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FROLOGO

A pesar de que l1a ¢glandule pineal o Epiphvisis cerebrri ha

sido objeto de miltiples estudios, ni sus funciones ni los
mecanismos de accion utilizados por sus heormonas estan del  todo
esclarecidos. En la antigiiedad muchos conceptos filosaficos fuzron
emitidos en torno & ccta ecstructurae. Asi, para lecz Griegos se
hablaba de una valvela reguladora de el flujo humoral. entre el
cerebro y los ventriculcz; para los Hindas, la pinesal ez el <&rganc
de la clarividencia; mientras que para 2! fildésofo Francés Descartes

en ecste organo residlia el alma.

Desde la primera descripcion d2 la glandula pineal realizada
pcr Herdfilo aproximadamente 300 afivs A.C., hasta 1la actualidad
tanto cientificos como 'fildsofas han intentado esclarecer la
naturaleza de las funcivnes en leas diferentes egpecies de animaless
pero no fué sino hasta principios de este siglo cuando se inicid la
investigacidn sistematizada de esta gléndula. Sin embargo, scn las

iy o

investigaciones de los Nltimos 20 affos, las que han aportado el 50 54

de la informacion gque actuealmente poseemps sobire la pineal.

Esta glé&ndula =5 indispensable en el procesc de sincronia
de 1la reproduccidn de= muchas especies de animeles con una ecstaciaon
determinada del afio., También, la pineal interviene en los cambios
de color de la piel, de pelaje de muchos animales, en el
metabolismo, en la fisiologfa tiroidea, la conducta, etc., funciones

cuya caracteristica comin es su variacion circadiana y estacionel.

For esta razon, la pineal forma parte de un conjunto de
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estructuras indispensables para establecer los nexos adecuados entre
el medio ambiente y los individuos, o dicho de otra forma, es parte
de un sistema adaptativo; gracias al cual los sujetos son capaces de
realizar una conducta adecuada ante los cambios del medio ambiznte,

con lo que se permite la sobrevivencia de la especie.

Quizd debido a esta sutileza de los efectos sincronizantes
de la pineal, ha sido muy dificil el determinar y comprender en su
totalidad, sus acciones y la de sus productos hormonales. Tales
hormonas, las cuales ademias ejercen efectos m&s pronunciados en unas
especies que en otras, incrementando con ello 1la dificultad de
describir los mecanismos bioguimicos y fisioldgicos que ocurren en

todos estos procesos.

Es posible entonces, que a pesar de toda la informacion
que actualmente poseemos sobre esta estructura, la gl&andula pineal
continfe siendo lo que ha sido desde su primera descripcion
realizada por Herdfilo : La estructura m&s incomprendida de toda 1a

economia.
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Algunos de los efectos provocados por la melatonina (MEL) como 1a
hipnosis, sedacidn y sus efectos anticonvulsivos san cimilares a los
provocados por sustancias de tipo GABAergico. Ademas, varins
estudios electrofisioldgicos muestran que la MEL reduce la actividad
eléctrica cerebral de manera similar a como lo hacen las sustancias
GABAérgicas., Tales datos sugieren la existencia de una interaccion
entre la MEL y 1los mecanismos GABAérgicos cerebrales. 61 tal
relacion existe, entonces es precbable que la MEL posea otros
efectos caracteristicos de las sustancias GARAérgicas, tal como la
ansiolisis. Con el propdsito de analizar esta interaccion s&

diseflaron y realizaron wuna serie de euperimentos: In Yivo
(Conductuales, Analgesia, AActividad Locomotriz, AHprendizaje e
Ingesta de Agua), In Vitro (Tejido aislado) e In Situ

(Electrofisioldgicaos, Microiontoforesis y Micropresion). Se estudic
el posible efecto ansiolitico de 1a MEL en sujetos sometidns a una
situacidn de conflicto. Para este experimento se utilizd el modela
de Vogel y los efectos encontrados fueron similares a los provocados
por sustancias ansiolfiticas cl&sicas. También se realizaron estudios
analgésicos, utilizando modelos de Inmersidn de la cola y de placa
caliente, en los cuales la MEL no ejercid efectos analgésicos. En el
registro de la actividad locomotriz, con un modelo de campo abierto,
la MEL produjo un efecto depresor de la misma. En estudios de
prevencidn pasiva y de prevencidn activa se mostrd que la melatonina
tampeoco influye de forma importante en el aprendizaje. En pruebas de
ingesta de agua la melatonina no modifica tal actividad fisioldgica.
Estos dltimos resultados sugieren efectos ansiolitcos reales de 1la
MEL. Se realizaron estudios en miscula liso intestinal, donde la MEL
y el GABA provocan un efecto depresor sabtre la contraccidn de ecstos
tejidos, niel el efecto de la MEL ni el de GABA fueron blogqueados
porla bicuculina. Debido a que las contracciones de estos miusculos

dependen de un sistema colinérgico-adrenérgico-purinérgico, es
dificil el sugerir un mecanismo de accidn de la MEL en el intestino.
Los estudios electrofisioldgicos con administracion local pot

microiontoforesis y micropresidn de MEL, agonistas y eantagonistas
GABAergicos también mostraron una accion directa celular similar
entre MEL y GABA, aunque los antagonistas GABAergicos no bloguearon
los efectos de la MEL, lo que indica gque a pesar de las similitudes
el mecanismo de accidn a nivel de la membrana celular es diferente

entre ambas sustancias. For dAltimo Se realizaron estudios
electrofisioldgicos en rebanadas de cerebro en la regitn CAx del
hipacampo, donde 1la interaccidn entre la MEL v el GABA fu=zron

evidentes. Los datos obtenidos muestran que la MEL puede ejercer sus
efectos a través de mecanismos GABA&rgicos.
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Several of the effects elicited by melatonin ((MEL) such a5
hypnosis, sedation, and its anticonvulsant actions. are very similar
to those provoked by GABAergic-like drugs. Additionally, some
electrophysiological studies / shown that MEL reduces the cerebrs
electric activity in a similar fashion to GABAergic drugs. These
data suggest an interaction between MEL and the brain GABRBA sy=stems.
If such relation exists, then it is passible that MEL could exert
another characteristic GABAergic activities such as anxiolysis. With
the aim to analize such relationship several experimental designs,
using behabioral and electrophysiological procedures, were realized.
Initially, the anxiolytic properties of MEL were studied in a

conflict procedure using Vogel’'s experimental model. In thic
situation MEL produced effects very similar to those provoked by
classical anxiolytic such as diazepam, chlorodiacepoxide, and
buspirone. Furthermore, several experiments showed that MEL no

exert analgesic actions and did pot modify learning and water intake
in rats. Besides, it decreases the spontaneous locomotor activity,
suggesting that MEL actions on the conflict procedure, seems to be
indeed anxiolytics. MEL addition to tissue bath in longitudinszl
rings of visceral smooth muscle, elicited a constant and reversible
depression of the contractile activity of both, spontaneous and
electrically praovaoked. This effect was also induced by the a&addition
of OABA to the bath tissue. However, neither MEL effects nor GARA
action on this tissue, was blocked or reversed by the preincubaticn
with bicucculine. Since the contractions of this muscle are
modulated by a cholinergic—adrenergic—purinergic system, it is
difficult sucgest the mechanism of action of MEL in order to produce
such effects. MEL and GABA microiotophaoresis in enterior
hypothalamic units reduced the electrical activity of these neurons.
In this situation, bicucculine blocked the inhititory action of
GABA, but was unable to modify MEL the effects, suggestinag a
different membrane site of action. Finally our electrophysiological
studies on hippocampal slice preparation showed that MEL enhances
the GABAergic mechanisms in pyramidal CAx cells. These data indicate
that MEL could exert its hypnotic, se=dative, anticonvulsant and
anxiolytic actions through the brain GABRAergic systems.
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INTRODPUCCTION
Cada vez enisten evidencias mas firmes, las cuales muastran
que la glandula pineal (GP), ejerce un papel importante en 1a
regulaciaon de un gran namero de érganos-y sistemas de tédaé las

especies de animales hasta ahora estudiadas, incluyendo al hombre.

Esta glandula, la cual se encuentra presente en casi todos los
vertebrados, a excepcion del armadilla y el cocodrilo (20,
canstituye una prolongacién diencefalica de forma conecidea. Su

vértice estd suspendido schre los coliculos superiores y la lamina
del techo mesencefalico mediante un corto pedinculo; mientras que su
porcidn basal se une a la regidn posterior del III ventriculo
cerebral (FIG. 1).

En el caso de animales filogenéticamente inferiores, la
pineal es de tipo sacular con patredes internas perfundidas
continuamente por el liquido cefalorraquideo (LCR); el saculo ce
abre directamente a1. III ventriculo. En este tipo de animales,
tambieén existe un Oorgano parapineal, con céelulas receptoras
similares a los fotorreceptores retiniapos (82) (FIG. 1). El drganc
parapineal ha sido motivo de miltiples teorias filosdficas vy
religiosas y se le ha denominado el "Tercer ajo" (32).

Filogenéticamente la GP sufre amplias transformaciones de
serr sacular y con elementos nerviosos en anfibios, se transforma en
una glandula secretora en mami{feros, perdiendo ademas, su
caracteristica sacular y el conta;to directo con €l LCR. Tambien en
vertebrados inferiores se mostrd la existencia de una inervacion

desde la comisura y nGcleas habenulares hasta la pineal, (117} (FIG.

1),

e e



En la rata, la GP (117) es una estructura epitalamica de
forma esferoidal, con diametro no mayor a 2 mm y un peso de hasta 1
mg. La glandula reside en la parte mas posterior del cerebro y en la
linea media, por debajo de la confluencia del seno venoso sagital
con los senos venosos laterales, descansando sobre 1los coliculos
superiores Yy oponiéndose a la tienda del cerebelo (FIG. 1). En el
hombre 1la GF ocupa la depresidn localizada entre 1los coliculos

superiores Yy el mesenceéfalo. Mientras que su peso oscila entre los

50 y 150 mg.
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FIG. 1. Representacion esquemdtica de un corte sagital de
la glandula pineal (GF) tanto en animales
superiores como en inferiores, en el que se muestra
sus trelaciones con otras estructuras (89).

En los equinos, el elefante y el hombre, la GF tiend2 a

calcificarse farmandeo depositos calcareos, con una base organica



sobre la gue se fijan compuestos inorganicas del tipa de los

-

carbonatos y fosfatos de calcio y de magnesio (20),

La GP de los mamiferos carece de elementos fotosensibles
por lo que la informacidn fdatica le llega a la pineal a traves de
un sistema inespecifico cerebral (27,28) y de un circuito neuronal
especifico (44,72) (FIG. 2); el cual se origina en la retina, en =u
capa ganglionar, de donde surge un conjunto de fibras amielinicas
que forman el tracto retinohipotalamico. Este se dirige inicialmente
hacia el ndcleo supraguiasmidtico, tanto ipsi como contralateral
(49,70); y posteriormente al hipotalamo lateral donde se agrega al
haz prosencefdlico medial.

Después de atravesar la formaciodn reticular, alcanza las
astas laterales de los segmentos espinales tordacicos de la méedulas,
sitio de origen de las fibras preganglionares simpaticas, las cuales
se dirigen hacia el ganglio cervical superior. Algunas de las fibras
de este ganglio, constituyen los nervios conarii cuyos ones
terminan dentro de la GFP (52,355,71) (FIG. 2). Estas fibras son de
origen simpatico y utilizan noradrenalina (NA) como neurotransmisor.
En algunas especies se han identificado fibras parasimpéaticas
(23,93).

wisten cambios morfoldgicas y funcionales de la GF
relacionadas con las oscilaciones del fotoperiodo ambiental;
(condiciones ambientales de luz/oscuridad). Tal sincronia sugiere
que la pineal petrtenece a un sistema de regulacion
fotoneurocenddcrino (57), cuya accion modula aquellas funciones,
tanto cerebrales como enddcrinas, que se asocian al fotoperiodo.

Asi, en algunos mamiferos la GP regula el metabolismo en general
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(108), la temperatura (?), la actividad locomotorisz (Z4) y la
pigmentacion cutanea (75). Ademés, la aplicacidn de sus entractos en
concentraciaones farmacoldgicas provoca cambios de conducta de lcs
estados emotivos (119), del electroencefalograma (87) y de la
actividad sexual (16,88) la cual incidentalmente es la mas
extensamente estudiada. Estas acciones de la GP requieren de una

inervacidn simpatica integra (17).
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FIG. 2. Representacion esguematica del circuito n=uronal,
por medio del cual la GP recibe informacion fatica.
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lLa pineal ejerce sus accliones & través de hormonas; cuyos
efectos son dependientes de la especie, la dosis, la wvia d=
administracién e incluso de las condiciones ambientales (89).
Estructuralmente estas sustancias son inddles o peptidoas. Feptidos
como la somatoestatina, la arginina-vasotocina y la treonil-seril-
lisina (1Q¢) han sido caracterizados en el parénquima pineal.
Mientras que el grupo de los indoles incluye a varios compuestos
derivadaos del triptofano (FIG. 3), muchos de ellos con miltiples
efectos bioldgicas. Aunque, algunos estudios refieten a la
melatonina (MEL) (5~-Metori-N-Acetiltriptamina) como 1la hormona
pineal mas impmrtanté, no hay duda de que la pineal produce tambien
otros principios activos (39).

El término MEL surgid de Lerner y Case (44) qguienes
observaron que en ranas y renacuajos se provocaba un aclaramiento de
la piel por efecto de los extractos de la pineal, tal accion es
consecuencia de una agregacidn de granulos de melanina alrededor de

los niacleos celulares,

La estructura quimica de la MEL fué caracterizada en 19358
por Lerner y cols. (&3).

La sintesis de MEL se inicia con la captura del aminoacido
plasmatico triptofano, el cual a través de una hidroxilacian s
transforma en S-hidroxitriptofano. Una posterior descarboxilacion
forma la S-hidrositriptamina o serotonina (S-HT) ((B8). A su vez, 35U

acetilacion por la enzima N-acetiltransferasa (NAT) la transforma en

N-acetilserotonina (56,58). Este compuesto puede ser oiidado a S-
hidroxindol-3-A4cido aceéetico (64) o transformado a oS-
hidreoxitriptofel. En este punto de la via metabdlica se forman los

g-metoni-indoles por la accion de la enzima hidroxindol-0-



metiltransferasa (HIOMT) (FIGS. 2 y Z). De estos compuestos, la MEL
(B,64,117) y el S—metoxitriptafol (5-MTF) consideran las sustancias
mas activas.

lLa sintesis de MEL no es exclusiva de 1la pineal, eésta
también se presenta en sitios como la retina (77}, la glanduls
Harderiana (118,77) y el intestina (84).

Muchos estudios muestran que el contenido de'serotonina, y
de los S—-metoxi-indoles (48) asi comp la actividad de la enzima NAT
(56) muesttran variaciones sincronizadas can el fotoperiodo
ambiental. Adem&s también eristen factores ambiental=s, diferentes
al fotoperiodo, (108), neuronales (23) y hormonales (16) que a su
vez regulan la funcidn de la GP.

lLos productos inddlicos de 1la pineal alcanzan su
concentracion mas alta durante la escotofase, y sus niveles son
minimos durante la fotofase (58) (FIG. 4). En otras palabras, la lu=z
ejerce una influencia inhibidora sobre la sintesis y secrecidn de
tales hormonas. En la GP de la rata, las concentraciones mas altas
de MEL oséilan entre 2.3 y 30 pmoles/mg, los valores dGaltimos se
alcanzan al final de la fase de oscuridad o escotofase (4:00 h),
mientras que las concentraciones minimas se detectan al inicioc del
periodo de luz o fotofase (7:00 h).

En humanos y roedores las hormonas de la pineal se
catabolizan en el higado con una 6~-hidroxilacidon o con una
conjugacién con Acido glucurdnico o con sulfato para formsr 6-
sulfatoxi~indol (aMTés). Sin embargo, el mayor metabolito wrinario
es la ob-hidroximelatonina (36,59,460,62). La deteccion de este

compuesto en la orina muestra una relacidn directa y enacta con la

12 oo A i S S TP 3
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funciones de la pineal y se investigd la influencia de esta hormona
sobre diversos organos (47). De todas las funciones atribulidas a la
pineal, probablemente ninguna ha sido tan estudiada como su accion
sobre la reproduccidn.

Asi, la pinealectomia incrementa tanto el crecimiento como
la funcidn gonadal (87). Por ejemplao, la pinealectomia en ratas
hembras de 1| a T dias de edad provoca una apertura vaginal prematura
y un subsecuente alargamiento del Gatero cdn crecimiento ovarico;
mientras que en ratas macho, induce un crecimiento testicular, de
las vesiculas seminales y de la prdastata ventral (102). De hechao
existe una relaciﬁn.inversa entre el tamafilo celular de la pineal vy
la masa de celulas intersticiales testiculares (102). Estos
resultados sugieren un efecto antigonadotrdpico pineal.

El papel de la MEL en la reproduccidn humana s menos
clara, aunque la modulacidn que las hormonas del eje pituitaria-
gnadas ejercen sobre la pineal en el hombre son muy prominentes.
Wetterberg y cols, en 1976 (111), mostraron que las concentraciones
de MEL sérica se elevan previamente a la menstruacion y se reducen
durante la ovulacion También durante los primetros meses del embara:zo
la MEL se incrementa; mientiras que en la etapa final los niveles son
minimos (78).

Los efectos provocados por la GF se ejercen en diferentes
estructuras vy &rganos. Frobablemente, el principal sitio de accion
de la MEL es el sistema nervioso central. Después de administrar MEL
radiactiva por via sistémica, ésta se acumula principalmente en el
cerebro; las estructuras cerebrales que captan y acumulan altas
concentraciones de MEL; son el hipot&lamo, el tallo cerebral,

-y

algunas estructuras epitalamicas, la pineal y la pituitaria (3.



También drganos perifericos como las gdnadas y en general todo el
sistema reproductor, captan y acumulan MEL (88).

" Dentro de los efectos no reproductores provocados por la
administracion de MEL, esta su accidn hipnogénica (25). LLos
implantes hipotal&micos de MEL en gatos, producen cignos
conductuales y electroencefalograficos (EEG) de suefio (&7). También
en pollos la administracion sistémica de MEL induce un estado de
suefio, el cual electroencefalograficamente corresponde al suefio de
ondas lentas (464).

Los efectos hipnogénicos de la MEL también se producen en
humanos. Asi, Anton—-Tay Yy cols., (2), observaron que la
administracidn de MEL reduce la latencia de suefio e incrementa la
fase de suefio paraddjico en voluntarios sanos. Aungque, Cramer y cols
(23), mostraron que una dosis de 90 mg de MEL en sujetos voluntarios
sanos, es un patente inductor de suefio, pero no modifica ni el
patron ni la frecuencia de aparicion de algunas de las fases deo
sueflo. De acuerdo a estos autores, la MEL induce un sueflo que tanto
conductualmente como poligraficamente es muy similar al  suefio
fisioldgico (4,23).

La MEL tambien influye en muchos aspectos de la conducta
humana. Por ejemplo, dosis farmacoldgicas de MEL (20-50 mg) producen
sedacidn y sensacidn de bienestar y tranquilidad en sujetos jovenes
sanos . (25). Contradictoriamente, Arendt en 1984 (3) encontrd que la
aplicacign de MEL por 4 semanas produjo una fatiga cronica muy

importante.
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FIG. 4 Esquema del ritmo luz/oscuridad de triptofano,
serotonina, N-acetiltransferasa, HIOMT y MEL. Los
niveles de MEL en la fotofase son aproximadamente 10
veces menores gque los observados durante la
escotofase,

El efecto sedante gue posee la MEL se manifiesta cuando

administra en sujetos enfermos. For ejemplo, la administracion

=1=]
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MEL en sujetos epilépticos reduce significativamente tanto la
frecuencia como la intensidad de las crisis convulsivas, provocando
ademas una tendencia hacia la normalicacidon de los patrones EEG de
estos pacientes (2). También durante situaciones estresantes, como
las provocadas por expasicidn al friog, por inmovilizacion, por
hipoglucemia, etc., se incrementa importantemente la MEL sérica en
ratas  (105), lo que supone una accidén tranquilizadora de la misma
que revertird los efectos del estres.

Otro aspecto interesante de la MEL, es su reciente
asociacidn con algunas patologias mentales. Debido a la presencia de
un  ritmo circadiano'y estacional en la produccion y liberacion de
MEL en humanos (112); y de acuerdo con la idea de que algunos
desdrdenes psiquidtricos dependen de alteraciones de los ritmos
circadianos, se sugirieron relaciones entre la MEL y este tipo de
alteraciones. Con esta idea en mente Cramer y cols (23), mostraraon
que la aplicacidn de MEL en pacientes con depresidn bipalar empeora
el cuadiro psiquidtrico. Ademéas ectos pacientes, presentan
concentraciones reducidas de MEL, indicando un tono adrenérgico
disminuido (15).

Algunas investigaciones mostraron gue los pacientes que
padecen de depresion acompafiada de melancolfia, muestran patrones de
secrecidn de MEL muy diferentes a los sujetos sanos (113). En
general la pendiente del pico nocturno es menor y esta desfasada con
respecto a laos controles.

Recientemente se caracterizd un cuadto clinico denominadn
depresidn afectiva estacional (99). La cual idnicamente se manifiesta
en las estaciones de otoflo e invierno y desaparece en la primavera Yy

en el wverano. Este cuadro tiende a desaparecer con fototerapia o
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cuando el paciente viaja a una altitud cercana a. Ecuador.

Se desconoce el mecanismo de accidn & nivel cerebral de la
MEL, los estudics que intentan localizar y caractercizar a receptores
especificos a la MEL dentro del SHNC, son controversiales. Asi,
mientras Cohen y cocls, en 1978 (20), y Niles y cols, en 1979 (74),
describieron la presencia de receptores especificos a la MEL en casi
todas 1las estructuras &erebrales de la rata, con mayot densidad en
hipotdlamo, hipocampo, cuerpo estriado y mesencéfalo; estudiosz mas
reciente describen la wistencia de receptores dnicamente an
hipotdlamo (120).

Estudios electrafisioldgicos, muestran que la MEL es capa:s
de modificar la actividad eléctrica cerebral. For ejemplo, los
trabajos saobre suefio reslizados por Anton-Tay (2), indican gque 1la
administracidn sistémica de MEL modifican los patrones
electroencefalograficos.

Otros estudios (80) describen un efecto bifadsico
depresor, excitador, inducido por la aplicacion sistémica de MEL
sobre 1la frecuencia de descarga wunitaria de neuronas, tanto
hipotalamicas como extrahipotalémicas, en ratas con movimiento libre
(73). De igual manera, los estudios que utilizan microiontoforeésis
de MEL, muestran un efecto depresor de la misma, sabre la frecuencia
de descarga de los pinealocitos (26) y de estructuras hipotalamicas.

El mecanismo de accidn de la MEL a nivel celular, en el
cual intervienen posibles receptores especificos, parece involucrar,
la intervencién directa o indirecta de segundos mensajeros. Dentro
de este altimo grupo se incluyen a los nucledtidos ciclicos, al ian

calcio (Ca*2®) y a las prostaglandinas en células neuronales vy

L5
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gliales (120).

También en la sintesis'y sacrecidn de MEL, interviene el
AMPc, activado por la NA, gue a su vez es liberada por las
terminaciones simpaticas (91,92). Existen también otras sustancias
dentro de 1la GP, que modulan la ptroduccidn y liberacion de
melatonina, estas son el glutamato y el &cido gama—-amino-butirico
(GABR) y péptidaos como el péptido intestinal vasoactiva (VIF) (7).

tta similitud entre los efectos inducidos por la lMEL con
aquellos provocados par farmacos GABAérgicos; por ejemplo, hiponsis,
sedacion y propiedades anticonvulsivas, entre otras; sugiere un nexo
entre la glandula piﬁeal, a través de los indoles, y laos sistemas
gabaergicos. Esta relacion fué postulada inicialmente  por Romjin
(?4) quién sugirid que la pineal es un drgano tranquilizante;
algunas otras evidencias neuroguimicas apoyan esta sugerencia
(21,22). Una evidencia muy importante en esta relacion fué aportada
por los estudios de Marangos y Cols., (66) gquiénes mostraron que la
MEL reduce la unidn de [FH]l-diazepan de sitios de unidn especificos
en las membranas de cerebro de rata. Para estos autores se trata de
una 1interaccidn de la MEL con el complejo benzodiazepina-iondaforo-
receptor-GABA (464).

Estos autores sefialan parte del hecho de que las
benzodiacepinas (BZP) y lns barbitaricos son capaces de mejorar la
neuratransmisidén GABA-érgica, debido a que uno de los componentes
del complejo receptor supramolecular del GABA, reconoce sitias con
los que interacfﬁan varias sustancias entre las gque se encuentran
como las propias BIP y los barbitiricos (30) esto sugiere que los
efectos sedativos y anticonvulsivos de estos farmacos, son el

resul tado de una modulacion de la actividad del receptor GABRérgico
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(&), La actividad de este tipo de receptor se ve incrementada por
sustancias como los ansioliticos, 1los anticonvulsivos, los
relajantes musculares, los sedantes hipnédticos, pero se diminuye por
algunas B-carbolinas ansiogénicas (100).,

En un estudio reciente Coloma Yy Nilés en 1988 (22)
estudiaron el efecto de la MEL sobre la unidn del GABA a membranas
cerebrales In Vitro. Estos autores aobservaron que la melatonina a
una concentracion de 107 incrementd en un 24 % la union especifica
a [BHl-muscimol en la corteza fraontal de la rata. §i la preparacion
era pre-trataba con TRITON X—-100, sustancia tensoactiva, el efecto
de la MEL desaparecia. El tiempo de preincubacidn con MEL fue un
factor decisivo de este efecto, as{, cuando 1la prepéracidn 5
preincubaba durante 30 min, con 10-* M de MEL, existiod un incremento
del 30 7% de la union al [3HI-GABA; mientras, gque a 60 min se produjo
un incemento del &0 % con la misma concentracion de MEL. La
concentracion media de melatonina que causé a el 50 4 de incremento
de la unidn al [*H]1-GABA fue de 1.5 X 10-= M. Cuandao 1los autores
caompararon este efecto provocado por el Diazepam, encontraron gue
este farmaco es 4 veces mé&s potente que la MEL. La melatonina casi
no produjo efecto en el receptor GABAR, pero fueron muy evidentes
los de baja afinidad, es decir en el receptor GABARA. Por el
contrario el diazepam ejerce efectos en ambos tipos de receptores
GABAérgicos.

Aungue estos trabajos muestran una evidencia neurcquimica
de la relacitin GABA-Melatonina no existen evidencias farmacoldgicas
ni conductuales directas de tal interaccidn, ni mucho menos una

descripcidn del posible mecanismo de accidn "GABRérgico" de la MEL.




For 1lo tanto y con el objetivo de analizar esta posibilidad, se

disefid una serie de euperimentos:

a) In Vivo (con la finalidad de estudiar los efectos ansioliticos de
la, MEL, de la actividad analgésica, la actividad locomotriz, del
aprendizaje y ademas, la ingesta de agua).

b) In Vitro (En masculo liso intestinal).

c) In Situ (electraofisioldgicos en hipotalamo anterior e hipocampo

de rata).

Los cuales se resumen en la presente tesis.



I. EXFERIMENTOS In Yivo

Una caracteristica de las sustancias GABRAérgicas del tipo

(23,

de las benzodiazepinas (BZP) son sus propiedades ansioliticas
37). Estos farmacos deprimen el sistema nervioso ceniral en varios
grados dependiendo de las dosis. Una vez alcanzado el efecto
ansiolitico se presenta una ligera depresion, la cual puede o no
acompaffarse de algun grado de alteracién en algunas funciones
psicoldgicas (4Z2). Dosis grandes pueden causar suefio y dosis
téxnicas | producen coma. Muchas de estas drogas tienen efectos
anticonvulsivos por virtud de deprimir centros nerviosos cerebrales.
El bloqﬁem de neuronas internunciales, asi como &lgunos efectos
sedantes cngkribuyen a varios grados de accidn relajante muscular.
Estos efectos son ejercidos a través de mejorar la neurcotransmision
que utiliza GABA, razon por la cual estos farmacos son considerados
como GABAérgicos (12).

Las propiedades ansioliticas de estos compuestos se han
puesto de manifiesto en varios modelos experimentales, siendo los
mas wWwtilizados aquellos que poseen una situacion de conflicto. Las
similitudgs entre estos efectos provocados por las BZP con aquellos
reportados para la MEL son muy similares, por lo que es posible que
los indoles de la pineal ejerzan también estos efectos ansioliticos;
los cuales han sido sugeridos por algunos autores como Kévacs (461),
pero no han sido realmente analizados.

Nuestro primer intento de asociar los efectos de la MEL con
las sustancias BGABAérgicas cerebrales fué un estudio de ansiolisis

utilizando el modelo experimental disefiado por Vogel (107).

Realizamos uwn estudio competitivo entre la NMEL, diacepam (DZF),
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clorodiazepdxidao (CEF) y buspirona (BUS)

I1a) Efectos ansioliticos de 1la melatonina en una situacion de=

conflicto.

Se wutilizaron 400 ratas (Ratus novergicus) Wistar macho
(1B0-230 g), las cuales se dividieron en varios grupos (n=20) y se
sometieron a la prueba de conflicto en dos horarios (n=10 a las 9:00
hsy n=10 a las 146:00 h). Las ratas se almacenaron en calas

individuales (acrilico transparente 40 X 30 X 20 cm) vy =1=]

mantavieren con acceso libre a comida (Purina Rat Chow) y &agua.

Durante el tiempo gque duraron los experimentaos las ratas

permanecieron bajo ciclos de luz/oscuridad 12/12 (9:00-21:00 h) vy
con temperatura controlada (20-23°C).

El modelo de Vogel (107) utiliza una caja de acrilico
transparente (38 X 38 cm), en cuya pared posterior y a traveés de un
orificio se introduce un bebedero constituido por un tubo metalico y
en una butella de pl&stico con una capacidad de 250 ml. El bebedero
se localiza a 6 cm de distancia del piso de la caja, Bl cual ecsta
formado por una rejilla que contiene 15 varillas de aluminio de 5 mm
de diametro separadas un cm de distancia entre ellas. Un circuito de
corriente directa el cual utiliza una fuente de poder de & V, se
conecta entre las varillas que componen la rejilla del piso de la

caja y el tubo del bebedero. El circuito se completa o se cierra

cada vez que el sujeto, parado en las rejillas del piso, lame el

bebedero (FOTO 1).
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FOTO 1.Dicspositivo utilizado para realizar las pruebas
de conflicto.

Cuando el circuito se cierra, es decir con cada lengi2tazo,
se genera un pulso (200 uyV), el cual alimenta a un preamplificador
de un poligrafo (Grass 7D). Estos pulsos son integrados con la ayuda
de un 1integtrador (Grass 7F Bl) calibrado de tal manera que cada
"rampa" o ‘"escaldn" corresponda a 20 lengiietazos que el animal
realiza o a 400 uVv (FIG. 9) Cuando se produce este ‘"escaldan", se
dispara un estimulador el cusal genera una corriente de 0.6 mA que el
sujeto recibe durante el lengietazo No. 21. Después el sistema
nuevamente inicia en un valor de voltaje cero, hasta gque el animal
vuelve a caompletar los 20 lengiietazos. El numero de lengiletazos y el

namero de choques recibidos por el animal =1=] registrarcn
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automaticamente en un poligrafo, dwrante un periodo de 3 min,

que duraba el registro experimental (FIG. 9).

REGISTRO POLIGRAFICO DE LENGUETAZOS
Y SU INTEGRACION
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FIG.’ 5. Geries de registros graficos realizados por el
poligrafo los cuales muestran los pulsos generados
cuando el sujeto cierra el circuito. Las "rampas" de
abajo representan la misma sefial integrada. Cada uno
de estos trazos corresponde al  registro obtenido
durante 3 min después de la administracion de los

difrentes farmacos.
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Los animales se privaron de agua y alimento por 48 h antes
de cada sesion experimental, 30 min antes de introducir al sujeto en
la caja de prueba, estos recibieraon la administracion

intraperitoneal de alguno de las farmacos empleados.
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Ctrl, 1.0 2.0 4.0
mg/kg.
Diazepam

FIG. 4. La administracion de DZIP 1.0 mg/Kg (n=20)3; Z2Z.0
mg/Kg (n=20) vy 4.0 mg/Kg (n=20), proavocd wun
incremento significativo en el niamero de chogues que
los animales recibieron comparados con el grupo
control (buffer-fosfato, n=20). Este efecto fue
dosis—dependiente vy se inicid desde la dosis menor.

Tanto los sujetos experimentales como los controles fueron
sometidos a esta prueba una sola vez. Los farmacos y las dosis
empleadas fueron las siguientes: diazepam (DZPj; Valium-—-Roche; 1.0,

2.0 y 4.0 mg/Kg); cloradiazepdxido (CDP; Sigma; 3.0 y 10.0 mg/kg) vy

buspirona (BUS; Sigma; 5.0 y 10.0 mg/Kg). Los efectos provocados por
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estas sustancias se compararon con los producidos par

(MEL; Sigma; 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 y 2.0 my/¥Hgl.
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FIG. 7. Los grupos tratados con CDP 5.0 mg/Kg (n
10.0 mg/Kg (n=20). recibieron un mayor ndam
choques, camparado con el grupo control
destilada) (Nn=20). También estos efectos mo
una relacidn dosis-efecto.

Ctrl. 5.0 10.0

=20) y

ero de
(agua

straraon

LLos sujetos recibfan la aplicacidn de solucion vehiculo

(propilenglicol-polietilenglicol; Merck; 104, butfer

fosfato 0o agua

destilada). Una vez finalizado el registro, recibian una sobredosis

de pentobarbital séddico. Los datos obtenidos se anali
las prueba estadistica "t" de Student.

Los resultados abtenidas con las registiros,

caron mediaente

de este trabajo
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se interpretaron, por €l nimero de “"rempas" que se obituvieron en
cada una de las sesiones. Este anilisis nos permitid determinar  la
frecuencia de choques gque cada animel recibia en un intervalo de =
minutos vy en cada administracion. S22 calcularon las frecuencias

promedio de. las muestras,
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Melatonina
FI1G. B. La administracion de MEL provocd efectos similares

a todos estos ansioliticos. Los grupos de animales
que recibieron las difrentes dosis de melatonina 0.1
mg/Kg (n=20); 0.2 mg/Kg (n=20)3; 0.5 mg/Kg (n=20)5 1.0
mg/Kg (n=20) vy 2.0 mg/Kg ((n=20), respectivamente
mostraron un incremento significativo en el namero de
choques recibidos con respecto a 1los sujetos del
grupo control (peolietilengliceol 10%, n=20), Este
efecto también depende de las dosis administrada.
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LLos resultados obtenidos en estos experimentos mastraron
que la administracicn de DZF a 1.0 mg/Kg, X=7.0 (n=20/dosis); 2.0
mg/Kg, %=10.5 (n=20Q) y 4.0 mg/Kg, X=18.6 (n=20), incremento
significativamente el namero de chogues electricos (p<O.03)

-

comparados con los animales control, X=6.8 (n=20), FIG. &.

JSW-
N
u
1T} 20 -t
e
r
0 .
15 -+ ¥
d e
e
C 10 T
h
0 ...........
q prs S .
u )
e S
s | b
0 — : L
‘:trl' :).0 10'0
mg/ke.
Buspirona.

FIG. 2. La BUS en dosis de 5.9 mg/Kg (n=20) y 10.0 mg/Kg
(n=20) indujo también un incremento dosis-—-
dependiente en el namero de chogues eléectricos
comparados con el grupo control (agua destilada,
n=20). .1s2
La administracidn de CDP provocd a S.0 mg/Kg un X=14.,0
(Nn=20) v de 10.0 mg/Kg un X=23.0; incrementd al igual que DIF el

namero de chogues eléectricos (p<0.05) en relacidn a los animales del

grupa control, el cual tuvo un X=7.0 (n=20), FIG. 7.
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La administracidén de BUS, potr su parte tambiéen i1ndujo
acciones ansioliticas asi{, de un valor promedic del grupo control
(n=20) de &4.14 choques el grupo (n=10) tratado con 5.0 mg/Kg paso a
15.8 choques eléctricos (p£0.05). Finalmente el grupé (n=20) que
recibidé una dosis de 10 mg/Kg alcanzd un promedio de 19.6 choques
eléctricos (p<0.01) FIG. 9.

En esteﬂmodelo de ansiedad los farmacos ansioliticos clasicos,
como lo son el DZP, CDP y la BUS indujeron efectos significativos en
el namero de choques con respecto a los animales del grupo control.
Tal efecto se interpreta como una accidn ansiolitica puesto que
termina con el conflicto y como consecuencia se reduce la ansiedad.
LLa administracidon de MEL también indujo un efecto &ansiclitico en
este modelo. Este efecto el cual fué dosis dependiente mostrd gque la
dosis efectiva minima de la MEL fué de 0.5, la cual comparada con
las dosis efectivas minimas de los otros farmacos fué de 2.0 mg/Kg
para DZIP y 5.0 mg/Kg para CDP y BUS, respectivamente, estos

resul tados se resumen en la tabla I.

TABLA I

ACTIVIDAD ANTICONFLICTO DE LOS FARMACOS UTILIZADOS

. ¥

FARMACO DOSIS MINIMA EFECTIVA
(mg/Kg — IP.)

Diazepam (n=20) 2.0
Clorodiazepdxidao (n=20) ' 9.0
Buspirona (n=20) 9.0

Melatonina (N=20) C.9

T . L7 R e e 4 < g o P 3 ATl s B At e

B



-----

T

Rt |

Existen varias situaciones gque pueden ser consecuencia de
este supuesto, efecto ansiolitico de la MEL. Por ejemplo si este
farmaco induce analgesia, modifica el aprendizaje, altera la
actividad locomotriz o interfiere con la conducta de ingesta de
agua, es posible que este efecto de incremento en el namero de
choques observado en los animales tratados con MEL, puede ser
explicado por un efecto en cualquiera de estas variables. For 1lo
tanto es necesario analizar el efecto de MEL sobre cada uno de estos

parametros antes de establecer una accidn ansiolitica real.
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Utilizamps dos de leos nodelas zuperimsnialses gue  tuaron

crploados en la deccripcidn de los mecsnizpos de snalaesziz provocade
por la estimulacion de algunaz regiones dz=]l tello cerebral (Z8) .,

)i

E=ztos rmedelos eon los de retiramiesnto de de la cole (tail tlichk) =Jo!

ratr  y el de placa calients (Kot plate) 2n ratan. Loz posibloa=.

efectes proveocados patt la MEL  fueron comparedos por aguellecs
provoccdos por un farmaco analgésico caracteristico como es el caeso
de la morfina (MOR).

lLos euperimentos sz realicaron 2n 40 pratas Wistar machos

(

de 180 2 2720 g, y 92 ratonesz, CD! mschos de IO a XI5 g de pesza. kEztos
animales s mantuviaron zrn 21 laberatorio desde 3 dias antes da
iniciarze la fasze cuperimental hasta ¢l términc de lz misms, coOn
ciclos de luzt-ohscuridad de 12712 h (?:00-21:00 h) vy temgeratura
controlada (27 °C). Lot animeles =s cclocarcn en cajas individuales
dz  acrilico transparenie de 20 X 20 X 135 em, Todos loz animalszs
tuviercon accezo libre z1 alimento (FPurina Rat Chow) y &l agus. Lads
sujeto fue numerado a2l azar en la coles, wutilizando wuna numeracion

binaria. En todos les esperimentos sc eaplearon grupos de 4 ¥y L

suijetos

UL

La sustandias empleadas fueren MEL (Sigma)l, la cual se
dicolvid en pclietilenglicel fMerclk) el 12 %, sulfato de merfina

‘“ndo) disuelta en =zolucisn salina al 0.9 Y, é&zta altica para

ectzblecsr un enalisis comparstivo.

Las dozis adnministradas de MEL ror viza intrapsritonesl {en
ke grupos dE animeles) fueron de 2.0 v 4,0 mnglloy de MORTOC
b g Ui o grupo racibtis Vs osoliczcror dzorshiloulo (eoalizdt i lansl ool
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al 10 % v/e soluvcion szlina) o fuve ceonziderad

by PRrUEZA DE Lo PLnCA CAt e a 58° O BN RATON

La MEL o la zoclucidrn conbtrocl (polietilerglicel al 10 %) cE
administraron  J0 min artes de la prusbe enperimantal, mizntras gus

. Lose animales

]

eplicacidn de meorfina se hizo sl 1Q min ante

[ )
)

fuoron levantados por 13 cola, vy colozados sabre la superticie d2 un
aperato de placa celiente (bobt-plete? Hp-~-N191ER thvipe
Sybron/Thermolyne), de 146 @ 16 cmy, mantanida a una temperatura d=2 S5
r 1°C. En el momento en que €l animal etra colocado en la place
caliente, ze accionaba avtomiticamente un cronadmetro &1 cual se
detenia cuando el animel se lemia lec patas delanteras o cuando
mostraba una conducta d=2 salto. En 2z2 momentao, los animalzs fuzron
retirados inmediatamente de la plz2ce, © bien, si durarte losz
primerpos 20 seg =21 ?atén rno mostraba tales conductas, =21 sujeto era
retirado evitando con ello, algin dafiop en lasz patas. FPuesto que los
sujetos s sometieron a una sola pragba y  formaron CruDos
independientes entre si, las latencias cbeocervadas entre los diversos
grupos fueron analizadas vtilizando la prusba de "t" de Student.

L.a administracidn de MEL a&n doceis de 2.0 mg/lg (n=13) y 4.0

mg/k.g (n=13), produieron latencias de X= 4.98 v ¥X=4.1 s=y
rezpectivamente, en eesta prueba dolorimetrica. No = cbhszervarar
diferencias estadisticamente significativas en losz tiempos d=

lotencia comparadcos con los del grupeo cortreol (X=3.25 seq, n=12),

paro sl se presentd una diferencie importante de loz tiempos ds

e
2%

letencia cuando e compararon ceon &) orepo tratedo con morfina a

dosis e 5.0 mg/iiy (X=27.0 g, N=13) , el grupo control  (pL.003) .,
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FI1G, 10, Histogramas de latencias promedios 2n scgundos

gue muesstran lce grupos tratedos con MEL, MOR » e1

grupo control (n=12/grupn).

2) INMERSIOM DE LA COLA CE RATA EMN AGUA CALIENTE A Sa° C
Retiramiento de la cola ante un estimalo noziceptivo.

Cada rata se colced en un inmovilicedor cilindrico de
pliastico con 1? cm de longitud, S cim de altura y 5.7 cm de diametro,
del cual solo guedsbs fuere la cela Ze la rata. Antes de iriciar
cualqguier procadimiente experimertal, 2l animal paormanes19 por 20
min en el inmovilicadeor con el objsta de hsbituarle, y  reducir el
manimog el pstres, Fostzriornente, 3= proceditd & introduezir los

Al bimos 9 cm de la —ola de la ratz en vun vaso Je precip! tsdo de Lo

e e At RO, o T o TR TR 1 et et 8 e 4 e e



e

ml gue contenia agues coliente & S0 X 1° C. Tal procedimiento
provoca gue l1a rata ratires bruscamente ITa cola del vaz2 gue contenta
2]l ague. Se determind la latencis de recpuecste, la cucl se cornziderc
comn el tiempo transcurrido desde la ineersion de 1la cola en el
agua hasta el retivamientc de la misma,. Tal paremetroc fue
registrado, empleando un crondmeiro elsctronico (modelo grabb-leb
T000) capaz de determinar haszta centésimas de seqgundo.

En la fase control, antes de administrar cualgui=gr dosis de

sustoancia, se realizarcn 7 medicicnes del tiempo de refiremizntc

[
5]

de la cola cada 9 min. Después, invirtiendo =1 inmovilicador dond=z

e localica la patrte wventral de la rata esta =3 inyecto

1)

intraperitonealmante con 2lguna de las desis de MEL o de la solucion
contral (polietilengliccl 2! 10 %). La prueba dclorimetrica se
realizo entonces 9, 10, 15, 320 v 60 min posterior a 1=
administracidon del farmaco. Si el animal nc retiraba la ceola del
agua en los primeros &0 seg, la prusba finalizaba.

Fora el andlisis estadicetico dJde las latencias de respuests
obtenidas en las diferentes grupos se empled una prueba de znalisis
de variancza (GNOVAY.

En los resultados se observd gqu2 en los animales del  grupo

contirol (n=10), la introduccion de los ¢ltimes S cm de la ceola en

agua caliente a 50° * 1°C, provecod una reazcion de retiramiento

brusco de la cola con une latencia gque oscile entre 7 » 1T s20 & 103
9y, 10 y 15 min, preadministrzcion., Estos valores comparadoz con los

chtenidos & los 9, 12, 15, J0 y &0 min peostadministracidn, en los
cuales se enconitrs una latencia promedio gque oscild de 16 & 1T zeq
no mostrarcen diferencias zignificastivas importantez. Re iguesl forma

los datos obtenides pers MEL 2.0 ¢ 4.0 mnty fueron muy similseres 2



loz encocntrsdoz con el grupe centrol. £1n embargo. une vel  gue  sSe

cecrpararon  estos datos cen la administracion de MO a la dosis  de

sbhzerve un incremento de le latencia dezde los o rin

- S.0 ma/vo, sE
puztadministracian, siendo el incremento zignificetivamente
o importante (poe, 01 al minuto 20 con un promedic de £2.0 seg, FIE,
it.

INMERSION DE LA COLA EN AGUA CALIENTE

Latencia (seg).

70 -
60}
50 . /
40 4

......

201

- MINUTOS.

—— Vehiculo ' —— MEL (2 mg/kg)
—*—~ MEL (4 mg/kg) —~ MORFINA (5§ mg/kg)

F
1

FI1IG. 1i. Grafica que tepresenta el efectn de la MEL 200y
- 4,0 mo/kg, n=i0Y 4 le MOR (5.0 mogfta, n=iin,
B comparadas  ©on =1 orupo control (n=10). Sobra la
A latencie de retiramiento de 1= cola.
i
" 1.c) ACTIVIRAD LOCOMOTELTL

La hipsractividad locomairiz constituya una accion U2
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por ello exista unzs accion ansiolitiza. For 1o

puzde aumeritar el numero de choques recibidos per €l animal, =in gue

or
Al

nto  resulta
indiepenzaeble el enalizar el =fecto de la MEL =cbre este parametro
conductual, =1 cual ez también modificado por las benzodizzepinas
(24) .

Loz =uperimentos se realizaron en 20 ratas macho Wistar
(1B0-270 g), almacenadacs en jaulas individuales (cajas de acrilico
4OXZ0X20 cm), con acceso libre a comida (Purina Rzt Chow!) vy agua,
con ciclos de luz-abscuridad de 12712 (2:00-21:00 RY y  tempsretura
controlada (21 °C).

FPara registrar la actividad locomotriz se utilizo el
Sistema Electrdnico de Cuantificecidn de Actividad Lecomotriz
(S5ECALY. E1 principio de este aparato de registro se2 basa en
colocar al rata en un &rea limitada por parede= con haces de lux Yy
celdas fotosensibles, de tal manera gque las interrupciones de l1os
haces de luz efectuadas por le rata en movimiento, s& toman coma  un
indice de la actividad locomotriz del animal. Cabe seffalar gue est=
sistema de registirro para medir la actividad locomoiriz de los ratas
25 uno de lecs que menos retroalimentacion induce come ez el casz dz2l
tambor rotateric o de la takla ectabilimetirica (1060,

Este aparato consta de una caja d=2 lamina y wn tablero d2

contrales con cardtula donde aparecen los contedores. En estas se
encuz2ntran los resultados de la sesion en nameros digitales.
La caja de lémine tieme las csiguientes dimensicnes

= =

wtericres: 82.9 cm da2 altura, 62.9 cm de ancho y 72.5 cm de fondo,
Sus parcdes son conoamot biguadas., Las cajas cuentan con 8 crificios
oi= 1 cm d=2 difmetro & 2,9 Cm c=1 piso, distribuidoz

toe ocrificics o) s ban A

L

gauidistontemente on lea misma. En =

A SN e M g R TRy, SR TR M e R IS AR W S s g



fuentes de luz roja fotoelectricos, en forme alterrneds

&I
o
1
4!
=
i
{1
i
1]

(FIi5, 1. A cede sensor fotoelsctitrico le cortresponces uns fusnte

ayos lumineczozs de ls camara esztan

gmisora de luz rocje. Loz v
dispuestos perpendicularmente, crusandose en 2 puntos diferentes del

= eztin cubiertas con une tepa de triplay

i

aresa de registra. Lss

R

cen orificios para ventirlacion. La activid:d locomotriz espontiansa

ce cuantificd deterainandoc el namesro de veces gque la rata crucaba el

raya de lurs en periodos de 1S min durante &0 min, FlG6. 1Z,

VISTA SUPERIOR
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ST TAPA DE ACRILICO

/' TN
| |
/ | : FUENTE DE
of-=-—1r =~ =7~ ~""PLuz ROJA
!
; |
| |
| |

4
‘3

!
i
I
!
|
|
|
i
-

0 o @ gj
A — P1SQ

——em e = me am .—-—
- e O\ = —— -~

& Al PPl AP EPRNPD 4

PERSPECTIVA A 30
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4
FIG. 12, Esguems de un droepesitivo wbilyzade para med - Lo

actividad zopontanes e las ratas. El area total de
registi o ¢ de 707 oe®, Lo cuzsdricula correcronde &
la JnYoreczcidn ove reclizan los haces luminosas.
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Cuardc uwna raetes cruza un rayo de luz o roia, gl <€=nsor

i

-
0
[ d
0
H
-

foctozlsctrico lo datecta y zumenta uan numaro de la cuenta Mk
cencores son independientes entre i, cuando wno de ellos qgueds
bhlogueado, los demss continuan funcionando indepondientemernte do los
ctros.

Los contadores digitales se encargan de contar el nima2ro de

veces que ocurren las interrupciones de cualguiera de loz 4 haces

luminosos percibidns por las celdillas fotoesl2ctricas.

il

Mediante la accicén de loszs interruptores del tablers €
obtienen los 15 resultados parciales y el nimero total de cuentas
por  sesion.

El registro de la actividead locomotriz =2n fSodcs  los
experimentos se realizd entre las 10:00 y las 17:00 h. Se wtiliceran
tres grupos de animales (n=1{0/por grupo?! los cuales corrgspondian 2
un  gtrupo control integre, control vehiculo y al grupo experimerntel
el cual recibid la adminizstracidén de 2.0 m7 /Mg d= MEL
intraperitonealmente, 19 min antes de iniciar la sesion. Despues de
gque laos animales participaban en alguno de los euperimentosz, tztos
fuzron sacrificados.

La tendencia cordn de este prueba =25 uana gran actividad
locomotriz inicial, producto de colocar al animal en un ankionts
"nuevo”, cen una reduccidn significativa postericr, rezultad> dazl

proceso de habituscidn. Leos 2 orupos de enimales mestrarcn fz21

patron de actividad lozomotriz., Sin embsroo 21 grapo testado corn MEL

3

ciempt e mostrd una  menor ackividad locomotriz gque los otros

grunos. Tal hallazgs =& obzserva en la FIG., 132, Dwrante los primeEr-os
1% mirutcs tanto loz crimales integreos como los controles sosztraron

1200 cugntas, mientras aue el R R KTl

P

i
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nna actividad rorocane a2 |

T ———

e e . s 8

e i A R e



tratads con MEL mostrd epravimadamente 450 cuentas. Esta importarte

- 3

Jiferercia disminuyd &« los 22, 45 « &0 min, basicamernte rpor el

]

intzgros vy

i1

descenso de la artividsd lccomotrizc en los anrimal

controless.

N
B 2600(
A
1400 - 6 200
.
N ? 18600
- u 1200} X ¢
M g
E
R 1000 - g
0 ¥
D 800 |- 8 MELATONINA
E
600 -
C
U
E 400 -
N .
é 200 |- Teee —H
~ 0 1 L ] | ] M"“% )
. 0 10 20 30 40 50 60 70
MINUTOS.
R |
i " 7B Control X" Vehiculo - Melatonina (2 mg/Kg)

FIG. 12. Se muestre 2] niamero de cuentos chtenideo & lo=s 15, :
30, 4% v &0 min. de logs arnimsles intezros, de f
aquellns gque recibieron vehiculo, v de loz tratados

q con MEL 2.0 mg/FgY. El histograma de la parte
: superior derecha , mu2stra 21 niamere d=z cuentas

acumulado durente los 60 min, el ast=ricco
s representa una diferencis estadistica (p7C,0I24Y dal
4 arupn  tratadn con MEL, con respecto a los  grupos

control & InteEoro,

Ern =1 rrecuerten e la mizsma FIG, T ze obzoee s =\

hiztograma del romerc a-umulzstive de crerntas en leos 60 min, pers loo
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grupoes. AzSY, los amimales Integros ~oumoelaron D929 puntos en 60
min, mientras gque los animalec gue ra2citieron aniceqmente el wehilzulo
scumnlaron 2112 puntzoe y los  sujetos tratados con MEL =¢lo
alcanzaron 207 cuentas. Al cemparar astos 7 valorzz por madiz de la
prucha de "t" de Studert encontramos una diferencia estaciszticeamante

significativa (pr0.034).
1.4 AFFRENDIZAJE

Evxiste tamvién la pesibilidad de que la MEL madifigue =n
farma importante procezos de hebituacidn o adguisicidn de nuevos
conccimientosz, con lo cual modificaria el aprendizaje. 7Tal efecto
provocaria cambios conductuales que podran llevar a un incremerto en
el namerc de choques recibido, por ejemplo al mejorar la habituacion
hacia este tipo de eztimulo, sin qQue por elloc, ezta sustancie
provogue efectos ansioliticos. ESn un irntento de discriminar  tal
=jituacion diseffamos un euperimento de prevencion activa para
analizar el efeclto de la MEL zobre ests tipo de irespuesta. Tres
CHrupos de ratas (n=14&, cada uno! fueron entrenadas en tn
procedimiento de prevencion activa de dos vias en una caja de dacble
ceapartimento. Los coapzrtimentos dividido por unz  separacian  de
madera muy visible, eran idénticos (20 X S0 X 43 cm), su pared
anterior era transparente y el pisc e=steba formade por barras
electrificables de 0.3 cm de dismetro v separadas Q.8 -n entre =1,
Estas barras se conectaban a un regstato alimentado por cortrierte
alterna de 60 Hz y 120 YVelts., En el techo de ambos compartisentcs
uansd  frente lumineosa de 100 Wstbtte era activeda a travéz de un

interruptor enterno,

0

Los animales o mantenfian en cajaz® individusal-z, oon cicle



de  12:12 (8:00 & 20:00 K v comida (Furina Rat Chow} 3y agua  ad

ibitum. Las sesiones de ontrenamientoc se realicaban dierio de {9 &
14 h. En estas secionec se introducia ]l sujeto en elgunc de  los
compartimentos v dospues de 10 min de habiltuscidn se le preszentaba
al individuc S destellos luminosoz en =1 compartimento =2n el ague se
encontraban, 51 para 21 gquinto destelln, el animal no pasaba al otreo

de

0

compatrtimentno entonces pulsos eléctricas de o0 H- vy 1 se

'

duracidn con  intensidad necesaria, administrada a traves de las
barras electrificables e aplicaba hesta gue el suzjto passba &l
ntrn  compartimento. Cacda dos min se repitid el mismo procedimiento
hasta szcompletar 10 asccizciones luz-chooues eléctricos por sezian.
Si el animal cruzaba antes o durante el So. destello se
consideraba un acierto. En cambio al pasar de un compartimesnto a
otro por efecto del chogue eléctrico se considerd conc un 2rror. En
rada sesian  ce determinaba, el namero de aciertos y erreores, =l
nimero de destello luminoso en el gue sl sujeto realizaba un acierts

asi como el niamero de pulsos uvtilizados parsa obligar al sujeto  a

paszar de un compartimento a otro. Utilizamcs una prueba de ANIVA —on

)

repeticion en un factaor para realizar el anélisis egztadisticc
cecmparativo de estos parametros. Los 7 diferentes crupnos de rates
recibiereon la aplicacion intraperitoneal del vehicuvlo
(polietilenglicol 1O %)y, CDF (5.0 mg/Kg) o HMEL (2.0 mgohg?
respectivamente 10 min antes de iniciada la sesidn experimental.

En las primeras sesiones de entremaniento, los zujetns
mastraron entre 2 v O aciecrtos por sesidn (FIG, 14), mientras que
pora la da. y Ja. sesion 13 tasa de acieprtos se incrementa entre o

B aciertos. Fara la sesidn no, B loz =zujetcs tratzdos con CDF

gt P A AR o Tl
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slcapnzaron ol 100 A de respuestas, mientras gue para =1 gropo

Hi

tratado con MEL, esto oourrid hasts el dia 11 y hasta 21 1T pars lo

zuietecs conbtrales. Aungue los animales controles =siempre  mostraron

de ejecucidn menor & la gue presentarcn las sujletos tratado:z

tasas

U

ya 3ea con CDF o con MEL (FIG. 14), @l aplicar la prusbs de ANOVA no

aprrerid ninguna diferencia estadistica entre estos dates. De forma

cimilar al analiz-arv el tromedio, del nametn de destellos o de
k | b ]

ca LM

pulsos sujeto

eléctricos requeridos para gue el pase

compartimento a otrc no se encontrdéd diferencia sigrnificetiva

ectadistica alguna utilicando la pruska de ANOVA.
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Sesiones.

—&— Control "X CDP -¢- Melatonina

mueEsti-an el porcentaje de aciertos aue
12 sujetes del yrupo control v de  1os
trrotedes con MEL (2.0 mg/ig), CDOF (5.Q
mry/tyy, no se encontro difarencia estadistica

FIG., 14. Ee

B
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alguna,

I.2). INGESTA DE AGUA

1

Algunms de los fa&rmacos o maniobras experimentales gus
modifiauen a los sistemes rezponsasbles de 1a ingesta de agua ya weea
2n algan gspecto motor Tisicoquimico o motivacional, provocarian unsz
modificacion en el nuamero de lengiletazos o en la cantidad de agua
tng=rida durente los 3 minutos qua dura la sesi16n experimental, =1n
que potr ellao eszté de alguna manera involucradg en =1 mecanismo
cerebral de la ansizdad. For lo tanto, si la MEL ej=rce verdadesras
efectce ansieoliticeos, su eccidn de incrementar el niamero de
lenyiietasos en esta prueta de conflicto no debe de ser consecusncia
de una accion sohre la ingesta de agua.

Fara determinar uwuna accidn de este indol sobre este
parametro, privamos a 4 grupos ((n=/por grupo) de tratas msacho, N Id
Wistar ((180-220 g) de ecgua y alimento durante 48 h. Treinta min
antes de cumplirse este placo se aplicé ya sea solucion vehiculo
(po}ietilenglicol al 10 %) o bien una dosis de 0.5, 1.0 v 2.0 ma/kg

)
de MEL & los 3 grupos restantes.

Estos animales e introdujeron en 1a misma caia de acril:ic
donde €2 llevd a cabo el experimento de conflicto vy se les permitic
beberr "ad libitum" durante 2 min. En =zl transcursc dz cste tiszmos,
se  registraron el rnamero de lengiletazos gque rzalizdé el antmal - &l
final do este tizapo ze calculed la cantidad dz agua gua bzbieron 20
pste lapso.

Los resultados de este exuperimentc sz presentan ern la FIG,

12, Loz animales control realizaron aproximadzamente 320 lenguetarsos,
mientraz gque leos tratades con MEL  oscilaron sntrs &S0, ZEQ



lenglietazos, Lo comparszeian estadistica caplesnde la prueba de t de

wwrante Yoz Tomio

11

Siudunt no arroid diferencia significetivae alguna,

‘ - - Y4 L = 4
suictoz z—ontrclez Lebieron en promecic 2.0 ol rle

1]

de l1a pruebkz, 1o

zote Ccoso no encontramag diferznaois msbtaedistinna

-

agta, Tambien et

alguna.

) . 600 ‘[ T 13 Vv
g T ]. -': ; -[ T. ?
g 500 - o % - T % 12,5 I‘ll'l
! 400 % = = | % ﬁ
.g W%%%% . '%%%% %%%% 12 ,
ey ' L S n
C 300} % % %/ 415 9
s :pjgééé “Q://// ‘,;5225 ;5“2225 ' e
g 200 v%%%% Z—Z .%%gg ~§§§§ 11 é
3 % % . % o
L toof| = | Zqes ¢
| i % Z % %
- n 0 %ﬁ __ - % %/ o T
; Vehl'c':ulo MEL (0 5) MEL (1.0) MEL (20) mg-Kg
' Lengietazos Volumen
A
vehictloy, ast  coonz ol volumsn d=2 agua  Lngzrsdc
R Aurorte vne sesion ods T omin de reEgicirao.



[ P S ST

Lt g T B et frip, <A 4 o i atrrn s

St

tod

A |

Ey

m

vl

»
Iy EYPFERIMENTOS TH V1510

1
-
in
..—i
0
L
¢

ITa) Acciones dz 1o MEL v gl GABA sobre tejids

Los euperimenteos cenductucales »ndiczsn urne posible relacion

Y 1a melatocnina., Sin

1

fiincional entre los =zmizstemas GAPAergico
enbargo, debide & 1l complziidad de un orgsnismc  intecro, €s
2utremadamente diffcil el conjeturar o siguizra -costulor =
mzcanizmo de accidn de tal correlacicon. Fara gllc es otil trzcurris &
nlistamas mads simples, donde es posible, comtrolar una gran cantidad

Yizar un endlizis

11

de variasbles en el estudico. CTon el chistivo de e

i)

20 un sistema celular menos

|
'.lD

[1]1
1

farmacoldégico de estos coopus
corpleln, decidimos anclizar €l efecto de la MEL y del GAERA sobre la
actividad contrdctil d=21 misculo liso visceral.

Los experimentos se realizaron utilicando ducdeno aisledo

de ratas macho de la cepa Wistar, con pesogs comprendidos entre 180 =

250 q.
a) Seleccion de la muestra

Estos animales se almocenaron en  jaulas individuales de
acrilico transparente de 40 X 30 X 22 cm, tuvieron acceso libre a
comida (Furina Rat Chow) y aguz. Las ratas se colzcaron en estas
jaulas una semana antes del registro de la actividad contractil del
misculo liso. Durantes este periodn perman2cizron con cicles d2 luc-
o;curidad de 10/14 (€:00 - 18:00 h) y con temperstura amblierte
controlada (20 - 23°C) ‘

Despues de un periodo de habituacion de urna semana. 5@
priva de alimento & 1z rata durente 18 horaz y se sacrificd mediarte

un golpe en la nuca. Inmediatamente dezpugs se realizd una  incisidn

e,

i P g
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egn =) abdomen de provimadasmente S cm de leongitud, sz extraro el
estaimagn  y el duodenc, 2 identificando lz union estomago-intestino
(pilorc), se euxtirparos los & cn del irntecstino mas procimo al
estomago. E1 procedimianto de sxtracecioon se realizé con sumo
cuidado y en un tiempo mencr a 2 minutos, con el! fin <e nc dafiar &l
muascuuio (116).,

£1 duodeno se zolcco en una placa Fetri que contenta una
solucidn Ringer—krebs-RBicarbonato can la siguiente cormposicion &N
mM: 118 de NaCl, 4.7 d= KCl, 2.5 de CaClx, 1.2 d=2 Mg=C,, 1.2 d=
K¥H-F0Os, 25 de NaHCOs ¥ 11 de gluceosa, a un pH 7.4 y una ftemperaturs
de 37°C, la solucidn fue burbujeada con una m=zcla de 994 de O, y 5%
de COx. El mesenterioc se remcviod 'y se cortaron =egmsntos de
intzstino de 1 cm d2 longitud, los cuales se ataron en forma lateral
alterna de ambos extremos con hilo de sede (ANACAF Davie—-Geck),
procurando dejar libre le iuz del segmentc (116).

Un extremo de la preparacidn se sujetd al piso de una
céamara de vidrio para tejido aislado con capacidad de 19 ml., El otro
extremo de la preparacion s sujetd a un  transductor de fuerza
igometrica (Grass FT D3C), Este transductor a su vez esta conectado
a un preamplificadaor de corriente directa monofasico (Grasé 7F1F) =1l

’
cual se localizf como parte integral de un poligrafo (Grass FFS 7C8)
donde e registrd en papel la contraccien intestinal (FCTO 2).

Be analiz¢ el ptectio de la Melatonina (MEL) (Sigma, FNM
2I32.7, GABA (PM 103.1 Cal BRiochem), sobtre la contrazcidn espontenea
del ducdenao. Para ello la MEL se disolvid en Etanol (Merck) al 10%,
mientras gue el GABA se disolvid en agua bidestilada, ambos farmaoos

se preparan 1nmediatamentes antes de su admninistracion, Las
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realizarch en volunenes de 1¢ pl

-
th

d= enbose téermacos =

i

e licecione

d= vnia micropipeta (Ffei1ffer); la concentracion

i

medidas a brave

final del Etanol sn ! bafio fue de 0. GENL,

FOTO 2. Fotografia gua ilustra el equipo utilizado para la
cbhtencidan de lo=s registros de la actividad
contractil dz2l misculo liso visceral.

Se tomd un periddo de equilibrio de 20 min de ls actividac
espontanea, con velocidad de dasplacamiento del papel d=2 2.8 mm./min.
Cada experimentc sz reclizce bajo el siguiente protsccolo:
1.-82 obtuvo un registre contrel zon durazion de L2 min pre-
administracidn del farmaceo, con velocidad del papel de S0 @om/ming

para obtener la respuszsta bazsal del misculo lico intestinal,

2.-Una ver administrado 2login fé&rmeaco, s recistrs 1a respuecste

post--administracicr durants YO oin 3 233 mosho veloziasd,

T R S e 1, ek AR e b SR i e, e

B e e T ek a3



v s e AT . AT £ ST b S £ il U b B 5 i ik ekt

.i‘~"‘

.

%wﬂ
e S

ity
it gl

Z.- Foztericr z £llc se etectud el lavado Ze! tejide tres veces
con solucion Firesbs-Ringer-Bicarbonato & Z7°C v se permitid un nusvo
equilibrio del tejido dursente (9 minutos, antes de regisztrer la
siguiente respuesta basal.

Este procedimiento s2 repitid sucesivamente para cada una
de las dosis de MEL v GARA utilizadas.

Al 1inicia y al final d= cada euperimento se realizo un
registro control pre vy post-administracién de 10 ul de etanol &l 104
en el bafio, esto con la finalidad de caracterizar algun positie
efecto del etancl sobre la actividad gue se registro.

Las dosis de MEL qu= se aplicaron fueron de 11, 4353, 86,
172, 344 y 688 nM/ml y su administracién se realizd a partir de la
menor a la mayor dosis. Mientras qu2 1las dosis de GABRA fueron d2
S0y 75 nM/ml.

Los efectos de alguno de los farmacos sobre la actividsd
espontanea del duodeno de tata se cuantificaron midiendo el area
bajo la curva de los registros pre y post-administracidn de cada una
de las dosis, utilizandeo un planimetro digital (Tamaya). Se calculce
el porcentaje de efecto con respecto a la actividsad control y se
obtuva un namero estadistico manejable de datos (n=1lé&). Con el fin
dz cbtener porcentajes promedio para cada dosis, con 123 respectivos
errcres Yy desviacionezs estandar, los datos promedio se wtilizzron

A

n

valore

1}

para obtener una curyve dosis-respuesta transformando lo
una escela semilogarftmica para determinar le docis efectiva medls

(DE~w) respectiva.

Lid!

Se abiluvizron 18 registros de la actividad espontanea d

miasculs lisc visceral en los cuales se analizd el efecto de la MEL,
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La ectividad del mizculo lisc viscersl se caractericzcs  por
ser ritmica y, uns vz alcanzado el sauilibrioa, bastante estable
(F1G. 18). La actividad contractil espontanez, aungue generades por
marcadores del paso intrinsecos s modulada por factores Santco
nerviocsos como hormdnales. Cuando le contraccidn de este masculo es
praovocada por estimulcs eléctricos, entonces la contraceion tiene
una connotacidn particularmente neurcgénica,

Se mostrd que la aplicaciorn de dif=zrentes dosis nanomolares
por mililitro (nM/ml) de MEL provocaron una disminucion tanto en la
amplitud como en la frecuencia de la actividad contractil muscular
lisa; asl como una disminucion en el tono de la misma. Ezte efecto
depresor de le contractilidad se presentd entre 1| v & seq después
de aplicar el indol sin que se mostrara recuperacion clguna en  los
diez min posteriores a la administracion de la sustancia (FIG. 16,
Esta actividad se compard con la respuesta basal obtenida durante
diez minutos antes de aplicar a la MEL. Cabe mencionar gue durante
el registro basal, la actividad espontanea presentd las noscilaciones
caracteri{isticas de esta actividad.

La disminucidn de la contraccidn de la actividad espontanesa
provocada por la MEL en el miasculo liso de la rata fue gradusl v
dependiente de la dosis (a mayor dosis, mayor disminucion d= 1a
conttaccidn) (FIG. 17Y. Asi, la dosis de 21 nM/ml provoca una
disminucidn de la contracciodn de 14.35 % 1.6 %43 mientras que 1la
desis de 427 nM/ml provocd uwna disminucidn de la contrsccion de 47.06

¥ Z.3 % para la dosis de 85 naM/ml fues de 98.18 X 2.7 Ui mientras

L4

que para la de 172 uM fue de 69.08 & 2.5 %; 1la dosis de 3Z44 nbt/ml

provocd una disminucinn de 81.9 & 3.3 % tinalmenstss con la dosis d2
Y

——
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22 M/ ml se encontrd una dismainucion de le contraccian de 1.7

.45 %, TABLA 11,

TABLA I

EFECTQ DE LA MELATOWINA SCERRE
LA ACTIVIDAD ESFONTAMNEA DEL DUQDEMO DE RATA

FARMNCO DCCSIS “w DE IMHIBICIOH n
pog/ml nM/ml X * E.GS.

MELATOMNINA = 21 14.75 + 1.&£0 2
10 473 A7.0& 0 Z,C0 g8
o0 85 58.18 * .70 8
a0 172 ER.08 I, S50 8
= =44 31.50 * Z,30 g
160 &88 ?1.70 * 0,45 e

¥ = Fromedic

E.S5., = Error Standar

El efecto de disminucidn de la contraccion s2 legro
revertinr fécilmente i después de adicionar la MEL se procedia a
lavar el tejido tres vec=s con solucion Ringer—krebs-EBicarbonato.

For atro lsdo, la administracisan de la solucidn vehiculc no
produjo . efecto alguno 2n la amplitud, ni en la frecu=ncia ni en al
tonc de la actividad esponténea del miasculo liso intestinel de la
rata,
~

La curva dosis-—-respuesta correspondiente mostré ue  1a

Dosis Efectiva S0 de MEL cn duodenc de rata in_vitro (DE=e) es de 79

P D et

nM/ml (18.4 pg/ml) (FIG. 17).

For su partz la aplicacion, de GABA en est:s preparaciin,

4

=

mostrd  una reduccidn irportante de la actividad contractil de  &c
miscule. En este caso, una dosis ue 23 nM provoca un decrementc  d=l
del 2Z.4 % 0.8 % 22 la ectividad contracti! mientras oue una dogls
dz 74 nM irdica una reduccisr del 945,19 ¥ O(FIG: 18). Cste esfectac

depresar fue muy crnztsnte se inlcid de S ¢ 10 zeq de  aplizadn =1
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farmaco Yy se mantenia constante hasta lavar €l tejido. Ern varias
preparaciones cuando el iejido ss encontraba bajo ls influenzia de
la MEL o del GABA se procedid a afladir bicuculina 500 nM, J2pM pera
intentar bloquear los pfectos provocados por la MEL. o por el GABA,
Sin embargo, la bicuculina fue incapaz de bloquear alguno de estos

efectos.

% RESPUESTA
100
]

75+

50 -

25 7

25 50 100 250 500 1000
nM ml

FIG. 17. Curva Dosisz-Respuesta de Melatonina (MEL), r = 0.%4

sghre la sctividad espontanea del duodeno de Rata

‘ in wvitro, {Ordenada = Forcentaje de inhibiciong
Abhscisa = Escala log de la concentracian nM/ml.
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La adizion d= GADBA a1 baffo d=2 tejidzas. zmiempre
provocd  una reduccicn de la ectividad contractil
muscular. Tal sfecto fus dependientz de la dos
=z opbzserveba todo el tiempo gue peErmansect
farmaco en =1 baffo. La escala infzrior correzspc
¢ intervalozs de | min. Los namercs indico la dosis
aftadidz &n ntt.
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111. EXFERIMENTOS 1N S1TY.

[IIa) Micreoiontoforesis-Micrapresion

Una de las formez para caracterizar le i1elsciin de efectaos
dentro del sistema nerviocso central @5 la elzctrofisiclogla, es
decir el anélisis de la actividad eléctrica del s:iztema nerviosao
central provocads por ciertas sustancias. Las nzuronas solo tienzn
dos fcrmas de rasponder eléctricamente a los efectos de determinado
farmaco, por incremento o decremento de la frecuencia de descarga
(l1ldmese potenciales de accidn) celular. Cuasndo se realiza un
registro de actividad unitaria se fegistra la actividad eléctrica de
una neurona exclusivamente y =i a esto se le agrega la aplicacion
local (microiontoforesis) el resultado es una excelznte manera de
analizar en forma directa el efecto de uno o varios farmacos.

Entonces, continuando con el gbjetivo de caracterizar en
forma mas directa tantc el mecanismo de accidén de la MEL como su
interaccion con el GNRA, d=zcidimos ampliar el enfoqgue e:xperimental v
rrealizar registros de una sola celula. De este manera ==
detrminarian las modificaciones electrofisioldgicas celulares
despues de la aplicacidn local de mel, GABA o sus antagonistas por

microiontoforesis o micropresion.

u

Mediante la técnica de microiontoforesiz o micropresion e
posible liberar carntidades extremadamcnie pequeflas de sustanciacs
ionizadas en la vocindad irmediata dz2 la zélula zn la gue s esta
efectuando el registro. Fara ellc =e elabora un ensamble de
micropipetas, las cunles unidas entre =Y y con la ayuda de calor vy
fuzrza se estiran hezsta lograr une punta comin de entre & y 12 um.

Las diforentes micropinetas =z=e llenan con soluciones de altas

e m— et ea
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las caractericesticas do losz ensamb iz de micropipetos, r G
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cemoleridad o €l pH obtenido de las zclucicnese conte &
micropipeta, ni el flujo del liguido gue se =zstoblece entre 1a
micropipeta y el ligquido entracelulor, modifican las ptreocpiedades
neuronales en forma significativa.

l.os ensambles d=2 micropipetas se introducen en 1z potrcian
del sistema nerviso central (SENC) gque se desea recicstrar. Cada una
de2 las diferentes micropipetas es conectada a una fuente da voltaje

directo o a una bomba de presicdon positiva en el caso de 1ls&

micropresion, l1a cual 31 generar corrisgntes de signo igual o

cantrarig al farmsco, puede exgulsatrlo o retenerlo dentroc de lsa
micropipeta. La cantidad eupulsada del farmacao, dependsrs

basicamente de 2 factores; a) de le reistencia de ls punta de 1lsas
micropipeta, b) de la intensidad y duracion dz la corrienta generada
y ¢) de 1la propiedades fisicoquimicas del farmaco, Pe ectac
propiedades, las mas importantes son la carga eléctrica, gl pH de la
5olucién, el pk y €l punto isoceléctricao,

En estos experimentos utilizamos ratas macho (h=1%8) de 1a
cepa Wistar  (180-230 g), las cuales se anestesiaron con uretans
(1.23 g/Kg). Los animales se fijaron en un aparato estereotanrico, vy
después de una creneclomia =se descendia el ensarble de micropipetas
hasta el sitio elegido (FOTO 3). Las micropipetas se llenaron  zon
las siguientes solucionesz: GARRA, MEL, PBIC (antagorists CGARAErgico,
Sigma), wvehicule (prepilenglizel y solucidn salina). Tinalmente un
microelectrodn de regiztro (12 um® en l& punte, 15-28 AT N

resistancia Ohmica) llzna con atul rapido y MaCl 4M se fijaba con

-
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colozaba d= tal man=zra gWe Su pUunT A rebanabha en oo 19 um 2 12 punts

optima con olectrodeo de 2lta im edancia y wnaé eunpulsicn do farmazos
b 2

1a CUES chilaba

agecuada, Empleando pipatas dz banle reeistencia,

FOT0. -2» Lo3 enperimentza e realicaran 2n animales
anasteziadcs rolocados 820 un EEfEPEOtEKiCO. El
tiempn d€ va L0 Fue de o2 4 horas. 9€ p:-'r:r:.'-..n*riv

F ™

NuUe durance az e hromEd e mar tuviEra =1 e jeEbn =l
tas mEiores conlicion?s conible=.
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en estas circunstanciszss =e re2licé la expulsioan
microiontoforetica de las sustancias, por corrientes catddicas qgue
pecilaban entre 20 y 150 nh.

El ensamble de micropipetas sz introdujo en =1 hipotalamd
anterior, estructura locslizads con €l atlas estereotarice de Foning
y FKlippel (59), un macroelectrodo de rzferencia s2 coloco en la
corteza cerebral Yy el electrodo de tierra se fijd al craéanec. El
ensamble de micropipetas se sostenia con un micromanipulador. El
electrodo de registro se conectd a una scnda de alta 1mpedancia
asociadas & preamplificadores BGrass 7F511J (con filtros de baja
frecuencias en 10O Hz y de altas frecuenciss colecado en  L1EHz). La
actividad eléctrica s2 visualiz®d en un osciloscopio Y LN 3
computadora conectada en linea, se encargd de realizar €l analisis
de los datos.

Las sesionesz d& rogistro se realicaron ziempre por 1a
mafena, aproximadamente a las 10:00 AM. La eactividad electrics
cerebral se registrd de 30 & 40 min por unidad. Frecuentemnante se
registraron de 1 a 2 unidades por rata. Después de introducir la
punta d=2] ensamble de micropipetas en el hipotalamo anterior, s3e
movia en etapas de un minuto tratando de localizar celulas con
actividad espontanea. Al encontrar una de estas celulas, e permitia
un periodo de estabilizacion de 1S a 20 min antes de iniciar el

e

)]

registro basal, Bl cual duraba de S a 10 min. Loz farmacos
eplicaban por pulsos de corriente o de presidn corn duracién de 19 a
60 seg. En ocasiones se aplicaron 2 o hasta 2 farmacos en forma
simul tanea.

tina w2z finalizado el registro, l1os animales recibian una

Mt v
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sobredozis de wrebtann. Una corriente anadica 2 S nA fue  aplicada

durante

animale

Lo

=]

-1 SEG a traves del zlz2ctrodz, DAara provyocar
posteriormente wuwuna mancha verde con €] pezc de le corriente. Los
se perfundisron con una solucion de formaldehido al 1o .

cerebros  fuercn extraidos y posteriormente cortados en un
microtomo de congelacidn en cortes de 80 um. Despues, se verificd en

estaos cortes histoldgicos la localizacidn de los sitions de registiro.

20

mel 30 pal.

{ min.

Histograma de frecuenzias gue representa el namaro
de espigas cada/? seg, chtenido en uwuna unidad
registrada en g1 hipotalamo anterior. Se observa
que Jla aplizacidn por micropresicn de MEL produejo
un decezmento wn la fracuencisa de dascarga., La
linea horizortal represente 21 tiempo de expulsidn,
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Se regiztireron DF celulaz hipotelamicas, €2 considerd  COMG
zignificativa cualguizr modificzoisn igusl © mayor 2l 20 % da2 1=
frecuencia de desmarga cEportancs.

La MEL »rodujs, =2n ta maysriz de las celulas dol hipotélamo

anterior probadas  (12/28)  un decresentc c¢e  la frecuencaa chiz
doscaraa. Estas acciones d2 1a MEL log-adas con una prssicn  ds 20

psi  mostraron une latencisz entre t y 2 seg. La duracisan de tal
efecto dependid de la dosis empleada (FIG. 1%) y la duracionr  del

puleo de eyeccion.

gaba 18 nA,

I min.

FIG. 27, Aplicecicsn por micronresicn  d=
tambhian rprovecs un decresento en |l

descaroa.
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For =su pa-te, la apliczci1dn micreolortocforetica del Lo RA
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o 170

(29

mostrd una accion similar a la de MEL cuando =2 administrda en
y 2% nA & estas mismas z€lules., U1 numero de celulas sfectadas 1uas
mayor (26/28), y se mostrd una latencia de 1 seg de duracion, Eztos
datas mueztran gue el hipotélamc arntericr posee gran sensibilaidad

tarto a la MEL como &1 GABA (FIG. 2a0).

26 r

——————
A——— —————
- - - . - e - e -y

= el 30 psi -

I mit.

————
-

guba 30 psi.

FIG. 21. Representacidrn gréfice del andlisis realicado povr
la computadora los efectos provocados por la
zplicacidén de MEL y GABA sobre la misma unidad
hipotalamica., Ambos farmacos provocen un efecto
depresor similar.

El analisis computarizado de logs datos mestrd aue 1a

actividad electrica dutrante el peitiodo conterol fue de

bt AT e T
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aproimadamente 7.4 o (n=I8), mierntiras que con U p
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L
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dec L

ascendia hasta 1.2 Ho o corm GALDA 3 0.4 H: (FIG. 21)., El efecto de

ambos

farmacos e muy conttento y o

d

peti1tivo y unlicamento atecto la

frecuencia de descarga, ya gu2 ni la morfologla ni la duracion 221

potencial de accion mocdificedos por eccidn de ambzs farmacos,

16

gaba 15 nA. ,

FIG.

eplicacidn  tépica o= MEL. tembiér rszpondieron = 1

e
ot

bicuculina 30 nA. I min.

lLa aplicarisn por micropresion de GARA 13 nA
produjo wvne dizcinuecisan impeortante de la frecuencia
de descargs. Tal efzocbtn fue blogueado en pressncia
de bicuculina (70O rA)Y. Sugiriendc una  accion &
traveés d=2 recspltores especificos, representan el
tiempo durcate 2] cusl se aplicd la corriente de
e:xpulsion.

Todas lem celuilas merviosas  que respondl =ron
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tipos de  farmacos, Tal asevoracion ze
cnificativa cuando realicamns 1l aplicac:én
da sustancios, La FIG. 21, muestra qus la
MEL o GARA por micropregs:aon provoca wna

Tal

reduccisan

alguno de los

duracisn del efecto

alguno de los farmacos no es modificado por el otro.
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Los efectos provocados por el GABA en neuronas del SHOC, se
deben & una ascciacion de ec-ta sustancia con receptcies sspecificos,
los cuales, una ve: activados, modifican la conductancia de iones
como el Cl=, Pcr esta razdn las acciones GARAergicas pueden ser
prevenidas o blogqueadas por antagaonistas GABAérgicos del tipo de 1la
bicuculina. Asi, cuando una accidén de algin farmaco GABAeIrglco ec
blogueado o prevenidoc por un antagonista GABARérgico se suwgiare gue
los efectos del primer férmsco sean debidos & una interaccion con
receptores especificcs. En nuestro trabajo la FIG. 22, muestra el
efecto de aplicatr bicuculina conjuntamente con la aplicacion de
GABA., En este experimento varios pulscs de GABA de [0 éeg Y 185 nA,
fueron administrados anteg, durante y después de un pulso de 30 nA Yy
S min de BIC, 1la figura muastra que la aplicacidn de este
antagonista GABAérgico blogquea la accidn GABAergica. Cuando este
mismo procedimiento fué realizado durante la aplicacion de MEL (F!G.
2%7), se observs que la bicucuvlina no modifico en  forma alguna  la

respuesta de estas neurcnas a la MEL., Tal hallazgo sugiere que la

MEL no interactfa en forime directa en el sitio de unian GABARéErgico.
11T b) Experimentos en rebenadas de cerebro de cobayo.

Dentro del SNC otras estructuras han sido relacionadas  2n
forma directa e indirecta con las hormonas inddlicas de 1la glandala
pineal. Una de ellas €3 €l hipccampo donde es posible gue la MIL
ejerza efectos anticonvulsivos, Empleando técnicas
inmunohistoquimicas se localizé MEL en esta region cerebdral (1,
ademds de que la actividad epileptiforme electrofisioldgica  del

hipocampn =g modifica en forma importante por le pingalectomia

(11). El modelo de rebanada cerebral de hipocampo ees un modelo que
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he permitidc realicer un anslil
GABAergicos, para ! aralisis y cernimionto de =2stc tiro de farmacos
(115), La aplicec:icn de antszoniztes GRBAsrgizos tales COmMo
penicilina, BIC 3 picrotozina produce cambios prefundos en el patran
de descatga neural (Z13} . La funcidn de este csiztema DABAErcico
consiste en suptrimir la capacidad intrinseca de dizparer en rafagas

de los samas y dendritaz de la=z neuronas piramidales (1132, LCuardoe

SE blogquea eska inhibicion GABA2rgica, 1os potenciales
postsinapticas excitsdoree prcovocar una dezcarga en rafsgas

caractaeristica de astas células piramidales. Con base en estas
consideraciones, e€ste modelo resulta bastarte ntil pare analizar el
efecto de2 la MEL sobre la transmision GABAérgics dal hioocempo.

l.os enperimentos =€ realizaron en rebansdas transversas de
hipocampo de cobayo adulto (2 a & meszes de edzd), mantenidas In
VYitro. La composicidn de la sclucidn de perfusidon fue de (aM): N:Cl,
1243 KC1, ©3; MgS89,, 23 CaCls, 2; NaHOOs, 2 v Zlucass, 1o, L3

salucidn era burbujeada con 9% %L de Oz v 8 %4 de CQ: pare mantener &

tl

un pH 7-4 y temperatura d2 36,5 °C. El sscrificio de les animales

1t

y los experimentos e llevaron siempre a ceho entre laz 10:00 v la
14:00 H, en los mes2s de veranc. Se affadid MEL y BIC al bafin d=
tejidoy, asi ccomc las scluciones vehiculo correcspondientes pare
realizar registros controles. Para registrar la actividad electrica
de les ceélulaz piramideales de la region CAZ e wutilizd una
micropipeta con filamento interno (WRPL 150F) llenas con NaCl 8 o
verds répido, 2 electrodes de plata claorurada fueron ccoclocadeos en la
parte ascendente d2 las fibras musgosas, las cuales provocarcn

potenciales postsindpltices zxcitadores en las célulaz gpiramidales.
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La FIG., 24, muestira el efecto de la adicidn de S nM de ML echre el

potercial de accidn d2 estas celulas.

] 2 3
\_/// |
CONTROL V2min n Mel Smi " Sdmin n Mel SmM 2omy

FIG. Z4. Fotografias tomadas directamente de la pantalla del
osciloscopio donde se muestran los efectos de la

adicidn al baftio de S mM de MEL =obre las

caracteristicas del potencial de accidn de las

células piramidales del hipocampo. Detalles en el

texto.

En 1 =se observa el potencial registrado antes de la
aplicacidén del faArmaco, mientras ague en 2 y 3 son despuées de 12 y &4
min de perfundida ls MEL, respectivamente. Se obeerva una
hiperpolarizacion marcada, la cual aumenta tanto 21 tamafio comc la
duraciaon del potencial de accidn.

Cuando a esta preparacidn se le agrega BIC se observa la
presencia de descarga en rafagas, la cual es resultado de 1a
inhibicidn GABAsroica. tal como se observa en la FIG. 25. &in
embargo, al agregar MEL (como se observa en 2 y 3 de la figura 20),
se obtiene el blogueo del s=fecto de la BRIC.

Si se evtree la MEL (FIG, 25), panel B, se recupera el

efecto de 1a PBIC. En otras palabras 1a MEL restaura el efecto

GARAErgico bloquedo por la BIC.
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FIG. 25. La adicidn de bicuculina & esta ptreparacion,
pirovoca la apricidn de descargas en rafagas
caracteristicas. Tal accidn sugiere una inhibicion
del tono GARAérgico eiercido sobre estaz ceélulas,
La adicion de MEL en estas condiciones provoca un
blogqueo reversible del efecto de la bicuculina.
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El objetivo principal de esta serie de experimentios
consisito en analizar, utilicando varios modelos e:perimentales, 1a
relacion qgue existe entre los sistemasz GABAErgicos cerebrales v la
principal hormona de 1la glandula pineal, la melatonina. Esta
relacion ha sido yva documentada a nivel de la G.F donde se observo
la existencia de GABA y la participacidn de éste, en la regulacion
de la produccion y iiberacidn de MEL (23). Sin embargo, debido a la
similitud de los gfectos provocados por varios agonistas GABAergicos
con los provocados con la MEL, es muy posible que eztas
interacciones se presenten en sitios cer=brales diferentes a la GF.

Tanto el GABA (10D4) como la MEL {(1& modifican la
produccion y liberacidn de varias hormonas. Ambos tipos de
sustancias poseen efectos anticonvulsivos (1,118). Estos farmaces
producen adem&s sedacidn e hipnosis (29,468). For otro lado, laz
acciones ansioliticas de varios farmacos GABRA&wrgicos, del tipoc d=2
las bencodiazepinas ha sido ampliamente documentado (43%) .,
Aunque, no existen estudios dirigidns a probar en forma directa las
acciones ansioliticas de la MEL é&z3ta ha sido postulada por algunos
autores (61,%4). En nuestros experimentos y utilizando el modelo d=
ansiedad descrito par Vogel (107) la melatonina ejercid efectos
ansioliticos.

Este modelo ha sido uno de los mé&s utilizados en el
cernimiento y andlisie de farmacos ansicliticos (98). En el
sustancias ansioliticas tipicas como las BIF provocan un  incremzsnto

de la respuesta de beber ajua, indepencientemente de la cantidad de

choquaes gue recibe el animal (107}, La MEL provocd un efezto oo
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similar a las BIF uwutilizadsas vy & l1a buspirana. Es i1mportante
resaltar qus é=te Nlbtimo farmaco no esta relacionado guimicaemente
con las BIF y carece de efectos sedantes, anticonvuls:ivos,
relajantes misculares (101), alteraciones de la memcria,
ﬁmtenciacidn de efecto alcohdlico y potencial aditiva (4%). Tanto €1
CDP como el DIF ejercen sus efectos a través de mecanismos
GARAérgicos (43), mientras fue el mecanismo de accidn utilizado por
la RUS es controversial. Trabajos iniciales sugirieran una
interaccidn con los sistemas dopaminérgicos cerebrales rpapel como un
farmaco dopaminérgico (96). Aungue, recientemente estudios con
raﬁidligandos le adjucican propieades setrotaonergicas en receplores
o-HT1A (81). Las propiedades ansicliticas de la MEL, sncontradas en
el presente trabajao, asocian ain mas los efectos de esta hormona con

los sistemas GABARérgicos cerebrales. Aungue no hay gue olvidar gue

la ansiedad es ptroducto de todas una interaccion de varios sistemas: .-

En términos generales se piensa gque 1a ansiedad es resultado de un
desequilibrio entre los sistemas noradrenérgicos vy GABAeralcos
cerebrales (19). Usualmente el factor predisponente es una
hiperactividad del sistema noradrenérgico. En este sentide un
farmaco ansiolitico actuaria por incrementar el tono GARAErgico o
por disminuir el noradrenérgico. Debide & los otros etectos
cerebrales ptrovoctados por 1la MEL, muy probablemente su accidn
ansiolitica sea resultado de un incremento en el tono GARASrglco.
Realizamos estuwdios en torno a la posibilidad de gue la MEL
produjera, efectos anslgesicos, hiperactividad motoras, modificacidn
del aprendizaje, o0 cambiwns en la ingesta de agua. Huestros

resultados mostraron que la MEL no posee un efecto  analgésico

tn

propion. Tal hallazgo ya habia sido reportado por varisz autores en
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pruebas  realicadaz ern plsaca caliente en raton (24 o en la de
pintamiento de la cnla zn ratdn yv disfuncion inducida por dalcr en
uwna extremidad en la rata (?29). S5in embargo, la combinmazion PMEL-MAE
provoca una potenciacion muy marcada de la analgesia provocada solo
patrr la administracion de MOR., Asi, la care&cia ce un efecto
analgésico de la MEL, descarta una accion de supresion del dolor al
choque eléctrico como responsable del incremento en €l numero de
chioques que recibio el animal.

La aplicacion intraperitonsal de MEL provoca una reduczion
significativa de la ectividad locomotriz, tal comc lo observamos en
el presente estudio Yy como ha side descrito por otros autores
(61,79,114). For lo que es poco probable que un animal con
disminucidn de su actividad lcocomotriz incrementa por ecste heche el
namero de choques recibidos, a2 menos que exista un  impulsc para
resolver el conflicto en el gue se encuentra. Tal impulsc g3
proporcionado por el férmaco ansiclitico (49Q)., For esta trazdn, se
descarta un efecto motor como el responsable de incremento de  1a
ingesta de =qua.

En lo relativo al aprendizaje, varios autores hen abordsdn
tal aspecto (29,61). La conclusidn general de estos estudios,

incluyendo el presente, o3 gue la MEL no esjerce, un efschno

significativao, ni <cobre la adguisicidn o 1 marntenimients gz
respuestas  aprendidaz.  En oun estudic realisads por bovdzs (41,

wtilicando un paradigmna de prevenciin aztiiva como prevencian peziva
encantrs que la MEL no modifica 1a adguisizidon d= la respuesta. Sin
embarga, 1ns animeles Yratadns con MEL mostraren wna extincidn muchs

mas marcada que los sujetoz controles. Tal efecto fue 1nterpretadns

g i 4
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los zujetos tratados con CDF oy MEL roguiriesron de un penoc- nume2ro de

cesiones para adouirir ona rezpuesta de prevencion eciive de 2 viag,
2l andliszie de warionce D349 gue no zrizthes diTerenci1sas

significativas en tales datos.

L

Finalmante, aungue no existe i2ports slguno conocido en la
literatura cientifics gue relacicne 13 conducta <z ingesta de agua
con la MEL, decidinos describir 2] efecto de esta hormona sobre la
simple conducta de ingerir agua, utilizando el mismo dispositivo
gxpoerinental para determinar también el nidmero de lengiietazos que
realizard el sujeto. Los resultados de este estudio mestraron gue ni
el ndmero de lengiletazos, ni la cantidad de liguido guz beben 1los
sujetos tratados con 3 dosis de MEL difieren significativamente de
lo mostrado por los sujetos controles. Con btase en todos ecstos
resultados, consideramos que el efecto de incrementar 21 ndamera de
choques, Yy como consecuencia de ingesta de agua, de los animales
tratados con MEL en este modelo experimental, concstituye una
verdadera accion ansiolitica. Evidentemente, gue seria des=able
utilizar otros modelos experimentales que permitieran sucstentar aun
m&s fuertemente esta observacion.

Los estudios realizados In Yitro en miusculoc liso intestinal
indican también un efecto importante de la MEL sobre ezta peculiar
estructura. Es interesante mencionar gue la maguinaria encimatica
necesaria pata sintetizar 1a MEL esta prezente an 2610 =
estructuras: la pineal, la retina y el intestino cdelgado (118). En
estos sitios exizte un pairon ritmico circadiano de produccion v
liberacién de HMEL. En la retina el indol parece ser responsablz de2

un proceso de maodulacion de laz celulas horizontales y ganglionares
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de la misma retina 710%). Mientras gque la funcidn de la MEL
producida y liberada en el intestino es desconocida. En nuestros
estudics la MElLL provocd un efecito deprzsor de 1z actividad
contractil, Y a sea ezpontanea o de aquella provocada por
estimuiacion electrics; £l mecanismo de accion de tal efecto tambien
es desconocido. Han existido algunos intentos de describir v
clasificar a los posibles receptores de la MEL (120)3y =in  embarac,
tal parece que estos receptores estan restringidos al sistema
nervioszo central, sin haberse descrito en tejidos perifericos. Es
pertinente mencionar que las dosis empleadas para provocar tales
efectos en el misculo intestinal son muy elevados lo gque podria
sugerir un efecto farmacoldgico mids que fisioldgico. En este sentido
debido a las caracteristicas fisicoquimicas de la MEL, las cuales le
confieren propiedades altamente lipofilicas, existe 1a probabilidad
de que la MEL interacide con slgunos lipidos de la membrana celular
y al incluirse dentro de la misma, modifique flujos idnicos,
produciendo algo similar a Io que ocurre con los anestésicos  (31).
Es decir, un efecto inespecifico que modifique la excitabilidad
celular, Tal sugerencia sin embargo, no esta del todo comprobada.

En esta preparacidn, el GABA induce un efecto depresor
significativo en dosis nanomolares. Scbre la contraccion del masculo
liso, tanto el GARA como la MEL poseen efectos similares; solo que
la BIC, un blogueador de receptorss GABA o (100) no modificd ni les
acciones BGABAérgicas ni los efectos provocados por 1a MEL., La
explicacidn a este hecho podria residir en un tipo de treceptores
insensible a la BIC; en ] intestino, es decir en receptores GARBA

(14}). Aunque ain desconocemcs el tipc de receptaores GABReErgico qgue
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s2 lccalizca en el muasculo liso 1ntestinel.

Farr otro lado los trabajos de micraiontoforezis mostesron
que ambos féarmacos proveocan sfectos similares en las puirgnaz del
hipotalamo. Ern ezte sibtio se han descritc receptores especificos
para MEL (120) y para &1 GAERA, de hecho el hipct&lamo s una de 1as
regionas cerebrales con .nayor concentracicn de GAPA (I5). Todas las
neuroras que respondieran a MEL también fueron deprimidas por €l
GARA, de igual manera la aplicacidan alterna de pulsos ds pra2si1on d2
MEL y OGABA en la misma neurona provocan efectos deprasores de la
frecuencia de descarga de estas neuronas hipotalamicas. En  esta

preparscidan, la aplicacidn de una corriente de BIC blogued &l efecto

~depresor del GABA, pero es incapaz de modificar la respuesta a 1a

MEL. Tal hallazgo sugiers, gue ambos f&tmaces utilizen un mecanismo
de acciotn diferente que los lleva a producir el mismo efecto.

La interrelacidn entre ambas sustancias | GARREA y MEL
resultd mucho mds evidente en nuestros estudios de rebanadas de
cerebro. En estas experimentos la administrscidon de MEL, en dosisz
nanomnlares bloqued el efecto de la BIC, sugiriendo con ello una
accion de tipo GABAérgica. Este efecto reversible, sugiete una
accion directa sobre el complejo hbenzodiazepina—-GABA-i1ondforo-
receptor (24), aunque sn un sitio diferente &l sifio de union del
GABA.

A este respecto en 1981, HMarsango y cols., (65 publicarcn
un interesante reporte en el cual mencionan gue, en un intento de
encontrar el ligando enddgeno a los receptores bencodiazeplnicos.
encontraron que tanto la MEL como uno de sus metabolitos el 5-
metoxi-N-azetil-kinureranina, son tctapacegs de inhibir la union de P%a

~diazepam en sinaptosomas de membrana de cerebro d2 tatan.
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S9in erbargo, canpla fo nrodiaszpinas-GRRA-roceptor lonoTiora
crobeblerente cantenga cties gitiog donde s unan otraz compueztooy
por <2iznple un sitieo de unidm gparas 1z picroteryin: gl ozuwal 23

independiente del =itio de unidn del THBN v de lzz baniodiegpinags

(786,
Independiznterents dol sitio o uvnion e o]l complejo
bentodiescpinas—-CRAEhAa~-receptor-iendforo, gue poseen los indoles de la

pineal eniste un efesto cgonista de la MEL sabre la union del  GAEA
cen su sitio de unidn. Asi, en 1984, Coloma v Niles (21 mostraron
qee wuna dosis de MEL de 10-7 M, mejora la unidn In Yitre de U3HI-~
muscimol en el cerebro de la rata. Pcosteriormente loz mismeos sutores
publicaron otro trabajo (220, en =2l gque muestrarn gue la MEL
incrementa la union estercespecifica de [ HI-GABA vy [SHl-muscimel
en membranas sindpticaz de la zorteza cerebirzl de ratas. Estos
autores muestran gque una concentracisn de 100 M de MEL incremertan
hasta 162 %4 la unidn de L[3HI-GAENA despues de &9 min de
preincubacidén. Comparstivements un=2 dosis también de diazepam  Zon
100 uM  durantz 20 min  de préincubacinn increnenta  la Eial Futy

cezterpespecifica de [(FHI-GALA en 1BZ %.

Cuando laz membranas fuercn pretratadas con TRITAON X170

11}

ezte efecto de incremento de union de GAEA ce pietrde. Aungue, ic

auwtores dezscono-en 2] necanizmo de tal gefecto. Ystos trabajos

il

indican la exiztencisz de un efectc GAFRAérgico de lps inacles ce 1
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pineal, lo gque apecya lo:z resultesdos de 12 presentez trabearos,

Sin ezmbaryn, 2uiste la peeibilidad de ave: todos zstos
efectcs tanto conductusles:, cone selectrofisicldgicos v rewroquiadycos
descritos en el presentz trabajos y por loz asubtorez =2oli ot

A raToan de o elloc =s 2ue lazs

-

sean de indcl2 Farmacoldoioo
concentraciones de MEL cerebrales detectadaz hasts shora  son @y

bajas, incluso durente la escoctofase, vy no al-ancan les

il

concentraciones que alcanzan las dosis wtilizadas en olzunc d= 1o
experimentos. De hecho, este es s uno de los conztantezs problemas
gue la mayor parte de los estudios con MEL enfrentanm (&%). A pesar
de esta situacidn, nuestra informacion acerca de la fisiologia vy
farmacologia de la glédndula pineal s2 incrementa e;ponencialmente

por lo que nuestra comprensidn sobre esta fascinante glandula es

cada vez mayor.
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