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RECORDATORIO HISTORICO SOBRE EL DESARROLLO DE LA
GLANDULA PINEAL

Segun el neuroanatomista KAPPERS (1979), la primera mencion de la

glandula pineal la encontramos en el Mundo Griego. HEROFILO DE
ALEJANDRIA (325-280 a. J.C.) afirmaba que este 6rgano actuaba como
“esfinter que controla el flujo de pensamientos”. La descripcion tan precoz de la
epifisis se debe fundamentalmente a su situacion en el SNC, que desde
siempre atrajo la atencion, al suponerse que en él estarian situadas las
facultades especificamente humanas.

Estas ideas iniciales serian recogidas y ampliadas por ARISTOTELES (384-
328 a. J.C.). Segun este autor, el alma tiene tres facultades que residen en las
tres partes del sistema ventricular: “fantasia” situada en los ventriculos
laterales; “anamnesis” ubicada en el tercer ventriculo; y por dltimo “mneme”
situada en el cuarto ventriculo. De esta forma por su situacion entre el tercer y
cuarto ventriculo, a la pineal se le asignaba un papel de esfinter en el control
de la circulacion de ideas en el sistema ventricular. En este sentido la antigua
literatura india recoge la idea de que la epifisis “es un érgano de clarividencia y
meditacién que podria permitirnos el recordar las vivencias pasadas”.

GALENO (130-200 d.J.C.) quit6 importancia funcional a la pineal al
considerarla como una glandula linfatica. Desde el punto de vista morfolégico,
debido a su aspecto piriforme en algunas especies, le daria el nombre de
“coronarium”, término que aun hoy en dia continia empleandose.

VESALIO (1514-1564) en su obra “De Humanis Corporis Fabrica” publicada
en 1543, describia la situacion anatémica de la glandula, sefialando que dicho
organo no forma parte del cerebro, pero se apoya sobre los tubérculos
cuadrigéminos anteriores.

DESCARTES (1596-1656), recogiendo en gran parte la idea de la filosofia
griega, llega a afirmar que la epifisis es el asiento del alma racional. La pineal,
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situada en el centro del sistema ventricular, seria la encargada de extraer
ciertas particulas de la sangre y convertirlas en espiritus animales que,
posteriormente serian vehiculados hasta las diferentes partes del sistema
ventricular.

STENON (1638-1686) abandona las teorias de Descartes, y en su obra
“Discours sur Lanatomie du cerveau”, publicada en 1670, demostré que la
pineal se situaba en posicion dorsal respecto al sistema ventricular (y no en el
centro) y, ademas, sus uniones con las meninges la convertian en un elemento
inmovil lo que impedia cualquier papel de esfinter de los espiritus animales.

DIEMERBROECK (1609-1674) en la obra “Opera omnia anatomica et
medica”, publicada en 1685, describia de forma certera la situacion de la
glandula pineal en distintas especies, detallando el mayor tamafio en cordero y
ternero que en el hombre.

Tras un siglo de silencio, en el siglo XIX renacia el interés por dicha
glandula. TIEDEMANN (1823) detallaba el desarrollo de la epifisis en fetos
humanos de tres meses, originando a los cuatro meses de gestacion una
glandula pequefia y redondeada. “En el séptimo mes es un pequefio cuerpo
blando, que pasa a ser alargado al noveno mes”.

CLARKE (1862) describia a la epifisis formada por células de nucleo
redondeado y granuloso. En 1866 LEYDIG narraba la presencia de fibras
nerviosas en pineal.

Las distintas opiniones de los investigadores de la segunda mitad del siglo
XIX podemos clasificarlas de la siguiente manera:

Primera: se atribuia a la glandula pineal una estructura comparable a la de
los ganglios linfaticos (HENLE, 1887).

Segunda: Se consideraba que la glandula estaba formada por elementos
nerviosos (DARKSCHE-WITSCH, 1886).

Tercera: Se admite la naturaleza neuroldgica (elementos epiteliales
modificados) de las células glandulares (WEIGERT, 1895).

Cuarta: las células glandulares son de naturaleza mixta (epiteliales y/o
nerviosas) (HAGEMANN, 1872).
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La hipotesis de la inhibicibn gonadal por parte de la pineal, planteada por
GUTZEIT (1896) al asociar la existencia de un tumor pineal a 1 sindrome de
desarrollo sexual precoz, quedd promulgada por MARBURG (1930), quien
describia a la pineal como una glandula endocrina con accion inhibitoria sobre
el desarrollo y la funcién gonadal.

DIMITROVA (1901) describia en la pineal una zona periférica, con poca
cantidad de células y dispersa; y otra central con abundancia celular y
distribucion regular.

JORDAN (1911) apunté que la pineal ovina inicia su desarrollo como una
evaginacion del techo diencefélico; y en su crecimiento adoptaba formas
redondeadas, con recesos superficiales y continuos hacia el tercer ventriculo.
No encontré evidencias morfolégicas de que el cuerpo pineal tenga funcion
glandular.

FOA (1912) demostrd experimentalmente que la pinealectomia producia un
desarrollo precoz de los caracteres sexuales secundarios.

ROUX (1937) describe la pineal envuelta en una capsula de tejido conectivo
que la relaciona con los plexos coroideos. Este tejido penetra en el interior de la
capsula formando finas trabéculas; se trata de un tejido conectivo fibroso,
especialmente abundante en el vértice de la glandula. Afirmaba “que el tejido
conectivo suele faltar en embriones y animales jovenes, y siempre era mas
abundante en équidos y cerdos que en ovinos”.

BARGHMANN (1943) sefal6 que la pineal de los mamiferos se originaba a
partir del area ependimaria diencefalica, situdndose entre las comisuras
habenular y posterior.

MIKAMI (1951) estudi6 las células parenquimatosas de la epifisis de caballo,
cerdo y cabras, encontrando granulos argentofilos, tanto en el citoplasma como
en las prolongaciones. Ademas observé pigmentos de melanina y lipofucsinas,
gue segun el Autor hacen de la epifisis un drgano endocrino y no degenerado.

BRACK (1962) en su trabajo “Morpho-und histogene-tische Untersuchungen
der Epiphysis cerebro von Rind” describia la evolucion de la glandula pineal
bovina a lo largo del desarrollo, cifrando la presencia del esbozo pineal en
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embriones de 4 cm. de longitud; el tamafio final de la glandula pineal se
adquiria hacia los 60 cm.

FRAUCHIGER (1963) consideraba a la epifisis compuesta por dos zonas,
glandular y neuronal, diferentes ontogénicamente. Ademas sefialé6 que en la
vaca y la oveja los pinealocitos no son de origen neuroectodérmico, sino que
derivan de células mesenquimatosas, que a lo largo del desarrollo embrionario
se diferenciaban en pinealocitos, mientras las células intrinsecas del esbozo
pineal evolucionaban a células gliales.

ANDERSON (1965) sefal6é que la glandula pineal de bovinos y ovinos
iniciaba su desarrollo como una evaginacion del techo diencefélico;
evaginacion que posteriormente se vera rodeada de células ependimarias. En
su proceso diferenciador la pineal se alargaba, adoptando una morfologia
sacular, para posteriormente comenzar a diverticularse.

WARTENBERG Y GUSERK (1965) realizaron un estudio ultraestructural
sobre la epifisis de conejo, poniendo de manifiesto la existencia en los
pinealocitos de prolongaciones y mazas terminales; ademas, estas células
mostraban mayor cantidad de reticulo endoplasmico liso que rugoso, escasos
ribosomas y mitocondrias de disposicion perinuclear. El nucleo pobre en
cromatina, mostraba un nucléolo poco desarrollado. Por ultimo describian la
presencia de fibras gliales en escasa cantidad.

ARSTILA (1967) en pinealocitos de rata, a parte de las caracteristicas
genéricas que coinciden con lo referenciado por WARTENBERG Y GUSERK
(1965), destacaron la presencia de mitocondrias abundantes, tanto en
pericarion como en prolongaciones, proximas a las barras sinapticas. En el
citoplasma de pinealocitos referenciaron la presencia de filamentos cuyo
diametro oscilaba entre 0.5 y 4 micras de diametro.

BOSTELMAN (1968) sugeria que el contenido lipidico de los pinealocitos de
rata se encontraba ligado a la actividad funcional de la glandula pineal, pues
observé la liberacion de gotas lipidicas hacia el espacio perivascular.

WELSER Y COL. (1968) estudiaron la ultraestructura del pinealocito canino,
describiéndolo como una célula redondeada y con pocos procesos

citoplasmaticos. Acompafiando a este tipo celular mas comun, también
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pusieron de manifiesto la presencia de pinealocitos oscuros, con nucleo mas
pequefio y mayor nimero de organoides citoplasmaticos.

WARTENBERG (1968) en mono y gato describian dentro de las células de
la glia, la existencia de tres tipos celulares: astrocitos fibrosos, astrocitos
citoplasmaticos, y células de la glia con procesos mas pequefios y delgados,
localizados fundamentalmente en las proximidades de los vasos sanguineos.

GONZALEZ Y ALVAREZ-URIA (1970) analizaron las caracteristicas
ultraestructurales de la célula intersticial de la glandula pineal en rata adulta,
destacando: nucleo oval, complejo de Golgi muy desarrollado y mitocondrias
alargadas de aspecto granuloso.

BAYEROVA Y MALINSKI (1972) realizaron un estudio ultraestructural
cuantitativo de los pinealocitos de rata desde el nacimiento hasta la pubertad.
Constataron que el volumen relativo celular, aumenté a consta del volumen
relativo del ndcleo, no encontrando cambios significativos en el volumen de los
organoides protoplasmaticos.

ROMIJN (1973) distinguia dos tipos de pinealocitos en la glandula pineal de
conejo; unos claros situados en la corteza y la médula del 6rgano; y otros
oscuros, localizados en la zona medula. La abundante presencia de granulos
pigmentarios en los pinealocitos oscuros, diferenciaba ambos tipos celulares.

SHERIDAN Y REITER (1973) en hamster, sefalaban que el nucleo del
pinealocito presentaba un borde marginal de cromatina, formando un
estrechamiento relacionado con la envoltura nuclear.

QUAY (1974) describia la existencia de tres fases en el desarrollo de la
pineal:

1.- Fase Morfogenética, desde la diferenciacion hasta el nacimiento.

2.- Fase de Proliferacion Glandular, desde la diferenciacion hasta después
del nacimiento.

3.- Fase de Hipertrofia y Diferenciacion Celular, desde el nacimiento hasta la
duodécima semana de vida extrauterina.

BOYA Y ZAMORANO (1975) encontraron en la pineal de pollo dos areas
distintas: los foliculos, formados por dos categorias celulares (células pineales
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Ay B), y la zona parafolicular, que rodea y separa los foliculos de las paredes
conectivas.

PEVET (1977) en sus investigaciones en epifisis de distintos tipos de
mamiferos distinguia dos tipos celulares: pinealocitos tipo | y tipo I, pudiéndose
incluir en ambos tipos, tanto los pinealocitos oscuros como los claros. Los tipo
I, representaban la mayoria de la poblacién celular epifisaria; los tipo Il eran
una poblacion minoritaria y se situaban preferentemente en los espacios
extracelulares y perivasculares. Sefialaba igualmente, que el tipo | aparecia en:
rata, erizo, topo, lirdn, perro, oveja y cabra; y los de tipo Il en: murciélago, rata,
ratdn cobaya, topo, chinchilla, macao, ardilla y conejo.

MOLLER Y COL. (1978) realizaron una demostracion inmunohistoquimica
de la GFAP en las células intersticiales de la glandula pineal de rata adulta,
detectando inmunopositividad diseminada por toda la glandula.

BOYA Y CALVO (1979) en sus estudios sobre pineal de gallinas adultas,
destacaron un gran desarrollo de organoides citoplasmaticos en pinealocitos de
animales adultos; en jovenes se evidenciaba menor desarrollo. En lo referente
al estroma, gran cantidad de fibras de colageno en adulto, a diferencia de
jovenes.

HWANG (1982) Detallaba la presencia de tres tipos de células
parenquimatosas (aunque las consideraba el mismo tipo celular, pero en
diferentes estadios ontogénicos) pinealocitos, células gliales y células
pigmentadas.

CALVO Y BOYA (1983) describian en pineal de rata la presencia de
pinealocitos tipo |1 y Il, de acuerdo a las caracteristicas ultraestructurales y a su
localizacion dentro del parénquima pineal.

COZZl Y FERRANDI (1984) analizaron ultraestructural e histoquimicamente
la glandula pineal de los équidos, observando la presencia de granulos
pigmentarios.

URIA Y COL. (1984 a, b) clasificaron los capilares intrapineales en la rata
adulta, como de tipo no fenestrado. Este mismo tipo de capilares fue observado
por BOYA Y COL. (1995) en la glandula pineal de gatos adultos; también

describian la presencia de fibras nerviosas amielinicas.
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CALVO Y BOYA (1984 a, b) y BOYA Y CALVO (1984) estudiaron el
desarrollo postnatal de la glandula pineal de rata, destacando que todos los
componentes pineales mostraron cambios regresivos de diferente intensidad,
con la edad. En los pinealocitos tipo I: incremento en los cuerpos densos y la
masiva presencia de células vesiculazas; en los pinealocitos tipo Il, depdsitos
de lipofucsinas. Por otra parte, con la edad, se detectdé un incremento del tejido
conectivo y de las concreciones calcareas en la capsula pineal.

ZANG Y COL. (1985) estudiaron mediante la técnica inmunoperoxidasa anti
GFAP los astrocitos de la pineal en la oveja. Encontraron unas células muy
numerosas y desarrolladas, con estructuras en forma de cesta y multitud de
prolongaciones citoplasméticas que rodean a los pinealocitos.

RUIZ-NAVARRO (1986), en sus investigaciones en ratas normales y
castradas, defendian que los pinealocitos claros y oscuros detectados, eran el
mismo tipo celular en distinta fase de actividad.

COZZI (1986) en sus investigaciones en la pineal de caballo encontro tres
tipos celulares: pinealocitos, de distribucion regular; células intersticiales, de
distribucion perivascular y células grandes con contenido melanico. Los
mismos tipos celulares fueron definidos por CALVO Y COL. (1988 a, b; 1990)
en sus estudios sobre glandula pineal de perros; si bien hemos de decir que a
las células intersticiales las definian como astrocitos.

CALVO Y COL. (1988) demostraron la presencia de tres antigenos gliales
en la glandula pineal de rata: Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP), Vimentina
(VIM) y S-100. La morfologia, distribucion tisular y relaciones, fue similar a la
descrita por CALVO Y BOYA (1984), para la segunda poblacién celular pineal.

REDECKER Y COL. (1989) demostraron la presencia de células
inmunopositivas a GFAP y VIM en los espacios perivasculares de la glandula
pineal de Mongolian gerbil.

REDECKER Y COL. (1990) detectaron mediante técnicas
inmunohistoquimicas para deteccién de pinealocitos, la presencia de células
synaptophysin positivas (SYNAP), y enolasa neuronal especifica positivas
(NSE), regularmente distribuidas por todo el parénquima pineal de Meriones

ungiculatus.
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CIECIURA Y KRAKOWSKI (1991) detallaron la presencia de uniones tipo
gap junctions entre pinealocitos, entre células intersticiales y entre fibras
nerviosas.

MOLLER (1992) distinguia en la inervacién de la glandula pineal de los
mamiferos la existencia de fibras nerviosas tanto simpaticas como
parasimpéticas. Las fibras simpaticas tienen su origen en el ganglio
terigopalatino y eran inmunoreactivas al NPY; las fibras parasimpéticas se
originaban en el ganglio cervical superior y eran inmunoreactivas al VIP.

CALVO Y BOYA (1992) describian la presencia de células pigmentadas en
la pineal de gato, a partir del segundo dia de vida postnatal.

LOPEZ-MUNOZ (1992 a, b) definian a los pinealocitos tipo Il como células
intersticiales, aduciendo su naturaleza glial, dada su inmunoreactividad frente a
GFAP y VIM.

BOYA Y CALVO (1993) describian la expresién de los antigenos GFAP y
VIM en la glandula pineal de gato y perro, desde el primer dia postnacimiento
hasta el estado adulto. Estos mismos antigenos fueron detectados en pineal de
rata durante el desarrollo postnatal por BORREGON Y COL. (1993).

En 1994, SATO Y COL. Utilizando como marcadores de pinealocitos NSE y
SYNAP, diferenciaban dentro del parénquima pineal bovino dos zonas: corteza
y médula. Estos mismos autores (SATO Y COL., 1995) detallaron el mapa de
distribucion de células NSE positivas, en la glandula pineal de la gallina durante
el desarrollo postnatal.

SUZUKI Y KACHI (1995) concluyeron en sus estudios inmunohistoquimicos
sobre las células de soporte glial en la glandula pineal de ratas adultas, que el
patrén de distribucién y la naturaleza inmunohistoquimica de las células gliales,
mostraba diferencias regionales dentro del parénquima pineal.

REDONDO Y COL. (1996) analizaron el desarrollo prenatal de la pineal de la
oveja, destacando la presencia de tres tipos celulares: pinealoblastos, células
intersticiales y células pigmentadas. En esta misma especie, FRANCO Y COL.
(1997) definian a la segunda poblacién celular como un conjunto de células de
naturaleza glial-astrocitaria en diversos estadios de maduracion. Profundizando

en la caracterizacion de la segunda poblacién celular durante el desarrollo pre y
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postnatal, REDONDO Y COL. (2001 a) reportaron que estas células eran
menos numerosas que los pinealocitos y ocupaban los espacios
perivasculares. Estos mismos autores REDONDO Y COL. (2001 b), reflejaron
una hipotética actividad funcional de la glandula pineal de la oveja durante la
vida intrauterina.

La presencia de fibras nerviosas inmunoreactivas a NPY y VIP, ha sido
demostrada en la glandula pineal de hamster, de rata, y de oveja durante el
desarrollo pre y postnatal (MOLLER Y COL. 1998; MIKKELSEN Y MOLLER,
1999; REGODON Y COL., 1998 a; y REDONDO Y COL., 2003 a, b).

HIRA Y COL. (1998) observaron en la periferia de la pineal de rata, gran
cantidad de fibras nerviosas simpaticas, inmunoreactivas a la tirosina-hidrolasa.

FENG Y COL. (1998) investigaron la presencia de células NSE, NNE y
SYNAP en la pineal de rata durante el desarrollo postnatal. Cuantitativamente,
la presencia de células NSE positivas fue dos veces mayor que la de NNE y
SYN, lo que les hizo pensar que existian diferencias en la fisiologia celular.

REGODON Y COL. (1998 a,b) analizaron la estructura de la glandula pineal
ovina durante la vida intrauterina encontrando un parénquima con pinealocitos,
células intersticiales y células pigmentadas; y un estroma, formado por
seudolébulos, integrados por septos de fibras reticulares y/o de colageno, y
también capilares sanguineos no fenestrados y fibras nerviosas amielinicas.

LEWZUK Y PRYBYLSKA-GRONOWIZS (2000 a, b) en sus experiencias en
cerdos, apuntaron que las modificaciones ultraestructurales de los pinealocitos,
sometidos a diferentes fotoperiodos naturales, o distintos ciclos de
luz/oscuridad, afectaban a volumen relativo de mitocondrias, reticulo
endoplasmico granular, complejo de Golgi y gotas lipidicas.

KARASEK Y ZIELINSKA (2000) en un estudio comparativo sobre la
ultraestructura de los pinealocitos, en 8 especies de mamiferos, encontraron
una gran similitud en la morfologia celular; hasta el punto de afirmar que los
pinealocitos eran cualitativamente similares, existiendo solamente diferencias
cuantitativas, a destacar, el gran desarrollo de los cuerpos membranosos en
cerdo; la abundante presencia de granulos de pigmento en caballo; la nutrida

existencia de concreciones calcareas en el gerbil; y las diferencias en el
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volumen relativo de algunos organoides citoplasmaticos. No encontraron
correlacion entre el tipo de secrecion de melatonina y la ultraestructura de los
pinealocitos.

REGODON Y COL. (2001) realizaron un estudio inmunoestructural de la
glandula pineal ovina durante el desarrollo postnatal, definiendo dos tipos
celulares: pinealocitos y células intersticiales.

REDONDO Y COL. (2001 b) definieron la naturaleza neuroendocrina de los
pinealocitos de oveja, durante el desarrollo postnatal, al expresar dichas células
inmunoreactividad frente a NSE, NNE y SYN.

RECORDATORIO HISTORICO SOBRE LA LUZ Y LA GLANDULA PINEAL

La estacionalidad de la reproduccién ciclica de la oveja es un fenbmeno de

latitudes medias, generalmente controlado por el fotoperiodo a través de las
variaciones de la luz. La glandula pineal es esencial para la percepcion de los
cambios fotoperiddicos en las especies fotosensibles. La informacion nerviosa
llega a la pineal, via adrenérgica, procedente del hipotdlamo, a través de las
fiboras nerviosas del ganglio cervical superior. La pineal transforma la
informacion nerviosa en secrecion endocrina, a través de la sintesis de
melatonina (ARENDT Y COL., 1988).

ZENDEGS Y COL. (1988) exponian: “que en fetos y ovejas prefiadas, desde
los 114 hasta los 142 dias de gestacion. “La melatonina atraviesa la placenta
desde la circulaciébn materna hasta la fetal; y en consecuencia, la melatonina
presente en la circulacion fetal de la oveja, ¢podria ser solamente de origen
materno?, ¢0 derivar de ambas fuentes, materna y fetal?”.

McMILLEN Y NOWAK (1989) realizaron en un grupo control de animales
intactos y otros pinealectomizados, mediciones de melatonina en fetos ovinos y
ovejas 4 dias antes del parto. En animales pinealectomizados no habia
diferencias en el contenido en melatonina, tanto en el plasma fetal como en el
materno. Las concentraciones de melatonina se incrementaban con la edad
fetal, tanto durante el dia, como durante la noche; y tanto en fetos, como en las
madres.

HERNANDEZ Y COL. (1990) determinaron en la glandula pineal de la rata
que los valores absolutos y la ritmicidad circadiana de la melatonina, obtenida
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mediante HPLC, estaba en concordancia con lo previamente validado mediante
RIA.

SADOWSKY Y COL. (1991), analizaron el ultimo tercio de la gestacion de la
oveja. Determinaron el ritmo circadiano de las concentraciones plasmaticas de
melatonina fetal y materna; y concluyeron que la melatonina materna es la
mayor fuente de melatonina en la circulacion fetal.

McMILLEN Y WALKER (1991) sometieron a las ovejas prefiadas a un
régimen normal de 12h de luz y 12 de oscuridad, y un régimen alterado de 12h
de luz y 12 de oscuridad. Las concentraciones de melatonina fueron altas en la
oscuridad, en ambos grupos, y tanto en ovejas como en fetos.

REPPERT Y COL. (1994) utilizando técnicas de hibridacion in situ
demostraron la presencia de ARNy, que codifica la expresion de la melatonina
en los nucleos supraquiasmaticos del hipotalamo.

HELLIWELL Y WILLIANS (1994) describian en la vida fetal ovina, en torno
a los 30 dias de gestacion, la presencia de receptores especificos de
melatonina, sugiriendo un papel prioritario de la melatonina en el desarrollo
fetal ovino.

HOUGTHON Y COL. (1995) realizaron una experiencia con dos grupos de
ovejas: uno intactas, y otro con desconexion quirdrgica del hipotdlamo y la
hipofisis. Ambos grupos fueron sometidos a regimenes de 8L/16D y de 16L/8D.
Encontraron aumento significativo en las concentraciones de melatonina en
todos los supuestos, salvo en animales sometidos a 16L/8D. y con desconexion
quirurgica del hipotalamo y la hipdfisis. Concluyeron en consecuencia, que la
abolicion de la conexidn hipotalamo-hipdfisis, provocaba interrupcion del ritmo
diario de concentraciones de melatonina en condiciones de fotoperiodo largo.

McMILLEN Y COL. (1995) demostraron que el ritmo materno de la
melatonina proporcionaba al feto de la oveja, durante el desarrollo, una sefial
circadiana y/o estacional, acerca del momento y la duracion del fotoperiodo
externo.

MIGUEZ Y COL. (1996) encontraron importantes elevaciones en las
concentraciones de melatonina y dopamina durante la noche, en la pineal de

hembras de hamster sometidas a fotoperiodos largos y cortos, sugiriendo un
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papel de soporte de la dopamina en la regulacion de la sintesis de melatonina,
y en la sincronizacion de las funciones de la glandula pineal.

CHEMINEAU Y COL. (1996) en ovejas bajo la influencia de fotoperiodos
cortos, detallaban que la amplitud y la duracion en el ritmo nocturno de las
concentraciones plasmaticas de melatonina, estaban altamente relacionadas
con las caracteristicas individuales de la oveja. ZARAZAGA Y COL. (1998)
observaron que la variabilidad en las concentraciones plasmaticas de
melatonina dependian de un fuerte control genético.

OKATANI Y COL. (1998) cuantificaron mediante HPLC los niveles de
melatonina en ratas peripuberales sometidas a déficit y estimulacion de
estrégenos, afirmando que los estrogenos modulan la sintesis de melatonina.

COON Y COL. (1999) estudiaron la variabilidad de las concentraciones
plasmaticas de melatonina durante la noche, en grupos de ovejas, cuyos
progenitores evidenciaban concentraciones altas y bajas de melatonina;
concluyendo que la variabilidad no se debia a las diferencias genéticas, sino
que eran atribuibles a las diferencias en el tamafio de la pineal.

SANTIAGO MORENO Y COL. (2000) detectaron que las diferencias
observadas entre ovejas y muflones, durante los cambios estaciénales, en las
concentraciones de melatonina, eran atribuibles a la influencia genética en la
respuesta endocrina para el mismo fotoperiodo.

CORNELISEN Y COL. (2000) en ovinos, detectaron descensos de las
concentraciones plasméticas de melatonina con relacion a la edad.

LEWZUK Y PRYBYLSKA-GRONOWIZS (2000a) describian que el ritmo
diario de la concentracion de melatonina es generado enddgenamente,
independientemente de la luz ambiental, confirmando la idea de la pobre
regularidad de los cambios diurnos en la circulacion de melatonina en cerdo.

REDONDO Y COL. (2003 a, b) detallaron que la pineal de los ovinos durante
el desarrollo postnatal, sometidas a los cambios ciclicos de luz y oscuridad
durante un fotoperiodo natural corto (estimulatorio), evidenciaba cambios en las
concentraciones de melatonina en plasma y pineal. Estas modificaciones en la

fisiologia glandular, fueron significativamente mayores en animales férti-
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puberales, que en prepuberales y adultos, e involucraban tanto el periodo de

luz como de oscuridad.

HISTOFISIOLOGIA DE LA GLANDULA PINEAL: SECRECION DE MELATONINA

MELATONINA: SINTESIS, SECRECION Y CATABOLISMO

La glandula pineal es la responsable de la recepcion de la informacion de

la terminacion de la luz del dia, y el inicio del periodo de oscuridad. Todo esto
es debido a la secrecién de la hormona melatonina.

Los fotorreceptores de la retina, captan la duracion de las horas de luz, y
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mensaje hormonal (ZARAZAGA'Y COL., 2000).

De tal manera que a los animales a los que se les practica una gangliectomia
del ganglio cervical superior, no perciben la informacion fotoperiodica, ya que
se impide la actividad sintética de la glandula pineal.

La melatonina fue descubierta por LERNER Y COL., 1958. Es una
indolamina amarilla, poco soluble en agua y soluble en etanol. Cuando se
acaba el periodo de luz, y se inicia la fase de oscuridad, la noradrenalina
liberada por el ganglio cervical superior, estimula a los pinealocitos a la sintesis
de melatonina (de ahi su denominacién de hormona de la oscuridad).
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La noradrenalina proveniente del ganglio cervical superior se une a los
receptores a; y B; de la membrana de los pinealocitos. Dicha unidn
desencadena una reaccion bioquimica intracelular, que se traduce en un
incremento de la expresion del ARN, para la sintesis de la enzima
arilalkilamina N-acetil-transferasa (AANAT) que transforma la serotonina en N-
acetil serotonina. La accion de la hidroxiindol-O-metil-transferasa (HIOMT),
transformara la N-acetil serotonina en melatonina. A su vez la serotonina deriva
del 5-hidroxitriptéfano, cuya transformacioén en triptéfano es catalizada por la
triptéfano-hidrolasa.

Aunque la secrecion de melatonina se realiza principalmente en glandula
pineal, también se puede realizar en otros territorios organicos como: los
leucocitos, la retina, la glandula lacrimal y el tracto gastrointestinal. A todos
estos niveles organicos han podido ser detectados receptores de membrana de
melatonina, en sus tres tipos MT; (REPPERT Y COL., 1994), MT;
(DUBOKOVICH Y COL. 1998), MTs; (MOLINARY Y COL. 1996).
Recientemente se ha podido evidenciar, en glandula pineal de hamster sirio, la
coexpresion de los receptores de membrana tipo MTy, con los receptores
nucleares ROR d; (TOMAS-ZAPICO Y COL., 2005).

De cualquier forma la secrecion de melatonina sigue un ritmo circadiano,
con concentraciones altas durante la noche y basales durante el dia. La
duracibn de la noche esta reflejada por el pico de las diferentes
concentraciones de melatonina (comienza a subir en el crepusculo, y a
disminuir en la madrugada). Esta ritmicidad enddgena en la produccion de
melatonina (FORCADA Y COL., 2000), condicionada por los ciclos de luz-
oscuridad, se halla circunscrita a un periodo de 24 horas. Este hecho ha podido
ser evidenciado, con la desaparicion de dicho ritmo, cuando los animales son
sometidos a luz constante; y cuando los animales son sometidos a oscuridad
constante, se sigue detectando secrecion ritmica, pero no sincronizada, y de
duracién inferior a las 24 horas (ZARAZAGA Y COL., 2000).

La secrecién de melatonina aparece condicionada por la duracién del ciclo
luz/oscuridad. Asi en los dias cortos y las noches largas, las concentraciones

de melatonina comienzan a disminuir antes del final de la noche; mientras que
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los dias largos y las noches cortas, las concentraciones disminuyen al final de
la noche.

Incluso la sefal de melatonina es capaz de reflejar informacion fotoperiddica
acerca de los cambios estacidnales. De modo genérico, podriamos decir que
en el verano se producen bajos niveles de melatonina; y en invierno
concentraciones mayores, pero de menor amplitud (ARENDT Y COL. 1981).

La melatonina secretada es liberada inmediatamente al torrente circulatorio;
en consecuencia las concentraciones plasmaticas de melatonina, son un buen
indicativo del estado funcional de la glandula pineal.

La melatonina secretada alcanza la circulacién general a través de dos vias:

1. de la vena de Galiano, que drena al sena sagital, y desde aqui a la
vena yugular. Desde la yugular es transportada al sistema
nervioso central, a través de las carotidas.

2. Existen pequefas cantidades de melatonina que se secretan
directamente al liquido cefalorraquideo, en los ventriculos
cerebrales. Sin embargo, de acuerdo a nuestras experiencias
(observaciones no publicadas) y en correspondencia con lo
referenciado por ZARAZAGA Y COL., 2000, la mayor parte de la
melatonina presente en el liquido cefalorraquideo proviene
directamente de la glandula pineal.

En cualquier caso lo que es incuestionable, es la variabilidad en las
concentraciones plasmaticas de melatonina, influidas por multitud de factores
como pueden ser:

e El sometimiento a variaciones en los ciclos de luz/oscuridad. Asi la
exposicién a oscuridad constante, produce un incremento en el peso
de la pineal, relacionado con el aumento del volumen de los
pinealocitos, y el consecuente aumento de las concentraciones
plasmaticas de melatonina
(REDONDO Y COL., 2003 a,

b). B2 !
e La edad de los individuos, U
genéricamente en adultos se ; £,
A S
Y
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dan concentraciones plasmaticas de melatonina mas elevadas que
en jovenes y ancianos (REDONDO Y COL., 2003 a, b). . También de
modo general, las hembras disfrutan de concentraciones elevadas de
melatonina.

e La inmovilizacion fisica produce cambios regresivos en la pineal en
primera instancia; posteriormente se produce un incremento en su
actividad, y como consecuencia elevacion de las concentraciones de
melatonina (GONZALEZ Y ALVAREZ-URIA, 1981).

e El aislamiento, provoca incremento de peso de la pineal, con
hiperplasia de pinealocitos y aumento de niveles de melatonina
(QUAY Y COL., 1969).

e Los estimulos auditivos; las vibraciones; y las estimulaciones olfativas,
producen atrofia de los pinealocitos, y consecuentemente reduccion
de niveles de melatonina (FONTANA Y ALVES DE AZEVEDO,
1978).

e Los ultrasonidos, producen modificaciones en la secrecion de
melatonina, relacionadas con la disminucion del peso de la pineal, y
el aumento de la actividad de la HHOMT (BLAZQUEZ Y GONZALEZ,
1975).

e El frio desencadena aumentos en la secrecion de melatonina como
consecuencia de fendmenos de hipertrofia e hiperplasia de
pinealocitos. Efectos similares son desencadenados por el calor
(BUCANA Y COL., 1973; ALVAREZ-URIA Y GONZALEZ, 1981).

e Los implantes de estrogenos promueven disminucion del peso de la
pineal ademas de una disminucion de la actividad sintética de los
pinealocitos (HOUSSAY Y BARCELO, 1972).

e La administracibn de anti-androgénicos (acetato de ciproterona)
provocan hiperactividad funcional de la pineal (GUSEK, 1971).

e La hipofisiectomia desencadena hipoactividad en la secrecion de
melatonina, relacionada con disminucion del peso de la glandula; con

la reduccién del volumen de los pinealocitos; y con la atrofia de
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pinealocitos. Similares efectos han sido detectados tras la
adrenalectomia; y tras la simpatectomia (KARASEK, 1971)

e La gonadectomia produce efectos estimulantes sobre la pineal y en
consecuencia incremento en el ritmo de produccién de melatonina;
este hecho esta directamente relacionado con el incremento del peso
de la pineal (GONZALEZ Y ALVAREZ-URIA, 1981).

e Existen otro tipo de factores que no muestran influencia sobre la
secrecion de melatonina, como el momento del ciclo sexual, y el
estado de gestacion®.

En definitiva, parece claro que la mayores diferencias en la variabilidad esta
presente entre individuos, hay un factor genético, sin duda, y pudiera estar
relacionado con las diferencias en el niumero de pinealocitos de la glandula

o HbROXIMELATONINA (ZARAZAGA Y COL., 2000).

CH2 CH2 NHCOCH3

orao De una u otra manera, bien por el aumento, o

HO

bien por la disminuciébn de la secrecion de

N
H

ssuranoamemonmearowna  Melatonina, el organismo  va a  recibir
o SLonennooc informaciobn que va a modular diversas

o,so

~ funciones fisiolégicas, como la reproduccion, el
funcionamiento del sistema inmunitario, el peso corporal, el crecimiento celular
(de células normales y neoplasicas), la actividad locomotriz y los ritmos
circadianos...,etc.

El Catabolismo de la melatonina viene representado por la hidroxilacion a 6
hidroximelatonina, a nivel hepatico y renal; posteriormente, se elimina por orina

en forma conjugada, sulfatada o glucosilada.

* Ayudas para estancias de Profesores e Investigadores en Centros de Investigacion extranjeros. Laboratorio de
Neurociencias. Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina. Universidad Nacional de Buenos Aires. Observaciones

no publicadas.
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HISTOFISIOLOGIA DE LA PINEAL HUMANA

Tres millones de afios han tenido que transcurrir en la historia de la

Humanidad, para descubrir los secretos de esta inocente hormona, entre otras

cosas:

e Es un potente potenciador del sistema inmune. Se sabe que la melatonina es
capaz de incrementar la mayor parte de las células defensivas del
organismo. Ademas, precisamente por esta capacidad, es uno de los
amortiguadores mas eficaces frente al estrés.

e Es posiblemente uno de los mejores tratamientos adyuvantes frente al
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida. Antiretrovirales, tipo AZT vy
melatonina es una combinacion ideal para tratar el SIDA, por tres razones:

1. Por su potenciacion de la respuesta inmunitaria.
2. Porque es un potente antioxidante y citoprotector.
3. Por su capacidad de disminuir el poder de replicacion del virus.

e Es un eficaz antitumoral, sobretodo en los tumores de mama y prostata.
Ademas reduce el efecto toxico de la quimioterapia, y mejora la calidad de
vida de los pacientes.

e En el campo de la cardiologia es un indicativo de primera linea. Hemos de
tener en cuenta, que la mayor frecuencia de infartos ocurre alrededor de las
12 horas, precisamente cuando las tasas de melatonina son mas bajas. ¢ Es
casualidad o hay una relacion causa efecto? En estudios comparativos de
pacientes de igual edad y sexo y de regimenes de vida parecida, con y sin
enfermedades coronarias, los que no padecieron enfermedades coronarias,
tenian niveles de la hormona mas elevados.

e Es un excelente citoprotector; su capacidad antioxidante, la mayor conocida
actualmente, esta revelando datos de proteccién y regeneracion en fases
agudas de infarto de miocardio, hasta ahora no pensados. Dos razones mas
podria darles para considerar a la melatonina como una reductora del riesgo
de padecer accidentes cardio-vasculares: 12. Que es capaz de reducir hasta
un 20% las tasas de colesterol y 22 Que presenta una relacién inversa
con la hipertensién, de tal modo que las personas hipertensas tienen tasas
bajas de melatonina.
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e Esta implicada, de manera muy directa, en la memoria animal.

e En el campo de la psiquiatria, la melatonina ha resultado determinante. Hay
algunos datos reveladores al respecto: los individuos muertos por suicidio,
presentaban concentraciones de melatonina muy bajas en pineal. Ademas,
los suicidios ocurren mas de dia que de noche, precisamente cuando los
niveles de esta hormona son mas bajos. En los tratamientos de ansiedad y
depresion, se ha mostrado con una eficacia mucho mayor que las
benzodiacepinas. Algunos farmacos que incrementan la melatonina, reducen
la depresion; y una parte importante de los ansioliticos, tranquilizantes y
antidepresivos estan relacionados con la melatonina.

e Es un inductor de suefio biolégico, inocuo, tolerante y mucho mas eficaz que
hipnéticos y tranquilizantes. Los insomnes, la Tercera Edad (con patologia
del suefio), e incluso los alcohdlicos (con los episodios de vigilia etilica),
tienen en la melatonina un remedio natural, efectivo y que no crea adiccién.
En relacion al suefio hemos de decir que la melatonina pone a nuestra
disposicion un remedio muy eficaz para contrarrestar la desordenada vida
fisiologica que llevamos. Hemos alterado el binomio cama y descanso y
placer; pues la cama que inicialmente se concibi6 para el descanso y la
sexualidad, es utilizada también par ver la television, oir la radio, comer,
leer...,etc. Hemos sustituido el tradicional y sano acto del “vaso de leche en
la cama” —la leche es un vehiculo excelente de melatonina, y por
consiguiente un excelente inductor del suefio-, por estimular mediante
excitantes nuestro ritmo vigilia —suefio, y consecuentemente, alterar la
natural reduccion del metabolismo basal cuando llega el crepuasculo;
consecuencia, en el Mundo Occidental, Media Humanidad anda insomne
perdida.

e Es responsable de Ila aparicion de nuevas ciencias, como la
Cronofarmacologia, pues es claro que para cada tipo de medicacion, el
organismo ha desarrollado ritmos circadianos (24 horas) de efectividad y
tolerancia medicamentosa. O también, de ciencias como la Cronoterapia,
pues las variaciones de las condiciones ambientales de luz, van a tener una

respuesta bioldgica.
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|*” estan relacionadas con esto.

Expresiones como: “ponerse las pilas al so
Una demanda creciente de la Sociedad Moderna es el trabajo en turnos;

caminamos en el siglo XXI hacia la sociedad de 24 horas. Esto conlleva, que

cuando los turnos rotatorios no son fijos, hay toda una cronopatologia

relacionada con el estrés del trabajador. Cronopatologia que puede proceder

de:

1°. La alteracion de sus ritmos circadianos.

2°. Las alteraciones del suefio.

3°. Las alteraciones de la vida social. Estas alteraciones llevan implicito: fatiga,
disrupcién del suefio, inadecuacién social y doméstica, disminuciéon del
rendimiento, incremento del riesgo laboral. La luminoterapia ambiental y la
melatonina, son los tratamientos de eleccion para minimizar las
consecuencias de La Sociedad de 24 horas, en un Mundo

intercomunicado (“la Aldea Global del siglo XXI"”

), para el cual no tenemos
un disefio fisiologico adecuado.

Hablar de melatonina es hablar de salud; por eso los productos que
disminuyen la melatonina, como el alcohol, tabaco, tranquilizantes,
antidepresivos, cafeina, B-bloqueantes, aunque algunos de ellos tengan
efectos beneficiosos a corto plazo, en tratamientos prolongados, van a tener
consecuencias: mayor susceptibilidad al cancer, bajada de defensas, trastornos
del suefio, depresion, ansiedad, e incremento del riego de padecer
enfermedades degenerativas tales como Alzheimer's, Parkinson's,
artrosis...,etc. Por idénticas razones, los incrementos de melatonina con el
calcio, el Mg, B3z Bg, la meditacion, estan relacionados con el bienestar humano
0 animal.

Hemos visto hasta ahora, como nuestra vida esta condicionada por la
existencia de relojes bioldgicos, en los cuales la pineal, desempefa el papel
fundamental. Sin embargo lo que para los Cientificos era un hecho conocido,

no trasciende a la opinidon publica hasta que en 1998, La Literatura Medica

* Redondo E, Masot A.J. Franco A (2005).

Pineal y Melatonina. Arst et Sapientia. Junio, afio VI, 183-191.

¥ Cardinali D.P., Pevet P. (1998) Basis Aspects Of Melatonin Action. Sleep Medicine Reviews 2 (3):
175-190.
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Americana describe al producto de secrecion de la pineal, la melatonina, como

“un afrodisiaco rejuvenecedor”. En modelos animales, se ha podido comprobar

las propiedades antienvejecimiento de la melatonina. Es capaz de prolongar la

vida hasta un 15-18%. Todas las hembras domeésticas (también en la mujer)

presentan tasas mas elevadas de melatonina. ¢Es tal vez esta hormona la

causa de la longevidad en las hembras? Hay razones muy poderosas que nos

inducen a pensar que la melatonina podria prolongar la vida animal, incluida la

especie humana.

12, Reduce el dafio de los radicales libres y consecuentemente protege a las
células.

22, Estimula la actividad del sistema inmunoldgico.

32. Protege el sistema cardio-vascular.

423, Estabiliza los biorritmos corporales.

52 Estabiliza la produccién de la hormona del crecimiento.

Cabria preguntarse: ¢Estamos ante la fuente de la eterna juventud? no
tenemos respuesta para ello; lo que si se conoce es que en EEUU la
melatonina se dispensa en grandes superficies y su consumo se ha disparado.
Nunca esta inocente molécula, hubiera pensado en despertar tanto interés y
expectativas, hasta tal punto de que podemos decir que se ha desatado la
melatoninomania. Cinco funciones biolégicas de la melatonina en el hombre
han contribuido a ello:
1.La sincronizacién circadiana con adelantos y retrasos de fase de ritmos

fisioldgicos.

2. La promocion del suefio.
3. La regulacioén de la temperatura corporal
4. El efecto inmunoestimulador

5. Intervenciéon en la maduraciéon sexual.
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HISTOFISIOLOGIA DE LA PINEAL OVINA: SECRECION DE
MELATONINA
La importancia de la pineal en especies fotoperiddicas en general, y en la

especie ovina en particular, guarda relacion con su producto de secrecion: la
melatonina.

TRICOIRE Y COL., 2003, sugerian una secrecion directa de la melatonina
desde la glandula pineal a la luz ventricular del receso pineal. “Existen uniones
comunicantes de los pinealocitos con la luz ventricular; y por consiguiente, una
secrecion directa de la melatonina hacia el liquido cerebro-espinal”.

La utilizacién de la melatonina en veterinaria es reciente, sin embargo su
aplicacién es muy variada; podriamos decir que Veterinaria y melatonina, son
un campo virgen. Actualmente, se empieza a utilizar la melatonina en la
reproduccién dirigida en las ovejas. La productividad en la especie ovina, se
halla condicionada por la estacionalidad reproductiva. Este condicionante que
en otras especies como la bovina, ha podido ser eliminado mediante la
domesticacién, tan solo ha podido ser reducida, pero no eliminada. En los
Paises Mediterraneos hay una menor dependencia de la actividad sexual y la
estacionalidad, que en los Paises de latitudes superiores. Sin embargo,
nuestras ovejas, siguen sin entrar en celo en primavera, y si queremos que lo
hagan hemos de recurrir a:

e El efecto macho

elas esponjas vaginales de  progesterona, como inductores
y sincronizadores del celo

¢ Las Gonadotropinas como estimuladores de los foliculos del ovario.

En el Campo de la Medicina Veterinaria, la melatonina es la encargada de
indicarles a los pequefios rumiantes cuando han de iniciar la reproduccion.
Segun nuestro refranero rural “la danza viene de la panza”; de acuerdo con
esto, los animales iniciarian su reproduccion en primavera, en época de
abundancia. Sin embargo, lo que ocurre es exactamente lo contrario, pues
existe un reloj bioldgico — la glandula pineal que produce melatonina- que les

indica a las ovejas que si se prefian en primavera, parirdn en invierno, en
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época de penuria de pastos, por eso en primavera estan en estado
anovulatorio, no entran en celo.

Si tenemos en cuenta que:

a.- que la melatonina se secreta durante las horas de oscuridad;

b.- que las horas de oscuridad cambian a lo largo del afio, segun la duracion de
los dias

c.- Y que la melatonina controla la actividad hipotalamo-hipofisis-6rganos
sexuales, estamos ante las bases neuroendocrinas de los ritmos
reproductores estacionales.

Considerando que el fotoperiodo (la variacion de la intensidad de luz en
relacion a los dias y las estaciones) es el principal regulador de la
estacionalidad reproductiva de la especie ovina, pareceria mas logico incidir en
él, para modular el condicionante de “falta de celo en primavera®™, que no
recurrir a los tratamientos hormonales. Este hecho ha condicionado la
investigacion en reproduccion en veterinaria, y durante los dltimos 10 afios,
numerosos grupos de investigacion, entre los que nos encontramos, se han
dedicado a averiguar la influencia de las variaciones anuales de la iluminacién
diaria en la actividad sexual del ganado ovino.

Dentro de estos mecanismos, la melatonina sintetizada por la glandula
pineal durante la noche, ocupa un lugar destacado en la traduccién de la
informacion fotoperidédica, en un mensaje hormonal que va a regular las
funciones reproductivas. Desde la década de los 90, comenzaron a utilizarse
los tratamientos con melatonina para acortar los periodos de anoestro; desde
entonces hasta ahora, los implantes exdgenos de melatonina se han convertido
en una herramienta imprescindible para permitir a los ganaderos organizar la
reproduccion de sus ovejas de acuerdo a las disponibilidades de los recursos
alimenticios y de los condicionantes del mercado. La abundante informacion
obtenida hasta hoy, ha permitido el uso comercial de la melatonina en Espafia
desde el afio 2001, al igual que habia sucedido con anterioridad, en otros

paises europeos, con una fuerte implantacion ovina, como Grecia, Gran

* REDONDO E (2005)
Histofisiologia de la glandula pineal: La Melatonina. Céceres, 2005, En prensa.
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Bretafia, Francia y Portugal. La hormona se aplica en forma de microimplantes
subcutaneos que contienen 18 mg de la hormona; inducen una liberacién
continua de la melatonina durante 70 dias , proporcionando una sefial
fotoperiddica que la oveja interpreta como dias cortos, es decir estimulatorios.
Los tratamientos se inician proximos al equinoccio de primavera, aunque los
resultados son similares a los obtenidos a los tratamientos inmediatamente
después del solsticio de invierno, obteniéndose hasta un 20% mas de corderos
adicionales en los lotes tratados con melatonina en relacion a los testigos.

Sin embargo, siendo determinante el uso de melatonina en reproduccién
asistida en ovinos, el futuro, no estd ahi. Hemos superado la era de los
productos “Ecolégicos” y “Biolégicos”, y entramos en la era de la cronobiologia;
por eso, nuestros sistemas de produccion, basandose en condicionantes de
bienestar animal, cronobiologia y fototerapia, han de derivar irremediablemente
hacia la consecucién de productos “cronobiolégicos” leches, quesos,
jamones...,etc.

Actualmente se comienza a utilizar la melatonina de manera sistematica en
el campo de la medicina veterinaria. En este sentido es destacable su
utilizacion como coadyuvante (mezclado con hidroxido de aluminio) en las
vacunas en ovinos frente a Dichelobacter nodosus (REGODON Y COL., 2005).
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BIENESTAR, ESTRES ANIMAL Y MELATONINA

La modulacion y el desacoplamiento al que deben someterse las

explotaciones agroganaderas en la Europa Comunitaria, viene contigenciada
con tres condicionantes: pago unico de subvenciones, seguridad alimentaria y
bienestar_animal.

El bienestar animal esta condicionando todos los sistemas de produccion
animal, sobretodo en intensividad. Parece claro que la modificacién de los
parametros zootécnicos, fisioldogicos y comportamentales, conducen a los
animales a una situacion de estrés (CHAVARRI, 2003).

De acuerdo a lo reflejado por ALBERTO QUILES (2005), podriamos definir
el bienestar animal como: “una medida de la adaptacion de los animales a su
medio ambiente”.

Las condiciones medioambientales modificadas, unidas a las modificaciones
en la intensificacién, han tenido como consecuencia modificaciones en las
caracteristicas genéticas y fisiolégicas de los animales, llevdndolos a la
situacion de estrés.

El concepto de estrés como: “respuesta no especifica del organismo frente a

una agresion, independientemente de la naturaleza de la misma™

, ha quedado
superada por la de BROOM (1988): “es el proceso por el cual los factores
ambientales sobrepasan a los sistemas de control de un individuo”.

Bienestar animal y estrés son interdependientes, pues el estrés prepara al
organismo para afrontar primero, y combatir después, la situacion adversa, y
aproximarse o conducir al bienestar animal. Hemos de sefialar que, estrés y
bienestar animal, forman parte como causa y efecto, de un complejo
mecanismo interrelacionado en el que interviene el sistema
neuroinmunoendocrino.

El estrés fisico y emocional se encuentra entre las condiciones patoldgicas
que producen inmunodepresion. Los animales sometidos a esta situacion son
propensos a la enfermedad, particularmente cancer e infecciones recurrentes.
La causa de estas alteraciones reside en la disminucion de la reactividad

inmunitaria, y el incremento del cortisol sanguineo, cuya fuente es la corteza

! E. REDONDO. Estudio morfopatolégico del proceso de shock renal experimental, provocado por la inoculacion
experimental de endotoxinas de Salmonella enteritidis. Tesis Doctoral. Céaceres, 1987.
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suprarrenal. Conforme avanza la edad, disminuye la produccion de melatonina
y se elevan los niveles séricos de cortisol. Su exceso en el torrente sanguineo
se ve favorecido por las situaciones de gran contenido emotivo y afecta
negativamente la actividad fisiologica del sistema inmunitario. Estas
disfunciones revierten por la aplicacion de la melatonina; en este sentido, esta
neurohormona posee propiedades antiestrés y antioncostaticas (GARCIA Y
CAMPOS, 1997).
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La finalidad del trabajo de investigacion que presentamos serd: EVALUAR
EL EFECTO DE LA MELATONINA FRENTE AL ESTRES DE MANEJO, EN
OVINOS. Para ello hemos disefiado un modelo animal en ovinos (animales

altamente fotoperiddicos) bajo las condiciones de estrés inducido (cambios de
ubicacion y alimentacion); modelo que se completa con un grupo experimental
bajo las condiciones de bienestar animal; y dos grupos experimentales que
contemplan el efecto de la melatonina, tanto en condiciones de bienestar
animal, como en condiciones de estrés inducido.

La cuantificacién y cualificacion de los parametros histofisiologicos del
hipotdlamo y la pineal, en cada uno de los supuestos experimentales
anteriores, nos ofrecerd datos de las modificaciones morfofuncionales de los
organos diana (hipotalamo y pineal, bajo influencia de fotoperiodos, largos y
cortos), inducidas por el estrés, y modificadas por el tratamiento con

melatonina.
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ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Antecedentes: Estudios sobre la pineal de la oveja.

La histofisiologia de la pineal de los mamiferos ha sido objeto de numerosas
investigaciones, basadas en la conceptuacién de la misma como 6Organo
neuroendocrino implicado en la regulacion fotoperiddica de ritmos biolégicos
endogenos (REITER, 1993). La mayoria de las investigaciones de la pineal de
los mamiferos en desarrollo, se han llevado a cabo en roedores,
fundamentalmente rata; sin embargo los modelos bioldgicos de estudios sobre
la pineal, empiezan a considerar a la oveja.

Encontramos cuatro condicionantes que convierten a la oveja, en un
excelente modelo experimental para las investigaciones histofisioldgicas
relacionadas con la glandula pineal:

o El hecho de ser un animal altamente fotoperiodico ( RAVAULT Y COL.,
1989).

o El poseer un ritmo circadiano prominente en cuanto a la secreccion de
melatonina (PANGERL AND REITER, 1990).

o El disponer de una glandula pineal de desarrollo considerable (
REDONDO Y COL., 1996a,b ;2001; 2003 a,b; FRANCO Y COL.,1997;
2000; REGODON Y COL., 1998 a,b; 2001)

o Su condicién de hembra poliéstrica estacional. En este sentido la glandula
a través de sus interconexiones con el hipotdlamo y con la hipdfisis ,
ejerce un efecto modulador de la actividad sexual regulada por la hipofisis
(SHEDPURE AND KUMAR, 1995).

Antecedentes: Actividades de nuestro Grupo de Investigacion

Nuestros primeros pasos en el abordaje del desarrollo de la pineal, se
centraron en el estudio global de desarrollo en etapas de vida intrauterina
( REDONDO Y COL., 1996a,b; FRANCO Y COL., 1997; REGODON Y COL.,
1998 a-b ). Posteriormente se contemplo el desarrollo postnatal (REGODON Y
COL., 2001; REDONDO Y COL., 2003 a,b).
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Dentro de la globalidad de la histofisiologia de la pineal en desarrollo,
nuestras investigaciones, siguiendo las directrices dimanadas de la European
Pineal Society, y las tendencias de los grupos prioritarios de investigacion
pineal se centraron en:

1.- “El estudio de la inervacién de la pineal de ovino en desarrollo™

2.- " La caracterizacion inmunohistoquimica y ultraestructural de las células
intersticiales, en la glandula pineal ovina en desarrollo®” .

3.- “Pineal ovina; estrés de manejo y melatonina®™

Antecedentes: Vinculacion del tema propuesto con teméaticas semejantes

desarrolladas en a&mbitos internacionales*”.

En la tierra todos los organismos vivos necesitan adaptar sus funciones
fisioldgicas y comportamentales a las variaciones diarias y estacionales de los
factores externos (luz, temperatura,
alimentacion...,etc). Estos procesos

adaptativos requieren, en primer lugar, el

reconocimiento de estas variaciones; en

VENTRICULO
ATERAI .
it segundo trasladarlas en mensajes

g0 o\l hormonales y nerviosos; y por Gltimo
WPROE traducirlas para  elaborar  respuestas
adaptativas. En los mamiferos estos
HIPOFISIS . . .
procesos adaptativos implican a tres
N\ NUCLEO il
A J SUPRAQL [ASMATICO ”.\} 5 : o I'. :

estructuras principales: la retina, los nacleos
supraquiasmaticos del hipotdlamo (NSQ) y la
pineal. Los NSQ tienen un ritmo diario propio de alrededor de 24 horas. Este
periodo se sincroniza con las variaciones de la intensidad luminica percibida
por las células especializadas de la retina, y transmitida a los NSQ por el tracto
retinohipotalamico.

El reloj biolégico circadiano es capaz de integrar las variaciones

fotoperiodicas estacionales del ciclo de luz/oscuridad. Entre las estructuras

“ Investigacién objeto de subvencion segun el | PRI + DT; Exp n® IPRI 98B002 y segtn el 1l PRI + DT;
Exp n°® 2PRO1A003.
2 proyecto de Investigacion no Coordinado Modalidad B, Exp n° IPRI 99 A004
® Proyecto de Investigacion: “La influencia del estrés de manejo en la histofisiologia del hipotalamo y la pineal: efecto de la
melatonina”.Ministerio de Ciencia y Tecnologia. Direccidon General de Investigacion.
* Aparecen reflejadas en el apartado de Grupos de Investigacion que trabajan en el tema.



54

Pineal, Estrés y Melatonina Isabel Tovar Garcia

implicadas en la transmision de este mensaje destaca la glandula pineal. Este
organo neuroendocrino es el punto final de una via polisinaptica que termina
con fibras noradrenérgicas.

La noradrenalina se libera durante la noche, con una duraciéon proporcional a
la longitud de esta. Esta noradrenalina se une a los B-adrenoreceptores de la
membrana de los pinealocitos, produciendo la estimulacion de la sintesis y
liberacién de melatonina. La melatonina se libera en la corriente sanguinea tan
pronto como es sintetizada para alcanzar estructuras diana con receptores
especificos para ella.

El estudio de las respuestas moleculares y comportamentales al estrés, se
ha incrementado en los ultimos afios, al comprobarse que este ocasiona dafio
neuronal en algunas estructuras cerebrales sensibles, lo cual puede traducirse
posteriormente en déficit funcional permanente.

En un primer momento se atribuyeron estos dafios exclusivamente, a la
respuesta al estrés del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal. Los glucocorticoides
fueron identificados como los Unicos responsables de las atrofias neuronales
reversibles e irreversibles, especialmente en el hipocampo (DALLMANN Y
COL., 1994). Mas tarde, la atencion fue desplazandose hacia factores
neurotroficos, como proteinas inhibidoras o facilitadoras de los dafios causados
por la activacion del eje hipdfisis-adrenal.

Desde su descubrimiento hace mas de 40 afios, algunas neurotrofinas
como el factor de crecimiento neuronal (NGF) fueron relacionadas con el
crecimiento y la diferenciacién de las neuronas centrales y periféricas durante
el desarrollo del Sistema Nervioso. Mas tarde se comprobd, que la falta de
neurotrofinas provoca la atrofia neuronal y pérdida de la transmision fenotipica
en el Sistema Nervioso adulto. Recientemente se demostrd que muchas
neuronas contienen al mismo tiempo neurotrofinas y sus receptores, lo que
sugiere que éstas puedan actuar también por mecanismos autocrinos. Algunas
neurotrofinas presentes en el hipotdlamo en ratas, estarian involucradas en la
depresiéon comportamental espontanea inducida por el estrés. Los animales
sensibles a la depresion presentan menor concentracion de Factor Neurotrofico
Derivado del Cerebro (BDNF) (ANGELUCI Y COL., 2000).
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Actualmente varias neurotrofinas han sido clonadas, entre ellas el BDNF.
Esta proteina se encuentra en grandes cantidades en todo el cerebro adulto,
incluyendo el hipotalamo y otras areas limbicas (NAWA Y COL., 1994). La
administracion de BDNF produce un marcado aumento de NPY y otros
neuropéptidos, estimulando el crecimiento dendritico de las neuronas
piramidales del cerebro en animales adultos.

Se ha comprobado que el estrés agudo y crénico reduce la expresion de
ARN,, de BDNF, y que las drogas antidepresivas, la incrementan, via
receptores 5-HT2A y Bi-Adrenoreceptores (ALTAR, 1999). Se conoce que,
ademas de elevar los niveles de corticosterona, el estrés provoca cambios
estructurales y dafio neuronal paralelo con una reduccion del ARN,, de BDNF
en el hipocampo.

VAIDYA, 1997, sugeria que “la corticosterona per se disminuia la expresion
de BDNF, pero el estrés continuaba reduciendo la expresion de BDNF en el
giro dentado, aun en animales adrenalectomizados, lo que hacia presuponer
que algun componente adicional de la respuesta al estrés debia contribuir a
cambios de esa neurotrofina. Un candidato seria el sistema 5-HT ya que la
reduccion de BDNF por estrés es bloqueada por el antagonista 5-HT2".

El BDNF y el NGF, parecen ser importantes en el sistema nervioso adulto
para la plasticidad neuronal, la adaptacion al estrés y participarian también en
el mecanismo de los déficit cognitivos que ocurren en el envejecimiento y en el
estrés postraumatico (SMITH Y COL., 1995).

El BDNF esta presente en los nulcleos paraventricular y lateral del
hipotalamo. SMITH Y COL., 1995, demostraron que el estrés, a diferencia de lo
que ocurre en el hipocampo, aumenta el ARN,, de BDNF en el hipotalamo.
Esto indicaria que esta proteina pudiera ser importante en la respuesta
hormonal al estrés.

Las proteinas de golpe de calor (heat shock proteins —HSP-) parecen ser
también factores tréficos en varios tejidos. La HSP 70 del hipocampo es
reconocida como un marcador de estrés y se expresa en neuronas resistentes
a la injuria, por lo que es considerada como neuroprotectora. La HSP 90 estaria
ligada a los receptores de corticosterona en el hipocampo, y parece ser otro
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factor neurotréfico protector de la injuria neuronal experimental, por su accion
antiapoptotica. La expresion génica de esta proteina fue rdpidamente inducida
por el dafio provocado por estrés (TRUETTNET Y COL., 1999).
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Estado Actual Del Tema

INGLES AND COL., 1987, estudiaron los niveles de melatonina en sangre
venosa de ovejas intactas, muestreadas con variaciones de frecuencia y de
intervalos temporales. Evidenciaron que la venipuntura frecuente activaba el
eje de la tensidon de las hormonas adrenocorticotropas, con elevacion de los
niveles de cortisol. Los niveles de melatonina en plasma demostraron una
variacion considerable con valores picos de 365pg/ml y un fondo entre 30 y 60
pg/ml. Existia una frecuencia constante de los picos intermitentes, la cual
aumento6 con la frecuencia de muestreo; sin embargo, el cortisol no demostré
ninguna correlacion con la frecuencia o amplitud de los picos de melatonina.

STANKOV AND KANCHEV, 1989, demostraron la influencia del estrés
agudo en ovejas (ovariectomizadas), y en bufalos machos y hembras (insercion
de catéter venoso), en la actividad funcional de la glandula pineal durante el dia
y la noche. En ambos supuestos detectaron una influencia de las condiciones
de estrés, en la secrecion pineal de melatonina; los niveles de melatonina, bajo
condiciones de estrés, descendian durante el dia y aumentaban durante la
noche.

La intervencién de la melatonina en situaciones de estrés ha sido muy
variada, tanto en medicina humana como veterinaria. En el campo de la
medicina veterinaria, FOLDES AND MAXWELL, 1993, sugerian el
envolvimiento de la melatonina, en la influencia de la alimentacién en el
crecimiento de las fibras de lana en la oveja merina. Asi hablaban que en
condiciones de abundancia de nutrientes, la melatonina no tenia intervencién
en el crecimiento de las fibras de lana; sin embargo, en condiciones de estres,
con limite de nutricién, la melatonina resultaria determinante en el didmetro
final de las fibras de lana.

MILIN, 1998, analizé la respuesta de la pineal de gerbil frente al estrés por
inmovilizacion y en condiciones de postestrés. En condiciones de estrés la
glandula incrementaba la actividad funcional de los pinealocitos con un
incremento de la actividad peptidérgica y la formacion de nuevas concreciones;
en lo referente a las células intersticiales, éstas aumentaron el tamafo de las

concreciones.
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Las condiciones de postestrés por inmovilizacion se manifestaron con una
reduccion de la actividad funcional de los pinealocitos y un incremento, de
dicha actividad, en las células intersticiales.

REITER Y COL, 2000, exponian el significativo papel de la melatonina, en la
reduccion del estrés oxidativo in vivo, tanto a concentraciones fisioldgicas como
farmacoldgicas. Cuando se producia pinealectomia quirdrgica, disminuian las
concentraciones de melatonina, y aumentaba el dafio molecular debido a la
masiva presencia de radicales libres, como consecuencia del estrés oxidativo.
Los Autores consideraban que la suplementacion de melatonina —dado su
conocido efecto antioxidante-, en los periodos de masiva presencia de
radicales libres, podria tener repercusiones clinicas en enfermedades
neurodegenerativas, en el cancer, en la isquemia y en el envejecimiento. La
capacidad de la melatonina para ser absorbida por cualquier via de
administracion; su facultad de atravesar todas las barreras morfofisioldgicas
(hematoencefalica, placenta...,etc); y su potencial de llegada a todas partes en
algunas células, le confieren un papel prioritario en la:
¢ Prevencién del dafio oxidativo.
¢ Proteccién de la funcién mitocondrial.

e Disminucion de la toxicidad.

BRULS Y COL., 2000, estudiaron la fisiologia de la secrecion de la
melatonina, encontrando factores asociados a altas y bajas concentraciones de
melatonina. La presencia de concentraciones bajas en melatonina estuvo
relacionada con:

e Campos electromagnéticos.
e Sexo masculino.

e La edad.

¢ Hipogonadismo

e Sindrome de Cushing.

e Alcoholismo.

La presencia de concentraciones altas en melatonina estuvo relacionada
con:

¢ Hipergonadismo.
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e Sexo femenino.

e Deporte.

Exponian que: “la influencia de la melatonina era acusada ya que existian
receptores de la misma en diversos Organos: retina, NSQ, hipdfisis, cerebro,
vasos sanguineos, tracto digestivo, ovarios...,etc”.

SIBAROV Y COL., 2000, analizaron la actividad funcional de los pinealocitos
de rata, sometidas a estrés por supresion de agua y comida durante 48 horas.
La actividad funcional de las ratas sometidas a estrés fue 4/6 veces mayor que
en controles. El aumento del nimero de “fast cells” fue considerable en ratas
estresadas. La estimulacion eléctrica del epitelio olfatorio disminuia la actividad
secretoria de los pinealocitos. Encontraron una relacion cerrada entre activad
secretoria de los pinealocitos y su actividad eléctrica; por consiguiente, deberia
existir la existencia de un mecanismo olfativo limitante de la activacion pineal.

AKBULUT Y COL., 2001, investigaron el efecto de la melatonina en la
respuesta inmune humoral de ratas jovenes y viejas, experimentalmente
inyectadas con eritrocitos de oveja. Después de la inyeccién y a las tres
semanas del tratamiento con melatonina, los niveles de IgG e IgM del grupo
tratado con melatonina, fueron significativamente mayores que en controles, en
ratas adultas; no asi en las jovenes. Concluyeron que la inyeccion de
melatonina exdgena, podria aumentar la depreciada respuesta inmune humoral
de las ratas viejas.

BERNARD, 2001, plantearon la hipotesis de diferencias en la modulacion de
la respuesta inmune, bajo los efectos de la melatonina. Para ello, en dos
grupos de ovejas, con altas y bajas concentraciones plasméaticas de melatonina
(naturales), fueron analizados: los linfocitos, polimorfonucleares, monocitos y
subpoblaciones de linfocitos (T4, T8, T19, B Y Monocitos). Se testaron los

niveles de melatonina en ambos grupos encontrando:

GRUPOS  ALTAS [MT] BAJAS [MT]

Pg/mL Pg/mL
DIA 9 664

NOCHE 5 169
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En ambos grupos se realizdé una inmunizacion experimental con LPS. No se
encontraron diferencias significativas en los parametros inmunolégicos
analizados, entre ambos grupos, ni entre el dia y la noche. Tampoco
encontraron diferencias en los parametros inmunoldgicos, antes y después de
la inmunizacion experimental. En los niveles de anticuerpos entre ambos
grupos de animales (altas y bajas concentraciones de melatonina, [MT]),
tampoco hubo diferencias significativas. Los resultados sugerian que las
condiciones naturales de altos y bajos niveles de melatonina, no modifican la
actividad del sistema inmune en ovejas.

MAESTRONI, 2001, defendia el potencial inmunoterapéutico de la
melatonina: “la interaccion entre el cerebro y el sistema inmune es esencial
para la respuesta adaptativa de los organismos a los cambios medio
ambientales. En este contexto, la glandula pineal a través de la secrecién de la
melatonina juega un importante papel. Los linfocitos T Citotoxicos presentan en
su membrana citoplasmatica receptores de melatonina; la activacion de los
receptores de melatonina provoca la liberacion de Th; citoquinas, interferon
gamma (gamma-IFN), e interleuquina tipo 2 (IL-2). La melatonina estimula
también la produccion de los receptores de IL-6 y IL-12 en los monocitos. Estos
mediadores de inmunidad celular podrian interactuar en la inmunodepresion
asociada a estrés, y en otras inmunodeficiencias secundarias; y proteger frente
a encefalitis virales, enfermedades bacterianas, y shock séptico; en definitiva,
gue la melatonina ofrece un interesante potencial inmunoterapéutico”.

BARRIGA Y COL., 2001, trataron de evaluar el ritmo circadiano de la
melatonina, el cortisol y la fagocitosis, en ratas en situaciéon de metabolismo
basal y estrés provocado por la ingestion forzada de particulas de latex. La
fagocitosis se evalud utilizando macréfagos peritoneales. Comparados los
animales sometidos a estrés, respecto a los controles, presentaban un ritmo
circadiano de melatonina, con valores pico durante la noche, mas elevado que
en controles; también los niveles séricos de melatonina fueron mayores. Sin

embargo, el ritmo circadiano de corticosterona y los niveles de corticosterona
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disminuyeron. La actividad fagocitica de los macréfagos estuvo incrementada
durante todo el dia, en animales sometidos a estrés.

LAN Y COL., 2001, analizando la influencia de la privacion del suefio en la
ultraestructura de los pinealocitos de rata, y el efecto modulador de la
administracion de melatonina, encontraron:

- Dilatacion de las cisternas del REG y del Complejo de Golgi.

- Dilatacion de mitocondrias.

- Aumento de las gotas lipidicas y de las vesiculas de corazén denso.

Todas estas modificaciones ultraestructurales son signos morfolégicos de
incrementos de la actividad de sintesis en pinealocitos; y también signos de
degeneracion en pinealocitos, y fibras nerviosas simpaticas. La inyeccion de
melatonina, tras la privacion del suefio, reduce todos los signos de
degeneracion celular. Se demuestra claramente el efecto neuroprotetor de la
melatonina frente al dafio neuronal inducido por la privacion del suefio.

CALLAGHAN, 2002, analizaba la participacion de factores sicologicos,
como la depresion y el estrés, en el desarrollo del cancer. Cambios en la
secrecion de melatonina han sido relacionados con factores sicolégicos como
la depresion y el estrés. Por otra parte, también es conocida la influencia de
estos factores y de la melatonina, en el sistema inmune. La combinacion de
tratamientos psicologicos y tratamiento con melatonina provoca alivios clinicos
del curso del cancer; en consecuencia, El autor hipotetiza acerca de cémo la
glandula pineal y la melatonina estan implicadas en el mecanismo de los
efectos sicolégicos como moduladores de la progresion del cancer.

SRINIVASAN, 2002, Analiz6 el estrés oxidativo, y su implicacibn como uno
de los factores primarios que contribuian al desarrollo de las enfermedades
neurodegenerativas -Alzheimer’s y Parkinsons- , episodios epilépticos, dafio
cerebral, neurotraumatismos...,etc. La melatonina tiene una conocida
capacidad antioxidante; y también es conocida su disminucién con la edad, por
lo que sugeria que la melatonina podria jugar un papel crucial en el desarrollo
de las enfermedades neurodegenerativas. Basandose en:

1. Que la administracién de melatonina ejerce un papel de contencién en los

fendmenos neurodegenerativos, y
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2. Que los disturbios en el ritmo y la secrecibn de melatonina, son
frecuentemente  observados en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas, Este autor atribuia un papel neuroprotector a la
melatonina.

ARUSHANIAN AND BEIER, 2002, analizaron la influencia directa e indirecta
de la melatonina en el estado del sistema inmune. La actividad inmunotrépica
de la melatonina era relacionada con la proteccion frente al estrés, con el
efecto antitumoral y con la induccion antiviral.

GOMEZ BRUNET Y COL., 2002, seleccionaron dos grupos de corderos de
acuerdo a procedencia de progenitores, con altas y bajas concentraciones de
melatonina. Se calcul6 el numero y el tamafio de los pinealocitos; encontrando,
que las pineales de corderos procedentes de madres con altas concentraciones
de melatonina, contenian un namero significativamente mayor de pinealocitos
gue las del otro grupo. No hubo diferencias significativas en el tamafio de los
pinealocitos, entre los dos grupos genéticos.

BONDARENKO Y COL., 2003, estudiaron los efectos de la hipotermia (4 °C
durante 3h) sobre la estructura y funcionalidad de la pineal de ratas Wistard.
Demostraron que los niveles de melatonina se elevaron durante la inicial fase
de adaptacion (15 primeros minutos); seguida de una gradual inhibiciéon (a
partir de los 30 minutos); y supresion a las 3h. La supresion de la actividad
funcional de la glandula pineal, la relacionaron con la exclusion de una
proporcion de pinealocitos fuera de los procesos de actividad funcional.

GUPTA Y COL., 2003, sefalaron la implicacion del estrés oxidativo en el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas tipo Parkinsons y Alzheimer’s.
La melatonina tiene conocidos efectos antioxidantes, y basandose en esto,
estos Autores, trataron de sefalar la relacion existente entre, la presencia de
enfermedades neurodegenerativas y las concentraciones bajas de melatonina
en las edades avanzadas, precisamente, cuando se detecta una mayor
incidencia de dichas enfermedades.

MANDERA Y COL., 2003, apuntaron que la compresion de la glandula
pineal en ratas, producia una reduccion de las concentraciones de Melatonina

en sangre; concluyeron diciendo que: “el estrés por compresion producia
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disfuncion en la pineal, y consecuentemente bajada en las concentraciones de
melatonina, probablemente relacionada con la disminucion de la accién
protectora de las indolaminas”.

LYSENKO Y RED’KIN (2003), estudiaron el papel de la glandula pineal en
la proteccion frente a las injurias por traumatismo corporal, encontrando
siempre una disfuncidén pineal. Estos autores sugerian la sustitucion de los
glucocorticoides por la melatonina en los casos de shock traumatico; basando
sus afirmaciones en el envolvimiento de la pineal en la reaccion frente al estres.

JOU Y COL., 2004, argumentaban que la disfuncion mitocondrial inducida
por el estrés oxidativo, jugaba un papel crucial en la patogénesis de un grupo
importante de enfermedades. La funcién protectora mitocondrial resultaria
imprescindible para el mantenimiento de la supervivencia celular. La
melatonina protegeria la disfuncibn mitocondrial frente al estrés oxidativo, y
consecuentemente, prevendria la apoptosis y muerte celular; hecho

demostrado en astrocitos de rata.
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ORIGINALIDAD Y GRADO DE INNOVACIOON DEL TEMA PROPUESTO
El estudio del estrés, el dafio neuronal, y las implicaciones endocrino-

funcionales, se ha incrementado en los Ultimos afios. Sin embargo, el abordaje
gue planteamos en nuestro estudio, ofrece un grado de originalidad importante
por diversos motivos:

1°- Por el sujeto de estudio: la oveja, animal altamente fotoperiodico.

2°- Por el modelo de estrés manejado (cambio de ubicacion y alimentacion),
algo rutinario en los sistemas de produccion intensiva o semiintensiva de los
ovinos.

3°- Por la utilizacién de la melatonina como potencial tratamiento anti-estrés.

La escasez de estudios de idéntica naturaleza, en modelos animales, que
contemplen el posible efecto anti estrés de la melatonina, unido a la
metodologia histofisioldgica, convierten a nuestra investigacion en original,
innovadora, y con una aplicaciéon directa: “la modulacién por la melatonina del

estrés de manejo en ovejas”.
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GRUPOS DE INVESTIGACION QUE TRABAJAN EN EL TEMA

e Departamento de Biologia Celular y Estructural de la Universidad de Texas:
Prof. Reiter.

e Departamento de Anatomia de la Universidad de Copenhagen: Prof. Moller
y Prof. Mikkelsen.

e Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Buenos Aires: Prof. Cardinalli.

e Departamento de Anatomia de la Universidad de Carolina del Sur: Prof.
Zhang.

e |Instituto de Fisiologia Comparada de la Universidad de Tours: Prof.
Ravault.

e Departamento de Anatomia de la Universidad de Bangkok: Prof.
Phansuwan-Pujito.

e Departamento de Histologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Complutense de Madrid: Prof. Calvo y Prof. Boya.

e Departamento de Quimica Farmacéutica y Organica. Facultad de Farmacia.
Universidad de Granada: Dr. Acuiia Castroviejo

e Departamento de Bioquimica Médica y Biologia Molecular de la Universidad
de Sevilla: Dr. Guerrero

¢ Neurobiologia de los ritmos. CNRS-Universidad Luis Pasteur. Estrasburgo.
Francia: Prof. Pevet

e Departamento de Microscopia Electrénica. Universidad de Lodz Polonia
Prof. Karasek

e Departamento de Obstetricia y Ginecologia. Universidad de Adelaida.

Australia: Prof. Kennaway.
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HIPOTESIS DE PARTIDA

Es conocida la eficacia neuroprotectora y anti-estresante de la melatonina en
Medicina Humana. Basandonos en este hecho acreditado, planteamos una
hip6tesis sobre -“el hipotético potencial anti-estrés de la melatonina”-, en
un modelo animal, de desarrollo de estrés por manejo.

En ovinos, bajo diversas condiciones de estrés (por manejo, cambios de
alimentacion, y de ubicacion), y su correspondiente situaciéon analoga en
condiciones de bienestar animal, pretendemos modular estas condiciones, a
través del hipotético poder anti-estresante de la melatonina.

Pretendemos que la realizacion de este trabajo de investigacion, permitira a
la comunidad cientifica y a la industria farmacéutica, disponer de una mayor
informacion sobre aspectos basicos poco contemplados:

1. La catalogacion del bienestar animal, como un posible indicador del

indicio de salud.

2. La consideracion de los agentes estresantes como patdégenos; y del

estrés como enfermedad.

3. La consideracion de la melatonina como farmaco eficaz en el tratamiento

anti-estrés.
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RESULTADOS PREVIOS DEL GRUPO DE TRABAJO

LA GLANDULA PINEAL OVINA

Desarrollo Prenatal

En la especie que nos ocupa, la cronologia de aparicion del primer esbozo
glandular (como engrosamiento de la linea media diencefélica, proxima a La
comisura posterior) se sitia a los 30 dias de edad prenatal (REDONDO Y
COL., 19964, b).

Del estudio comparativo del primordio pineal en la oveja, con diversas
especies de mamiferos, se deduce que en esta especie, al igual que ocurre en
carnivoros y en la vaca, el esbozo de la pineal aparece en las primeras etapas
del desarrollo embrionario. Esta prontitud no es comparable con la que alcanza
el desarrollo prenatal de la glandula en el hombre, que se sita en torno a los
33 dias de gestacion. En especies como el hamster, la rata o el conejo, la
diferenciacion es mucho mas tardia, situandose en torno a los ultimos dias del
desarrollo embrionario.

El crecimiento glandular a partir del esbozo pineal, fue bifasico:

= Fase ontogénico-proliferativa.

»  Fase hipertréfico-diferenciadora.

La fase ontogeénico-proliferativa se inicié con la diferenciacion del esbozo
pineal a los 30 dias de vida intrauterina, y comprendia los fenébmenos de
invasion de células ependimarias hacia el parénquima pineal constituyente, y
multiplicacion de las células propias de la pineal. La caracteristica diferencial de
esta fase fueron las numerosas mitosis observadas a nivel periluminar (luz del
receso pineal) e intersticial.

La fase hipertrofico diferenciadora alcanzaba el incremento de volumen de
los pinealoblastos y su diferenciacion en pinealocitos. Se situaba
cronolégicamente en torno a los 118 dias de gestacion, llegaba hasta las
etapas perinatales y continuaba durante la vida extrauterina (REDONDO Y
COL., 2003 a,b).
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El crecimiento de glandular a partir del esbozo embrionario, no seguia un
modelo determinado. Se configuraba una estructura pseudolobular con
foliculos integrados, similar al modelo lobular observado en gatos, y que en
nada se parece al modelo folicular detectado en el desarrollo embrionario del
pollo y la rata; y también sin similitud con el modelo de crecimiento cordonal,
propuesto por CALVO Y COL., 1990, para el desarrollo postnatal de la
glandula pineal del perro. De cualquier modo a partir de los 98 dias de
gestacion, la glandula adquiria un aspecto compacto, fendbmeno al que
contribuian dos hechos:

1. EIl crecimiento glandular en un volumen casi constante, relacionado con

una alta densidad celular, a la que contribuye la inmigracion de células

ependimarias. En estadios perinatales, existe menor densidad, como
consecuencia de la finalizacion de la migracion ependimaria y la hipertrofia
pinealoblastica detectada.

2. La oclusion del receso pineal que se completa a partir de los 98 dias de

edad embrionaria. Dos hechos intervenian en este fenémeno:

a) El plegamiento epitelial consecuente con la estrecha relacion
parénquima estroma, evidenciable por la penetracion de procesos
pinealoblasticos en el mesénquima perivascular.

b) La irrupcion de elementos pinealoblasticos hacia la luz del receso,
facilitada por la discontinuidad en las uniones intercelulares.

En el proceso de oclusion del receso pineal quedaban oquedades (cisternas
0 rosetas), que disminuian considerablemente en estadios embrionarios
perinatales. No encontramos significacion funcional a la desaparicion de dichas
estructuras; sin embargo, la causa podria obedecer a la presion ejercida por las
células colindantes; o bien, ser consecuencia de la obliteracién de su luz por
proliferacion de células de su pared.

En el desarrollo prenatal de la pineal ovina, ha sido evidenciada una discreta
zonificacion en corteza y médula. Sin embargo, esta distincion zonal, no es tan

clara como la evidenciada en cerdos y conejo.
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La tipologia celular en la histogénesis glandular venia definida por dos
células: Pinealoblastos y Células Intersticiales. Los pinealoblastos estuvieron
presentes a lo largo de toda la ontogénesis. Se mostraron en todo momento,
con un gran desarrollo de los organoides del Sistema Vacuolar Citoplasmaético,
y abundante cantidad de microtubulos en los procesos citoplasmaticos.

En etapas iniciales de la ontogénesis, fue frecuente la presencia de granulos
de glucégeno en el citoplasma de estas células. Sin embargo, a medida que
avanza la ontogénesis desaparecian; este hecho nos plante6 una doble
cuestion: ¢desaparecia el glucogeno con el desarrollo embrionario porque
representa una caracteristica diferencial de la inmadurez celular? O ¢ se trataba
de un problema de la labilidad del glucégeno a las técnicas rutinarias?

A lo largo de la ontogénesis de los fetos ovinos, no hemos observado
laminillas sinapticas en el citoplasma de los pinealoblastos. Este fenOmeno
podria deberse a 1 doble causa:

a) A gue los animales fueron eutanasiados durante el dia.

b) O bien deberse a la relacién detectada entre el alto nimero de fibras
amielinicas y la escasez o ausencia de laminillas sinapticas; hecho
evidenciado en carnivoros por CALVO Y COL., 1990.

A partir de los 118 dias de gestacion se observaron dos tipos de
pinealoblastos de diferente electrodensidad; si embargo, estas diferencias en
electrodensidad no podian soportar la hipétesis de la existencia de dos
poblaciones celulares diferentes.

El papel de los pinealoblastos como células secretoras durante la vida
intrauterina, aparece soportado por evidencias morfoldgicas tales como:

e La presencia de uniones comunicantes, tipo gap junctions, en los
procesos pinealoblasticos.

e El tropismo perivascular de sus procesos citoplasmaticos.

e La presencia de vesiculas adielectronicas y electrodensas en los

bulbos terminales de los procesos citoplasmaticos.
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Estas caracteristicas, unidas al gran desarrollo de membrana nuclear,
Complejo de Golgi y reticulo endoplasmico granular, se asociaban con una
hipotética actividad funcional de la glandula durante la vida intrauterina.

Las células intersticiales aparecian en torno a los 98 dias de gestacion, por
lo que podemos considerar a la oveja como una especie con desarrollo
prematuro de las células intersticiales prenatales. En la vaca no aparecen hasta
los 189 dias de gestacion; y en los carnivoros hasta la segunda semana de
gestacion.

La naturaleza de estas células fue determinada mediante el marcaje de
células gliales [Hematoxilina Acida Fostotingstica (PTAH positivas)] y el
inmunomarcaje con GFAP (Proteina Glial Fibrilar Acida). El analisis
comparativo de estas dos determinaciones demostré que sobre la globalidad
de células gliales (PTAH +), sOlo un porcentaje expresaba positividad a la
GFAP, lo que nos llevé a concluir que en el desarrollo prenatal de la glandula
pineal ovina, existe una combinacion de células de naturaleza glial-astrocitaria,
en diversos estadios de maduracién, y que constituye la segunda poblacién
celular (FRANCO Y COL., 1997). La caracteristica ultraestructural mas
destacable de estas células, fue el abundante contenido en microfilamentos de
sSus procesos citoplasmaticos; procesos citoplasmaticos de alto tropismo
vascular, y que en su disposicion alrededor de los vasos sanguineos
configuraban la barrera glial pineal.

A partir de los 117 dias de gestacién fueron observadas unas células
diferentes a los pinealoblastos con un abundante contenido en granulos
pigmentarios y que denominamos células pigmentadas. Consideramos a estas
células como un nuevo tipo celular basandonos en la carencia de
microfilamentos en su citoplasma.

El pigmento detectado ha sido la melanina (positividad a la técnica de
Masson Fontana). Dos poblaciones celulares evidenciaron granulos
pigmentarios: pinealoblastos y células pigmentadas; estas ultimas, asumian el
papel fundamental en la biosintesis del pigmento melanico, durante la vida

prenatal, como demostrd la variabilidad de granulos pigmentarios detectada.
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Aunque la morfologia y tamafio granular fue diferente, pensamos se trata, de
diversos estadios de maduracion, del mismo tipo de granulo.

El estroma glandular se estructuraba a partir del conectivo capsular,
trabecular, perivascular, y por la malla reticular que derivaba de los procesos
citoplasmaticos de los pinealocitos y de las células intersticiales.

La vascularizacion de la pineal en ovinos prenatales fue intensa. Desde las
primeras etapas prenatales se diferenciaba una densa red de capilares no
fenestrados, que se dirigian, a través del conectivo trabecular, hasta la zona
medular glandular, donde aumentaban su densidad y reducian su calibre.

A partir de los 70 dias de edad intrauterina, se visualizaban fibras nerviosas
amielinicas, que aumentaban progresivamente a lo largo del periodo prenatal.

Los hallazgos morfologicos de la pineal de fetos ovinos, arrojaban datos
contradictorios a cerca del papel funcional de la glandula durante el desarrollo
prenatal. Argumentos a favor fueron:

e El incremento de organoides citoplasmaticos implicados en la
proteosintesis de pinealoblastos.

e La configuracién de una barrera glial perivascular con los procesos
citoplasmaticos de las células intersticiales.

e Laimplicacion de las células pigmentadas en la melanosintesis.

En contra de esto:

e El bloqueo del posible vertido de secreciones pineales hacia el liquido
cefalorraquideo, por el alejamiento anatomico progresivo de la glandula con
respecto al tercer ventriculo.

Desarrollo Postnatal

De acuerdo a criterios topograficos definidos por VOLLRATH, 1981, y en
concordancia con lo reportado para la vida intrauterina (Redondo y Col. 1996 a,
b; 2001 a, b) la glandula pineal ovina durante el desarrollo postnatal se podia
definir como de Tipo A, proxima al tercer ventriculo. La extension de la
superficie pineal sobre la pared del tercer ventriculo, junto con los datos de
longitud fronto-occipital y sagital media, mostraron que el crecimiento de la

pineal se iniciaba en la edad prepuberal (1-6 meses) y se continuaba en la
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edad fértil-puberal (24 meses). A partir de los 30 meses se evidenciéo un
estancamiento de dicho crecimiento.

Durante la vida postnatal la citologia pineal estuvo integrada por:

1. Pinealocitos.
2. Células Intersticiales.
3. Células que contienen granulos pigmentarios.

Los pinealocitos se expandieron numéricamente hasta los 24 meses de
edad; ademds, con valores de densidad celular mas elevados en zona
periférica que en zonas centrales de la glandula, argumentos a favor de la
zonificacion pineal en corteza y médula, como previamente habia sido descrito
durante la vida prenatal de ovinos (REDONDO Y COL., 1998a).

La respuesta inmunocitoquimica de los pinealocitos a los marcadores
neuroendocrinos [Synaptofisin (SYNAP), Enolasa neuronal Especifica (NSE) y
Enolasa neuronal No Especifica (NNE)] fue variable de acuerdo al grupo de
edad analizado. Como norma genérica dicha respuesta fue moderada en
prepuberales y adultos, y maxima en feértil-puberales. La densidad numérica
celular, la distribucion en la superficie glandular, y la intensidad de
inmunotincion, encontradas entre los diferentes marcadores neuroendocrinos
utilizados, nos indicaban la existencia de un solo tipo celular, entre los
pinealocitos, en diferentes grados de actividad funcional y desarrollo. Estas
observaciones contradecian lo previamente reportado por REDONDO Y COL.,
1996a, quienes argumentaban la existencia de subpoblaciones dentro de los
pinealocitos, en el desarrollo prenatal de la pineal ovina. También son
contradictorias con las observaciones ultraestructurales, pues aunque
observaron diferencias en los pinealocitos, en cuanto a la electrodensidad
(pinealocitos adielectronicos y electrodensos; pinealocitos tipos | y 1), esta
configuracién no se mantenia a lo largo de todo el desarrollo postnatal, pues a
partir de los 36 meses de edad, sélo observé pinealocitos electrodensos; por
consiguiente, la diferenciacion prenatal de subpoblaciones celulares dentro de

los pinealocitos, no se continuaba a lo largo del desarrollo postnatal.
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Se evidenci6 de forma general una expansion numerica de células SYNAP,
GFAP y VIM positivas, hasta los 24 meses de desarrollo postnatal. La
distribucion de estas células fue mas intensa en el &rea medular que en la zona
cortical de la glandula pineal, confirmando lo que REDONDO Y COL., 1996 a
habian descrito en el desarrollo prenatal de la pineal ovina: “que corteza y
médula eran dos areas funcionalmente distintas”.

A lo largo de todo el desarrollo postnatal, hemos observado un tropismo
vascular de los procesos citoplasmaticos de las células pinealociticas. Esta
afinidad, unida a la presencia de vesiculas claras y oscuras en los bulbos
terminales de los procesos celulares, y de uniones comunicantes tipo gap
junctions, hicieron pensar que los pinealocitos podian llevar a cabo funciones
secretoras. La presencia abundante de las estructuras citoplasmaticas
implicadas en la actividad metabolica secretora, unida al mayor desarrollo de
dichas estructuras en los pinealocitos de los fértil-puberales, representaba la
expresion morfoldgica de esta hipotética funcionalidad.

La presencia de granulos de glucégeno en los pinealocitos fue ocasional, y
nunca en animales mayores de 12 meses; la progresiva desaparicion del
glucogeno durante el desarrollo postnatal, representaria una caracteristica
diferencial de la inmadurez celular.

Al igual que ocurria en la vida prenatal, durante el desarrollo postnatal, no se
detectaron laminillas sinapticas; el sacrificio de los animales durante el dia y la
abundancia de fibras nerviosas amielinicas contribuian a este hecho.

El segundo tipo celular que integraba la pineal ovina durante el desarrollo
postnatal, eran las células intersticiales. Dichas células evidenciaron una
expansion numerica similar a la descrita para los pinealocitos. Su localizacion
al igual que ocurria en la vida prenatal, fue fundamentalmente perivascular,
evidenciando diferencias de densidad celular entre corteza y médula. La
reaccion inmunohiostoquimica frente a la PTAH, junto a la expresién de
inmunomarcadores de células gliales, nos indujo a pensar en su naturaleza

glial-astrocitaria, hecho descrito con anterioridad en ovinos durante el
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desarrollo intrauterino (FRANCO Y COL., 1997; REGODON Y COL., 1998 a;
REDONDO Y COL., 2001b).

El comportamiento de las células intersticiales frente a los marcadores de
células gliales [Hematoxilina Acida Fostotungstica (PTAH positivas) y el
inmunomarcaje con Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP) y con Vimentin (VIM)],
evidencio que el nimero de células PTAH positivas se incrementaba desde el
primer de edad hasta los 24 meses. Este incremento, fue paralelo al aumento
de la densidad numérica de células GFAP positivas; sin embargo, el nimero de
células GFAP positivas fue siempre menor que el de PTAH positivas, lo cual
nos indicaria que algunas de las células gliales (PTAH) no eran positivas a la
GFAP. En este sentido FRANCO Y COL., 1997 y REDONDO Y COL., 2001b,
en sus estudios durante el desarrollo pre y postnatal, de la pineal ovina,
apuntaban que las células GFAP negativas, podrian ser astrocitos inmaduros.

Durante el desarrollo postnatal (hasta los 24 meses de edad) se detecto un
gradual incremento en el numero de células VIM positivas; este hecho, podria
confirmar la validez de la VIM como marcador de células intersticiales con un
cierto grado de madurez (FRANCO Y COL., 1997).

La interpretacion de los resultados morfométricos e inmunocitoquimicos, nos
llevé al establecimiento de dos conclusiones en lo referente a la segunda
poblacién celular de la pineal ovina durante el desarrollo postnatal:

1. La no existencia de una clara relacion de correspondencia entre el
namero de células PTAH positivas, y el de GFAP y VIM positivas.

2. La poblacion de células intersticiales fue una combinacion de células de
naturaleza glial-astrocitaria en varios estadios de madurez.

REDONDO Y COL., 2001b, mediante analisis ultraestructural de células
intersticiales, evidenciaron signos morfoldgicos de actividad funcional en estas
células, alcanzando su maxima expresion entre los 9 y los 24 meses de edad.
Apoyandonos en estos argumentos; y considerando la relacién de proximidad
con los vasos sanguineos de las células VIM positivas; y muy especialmente
las GFAP positivas, podriamos hipotetizar a favor de la actividad funcional de

dichas células. Dicha actividad podria estar representada por el intercambio de
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sustancias entre el parénquima pineal y las estructuras vasculares, todo lo cual,
completaria la clasica funcién de células de sostén que tradicionalmente se
atribuia a estas células.

En lo referente a las caracteristicas ultraestructurales de las células
intersticiales mostraron una cierta homogeneidad, similar a la descrita en el
desarrollo prenatal (FRANCO Y COL., 1997); no obstante, los datos
electronomicroscopicos de estas células revelaban que los animales en edad
fertil-puberal (9-24 meses) mostraron mayores signos morfolégicos de actividad
funcional.

Por otro lado, el mayor nimero de uniones comunicantes tipo gap junctions,
entre los bulbos terminales de las células intersticiales, fue evidenciado en los
animales sacrificados entre los 9 y los 24 meses de edad. Hallazgos similares
fueron descritos en pinealocitos; poniendo de manifiesto dos hechos
fundamentales:

1. El importante papel que desempefiaban estas uniones en el
parénquima pineal ovino, como barreras controladoras de la circulacion de
los fluidos intercelulares, y

2. Que las pineales de los animales de edades comprendidas entre los 9y
24 meses, fueron funcionalmente muy activas, debido al alto niamero de
uniones comunicantes que se establecian entre los pinealocitos; entre las
células intersticiales; y entre los pinealocitos y células intersticiales.

Otro hecho importante a considerar para las células intersticiales, fue su
relacion con las fibras nerviosas. Hemos detectado relaciones de contacto
especifico entre las células intersticiales y las fibras nerviosas amielinicas;
dichos contactos son mas numerosas en las glandulas funcionalmente mas
activas (las de los animales de edades comprendidas entre los 9 y 24 meses).
No se sabe con certeza el significado funcional de esta relacion; sin embargo,
se especula que las fibras nerviosas pudieran intervenir en el desarrollo de
dichas células; de hecho, la ausencia de inervacién hace que estas células no
se desarrollen (CALVO Y BOYA, 1983).
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Durante el desarrollo prenatal del pineal de la oveja (REGODON Y COL.,
1998 a, b), se hablaba de las células pigmentadas, como un tipo celular
diferente a los pinealocitos, y que desempefaba un papel fundamental en la
biosintesis del pigmento melanico. En estudios ultraestructurales durante la
vida postnatal de la oveja, no se han detectado células pigmentadas diferentes
a los pinealocitos y células intersticiales (REGODON Y COL. 2001). Estas
afirmaciones estarian en correspondencia con nuestras observaciones, donde
la deteccion de glandulas pineales pigmentadas, se reducia considerablemente
con la edad. En nuestro estudio se confirmd la diferenciacion postnatal de
células que contenian granulos pigmentarios. Estos granulos pigmentarios
(melanina, por su positividad a la técnica de Masson Fontana) han sido
observados tanto en pinealocitos como en células intersticiales. El papel
prioritario de las células pigmentarias durante la vida intrauterina de la oveja, en
relacion a la sintesis de melanina, podria ser asumido por los pinealocitos en el
desarrollo postnatal; y ello en base a dos hechos:

1. El elevado numero de granulos pigmentados detectado en dichas
células

2. La heterogeneidad de dichos granulos en cuanto a morfologia, y
tamafo y electrodensidad.

La organizacion de la arquitectura glandular, con formacion de
pseudolobulos que contenian glomérulos, fue wuna continuacion de lo
evidenciado en etapas embrionarias. Se seguian detectando rosetas pero en
menor nimero y en franca disminucion con la edad. De acuerdo a nuestros
resultados, y en correspondencia a lo refrendado en la vida prenatal de la oveja
(REGODON Y COL., 1998 a) estas cavidades se constituyeron por
pinealocitos. La presencia de rosetas en animales prepuberales, y su
desaparicién en puberales y adultos, nos hizo pensar que son un mecanismo
de crecimiento glandular, que se iniciaba durante la vida prenatal, y que en la
vida postnatal, desaparecia cuando la glandula adquiria su mayor desarrollo.

El estroma glandular se configuraba por fibras de coldgeno y de reticulina,

de disposicidn intercelular y perivascular, que aumentaban progresivamente
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hasta los 24 meses de edad. En realidad el estroma fue muy similar al
detectado por REDONDO Y COL., 1996a, en pineales de ovinos de 150 dias
de gestacion (perinatales).

La vascularizacion de la glandula pineal ovina, durante el desarrollo
postnatal, estuvo representada por una amplia red de capilares sanguineos
intrapineales, de tipo no fenestrado, similares a los observados en el desarrollo
prenatal de la glandula pineal ovina (REDONDO Y COL., 1996a; FRANCO Y
COL., 1997; REGODON Y COL., 1998 a). La existencia de capilares no
fenestrados durante el desarrollo postnatal de la glandula pineal ovina,
confirmaba y ampliaba la hipétesis referenciada por REDONDO Y COL.,
19964a, a cerca de la no existencia de barrera hemato-encefélica a lo largo de la
ontogénesis de la pineal ovina. La vascularizacion fue aumentando
progresivamente a lo largo de la vida postnatal hasta los 24 meses de edad; de
tal modo que las pineales de los animales fértil-puberales fueron los que
evidenciaron una vascularizacion mas intensa.

Con la técnica de la PTAH, fibras nerviosas gliales, de localizacion
fundamentalmente perivascular, fueron detectadas a lo largo de todo el
desarrollo postnatal, mas patentes en los animales de edades comprendidas
entre los 9 y 24 meses de edad (puberales). Con técnicas
inmunohistoquimicas, utilizando los marcadores [Péptido Intestinal Vasoactivo
(VIP) y Neuropéptido Y (NPY)] se pudo evidenciar que se trataba de una
inervacion peptidérgica simpatica y parasimpatico.

La presencia de fibras nerviosas VIP positivas, ha sido detectada en la
glandula pineal ovina durante el desarrollo postnatal. La cantidad de fibras
nerviosas VIP positivas fue escasa en la pineal de la oveja, en franca
correspondencia con lo detectado en otras especies de mamiferos. El origen de
las fibras VIP positivas ha sido objeto de numerosas controversias, no
existiendo unanimidad al respecto. La mayoria de las investigaciones en
mamiferos (MOLLER Y COL., 1992) apuntaban una procedencia derivada del
ganglio parasimpatico terigopalatino. COZZl Y COL., 1990 indicaban que las

fibras nerviosas VIP positivas, presentes en la capsula pineal ovina, podrian
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derivar de un ganglio periférico de la cabeza. UEMURA Y COL., 1987 en
pineales de perro, aducian que el ganglio cervical superior podria ser una
fuente de fibras nerviosas inmunoreactivas a la VIP. Por consiguiente
podriamos considerar un origen multiple para las fibras VIP en la pineal ovina.

La localizacion fue fundamentalmente perivascular, estando siempre
presentes en poca cantidad, en coincidencia generalizada con la mayoria de
los autores consultados.

La presencia de receptores especificos para las fibras VIP, evidenciada
mediante autorradiografia, en rata (MARTIN Y COL., 1987), demostré una
accion directa de VIP sobre los pinealocitos, relacionandose dicha accién con
la liberacion de MT por la influencia sobre vasos sanguineos.

Al igual que ocurria para las fibras nerviosas VIP positivas, Las fibras
nerviosas NPY positivas, fueron detectadas en la glandula pineal ovina durante
el desarrollo postnatal.

Su localizacion en los tres grupos de edades analizados, coincidiendo con lo
detectado en otras especies de mamiferos, fue fundamentalmente perivascular;
aungue la localizacion parenquimatosa.

El calcio en nuestra experiencia se detectd a los 9 meses de edad,
aumentando los depdsitos hasta los 60 meses. Se pudo detectar una
correlacion entre la edad postnatal y el nUmero de capas de los acérvulos de
calcio. La formacion de estas capas, podria estar conectada con cambios
circunstanciales en los niveles de calcio en la pineal, o con la actividad
secretora de los pinealocitos, o ser el reflejo de un fallo en la homeostasis del
calcio.

En cultivos celulares de pinealocitos de rata, se ha demostrado que el
neuropéptido Y incrementa el calcio intracelular (SIMMONEAUX Y COL. 1999).
En nuestra experiencia no detectamos esta relacion, ya que la mayor parte de
la inmunoreactividad frente al NPY, presente en los animales de edad feértil-
puberal, no coincidid con los mayores depdésitos de calcio, presentes en el

grupo de animales de edad adulta.
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La glandula pineal ovina mostrd signos morfolégicos de actividad metabdlica
endocrina a lo largo del todo el desarrollo postnatal. Los pinealocitos
evidenciaban gran desarrollo de las estructuras implicadas en los mecanismos
secretores. Por su parte, las células intersticiales, unirian a su clasica funcion
de sostén, la de regular el intercambio de sustancias entre la sangre y el
parénquima pineal (FRANCO Y COL., 1997).

Tanto los pinealocitos como las células intersticiales se mostraron, en los
animales del grupo Il, muy activos, sobretodo en lo relacionado al
establecimiento de uniones comunicantes entre sus procesos citoplasmaticos.
Entre los 9 y 24 meses de edad, la pineal alcanzé el mayor grado de
diferenciacion morfolégica y funcional. La intensa vascularizacion, unida a la
abundante presencia de fibras nerviosas corroboré este hecho.

A “partir de los 36 meses de desarrollo postnatal fueron evidenciados signos
morfologicos de declive celular y consecuentemente glandular. Este hecho se
debia a la menor presencia de vascularizacion y de fibras nerviosas
amielinicas; al menor nimero de uniones intercelulares comunicantes; a la
mayor presencia de depdsitos de calcio; y al amplio desarrollo del estroma.

Todas las observaciones histoldgicas detalladas con anterioridad, son fruto
de un disefio experimental, planteado para definir la morfologia de la pineal de
la oveja durante la vida postnatal. Con este propdésito, 24 hembras ovinas
fueron distribuidas en tres grupos experimentales, de acuerdo a su edad y
fisiologia reproductiva: Grupo | (1-6 meses: prepuberales y/o infantiles), Grupo
Il (9-24 meses: fértil-puberales) y Grupo Ill (36-60 meses: adultos). En los 8
animales de cada grupo se determind la longitud, peso y coloracion de la
pineal; y se ejecutaron andlisis estructurales; inmunohistoquimicos;
morfométricos y finalmente ultraestructurales. La interpretacion de los
resultados obtenidos, nos ha llevado al establecimiento de las siguientes

conclusiones:
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1. La glandula pineal ovina durante la vida postnatal, se mostro
histofisiologicamente activa desde el primer mes (edad infantil),
alcanzando su paroxismo de actividad morfofuncional entre los 9 y 24
meses (edad fértil-puberal); a partir de los 36 meses (edad adulta), se
detectaron evidencias morfolégicas de declive funcional.

2. Las glandulas pineales de los animales puberales, fueron mas pesadas y
de mayor longitud en diametros fronto-occipital y sagital medio, que la de
los prepuberales y adultos. La coloracibn estuvo mas presente en
prepuberales (38%), que en puberales y adultos (13%).

3. La arquitectura glandular fue cualitativamente similar en todo el desarrollo
postnatal, apareciendo integrada por un parénquima con pinealocitos y
células intersticiales, un estroma colageno-reticular, alta vascularizacion y
moderada presencia de fibras nerviosas.

4. Los pinealocitos en los tres grupos de edades analizados: prepuberal,
fértil-puberal y adultos, mostraron afinidad por los marcadores
neuroendocrinos; mayor para la synapthophysin, y la enolasa neuronal no
especifica, que para la especifica; y mas notoria en pinealocitos de
animales puberales. La densidad numérica celular fue inferior en corteza
gue en médula, para todas las edades analizadas. Desde el primer mes, y
mas significativamente entre los 9 y 24 meses, la ultraestructura de los
pinealocitos mostré signos morfologicos de actividad funcional,
implicando especialmente a los organoides del SVC.

5. La expresion de la PTAH y de los Neuropéptidos GFAP Y VIM, en células
intersticiales, nos indicé que la segunda poblacion celular de la glandula
pineal ovina, durante el desarrollo postnatal, fue una combinacién de
células glial/astrocitarias en diversos estadios de maduracion. En estas
células, y de manera mas manifiesta en los animales fértil-puberales, se
encontraron  signos de actividad funcional, morfolégicamente
representados por el establecimiento de contactos especificos con las
fibras nerviosas en el espacio perivascular, y la presencia de nexos entre

los bulbos terminales de los procesos citoplasmaticos.
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6. La expresion manifiesta del neuropéptido Y, mas intensa en animales
fértil-puberales, fue un indicativo de inervacion peptidérgica simpatica. La
inmunodeteccion, tanto estructural como ultraestructural, fue pericapsular,
en el conectivo interseptal y en el espacio perivascular. La inervacion
parasimpatica, evidenciada a través del péptido intestinal vasoactivo,
estuvo menos presente y guard6 idénticos patrones de intensidad y
distribucion que el neuropéptido Y. Ambos tipos de fibras nerviosas se
expresaban ultraestructuralmente como no mielinizadas.

7. Las estructuras vasculares se configuraban como una amplia red de
capilares no fenestrados, mas numerosos en la zona medular que en la

corteza; y de mayor tamafio en corteza que en médula.
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OBJETIVOS GLOBALES

OBJETIVOS GENERALES

Se evalla en la oveja, el efecto modulador de la melatonina, como
tratamiento alternativo y potencial, del estrés inducido por cambios de
alimentacion y ubicacion. Dentro de los objetivos cientifico-tecnologicos
prioritarios de esta investigacion, podriamos destacar el establecimiento de
nuevas estrategias de prevencion y tratamiento de enfermedades como el
estrés. Se trata en definitiva del uso racional de compuestos alternativos a los
gue se encuentran regulados.

Se ensaya un estudio histofisiol6gico sobre la utilizacién de la melatonina,
como compuesto modulador de la accion del agente patdégeno (agente
estresante); y de la respuesta del hospedador (oveja), para el control de la

enfermedad (estrés).
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OBJETIVOS CONCRETOS

1.- Establecer parametros histofisiol6gicos del hipotdlamo en condiciones de
bienestar animal; la modulacion de los mismos por el tratamiento con
melatonina; las modificaciones de dichos parametros bajo las condiciones de
estrés inducido; y por ultimo evaluar el posible efecto anti estrés de la
melatonina. Todos los indicadores morfofuncionales se analizaran bajo
condiciones de fotoperiodos largos y cortos. Se analizara, la histologia normal
de los NSQ del hipotalamo; y las variaciones de los receptores de melatonina
MT,, en las neuronas de los NSQ. Se evaluara el efecto neurotréfico protector,
las acciones antiapoptoticas frente a las injurias neuronales estrés-inducidas, y
la respuesta hormonal al estrés, a través de inmunodeteccion y cuantificacion
de neurotrofinas hipotalamicas (BDNF) y proteinas de golpe de calor (HSP-90).

2.- Determinar el efecto modulador de la melatonina, sobre la histofisiologia
pineal, en condiciones de estrés inducido por manejo, y en condiciones de
bienestar animal. La evaluacién histofisiolégica se realizara a través, de analisis
histoldgicos rutinarios, del comportamiento inmunohistoquimico de pinealocitos,
de la implicacién del Sistema Nervioso Simpéatico y Parasimpatico (mediante la
inmunodeteccion de los neuropéptidos VIP y NPY), y de la evaluacion de las
modificaciones de expresion del ARN, de los B; Adrenoreceptores en la
membrana de los pinealocitos.

3.- Evaluar las modificaciones en contenidos de melatonina en plasma y en
parénquima pineal; asi como la cuantificacion de las concentraciones séricas
de corticosterona, y niveles de inmunoglobulinas, en condiciones de estrés
inducido, con y sin tratamiento con melatonina, frente al bienestar animal, con y

sin tratamiento con melatonina.
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DESARROLLO DE LA EXPERIENCIA

ESQUEMATIZACION DE LA EXPERIENCIA

Duracién experiencia: 29 dias.
Muestreo histoldgico: Unico, en el dia 29 de

Aclimatacion = 7 dias

Ubicacion = la misma siempre |17l experiencia.
i ion = Muestreo bioquimico: cada 4 horas, en el dia
?(I):’:?een?(;?)cIohr:')raﬁggsmme en BIEN ESTAAB/ 28 de la experiencia.
y ANIMAL |
L SIN CON J
MELATONINA - MELATONINA
Fotoperiodo Fotoperiodo Fotoperiodo Fotoperiodo
Largo Corto Largo Corto
Aclimatacion = 7 dias | wDuracion experiencia: 29 dias.
. ., . _~1 Muestreo histoldgico: tnico, en el dia 29
Ubicacion = alternativa en 2 lugares. de la experiencia.
i idn = i i < Muestreo bioquimico: cada 4 horas, en el
Alimentacion = cambios en contenido ESTRES/ 15 25 Ot 1 oxperiontia
INDUCIDO
= =—
MELATONINA L{ MELATONINA
Fotoperiodo Fotoperiodo Fotoperiodo Fotoperiodo

Largo Corto Largo Corto
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Condiciones Fotoperiédicas

El experimento tendra dos etapas de realizacién: una en el mes de junio,
bajo condiciones fotoperiddicas inhibitorias, fotoperiodo largo (LP —16 h. De luz/
8 horas de oscuridad-); y otra en en el mes de diciembre, bajo condiciones
fotoperiddicas estimulatorias, fotoperiodo corto (SP — 8 h. De luz/ 16 horas de
oscuridad).

Diseino experimental

La distribucion de animales para el disefio experimental ser& la siguiente:

Condiciones |BIENESTAR |BIENESTAR |ESTRES ESTRES
e— ANIMAL ANIMAL INDUCIDO |INDUCIDO
CON CON
MELATONINA MELATONINA
Nimero  de| LP SP LP SP LP SP LP SP
animales por| 3 3 3 3 3 3 3 3
Ciclos L/D 1L/2D | 1L/2D | 1L/2D | 1L/2D | 1L/2D | 1L/2D | 1L/2D | 1L/2D

Condiciones De Bienestar Animal, Con Y Sin Melatonina

Los animales experimentales (corderas sexualmente maduras, de un afo de
edad , en anoestro) fueron alojados en 2 habitaculos de 20 m? (1 para los los
animales con bienestar y sin tratamiento con melatonina; y otro para los
tratados con melatonina).

Las corderas se aclimataron durante 7 dias y fueron sometidas a un regimen
alimenticio de paja de avena, concentrados y agua “ad libidum”. En el dia 8
posterior a la aclimatacion, se procedera a la colocacion (previa tranquilizacion)
de un implante subcutaneo con excipiente...csp 20,106 en animales sometidos
a bienestar y sin melatonina; y un implante de melatonina a los tratados
(Melovine —melatonina...18,000 mg y excipiente...csp 20,106 mg; CEVA,
SANTE ANIMALE).

Muestreo

20 dias después de los implantes se procedera al la toma de muestras,
realizandose del modo siguiente:

Fotoperiodo Largo_(LP —16 h. De luz/ 8 horas de oscuridad; mes de junio)

-Periodo de luz...a las 14 h, mitad del periodo.
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-Periodo de oscuridad...a las 2 h, mitad del periodo.
Fotoperiodo Corto_ (SP —8 h. De luz/ 16 h. de oscuridad; mes de diciembre)
-Periodo de luz...a las 14 h, mitad del periodo.
-Periodo de oscuridad...a las 2 h, mitad del periodo.
La toma de muestras, supondra:
-Muestreo bioquimico: toma de muestras cada 4 horas, durante 24, en el dia
28 de la experiencia.
-Muestreo histologico: Tranquilizacion, miorelajacion y eutanasia en el dia 29
de la experiencia. EI muestreo histolégico se ejecutara en las mitades de los
periodos de luz y oscuridad; a las 14:00 h, y a las 2:00 h. respectivamente.

Condiciones De Estrés Animal, Con Y Sin Melatonina

Las corderas fueron alojadas en 2 habitaculos de 20 m? (1 para los los
animales con estrés y sin tratamiento melatonina; y otro para los tratados con
melatonina).

Los animales sometidos a estrés, con o sin melatonina, tras un periodo de
aclimatacién de 7 dias, se procedié a la colocaciéon de implantes subcutaneos
de excipiente y melatonina, en tiempo y forma, similar a lo descrito para los
supuestos experimentales anteriores.

Durante los 20 dias de permanencia con el implante, se realizaron
induciones de estrés, mediante cambios alternativos de:

e alimentacion (tipo 1: paja de avena-concentrados y tipo 2: heno de
pradera- cereales grano -5 dias para cada tipo de alimentacion-).

e de ubicacidbn (dos habitaculos, cambidndose los animales
alternativamente, coincidiendo con el cambio de alimentacion).

El muestreo bioquimico e histolégico, sera ejecutado de igual forma que para

las condiciones de bienestar animal.



92

Pineal, Estrés y Melatoni lsabel T Garci

DESARROLLO DE LA EXPERIENCIA:

1.- Aclimatacién.
2.- Implastes.

3.- Muestreos.

ACLIMATACION: Dias
1 2 3 4 5 6 7

IMPLANTE EXCIPIENTE Y/O MELATONINA: Dias

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
MUESTREO MUESTREO
BIOQUIMICO HISTOLOGICO

Dia 28 Dia 29
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ASPECTO MACROSCOPICO Y SITUACION ANATOMICA DE LA PINEAL

Se describieron aspectos macroscopicos relacionados con el volumen, la

coloracion y la consistencia. Ademas se detallé la situacion topogréafica de la
glandula, pormenorizando en las relaciones anatomicas de la misma.

Peso, longitud y Pigmentacién Glandular

Previas tranquilizacion con inyeccién intramuscular (0,5 mg/100kg de peso
vivo) de propionil-fenotiazina; y anestesia por inyeccion intra venosa de
tiopental sodico (4gr en 20% de soluciébn acuosa), los animales fueron
sacrificados y decapitados. Tras el sacrificio® se realiz6 la diseccién del bloque
cefélico, y la separacion de ambos hemisferios cerebrales; se accedié a la
glandula pineal para proceder, una vez exteriorizada, al analisis de su
superficie, coloracion y pesado. Seguidamente se realiaron las mediciones de
la glandula con dos cortes:

e Longitudinal, En Direccion Fronto-Occipital

e Transversal, En Direccién Dorso-Ventral.

La superficie de corte se proyectoé en una plantilla planimétrica para realizar

las correspondientes mediciones.

® EI Analisis se realiz6 durante las mitades de los periodos de luz y oscuridad, a las 14:00 h, y a
las 02:00 h., respectivamente, y en los meses de junio y diciembre, para fotoperiodos largo y corto,
respectivamente.
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ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA GLANDULA PINEAL
Troceada la glandula en dos mitades, cada una de ellas fue fijada en formol

al 10% en pH neutro, procesadas al vacio, incluidas en parafina y tefiidas con:

e Hematoxilina-Eosina (H-E)

e Tricromico de Masson (TM)

e Van Gieson (VG)

e Reticulina de Gomori (RG)

¢ Hematoxilina fosfotingstica (PTAH)

e Masson Fontana (MF).
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ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LA GLANDULA PINEAL

INMUNOMODETECCION ESTRUCTURAL DE MARCADORES

ESPECIFICOS DE PINEALOCITOS (SYNAP, NNE, NSE).
La técnica de la Extravidina-Biotina se aplico sobre pineales (La glandula

seccionada a la mitad) lavadas durante 1 hora en tampon cacodilato 0,2M, pH
7.2 con 1% de sacarosa; y fijadas en formol al 10% en pH neutro, procesadas
al vacio, incluidas en parafina de bajo punto de fusién, e inmunotefidas con los

marcadores especificos de pinealocitos (Cuadro 1):
e SYNAP (Sinaptophysyn)
e NSE (Enolasa Neuronal Especifica)

¢ NNE (Enolasa Neuronal No Especifica).

Cuadro 1: Anticuerpos Primarios Y Secundarios Utilizados En La

Inmunodeteccion De Pinealocitos

ANTICUERPOS | ORIGEN REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA
PRIMARIOS
Synaptophysin Ratén Células 1/200; 3 Horas a Sigma Aldrich,
Neuroendocrinas | 20° Espafa.S-5768
Enolasa Ratén Células 1/50; 3 Horas a Novocastra,
Neuronal Neuroendocrinas | 20° Espafia.
Especifica NCL-NSE
Enolasa Ratén Células 1/50; 3 Horas a Dr. Carapeto
Neuronal ~ No Neuroendocrinas | 20° SES. Céceres.
Especifica
ANTICUERPOS | ORIGEN REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA
SECUNDARIOS
IgG De Cabra Cabra IgG De Rat6n 1/200; 30 Minutos | Sigma Aldrich,
Anti Raton a 20° Espafia.B-7151
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INMUNOMODETECCION ESTRUCTURAL DE MARCADORES
ESPECIFICOS DE CELULAS INTERSTICIALES (PTAH, GFAP, VIM).

En primer lugar se determind la presencia de células de naturaleza glial,

mediante la técnica Hematoxilina Acida Fosfotungstica (PTAH).

e PTAH (Hematoxilina Acida Fosfotungstica )

Ulteriormente, y con idéntica técnica y metodologia, a la referenciada para
en marcaje de pinealocitos, se llevo a cabo la inmunodeteccion de marcadores
especificos de células intersticiales (cuadro 2).

e GFAP (Proteina Glial Fibrilar Acida)

e VIM (Vimentin).

Cuadro 2: Anticuerpos Primarios Y Secundarios Utilizados En La

Inmunodeteccion De Células Gliales.

ANTICUERPOS REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA
PRIMARIOS

Proteina Fibrilar Células Gliales 1/400; 3 Horas a Sigma Aldrich,
Glial Acida 20° Espafia.G-3893
Vimentin Células Gliales 1/20; 3 Horas a Sigma Aldrich,

20°c Espafia.V-5255
ANTICUERPOS | ORIGEN ~ REACTIVIDAD  INCUBACION  PROCEDENCIA
SECUNDARIOS
IgG De Cabra IgG De Rat6n 1/200; 30 Minutos a  Sigma  Aldrich,
Anti Raton 20°c Espafia.B-7151
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INMUNOMODETECCION ESTRUCTURAL DE MARCADORES
ESPECIFICOS DE FIBRAS NERVIOSAS VIP, NPY)
La técnica de la Extravidina-Biotina se aplico sobre pineales fijadas en formol

al 10% en pH neutro, procesadas al vacia incluidas en parafina de bajo punto
de fusion, e inmunotefiidas con los marcadores especificos de fibras nerviosas
(cuadro 3):

e VIP (Péptido Intestinal Vasoactivo)

e NPY (Neuropéptido Y)

INMUNOMODETECCION ESTRUCTURAL DE MARCADORES
ESPECIFICOS MELATONINA

La técnica de la Extravidina-Biotina se aplico sobre pineales fijadas en formol

al 10% en pH neutro, procesadas al vacia incluidas en parafina de bajo punto
de fusion, e inmunotefiidas con los marcadores especificos de fibras nerviosas
(cuadro 3):

e Melatonina

Cuadro 3: Anticuerpos Primarios Y Secundarios Utilizados En La

Inmunodeteccidon De Fibras Nerviosas y Melatonina.

ANTICUERPOS  ORIGEN REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA

PRIMARIOS

VIP Raton Fibras Nerviosas 1/500; 3 Horas a Dr. Carapeto.
20% SES. Céceres.

NPY Ratdn Fibras Nerviosas 1/1000; 3 Horas a Dr. Carapeto.
20% SES. Céceres.

Melatonina Raton Melatonina 1/50; 30 minutosa | Dr. Carapeto.
20% SES. Céceres.

ANTICUERPOS | ORIGEN REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA

SECUNDARIOS

IgG De Cabra Cabra IgG De Rat6n 1/200; 30 Minutes @ Sigma  Aldrich,

Anti Ratén 20° Espafa.B-7151



98

ANALISIS HISTOMORFOMETRICOS Y ESTADISTICOS DE LA
GLANDULA PINEAL

ANALISIS HISTOMORFOMETRICO Y ESTADISTICO

Los estudios histomorfométricos se realizaron sobre muestras incluidas en

parafina e inmunotefiidas mediante Extravidina-Biotina con los marcadores
especificos de pinealocitos, células intersticiales y fibras nerviosas. Las
muestras se tomaron de las siguientes areas: proximal, intermedia y distal
(cerca del receso pineal); y en las regiones dorso- y ventroperiférica, y dorso- y
ventrocentral. Las areas dorsoperiférica y ventroperiférica correspondian a la
corteza glandular, y las regiones dorsocentral y ventrocentral al area medular
(REDONDO Y COL., 2003 a,b). Se extrajeron dos secciones por cada
glandula, separadas por una distancia de 50 pm. Dos campos de 10.000 pm?
fueron seleccionadas al azar por cada seccion.

Andlisis Histomorfométrico Y Estadistico supuso la determinacion de:

e Numero Total De Pinealocitos Por Area De Rererencia.

e Numero Total De Células Intersticiales Por Area De Rererencia.

e ElVolumen Promediado® De Células SYNAP + Y GFAP+

El analisis histomorfométrico supuso también la realizacion de:

¢ Inmunohistoquimica Cuantitativa De La Presencia De Fibras Nerviosas

VIP y NPY En Area De Referencia.
e Inmunohistoquimica Cuantitativa De La Presencia De Melatonina En
Area De Referencia.

La densidad del perfil de las fiboras NPY y VIP y de la melatonina fue
realizada siguiendo la metodologia propuesta por MOLLER Y COL. (1998)° .Se
utilizard un microscopio 6ptico con objetivo de 25 y una rejilla rectangular (area

# El volumen promediado fue determinada en 100 células inmunomarcadas, seleccionados de los campos
E)/ secciones anteriormente descritas.

Méller M., Masson-Pevet M., Pevet P. (1998) Annual variations of the NPYergic innervation of the
pineal glanf in the European hamster (Cricetus cricetus): a quantitative immunohistochemical study. Cell
Tissue Res. 291(3): 423-431.
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total de la rejilla 158400 pm?) subdividida en 400 pequefios rectangulos (area
de 396 pm?). La rejilla rectangular suponia aproximadamente el 20% de La
superficie pineal. La densidad tanto de fibras, como de la melatonina fue
medida dentro de cada pequefio rectangulo. El nimero de perfiles fue contado
en 15 secciones de cada animal (en torno a 2.4 mm?/animal) y referenciado
como media + Error Estandar. Los datos obtenidos fueron analizados mediante
1 prueba no paramétrica de rangos sefialados de Wilcoxon.

Finalmente se completé la histomorfometria con el célculo de:

e El Volumen Glandular.

Primero se determiné la densidad numérica de pinealocitos y de células
intersticiales; y a continuacion el volumen glandular (volumen pineal).

El volumen pineal se computé de acuerdo a la férmula propuesta por
(CERNUDA-CERNUDA'Y COL., 2000): Vpinea = t Z Si; (t = 100 um); donde S es
el area de las seciones calculadas con un analizador semiautomatico de
imagenes (Vid 4).

La densidad numérica celular (de pinealocitos y células intersticiales), fue
calculada mediante la formula propuesta por (CERNUDA-CERNUDA Y COL.,
2000): Ny = Na/ (T+D-2h), en la cual Na el numero de pinealocitos o células
intersticiales, por unidad de areay seccion.

T es la media del grosor de la seccion (1 um).

D es la media del didmetro nuclear.

h es la altura de la seccion.
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ANALISIS ULTRAESTRUCTURALES DE LA GLANDULA PINEAL

ANALISIS ULTRAESTRUCTURALES DE LA GLANDULA PINEAL

La glandula pineal se fij6 en 2.5% de glutaraldehido 0.1M y paraformaldehido

al 2% en buffer fosfato (pH 7.4). Tras 24 horas de fijacion a 4°C, se postfijaron
en 1% de tetradxido de osmio de 0.1M de buffer fosfato (pH 7.4), durante dos
horas. Las muestras fueron deshidratadas en una solucién de etanol graduado
(50,70,90 y 100%) y finalmente embebidas en rexina epoxy. Las secciones

ultrafinas se contrastaron en citrato de plomo y acetato de uranilo.
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ANALISIS INMUNOELECTRONOMICROSCOPICOS DE LA GLANDULA
PINEAL

INMUNOMODETECCION ULTRAESTRUCTURAL DE MARCADORES
ESPECIFICOS DE PINEALOCITOS Y CELULAS INTERSTICIALES.

Las muestras

glandulares correspondientes, una vez fijadas en
glutaraldehido al 2% y paraformaldehido al 2% en buffer fosfato 0.1M, pH = 7.4
a 4°C, durante 24 horas. Posteriormente se siguid la metodologia
anteriormente descrita en el estudio ultraestructural; y finalmente las muestras
se incluyeron en LR White, para ser sometidas a la técnica inmunohistoquimica
del oro coloidal, para la inmunodeteccion electronomicroscopica de los
marcadores especificos de pinealocitos y células intersticiales (cuadro 4).
Previamente a la incubacién del anticuerpo primario, las muestras sufrieron un
pretratamiento en una solucién acuosa saturada de metaperyodato sodico,
durante 30 minutos, para eliminar el osmio del tejido.

e SYNAP.

o GFAP.

Cuadro 4: Anticuerpos Primarios Y Secundarios Utilizados En La

Deteccion Inmunoelectronomicroscopica De Pinealocitos y Células

Intersticiales.

ANTICUERPOS  ORIGEN REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA

PRIMARIOS

Synaptophysin ~ Raton Células 1/200; 1 Hora a Sigma  Aldrich,
Neuroendocrinas 37°% Espafia.S-5768

Proteina Fibrilar  Ratén Células Gliales 1/250; 1 Hora a Sigma  Aldrich,

Glial Acida 37° Espafia.G-3893

ANTICUERPOS  ORIGEN REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA

SECUNDARIOS

IgG De Cabra Cabra IgG De Ratén 1/40; 1hora SERVA,

Anti Ratén a 20°c ALEMANIA

Conjugada  con
oro coloidal 10nm
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Analisis Ultraestructural Cuantitativo De Organoides Citoplasmaticos

En Pinealocitos.

El analisis cuantitativo fue realizado siguiendo los métodos estereoldgicos
propuestos por LEWCZUK AND PRZYBYSKA-GORNOWICZ (2000) y
aplicados en pineal ovina por REDONDO Y COL. (2003 b).

10 fotografias de las zonas distal, intermedia y proximal de cada glandula
fueron realizadas a 10.000 aumentos. El volumen relativo, expresado en
porcentaje de citoplasma de pinealocitos, fue realizado en cada uno de los

supuestos experimentales, para los siguientes organoides citoplasmaticos:

e Reticulo Endoplasmico Granular.
e Complejo De Golgy.

e Mitocondrias.

e Lisosomas.

e Gotas Lipidicas.
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HIBRIDACION IN SITU PARA EL ARN, DE LOS B4
ADRENORECEPTORES EN LOS PINEALOCITOS

LOCALIZACION CELULAR POR HIBRIDAZION IN SITU MEDIANTE
SONDA CONJUGADA CON DIGIXIGENINA DEL ARN,, QUE CODIFICA LA
EXPRESION DE LOS B; ADRENORECEPTORES EN LA MEMBRANA DE
LOS PINEALOCITOS.

Para la hibridazion se utilizé 1 copia en ADN de la sonda especifica para los

B; adrenoreceptores de la membrana de los pinealocitos®. La sonda® de los By
adrenoreceptores es complementaria con la secuencia de bases 19-66 (CAG
CGG CGC CGA CAG GTT GCA GCC TTC GGA GGC GCC CAG GGC) del
gen B; receptor (MACHIDA 'Y COL., 1990).

La metodologia seguida fue la propuesta por MOLLER Y COL., 1997.
Secciones de glandula pineal fijadas al 4% en paraformaldehido en PBS,
fueron hibridadas con sonda conjugada con digoxigenina a 37°C, durante toda
la noche (20 pmol de sonda por preparacion). Las secciones fueron incubadas
con fosfatasa alkalina conjugada con anti-digoxigenina Fab fragmentos (diluida
1/500 en PBS), a temperatura ambiente, durante 3 horas. La actividad de la
fosfatasa alkalina se detect6 por incubacion de las secciones durante 48 horas
en 1 solucibn que contenia 45uL de nitroblue tetrazolium en 70% de
dimetilformamida y 35 pL de bromo-4-cloro-3indol fosfatasa en 100% de
dimetilformamida . Se afiadira levamisol (10 uL, 1M) para reducir la actividad de
la fosfatasa enddgena. Finalmente después de 1 corto lavado en agua
destilada las secciones serdn montadas con glicergel.

2 Obtenido del Centro de Biotecnologia de la UBA, Argentina.
® La sonda fue suministrada por el Dr. Cardinali. Laboratorio de Neurociencias, Dpto. de Fisiologia,
Facultad de Medicina. UBA, Argentina.
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DENSIDAD DE INMUNOMARCAJE B; ADRENORECEPTORES EN LA
MEMBRANA DE LOS PINEALOCITOS.
Seréa determin6 por la metodologia propuesta por MOLLER Y COL (1998) y

referenciada para la inmunohistoquimica cuantitativa de fibras nerviosas. Los
datos obtenidos seran analizados estadisticamente por 1 Wilcoxon no

paramétrico.

CONFIGURACION ESTRUCTURAL DE LOS NUCLEOS
SUPRAQUIASMATICOS DEL HIPOTALAMO

Los NSQ del fueron troceados en dos mitades, cada una de ellas fue fijjada

en formol al 10% en pH neutro, procesada al vacio, incluidas en parafina y
tefiidas con:
e Hematoxilina-Eosina (H-E)

e Tricromico de Masson (TM)

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LOS NSQ DEL HIPOTALAMO

INMUNOMODETECCION __ ESTRUCTURAL __DE____MARCADORES

ESPECIFICOS DE NEUROTROFINAS HIPOTALAMICAS Y PROTEINAS DE
GOLPE DE CALOR EN LOS NSQ DEL HIPOTALAMO.
La técnica de la Extravidina-Biotina se aplicd sobre los NSQ del hipotalamo,

para la inmunodeteccién de neurotrofinas hipotalamicas y proteinas de golpe
de calor. Dichos nucleos fueron lavados durante 1 hora en tampén cacodilato
0,2M, pH 7.2 con 1% de sacarosa; y fijados en formol al 10% en pH neutro,
procesados al vacio, incluidos en parafina de bajo punto de fusion, e
inmunotefidos con los marcadores especificos de neurotrofinas hipotalamicas,
(cuadro 5):

e BDNF (Factor Neurotréfico Derivado Del Cerebro)

e HSP 90 (Proteina De Golpe De Calor).
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Cuadro 5: Anticuerpos Primarios Y Secundarios Utilizados En La

Inmunodeteccion de BDNF Y HSP 90.

ORIGEN

REACTIVIDAD

INCUBACION

PROCEDENCIA

ANTICUERPOS
PRIMARIOS

BDNF Raton Neuronas 1/50; 24 Horas a Dr. Cardinali.
Hipotalamicas 4°c UBA. Argentina®

HSP90 Raton Neuronas 1/50; 24 Horas a Dr. Cardinali.
Hipotalamicas 4°c UBA. Argentina®

ANTICUERPOS | ORIGEN REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA

SECUNDARIOS

IgG De Cabra Cabra IgG De Raton 1/20; 1hora Sigma  Aldrich,

Anti Ratén a 20°% Espafia.B-7151

DENSIDAD DE INMUNOMARCAJE NEUROTROFINAS HIPOTALAMICAS
Y PROTEINAS DE GOLPE DE CALOR EN LOS NSQ DEL HIPOTALAMO.
Se extrajeron dos secciones por cada NSQ de hipotalamo, separadas por

una distancia de 50 um. Dos campos de 0.1 mm? fueron seleccionadas al azar
por cada seccion inmunotefiida. ElI andlisis histomorfométrico y estadistico
supuso la determinacion de:
e Densidad De Inmunomarcaje De BDNF En Un Area De Referencia De
0.1mm?2.
e Densidad De Inmunomarcaje De HSP 90 En Un Area De Referencia De
0.1mm?.
La histomorfometria se determiné por la metodologia de MOLLER Y COL
(1998) y referenciada para la inmunohistoquimica cuantitativa de fibras
nerviosas. Los datos obtenidos seran analizados estadisticamente por 1

Wilcoxon no parameétrico.

® suministrados por el Dr. Cardinali. Laboratorio de Neurociencias, Dpto. de Fisiologia, Facultad de
Medicina. UBA, Argentina.
® suministrados por el Dr. Cardinali. Laboratorio de Neurociencias, Dpto. de Fisiologia, Facultad de
Medicina. UBA, Argentina.
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INMUNOHISTOQUIMICA PARA LOS MT; EN LOS NUCLEOS
SUPRAQUIASMATICOS DEL HIPOTALAMO

DETERMINACION MEDIANTE __INMUNOHISTOQUIMICA DE__LOS
RECEPTORES DE MELATONINA (MT;) EN LAS NEURONAS DE NUCLEOS
SUPRAQUIASMATICOS DEL HIPOTALAMO.

La metodologia seguida fue sera la técnica Extravidina-Biotina Extravidina-
Biotina referenciada para BDNF Y HSP 90 (cuadro 6):

Cuadro 6: Anticuerpos Primarios Y Secundarios Utilizados En La

Inmunodeteccion De Los Receptores de Melatonina MT,.

ANTICUERPOS | ORIGEN REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA

PRIMARIOS

Receptor MT Ratén Membrana de | 1/50; 24 Horas a Dr. Cardinali.
Pinealocitos 4°c UBA. Argentina®

ANTICUERPOS | ORIGEN REACTIVIDAD INCUBACION PROCEDENCIA

SECUNDARIOS

IgG De Cabra Cabra IgG De Ratdn 1/20; 1hora Sigma Aldrich,

Anti Raton a 20° Espafia.B-7151

DENSIDAD DE INMUNOMARCAJE DE LOS RECEPTORES DE
MELATONINA  (MT, EN_ LAS NEURONAS DE NUCLEOS
SUPRAQUIASMATICOS DEL HIPOTALAMO.

Se extrajeron dos secciones por cada NSQ de hipotalamo, separadas por

una distancia de 50 pm. Dos campos de 10.000 um? fueron seleccionadas al
azar por cada seccién inmunomarcada mediante inmunohistoquimica. El
andlisis histomorfométrico y estadistico supuso la determinacién de:

e Densidad De Inmunomarcaje De MT; En Un Area De Referencia De 0.1

mm?Z.

® suministrados por el Dr. Cardinali. Laboratorio de Neurociencias, Dpto. de Fisiologia, Facultad de
Medicina. UBA, Argentina.
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Material y Métod Tesis Doctoral

DETERMINACIONES MEDIANTE RADIOINMUNOENSAYO

DETERMINACION MEDIANTE RADIOINMUNOENSAYO DE LAS

CONCENTRACIONES SERICAS DE MELATONINA.®

Se utiliz6 un Radioinmunoensayo comercial para melatonina humana
estandarizado por TAST Y COL., 2001. Este ensayo es altamente especifico
para medir concentraciones de melatonina en el plasma de diversas especies
de mamiferos . La sensibilidad de este ensayo es de 0.3 pg/mL. La toma de
muestras de sangre se realizé a las 06:00, 10:00, 14:00, 18:00, 22:00", 02:00,
06:00 horas.uetras de plasma recogidas con heparina como anticoagulante y
almacenadas a -20°C, fueron incubadas con un antisuero especifico frente a la
melatonina de oveja® y *H melatonina. El coeficiente de variacién inter e intra

ensayo fue menor del 10%.

DETERMINACION MEDIANTE RADIOINMUNOENSAYO DE LAS
CONCENTRACIONES SERICAS DE CORTICOSTERONA.

La toma de muestras de sangre para la determinacién de los niveles séricos
de corticosterona, se realizé en la mitad del periodo de luz (14horas) y de
oscuridad (02 horas).

La corticosterona sérica se determind mediante RIA comercial
estandarizado, modificado por REDONDO Y COL., 1993. La sensibilidad de
este ensayo es de 0.3 pg/mL. El coeficiente de variacion inter e intra ensayo

fue menor del 10%.

P Durante la noche se utilizé luz roja de 2 lux de intensidad para la toma de muestras.
© N° G/S/704-6483, Stockgrand Ltd, Escuela de Ciencias Biolégicas, Universidad de Surry, Gildford, UK
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DETERMINACIONES MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO
RENDIMIENTO (HPLC)

DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE MELATONINA EN
PARENQUIMA DE GLANDULA PINEAL MEDIANTE HPLC.

La toma de muestras de pineal se realiz6 en la mitad del periodo de luz
(14horas) y de oscuridad (02 horas). Las pineales fueron homogenizadas por
sonificacion (100 W, 6 segundos) en 250 pL de acido perclorico 0,1M; tras la
centrifugacion a 6000g durante 6minutos, los sobrenadantes fueron congelados
y almacenados. Aliquotas de 25 ul de pineal homogenizados y centrifugados,
seran inyectadas en un sistema de HPLC con deteccién electroquimica
(Coulochen, 51002, ESA;USA). El sistema se llevé a un ritmo de 1.2 ml/minuto
a 1 presion de 2300 psi.

La fase movil ( pH 3.4) sera 0.1 M tampon fosfato, conteniendo 50 mM &cido
citrico, 50 mM acetato sddico, y 0.05 mM EDTA. La melatonina fue separada
mediante columnas (Spherisorb ODS Il reversed phase column -100 x 4.6; 3
um- ) y oxidizada a un potencial de 0.9V frente a un electrodo de platino de
referencia (Ag/AgCL). La sensibilidad minima detectable fue de 15 pg. Los
coeficientes de variacion del intra y del intertest fueron de 5 y 6%
repectivamente. El test de proteina fue medido de acuerdo con el método de
LOWRY Y COL.,1951.
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DETERMINACION DE NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS MEDIANTE
NEFELOMETRIA OPTICA

DETERMINACION DE NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS MEDIANTE
NEFELOMETRIA OPTICA
Se trata de un sistema que mide la intensidad de luz, y la dispersién de un

haz luminoso, al atravesar una suspensién de fluidos celulares. Las particulas
son formadas por la inmunoprecipitacion, provocada por la reaccion de un
antigeno con su anticuerpo especifico. Se utilizaron anticuerpos monoclonales®
anti- 1gG, IgA, e IgM, para su reaccion con los sueros problema. Las

inmunoglobulinas fueron cuantificadas en mg/dl.

° Los anticuerpos monoclonales fueron proporcionados por la Dra Tovar. SES, Caceres.
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ANALISIS DE DATOS

ANALISIS DE VARIANZA MULTIFACTORIAL

Todos los valores se expresaron como la Media + Error Estandar de la
Media (SEM), de n observaciones, donde n representa el nimero de muestras
analizadas. Los resultados se analizaron usando un analisis de varianza
multifactorial. Cuando fueron analizados dos grupos , se empleé un t-Test para
datos no pareados. Dentro de cada grupo se comparé el periodo de luz con el
de oscuridad; la comparacién entre grupos se realizo: periodo de luz con
periodo de luz, y el de oscuridad con el de oscuridad. Un valor de P menor de
0.05 se considero significativo.

El analisis estadistico de los diversos parametros testados, se halla
expuesto en forma de letras en las diversas tablas. Cada letra expresa una
significacién estadistica diferente para cada grupo, con respecto al tomado
como referencia. La ausencia de letras, implica la existencia de diferencias no
significativas para un valor de P< 0.05.

En la inmunohistoquimica cuantitativa de fibras nerviosas, de melatonina, de
neurotrofinas hipotalamicas, de proteinas de golpe de calor; y en la ISH de los
B: adrenoreceptores de pinealocitos, se utiliz6 1 prueba no paramétrica de

rangos sefalados de Wilcoxon.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

TABLA 1: Resumen De Los Resultados Obtenidos

Presencia normal = ++
Presencia aumentada = +++
Presencia reducida = +
Presencia muy reducida = -

CONDICIONES BIENESTAR  BIENESTAR ESTRES ESTRES
DE MANEJO ANIMAL ANIMAL INDUCIDO INDUCIDO
EXPERIMENTAL CON CON
MELATONINA MELATONINA
PARAMETROS FOTOPERIODOS LARGOS Y CORTOS (LP Y SP)
LUz OSCu LUZ OSCuU LUZ OSCu LUZ OSCuU
ANALISIS MACROSCOPICOS
S PESO ++ b +++ b - b + b
% LONGITUD ++ b +++ b - b + b
COLORACION 2/6 1/6 1/6 2/6
ANALISIS ESTRUCTURALES
m PINEALOCITOS ++ ++ ++ ++ - - + +
z CELULAS ++ ++ ++ ++ - - + +
S INTERSTICIAL
;_Cc: VASOS ++ ++ ++ ++ - - +
> FIBRAS ++ ++ ++ ++ = 5 +
NERVIOSAS
T ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICOS
E SYNAP ++ ++ ++ ++ - - + +
§ NNE ++ ++ ++ ++ - - - +
- NSE ++ ++ ++ ++ - - + +
3 GFAP ++ ++ ++ ++ - - + +
iC VIM ++ ++ ++ ++ g - -t )
== VIP ++ b ++ b - b + b
3 NPY Fn b 4 b - b + b
0 9 ANALISIS HISTOMORFOMETRICOS
2 SYNAP ++ ns ++ ns - ns + ns
[ © GFAP ++ ns ++ ns - ns + ns
ow< SYNAP ++ b ++ b - b + b
6F GFAP ++ b ++ b - b + b
=< VIP ++ b ++ b - b + b
R NPY ++ b ++ b - b + b
MELATONINA ++ b +++ b - b P b
VOLUMEN ++ b ++ b - b + b
GLANDULAR

b = diferencias significativas versus luz
ns = diferencias no significativas

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros analizados.
b = diferencias significativas versus luz.
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TABLA 2: Resumen De Los Resultados Obtenidos

CONDICIONES BIENESTAR BIENESTAR ESTRES ESTRES
DE MANEJO ANIMAL ANIMAL INDUCIDO INDUCIDO
EXPERIMENTAL CON CON
MELATONINA MELATONINA
PARAMETROS FOTOPERIODOS LARGOS Y CORTOS (LP Y SP)t
LUZ oscu LUZ oscu LUZ [ OSCU LUZ oscu
ANALISIS INMUNOELECTRONOMICROSCOPICOS
E SYNAP ++ ns ++ ns - ns + ns
GFAP ++ ns ++ ns - ns + ns
ANALISIS ULTRAESTRUCTURALES CUALITATIVOS
E PINEALOCITOS ++ ++ ++ ++ = = + +
£ CELULAS ++ ++ ++ ++ = = + +
& INTERSTICIAL
?_‘_E' VASOS ++ ++ ++ ++ - - + +
S FIBRAS ++ ++ ++ ++ - - + +
: NERVIOSAS
0 2 ANALISIS ULTRAESTRUCTURALES CUANTITATIVOS
0% REG 17+4 224 163 234 545 103 9+3 1544
% C.GOLGI 8.5+l 115+2 8.5+2 112 3+1 5+1 5+15 7405
%’ MITOCONDRIAS
E LISOSOMAS 13+03 12402 1102 12403  13#01 14402 = 1301 1.4+0.2
® Liposomas 9+2 1042 8542 10.5+2 1943 2242 1443 1542

ANALISIS MEDIANTE ISH DEL ARN,, DE LOS B; ADRENORECEPTORES EN PINEALOCITOS

ARN,, B/ADRENRCP | 4 b ++ b ) b + b

DENSID. MARCAJE 20113  220+15 196+12 218+14  60£13 80+11 98+15 120+13
ARN,, B;/ADRENRCP

ANALISIS ESTRUCTURALES DE LOS NSQ DE HIPOTALAMO

doadNIgav'd
“NYV 3d HSI

E PARENQUIMA Normal Normal Muy Alterado  Alterado; signos
E 2 Neuronofagia  de recuperacion
© ESTROMA ++ ++ - +
ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LOS NSQ DE HIPOTALAMO
I BDNF = b T b - b + b
Z HSP90 ++ b ++ b - b =5 b
Z BDNF 3443 434 48+4 595 845  96+7 108+6 12048
o
HSP 90 13+3 24+4 25+5 3445 56+5 66+61 7816 88+8
ANALISIS MEDIANTE ISH DE MT, EN NSQ DE HIPOTALAMO
S MT, ENNSQ ++ b ++ b - b + b
E ?zn DENS. MARCAJ. 105:14  124+16  107+12 127414 336 4847 4747 656
MT,; EN NSQ

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros analizados.
b = diferencias significativas versus luz.
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TABLA 3: Resumen De Los Resultados Obtenidos

CONDICIONES BIENESTAR | BIENESTAR ESTRES ESTRES
DE MANEJO ANIMAL ANIMAL INDUCIDO INDUCIDO
EXPERIMENTAL CON CON
MELATONINA MELATONINA
PARAMETROS FOTOPERIODOS LARGOS Y CORTOS (LP Y SP) t
LUz oscu LUz oscu LUz osc LUZ oscu
9 ANALISIS MEDIANTE RADIOINMUNOENSAYO
2
g CORTICOSTER. 36+4 26%3 42+3 3015 756 | 63+6 6215 51+4
Q
3
Horario de Muestreo 06:00 10:00 14:00 18:00 22:00 02:00 06:00
BIENESTAR 87+6 7546 5744 82+8 119+12 216+ 15 93+10
=
P | BIENESTAR 108+11 96+8 7 104+ 10 141+12 238+ 14 113+11
% | CONMT
2
E ESTRES 52+5 43+6 20+3 46+6 7648 164+ 10 57+5
2
3; ESTRES CON | 67%5 58+ 4 35+3 61+6 9148 179+ 14 72+10
MELATONINA
ANALISIS MEDIANTE HPLC
I
=a]
<5 | MELATONINA 2043 28+4 3145 42+6 1142 | 1743 18+4 29+4
(ng/mg de prot)
ANALISIS MEDIANTE NEFELOMETRIA OPTICA
z e 2460+ | 2500+ 2689+ 2712¢ 1212 | 1514%2 | 1750% 1790%
§ g
= 250 200 300 256 310 | 25 198 230
=
E
§ 2 IgA 206z 2152 2524 261z 98% 102+ 175% 183%
o
5 m
2 10 12 13 15 12 14 1 14
£ IgM 45%5 4616 557 616 28+4 | 29%3 3715 394

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros analizados.
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ASPECTO MACROSCOPICO Y RELACIONES ANATOMICAS*

En los 4 grupos experimentales analizados (Bienestar Animal; Bienestar

Animal Con Melatonina; Estrés Inducido; Estrés Inducido Con Melatonina ),

apariencia normal de la epifisis, evidenciandose una morfologia alargada (Fig.
ASPECTO MACROSCOPICO DE LAS PINEALES A, B, C, D). Los ciclos de luz-
oscuridad ( L/D,16/8 para el
fotoperiodo largo; y L/D, 8/16 para
el fotoperiodo corto) no
modificaron las  apariencias
macroscopicas de las glandulas.
Las glandulas presentaban un
pedunculo pineal muy corto, por
lo que la pineal dejaba huella en

el interior del tercer ventriculo. Su

vértice aparecia situado detras
del cuerpo calloso. En general y tomando como punto de referencia el cuerpo
calloso, la pineal de la oveja era subcallosa.

De acuerdo a las descripciones de ANDERSON (1965), la pineal de la oveja
permanecia unida al diencéfalo por un corto tallo, el peddnculo pineal, cuya
porcion dorsal se unia a la comisura habenular mientras que la ventral eta
fijada a la comisura posterior. En definitiva la pineal se localizaba en la ranura

que forman los tubérculos cuadrigéminos.

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros macroscopicos analizados.
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De acuerdo a la clasificacion
de VOLLRATH (1979; 1981) la
glandula pineal ovina podria
clasificarse Tipo proximal (Tipo
A). “gran parte del tejido
proximal se sitla en estrecha
relacion con el tercer
ventriculo”.

La glandula anatémicamente
no mostré diferencias en todos

los grupos estudiados.

Presentaba un vértice en
relacion con el espacio subaracnoideo, y una base en relacion con la pared que
delimita al tercer ventriculo. Su cara antero-superior convexa, formaba con la
tela coroidea el receso suprapineal; la cara postero-inferior mas achatada, se
relacionaba centralmente con los tubérculos cuadrigéminos, y dorsalmente, con
el cerebelo.
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ANALISIS MACROSCOPICOS: PESO

Tabla 4: Resultados Del Peso Pineal Y Analis De Datos Obtenidos

BIENESTAR BIENESTAR ESTRES ESTRES

CONDICIONES
DE MANEJO
EXPERIMENTAI

ANIMAL ANIMAL INDUCIDO INDUCIDO
CON CON
MELATONINA MELATONINA

P R .SP. K. LP R .SP. L. LP. PR
z OSCUR.

4..

83+8ade 92:+6cede 6016 ace
72+7 abde 82+7 bede 51+7 abce 61+5 abcd
NORMAL AUMENTADO MUY REDUCIDO REDUCIDO

0 ap< 0,05 versus grupo de bienestar animal con melatonina en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

Peso absoluto

7246 acd
De la Pineal

(mg)

Peso relativo

De la Pineal

0 b p< 0,05 versus oscuridad.

0 ¢ p< 0,05 versus grupo de bienestar animal en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 d p< 0,05 versus grupo de estrés inducido en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 e p< 0,05 versus grupo de estrés inducido con melatonina en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

e dentro de cada grupo se compard el periodo de luz con el de oscuridad.

e La comparacion entre grupos se realizé comparando el periodo de luz con el de luz, y el de oscuridad con el de

oscuridad.

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros macroscopicos analizados.
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Resultados Tesis Doctoral

Las condiciones fotoperidédicas no modificaron el peso glandular, en ninguno
de los cuatro supuestos experimentales contemplados. Todo lo contrario

ocurrid con los ciclos de luz-

ma PESO PINEALES. oscuridad que si alteraron el
100 T s peso pineal. En los 4 grupos
80 4 - [ OSCUR. analizados  (Tabla  4):
nm Bienestar Animal;

60 1 nm Bienestar __Animal __Con
40 Melatonina; Estrés
Inducido; Estrés Inducido

20 1 Con Melatonina , todas las
0 _ _ _ glandulas de los animales
BIENESTAR BIENES-MT ESTRES ESITWRTES- sacrificados  durante la
Condiciones de Manejo noche, tuvieron

significativamente mayor

peso que la de los animales sacrificados durante el dia ( F = 11.2, Tuckey test
: P <0.001; F=12.3, Tuckey test : P <0.002; F = 15.2, Tuckey test : P < 0.001;
F = 13.3, Tuckey test : P < 0.003, respectivamente). Ademas el peso de las

pineales de los animales del grupo de Bienestar Animal Con Melatonina,

tanto en el periodo de luz como en el de oscuridad, evidencié diferencias
significativas, con respecto al peso glandular del resto de grupos ( F = 19.3,
Tuckey test : P < 0.0002; F = 18.2, Tuckey test : P < 0.0001; F = 23.2, Tuckey
test: P <0.0001; F = 21.2, Tuckey test : P < 0.0002; F = 12.2, Tuckey test : P <
0.001; F = 13.2, Tuckey test : P < 0.002 para los grupos de Bienestar Animal,

y ambos Grupos De Estrés y en los ciclos de luz / oscuridad respectivamente).

El peso de las pineales del grupo de Bienestar Animal fue

significativamente mayor que el peso glandular de los grupos de Estrés

Inducido, y Estrés inducido Con Melatonina ( F = 14.2, Tuckey test : P <

0.002; F = 15.2, Tuckey test : P < 0.003). De igual modo los grupos de Estrés
Inducido Y Estrés Inducido Con Melatonina, evidenciaron significativas
diferencias entre ellos ( F = 14.7, Tuckey test : P < 0.004 ) (Tabla 4).
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ANALISIS MACROSCOPICOS: LONGITUDES

Tabla 5: Resultados De Las Longitudes Y Analis De Datos Obtenidos

CONDICIONES
DE MANEJO

EXPERIMENTAI

Sig. Estadistica
Longitud (mm)

Fronto-Occipt

BIENESTAR BIENESTAR ESTRES ESTRES
ANIMAL ANIMAL INDUCIDO INDUCIDO
CON CON
MELATONINA MELATONINA
<P SP LP....}. SP..f..] LP...}... SP... L.P...1, SP
LUz OSCUR. | LUZ OSCUR. | LUZ OSCUR. | LUZ OSCUR.
abde ade bcde cde abce ace abcd acd
1.1+0.05 1.340.05 0.8+0.05 0.9+0.06
0.9+0.02 1.2+0.04 0.6+0.07 0.7+0.05

Longitud (mm)
Sagital

No se considerd por ofrecer idénticos resultados cualitativos a los reflejados para la

Longitud Fronto-Occipital.

0 ap<0,05versus grupo de bienestar animal con melatonina en los correspondientes ciclos de luz y

oscuridad.

0 b p< 0,05 versus oscuridad.

0 ¢ p< 0,05 versus grupo de bienestar animal en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 d p< 0,05 versus grupo de estrés inducido en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 e p< 0,05 versus grupo de estrés inducido con melatonina en los correspondientes ciclos de luz 'y

oscuridad.

¢ dentro de cada grupo se comparé el periodo de luz con el de oscuridad.

e La comparacion entre grupos se realiz6 comparando el periodo de luz con el de luz, y el de oscuridad con

el de oscuridad.

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros analizados.
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Al igual que ocurrid con el peso glandular, las condiciones fotoperidédicas no
modificaron la longitud pineal, en ninguno de los cuatro supuestos
experimentales contemplados. El factor dia/noche si alter6 la longitud pineal.

En los cuatro grupos experimentales (Tabla 5), todas las glandulas de los
animales sacrificados durante la noche, tuvieron significativamente mayor
longitud que la de los animales sacrificados durante el dia ( F = 9.3, Tuckey test
: P <0.002; F =8.4, Tuckey test : P <0.002; F = 9.6, Tuckey test : P < 0.003; F
= 7.3, Tuckey test : P <

LONGITUD PINEAL.
0.001, respectivamente).

Ademas la longitud de las mLUZ
pineales de los animales OSCUR.
del grupo de Bienestar

Animal Con Melatonina,

tanto en el periodo de luz

como en el de oscuridad,

evidenciaron diferencias

) o . BIENESTAR BIENES-MT ESTRES ESTRES-MT

longitud glandular del resto de grupos (F = 19.4, Tuckey test : P < 0.0001; F =
18.5, Tuckey test : P < 0.0001; F = 21.4, Tuckey test : P < 0.0005; F = 22.5,
Tuckey test : P < 0.0004; F = 20.7, Tuckey test : P < 0.0002; F = 19.4, Tuckey
test : P < 0.0002, para los distintos grupos, y en los periodos de luz y
oscuridad).

La longitud de las pineales del grupo de Bienestar Animal fue

significativamente mayor que la longitud de los grupos de Estrés Inducido, y
Estrés inducido Con Melatonina ( F = 13.5, Tuckey test : P <0.003; F =11.5,
Tuckey test : P < 0.002). De igual modo entre los grupos de Estrés Inducido, y

Estrés inducido Con Melatonina, se evidenciaron diferencias con un nivel de
significacién de ( F = 10.8, Tuckey test : P < 0.003) (Tabla 5).
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ANALISIS MACROSCOPICOS: PIGMENTACION
La coloracion macroscépica de la glandula pineal (microscopicamente

correspondia al pigmento melanico, detectado mediante Masson-Fontana), no
se  modific6  bajo las
condiciones fotoperiodicas
estimulatorias (fotoperiodo
corto) ni inhibitorias
(fotoperiodo largo); e incluso
fue independiente de los
ciclos de luz/oscuridad.

La relacion de glandulas

microscopicamente

pigmentadas, para cada una

ONO PIGMENTADAS

[ PIGMENTADAS de las condiciones

experimentales fue la siguiente:

Bienestar Animal: 2 / 6.

Bienestar Animal Con Melatonina: 1/ 6.
Estrés Animal: 1 /6.

Estrés Animal Con Melatonina: 2 / 6.

O O O O
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ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA GLANDULA PINEAL
Las condiciones fotoperiodicas (fotoperiodo largo- mes de junio- inhibitorio; y

fotoperiodo corto-mes de diciembre-estimulatorio) no modificaron la morfologia

glandular, en ninguno de los cuatro supuestos experimentales contemplados.

De igual modo, los ciclos de luz-oscuridad (L/D,16/8 para el fotoperiodo largo; y

L/D, 8/16 para el fotoperiodo corto) tampoco alteraron la arquitectura pineal.
GRUPO DE BINESTAR ANIMAL

En secciones sagitales la glandula presentdé una morfologia ovoide-

redondeada, quedando localizada rostralmente al cerebelo y caudalmente a los
P 'q._:.‘:_;fgé:__;..-‘..---. e

-

hemisferios cerebrales. La superficie dorsal de |i-
la glandula estuvo flanqueada por la pared de lli
ventriculo; estando revestida dicha pared por un [l &

ependimo de células cubicas ciliadas (Fig. 1). La | -&= 2 A th

delimitacion lateral de la glandula se realiz6 a [ --%

través de las comisuras habenular y posterior|

p/ '-a’,,.': N La glandula qued6 rodeada en toda su
*:'I!H 5—&"“ = = L. . .
il ,;._!5_ oos" ¥, *I‘ ° superficie por una capsula con un epitelio de
Ll i o ] s L] p
A i R T U células
4 e Ly T :
% H:q: gy w.. - l'l;'.;_‘ L .
SRS T | cdbicas(Fig. 2), y
un tejido conectivo

subepitelial donde podrian evidenciarse
fibroblastos aislados, escasa cantidad de fibras

E o R

PRI L ATk AT A s o i o 1 e’ L S i _ 0
Sonia T sl F | elasticas y de colagena, y moderada cantidad de

-y '.r;: 'r_--\."'.ﬂ_l_ A Tty ’-l.-

T

fibras reticulares (Fig. 3).
Dentro de la capsula podrian evidenciarse

estructuras vasculares. Desde la céapsula

irradiaban hacia el interior del parénquima
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tabiques conectivos-vasculares, que delimitaban pseudol6bulos; en el
interior de dichos pseudolobulos encontramos agrupaciones de células
pineales constituyendo estructuras foliculo-glomerulares (Fig. 4).

Todas las glandulas de este grupo evidenciaron una elevada densidad
celular. La estructuracién de la glandula fue zonal; con una zona dorso y
ventroperiférica, corteza, (Fig. 5), de menor densidad celular; y una zona

dorsomedial y ventromedial,médula (Fig. 6) de mayor riqueza celular.

La organizacion celular fue difusa, sin alineamiento direccional. Esta
distribucién difusa aparecia interrumpida por rosetas o pseudorosetas (Fig. 2),
situadas tanto en corteza como en meédula. Dichas rosetas aparecian
constituidas por una luz, ovalada o irregular, circundada por un alineamiento
celular mas o menos abundante.

La citologia glandular mostré dos tipos de células principales:

o Pinealocitos y Células Intersticiales.

Los pinealocitos fueron mas abundantes
(80-15 %). Se trataba de células grandes,
con nucleos de cromatina palida y evidente

nucléolo (Fig. 7).

Las células intersticiales eran menos
abundantes, de localizacion perivascular, y

con nucleos ovoides de cromatina densa y

homogénea (Fig. 8).
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El estroma glandular se configuraba por
escasa cantidad de fibras de colageno y
moderada cantidad de fibras reticulares.
Este estroma irradiaba desde la capsula y

septos trabeculares hacia el

intersticial y perivascular

(Fig. 10).

El resto de la citologia pineal estuvo

representado por células pigmentadas, de
fuerte reaccion argirofila con la técnica de

Masson-Fontana; y aislados linfocitos (Fig.

parénquima, situdndose en el espacio

Las estructuras vasculares fueron mas numerosas y de menor tamafio en

la corteza (Fig. 5), que en la médula (Fig. 6).
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Aisladas fibras gliales, mas

abundantes en la periferia
glandular, fueron detectadas con la
técnica de la PTAH .

Presencia de calcio en cantidades

y localizaciones normales (Fig. 11).
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GRUPO DE BINESTAR ANIMAL CON MELATONINA

Todas las caracteristicas morfolégicas de los animales de este grupo,

coincidieron, cualitativamente y cuantitativamente, con las descritas para los
animales del Grupo De Bienestar Animal; tanto en lo referente al estroma
organizado a partir de la capsula y tabiques trabeculares (Fig. 12); como a la

disposicion de dicho estroma a nivel intersticial, y delimitando las estructuras

pseudolobulares (Fig. 13).
CAPSULA PSEUDOLOBULACION

Por lo que respecta al parénquima glandular, no encontramos diferencias
estructurales en los diversos componentes de la citologia glandular: los
pinealocitos (Fig. 14 y 15), las células intersticiales (Fig. 16 y 17), y las células
pigmentadas (Fig. 18).

PINEALOCITOS
MEDULA CORTEZA
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Como ocurrio en el Grupo De Bienestar Animal, en las células intersticiales,

también se observaron diferencias en la densidad ; y al igual que en

pinealocitos, tanto en zona cortical como medular (Fig. 16 y 17).

CELULAS INTERSTICIALES

MEDULA CORTEZA

La presencia de células pigmentadas, no varié significativamente respecto
al grupo anterior (Fig. 18); al igual que le ocurrié a la presencia de calcio, que
evidencié cantidades y localizaciones dentro de los parametros de normalidad.

Tanto en corteza como en meédula, en este grupo, se detectd una

vascularizacion similar a la referida para el grupo de Bienestar Animal (Fig. 19).
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La vascularizacioén, en este Grupo de Bienestar Animal con Melatonina;

asi como la inervacion (presencia de fibras nerviosas gliales detectadas con la
técnica PTAH ) no mostraron diferencias resefiables respecto al Grupo de
Bienestar Animal(Fig. 20).




129

Resultados ______ Tesis Doctoral

GRUPO DE ESTRES ANIMAL
En este grupo,respecto al Grupo De Bienestar Animal, que tomamos como

referencia, diferencias cuantitativas, que interesan tanto al parénquima como al
estroma de la glandula. Desorganizacion de la arquitectura tisular, sin ningun

patron morfoldgico de distribucién celular.

Con relacion a los pinealocitos
destacar la menor densidad celular
tanto en zona cortical como en la
medular (Fig. 21).

En lo que respecta a las células
intersticiales, resaltar la disminucion
de, tanto en corteza como en médula
(Fig. 22).

La presencia de  estructuras
vasculares también vario
cuantitativamente, detectandose una
menor vascularizacion que en el

Grupo De Bienestar Animal tanto

en corteza como en médula (Fig.
23).
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La presencia de inervacion y de calcio, también varié respecto al Grupo De

Bienestar Animal tomado como control. Asi se evidencié una menor presencia

de fibras nerviosas gliales detectadas con la técnica PTAH. De igual modo, se
observé una mayor presencia de Calcio, tanto en capsula, como en corteza
como médula. El calcio ocupaba grandes areas irregulares, con ausencia de

citologia glandular (Fig. 24 y 25).

El estroma pineal, varié cuantitativamente, respecto al Grupo De Bienestar

Animal, en todos sus componentes y localizaciones; asi se detecto:
- Mayor presencia de fibras de colageno y reticulina en capsula (Fig. 26).
- Tabiques trabeculares y pseudolébulos con mayor presencia de fibras de
colageno y de reticulina (Fig. 26).
- Mayor cantidad de fibras de coldgeno y de reticulina en el tejido

conectivo intersticial, tanto intercelular como perivascular (Fig. 27).
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GRUPO DE ESTRES ANIMAL CON MELATONINA

Las caracteristicas morfolégicas de este grupo, fueron intermedias entre el

Grupo De Estrés Y El De Bienestar Animal. La glandula evidenciaba un

intento de aproximacion a la normalidad, representado por una citologia
glandular en aumento; un aumento de la vascularizacién y de la inervacion;
acompafnada de una reduccion del estroma, y de las areas de depositos de
calcio, carentes de citologia.

Asi encontramos:

+ Una densidad celular, tanto en lo referente a pinealocitos, como a células
intersticiales; y tanto en corteza como en médula, mayor que en el Grupo
De Estrés y menor que en ambos Grupos De Bienestar Animal (Fig.
28).

+ Una vascularizacion menor que en ambos Grupos De Bienestar Animal,

y mayor que en el de Estrés Animal (Fig. 29).

+ Una densidad de fibras gliales PTAH +, mayor que en el Grupo De Estrés y

menor que en ambos Grupos De Bienestar Animal.

+ Una cantidad de estroma, tanto en lo referente al colageno, como a las
fibras reticulares; y tanto en capsula-trabéculas, como en pseudoldbulos e

intersticio, mayor que en el Grupo De Estrés y menor que en ambos

Grupos De Bienestar Animal.

+ El calcio estuvo presente en cantidad y localizacion normal, similar a ambos

Grupos De Bienestar Animal. En ningun caso se evidencié como areas

irregulares, carentes de citologia glandular, como se mostraba en el grupo
de Estrés Animal (Fig. 30 y 31).
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Caracteristicas Morfolédgicas De Las Pineales Del Grupo De Estrés Animal

Con Melatonina.

PARENQUIMA-ESTROMA
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INMUNOMODETECCION ESTRUCTURAL DE MARCADORES
ESPECIFICOS DE PINEALOCITOS (SYNAP, NNE, NSE).

SYNAPTOPHYSIN (SYNAP)

En ninguno de los cuatro supuestos experimentales contemplados, las

condiciones fotoperiddicas (fotoperiodo largo- mes de junio- inhibitorio; vy
fotoperiodo  corto-mes de  diciembre-estimulatorio)  modificaron la
inmunorreaccion de los pinealocitos a la synaptophysin.

En_el Grupo de Bienestar Animal el inmunomarcaje fue muy intenso. La

morfologia de las células inmunotefidas se correspondia con los pinealocitos.
INMUNOMARCAJE DE PINEALOCITOS CON SYNAPT

| BIENESTAR ANIMAL |

Su tropismo fue

fundamentalmente

perivascular, no detectandose
inmunoreaccion en los vasos
sanguineos.

Detectamos diferencias de

inmunotincién al considerar

diferentes regiones de una
misma glandula; sin embargo,
la cantidad de células

inmunotefidas fue

sensiblemente  mayor en
médula que en corteza (Fig. 32 y 33). Por otra parte, la inmunoreaccion de
células synaptophysin positivas en pineales de los animales sacrificados
durante la noche, fue similar a la de los animales sacrificados durante el dia.

La inmunopositividad interesé tanto a células aisladas, como a grupos

celulares. En la periferia celular el inmunomarcaje fue més intenso (Fig. 32 y
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33). En el espacio intercelular, lleno de procesos pinealociticos, también se
detecté inmunoreaccion a la synaptophysina.

El _Grupo de Bienestar Animal con_ Melatonina La morfologia, la

localizacion y la distribucion, de las células inmunotefiidas con la
synaptophysin, cualitativamente fueron similares a lo detectado en el Grupo de
Bienestar Animal (Fig. 34 y 35).

Al igual que en el Grupo anterior, en médula el namero de células

inmunopositivas fue sensiblemente mayor. También en los ciclos de oscuridad,
no influyeron en la cantidad de células inmunoreactivas a la synaptophysina.

En el Grupo de Estrés Animal el comportamiento de la glandula pineal

frente a la synaptophysin evidencio diferencias tanto cualitativas como
cuantitativas, respecto  al

Grupo de Bienestar Animal,

considerado como referencia
(Fig. 36 y 37).Destacamos:
o Escaso numero de
células SYNAP Positivas.
0o Escasa densidad de
inmunomarcaje.
El resto de las caracteristicas
fue similar:
o Diferencias regionales

en la superficie

b s e A glandular en cuanto a la
distribucion de células inmunotefiidas; con menor nimero de células
inmunopositivas en corteza; y similitud durante la noche y el dia.

En el Grupo de Estrés Animal con Melatonina

Se inicié una recuperacion de los parametros de distribucion, localizacion e
intensidad de la inmunoreaccion a la synaptophysin, acercandose a los
referenciados para el Grupo De Bienestar Animal, tomado como referencia
(Fig. 38 y 39).
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ENOLASA NEURONAL NO ESPECIFICA (NNE)

La inmunoreaccion de los pinealocitos a Enolasa Neuronal No Especifica no

vario en ninguno de los cuatro supuestos experimentales contemplados, bajo
condiciones fotoperiddicas diferentes (fotoperiodos largo y corto).

En_el Grupo de Bienestar Animal _se detectaron células positivamente

tefiidas con la NNE cuyas caracteristicas morfologicas coincidian con las de los
pinealocitos. En términos genéricos el numero de células inmunoreactivas fue

moderado, detectandose
INMUNOMARCAJE DE PINEALOCITOS CON NNE

un menor nimero de ellas

en corteza que en médula
(Fig. 40y 41).

No se observaron
diferencias en el grado de

inmunotincién entre las

células de animales

sacrificados durante el dia
y durante la noche. Dentro
de la misma glandula no se

detectaron diferencias en

el grado de positividad
entre células inmunomarcadas frente a la NNE.

Las células intersticiales adyacentes a las NNE positivas resultaron
negativas; las estructuras vasculares y el estroma conectivo resultaron también
negativos.

En el Grupo de Bienestar Animal con Melatonina se evidenci®é una

inmunoreactividad de idéntica intensidad y localizacion a la visualizada para el
Grupo de Bienestar Animal (Fig. 42 y 43). Se seguia observando diferencias
regionales en cuanto al comportamiento glandular frente a la NNE. Se registro
mayor nuamero de células inmunopositivas en corteza que en médula. La
densidad de inmunomarcaje en los ciclos de oscuridad, también fue similar que

en los de luz.
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En el Grupo de Estrés Animal Al igual que ocurrié para la synatophysin, en
la reaccion frente a la NNE (Fig. 44 y 45), se evidenciaron las maximas

diferencias respecto al Grupo de Bienestar Animal. Destacamos:

0 Reducida densidad de células NNE positivas.

0 Escasa intensidad de inmunomarcaje.

o Diferencias regionales en la superficie glandular en cuanto a la
distribucion de células inmunotefiidas; con mayor niumero de células
inmunopositivas en médula.

Al igual que en los Grupos de Bienestar Animal, con y sin Melatonina, la

densidad de células positivas a la NNE, fue similar durante el dia y la noche.

En el Grupo de Estrés Animal con Melatonina el comportamiento de las

pineales frente a la NNE (Fig. 46 y 47), fue basicamente similar a lo
referenciado para el
Grupo de Bienestar
Animal tomado
como referencia:

0 Moderada
cantidad e
intensidad de
inmunorreaccion.

o Diferencias entre
corteza y médula en

la inmunodeteccion.

0 Inmunopositividad similar en la luz y la oscuridad.

o Ausencia de inmunotincién en el estroma conectivo vascularizado.
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ENOLASA NEURONAL ESPECIFICA (NSE)
La inmunoreaccion de los pinealocitos a Enolasa Neuronal Especifica no

vario en ninguno de los cuatro supuestos experimentales contemplados, bajo

condiciones fotoperiddicas diferentes (fotoperiodos largo y corto).

INMUNOMARCAJE DE PINEALOCITOS CON NSE

BIENESTAR ANIMAL

El comportamiento morfolégico de las pineales de los 4 grupos

experimentales (Bienestar y Estrés Animal, con y sin Melatonina) frente a la

NSE, fue basicamente similar a lo referenciado para la Enolasa Neuronal No
Especifica. De modo genérico, las diferentas observadas, obedecian al patrén
de similitud cualitativa y cuantitativa, anteriormente enunciado (Fig. 48-55).



138

Pineal, Estrés y Melatoni lsabel Tovar Garci

Dicho patrén morfol6gico se caracterizé por:

o Positividad en los pinealocitos.

0 Ausencia de reaccion positiva en las células intersticiales y en el
estroma intersticial.

o La no existencia de diferencias en el grado de inmunotincion entre

células inmunopositivas dentro de la misma glandula.

o La diferente inmunoreaccion segun consideremos corteza/médula.
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INMUNOMODETECCION ESTRUCTURAL DE MARCADORES*
ESPECIFICOS DE CELULAS INTERSTICIALES (PTAH, GFAP, VIM).
HEMATOXILINA ACIDA FOSFOTUNGSTICA (PTAH)

Las células PTAH+ evidenciaron caracteristicas morfolégicas diferentes, a

las detectadas en los pinealocitos inmunoreactivos a los marcadores de
células neuroendocrinas. La morfologia de las células positivas a la PTAH,
coincidia con la de los astrocitos del SNC: nucleos pequefios y de morfologia
oval o redondeada. La distribucién de dichas células fue uniforme, formando
acumulos perivasculares a lo largo de todo el parénquima pineal.
Morfologicamente las células PTAH + fueron similares en los cuatro grupos
INVLNOVIARCAE DE C. INTERSTIGALES CONPTAH experimentales analizados,
BIENESTAR ANIVAL CONITT observandose tan solo
diferencias cuantitativas.

Grupo de Bienestar

Animal: presencia normal;
moderada (Fig. 56).

Grupo de Bienestar

Animal con Melatonina:

presencia normal (Fig. 57).

Grupo de Estrés

Animal: presencia escasa
(Fig. 58).

Grupo de Estrés

Animal con Melatonina:

presencia escasa-moderada (Fig. 59).

Los ciclos de luz/ oscuridad no influyeron en el inmunomarcaje de células
PTAH +.
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PROTEINA GLIAL FIBRILAR ACIDA (GFAP)

Las células GFAP + fueron observadas en las pineales de los cuatro grupos

de edades analizados: Bienestar Animal; Bienestar Animal con Melatonina;

Estrés Animal; Estrés

INVLNOVIARCAECE C INTERSTIGALESOONGFAP

Animal con Melatonina.

Estas células, de manera
genérica y en todos los
grupos experimentales, se
distribuian uniformemente por
toda la superficie glandular;
con localizacion
eminentemente perivascular.
En ninguno de los cuatro
supuestos experimentales se
evidencio  diferencias  de
inmunomarcaje, al considerar

el factor dia/noche. La

inmunotincion fue mayor en
meédula que en corteza.

Morfologicamente mostraban un parecido a los astrocitos del SNC,
presentando un nucleo pequefo, denso, ovoide y negativo a la inmunotincion,
rodeado de un citoplasma intensamente tefiido. Del citoplasma partian un
pequefio numero de procesos que se disponian longitudinal y transversalmente
con respecto a los pinealocitos (Fig. 60-63).

La reactividad a la GFAP en el Grupo de Bienestar Animal fue moderada (Fig. 60);

y de similar intensidad y localizacion a la detectada en el Grupo de Bienestar Animal

con Melatonina, donde aparecian cluster de células GFAP+ en la vecindad de los

vasos sanguineos (Fig. 61). En el Grupo _de Estrés Animal los somas y procesos

citoplasmaticos GFAP positivas, fueron
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No se observaron diferencias en la distribucion y localizacion de células
inmunotefidas respecto a los grupos previos.

En el Grupo De Estrés Animal Con Melatonina la reaccién positiva a la

GFAP evidencié una gran similitud (Fig. 63), a la referida para el Grupo De

Bienestar Animal:

o Células de morfologia estrellada con amplios somas y largos procesos
citoplasmaticos y Distribucion por todo el parénquima pineal, con
localizacion perivascular.

VIMENTIN (VIM)

La distribucién de las células VIM + en las pineales de los cuatro grupos

experimentales, respondio al esquema morfoldgico de:
INVUNCOMIARCAJE DE C. INTERSTIGALES CONMM

Grupo de Bienestar

Animal: presencia normal;
moderada (Fig. 64).

Grupo de Bienestar

Animal con Melatonina:

presencia moderada (Fig.
65).

Grupo de Estrés

Animal: presencia escasa
(Fig. 66).

Grupo de Estrés Animal

con_Melatonina: presencia

escasa-moderada (Fig. 67).
La localizacion fue similar a la reflejada para las células GFAP+; sin
embargo, el tropismo vascular detectado para las células VIM + fue menor que
el de las células GFAP positivas. Ademas, las células positivas a la VIM fueron
frecuentemente localizadas en el tejido conectivo del estroma glandular.
La inmunopositividad de la médula fue mayor que la de la corteza. El factor
luz/oscuridad, al igual que ocurria para la GFAP, no repercutio en la intensidad

de inmunomarcaje de las células VIM positivas.



142

INMUNOMODETECCION ESTRUCTURAL DE MARCADORES*
ESPECIFICOS DE FIBRAS NERVIOSAS (VIP, NPY).
PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP)

En los cuatro grupos experimentales se detectaron fibras nerviosas

inmunoreactivas a la VIP. Genéricamente su distribucion y localizacion fue
similar en todos los grupos, con diferencias cuantitativas. Dichas diferencias
cuantitativas en la inmunotincion de VIP, obedecian al patron referenciado de:

Grupo de Bienestar Animal: presencia normal; moderada (Fig. 68).
INVIUNOMARCAJE DE AIBRAS NERVIOSAS CONVIP Grupo de _ Bienestar

BIENESTAR ANIVIAL BIENESTAR ANIVIAL. CON MIT Animal con Melatonina:
Y presencia normal-
moderada (Fig. 69).

Grupo de Estrés Animal:

presencia escasa (Fig. 70).

Grupo de Estrés Animal

con Melatonina: presencia

escasa-moderada (Fig.
71).

Las fibras nerviosas, en
todos los grupos

experimentales, fueron

poco numerosas Yy situadas preferentemente en la parte proximal de la
glandula; en la porcion distal de la pineal, se visualizaron aisladas fibras VIP+.
La localizacion fue diversa: a lo largo de las estructuras vasculares; penetrando
en la glandula a través de la cépsula; abandonando la cépsula y situandose
entre los pinealocitos y células intersticiales; y en el tejido conectivo septal.

Se detect6 influencias en la inmunoreaccion relacionadas con los ciclos de

luz/oscuridad; siempre mayor en la oscuridad.
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NEUROPEPTIDO Y (NPY)

Al igual que ocurrié para el VIP, en todos los grupos experimentales, se

detectdé la presencia de inmunotincién positiva para el NPY en las fibras
nerviosas perivasculares. De modo genérico, se detectaron fibras nerviosas
inmunoreactivas al NPY en mayor abundancia que las fibras nerviosas VIP+.
Su distribucién y localizacion fueron similares en los cuatro grupos
experimentales, detectdndose tan solo, una mayor o menor cantidad e
intensidad de inmunomarcaje. Las diferencias cuantitativas en la inmunotincién

de NPY, obedecian al patron referenciado de:
INVIUNOVIARCAJE DE HBRAS NERVIOSAS CON NPY Grupo de Bienestar

Animal: presencia

normal, moderada

(Fig. 72).

Grupo de Bienestar

Animal con
Melatonina:

presencia normal-

moderada (Fig. 73).
Grupo de Estrés

Animal: presencia
escasa (Fig. 74).
Grupo de Estrés

Animal con

Melatonina:

presencia escasa-moderada (Fig. 75).

Las fibras nerviosas, en todos los grupos experimentales, fueron
abundantes, y con idénticas localizaciones a las referenciadas para VIP. De
igual modo, también se detectaron influencias en la inmunoreaccion

relacionadas con los ciclos de luz/oscuridad.
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MELATONINA (MT)

En todos los grupos experimentales, se detectd inmunotincion positiva para

la MT. La inmunoreaccion para la MT fue intensa en el citoplasma de los
pinealocitos. En un animal, del grupo de bienestar con melatonina se detecto
una pequefia inmunoreactividad dentro del ndcleo. La inmunotincion fue
localizada tanto en zonas periféricas, como intermedias de la glandula; aunque
mas pronunciada en zonas periféricas. En las zonas intermedias de la pineal, la
reaccion interes6 a los pinealocitos adyacentes a las calcificaciones. El
inmunomarcaje afectd también a los procesos citoplasmaticos de los
pinealocitos, situados en el espacio perivascular. Las células intersticiales
adyacentes no evidenciaron inmunopositividad.

Genéricamente su distribucion y localizacién fue similar en los cuatro grupos
experimentales, detectandose tan sOlo diferencias cuantitativas en la
inmunotincion de MT, que obedecian al patron referenciado de:

Grupo de Bienestar Animal: positividad normal-moderada (Fig. 76).
VELATONINA Grupo __de  Bienestar

7| TTTE T it _on o
ST\ "" positividad abundante (Fig.

77).

Grupo de Estrés Animal:

positividad muy escasa
(Fig. 78).

Grupo de Estrés Animal

con Melatonina:

positividad escasa (Fig.79).
En todos los grupos

experimentales se
visualizaron diferencias en
la inmunoreaccion relacionadas con los ciclos de luz/oscuridad. La
inmunotincion para la melatonina, siempre fue mas manifiesta en intensidad y

distribucion durante la noche.
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NUumero De Pinealocitos (Células SYNAP +) Por Area de Referencia.

El nimero células SYNAP+ (identificadas como pinealocitos) en el Grupo de
Bienestar Animal fue significativamente mayor que en los Grupos de Estrés,
Sin Y Con Melatonina (F = 16.6, Tuckey test : P < 0.0003; F = 12.6, Tuckey

NUMERO DE PINEALOCITOS test : P < 0.0001). Entre
los Grupos De Bienestar

Animal, Con Y Sin

E-MT
Melatonina, no hubo
ESTRES diferencias significativas;
sin embargo, si las hubo

B-MT
entre los Grupos De
BIENESTAR Estrés Con Melatonina
| , Y Estrés Sin
0 50 100 Melatonina, donde el
HLUZ CORT. B LUZ MED. tratamiento del estrés con

HOSC CORT B OSC MED

go la melatonina se tradujo
en un aumento significativo en el nimero de células pinealociticas (F = 6.3
Tuckey test : P < 0.001).

En los periodos de luz/oscuridad, en todos los grupos analizados, no hubo
diferencias significativas en cuanto al nimero de pinealocitos en area de
referencia.

El nimero de pinealocitos (células SYNAP+ ) fue significativamente mayor en
médula que en corteza para todos los grupos experimentales (F = 15.5, Tuckey
test: P <0.0002; F = 14.4, Tuckey test : P < 0.0001; F = 12.8, Tuckey test : P <
0.0001; F = 13.2, Tuckey test : P < 0.0003, respectivamente) (Tabla 6; Fig. 80).
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NuUmero de Células Intersticiales (Células GFAP) Por Area De Referencia

La pineal de los

animales de los NUMERO DE C. INTERSTICIALES
Grupos De Bienestar —am
Sin Melatonina, E-MT :

presentd mayor

) ) ESTRES :
niamero de células

Intersticiales  que la B-MT ?

pineal de los ovinos de :

los Grupos De Estrés, | C o —

Con Y Sin Melatonina 0 25

(F = 14.6, Tuckey test :
HLUZ CORT. HLUZ MED.
P < 0.0003; F = 15.5, HOSC CORT BOSC MFD

81
Tuckey test : P <

0.0002). Entre los Grupos De Bienestar Animal, Con Y Sin Melatonina, no

hubo diferencias significativas. En los Grupos De Estrés Con Melatonina Y

Estrés Sin Melatonina, el tratamiento del estrés con la melatonina se tradujo

en un aumento significativo en el numero de células intersticiales ( F = 6.5,
Tuckey test : P < 0.003).

En los periodos de luz/oscuridad, en todos los grupos analizados, no hubo
diferencias significativas en cuanto al nimero total de células intersticiales.

Como expresan los factoriales del ANOVA, la densidad numérica de células
intersticiales fue significativamente mayor en médula que en corteza (F = 10.4,
Tuckey test : P < 0.0001; F = 11.5, Tuckey test : P < 0.0002; F = 9.5, Tuckey
test: P <0.0003; F = 8, Tuckey test : P < 0.0003) (Tabla 6; Fig. 81).
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Tabla 6: Numero De Pinealocitos (Células SYNAP +) Y De Células

Intersticiales (Células GFAP+) Por Area de Referencia.

BIENESTAR BIENESTAR ESTRES INDUCIDO ESTRES
ANIMAL ANIMAL INDUCIDO
CON MELATONINA CON
MELATONINA
T
« P SR RO DU N B LR SR » P SP
LUz OSCUR. LUz OSCUR. LUz OSCUR. LUz OSCUR
n | C M |C M Cc M C M Cc M |C M Cc M C M
é 96 114 97 112 98 112 94 116 61 79 64 75 71 81 70 82
LA + + * * * * * * + + * * * + *
O 6 8 4 7 8 6 4 7 5 8 6 8 6 8 4 7
(n | bde | de bde | de bde | de bde | de abce | ace | abce | ace | abcd | acd | acd | ac
o d
I
n
_|
o|C M |C (M |C |M |C [M |C |M |C |[M |C |[M |C |M
; 16 21 15 20 15 21 14 20 6 11 5 11 10 16 11 16
R E: + + * * * * * * + + * * * + *
2 2 2 3 3 2 3 2 1 2 1 2 1
n | bde de bde | de bde | de bde | de abce | ace | abc ac abc ac ac ac
©
M
02]
_|

0 a p< 0,05 versus grupo de Bienestar Animal Con Melatonina en los correspondientes ciclos de luz y

oscuridad.
0 b p< 0,05 versus médula en el correspondiente grupo.
0 ¢ p< 0,05 versus grupo de Bienestar Animal en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.
0 d p< 0,05 versus grupo de Estrés Inducido en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 e p< 0,05 versus grupo de Estrés Inducido Con Melatonina en los correspondientes ciclos de luz y

oscuridad.
e Dentro de cada grupo se comparé el periodo de luz con el de oscuridad.
e La comparacion entre grupos se realiz6 comparando corteza con corteza y médula con médula.

+«» La muestra es la Media * el Error Estandar; n = 100 en cada grupo.

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros analizados.
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Volumen Promediado* De Células SYNAP Positivas

El volumen promediado de pinealocitos (Tabla 7; Fig. 82), siguid la pauta

histomorfométrica hasta VOL. PINEALOCITOS (X102 mm3)
ahora referenciada:

| — o B
o Mayor en el Grupo E-MT 1

De Bienestar Animal
los Grupos de Estrés
BMT —
(F = 11.9, Tuckey test : | | i
P < 0.0005; F = 12.5, el ===y ’

Tuckey test : P < f T

0 0004) 0 1000 2000
; i i HLUZ CORT. B LUZ MED.

0 Sin diferencias AOSC CORT BOSC MED

significativas entre los -

Grupos De Bienestar

Con Y Sin Melatonina.

o Con diferencias significativas entre los Grupos De Estrés Animal Con Y Sin
Melatonina (F = 9.4, Tuckey test : P < 0.0001).

o Sin diferencias significativas entre todos los grupos estudiados al introducir el

factor de zonificacion glandular: corteza y médula.

o0 Mayor volumen promediado en los pinealocitos de los ovinos sacrificados
durante la noche comparados con los sacrificados de dia (F = 21.4, Tuckey test
: P <0.0002; F = 20.9, Tuckey test : P < 0.0002; F = 18.9, Tuckey test : P <
0.0001; F = 17.9, Tuckey test : P < 0.0003, respectivamente para cada grupo

experimental).

! El volumen promediado de pinealocitos y células intersticiales fue determinado en 100 de células
inmunomarcadas, seleccionados de los campos y secciones anteriormente descritas.
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Volumen Promediado® De Células GFAP Positivas

El volumen promediado de las células intersticiales (Tabla 7; Fig. 83)
evidencio un comportamiento histomorfométrico similar al enunciado para los

pinealocitos, con una diferencia: los ciclos luz/oscuridad no influyeron

VOL. C. INTERSTICIALES (x10° mm?®)

0 1000 2000

HLUZ CORT. MLUZ MED. HLUZ CORT BOSC. MED.

83

significativamente, de tal modo que el volumen de las células intersticiales
durante el dia, fue muy similar al volumen durante la noche.
o Mayor en el Grupo De Bienestar Animal Sin Melatonina que en los
Grupos de Estrés (F = 10.8, Tuckey test : P < 0.0003; F = 11.5, Tuckey test : P
< 0.0002).
o Sin diferencias significativas entre los Grupos De Bienestar Con_Y_Sin

Melatonina.
o Con diferencias significativas entre los Grupos De Estrés Animal Con Y Sin
Melatonina (F = 8.4, Tuckey test : P < 0.0002).

o Sin diferencias significativas entre todos los grupos estudiados al introducir el

factor de zonificacion glandular: corteza y médula.

2 El volumen promediado de pinealocitos y células intersticiales fue determinado en 100 de células
inmunomarcadas, seleccionados de los campos y secciones anteriormente descritas.
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Tabla 7: Volumen Promediado ( x10° mm?®) de Pinealocitos Y De Células

Intersticiales. Volumen Pineal (x 10° mm?)

BIENESTAR BIENESTAR ESTRES ESTRES
ANIMAL ANIMAL CON MT INDUCIDO INDUCIDO CON MT
LUZ OSCUR. LUz OSCUR. LUz OSCUR. LUz OSCUR.
s|¢ (M |C |M |JC |M |[C M JC |M JC [M |C |[M |C |M
; 149 | 1489 | 1862 | 1851 | 1503 | 1514 | 1863 | 1849 | 1102 | 1110 | 1301 | 1375 | 1401 | 1407 | 1450 | 1458
Z |5 * * * * * * * * * * * * * * *
+ 28 22 27 25 30 34 37 35 29 21 38 20 16 17 16
26
» | bde | bde | de de bde | bde de de abce | abce | ace ace abcd | abcd | acd acd
®
m
(&)
_|
s|C (M |JC |M |JC |M |C M JC |M JC (M |C |[M |C |M
'(: 150 | 1495 | 1497 | 1508 | 1493 | 1497 | 1507 | 1501 | 1202 | 1210 | 1260 | 1272 | 1351 | 1357 | 1360 | 1358
Z 14 |+ + + + + + + + + + + + + + +
I 39 29 27 25 26 24 27 23 29 22 28 21 28 24 25
27
» | de de de de de de de de ace | ace | ace |ace | acd | acd | acd | acd
9]
m
&)
_|

1S3'9IS

0 a p< 0,05 versus grupo de Bienestar Animal Con Melatonina en los correspondientes ciclos de luz y
oscuridad.

0 b p< 0,05 versus oscuridad en el correspondiente grupo.

0 ¢ p< 0,05 versus grupo de Bienestar Animal en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 d p< 0,05 versus grupo de Estrés Inducido en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 e p< 0,05 versus grupo de Estrés Inducido Con Melatonina en los correspondientes ciclos de luz y
oscuridad.

o Dentro de cada grupo se compard el periodo de luz con el de oscuridad. n =100 en cada
GRUPO
La comparacion entre grupos se realiz6 comparando corteza con corteza y médula con médula.

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros analizados.
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Inmunohistoguimica Cuantitativa De La Presencia De Fibras Nerviosas (VIP
Y NPY) En Area De Referencia.

El patron histomorfométrico cualitativo de la presencia de fibras nerviosas

VIP+y NPY+ (Fig. 84 A,B), en un area de referencia conocida fue el siguiente:

Grupo de Bienestar Animal: presencia normal; moderada.

Grupo de Bienestar Animal con Melatonina: presencia normal; moderada.

Grupo de Estrés Animal: presencia escasa.

Grupo de Estrés Animal con Melatonina: presencia escasa-moderada.

Estas resefias cualitativas se tradujeron en los siguientes datos cuantitativos:
Grupo de Bienestar Animal: 25012 y 25+2 para NPY y VIP, en los ciclos

de luz, respectivamente.
Fig.84 A.- Fibras Nerviosas VIP y NPY durante el dia, en 0.1mm? de pineal.

PERFIL DE FIBRAS NERVIOSAS VIP Y NPY/ 0.1 mm?

B VIP dia B NPY dia

Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina : 257+14 y 23+3 para NPY y

VIP, respectivamente.
Grupo De Estrés Animal: 68+13 y 15+2 para NPY y VIP, respectivamente.
Grupo De Estrés Animal Con Melatonina: 112+13 y 18+2 para NPY y VIP,

respectivamente.



152

neal_Estré jatani jsahel Tovar Garc

En los ciclos de oscuridad, el patrén histomorfométrico cuantitativo de la
presencia de fibras nerviosas VIP y NPY positivas, fue el siguiente:

Grupo _de Bienestar Animal: 275+15 y 35%4 para NPY vy VIP,

respectivamente .

Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina : 282+10 y 334 para NPY y

VIP, respectivamente.
Grupo De Estrés Animal: 88+10 y 21+4 para NPY y VIP, respectivamente.
Grupo De Estrés Animal Con Melatonina: 130+£11 y 2344 para NPY y VIP,

respectivamente.

Fig.84 B.- Fibras Nerviosas VIP y NPY durante la noche, en 0.1mm? pineal.

PERFIL DE FIBRAS NERVIOSAS VIP Y NPY/ 0.1 mm”

p=0.0001

B VIP noche B NPY noche
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Inmunohistoqguimica Cuantitativa De La Presencia De Melatonina.

El patron histomorfométrico de la presencia de MT ( Fig. 85), fue el siguiente:

Grupo de Bienestar Animal: presencia normal; moderada.

Grupo de Bienestar Animal con Melatonina: presencia normal; moderada.

Grupo de Estrés Animal: presencia escasa.

Grupo de Estrés Animal con Melatonina: presencia escasa-moderada.

FIG. 85: PERFIL DE MT/0.1 mm?

B-MT

BIENESTAR

10 20 30 40

] EB-MT MESTRES [

ESTRES

BIENESTAR

EB-MT MESTRES [

La melatonina ocupaba, en un area de 0.1 mm? los siguientes los siguientes
datos cuantitativos, durante el dia y la noche, respectivamente:
Grupo de Bienestar Animal: 22+ 4; 40+ 5

Grupo de Bienestar Animal con Melatonina : 39+6; 55+6.
Grupo de Estrés Animal: 5+3; 25+5 .

Grupo de Estrés Animal con Melatonina: 8+3 .
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Volumen Glandular.

En todos los grupos experimentales, el volumen de las pineales de los
animales sacrificados a las 2:00 h fue significativamente mayor que el de los
ovinos sacrificados a las 14:00 h (F = 8.7, Tuckey test : P < 0.003; F = 9.8,
Tuckey test : P < 0.002; F = 8.5, Tuckey test : P < 0.001; F = 7.7, Tuckey test :
P < 0.002).

El volumen

) 6 3
VOL. PINEAL (x10" mm~) glandular en el
Grupo De

Bienestar Animal

fue

ESTRES

significativamente

mayor que  en

Grupos De Estrés,
BIENESTAR Con Y Sin
Melatonina__ (F =
16.2, Tuckey test : P
Tuckey test : P <
0.002). Entre los
Grupos De Bienestar Animal, Con Y Sin Melatonina, no hubo diferencias

0 2000

significativas; sin embargo, si las hubo entre los Grupos de Estrés con

Melatonina y el de Estrés sin Melatonina, donde el tratamiento del estrés con

la melatonina se tradujo en un aumento significativo en el volumen pineal (F =
7.6 Tuckey test : P < 0.003) (Tabla 7; Fig. 86).
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ANALISIS ULTRAESTRUCTURALES DE LA GLANDULA PINEAL
GRUPO DE BIENESTAR ANIMAL
Los pinealocitos (Fig.87 y 88) evidenciaban nudcleos ovales y/o redondeados,

ULTRAESTRUCTURA PINEAL: GRUPO DE BIENESTAR ANIMAL
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con nucléolos bien desarrollados y con nitido nucleolema. La presencia de
poros en la envoltura nuclear fue abundante. El citocentro estuvo representado
por un complejo de Golgi bien desarrollado, y el diplosoma. Las mitocondrias,
ovales o0 elongadas, mostraban una matriz electrodensa y grandes crestas
tubulares. El reticulo endoplasmico liso y rugoso estuvieron presentes
irregularmente distribuidos por todo el citoplasma destacd la presencia de
abundantes ribosomas. El resto del citoplasma estaba ocupado por aisladas
gotas lipidicas y granulos de glucégeno, y granulos pigmentarios de variado
tamafio, morfologia y electrodensidad. En los procesos pinealociticos, de
disposicion perivascular, a nivel de sus bulbos terminales se advertia la
presencia de vésiculas adielectronicas y electrodensas, numerosos

microtubulos y gap junctions (Fig. 89 y 90).
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Las células intersticiales (Fig. 91), en menor numero que los pinealocitos

ULTRAESTRUCTURA PINEAL: GRUPQ DE BIENESTAR ANIMAL
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y de clara disposicion perivascular, se caracterizaban por poseer un nucleo de
morfologia redondeada; con cromatina finamente granular dispersa en un
nucleoplasma claro; y nucléolo central con un denso nucleololema. En el
citoplasma destacaba una presencia considerable de complejo de Golgi,
reticulo endoplasmico granular y mitocondrias. También observamos lisosomas
con una membrana limitante claramente definida, asi como diplosomas en el
citoplasma perinuclear. Ocasionalmente evidenciavamos granulos pigmentarios
de variada morfologia y electrodensidad. Fue también destacable la
observacion de largos procesos citoplasmaticos, asociados a los procesos
pinealociticos, y con la presencia de numerosos microfilamentos en su interior.
Igualmente se detectaron abundantes uniones comunicantes, tipo gap
junctions, con los bulbos terminales de los procesos pinealociticos (Fig. 92).

En la vascularizacion fue destacable con presencia de capilares tipo no
fenestrado (Fig. 93). La configuracion de los capilares intrapineales estuvo
representada por la presencia de una u dos células endoteliales, con
considerable desarrollo de los organoides del sistema vacuolar citoplasmatico
(SVC) y una membrana basal nitidamente definida.

El espacio intersticial estuvo ocupado por las fibras de colageno (Fig. 93), y
fibras nerviosas amielinicas, intercaladas entre los procesos citoplasmaticos.
Dichas fibras nerviosas exhibian la presencia de vesiculas de variada
morfologia y electrodensidad, y zonas de contacto especifico con los procesos

citoplasmaticos de las células intersticiales (Fig. 94).
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GRUPO DE BIENESTAR ANIMAL CON MELATONINA

Las diferencias en la morfologia ultraestructural de las pineales de este

grupo, respecto al grupo de bienestar animal, fueron muy exiguas,
evidenciando un patrén morfoloégico de gran similitud al referenciado para el
grupo anterior (Fig. 95-98). A través de las descripciones ultraestructurales solo
podemos destacar el mayor desarrollo de los organoides del sistema vacuolar

citoplasmatico, en comparacion al Grupo de Bienestar Animal.

ULTRAESTRUCTURA PINEAL: GRUPO DE BIENESTAR ANIMAL CON MT
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GRUPO DE ESTRES ANIMAL

Los pinealocitos (Fig. 99-102) se caracterizaban por presentar un nucleo

pequeio con
acumulos de
cromatina visibles
dentro de un denso
nucleoplasma. El
nucléolo era visible
ocasionalmente. El
citoplasma de alta

electrodensidad
destacaba por
presentar una
escasa cantidad de
organoides. El
complejo de Golgi

y el reticulo

endoplasmico
fueron particularmente escasos. Las mitocondrias aparecian tumefactas, de
alta electrodensidad y heterogeneidad en cuanto a morfologia y distribucién; los
fendmenos de criptolisis fueron frecuentes. Los liposomas se presentaban en
abundante numero, gran tamafio y alta electrodensidad. La presencia de
cuerpos apoptoésicos fue una constante en el citoplasma de los pinealocitos de
este grupo (Fig. 101), siempre en estrecha relacién de proximidad con las
mitocondrias (Fig. 99). Respecto a los procesos citoplasmaticos cabria resaltar
gue estos aparecian delgados y en escaso numero, presentando unga
moderada cantidad de microtubulos. En los bulbos terminales se evidenciaban
escasas cantidades de uniones comunicantes (gap junctions) y de vesiculas;
incluso fue relativamente frecuente el hallazgo de signo de degeneracién
celular con la presencia de figuras de mielina en dichos bulbos terminales (Fig.
102).
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En relacion a las células intersticiales estas se caracterizaban por presentar
un ndcleo ovoide, con presencia ocasional de nucléolo, y cromatina de aspecto
granular dentro
de un claro

nucleoplasma
(Fig. 103). En su
citoplasma
visualizamos
escasas
cantidades de
reticulo

endoplasmico,

aislados
ribosomas y
complejo de

Golgi. Granulos
de lipofucsinas y

mitocondrias

tumefactas y con
criptolisis, fueron un hallazgo frecuente. Los procesos citoplasmaticos de estas
células, presentaban menor cantidad de microfilamentos; sus bulbos terminales
evidenciaban reducidas cantidades de uniones comunicantes y vesiculas
secretorias (Fig. 104).

Los capilares no fenestrados (Fig. 105) y las fibras nerviosas no mielinizadas
(muy escasas) rellenaban el espacio intersticial intercalandose con los
procesos citoplasméaticos de pinealocitos y células intersticiales. Los capilares
se configuraban por varias células endoteliales, con una moderada cantidad de
organoides citoplasméticos, y una membrana basal tenue y con interrupciones,
gue les separaba del estroma adyacente, muy rico en fibras de coldgeno (Fig.
106).
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GRUPO DE ESTRES ANIMAL CON MELATONINA
Los pinealocitos destacaron por presentar un nicleo habitualmente alargado

con una cromatina densa y uniformemente granular (Fig. 107).Con frecuencia

se observaba la presencia de un nucléolo. Su citoplama resaltaba por ser
electrodenso y con moderado desarrollo de los organoides: pequefios saculos y
cisternas de Golgi; reticulo endoplasmico liso y rugoso de desarrollo y
distribucion irregular; aislados ribosomas, mitocondrias, granulos pigmentarios
y microtubulos; y abundante presencia de liposomas. Los procesos
citoplasmaticos presentaban escasa presencia de microtibulos,de reticulo y de
mitocondrias. Los bulbos terminales, en menor nimero y tamafio que en los

pinealocitos de los Grupos De Bienestar Animal, conservaban su disposicion

perivascular, y la en su interior de vesiculas de variada morfologia y
electrodensidad.
Las células intersticiales (Fig. 108) evidenciaron dos caracteristicas

genéricas enunciadas en los Grupos De Bienestar:

1. Su menor abundancia que los pinealocitos.

2. Su distribucién perivascular.
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El nacleo era de morfologia redondeada, de contorno irregular. Cromatina
laxa, finamente granular e irregularmente distribuida en un nucleoplasma claro.
En ocasiones se visualizaba un nucléolo con un nucleololema denso. El
citoplasma era adielectronico con escasez de organoides: una pequefa
cantidad de poliribosomas libres; aisladas cisternas de reticulo endopldsmico
rugoso; escasas mitocondrias. Ocasionalmente pudieron ser evidenciados
lisosomas, con membrana limitante muy definida; diplosomas en el citoplasma
perinuclear; y granulos pigmentarios de variada morfologia y electrodensidad.
Los procesos citoplasmaticos evidenciaron menor relacion con los procesos

pinealociticos que la argumentada para los Grupos De Binestar Animal, y

menor numero de microfilamentos en su interior.

La vascularizacion aparecia constituida por capilares con una o dos células
endoteliales. La membrana basal capilar era fina y con pequeias
interrupciones. Dichos capilares carecian de poros (no fenestrados); y su
espacio pericapilar, aparecia ocupado por aisladas fibras nerviosas amielinicas
y por escasas prolongaciones de pinealocitos y de células intersticiales (Fig.
109).

El estroma que rodeaba el espacio perivascular se caracterizod por presentar

una considerable cantidad de fibras de colageno (Fig. 110).
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INMUNOMODETECCION ULTRAESTRUCTURAL DE_MARCADORES
ESPECIFICOS DE PINEALOCITOS Y CELULAS INTERSTICIALES.

MARCADORES DE PINEALOCITOS: SYNAPTOPHYSIN (SYNAPT)

En los cuatro grupos experimentales analizados las particulas de inmunooro

coloidal fueron detectadas en células de similares caracteristicas a las
detectadas, ultraestructuralmente, para los pinealocitos.

En_el Grupo De Bienestar Animal el inmunomarcaje fue muy intenso. La

morfologia de las células inmunotefiidas se correspondia con los pinealocitos.
No se detecté inmunoreaccion en los vasos sanguineos.

La intensidad del inmunomarcaje fue sensiblemente mayor en médula que
en corteza. Por otra parte, la inmunotincion en pineales de los animales
sacrificados durante la noche, fue similar a la de los sacrificados durante el dia

INVLNOVIARCAJE DE FINEAL OOTOS GON SYNAPT (Fig. 111y 112).
En el espacio

DA BENESTARANIVAL NOGHE

intercelular, lleno de
procesos pinealociticos,
' también se  detectd
‘% inmunoreaccién positiva.
El Grupo De

Bienestar Animal Con

Melatonina La
morfologia, la
localizacion y la

distribucion, de las
células inmunotefnidas

con la synaptophysin,

cualitativamente fueron

1 l.“' o

similares a las detectadas en el G

ru

p-o De Bienéstar Animal (Fig. 113y 114).
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Al igual que en el Grupo anterior, en médula el numero de células
inmunopositivas fue sensiblemente mayor. También en los ciclos de oscuridad,
la deteccion de células inmunoreactivas a la synaptophysin fue igual que en los
ciclos de luz.

En el Grupo De Estrés Animal el comportamiento de la glandula pineal

frente a la synaptophysin evidencié diferencias tanto cualitativas como
cuantitativas, respecto al Grupo De Bienestar Animal, considerado como

referencia; destacamos:
o Escaso numero de células synaptophysin positivas.
0 Escasa densidad de INVIUNOVIARCA.JE DE PINEALOCITOS CON SYNAPT
inmunomarcaje
(Fig.115).

o Diferencias regionales
en la superficie
glandular en cuanto a
la distribucion de la
inmunotincion; con
menor
inmunopositividad en
corteza que en

médula.

o Al igual que en los

Grupos De Bienestar Animal, Con Y Sin Melatonina, la

inmunoreaccion no varié al considerar el factor dia/noche.

En El Grupo De Estrés Animal Con Melatonina

Se inici6 una recuperacion de los pardmetros de distribucion, localizacion e
intensidad de la inmunoreaccién a la synaptophysin, acercandose a los

referenciados para el Grupo De Bienestar Animal (Fig. 116): menor

intensidad de marcaje en corteza, igualdad de inmunotincion en el dia y la

noche e inmunopositividad en los procesos pinealociticos intersticiales.
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MARCADORES DE_CELULAS INTERSTICIALES: PROTEINA GLIAL
FIBRILAR ACIDA (GFAP)

Las células GFAP inmunooro positivas fueron observadas en las pineales

de los cuatro grupos de edades analizados: Bienestar Animal; Bienestar

Animal Con Melatonina; Estrés Animal; Estrés Animal Con Melatonina.

Dichas células evidenciaron una morfologia similar a la expresada
ultraestructuralmente por las células intersticiales. Se localizaban adyacentes a
los vasos sanguineos; y presentaban un ndcleo ovoide no inmunotefiido, y un
citoplasma inmunomarcado con clara afinidad por los microfilamentos de los
procesos citoplasmaticos. Los pinealocitos adyacentes resultaron
inmunonegativos.

Estas células inmunomarcadas, en todos los grupos experimentales, se
distribuian uniformemente por toda la superficie glandular; con localizacion

perivascular. En ninguno de los cuatro supuestos experimentales se evidencio
INVLNOMVIARCAJE DE C. INTERSTICIALES CONGFAP

diferencias de
inmunomarcaje, al
considerar el factor
dia/noche.

La inmunoreactividad a
la GFAP en el Grupo De
Bienestar __Animal fue
moderada (Fig. 117 y 118);

y de similar intensidad y

localizacidon a la detectada

en el Grupo De Bienestar

Animal Con Melatonina,

donde aparecian cluster de

células GFAP positivas en

la vecindad de los vasos sanguineos (Fig. 119 y 120).
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En el Grupo De Estrés Animal los somas y procesos citoplasmaticos GFAP

positivas, fueron claramente menos numerosos que en los Grupos De

Bienestar Animal (Fig. 121). No se observaron diferencias en la distribucion y

localizacion de células inmunotefiidas con respecto a los grupos previos.
En el Grupo de Estrés Animal con Melatonina la reaccidén positiva a la

GFAP evidencié una gran similitud (Fig. 122), a la referida para el Grupo De
Bienestar Animal:

o0 Células de morfologia estrellada con amplios somas y largos procesos
citoplasmaticos.

o Distribucion por todo el parénquima pineal.

0 Localizacion perivascular.

INVNOVIARCAJE DE C. INTERSTIGIALES CONGFAP

ESTRES ANIVIAL CONMT
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ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL CUANTITATIVO DE LA GLANDULA
PINEAL

ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL CUANTITATIVO DE ORGANOIDES
CITOPLASMATICOS EN PINEALOCITOS.
MITOCONDRIAS

El volumen relativo de las mitocondrias de los pinealocitos del Grupo De

Bienestar Animal fue significativamente mayor que el volumen mitocondrial en
ambos Grupos De Estrés Animal ( F= 13.2, Tuckey test: P< 0.0002 y F=11.3,

Tuckey test: P< 0.0003, respectivamente). Entre los Grupos De Bienestar

Animal, no hubo diferencias significativas en el volumen relativo mitocondrial.

Si las hubo entre los Grupos De Estrés Animal Y Estrés Animal Con

Melatonina ( F= 12.2, Tuckey test: P< 0.004). Dichos volumenes fueron
mayores en los animales sacrificados en el periodo de oscuridad que en el
periodo de luz ( F= 16.2, Tuckey test: P< 0.0001; F= 17.3, Tuckey test: P<
0.0003; F= 15.7  Tuckey  test: P< 00002 vy F= 16.9,

30

i VOLUMEN RELATIVO DE ORGANOIDES EN PINEALOCITOS 123

20 A

10- E‘ m M i‘_‘
0 - : i_[‘ ir_[\ : L
MIT. MIT. REG. GOLGY GOLGY LYS. LYS. LIPIDOS LIPIDOS
LUz OsC. LUZ OSC. LUZ OSC. LUZ 0OsC LUz OsC.

Tuckey test: P< 0.0002, para cada uno de los cuatro grupos experimentales

contemplados, respectivamente) (Tabla 8; Fig.123).
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RETICULO ENDOPLASMICO GRANULAR

El comportamiento del volumen relativo del reticulo endoplasmico granular

fue similar al de las mitocondrias, variando Unicamente los niveles de
significacidn estadistica.

Grupo De Bienestar Animal versus ambos Grupos De Estrés Animal ( F=
15.2, Tuckey test: P< 0.0001 y F= 12.3, Tuckey test: P< 0.0001,

respectivamente). Entre los Grupos De Bienestar Animal, no hubo diferencias

significativas. El_Grupos De Estrés Animal versus el Grupo de Estrés
Animal Con Melatonina ( F= 12.5, Tuckey test: P< 0.005). El periodo de
oscuridad versus el periodo de luz ( F= 17.2, Tuckey test: P< 0.0002; F= 16.3,
Tuckey test: P< 0.0002; F= 15.9 Tuckey test: P< 0.0001 y F= 15.3, Tuckey test:

P< 0.0002, para cada uno de los cuatro grupos experimentales contemplados,

respectivamente). (Tabla 8; Fig.123).
COMPLEJO DE GOLGI.

En lo referente al volumen relativo del complejo de Golgi, encontramos tan

sé6lo variaciones en los niveles de significacidn, respecto a lo referenciado para

el volumen relativo de mitocondrias y de reticulo endoplasmico granular.

30

o

VOLUMEN RELATIVO DE ORGANOIDES EN PINEALOCITOS 123

: Ehi_‘mmm : L
MIT.LUZ  MIT. REG. REG. GOLGY GOLGY LYS.LUZ LYs. LIPIDOS LIPIDOS
OscC. Luz OscC. Luz OsC. 0sC LUz OsC.

Grupo De Bienestar Animal frente ambos Grupos De Estrés Animal ( F=
17.3, Tuckey test: P< 0.0003 y F= 14.9, Tuckey test: P< 0.0003,

respectivamente). Entre los Grupos De Bienestar Animal, no hubo diferencias
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significativas. El Grupos De Estrés Animal frente al Grupo de Estrés Animal
Con Melatonina ( F= 14.4, Tuckey test: P< 0.003). El periodo de oscuridad
frente al periodo de luz ( F= 18.3, Tuckey test: P< 0.0002; F= 17.3, Tuckey test:
P< 0.0001; F= 16.9 Tuckey test: P< 0.0002 y F= 15.9, Tuckey test: P< 0.0002,

para cada uno de los cuatro grupos experimentales contemplados,

respectivamente). (Tabla 8; Fig.123).

LISOSOMAS

Los lisosomas no evidenciaron diferencias significativas en su volumen
relativo. (Tabla 8; Fig.123).

LIPOSOMAS

El volumen relativo de las gotas lipidicas del Grupo De Bienestar Animal

fue significativamente menor que en ambos Grupos De Estrés Animal ( F=
11.3, Tuckey test: P< 0.0001 y F= 11.8, Tuckey test: P< 0.0003,
respectivamente). Entre los Grupos De Bienestar Animal, y entre los Grupos

De Estrés Animal Y Estrés Animal Con Melatonina no hubo diferencias

significativas. Tampoco hubo diferencias significativas al considerar el factor
luz/oscuridad. (Tabla 8; Fig.123).

30%

20 ~

-
BILL

10 A

OsC. Luz OSsC. LUz OSsC. 0osC Luz OsC.

VOLUMEN RELATIVO DE ORGANOIDES EN PINEALOCITOS 123

MIT.LUZ  MIT. REG. REG. GOLGY GOLGY LYS.LUZ LYS. LIPIDOS LIPIDOS

—
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Tabla 8: Volumen Relativo De Organoides Celulares En Pinealocitos

BIENESTAR ANIMAL BIENESTAR CON MT ESTRES ANIMAL ESTRES CON MT

FOTOPERIODOS LARGOS Y CORTOS (LP Y SP)
LUz OsCuU LUz OscCu LUz osC LUz OsCuU

PORCENTAJE DE ORGANOIDES EN CITOPLASMATICOS DE PINEALOCITOS

< M.ITO_CONDR’IA'S 17+4 2244 16+3 2314 5+2 10+3 9+3 15+4
S Signif. Estadistica bde de bde de abce ace abed acd
§ R.E.G. 7+2 10+2 8+3 11+3 2+1 5+2 442 7+2
m | Signif. Estadistica bde de bde de abce abce abcd abcd
A C.GOLGI 8.5+1 11.5+2 8.5+2 11+2 3+l 5+1 5+1.5 7+0.5
| Signif. Estadistica bde de bde de abce ace abcd acd
2 | LISOSOMAS 1.30.3 12402 11202 12403 1.3£0.1 1.4£0.2 1.3£0.1 1.4£0.2
O | Signif. Estadistica
= | LIPOSOMAS 9+2 1042 85+2 | 105+2 | 1943 2242 14+3 1542
Signif. Estadistica de de de de ace ace acd acd

0 ap< 0,05 versus grupo de bienestar animal con melatonina en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.
0 b p< 0,05 versus oscuridad.

0 ¢ p< 0,05 versus grupo de bienestar animal en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 d p< 0,05 versus grupo de estrés inducido en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 e p< 0,05 versus grupo de estrés inducido con melatonina en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.
e dentro de cada grupo se comparé el periodo de luz con el de oscuridad.

La comparacidn entre grupos se realizé comparando el periodo de luz con el de luz, y el de oscuridad con el de
oscuridad.

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros analizados.
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HIBRIDACION IN SITU PARA EL ARN. DE LOS B4
ADRENORECEPTORES EN LOS PINEALOCITOS

LOCALIZACION POR ISH Y CUANTIFICACION DEL ARN,, DE LOS B
ADRENORECEPTORES EN LA MEMBRANA DE LOS PINEALOCITOS.

En los cuatro grupos experimentales analizados, todas las pineales exhibian

sefales de hibridacién positiva para el ARN,, de B;-Adrenoreceptor. Las
sefales de hibridacion se localizaban en la periferia

de los pinealocitos; las células intersticiales adyacentes

resultaron negativas. La cuantificacion de la

expresion del = ARN, Bi:- Adrenoreceptor evidencié
diferencias individuales ( la sefial de hibridacién variaba considerablemente
entre pinealocitos de la misma glandula) y diferencias entre grupos. En los
cuatro grupos experimentales, los ciclos de luz/oscuridad influyeron en la
presencia de sefiales de hibridacion para el ARN, Bi:-Adrenoreceptor. De modo
genérico, para todos los grupos experimentales, durante la noche hubo mayor
sefal de hibridacién que durante el dia.

Las sefales de hibridacion en los cuatro grupos experimentales para el

ARN, B;-Adrenoreceptor se

ISHDE. ARN,, B,-ADRENORECEPTOR EN PINEALOCITOS

BIENESTAR ANIVAL BIENESTAR ANIVAL CONMT

expresaron cualitativamente
| de la siguiente manera:

Grupo de Bienestar

Animal: sefal normal;
" moderada (Fig. 124).

Grupo de Bienestar

Animal con Melatonina:

g sefial normal-moderada
% (Fig. 125).
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Grupo de Estrés Animal: seial muy abundante (Fig. 126).

Grupo de Estrés Animal con Melatonina: sefial abundante (Fig. 127).

La cuantificacion de la expresion deL ARN, Bi-Adrenoreceptor en la

membrana de los pinealocitos, expresada en la Figura 128:

SENAL DE ISH DEL ARN,, DE LOS B,
ADRENORECEPTORES/ 0.1 mm’

p= 0.0001

NOCHE
DIA

BIENESTAR

arrojo los siguientes resultados:

Grupo De Bienestar Animal: 201+13; 220415, para el dia y la noche.

Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina: 196+12; 218+14, para el dia

y la noche.
Grupo De Estrés Animal: 280 £13; 298+11, para el dia y la noche.

Grupo De Estrés Animal Con Melatonina: 228+15. ; 248+13, para el diay

la noche.
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CONFIGURACION ESTRUCTURAL DE LOS NSQ DEL HIPOTALAMO®

CONFIGURACION ESTRUCTURAL DE LOS NSQ DEL HIPOTALAMO

CGLAMNDULA
PINEAL

DUIASMA . CIANGLIO
OPFTICO \ CERVICAIL
“'”“

HIPOFISLS
MEDLULA

NUCLEO EREPIMNAL
HIPOY TALAMICOY
PARAVENTRICLULAR

MUMCLED
SUPRAQUIASMATION

En todos los grupos experimentales analizados, el factor dia/noche no
influy6 en la configuracion estructural de los NSQ del hipotalamo.

En el Grupo De Bienestar Animal el hipotalamo evidencié un epitelio

delimitante (pseudoestratificado y ciliado), correspondiente a la pared del Ili
ventriculo. El parénquima nerviososo mostré6 normalidad en cuanto a namero,
tamafio,morfologia, distribucién y localizacion, tanto en neuronas como en

células de la glia (Fig. 129). El Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina

no mostro diferencias morfolégicas respecto al grupo anterior (Fig. 130).
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El Grupo De Estrés Animal presentaba signos de degeneracion neuronal

con moderada movilizacion de células de glia, y fenbmenos de satelitosis y

neuronofagia (Fig. 131-132).

CONFIGURACION ESTRUCTURAL DEL HIPOTALAMO

ESTRES ANIMAL ESTRES ANIMAL

ESTRES ANIMAL CON MT ESTRES ANIMAL CON MT

El Grupo De Estrés Animal Con Melatonina exhibia tan solo diferencias

cuantitativas respecto al Grupo De Estrés Inducido; de tal modo que la

movilizacion de glia y la satelitosis estuvieron menos presentes, siendo un

hallazgo ocasional la presencia de neuronofagia (Fig. 133-134).
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ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE LOS NSQ DEL HIPOTALAMO®

INMUNOMODETECCION ESTRUCTURAL DE MARCADORES
ESPECIFICOS DE NEUROTROFINAS Y PROTEINAS DE GOLPE DE
CALOR EN LOS NSQ DEL HIPOTALAMO.

FACTOR NEUROTROFICO DERIVADO DEL CEREBRO (BDNF)

En los cuatro grupos experimentales analizados todas los hipotalamos

exhibian inmunoreaccion para el BDNF. La inmunotincién interesaba al
pericarion y prolongaciones neuronales, no afectando al nucleo. Las células de
la glia adyacentes resultaron negativas.

La reaccion inmunohistoquimica en los cuatro grupos experimentales para el

BDNF se expreso cualitativamente de la siguiente manera:

INMUNOHISTOQUIMICA DE BDNF

BIENESTAR ANIMAL BIENESTAR ANIMAL CON MT

Grupo De Bienestar Animal: inmunopositividad moderada (Fig. 135).

Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina: inmunopositividad
aumentada (Fig. 136).




177

Resultados Tesis Doctoral

Grupo De Estrés Animal: inmunopositividad abundante (Fig. 137).

Grupo de Estrés Animal con_ Melatonina: inmunopositividad muy
abundante (Fig. 138).

Los ciclos de luz/oscuridad influyeron en la inmunoreaccion para BDNF; de

tal modo que la inmunotincion de dia fue significativamente mayor que durante
la noche. La cuantificacion de la expresion inmunohistoquimica del BDNF (Fig.
139) en las neuronas hipotalamicas (sobre una superficie de referencia de
0.1mm?) arroj6 los siguientes resultados, para el dia y la noche,
respectivamente:

Grupo De Bienestar Animal: 34 + 3; 43 + 4

Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina: 48 + 42; 59 +5
Grupo De Estrés Animal: 84 +5; 96 + 7
Grupo De Estrés Animal Con Melatonina: 108 + 6; 120 + 8.

FIG. 139: CUANTIFICACION DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA
DEL BDNF EN LAS NEURONAS HIPOTALAMICAS

IHQDE BDNF EN HIPOTALAMO! O.1 mnt
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PROTEINA DE GOLPE DE CALOR HSP 90

En los cuatro grupos experimentales analizados todas los hipotalamos

exhibian inmunoreaccion para la HSP 90. La inmunotincién interesaba al
pericarion y prolongaciones neuronales, no afectando al nucleo. Las células de

la glia adyacentes resultaron negativas.

INMUNOHISTOQUIMICA DE HSP 90

BIENESTAR ANIMAL BIENESTAR ANIMAL CON MT

La inmunopositividad en los cuatro grupos experimentales para el HSP 90
se expreso cualitativamente de la siguiente manera:

Grupo De Bienestar Animal: inmunoreaccion moderada (Fig. 140).

Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina: inmunoreaccion

aumentada (Fig. 141).
Grupo De Estrés Animal: inmunoreaccion abundante (Fig. 142).

Grupo De Estrés Animal Con_Melatonina: inmunoreaccion muy
abundante (Fig. 143).

En todos los grupos experimentales analizados, la inmunoreaccion fue

mayor durante la noche que durante el dia.
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La cuantificacion de la reaccion inmunohistoquimica de la HSP 90 (Fig. 144)
en las neuronas hipotaldamicas (sobre una superficie de referencia de 0.1mm?)
provoco los siguientes resultados, para el dia y la noche, respectivamente:

Grupo De Bienestar Animal: 13 £ 3; 24 + 4.

Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina: 25 + 5; 24 + 4.
Grupo De Estrés Animal: 56 + 5; 24 + 4.

Grupo De Estrés Animal Con Melatonina: 78 £ 6; 24 + 4.

FIG 144: CUANTIFICACION DE LA REACCION INMUNOHISTOQUIMICA
DE LA HSP 90 EN NEURONAS HIPOTALAMICAS.

IHQ DE HSP 90 EN HIPOTAL AMKCY O.1 mnt
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INMUNOHISTOQUIMICA PARA LOS MT;, EN LOS NUCLEOS
SUPRAQUIASMATICOS DEL HIPOTALAMO °©

DETERMINACION INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS RECEPTORES DE
MELATONIA  (MT, EN LAS NEURONAS DE NUCLEOS
SUPRAQUIASMATICOS DEL HIPOTALAMO.

Las neuronas de los NSQ exhibian sefiales de inmunoreaccion para los
receptores de melatonina (MT;) en los cuatro grupos experimentales
analizados. La inmunotincién interesaba fundamentalmente al pericarium
neuronal y de una manera mas manifiesta en la periferia de las neuronas. Las
células de la glia adyacentes no evidenciaron inmunopositividad.

Las reaccion inmunohistoquimica en los cuatro grupos experimentales para
los receptores de melatonina (MT,) se expreso cualitativamente de la siguiente

manera: Grupo de Bienestar Animal:
Mmm inmunotincioén normal;

BIENESTAR ANIVAL BIENESTAR ANIMAL CONMT moderada (Fig. 145).

Grupo de Bienestar

Animal con Melatonina:

inmunotinciéon normal-
moderada (Fig. 146).
Grupo de Estrés Animal:

inmunotincion escasa (Fig.
147).

Grupo de Estrés Animal

con Melatonina:

inmunotincién escasa-
moderada (Fig. 148).

Para todos los grupos experimentales, la reaccion inmunohistoquimica para

los receptores MT,, fue mayor durante la noche que durante el dia.
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En la Figura 149 se expresa la cuantificacion de la expresion
inmunohistoquimica para MT; de las neuronas de los NSQ (sobre una
superficie de referencia de 0.1mm?) .Dicha configuracién arrojo los siguientes
resultados:

Grupo De Bienestar Animal: 105 * 14; 124 + 6.

Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina: 107£112; 127 + 14.

Grupo De Estrés Animal: 33 16; 48 £ 7.

Grupo De Estrés Animal Con Melatonina: 47+7; 65 + 6.

FIGURA 149: CUANTIFICACION DE LA EXPRESION
INMUNOHISTOQUIMICA PARA MT; DE LAS NEURONAS DE LOS NSQ

IHQ DE MT, EN NEURONAS DE NSQ/0.1 mm?

140 p= 0.0 EDIA
120 p=0.0 [ |
100
80 p=0.0001
60 p=0.0001 p=0.0002

p= 0.0002

BIENESTAR - ESTRES
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DETERMINACION POR RADIO-INMUNOENSAYO DE LAS

CONCENTRACIONES SERICAS DE CORTICOSTERONA.

Las concentraciones séricas de corticosterona en los distintos grupos
experimentales aparecen reflejadas en la tabla 9.

Las concentraciones en el Grupo De Bienestar Animal fueron

significativamente menores que las concentraciones en ambos Grupos De
Estrés Animal ( F= 17.3, Tuckey test: P< 0.0003 y F= 13.3, Tuckey test: P<
0.0001, respectivamente). Entre los Grupos De Bienestar Animal, no hubo

diferencias significativas en las concentraciones séricas de costicosterona. Si

las hubo entre los Grupos De Estrés Animal Y Estrés Animal Con

Melatonina ( F= 9.3, Tuckey test: P< 0.005). Dichas concentraciones fueron
menores en los animales sacrificados en el periodo de oscuridad que en el
periodo de luz ( F= 17.3, Tuckey test: P< 0.0002; F= 18.4, Tuckey test: P<
0.0001; F=16.6 Tuckey test: P< 0.0001 y F=17.1, Tuckey test: P< 0.0002, para
cada uno de los cuatro grupos experimentales contemplados, respectivamente)
(Tabla 9; Fig.150).
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Tabla 9: Resultados De Las Concentraciones Séricas De Corticosterona
Y Analisis De Datos Obtenidos

BIENESTAR BIENESTAR ESTRES ESTRES
CONDICIONES

DE MANEJO ANIMAL ANIMAL INDUCIDO INDUCIDO

EXPERIMENTAI CON CON
MELATONINA MELATONINA

26:+30 3050 636 ace
36:+4 e 4243 e 756 abce 62:+5 abed

NORMAL NORMAL MUY AUMENTADO AUMENTADO

++

Niveles séricos

. 144 acd
Corticosterona S

ng/ml

Niveles

relativos " it o

0 ap< 0,05 versus grupo de bienestar animal con melatonina en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 b p< 0,05 versus oscuridad.
0 ¢ p< 0,05 versus grupo de bienestar animal en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.
0 d p< 0,05 versus grupo de estrés inducido en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

e p< 0,05 versus grupo de estrés inducido con melatonina en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para todos y cada uno de los parametros analizados mediante RIA.



184

FIGURA 150: NIVELES SERICOS
DE CORTICOSTERONA

oscuridac

BIENESTAR B-MT ESTRES
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DETERMINACION POR RIA DE LAS CONCENTRACIONES
DE MELATONINA®

DETERMINACION POR RADIO-INMUNOENSAYO DE LAS
CONCENTRACIONES SERICAS DE MELATONINA.
Las concentraciones plasmaticas de melatonina en los distintos grupos

experimentales aparecen reflejadas en la tabla 10 y la figura 150-1.

NIVELES PLASMATICOS DE MELATONINA

6:00 10:00 14:00 18:00 22:00 2:00 6:00
Horas

Dentro de cada uno de los cuatro grupos experimentales analizados, las
concentraciones plasmaticas de melatonina variaron significativamente en
todas las horas analizadas, con la excepcion de las 6:00 y las 18:00 (Tabla 9;
Fig. 151).

En todas las horas analizadas*Las concentraciones en el Grupo De

Bienestar Animal fueron significativamente diferentes a las concentraciones

en el Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina (F= 13.7, Tuckey test: P<
0.0002; F= 12.9, Tuckey test: P< 0.0004, para las 14 y 02 horas,

* Se expresa el nivel de significacion de las 14 y las 02 horas, mitad de los periodos de luz y oscuridad
respectivamente.
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respectivamente); y también diferentes a las de ambos Grupos De Estrés
Animal (F= 15.8, Tuckey test: P< 0.0002; F= 15.4, Tuckey test: P< 0.0002; F=
13.3, Tuckey test: P< 0.0001; F= 13.7, Tuckey test: P< 0.0002, para las 14 y 02

horas, respectivamente. El analisis de varianza mostré una disminucién

significativa de las concentraciones de melatonina en el Grupos De Estrés

Animal frente al de Estrés Animal Con Melatonina ( F= 11.9, Tuckey test: P<
0.004; F= 12.2, Tuckey test: P< 0.003, para las 14 y las 02 horas,

respectivamente).

Por otro lado para todos, los grupos analizados, la media de las
concentraciones plasmaticas de melatonina fue descendiendo desde las 06:00
hasta las 14:00 horas, para a partir de las 18:00 comenzar a aumentar,
incremento que continuaria hasta las 02:00horas, momento en que comenzaria
a disminuir (Tabla 10; Fig.151).

Tabla 10: Resultados De Las Concentraciones Plasmaticas De

Melatonina (pg/ml) Y Analisis De Datos Obtenidos
HORAS 06:00 10:00 14:00 18:00 22:00 02:00 06:00
BIENESTAR 876 75+ 6 57+4 82+8 119+12 216+ 15 93+10

Sig. Estad. cde acde acde bcde acde acde cde
BIENESTAR

CON MT 108+11 96+8 7747 104+10 141+12 238+14 11311
Sig. Estad. e abde abde bde abde abde bde

ESTRES 52+4 43+ 6 20+3 46+ 6 76 +8 164+ 10 575

Sig. Estad. bce abce abce bce abce abce bce
ESTRES

CON MT 67 £5 58 + 4 35+3 61+6 91+8 17914 7210
Sig- Estad. bed abcd abcd bed abcd abcd bed

a p< 0,05 versus 06:00 en los grupos correspondientes.
b p< 0,05 versus Grupos de Bienestar en las correspondientes horas.

d p< 0,05 versus Grupo De Estrés inducido en las correspondientes horas.

o]
o
0 ¢ p<0,05versus Grupo De Bienestar Animal Con MT en las correspondientes horas.
o]
o]

e p< 0,05 versus Grupo De Estrés Inducido Con Melatonina en las correspondientes horas.
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DETERMINACION POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO
RENDIMIENTO DE LOS CONTENIDOS DE MELATONINA EN GLANDULA
PINEAL

Las concentraciones de melatonina en la glandula pineal” de los distintos

grupos experimentales aparecen reflejadas en la tabla 11 y la figura 152.

[MELATONINA] EN GLANDULA PINEAL

ng/mg
6o deprot.

BIENESTAR BIENES-MT EBESTRES BESTRES-MT

CONDICIONES DE MANEJO

152

El contenido en melatonina de la pineal incrementd significativamente
durante la noche en todos los grupos experimentales (F= 8.7, Tuckey test: P<
0.0002; F= 9.4, Tuckey test: P< 0.0003; F= 7.2, Tuckey test: P< 0.0001; yF=
8.3, Tuckey test: P< 0.0002, para los cuatro grupos analizados,
respectivamente) (Tabla 11, Fig. 152).

“ Se expresaron en relacion a los mg de proteina de la pineal determinados por el método de Lowry.
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Las concentraciones de melatonina en las pineales del Grupo De Bienestar

Animal, tanto en el dia como en la noche, fueron significativamente diferentes

a las del Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina, (F= 15.7, Tuckey test:

P< 0.0001; F= 16.3, Tuckey test: P< 0.0002); y a las de ambos Grupos De
Estrés Animal ( F= 23.5, Tuckey test: P< 0.0003, F= 22.7, Tuckey test: P<
0.0002 ; y F= 19.8, Tuckey test: P< 0.0004, F= 18.7, Tuckey test: P< 0.0001,

respectivamente, para el dia y la noche). El analisis de varianza, mostré una

disminucién significativa, tanto a las 14 como a las 02 horas, de las

concentraciones en pineal de melatonina en el Grupos De Estrés Animal,

frente al de Estrés Animal Con Melatonina ( F= 11.9, Tuckey test: P< 0.004;
F=13.7, Tuckey test: P< 0.003) (Tabla 11, Fig. 152).

Tabla 11: Resultados De Las Concentraciones De Melatonina (ng/mg de

proteina) En Glandula Pineal Y Analisis De Datos Obtenidos.

BIENESTAR BIENESTAR ESTRES ESTRES
CONDICIONES

DEMANEIO ANIMAL ANIMAL INDUCIDO INDUCIDO
EXPERIMENTAI CON CON

MELATONINA MELATONINA

28+4ad 42+@ede 17+3ace
20+3abd 3145 bede 1142 abee 1844 abd

0 ap< 0,05 versus Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina en los correspondientes ciclos L/D.

[MELATONINA]
EN LA PINEAL
(ng/mg de prot.)

294 ad

0 b p< 0,05 versus oscuridad.

0 ¢ p< 0,05 versus Grupo De Bienestar Animal en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 d p< 0,05 versus Grupo De Estrés Inducido en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

0 e p< 0,05 versus Grupo De Estrés Inducido Con Melatonina en los correspondientes ciclos L/D.

* No se tendra en cuenta el factor fotoperiodo, ya que no se encontraron diferencias significativas, al
considerar dicho factor, para las concentraciones de MT en glandula pineal.
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A ———————————
DETERMINACION POR NEFELOMETRIA OPTICA DE LOS NIVELES DE

INMUNOGLOBULINAS
Los niveles séricos de inmunoglobulinas se reflejan en la tabla 12 y la figura
153.

mg/dl
3000 ¢ g

2500 m BIENESTAR

EmBIENES-MT
2000 1 BESTRES

1500 « EESTRES-MT

1000 <

500 <

il Bl

IgG IgG IigM igM IgA ig A
(LUZ) (OSC) (LUZ) (OSC) (LUZ) (OsSC)

Fig. 153: Niveles de Inmunoglobulinas (mg/d)

No hubo diferencias significativas en los niveles séricos de IgG, IgM e IgA al
considerar el factor luz/oscuridad, en todos los grupos experimentales.
Las concentraciones séricas de de IgG, IgM e IgA, en el_Grupo De

Bienestar Animal no evidenciaron diferencias significativas respecto a las del

Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina,

Como expresan los factoriales del ANOVA Las concentraciones de

Inmunoglobulinas en el suero de los animales del Grupo De Bienestar Animal
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fueron significativamente diferentes a las de ambos Grupos De Estrés Animal
(F= 23.7, Tuckey test: P< 0.0001; y F= 18.9, Tuckey test: P< 0.0003,

respectivamente). El analisis de varianza, mostré una disminucién significativa

de las concentraciones séricas de inmunoglobulinas en el Grupos De Estrés

Animal, frente al de Estrés Animal Con Melatonina ( F= 13.5, Tuckey test: P<

0.003); y frente a las concentraciones pineales de melatonina en ambos
Grupos De Bienestar Animal (F= 23.7, Tuckey test: P< 0.0001; F= 22.8,
Tuckey test: P< 0.0001) (Tabla 12, Fig. 153).

Tabla 12: Resultados De Las Concentraciones Séricas De

Inmunoglobulinas (mgq/dl).

BIENESTAR BIENESTAR ESTRES ESTRES
ANIMAL ANIMAL INDUCIDO INDUCIDO

CON CON
MELATONINA MELATONINA

e _Joson Jur Jooour Jaz Tosoe [z

2460+250 @ 2500+200 | 2689+300 W 2712+256 M 1212+310 § 1514+225 § 1750+198

de . .

206+10 215+12 252+13 261+15 98+12 102+14 175+11
. de . ace ace acde

466 5547 616 28+4 29+3 3745

. . . ace ace acde

a p< 0,05 versus Grupo De Bienestar Animal Con Melatonina en los correspondientes ciclos L/D.

IgG 1790230

de ace ace acde acde

183+14

acde

acde

o N o
@D a1 @D
I+
(&3] |

b p< 0,05 versus oscuridad.

¢ p< 0,05 versus Grupo De Bienestar Animal en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

d p< 0,05 versus Grupo De Estrés Inducido en los correspondientes ciclos de luz y oscuridad.

© O O O O

e p< 0,05 versus Grupo De Estrés Inducido Con Melatonina en los correspondientes ciclos L/D.
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ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

RELACIONES ANATOMICAS
No hubo diferencias en cuanto a configuracion anatémica y topografia, en

las pineales de los cuatro grupos experimentales contemplados. De acuerdo a
las descripciones de ANDERSON (1965), y posteriormente reflejadas por
nuestro grupo (FRANCO Y COL., 1997; REDONDO Y COL., 1996 a, b; 2001 a,
b, c; 2003 a, b; REGODON Y COL., 1998 a, b; 2001) la pineal de la oveja
permanecia unida al diencéfalo por un corto tallo, y se situaba entre las
comisuras habenular y posterior.

De acuerdo a la clasificacion de VOLLRATH (1979; 1981) la glandula pineal
ovina podria clasificarse Tipo proximal (Tipo A): “gran parte del tejido proximal
se sitla en estrecha relacion con el tercer ventriculo”.

PESO GLANDULAR

Las glandulas méas pesadas fueron las del grupo de bienestar animal con

melatonina, con diferencias significativas respecto al resto de grupos. Del
mismo modo, las pineales menos pesadas (grupo de estrés animal) mostraron
diferencias significativas respecto al resto de grupos.

Variaciones en el peso de las pineales han sido descritas en rata (WALKER
Y COL., 1978), entre los 45 y los 180 dias de vida postnatal; y en ovinos en
edades fértil-puberales (REDONDO Y COL., 2003 a,b). Las pineales de mayor
y menor peso, fueron también las que evidenciaron concentraciones maximas y
minimas de melatonina. En ovinos, este hecho fue referenciado con
anterioridad por COON Y COL., 1999; y por REDONDO Y COL., 2003 a,b.

LONGITUD GLANDULAR

Al igual que ocurria con el peso, las pineales de mayor y menor longitud

fueron las del grupo de bienestar animal con melatonina y las del grupo de

estrés animal, respectivamente. No hemos encontrado datos referenciales a la
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longitud en pineales de ovinos sometidos a estrés. Todo lo referenciado se
relaciona con la edad. Asi en rata, WALLACE Y COL. 1969 y CALVO Y
BOYA, 1984, reportaron incrementos de longitud entorno a los 60 y 180 dias
de vida postnatal, respectivamente. En ovinos, REDONDO Y COL., 2003 a,b.
referenciaban incrementos en la longitud pineal durante el desarrollo postnatal,
que se iniciaban en edad prepuberal (1-6 meses); que se continuaban en la
edad fértil puberal (24 meses); y que a partir de los 30 meses evidenciaban un
estancamiento de dicho crecimiento.

PIGMENTACION GLANDULAR

La apariencia macroscépica de glandulas pigmentadas fue del 33%, en el

grupo de bienestar animal y en las del grupo de estrés animal con melatonina,
y de 16% en las de los grupo de bienestar animal con melatonina y las del
grupo de estrés animal. Los Unicos datos relativos al tema son los de
REGODON Y COL., 1998 a; REDONDO Y COL., 2003 a,b, quienes reflejaban
una disminucion de la pigmentacion pineal de ovinos en relacion directa con el
desarrollo de la vida prenatal y postnatal.

ESTRUCTURA Y ULTRAESTRUCTURA GLANDULAR

En los cuatro supuestos experimentales contemplados la citologia glandular

estuvo integrada por pinealocitos, células intersticiales y células que contenian
granulos pigmentarios. Esta citologia coincidia con lo reportado por REDONDO
Y COL., 2003 a, b, para el desarrollo postnatal de la pineal ovina.

Los pinealocitos en los grupos de bienestar animal con y sin melatonina, se
evidenciaron, en cantidades, morfologia y distribucion, de forma similar a lo
reportado en estudios de la glandula pineal ovina (REGODON Y COL., 2001;
REDONDO Y COL., 2003 a,b). En el grupo de estrés animal se produjo una
reduccién de la densidad celular. No hemos encontrado datos referenciales en
situaciones de estrés en ovinos; sin embargo, hemos de apuntar que, el estrés
por inmovilizacion fisica en ratas (GONZALEZ Y ALVAREZ-URIA, 1981); por
exposiciones al frio en hamster (BUCANA Y COL., 1973); por exposiciones al
calor en ratas (ALVAREZ-URIA Y GONZALEZ, 1981); y por cambios en la
alimentacion en Microtus montanus (NEGUS Y BERGER, 1971), producia
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modificaciones en la expansion numérica de pinealocitos. En el grupo de estrés
animal con melatonina se evidenciaba un intento de aproximacion a la
normalidad de de la glandula, con un incremento en el nimero de pinealocitos.

Las diferencias ultraestructurales evidenciadas en todos los grupos
experimentales en los pinealocitos son probablemente, el resultado de
diferentes estados funcionales del mismo tipo celular (COZZIl, 1986;
REDONDO Y COL., 2003 a, b). En todos los grupos experimentales, aunque
de manera mas reducida en el grupo de estrés, hemos encontrado un tropismo
vascular de los procesos citoplasmaticos de los pinealocitos. Esta afinidad,
previamente sefialada por GARCIA-MAURINO Y BOYA, 1992 a,b; REDONDO
Y COL, 1996; 2003a,b; REGODON Y COL. 1998 a, unida a la presencia de
vesiculas secretorias en los bulbos terminales (GARCIA-MAURINO Y BOYA,
1992 a,b; BOYA Y COL., 1995; REDONDO Y COL. 2003 a,b) y de uniones
comunicantes tipo gap junctions (CIECIURA'Y KRAKOWSKI,1991; GARCIA-
MAURINO Y BOYA, 1992 a,b; REDONDO Y COL, 1996; 2003a,b), apoyaban
la capacidad secretora de los pinealocitos. Sin embargo hemos de considerar
que la ultraestructura de las células pinealociticas, siempre estuvo
condicionada por las condiciones de bienestar o estrés animal. MILIN, 1998, al
analizar la ultraestructura de la pineal de gerbil, en situaciones de estrés (por
inmovilizacién) encontrd que la glandula incrementaba la actividad funcional de
los pinealocitos, con mayor presencia de fibras nerviosas y la formacion de
nuevas concreciones.

En todos los grupos experimentales, la ultraestuctura de los pinealocitos de
oveja, sufri6 modificaciones relacionadas con los cambios de luz-oscuridad;
con variaciones mas prominentes en el periodo de oscuridad. Este hecho fue
detallado anteriormente en cerdo, por LEWCZUK Y PRZYBYSKA-
GORNOWICZ, 2000, y en oveja por REDONDO Y COL., 2003 a, b.

En relacion a los organoides citoplasmaticos de pinealocitos, las
mitocondrias, el reticulo endoplasmico granular y el complejo de Golgi,
alcanzaron sus valores minimos de volumen relativo, en el grupo de estrés;

igualmente, el volumen relativo, fue mayor durante la noche que durante el dia
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para todos los grupos experimentales, lo que redundaria en una hipotética
actividad sintética aumentada durante la noche. LAN Y COL., 2001, analizando
la influencia de la privacion del suefio en la ultraestructura de los pinealocitos
de rata, y el efecto modulador de la administracién de melatonina, encontraron:
dilatacion de las cisternas del REG y del Complejo de Golgi, dilataciéon de
mitocondrias. Todas estas modificaciones ultraestructurales son signos
morfologicos de incrementos de la actividad de sintesis en pinealocitos. La
inyeccion de melatonina, tras la privacion del suefio, reducia los signos de
degeneracion celular. Estos datos coinciden con lo reportado en cerdos y en
oveja (LEWCZUK Y PRZYBYSKA-GORNOWICZ, 2000; REDONDO Y COL.,
2003 a,b); sin embargo, son contradictorios con lo reportado por LEWCZUK'Y
COL. 1996, quienes detectaron que el volumen relativo de mitocondrias en
pinealocitos de cerdos —sometidos a fotoperiodos naturales- era mayor durante
el dia que durante la noche.

En ninguno de los supuestos experimentales contemplados, se observaron
diferencias significativas en el volumen relativo de lisosomas.

Las gotas lipidicas no evidenciaron diferencias en relacion a los ciclos de
luz/oscuridad; estas informaciones son contradictorias a lo reportado en cerdo,
por LEWCZUK Y PRZYBYSKA-GORNOWICZ, 2000, y en oveja por
REDONDO Y COL., 2003 a, b. El mayor volumen relativo de las gotas lipidicas
se detectd en el grupo de estrés; si bien, el tratamiento con melatonina redujo
dicho volumen relativo. No hemos encontrado referencias a dichas
fluctuaciones en situaciones de estrés. Estas variaciones en los liposomas
podrian asociarse con, cambios en la actividad metabdlica de estas células
(KARASEK Y REITER, 1992; AARSETH Y STOKKAN, 2003); o con
variaciones estaciénales -mas abundantes en invierno que en verano-
(AARSETH Y STOKKAN, 2003).

Las células intersticiales evidenciaron el patron morfoldégico de expansion
numeérica referenciado para los pinealocitos: presencia normal en los grupos de
bienestar animal con y sin melatonina, y presencia muy reducida y reducida en

los grupos de estrés animal sin melatonina y con melatonina. En todos los
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grupos experimentales estudiados, su localizacion perivascular y su naturaleza
glial-astrocitaria, coincidia con lo previamente reportado en pineal ovina
(FRANCO Y COL., 1997; REGODON Y COL., 1998 b; 2001; REDONDO Y
COL., 96b; 2001a, c; 2003a, b). En ambos grupos de bienestar animal, estas
células mostraron, al igual que los pinealocitos, signos de actividad funcional,
con alto nimero de uniones comunicantes entre ellas y con los pinealocitos.
Estas uniones tipo gap junctions, podrian jugar un importante papel como
barreras controladoras de la circulacion de fluidos en el parénquima pineal
(CIECIURA Y KRAKOWSKI,1991). En todos los grupos experimentales,
aunque de manera mas reducida en el grupo de estrés, se pusieron de
manifiesto la existencia de contactos especificos entre las células intersticiales
y las fibras nerviosas. No se sabe con certeza el significado funcional de esta
relacion; se especula que las fibras nerviosas pudieran intervenir en el
desarrollo de dichas células, de hecho, la ausencia de inervacion hace que
estas células no se desarrollen (CALVO Y BOYA, 1983).

La presencia de pineales pigmentadas (pigmento melanico) no guardo
ningin patron diferencial significativo entre los diferentes grupos
experimentales contemplados. Las células que contenian pigmento melanico
eran los pinealocitos y las células intersticiales, en correspondencia a lo
reportado por (REGODON Y COL., 1998a) en el desarrollo postnatal de la
pineal ovina.

La organizacion del parénquima glandular en corteza y médula, pudo ser
observada en todos los grupos experimentales, aunque con los valores de
densidad numérica diferentes. Esta estructuracién pineal, cortical y glandular,
coincide plenamente con lo apuntado por (REGODON Y COL., 2001;
REDONDO Y COL., 2003 a, b,). La organizacién de la arquitectura glandular,
con formaciéon de pseudolobulos que contenian glomérulos; asi como la
presencia de rosetas (mecanismos de crecimiento celular), se visualizé en los
grupos de bienestar animal con y sin melatonina, y de estrés animal con
melatonina, coincidiendo con lo resefiado en el desarrollo prenatal y postnatal
de la pineal ovina (FRANCO Y COL., 1997; REGODON Y COL., 2001;
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REDONDO Y COL., 2001a, b, c; 2003 a, b,). En el grupo de estrés animal se
observé una desorganizacion de la arquitectura glandular, sin ningin patrén
morfologico de distribucion celular.

La vascularizacion los grupos de estrés animal con y sin melatonina, fue
menor que en ambos grupos de bienestar animal ; aunque en el grupo de
estrés animal, la reduccion fue mayor. En todos los grupos experimentales, y
en coincidencia con lo previamente descrito en la glandula pineal ovina, la
vascularizacion estuvo representada por capilares de tipo no fenestrado
(FRANCO Y COL., 1997; REGODON Y COL., 1998a, b; 2001; REDONDO Y
COL., 1996 a; 2003 a, b,).

El estroma capsular, trabecular, pseudolobular e intersticial, constituido por
fibras de colageno vy reticulina, en los grupos de bienestar animal con y sin
melatonina, y de estrés animal con melatonina, exhibi6é idénticos patrones de
presencia y distribucion que lo referido en pineal de oveja (REDONDO Y COL.,
2003 a, b,). En el grupo de estrés animal, varidé cuantitativamente, con mayor
presencia de fibras de colageno y reticulina en todos sus componentes. En
este mismo grupo, la inervacion y el calcio, también variaron respecto a los
grupos de bienestar animal con y sin melatonina, con una menor presencia de
fibras nerviosas; y una mayor presencia de calcio acompafada de areas
necroticas.

INMUNOHISTOQUIMICA

La reaccién inmunocitoquimicas de las células SYNAP-, NNE-, y NSE-

positivas, en todos los grupos experimentales contemplados, nos reveld la
coincidencia, de dichas células, con las caracteristicas morfolégicas de los
pinealocitos, en franca coincidencia con lo resefiado por SATO Y COL., 1994,
en terneros; HIRA'Y COL., 1998, en ratas; y por REGODON Y COL., 2001 y
REDONDO Y COL., 2001b; 2003 a, b, en ovinos.

En todos los grupos experimentales, la afinidad de los pinealocitos para el
inmunomarcaje con SYNAP y NNE, fue mayor que para la NSE. Hallazgos
similares han sido revelados en el desarrollo prenatal y postnatal de la glandula
pineal ovina (REDONDO Y COL., 2001b; 2003 a,b). Igualmente fue una
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constante en todos los grupos, la mayor presencia de células inmunomarcadas
en médula que en corteza. Pocos datos comparativos existen, tan solo resaltar,
la zonificacién glandular referencia por SAKAI Y COL., 1996, en ratas; por
REDONDO Y COL., 2001b; 2003 a,b en ovinos. En contraste con estas
observaciones, SATO Y COL., 1994, en terneros, detectaron un mayor nimero
de células SYNAP positivas y NNE positivas, en corteza que en médula; de lo
que se deduce, que no hay consenso a la hora de considerar corteza y médula
como dos areas funcionalmente distintas.

El tratamiento con melatonina no provocé diferencias en la densidad
numérica de pinealocitos inmunotefiidos, entre los grupos de bienestar animal
con y sin melatonina. En el grupo de estrés animal, para todos los
inmunomarcadores, destaco el reducido niumero de células inmunopositivas, y
la escasa intensidad de inmunotincién. Sin embargo, aqui si se produjo
influencia del tratamiento con melatonina, ya que, en el grupo de estrés animal
con melatonina, se inicio una recuperacion de los parametros de localizacion e
intensidad de la inmunoreaccion, para todos los inmunomarcadores,
acercandose a los parametros referenciados para los grupos de bienestar
animal con y sin melatonina.

El volumen de los pinealocitos fue similar en ambos grupos de bienestar
animal. El tratamiento con melatonina en los grupos de estrés, provocd un
incremento significativo de dicho volumen. En todos los grupos experimentales
el criterio de zonificacién glandular, no modificé el volumen pinealocitico. Todo
lo contrario ocurrié cuando consideramos el factor dia/noche, con mayores
volimenes durante la noche; hecho ya evidenciado en pineal de oveja
(REDONDO Y COL., 2003 a).

En todos los grupos experimentales la reaccion histoquimica positiva para la
PTAH y la inmunotincion para la GFAP y VIM, se produjo en células de
caracteristicas morfologicas de las células intersticiales. Genéricamente, la
poblacién de células intersticiales era una combinacion de células de
naturaleza glial-astrocitaria en varios estadios de madurez, como previamente
reportaron LOPEZ-MUNOZ, 1992a,b, en rata y FRANCO Y COL., 1997;
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REDONDO Y COL., 1996b;2001a,c; 2003 a,b, en oveja. Los patrones
morfologicos aludidos para pinealocitos referidos a la distribucién, mayor en
médula que en corteza, se seguian evidenciando en todos y cada uno de los
grupos experimentales. Ademas, también se comprob6 como el tratamiento
con melatonina, en el grupo de estrés animal, era un indicador de la
recuperacion de los parametros de normalidad presentes en ambos grupo de
bienestar animal. De cualquier modo, con mayor o menor presencia y/o
intensidad de inmunoreaccion, en todos los grupos experimentales, las células
GFAP y VIM positivas se localizaban cerca de los vasos sanguineos. Esta
localizacion perivascular (BOYA 'Y CALVO, 1993; BORREGON Y COL., 1993)
podria representar el indicio de una hipotética actividad funcional en relacion al
intercambio de sustancias entre el parénquima pineal y las estructuras
vasculares (ZANG Y COL., 1985; FRANCO Y COL., 1997; REDONDO Y COL.,
1996b; 2001a,c; 2003a,b,).El volumen de las células intersticiales siguio el
patron referenciado para los pinealocitos; sin embargo el factor dia/noche no
influyo.

La presencia de fibras nerviosas VIP positivas, pudo ser demostrada en las
pineales ovinas de todos los grupos experimentales. No hubo diferencias en
cuanto a su localizacion, siendo visualizadas penetrando y abandonando la
capsula glandular; entre los pinealocitos y células intersticiales y en el
conectivo septal e intersticial, con clara disposicion perivascular. Se localizaban
fundamentalmente en las zonas periféricas de la glandula’; en la pineal
profunda no se visualizaron, en convergencia con lo reportado por
(MIKKELSEN Y COL., 1994). La presencia de fibras VIP positivas ha sido
significada en diversas especies de mamiferos: raton (MIKKELSEN Y COL.,
1994); gerbo (SHIOTANI Y COL., 1986); conejo (UDMAN Y COL., 1980); gato
(MOLLER Y COL., 1981); perro (UEMURA Y COL., 1987); cerdo (UDMAN Y
COL., 1980) y oveja (REGODON Y COL., 2003; REDONDO Y COL. 2003b).

Coincidiendo con la mayoria de los autores consultados, las fibras VIP

positivas fueron poco numerosas en las pineales de los distintos grupos

' Procedencia del ganglio parasimpatico terigopalatino (MOLLER Y COL., 1992).
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experimentales. El tratamiento con melatonina, no influyé en la presencia de
dichas fibras nerviosas en los grupos de bienestar animal; sin embargo, en los
grupos de estrés, dicho tratamiento fue determinante, con una presencia de
fibras VIP mas abundante en el grupo de estrés y melatonina. Los ciclos de luz
y oscuridad si influyeron en el inmunomarcaje inmunoreaccién en contradiccion
con lo reportado en pineal ovina (REDONDO Y COL. 2003b).

Las fibras nerviosas NPY® positivas fueron mas numerosas que las VIP
positivas, en las pineales de todos los grupos experimentales. La presencia de
fiboras nerviosas NPY positivas en las pineales ovinas, en situaciones de
bienestar y estrés animal, coincidia con lo sefialado en raton (MIKKELSEN Y
COL., 1994); en gerbo (SHIOTANI Y COL., 1986); en hamster y vison (ZANG
Y COL., 1991); en gato (MOLLER Y COL., 1994); en cerdo (PRZYBYSKA-
GORNOWICZ; 1997); en bovino (PANSUWAN-PUJITO Y COL., 1993) y en
oveja (REGODON Y COL., 2003; REDONDO Y COL. 2003b). La
inmunodeteccion cualitativa y cuantitativa de dichas fibras coincidié con lo
expuesto para las fibras VIP. Para ambos tipos de fibras, su localizacion
perivascular y adyacente a los pinealocitos, podria relacionarse con su
influencia en la liberacion de melatonina mediante una accion directa sobre
pinealocitos y vasos sanguineos. En este sentido, hemos de sefialar que las
diferencias en el marcaje, entre el dia y la noche, para ambos tipos de fibras
nerviosas, esta en franca correspondencia con las variaciones anuales de las
fibras nerviosas simpaticas NPY, detectadas en pineal de hamster europeo;
variaciones que se correlacionaron con los cambios en la sintesis de
melatonina (MOLLER Y COL., 1998).

La inmunohistoquimica revelo la presencia de melatonina en la pineal ovina,
en todos los grupos experimentales. La presencia de melatonina, también ha
sido reportada en pineal de rata mediante radio-inmunoensayo (KENNAWAY Y
COL., 1977); mediante HPLC en pineal ovina (REDONDO Y COL., 2003a); y
mediante inmunohistoquimica o inmunofluorescencia, en pinealocitos de
diferentes especies (TILLET Y COL., 1989; MENENDEZ-PELAEZ Y COL.,

® Procedencia del ganglio simpatico cervical superior (PANSUWAN-PUJITO Y COL., 1993).
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1993; CARVAJAL Y COL., 2004). La inmunotincién de la melatonina evidenci6
diferencias cuantitativas. La menor inmunoreacion, tanto en nimero como en
intensidad, fue evidente en el grupo de estrés inducido; de cualquier modo,
tanto en los grupos de bienestar animal, como en los de estrés, el tratamiento
con melatonina inducia a una mayor presencia de dicha hormona en la
glandula. La inmunoreaccion interesaba a las células pinealociticas, afectando
fundamentalmente al citoplasma (CARVAJAL Y COL., 2004); aunque algunos
autores han demostrado la presencia de inmunotincion en el nucleo
(MENENDEZ-PELAEZ Y COL., 1993). De la misma forma, se detecté menor
presencia en zonas intermedias que en zonas centrales de la glandula, lo que
se corresponderia con la mayor densidad de pinealocitos en la zona medular
(REDONDO Y COL., 2003a,b). Asi mismo, la mayor presencia de melatonina,
en todos los grupos experimentales, en la fase de oscuridad, se relacionaria
con el superior volumen de pinealocitos durante la noche (REDONDO Y COL.,
2003a).

En todos los grupos experimentales, el volumen de las pineales de los
animales sacrificados durante la noche fue superior que durante el dia. Este
hallazgo ya fue detallado por (REDONDO Y COL., 2003a) en pineal de ovino.
Pensamos que este incremento en el volumen glandular, podria estar
relacionado con el incremento del volumen de los pinealocitos; y a su vez, estar
implicado en el aumento del peso de la glandula (REDONDO Y COL., 2003a).

ARN,, B1 ADRENORECEPTOR EN MEMBRANA DE PINEALOCITOS

Sefiales de hibridacién positiva para el ARN, Bi Adrenoreceptor en la

membrana de los pinealocitos, fueron detectadas en las glandulas de los 4
grupos experimentales. Estas afirmaciones coincidian con lo reportado en rata
por PANGERL Y COL., 1990; CARTER Y COL., 1993; MOLLER Y COL.,
1997. La presencia de sefial de hibridacion positiva para ARN, B;
Adrenoreceptor, fue muy abundante en el grupo de estrés. Entre ambos grupos
de bienestar animal, no hubo diferencias significativas; sin embargo, en los
grupos de estrés, el tratamiento con melatonina se tradujo en una disminucién

del ligamiento para ARN, B; Adrenoreceptor.
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La presencia de receptores de glucocorticoides, y su estimulacién
interdependiente de los niveles de ARN, B; Adrenoreceptor, ha sido
demostrada en pineal de rata (SARRIEU Y COL., 1988). Es conocido, que el
tratamiento con corticoides se traduce en un incremento de los niveles de
ARN, B; Adrenoreceptor (ZHONG Y MINNEMAN, 1993). En nuestra
experiencia, las mayores sefales de hibridacién se han detectado en el grupo
de estrés, precisamente cuando se detectaron los niveles mas elevados de
corticosterona.

En todos los grupos experimentales, durante la noche, hubo mayor sefal de
hibridacién que durante el dia; y es precisamente durante la noche, cuando se
evidenciaron los niveles menos elevados de corticosterona, todo lo cual
redundaria en el control de los corticoides en la regulacién del ritmo nocturno
de produccion del ARN;, Bi1 Adrenoreceptor reportado por MOLLER Y COL.,
1997. Experiencias de hibridacion para ARN,, B; Adrenoreceptor, mostraron un
pico en la fase tardia del periodo de luz y una disminucion en el inicio de la
oscuridad (PANGERL Y COL., 1990). En estudios recientes en vivo/ in vitro, en
pineal de ratas, se demostr6é que la presencia de ARNy, B1 Adrenoreceptor era
muy alta en medio de la fase de oscuridad (CARTER Y COL., 1993). MOLLER
Y COL., 1997, encontraron que los niveles picos de ARN,, B1 Adrenoreceptor,
ocurrian en medio de la fase oscura (24 h) y los niveles mas bajos en medio de
la fase de luz (12 h); concluyeron diciendo que: “los cambios en ARNp, B;
Adrenoreceptor de pineal de rata, podrian relacionarse con el inicio de los
periodos de luz y de oscuridad, precisamente por estas variaciones”.

NUCLEOS SUPRAQUIASMATICOS DEL HIPOTALAMO

En los grupos de bienestar animal la configuracion estructural de los NSQ

del hipotdlamo, mostré normalidad en cuanto a tamafio, numero, morfologia y
distribucion, tanto de neuronas como de células de glia. En el grupo de estrés
se evidenciaron signos de degeneracion neuronal, signos que disminuyeron
con el tratamiento con melatonina. En un primer momento se atribuyeron estos
dafos exclusivamente, a la respuesta frente estrés del eje hipotdlamo-hipéfisis-
adrenal (ANGELUCCI, 2000). Mas tarde, la atencion fue desplazandose hacia
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factores neurotréficos (BDNF), como proteinas inhibidoras o facilitadoras de los
dafios causados por la activacion del eje hipofisis-adrenal. En nuestra
experiencia es precisamente en los grupos de estrés en los que la
cuantificacion de la expresion inmunohistoquimica de BDNF, alcanzé sus
maximos niveles, lo que nos hizo pensar, en correspondencia con
investigaciones anteriores (SMITH Y COL., 1995), que esta proteina pudiera
desempeiiar un papel importante en la respuesta hormonal al estrés.

La maxima expresion inmunohistoquimica de BDNF, coincidié con los
méaximos niveles de corticosterona, en el grupo de estrés. ALTAR Y COL.,
1999, demostraron que el estrés agudo y crénico, ademas de elevar los niveles
de corticosterona, provocaba cambios estructurales y dafio neuronal paralelo
con variaciones en la expresion del ARN,, de BDNF en hipotalamo. Parece
claro, que existe una relacion directa entre la corticosterona desencadenada
por el estrés y la expresion de BDNF en hipotalamo (VAIDYA, 1997).

En todos los grupos analizados la expresion de esta proteina fue mayor
durante la noche. Fue resefiable, la relacidn inversa de esta expresion, con los
niveles de corticosterona mas bajos durante la noche; sin embargo, si se
encontrd una relaciébn con el incremento en las fases de oscuridad en la
expresion de NPY. NAWA Y COL., 1994, reportaron que la administracion de
BDNF producia un marcado aumento de NPY y otros neuropéptidos,
estimulando el crecimiento dendritico de las neuronas piramidales del cerebro
en animales adultos.

Las proteinas de golpe de calor parecen ser factores troficos neuronales,
relacionados con las situaciones de estrés. La expresion génica de la HSP-90
fue rapidamente inducida por el dafio provocado por estrés (TRUETTNET Y
COL., 1999). La HSP 90 del hipotdlamo es reconocida como un marcador de
estrés, por su capacidad neuroprotectora, por su accion antiapoptética y por su
ligamiento a los receptores de corticosterona en el hipotalamo. En nuestra
experiencia evidencid, al igual que el BDNF, su relacion con los niveles mas

elevados de corticosterona en los grupos de estrés.
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La presencia de receptores especificos de melatonina fue descrita por
HELLIWELL Y WILLIANS (1994) a los 30 dias de gestacion, sugiriendo un
papel prioritario de la melatonina en el desarrollo fetal ovino. REPPERT Y COL.
(1994) utilizando técnicas de hibridacion in situ demostraron la presencia de
ARNp, que codifica la expresiéon de MT; en los nucleos supraquiasméticos del
hipotdlamo. En nuestra experiencia se detectd la presencia de receptores tipo
MT;,, en todos los grupos experimentales. Dos hallazgos hemos de destacar al
respecto: 1.- la expresion minima de dichos receptores en el grupo de estrés;
2.- la mejora de dicha expresion con los tratamientos con melatonina y 3.- la
mayor expresion durante la noche que durante el dia. En la bibliografia
consultada, no hemos encontrado referencias a las modificaciones de MT, en
NSQ de hipotalamo en situaciones de estrés.

CORTICOSTERONA, MELATONINA E INMUNOGLOBULINAS.

Los niveles de corticosterona en el grupo de estrés fueron muy elevados;

ademas el tratamiento con melatonina supuso una reduccion de dichos niveles,
hecho que no ocurrié en los grupos de bienestar animal. En ovinos, INGLES Y
COL., 1987, estudiaron los niveles de melatonina en sangre venosa de ovejas
intactas, muestreadas con variaciones de frecuencia y de intervalos
temporales. Evidenciaron que la venipuntura frecuente activaba el eje de la
tension de las hormonas adrenocorticotropas, con elevacion de los niveles de
cortisol. Los niveles maximos de corticosterona en el grupo de estrés, coincidia
con las maximas expresiones de BDNF, hallazgos aludidos con anterioridad, en
situaciones de estrés por ALTAR Y COL., 1999, y VAIDYA, 1997. En todos los
grupos experimentales, durante la noche, se evidenciaron los niveles menos
elevados de corticosterona; y también durante la noche hubo sefales de
hibridacion mas altas para el ARN,, B; Adrenoreceptor de la membrana de los
pinealocitos, argumentos a favor del control de los corticoides en la regulacion
del ritmo nocturno de produccién del ARN,, B; Adrenoreceptor, reportado por
MOLLER Y COL., 1997, en pineal de hamster.

De nuestra experiencia se deducen dos hechos significativos en relacion a

las concentraciones de melatonina, tanto en plasma como en pineal: 1.- que el
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tratamiento con melatonina, modifica las concentraciones de melatonina, tanto
en plasma como en pineal. 2.- que el estrés tiene influencias en las
concentraciones de melatonina.

Los niveles mas bajos de melatonina, en plasma y en pineal, se detectaron
en el grupo de estrés. Concentraciones bajas de melatonina relacionadas con
situaciones de estrés, han sido descritas en ratas (BONDARENKO Y COL.,
2003; MANDERA Y COL., 2003), en ovinos (STANKOV Y KANCHEV, 1989;
INGLES Y COL., 1987), y en el hombre (REITER Y COL, 2000; BRULS Y
COL., 2000; GUPTA Y COL., 2003; LYSENKO Y RED’KIN, 2003; JOU Y
COL., 2004). Las concentraciones de melatonina, tanto en plasma como en
pineal, y tanto en condiciones de bienestar animal, como de estrés,
aumentaron por la noche. Este hecho ha sido descrito en ovejas sometidas a
fotoperiodos naturales largos y cortos (RAVAULT Y CHESNEAU, 1999;
REDONDO Y COL., 2003 a, b) y en fotoperiodos alterados (McMILLEN Y
WALKER, 1991); y es tan claro, que McMILLEN Y NOVAK, 1989, en ovinos
pinealectomizados, no encontraron diferencias significativas en las
concentraciones plasméticas de melatonina entre el dia y la noche.

Las concentraciones de melatonina en plasma y pineal mostraron un patron
similar en todos los grupos examinados, con un maximo a las 02.00 horas y un
minimo a las 14:00 horas. Estos resultados coinciden con numerosas
observaciones (MIGUEZ Y COL., 1996; RAVAULT Y CHESNEAU, 1999;
HAMASE Y COL. 2000). Las concentraciones mas elevadas de melatonina se
detectaron en el grupo de bienestar con melatonina, siendo estos los que
presentaban las pineales mas pesadas (COON Y COL, 1999; REDONDO Y
COL., 2003a, b). Los niveles de melatonina, en plasma y pineal, se
correlacionaron con algunos parametros histomorfométricos en pineales de
ovejas sacrificadas durante las horas de niveles maximos y minimos (02.00 y
14:00 horas, respectivamente); esto incluia, un aumento de peso glandular y un
incremento significativo de células SYNAP positivas. Hallazgos similares han
sido descritos en pineal de rata (FENG Y COL., 1998) y oveja (REDONDO Y
COL., 2003a, b). En este mismo sentido, GOMEZ BRUNET Y COL., 2002,
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encontraron que las pineales de corderos procedentes de madres con altas
concentraciones de melatonina, contenian un namero significativamente mayor
de pinealocitos.

Las concentraciones séricas de inmunoglobulinas en el grupo de estrés,
fueron significativamente menores que en ambos grupos de bienestar animal.
El tratamiento con melatonina mejoré los niveles de inmunoglobulinas;
resultados similares fueron descritos en ratas (AKBULUT Y COL., 2001). No
obstante, en la modulacion de la respuesta inmune, bajo los efectos de la
melatonina, no existi6 unanimidad; asi, BERNARD, 2001, en dos grupos de
ovejas, con altas y bajas concentraciones plasmaticas de melatonina,
encontraron que las condiciones naturales de altos y bajos niveles de
melatonina, no modificaban la actividad del sistema inmune en ovejas.

MAESTRONI, 2001, defendia el potencial inmunoterapéutico de la
melatonina, ya que es capaz, mediante la activacion de los receptores de
melatonina en la membrana citoplasmatica de los linfocitos T Citotoxicos y los
monocitos, provocar la liberacibn de Th; citoquinas, interferon gamma
interleuquina tipo 2 (mediadores de inmunidad celular) que podrian interactuar
en la inmunodepresion asociada a estrés, y en otras inmunodeficiencias
secundarias. En medicina humana existi0 unanimidad en relacion al
reconocimiento de la actividad inmunotrépica de la melatonina relacionada con
la proteccion frente al estrés (CALLAGHAN, 2002; ARUSHANIAN Y BEIER,
2002).
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CONCLUSIONES

CONTRIBUCIONES CIENTIFICO-TECNICAS DEL PROYECTO

Las principales contribuciones cientifico-técnicas extrapolables son:

1.- Se ha efectuado el establecimiento de parametros de normalidad en

los Nucleos SupraQuiasmaticos del hipotalamo (NSQ) en condiciones de

bienestar animal; las modificaciones introducidas por el tratamiento con
melatonina; la comparacion de dichos parametros, con los obtenidos en
condiciones de estrés inducido; y la modulacién de dicho estrés por el
tratamiento con melatonina. Los parametros evaluados tanto en condiciones de
bienestar animal, como en condiciones de estrés por manejo, han sido
analizados a través de variaciones cualitativas (configuracion histolégica de los
NSQ), como cuantitativas (neurotrofinas hipotalamicas y proteinas de golpe de
calor - considerados como indicadores de estrés-).

2.- Se ha detallado la configuracion morfolégica de la glandula pineal,

en condiciones de bienestar animal frente a las condiciones de estrés

inducido por manejo; y la modulacion en ambos supuestos

(bienestar/estrés) por el tratamiento con melatonina. Todo ello, a través de

la determinacion de las caracteristicas histomorfométricas, estructurales,
ultraestructurales, e inmunohistoquimicas de la glandula pineal; a través del
establecimiento de relaciones entre la presencia de neuropéptidos implicados
en la transmisibn de impulsos nerviosos (VIP y NPY determinado
inmunohistoquimicamente) y la presencia de B; Adrenoreceptores presentes en
la membrana de los pinealocitos (determinacion por ISH del ARN, que regula la
expresion de los B; adrenoreceptores).

3.- Se han establecido las relaciones entre histologia de los NSQ vy la

pineal, en condiciones de bienestar y estrés, ambas condiciones

moduladas, por el tratamiento o no, con melatonina, con las variaciones

las secreciones plasmaticas de melatonina; con las modificaciones en las

concentraciones hipotalamicas y pineales de melatonina y con las

modificaciones de la corticosterona sérica e inmunoglobulinas.
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BENEFICIOS Y RESULTADOS TRANSFERIBLES

Podriamos concluir diciendo que la realizacion de este trabajo de

investigacion, permite a la comunidad cientifica y a la industria farmacéutica,
disponer de una mayor informacion sobre aspectos poco contemplados: “el
potencial poder anti-estrés de la melatonina”. La divulgacién de los resultados
obtenidos podria contribuir a sensibilizar a los profesionales sanitarios en tres
cuestiones basicas:

1. La catalogacién del bienestar animal, como un posible indicador del
indicio de salud.

2. La consideracion de los agentes estresantes como patégenos; y del
estrés como enfermedad.

3. La consideracion de la melatonina como farmaco eficaz en el

tratamiento anti-estrés.

CONCLUSION FINAL

“La melatonina se mostr6 como un farmaco muy eficaz frente al estrés

inducido en oveja, por modificaciones en el manejo y/o la alimentacion”.
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