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INTRODUCCION.

Los Srganos que conforman el sistema inmune de les anflbios anuros
de la fomilia Ranidag, son la médula 6sea, el timo, ¢l bazo, el cuerpo
yugular y pequefios agregaedos linfoides asociados al tubo digestivo (MANNING
y HORTON, 1983). Algo sumamente caracterfastico de los anfibios y, en
general, de los vertebrados ectotermos, es que presentan variaciones
estacionales en el desarrollo del sistema Inmune {HUSSEIN y cols., 1978a,
1978b; LECETA, 1984), siendo por ello estos animales extraordinarios
modelos biolégicos para el estudio del sistema inmune en general, y
en particular, para el estudic de las interacciones de este sistema
con otros sistemss o con el medio externo.

Los agentes medloambientales mé&s citados, por la influencia que
puedan tener scbre las varlaciones del sistema inmune en los vertebrados
ectotermos, son la temperalura y el fotopericdo.

Regpecto de la influencia de la temperatura, existe dlaparidad
de criterios. Asf los meses frios del eafo, en los peces, se asocian
con involucién 1linfoide (AVTALION, 1981), sin embargo se han cbservado
variaciones estacionales en el sistema Iinmune de anliblos, a pesar de
mantenerles & temperatura constante (BIGAJ y PLYTYCZ, 1984b). Por otra,
parte, el estudio del fotoperiedo y sus variaciones, no permite de momento
establecer hipétesis respecto de 1a influencia del mismo sobre el sistema
inmune, aunque atendiendo n que diversos indicadores de la actividad
inmune, presentan variaciones dfa/noche, existen segin SCHLAGHECKE y
KLEY (19686) relacién entre el fotoperlodo y dicho sistema.

En cuanto a los factores enddégenos que puedan influlr sobre el
slatema inmune, las bormonas gue tienen mayores efectos sobre los drganos
linfoides, las cé&lulas implicadas en la respuesta inmune y la respuesta
inmune en sf, son las hormonas estercides: las hormones sexuales y los
corticosteroides {DOUGHERY, 1952).

COMEA y cols. (1973) describen que un lneremento natural o artificial
de las hormonas sexuales, conlleve disminucién en el tamafio del timo
¥ sclamentn un ligero descenso en la presencia de las hormonas timicas.
S5in embargo GROSSMAN y cole. (1979), consideran que son precisamente
las céluias epitelio-reticulares del time (las cé&lulas supuestamente
productoras de hormonas timicaes), las mis afectadas por las gexuales, y no
los timocitos.

Por otra parte, los cortlcosteroides producen invelucidn timica por
destruccién de linfocitos corticales (BLAU y cols., 1968), linfopenia



en los dérgonos linfoides secundorios (LUDIN y SCHOOLEY, 1973) as{ como
linfopenia cireulante transitoria (FAUCI y DALE, 1975), interpretdndose
que los corticostervides, 8demfis de matar Qlinfocitos, loa movillza hacla
Ja médula &nea (GARRIDI, 1986}, Frente a eanta hipbtesis, SAAD y cols.
{1984) no observan tras inyectar corticosteroldes, que exista un incremento
linfocitario en la médula &sea, en desacuerdo con lag hipétesis de 1la
movilizacién linfolde, observando "in vivo” que de todos los linfocitos,
los més resistentes a los corticosteroldes son los de la médula Gsea
y los menos resiatentes, los del timo.

En conjunto se puede considerar al Sistema HNervioso Central como
un modulador del sistema Inmune {(HALL y COLDSTEIN, 1981) y reclprocamente,
nue ¢l esistema Inmune puede influir en la funcién del sistema nervioso
{(BRAINARD y cols., 1987). Concretamente todo un conjunto de dates, dan
relevancia a la interaccién sntre las hormonas y el =sistema nervioso
central, respecto de la respuesta inmune (SOLOMON y AMKRAUT,1981;: MAESTRONI
¥y cols., 1986a). En este sentido en el presente trabajo en Bpna_perezi,
se estudia el efecto de la gléndula pineal sobre el sistema inmune;
gléndula pineal que en los anfibios como en los mamffercs (KORF y cols.,
1986; ROSE y cols., 1987) estA conectada anatémica y funcionalmente
al sistema nervioso central (VOLLRATH y ORSCHE, 1981}.

La gléndula pineal de los anfibios consta de la gléndula pineal
propiamente dicha y del brgano frontal. La primerns Intracraneal y el
segundo extracraneal, unidos ambos por el tracto pine (Esquema 1}.
La gléindula pineal en conjunto es excitada directamente por el medio
(FOSTER y ROBERTS, 1982).

Dicha glindula pineal o epifisia, existe en todas las clases de
vertebrados, produciendo durante las horas de oscuridad det dfa, indoles
{e)l mis estudiado es la melatenina) (REITER, 1983), utlllzando sustratos
{la serotonina y otros} que se han acumulado en ln gldindula durante
las horas de luz, en bagse a que algunas de 1ns enzimas que intervienen,
son activas en la gldndula plneal solamente durante la noche (VIVIEN-
-ROELS y PEVET, 1983; FEVRE-MOHWTANGE, 1985).

La relacifn directa entre la glfindula pineal y el sistema inmune
estd poco documentada. Existen datos indirectos, tales como que en lnvierno
coincidiendo no solo con loa meses mAs frios, sino también con los de
fotoperiodo mis corto, se produce la mAxima Involucidn !infolde de todo
el afio (HUSSEIN y cola., 1978p, 1978b}. Segin MAESTRONI y cols. {1986b},

la glénduln pineal es un Inmunomodulador, considerando ademds que regula




y hace de motor de las respuestas Inmunes a través de la emisidn clrcadiana
de melateonina, afirmando ademfs que la melatonina contrarresta la inmuno-
deprestén inducide por los corticostercides.

El estudio de las relaciones entre el sistema inmune y los agentes
exdgenos ¥y enddgenos, ocupa actualmente a gran cantidad de Investigadores,
encontréindose en ese marco el presente trabajo realizado en Hana perezi,

un anfibio anuro.

PROPOS1TO.

Por todo lo anterlormente expuesto, el presente trabajo en Hegna
berezl pretende aportar datos nueves, en la medida de lo posible, en
el complejo mundo de las interacciones del =sistema inmune con el sistema
endocrino y en especlal con 1a gléndula pineal, asf como entre el sistema
inmune y el fotoperiodo. Se pretende estudiar dentro del sistema inmune,
el timo, el bazo, el nimero de linfocitos presentes en la médula Gsea
¥ el de linfocltos circulantes. También, y dentro del sistema endocrine,
se estudiaréd el tejido fnterrenal y el testfculoc, asf como el nlvel
circulante de hormonas esteroldes.

Pichos estudios y mediciones se realizardin sobre los d&rgancs, células
y hormonesde enimales machos y hembras mantenidos en condiciones constantes
de temperatura y de luz, asf como sobre animales plnecalectomizados.
Se pretende analizar de forma concreta la posible influencla de la ausencia
de gléndula pineal sobre el sistema inmune y ademés, el papel que dicha
gléndula puede jugar en el desarrollo inmunclSgico de Rapa perezi.

RIAL D!

En el presente trabajo se han utillzado 186 ejemplares de Rana
berezi (Secane, 1B85) de Jos cusles la mitad eran machos y la otra
mitad hembras. E! peso medio de todos ellos oscild entre 15 y 18 Rramos,
siendo su longitud total medla de 6-7 centimetros. Los animales fueron
capturados en su medio natural en septiembre, manteniéndose posteriormente
con fotoperiodo y temperatura constantes {doce horas de luz-doce horas
de oscuridad, 20-22 °C) durante todo el tiempo de cautividad (un afio).

Para el estudlo de 1..a influencia del fotoperiodo, cada mes del
afio se sacrificaron 4 machos y 4 hembras. Para el estudio de la influencla

de la pinealectomia se amepararon 90 animales en ¢l mes de febrero en




los que se hicleron des lotes. En uno, los animales fueron pinealectomizados
quirirgicamente previe anesteais en MS 222 (Sundoz), y en otro, los
animales fueron solo anesteslados en MS 222 (Sandoz) siendo considerados
como los animales control. No fué posible utilizar como animales control,
aquellos en los que se hubiera simulado la operacién, porque en el mejor
de los casos se romper{a el nervio pineal (Esquema 1), slendo en ese
caso animales control inadecuados.

Ales 2, 4, 7, 14 y 21 dias después de la operacidn, los enimales
se sacrificaron el grupos de 6 machos y 6 hembras opperadoe y 3 machos
¥y 3 hembras control. De todos los animales gacrificados (previa anestesia
en MS 222 (Sandoz)) me tomaron los dos timos, el bazo, la médula Ssea
de los dos fémures, sangre (y su suero) por seccién de la morta (realizando
tres extensiones sanguineas por cada animal), los dos rifones y, en
los machos, los dos testiculos.

La pinealectomia se inicidén con una incisién an el tegumente a
nivel de las membranas timpénicas (Esquema 2), cortando después en sentido
postero snterlor hasts dejor al descublerto el craneo., Se procedidigual
en el hueso frontoparietal hasta dejar a la vista. los 16bulos Spticos
¥, posteriormente a ellos, la gléndula pineal que se extirpd, emplazando
finalmente hueso y tegumento en au natural estar. La gléndula pineal
el dia de ln extraccidn y el encéfalo de los animales el dia del sacrificio
se procesaron histoldgicamente para diagnosticar microscépicamente el
éxlto de la operacién (Figuras 1, 2, 3).

Lag técnicas histolégicas fueron las convenclonales tante para
la microscopfa éptica, como para Ja microscopia electrénica de trasmisién.
Las mediclones morfométricas se realizaron mediante un anallzador de
imdgenes 1IBAS, Kontron. Fn el timo se calculd el Indice corteza/médula
¥ en un frea de 1500 micras cuadradas de la cortezn,el nimero de linfocitos
presentes asf como la presencia de linfocltos pequefios, medianos y grandes.
En el bazo se calculé la cantidad de pulpa blanca y de pulpa roja, asi
como el tamafio medio de los acilmulos de pulpa blanca. En la médula &sea,
en un frea de 7000 mlcras cuadradas, se reali{zé el recuento de linfocitos
presentes. En les extenslones sanguineas,sc realizé un recuento diferencial
de leucocltos. En los positivoa fotogrdficos de las células interrenales,
degpués de su observacién al microscopio electrénice de transmisidn,
se calculé el fndice grédnulos/mitocondrias al dividir el difmetro menor
de los grénulos lipfdicos, entre el difmetre menor de las mitocondrias.

El Buero, se empled pors calcular el nivel circulante de testouterona
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y de corticosterona (hormonas esteroides) mediante una técnica de radio-
inmuno~ensayo {R.I.A.}.

EL anélisis estadfstico, fué el convencional en trabajos de este
tipo por aplicacién del test de significaclén estadfstica "t de Student”,
para un nivel de significacién del 95% o superior.

LOS ORGANOS Y CELULAS LINFOIDES DE Fpns perezi: VARIACIONES ESTACIONALES
¥ EFECTOS DE LA PINEALECTOMIA. RESULTADOS.

TIMO.
El timo de Rana perezj es un drganc encapsulado en tejido conjuntivo.

De la cépsula parten trabéculas que penetrande en el estroma timico
no determinan la existencia de 16bulos (Figura 4}. Se diferencian tanto
a microscopia &ptica como electrénica, perfectamente, dos porciones:
la corteza, que #a la mfis cxterna y tembién la mas densa, y la médula,
que es ]a més interna y la menos densa. En la corteza destaca la presencia
de linfocitoes, obeerviéndose ademfs las cé&lulag epitelig-reticulares
(Figura 5). Estas células ademis de presentar un aspectoc normal, en
determinadas &pocas del afio ¥y en determinadas condiciones experimentales,
ge observan con un aspecto degenerado, siendo en ese caso y tanto a
microscopia &ptica como electrénica, células claras & pélidas (Figura
6}).

Caracterf{stico del timo de Rana_perezj en la corteza, es la presencia
de células interdigitantes: células con la heterocromatina nuclear escasa
y diepuesta periféricamente, presentando un ciltoplasma electroliicido
con pocos orgAnulos de entre los cuales, destacan unos pequefios y alargados
tibulos de retfculo endoplésmico liso {(Figura 7}.

En la médula, Be observan de forma caracterfstica, quistes timicos
y células mioides (Fipura B), asf como células de aspecto secretor.
Ultraestructuralmente presenta linfocitos, cé&lulas epitelio-reticularen
similares a las de la corteza y células epitelio-reticulares hipertréficas
asocladas a los quistes timicos (Figura 9).

A lo largo del aflo, se han pudido observar dos estados en el timo.
El estndo dlgido, observade sobre todo en primavera y tamblén en otofio,
se caracteriza por presentar un aspecto compacto, un Indice corteza/médula
elevado y en la médula se chservan células mioides y quistes timicos.

{Figura 10). El1 otro estado, caracteristico sobre todo del invierno
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y tamblén del verano, presenta un indice corteze/médula bajo, aspecto
laxo y ausencias de células mioldes y qulstes timicns en 1la médula, siendo
coracteristico, ademfs, Ja presencia de abundantes c¢élulas epitelio-
reticulares degeneradas {Figura 11}, scbre todo ecn la corteza.

En cuanto a Jos efectos que la pinealectomia tiene sobre el timo
de Rapa perezi, son la disminucién en el ndmero de linfecitos corticales
(Grafica 1) y la aparicién de células epitelio-reticulares depeneradas
(Flgura 6).

BAZO.

El bazo de [Renp. perczi, como el timo, estd encapsulade en tejldo
conjuntivo; cépsula ligeramente méAs engrosada a nivel del hilio, 1lugar
por el que entra y sale la vena y arteria esplénica respectivamente
(Figura 12}. En el conjunto del &rganc, se difsarencian los nclmulos
linfoides llamados pulpa blanca, del resto, llamaedo pulpa roja (Figura
12). En Ja pulpa blanca predominan los linfocitos, observéndose también
células reticulares (Fipura 13). Estas células reticulares, como las
de la pulpa roja, en determinadas épocas del afio y en clertas condiclones
experimentales, presentan un aspecto degenerado, observéndose en eBe
caso como células claras (Flgura 14).

A los largo del afio, el bazo de Ranh perezi, como el timo, presenta
dos estados: uno, bazo en plenitud, caracterfstico de 1a primavera y
también del otoflo, presenta acimules de pulpa blanca bien definidos
y compactos (Figura 15), el otro, bazo en crisis, caracteristico del
invierno y del verane, presenta acimulos de pulpa blanca laxos y mal
definidos (Figura 16).

Los efectos mis notables de la pinealectom{a scbre el bazo de Rang
perezj, son la aparicidn de células reticulares degeneradas (Figura

14) y una disminucién general en la presencim de linfocitos.

MEDULA OSEA.

La médula &Ssea de Rana_perezi, es un drganc de aspecto esponjoso
en el que las células linfoides se disponen en cordenes (Flgura 17}.

A lo largo del afioc ee ocbserva que es la primavera y un mes del
otofio, los momentes de menor presencia de linfocitos en la médula bsea
(Gréfica 2). E} efecto de l!a plnealectomia es un incremento tardio en

el nimero de linfocitos presentes en Ja médula dsea (Graflca 3).




LINFOCITOS CIRCULANTES.

Respecto de los linfocltos circulantes, se cobserva a lo largo del
afle, que es el invierno la estacién con menor ndmero de linfocitos,
siendo la primavera la de mayor presencia linfocktaria (Gréafica 4).

La pinealectomia, por otra parte, determina un decremento de los
linfocitos circulantes {Gréfica 5).

RESUMEN.

Realizando una simplificacién gréfica de los resultados referidos
al. sistema inmune de Rana perezl, atendiendo a los estados A4lgides
e involutivo del timo, del bazo, etc. (Grfifica El.f)que. machos y hembras
evelucionan similarmente existienda dos momentos del aflo més activos:
sobre todo la primavera y taombién el otofio, ¥y dos menos activos: el
verano y sobre todo el inviernoc. Ademis se ha observado que las variaclones
estacionales afectan mis al timo y en menor medida al bazo.l)8e cbaerva

Log efectos que la pinealectomia tiene sobre el sistema {nmune
de Rana_perezi son: reducclén linfocitaria en timo y bazo, y aparicién
de células reticulares degeneradas también en timo y bazo, asi como
un incremento de linfocitos en la médula 6sea y un decremento de los

linfocitos circulantes.

LOS ORGANOS ENDOCRINOS DE Rona perezi Y SUS PRODUCTOS DE SECRECION:
VARIACIONES ESTACIONALES Y EFECTOS DE LA PINEALECTOMIA. RESULTADOS.

TESJIDO INTERRENAL.

Adosado a la superficie ventral de los rifiones de Rana_ perezi,
se locallza el llamado &Srganc adrenal, en el cual se diferencian tres
tipos celulares. Dos de ellos, de grénulos ccnsplcucs, conforman el
llamado tejido cromafin {céliulas secretoras de adrenalina y células secre -
toras de noradrenalina), el tercer tipo celular, conforma el 1lamado
tejide interrenal, formado por las células interrenales (Figura 18);
células secretoras de corticosteroides.

La células Interrenales presentan ultraestructuralmente, reticulo
endopl&smico liso abundante, mitocondrias con crestas tubulares y grénulos
(inclusiones) lipidicos (Figura 19}, como corresponde a células secretoras
de hormonas egteroides.

A lo Jargo del afio se han cbservado dos aspectos extremes de los
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grénulos ¥ de la matriz mitocondrial de las células interrenales, siendo
utilizades clooicamente estos caracteres como indicativos de la actividad
de 1as células en cuestidn (ACCORDI y cols,, 1981). En el presente trabajo
se han utilizado ademds otros dos caracteres: el estado de fusién o
independencia de los grénulos entre s y el fndice grénules/mitocondrias,
poniendo en juego el tamaflo de las inclusionea lipidicas y el de las
mitocondrins, en base a los trabajes de LICHT y cols. (1983) y otros
autores.

En definitiva el estado activo se coracteriza por presentar grénulos
elecirodensos & independizados, matriz mitocondrlal moderadamente densa
a los electrones e {ndice grénulos/mitocondrias bajo (Figura 20}. El
estado dnactive se caracteriza por presentar grénulos electroliicidos
y fusicnados, matriz mitocondrial densa a los electrones ¢ Indice grénulos/
mitocondries elevado (Figura 21).

A los larga del afic se ohserva una menor avtividad durante el wveranc
y €l otofio,; y mayor durante la primavera y sobre todo el Invierno (Grifica
7). Por otra parte, la pinealectomia determina una activaclén de las

célutas interrcnales (Gréfica B).

TESTICULQ.
El testiculo de Rang perezl consta de los tibulos seminiferos y

de los espaclios intertubulares (Figura 22} en Jos que 8se encuentran
las células de Leydig; células sintetizadoras de testostercna. Estas
células en su citoplasma presentan mitocondrias con crestas tubulares
y grénulos o lnclusiones lipfdicas, como corresponde a células encargadas
de 1a sintesis de hormonas esteroldes.

A lo largo del afio se observan dos estados: uno con pocos grénulos
llpidicos y electrodensos (primavera), que corresponde a células activas,
y otro, con abundantes y electrolicidos grénulos lipidicos (resto del
aflo), que corresponde a células inactivas (Flguras 23, 24). Los animales
pinealectomjzados, como los animales control, presentan unn tendencla
a la actividad (Gr&Clca 9).

HOBRMONAS ESTERQIDES.
En Bana perezi la hormona esteroide wmés abundante a los largo del
aflo, de las dos cuantificadas, e¢s la testosterona, tanto &n machos como

en hembras.

La corticosterona, subre una elevacién nctable en el verano y en
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ambos sexos (Gréfica 10). La testosterona se eleva considerablemente
en primavera en los machos y en verano en las hembras, asi como ligeramente
en el otofio en mmbos sexos (Gréfica 10). La pinealectomia determina
una elevacidén tempronn de corticosterona y una tendencia, tordia, al

alza de testosterona (Gréfica 11).

REEUMEN.,

Reslizando un resumen del presente apartado referido a los 6rganos
endocrinos de Rana perezi y sus productos de pecrecién, se observa que
respecto de las variacicnes estacionales, durante la primavera se produce
una elevaclién de testosterona en los machos, observéndose ademfs células
interrenales activadas.

En el verano se produce una importante elevacidn de corticosterona
en ambos sexos, asl como de testosteronsa en las hembras. En otofic ae
detecta una ligera elevacién de testosterona, siendo la época del aflo
-més estable. Y en invierno, se observan las células Interrenales en
el estado de mayor actividad de todo el afio.

Los efectos de la pinealectomia se pueden resumir en una activacidn
de las células interrenales, asfi como en un incremento en el nivel en
sangre de las hormonas esteroldes; en definitiva, una activacién general
que es més notable en las hembras que en los machos porque éstos ya
se hallan en una tendencla hacla la actividad caracteristica del mes

de febrero.

DISCUSION GENERAL.

La estructura y ultraestructura de los 6rganos y células linfoides
aqui estudiados, de Rana_perezi, es similar a las descripclones realizadas
por diferentes autores en otros anfiblos. As{ y en lo referido al timo,
existe tal similitud con los trabajos de BIGAJ y PLYTYCZ (1981, 19B84a,
1984b) realizados en Rana temporaria, o con el de GARRIDO {1986) realizado
también en Rana perezl (excepcién hecha de la presencla de células interdi-

gitantes).

En cuantc al bazo de Ragna perezi, éste slgue, como la mayoria de
las especies de la familia Ranidag, el llamado "modelo difuso" (COOPER
¥ WRIGHT, 1976) smegln e! cual los aclmulos linfoides o no existen o
son escasos y mal definides. La descripcién del bazo realizoda en el
presente trabajo ceincide cn esencia con la de MANNING (1971) en Xenopus
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laevis, BARRUTIA y cols. {1985) en Pufo calamita y con la de GARRIDD
(1986) en Rana perezi.

Por otra parte, las variacionea estacionales aqui observadas en
los Srganos y células linfoides, coinciden en esencia con las reallizadas
por otros autores en otros anfiblos, obviando la latitud y altitud en
la que se hallan los animalea objeto de sgtudio. Autores como GARAVINI
(1970}, BALDUZZI (1973), BAZAN-KUBIK y SKRZYPIEC (1980), MANNING y HORTON
(1982), BIGAJ y PLYTYCZ (1984a) y MIUSSEIN y cols. (1984). En definitiva,
ge han. encontrado variaciones estacionales en el sistema inmune de Rang
perezi, A pesar de mantener a los onimales en condiclones constantes
de temparatura (de acuerdo con BIGAJ y PLYTYCZ (1984b} en Rana temporarig)
y de fotoperiodo.

En cuanto al fotopériodo, todos los autores implican a la gléndula
plneal y concretamente a su capacidad de sintesis hormonal. Es considerada
la gléndula ‘pineal como e! traductor endocrino de las varlacliones del
foloperiodo mediante la secrecion cicllca de melatonina y otres indoles
pineales (EICHLER y MOORE, 1975; REITER, 1983; MORTON, 198Ga, 1986b).

Este remultndo observado en el presente trabajo, no descarta los
resultados de HUSSEIN y cols. {197Ba, 1978b} referidos a que las bajas
temperaturas, implican inmunosupresién en genersl o los de MAESTRONI
y cols. (1968a, 196Bb) respecto del papel inmunomodulador de la gléndula
pineal. Este resultado si permite descartar a la temperatura y n las
varinciones de luz, como los agentes que determinan las variaciones
entaclonales en el sintema lnmune de Rana perezi.

Respecto del planteamlento Inicial, resta enalizar a los factores
endocrines como causantes de las varlaciones estacionales en el sistema
inmune de Rana nerezl .

También en los que se refiere al estudio estructural y ultraestructural
de los érgencs endocrinos de Rana perezl, existe similitud con los trabajos
de otros autores. Respecto del tejido interrenal tal similitud se establece
con los trabajos de, entre otros, ACCORDI y CIANFONI (1981) y ACCORDI
y cols. (1981) en Rhacophorus Jeucomygtax (enfibio, anurc} y en Xenopus
laevis, y con los trobajos en Rana catesbeiana de LOFTS y BERN (1972)

y LICHCT y cols., {1983). En cuanto al testiculc y en concreto a las
células de Leydig, obsérvase la simililud en los trabajos de UNSICKER
(1975) en Xenopus laevig, Rana temporarla y Bufo bufo., ¥ on el de LOTS
¥ cols. {1972} en Rana lemporaria,

Los resultados observados en el presente trabajo respecto de las
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variaciones estacionales en la actividad de las células interrenales y de
las célulag de Leydig asf comc de las hormonas estercoldes circulantes
estan en concordancia con los descritos por LOFT y cols. (1972}, FRITSH
¥ cols. (1977) y LICHT y cols. (1983},

En el presente trobejo se pueden analizar los cfectos de los corticos-
teroideskobre el sistema inmune, en los resultados del invierno, porgue
a8l bien en el veranoc se ha detectado una elevacidn de corticosterona,
esta coinclde con otra de teatosterona. Los efectos de la testosterona
se pueden estudlar en los resultados de primavera y otoflo.

Los corticosteroides determinan en el mistema inmune de Rana_perezi,
una depresién en timo y bazo, aparicién de células reticulores degeneradas,
¥ un incremento de Jinfocltos en la médula &sea y decremento linfoecitario
circulante, Interpreténdose, de acuerdo con la teoria de VIKLICKY ¥
POLACKOVA (1980}, LECETA (1984) y GARRIDO (1986) que los corticosteroides
determinan migracién de linfocitos de los 6Grgancve linfoides a la médula
$sea y degeneracidén de las célules epltelio-reticulares del timo (células
responsables de diferenten aspectos de la maduracién de células linfoides
(SCHULOF y cols., 1981)).

La testosterona determina por su parte, nue timo y bazo estén repletos
de linfocitoa, un decremento linfoide en la médula &sem y un incremente
de linfocltos circulantes, interpreténdose, de igual forma que para
los resultados referidos & los corticosteroides, que 1a testosterona
determina migracién linfoide pero de la médula &sea hacia los organcs
periféricos, eatando en desacuerdc esta interpretacién con los datos
bibliogrdficos consultados (COMSA y cols., 1979; LECETA y ZAPATA, 1985;
NARANISHI, 19B6) en los que se alfirma que las hormonas sexuales determinan

: depresién del sistema inmune.

Con todo se confirma para Rana perezi la aflirmacién de FAUCI y
DALE (1975} para los mamiferos en cuanto a que las hormonas esteroides
movillzan las células Jlinfoldes. Concretamente en Rana perezi y en el
presente trabajo, ®e comprueba que respecto de los linfocitos de 1a
méduln ésea, la corticosterona tiene un efecto centripeto y la testosterona
otro centrifugo.

ftendiendo, por tanto, a las variacliones catacionalen en la actividad
y sinteais de las cé&lulas producteras de hormonas eateroides, es porible
comprender las variaciones estacionales en los dérgancs y células linfoides

de Rana_perezi.
En cuanto a los efectos que la pinealectomia tiene sobre el sistemas
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inmine de Rana peregzi, éatos son: aparicién de células reticulares de
los &rgancs linfoldes degenerados, linfopenia en timo y baze e heoremento
de linfocitos en la médula deea y decremento clrculante de los linfocitos;
Riendo exactamente los efectos que sobre el sistema inmune tienen los
corticosteroides, interpretiindose que la auscncia de gléndula pineal
activa laa células interrenales, como se ha podido comprobar en el presente
trabajo y de acuerdo con otros autores (HALDAR y THAPLIYAL, 1979; RALPH,
1984), slendo los corticosteroides por ellas producidos, los que determinan
una grisis en el sistema inmune de Rana perezli y neo la gléndula pineal
por sf misma, en desacuerdo con las hip&tesis de MAESTRONI y cols. (1986a,
1986b) referidas a que la glandula pineal, modula el sistema inmune I
mediante la secrecidn ciclica de los indoles pineales.
Por todo ello, en ‘¢! presente trabajo en Rana__perezi, =se asume !
que la pinealectomia no tiene ningin efecto directo sobre el sistema
inmune y sl ‘una indirecto, y negativo, para el sistema, através de la
activacion ‘de las céiulas interrenales y le consiguiente produccidn

de corticosteroides.

CONCLUSIONES .
1. Rapa_nerezj es una especie lgualmente representativa que
otras de la familia Ranldac.
2. El timo de Rana perezi presenta células interdigitantes.
3. El sintema inmune de Rapa perezj presenta varlaciones estacio-
nales, manteniendo a los animales en condiciones constantes de Juz y
temperatura.
4, Son factores ondocrinos los que determinen las vartaclones
estaclonnles cbservodas en el slatema inmune de Rana perezi. ]
5. Las hormonas esteroldes determinan en el Blistema inmune,
Ja movilizacién de log linfocitom, afecténdose ademfs las células retlicula- 1
res de los érgancs linfoides.
6. La ausencia de gléndula pineal no influye directamente
sobre el sistema inmune de Rana perezi.
7. La hormonas pineales no influyen determinantemente sobre

la evolucién natural del sistema inmune.
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APFNDICE:
CLAVE:
a: arteria. % n: nicleo.
C: corteza timica. P: célula plasmética.
em: ‘célula mioide. PB: pulpa blanca esplénica.
4 ¢F: célula del tejido cromaflin. PR: pulpa roja esplénica.
B: inclusidn lipidieca. q: quiste timico.
1: reticulo endopldsmico liso. t: trabécula de tejido cenjuntivo.
L: linfocito. ts: tdbulo semin{fero.
m: mitocondria con crestas ¥: seno venoso, vénula, vena.
tubulares.

M: médula timica.

Marzo-, abril-, atc. animal sacrificado en marzo, abril, etc..

2C, 4C, etc. animal control a les 2, 4, etc. dias postpinealectomia.
2P, AP, etc. animal operado a los 2, 4, etc. dias postpinealectomia.
10%, 25x, etc. aumentos rcales del negatlivo.

MET rejilla.

PAR corte (B micras) tras inclusidn en parafina.

SEMIF corte semifino {1 micra).

ESQUEMAS ......c..... 1 y 2. (PAgina 24).
FIGURAS ......:220:.. de 1 hasta 24. (Pégina 25/27).
GRAFICAS .......ss4+. de 1 hasta 11.{Paglna 27/29),

Pie de eaquema, figura y gréfica: Pdgina 30/31.
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ESQUEMA 1. Localizacién del érganc frontal y de la gléndula pineal, respecto
del craneo (punteado) y del tegumento (rayado).
ESQUEMA 2, Método quirdrgico llevado a cabo para realizar la pinealectomia.

FIGURA 1. Gléndula pineal extraida. 25x. (PAR}.

FIGURA 2. Encéfalo de animal control, con la glindula plneal intacta
{®}. 14C-hembra. 10x. {PAR).

FICURA 3. Encéfalo de animal operado, sin gléndula pinea) ( =). 2P-hembra.
10x. (PAR).

FIGURA 4. Aspecto genmeral del timo, apreciéindose la corteza (C}) y la
médula {M). Mayo-hembra. 50x. (SEMIF). t:trabécula.

EIGURA §. Células epltelio-reticulares y sus prolongaciones () de 1la
corteze timica, albergando linfocitos (L)}. Agosto-macho. 1800x. (MET).

B FIGURA 6. Células, epftella-reticulares degenerando { ™ } de la corteza
timica. Octubre-macho. 2100x. {MET}. L: linfocito. P: célula plasméAtica.
FIGURA ?.-Céllulz_g interdigitante (™) en la corteza timica. Junio-hembra.
3¥pox. (MET). L: linfocito.

FLGURA 8. Célula mioide (cm}, quiste timico (g) y célula de aspecto secretor
{») en la médula del timo. Octubre-hembra. 250x. (MET).

FIGURA 9. Célules epitello-reticulares hipertréficas ( =) en la médula
tfmica. Octubre-macho. 1300x. (MET). L: linfocito.

FIGURA 10. Time de otofic. Octubre-macho. 100x. (SEMIF).

EIGURA 11. Timo de inviernc. Enero-hembra. 100x. (SEMIF).

FIGURA 12, Pulpa blanca (FB) y pulpa roja {PR} del bazo, Abril-macho.
S0x. (SEMIF). v: vena esplénica, a: arteria esplénica.

FIGURA 13. Pulpa blanca esplénica, aprecidndese Jos linfocitos (L} y
upa célula reticular (*™). Julio-macho. 11G0x. (MET).

FIGURA 14. Acimulo de pulpa hlanca esplénica {PB) con alguna célula de

nucleo clarc (=), Julio-mache. 100x. {MET). v: seno venoso.

i FIGURA 15. Bazo de primavera. Abril-hembra. 25x. (PAR}.
FIGURA_16. Bazo de invierno. Enero-macho. 25x. (PAR).
FIGURA 17. Aspecto general de la médula ésea. Abril-macho. S0x. (PAR).
FIGURA 18. Organo adrenal observéndose los células del tejido cromafin
(cr) y las del te]ido interrenal { = ). Diciembre-hembra. $510x. (MET).
FIGURA 19, GrAnulos (inclusiones) 1lipfdicos (g}, reticulo endoplésmico
liso (1) y mitocondrias con crestas tubulares (m), en una célula interrenal.
Marzo=-hembra. §8000x. {MET). n: nicleo.
FIGURA 20, C&lula interrenal {*) en estado actlvo. 4C-macho. 2700x. (MET).
EIGUHA_21. Célula interrepal { ™) en estado inactive. Marzo-macho. 2100x.




) |

(MET) .

FIGURA 22. Espacio intertubuler ( =) del testiculo. Abril-macho. 100x,
(SENMIF). ts: tibulo seminifero,

FIGURA_23, Célula de Leydig ( ™) inactiva. Julio-macho. 3700x. (MET).
v: vaso sanguineo.

FIGURA 24. Célula de Leydig activa, aprectfindose una Inclusién lipidica
clectrodensa {»)}. Abrll-macho. 5300x. (MET). m: mitocondrias con crestas

tubulares, n: nicleo.

GRAFICA 1. Proporcién de la presencla de linfocitosm grandes, en 1500
micras cuadradas de la corteza timica en enimales pinealectomizados y
en animales control.

GRAFICA 2 v 3. Valor medlo del nimero de linfocitos presentes en la médula
6sea (en 7000 micras cuadradas) a lo largo de los 12 meses del afic
(Grafica 2), y en animales pinealectomizados y en animales control! (Gréfica
3). 4 '

GRAFICA 4 y 5. Proporcién de linfocitos circulantes o lo largo de las
cuatro estaciones del afo (Grdlfica 4) y, en animales pilnealectomizados
y en animales control (Gréfica 5}.

GRAFICA 6. Estado del sistema inmune a lo large de los 12 meses del afio.
GRAFICA 7. Actividad de las células interrenales 8 lo largo de los 12

meses del afio.

GRAFICA B. Cociente entre el tamafio de los grénulos y el de las mitocondrias
de las células interrenales, en animales pinealectomizados y en animales
control.

GRAFICA 9, Actlvidad de las células de Leydig a lo largo de los 21 dias
del experimento.

GRAFICA 10 y 11. Hiveles circulantes de testosterona y corticosterona,

a lo largo de los doce meses del afio (Grafica 10) y, en enimales pinealecto-

mizados y en animales control (Gré&fica 11).




