando un microscopio conpocatl. Objetivo: 40x.

TESES
FALLA DB




CUARTO: “ESFUERZATE POR ENCONTRAR SABISURIA. . .,
CUANDO L.O LOGRES A NADIE SE LO DIGAS.”

QUINTO: ~...

SEXTO: “..
SEPTIMO: “.. e
OCTAVO: ... : -
NOVENO: “.. e
DECIMO: “.. e

POSDATA: Cumple plenamente los cuatro primeros
¥ todo lo demids
lo obtendrds por anadidura.

Miguel A'ngcl Martinez Castillo.
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