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RESUMEN

A pesar de que multiples estudios han mostrado aque la
melatonina, principal hormona de la oglandula pineal, posee
importantes efectos, no s6lo de indole endocrino sino también de
tipo conductual, se desconoce con exactitud gue estructuras
nerviosas son afectadas por esta neurchormona y cual es el
mecanismo celular utilizado para provocar estas acciones. Una
forma de enfocar el problema, consistiria en analizar el efecto
que esta hormona posee sobre la actividad eléctrica celularg si
se considera que las modificaciones de este parametro celular
anteceden de alguna manera a los cambios en la secrecidén tanto de
neurotransmisores como de hormonas. Adicionalmente, el empleo de
otros derivados de la melatonina, asi como la aplicaciétn de otros
farmacos, puede ser Gtil para discriminar un posible mecanismo de
accién. Con estos planteamientos en mente, decidimos emprender
este estudio, el cual consta de tres diferentes experimentos.
Inicialmente, determinamos el efecto de la aplicaci6n intravenosa
de varias dosis de melatonina (100, 250, S00 y 1000 ug/Kg) sobre
la frecuencia de descarga de 3 diferentes regiones del
hipotalamo: anterior, lateral y posterior. Los experimentos se
realizaron en animales anestesiados, registrandose la actividad
unitaria durante B0 min. En este experimento se utilizd sdlo una
rata por unidad registrada. En el segundo experimento realizamos
la aplicacién tépica por micropresiéon de melatonina, 5-
hidroxitriptofol y S5-metoxitriptofol sobre las neuronas del
hipotilamo lateral. Nuevamente, analizamos el efecto de estas
sustancias sobre la actividad unitaria. Finalmente, en el 3er.
experimento, observamos los efectos provocados por la aplicacien
tépica de melatonina y S-—metoxitriptofol en el hipotalamo
lateral; aunque, ello se realizé en animales pretratados ya sea
con reserpina, con S, 7-dihidroxitriptamina o con . &6~

~hidroxidopamina, Estos dltimos 3 farmacos, producen una
significativa deplecién de monoaminas cerebrales. Observamos que
la aplicacidon sistémica de melatomina modifica en forma
significativa la actividad unitaria celular de las tres regiones
hipotala&micas; aunque, la regién mis sensible a estos efectos
resultd ser el hipotadlamo latetral y 1la menos sensible el
posterior. Cuando la melatonina o el S—metoxitriptofol se
aplicaron en forma local por micropresiton también se encontraron
efectos depresores significativos sobre la frecuencia de descarga
de las neuronas del hipotalamo lateral, sin embargo, el %-
hidroxitriptofol, no mostrd efecto alguno sobre las mismas
células. Estos efectos depresores se redujeron considerablemente
en animales pretratados con reserpina o con b6-hidroxidopamina, vy
no fueron afec tados por el pretratamiento con 5,7~
dihidroxitriptamina, lo que implica que es necesaria la
integridad de los sistemas catecolaminérgicos del hipotalamo para
que se manifiesten las acciones de estas hormonas. Estos estudios
indican la importancia del hipotalamo en 1la g¢génesis de los
efectos provocados por la melatonina. En el texto se discuten los
posibles mecanismos de accidn de estas neurchormonas.
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ABSTRACY

PBesides its endocrinological effects, melatonin, the main
hormone of the pineal gland, is able to induce & wide variety ot
behavioral etfects. Sedative, anticonvulsive, hypnogenic and
anxiolytic properties have been attributed to this pineal
hormone. Furthermore, melatonin has been related to some
psychiatric disorders. These effects suggest an action of
melatonin on several brain regions, additional to those sites
that mediate its endocrinological actions. However, the
mechanisms used by melatonin to produce such effects is still
unknown. We consider that an approach to these problems could be
the analysis of the effects induced by this hormone on the
electrical activity of the neurons, because the release of
different neurotransmitters and hormones is a consequence of the-
modifications of ¢the electrical properties of these secreting
cells. In addition, several melatonin related drugs, and the
interaction between melatonin and other drugs, could be a useful
tool, in order to discriminate the melatonin's mechanism of
action. With these objectives in mind, we decided initiate the
present study, that encompasses 3 different experiments. First,
we determinated the effects of the intravenous application of
several melatonin doses (100, 250, 500 or 1000 pg/Kg) on the
frequency of discharge of 3 different hypothalamic sites:
anterior, lateral and posterior. The experiments were conduced in
anestethized rats and the recordinus were taken during 80 min., In
the second experiment, we made the topic administration, wusing
micropressure, of ., melatonin, S-hydroxytriptophol and oS-
methoxytriptophol on the neurons of the lateral hypothalamus.
Again, we analyzed the effects of these drugs on the electrical
discharges of these neurons. Finally, in the third experiment, we
also recorded the effects of melatonin and S-methoxytriptophol an
the same neurons, but now in rats pretreated with reserpine or
Sy7-dihydroxytriptamine or whit 6-hydroxydopamine, these three
last drugs elicit a very important depletion of brain monoamines.
Our results show that the systemic melatonin administration
induce a significant modification of the electrical discharges in
the three hypothalamic sites recorded. However, the most affected
site was the lateral hypothalamus and the lesser the ' posterior
hypothalamus. When melatonin or S-methoxytriptophol was 1locally
applied we also observed significant depressive effects on the
frequency of discharge on the same neurons from lateral
hypothalamus. In contrast, the S-hydroxytriptophol did not show
any effect at all on the same parameter. Such depressive effects
T were significantly reduced when the melatonin or S-
methoxytriptophol were tested on the hypothalamus +from rats
pretreated with 6&-hydroxydopamine or with reserpine. However,
they were not affected when the animals were pretreated with 5,7~
dihydrosytriptamine, suggesting the importance of the
catecholaminergic hypothalamic systems on the effects elicited by
these pineal indoles. The present studies indicate the
participation of the hypothalamus on the effects provoked by
- melatonin. Some considerations about the mechanisms of action
used by these neurohormones are discussed in the text.



PROLOGO

En su conjunto, la tendencia a la invariabilidad del medio
interno y a los procesos de adaptacion continua al medio externo, son
requladoé en los organismos por dos sistemaS'imporéantes denominados
nervioso y endocrino. Ambos sistemas estan sumamente interrelacionados
e incluso utilizan algunos mensajeros Qquimicos similares para
transmitir la informacioén pertinente. Esta estrecha interrelacidén
generod el concepto de sistema neuroendocrino, el cual se entiende como
una unidad que integra y coordina las actividades psico-
neuroendocrinas y metabdlicas de los organismos. Tal conceptualizacidn

quiza constituya una descripcién mads exacta de dichos sistemas.

Los mensajes quimicos, transmisores de la informacion dentro del
sistema neuroendocrino, pueden ser canalizados a traveées de 2 tipos de
sustancias quimicas defipidas como mensajeros primarios, en el caso de
neurotransmisores, neuropéptidos, hormonas, o como mensajeros
secundarios, AMFP ciclico, prostaglandinas, y algunos iones (28).
Recientemente e afladieron a la lista de mensajeros primarios, otros
neuropéptidos, los cuales se unen a receptores localizados en
diferentes regiones del cerebro. Estas sustancias Jjuegan un papel
primordial en la modulacidn de la conducta, en @l estado de animo, en

el dolor y en las funciones endocrinas (11},

En un intento de simplificar el modelo neurcendocrinoldgico, se
postula la existencia de un sistema de neurotransmisores que modula la--.
secrecion de las neurohormonas hipotaléamicas (19,38,52). Estas altimas
sustancias, en su momento, modulan la secrecién de la pituitaria; para

que ésta a su vez controle la secrecién de la mayoria de las glandulas
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periféricas (19). Tal conceptualizacion puede estimarse como la via
eferente del procgso de integracidn neuroendécrino. La via afgrente se
supone, es la existencia de mecanismos de asas de retroinformacion de
corta o.larga accidén, las cuales se localizan a lo largo de todq el
sistema endocrino, Las hormonas liberadas por las glandulas
periféricas controlan la secrecién, tanto de las hormonas pituitarias
como de las respectivas hipotalamicas; mientras que el proceso de
retroinformacién realizado por las hormonas de la pituitaria, modula
la secrecién hipotaldmica y probablemente la homeostasis de ios

neurotransmisores involucrados (28).

Algunos hallazgos recientes de la neuroendocrinologfa, estan
modi ficando la conceptualizacidn original sobre las hormonas y sobre
su mecanismo de accién propuesto. For ejemplo, se mostréd (92) que los
neurotransmisores, las neurohormonas y las hormonas de la pituitaria,
se encuentran también presentes en el liquido cefalorraquideo, lo que
sugiere que por el hecho de encontrase en él, dichas hormonas pudieran
estar regulando mecanismos centrales. Ademas, a diferencia de como se
coneiderd hasta ahora, en el sistema porta hipofisiario ‘la sangre
fluye también de 1a glandula pituitaria hacia el hipotalamno, lo cual
sugiere una interaccién bidireccional entre ambas estructuras (92).
Estudios versados sobre sitios de unidn de neurotransmisores y
hormonas, muestran que el namero y sensibilidad de 1los dieferentes
receptores a estas sustancias, son modificados por otras hormonas
secretadas en glandulas periféricas (11). Adem&s, solo recientemente
se empiezan a describir las complicadas inetracciones que resultan en
la modulacion de las diferentes clases y tipos de receptores por parte

de neurotransmisores y de neurohormonas.




Todos estos datos recientes, desafian muchos conceptos previos,
por 1o que resulta necesario revisarlos y entrelazarlos para obtener
una mejor descripcitn y entendimiento de la notable complejidad de los

mecanismps de integracion de control neuroendocrino.

En este contexto, los trabajos incluidos en el presente estudio,
pretenden describir los efectos provocados por una neurchormona
reguladora, la melatonina, dentro del complejo funcional hormona? que
constituye el hipotalamo. El enfoque es de fndole electrofisioldégico,
considerando que los cambios en la actividad eléctrica constituyen la
etapa previa a los efectos hormonales, y el por lo tanto un {ndice
excelente que permite inferir el mecanismo de accidn de tales

sustancias.
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INTRODUCC 10N

-

El hipotalamo y el sistema limbico constituyen las principales
regiones del cerebro involucradas en el control del sistema endocrino.
£1 sistema limbico tiene conexiones con varias regiones hipatalam{cas
a traves del fornix, la estria terminalis y de fibras con origen en la
amigdala. Ademas, estructuras como el talamo, los ganglios basales Yy
la formacién reticular de]l tallo cerebral, mantienen importantes

interacciones con este sistema (79).

Muchos aspectos funcionales de los organismos, como es el tono
afectivo, los impulsos emocionales, los ritmos biolégicos, el
mantenimiento del balance endécrino Yy COmoD consecuencia, la conducta
en general, son influidos por el sistema lJimbico (65). Adicionalmente,
las alteraciones endocrinas observadas en enfermedades afectivas
psiquiatricas y neuroldgicas, sugieren ﬁue ademas del sistema limbico,
otras regiones del telencéfalo, probablemente regiones contiguas a la
corteza cerebral, pueden también estar involucradas en la modulacidén

de la conducta y de los eventos endocrinos (54),

Anatomica y funcionalmente (80), el hipotalamo es la regidn
neural que dirige a todos los ejes hormonales pituitaria-drgano
blanco. Esta estructura es también el centro autondmice de mayor
relevancia filogenética el cual une al cerebro anterior con el tallo
cerebral. El hipotalamo se relaciona en sul;arte anterior con el
quiasma Gptico, posteriormente con los cuerpos mamilares Y
lateralmente con 1los lobulos temporales. Dorsalmente se separa del

talamo por el sulcus hipotalémico, mientras que su parte ventral

central, desde la cual emerge el tallo de la pituitaria, s conocida




como la eminencia media.

El hipotalamo mantiene conexiones ;uncionales con la'corteza. el
talamo, el hipocampo y con otras porciones del sistema limbico, ademés
del talio cerebral; sus seflales de salida son transmitidaé por
circuitos neurales que lo conectan con otras estructuras tanto
superiores como inferiores. Estas, son vias complejas que trlnsmiten‘
informacién en ambas direcciones; los mas importantes son : el haz
longuitudinal dorsal que une al hipotdlamo con los nacleos del tallo
cerebral; el tracto mamilotaldmico que une los cuerpos mamilares al
tdlamo; la estria terminalis, la cual une a los nGcleos amigdaloides a
los nicleos preopticos y ventromediales del hipotédlamoj las conexiones
hipotaldmo~corticales que unen al hipotalamo con el ldébulo frontal de
la corteza; conexiones ol fatohipotalamicas que unen al hipotalamo con
el rinencefalo y finalmente, el tracto supraopticohipofisial, cuyas
fibras van de los ntcleos supradpticos y paraventriculares del

hipotalamo hacia la nuerohipodfisis via el intundibulum (79).

Como se observa, €l hipotdlamo estd laocalizado estratégicamente
entre el cerebro, y el tallo cerebral, lo que le confiere 1la
capacidad de actuar comc un modulador neuroendocrino, intluyendo en
los centraos autondmicos del tallo cerebral, de la médula.espinal y del
sistema endocrino al controlar las secreciones de 1la glandulav

pituitaria.

Desde un punte de vista neuroendocrino, dentro del hipotédlamo es
posible distinguir tres diferentes regiones con cierto grade de
independencia anatomica y funcional, éstas son (79): el area

hipofisiotrdpica, la cual se encarga de producir los factores tréficos



glandulares y que incluye a los nGcleos paraventricular, supradptico,
arcuato, supraquiasmitico, mamilar mediano, premamilar, ventromedial, .
dorsomedial y 10; ntcleos hipotaldmicos anteriores. Otra regién 1la
constituye el sistema tubero-pituitario encargado de transportar a las
neurohormonas. Finalmente la eminencia media, sitio donde las
neurohormonas secretadas por los varios nacleos hipotalamicos son

colectadas y liberadas hacia la circulacién porta hipofisiaria.

Por su parte, la glandula pituitaria estid formada por 2 lébulos
distintos, el 1ld6bulo posterior o neurchipéfisis y el anterior o
adenchipéfisis 29, La neurohipofisis, contiene la hormona
antidiurética (HAD) y a la oxitocina, recibe fibras hipotalamicas
originadas en las neuronas del ndcleo paraventricular, y del nicleo
supradptico y en las cuales las hormonas son sintetizadas
conjuntamente con las neurofisinas, las cuales son lipoprotefnas que
las transportan. El1 complejo neurofisina-hormona migra desde Yas
células nerviosas hipotalamicas hacia el lédbuleo posterior de 1la

pituitaria (15).

La HAD y la oxitocina se liberan al torrente sanguineo en
respuesta a varios estimulos fisiolégicos, Tales como la reduccion del
volamen plasmatico y el aumento en la osmolaridad sangﬁinea (117).
También la secrecitn de HAD es estimulada por la acetilcolina (ACh) y
la g-endorfinaj; a su vez, ésta es inhibida por la noradrenalina (NA)
(64). Por su parte, existen al menos dos mecanismos neurales que
controlan la liberacién de oxitocinag uno es el refleijo
neurcendocrino, resultado de la estimulacidn del pezén (succion) y el
otro es el reflejo originado en los receptores al estiramiento

localizados en el tracto genital femenino, los cuales propician 1la
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liberacion de oxitocina durante las etapas finales del eabarazo (108).

La adenohipéfisis secreta 8 hormonas: prolactina (PRL), hormona
de crecimiento (HC), hormona estimulante de los melanocitos (HEM),
hormona foliculo-eatimulante (HFE), hormona luteinizante (HL) ,
hormona estimulante del tiroides (HET) y hormona estimulante de la
corteza suprarrenal o adrenocorticotrofina (HACT) y g-endorfina (45).
lLLa secreci®n de todos estos mensajeras quimicos es controlada por las
neurohormonas de origen hipotalamico y extrahipotalamico (B0O). Dentro
de estas 4ltimas, se encuentran las neurohormonas provenientes de
estructuras ependimarias conocidas comp drganos circunventriculares
(62). E1 mas estudiade de ellos es el éGrgano pineal, el cual tiene
origen en las célulac ependimarias del techo del tercer ventriculo;
pero tambien estructuras como el Odrgano subcomisural, el érgano
vasculoso de la lamina terminalis, el 6rgano subfornjcal, el éarea
postrema y el ependima especializado del techo del tercer ventriculo,

a nivel de la eminencia media, participan en tal regulacidn (115).

De acuerdo a la teoria tlésica, enunciada por Harris (47), el
control hipotalémico de cada una de las hormonas de la pituitaria es
regulada por factores de liberacion o de inhibicidn especificos para
cada bhormona. De estos factores hipotalamicos postulados, s6lo unos
cuantos han sido aislados y caracterizados bhasta ahura: Los
principales son: la hormona liberadora de gonadotrafinas (QLG), la
hormona liberadora de la tirotrofina (HLT) y la hormona inhibidora de

la hormona de crecimiento, denominada somatoestatina (43,84,42).

Sin embargo, y en desatuerdo con la teoria “"clasica", todos

estos neuropéptidos influyen en la secrecién de mas de una
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hormona. Por ejemplo, la HLG, estimula la liberacidn y produccién de
HL y de HFE, la HLT estimula tanto a la HET como a la PRL; y la
somatoestatina inhibe tanto a la HC como a la HET, sin considerar
ademas , lés poderosos efectos inhibidores que ejerce iobré dos de las
hormonas pancredticas, el glucagon y la insulina. Existen otras
neurchormonas y neurotransmisores hipotalamicos que también 50N
llevados por los vasos portales hacia la pituitaria e influyen sobre
la. liberacién de las hormonas, aunque el papel fisiologico que ellos

Juegan, aGn no estd completamente dilucidado (26).

Varios neurotransmisores participan en la liberacidn de las
neurohormonas como (68): la dopamina (DA), la noradrenalina (NA), vy la
serotaoanina (S-HT). También, 1la acetilcolina (Ach) el GABA y la
histamina (HIS) han sido recientemente afadidas a esta lista (129).
Dentro de 1los neuropéptidos y neurchormonas de origen central
involucradas en 1la regulacién de los productos hipotalamicos, se
encuentra uﬁa larga lista que incluye a la B-endorfina, la melatonina,
encefalinas, el péptido intestinal vasoactivo (FIV), la neurotensina,
la sustancia P y la bomhesina. Estas sustancias probablemente
interactuen con neuronas catecolaminérgicas y/o con  las neuronas
hipotalamicas que contienen las hormonas htpo}isictrﬁpicas

involucradas en la modulacion de la secreciéon de la pituitaria (129).

Los sitios exactos de s(ﬁtesis de las hormonas hipotalamicas no
estan aan 1o suficientemente bien identificados y el hecho de que
muchas de las neurohormonas fisiotrdpicas, sean encontradas en
diferentes Areas del cerebro, sugieren la hipoétesis de que ademas de

sus efectos en la pituitaria, estos neuropéptidos posean efectos




centrales, los cuales modulen la conducta, el aprendizaje y los
procesos de memorig.

Los mecanismos de accion de las hormonas hipotalamicas, son
tambien Tun punts’  muy controversiél en la actualidad. Las
neurghormonas se unen a receptores especificos localizados en la
membrana de las células de la pitutitaria (11), los cuales -son
modul ados ademds, de por las hormonas hipotaldmicas, por otras
sustancias tanto centrales como periféricas, que en su momento,
estimulan procesos bioldégicos. La interaccion hormona receptor
involucra la sintesis de AMF ciclico, de prostaglandinas o bién pueden
inducir cambios en el flujo del calcio extracelular (113). Asi,
recientemente se mostrd (BZ) que el Ca++ se considera como un segundo
mensajero, el cual controla la secrecidn de hormonas como la insulina
y 1la PRL. No es e:agerado entonces el mencionar que el aspecto clave
en el estudic actual de los procesos neuroendocrinos es la descripcion
de los mecanismos que controlan la secrecién de las hormonas

hipofisiotrépicas.

Las ceélulas hipotalémicas productoras de las neurohormonas son
moduladas tanto por neurotransmisores como por hormonas secretadas en
estructuras nerviosas centrales y en glandulas periféricas (129).
Estos altimos productos de secrecion periférica, actdan a través de
mecanismos de retroinformacidn tanto negativos como positivos. Por
ejemplo, los datos recabados sobre el mecanismo de control de la
secrecion de PRL, muestran que a nivel de la pifuitaria, la DA, 1la
NA, el GABA y la ACh y la melatonina, inhiben su secrecién (77b). La

accién de la DA es tan potente y persistente que se postula que este

neurotransmisor es el factor inhibidor de esta hormona (44). Mientras
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que la 5-HT, la HIS, asi como también algunos neuropeéptidos (HLT, B~
endorfina, encefalinas, PV!, CCK, bombesina, neurotensina y sustancia

P) la estimulan (88),

La hormona hipotalamica inhibidora de l1a hormona de crecimiento
es un tetradecapéptido denominado somatoestatina. Esta hormona se
encuentra en muchas estructuras cerebrales, donde parece ser producto
de una sintesis local (13); y al parecer provoca importantes efectos
conductuales; por ejemplo, la somatoestatina localizada en el
hipocampo esta particularmente involucrada en algunos aspectos de la
memoria (34). FPor su parte muchos neuropeptidos, tales como la 8-
endorfina, las encefalinas, el FIV, la bombesina, la neurotensina y la
sustancia F, estimulan la secrecidn de HC en animales
experimentales (31).

El factor liberador de la HACYT, aan no estad aislado e
identificado, a pesar de que existen demostraciones de que los
extractos hipotalamicos ejercen efectos liberadores de corticotrofina,
Datos experimentales sugieren que la hormona liberadora de la HACT

puede ser una hormona antidiurética "modificada" (IB).

La hormona libetadora de tirotrofina (HLYT), fué 1la primera
neurchormona hipotaldmica identificada, se trata de un tripéptido
(Gli-His~Fro). Esta sustancia estimula la liberacidén y sintecis de la
HET y de la PRL, ademas de estar ampliamente distribuida en muchas
regiones cerebrales y poseet importantes efectos centrales

conductuales (10),

No estd descrito aoan un factor, con acciones inhibidoras

especificas sobre la sintesis de HACT y HET, el sistema de
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retroinformacién negativo (hormonas tiroideas para HET, y cortisol
para HACT) parecen explicar mucho del control inhibi&ér para la
liberacién de HACT y HET. Sin embargo, algunos péptidos cerebrales,
particularmente la melatonina, ejercen‘efectos inhibidores centrales
de la secrecion de estas hormonas, posiblemente actuando sobre 1los
factores hipotalémicos liberadores o bien, sobre los sistemas de

neurotransmisores que los regulan (126).

En lo relativo a 1a HLG, la cual) es la hormona que estimula
tanto la secrecidn de la HL como de la HFE, su inhibicidn se realiza
por mecanismos de retroinformacidn negativos provocados por los
niveles seéricos de hormonas esteroideas. Ademds, la glandula pineal vy
sus hormonas, principalmente la melatonina (MEL), también modulamn la
secrecién de gondotrofinas en casi todas las especies estudiadas
(120). En @1 caso de la secreciodn de gonadotrofinas en la mujer, la NA
parece ser responsable del pico de HL que ocurre a la m;tad del ciclo
menstrual (131), mientras que los efectos de la DA y la 5-HT son adn
inciertos. La melatonina ejerce un efecto central inhibidor scobre la
secrecion de HL (119, mientras que los estrdigenos y 1la progesterona
ejercen un contral por retroinformacidn, tanto positivo como
negativo, sobre la secrecitn de HL. En el caso del hombre; los efectos
de 1la DA, la NA y la 5-HT no son claros, mientras que 1la melatonina
ejerce un efecto inhibidor caracteristico (104). El control . ejercido
por las hormonas esteroideas del hombre, aGn no esta bien esclarecido,

asi como el papel que juega la inhibina, hormona producida en el

testiculo.
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Fig. 1.- Representacidn esquematica de cortes sagitales de la
elandula pineal proveniente de 4 diferentes especies. Es posible
apreciar la enorme transformacion filogénetica que esta
estructura ha sufrido a lo largo de la evolucidn. Particularmente,
eristen dos caracteristicas que provocan una notable diferencia.
La primera es gque en animales inferiores, la pineal es todo un
conjunto de estructuras, denominado como érgano pineal; mientracs
que en los animales superiores, sdlo permanece una estructura
conocida como glandula pineal. La otra caracteristica es su
conformacidn sacular, la cual desaparece en animales superiores.
En este mismo diagrama se observan las relaciones anatdmicas que
la glandula mantiene con otras estructuras cerebrales.

Dentro de la teoria general del control neurcendacrino, los
efectos provocados potr los productos de la pineal sobre la regulacién
neuroendocrina, son variadeos, a veces dificiles de interpretar y

frecuentemente controversiales. Tal situaciédn parece ser consecuencia
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del propio desarrollo filogenético de la glandula. €s decir, quizé el
rasgo mas caracteristico de la pineal, es su marcada diversidad tanto
mortolégica como fisioldgica en la diversas especies; existiendo
diferencias substanc;ales en la estructura de la glandula aOon en
especies estrechamente relacionadas (Fig. 1). También las acciones
que la glandula ejerce, difieren en todas las especies, incluyendo a
los mamiferos (14), For tal situacieén, aungue las interacciones de la
pineal con algunos ejes neuroenddcrino-pituitaria-érgano blanco estan
bien definidas en algunas especies, en otras, la pineal parece tener
poca © ninguna influencia sobre los mismos. Sin embargo, es errdéneo el

considerar que en estos animales, la glandula pineal es un  dargano

inconsecuencial, porgue praobablemente este involucrado en otras
tunciones tales coma regulacidn de la temperatura, ajustes
conductuales, o en la regulacién de 1la actividad metabdlica

generalizada, por mencionar algunas (21,37,51,75,102).

Esta condicion también se manifiesta en el caso del sistema
reproducto:, donde su accidn difiere de acuerdo a la especie de que se
trate. For tal motivo, lo que se aplica a una especie podria no ser
aplicable a otra, aunque ecstos animales esten cercanamente

relacionados.

Existen dos situaciones que hacen Gnica la funcion de la
';landula pineal. Una de ellas es su capacidad para sintetizar
melatonina de acuerdo a un patrdn circadiano, y la otra es su
capacidad de sincronizar y modificar este patrédn de secreci6n por

efecto de la iluminacioén (25,63). El1 patrén de secrecidn de

melatonina, alta en la noche y baja en el dia (1,118), parece ser
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relativamente uniforme en todas las especies hasta ahora examinadas,

aan asfi, existe una amplia variedad de respuestas que el organismo

puede mostrar (Fig. 2).
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Fig. 2.- El patron de secrecidn de melatonina, parece ser muy
uniforme en todos los animales hasta ahora estudiados. En este
esquema se muestran los perfiles de secrecién del mono rhesus
(A)y, en el plasma y el liquido cefalorraguideo (LCR){ en la
pineal de la rata (B) y en el plasma del humano (C), en los

cuales 1la diferencia mas importante es la duracidn del pico de
melatonina.

La melatonina proviene de una idolamina secundaria de la pineal,
la 5-HT, a través de la accidén de 2 enzimas, la N-acetiltransferasa
(NAT), responsable de la N-acetilacidn de la S5-HT, y la Hidroxi—indol-
O-metiltransferasa, la cual es responsable de la O-metilacién del
anille inddlico (Fig. 3) (7). Quay (101), mostrd por primera ve:z que

los niveles de 5-HT en la pineal son altos durante el dia y bajos en
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la noche vy que las alteraciones en el ciclo de iluminacién causan
cambios correspondientes en el contenido de 5S-HT en 1la pineal.
Posteriormente, el mismo autor describio el ritmo diario en el

contenido de melatonina, inverso al ritmo de serotonina (Fig. 3).
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Fig. Z.— La biosintesis de melatonina se inicia a partir del
aminodcido triptofano y finaliza con la formacidn de 3 tipos de
compuetos activos, estos son la N-acetil-U-metoxitriptamina o
melatonina, los S-—metoxitriptofoles y los S metoxi—-indoles
conjugados con Acido acético. En esta figura se muestran las
enzimas involucradas en esta sintesis.
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Actualmente, se refiere que las concentraciones de melatonina
estan incrementadas durante la noche en la glandula pineal, 1a sangre,
el 1liquido cefalorraquideo y la orina en todos los animales hasta
"ahora estudiados, incluyendo al hombre (5). El perfil de liberacién
fotoperiddica de la melatonina se observa en todas las especies con
ligeras variaciones (Fig. 2). En general las concentraciones de
melatonina en la pineal se incrementan con el principio de la
oscuridad y permanecen elevadas hasta el principio del periddo

luminoso (Fig. 4).

LLa via natural por la cual la informacidn fotoperiddica alcanza
a la pineal, aunque descrita en la rata (85), parece ser similar en
todas las especies, se origina a nivel de la retina. De esa estructura
los estimulos nerviosos provocados por la aplicacién de la luz son
transmitidos por el tracto retinohipotaldmico hacia el nacleo
supraquiasmatico del hipotdlamo, considerado como el principal
oscilador circadiano auténomo central (91)., De este nacleo, 1la via
continGa hacia los nGcleos paraventriculares, para dirigirse viajando
por el ha: prosencefdlico medial, a través de la formacién reticular,
hacia el ndcleo intermedio lateral de la meéedula espinal. En esta =zona
las fibras se convierten en fibras preganglionares adrenérgicas del
sistema nervioso autonomo, las cuales conducen la informacién hacia el
ganglio cervical superior. Este ganglio constituye la entrada final
simpatica thacia la glandula pineal (;06) (Fig., 5). La modulacidn pér
parte del simpAtico sobre los pinealocitos, ocurre gracias a la

liberacion de NA, la cual actGa sobre un sistema Bj-adrenérgico (107),

La respuesta de los pinealocitos de la glandula a la liberacién

de NA, por parte de las fibras postganglionares simpaticas, es la
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sintesis y liberacidn de derivados inddlicos, de los cuales la mas

importante es la melatonina (122),
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Fig. 4.- En todas las especies estudiadas, ld secrecién de
melatonina alcanza sus niveles miaximos durante la escotofase del
fotoperiodo., Este incremento de la sintesis y liberaci6n de
melatonina, se acompafa de los cambios correspondientes en las
concentraciones de sus precursores y de la actividad de las
enzimas sintetizantes, como se muestra en el presente diagrama.

t.a 1luz ejerce una doble accién moduladora en la bioquimica de

la glandula pineal (17), la primera accién es de indole supresor sobre
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la actividad de la enzima NAT, y como consecuencia sobre la sintesis
de melatonina. Este efecto es particularmente evidente cuando la 1luz
se aplica con suficiente intensidad, durante el perindo de oscuridad.
Sin embargo, en oscuridad continua el ritmo de melatonina persiste con
una periodicidad aproximada a las 24 hrs, tal situacion hace evidehte

la naturale:za circadiana endégena del ritmo de la pineal.
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Fig. 5.~ Esquema representativo de la via neural que siguen
las sefales eléctricas provocadas por los estimulos luminosos
para alcanzar la glandula pineal. Esta via compromete al naGcleo
supraguiasmatico y a una porcién del simp&tico cervical.
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La segunda accién ejercida por la luz es el poder sincronizante
que posee sobre el ritmo de secreci6n de la pineal con las condiciones
ambientales; tal accidn probablemente requiere de la participacion de
los nﬁclgos supraquiasmaticos (20). Tanto los efectos supresores como
los sincronizadores que la luz ejerce sobra la pineal, determinan el
momento en que la melatonina serd sintetizada (la fase del ritmo), ast
como la duracién de esta sintesis (41). Bajo estas circunstancias, una
seffal con estas caracteristicas es capa: de brindar 1la informacion
pertinente acerca del ciclo ambiental de luz-~oscuridad. Una seflal que
puede ser modulada en estas formas, tiene el potencial de sincronicar
procesos fisiolégicos complejos en los cuales la coordinacidn temporal
es crucial, puesto que las variaciones en la duracién de la elevacidn
sérica de melatonina, reflejan exactamente la duracion de la fase de
oscuridad, y como consecuencia, la longuitud de los dias naturales

(33).

Gracias a esta propiedad funcional de la pineal, esta glandula
es capaz de coordinar cambios estacionales, en el peso corporal (12),
el color de la piel (49), el letargo invernal en roedores (56) y la
regulacidén estacional del sistema reproductor (17); la cual,
incidentalmente, ha sido mas extensamente estudiada. Es necesario
affadir que el tejido blanco forma parte activa en este proceso de
coordinacidén y regulacidén, puesto que la forma en que el arganismo
utiliza la informacidn fotoﬁeriédica de la pineal, también esta
determinada por la sensibilidad del tejido blanco particular para la
hormona. Entonces, las acciones ejercidas.por la gléndula pineal
dependen, tanto de 1la responsividad del 6érgano, como de las

fluctuaciones en la seffal -niveles de melatonina-~, proporcionada por



la glandula.

E]l papel que la pineal ejerce en la regulacion de la actividad
sexual de los roedores, se establecid a partir de la década de los
&40's, En 1965 Hoffman y Reiter (50), mostraron que la pineal es
necesaria para que la gquiescencia gonadal inducida fotoperiddicamente
se manifestara. Es decir, cuando algunos animales son manetidos en
dias cortos (menos de 12.5 horas de luz por difa), 1la quiescencia
gonadal se ohserva en B semanas. Esta actitud se manifiesta por una
regresion testicular en los machos y por un periodo de anovulacion en
las hembras. La pinealectomia previene esta respuesta a un fotoperiodo
corto (73). Los machos pinealectomizados son aGan capacez de producie
espermas y de realizar la inseminacidn, mientras que las hembras
privadas de pineal contintan ovulando, muestran una apertura vaginal

normal, pueden embarazarse y llevar su embarazo a término (21).

La 1longuitud critica del fotoperiodo para inducir etfectos
atroficos gonadales varia entre los diferentes animales, en e®1 caso
del hamster, se establecid que es de al menos de 12.5 hre de oscuridad

(118).

Los cambios en el tamafio testicular y ovarico provocado por la
melatonina, se acompaflan de cambios importantes en las concentraciones
de las hormonas correspondientes (120). Ademas, 1la regresion testicular
inducida por la pineal en estas especies posihlemente se un proceso
complejo que involucra 1la suprésion no sBlo de LHy FSH, sino de
también de PRL (40). Los efectos antigonadotrépicos de la pineal no

solo se presentan en animales adultos, sino que se producen también en

animales en desarrollo; por ejemplo, algunos datos experimentales (98)



muestran que Jla melatonina retarda la maduracién de todas las
estructuras gonadales, postpone el prncipio de la pubertad e inhibe la

sintesis de la HLG.

Probablemente la melatonina no sea la Gnica hormona reguladora
del eje neuroendécrino-repraductor que produce 1a glandula piheal. asf{
por ejemplo, se mostrd (96) que la arginina-vasotocina, un nonapéptido
sintetizado en la pineal de los bovinos, ratas y humanos, inhibe la
elevacion de la HL provocada por la castracién y estimula la
lliberacién de prolactina en ratas macho tratadas can estraogenos Yy
progestagenos. La inhibicion de la liberacidn de prolactina por parte
de los extractos de la pineal también fue observada (77b). Ademés,
varios estudios recientes (24) han mostrado que la pineal puede

también ser origen de factores liberadores de gonadotrofinas.

El papel regulador de la reproduccion que ejerce la pineal se
hace muy evidente en animales con reproduccion estacional, en ellos la
pineal ésta involucarada en la regulacién del inicio de la pubertad,
en algunos procesos ciclicos como el ritmo circadiano de LH >y de
secrecién de prolactina; asi como la presencia de la ovulacion y las

variaciones circanuales hormonales (118).

Muchas especies de mamiferaos que habitan desde latitudes
templadas hasta polares, auestran ciclos anuales de fertilidad e
-infertilidad (127). Estos ciclos estacionales de crianza garantizan
que los descendientes nazcan en un momento optimo para su
supervivencia. Para determinar el tiempo de crianza, estos mamiferos
han adaptado su fisiologia para responder a seflales provenientes del

ambiente. La sefal ambiental mas frecuenetmente utilizada por estos
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animales, es el cambio anual en la longitud del dia, conocido como
fotoperiodo. Los mamiferos estacionales se catalogan como "criadares
de dias largos®, algunos roedores, o como “criadores de dias cortos®,
venados ¥ ovejas (118), dependiendo de si sus génadas se activan
conforme la longitud del dia se incrementa o dismiuye. La existencia
de estos dos tipos de animales esta parcialmente determinada por el
periodo de gestacidn de cada especie, as{ como por otros aspectos de

su fisiologfa y de las caracteristicas del ambiente.

La posibilidad de mimetizar los fotoperiodos largos y cortos en
el laboratorio ha permitido entender parcialmente las eventos neurales
y endocrineos subyascentes a la reproduccion estacional. For ejempla,
se mostrd (119) que los eventos endocrinos precedentes a la activacion
gonadal son similares en ambos tipos de criadores. Dentro de los
primeros dias de exposicidén a un fotoperiodo estimulante gonadal, se
inicia una serie de eventos que resultan de upna reduccidnl'de la
sensibilidad hacia los efectos negatives, dentro del proceso de
retroinformacién, de los esteroides, sequida por un "encendimiento*
gradual de 1la pituitaria y de las g6nadas. Por otro lado (119, la
exposicién a un fotoperiodo inhibidor gonadal, provoca un  incremento
de 1la sensibilidad del mismo proceso de retroinformacion negative de
los esteroides, seguido por una reduccién en la actividad de 1la
pituitaria y como consecuencia de una involuciodn gonadal. Talesg
efectos .indican que estos mamiferos son capaces de medir la longitud
del dia con gran exactitud. Tanto la extirpaciéon de la pineal, como de
los ganglias cervicales superiores, asf{ como las lesiones del nacleo

supraquiasmadtico provoca que los hdmsters y las ovejas sean incapaces

de medir 1la longitud del dia con lo cual no pueden coordinar su



actividad reproductora de acuerdo a las estaciones del affio (114).

Las acciones de la melatonina sobre el eje neurcendoécrino-
reproductor, en animales con reproduccién no estacional, no son  muy
claras. La historia de la asociacion entre la pineal de este tipo de
individuos y la funcidén reproductora, se inicié en 1898 cuando Heubner
(48), describié la presencia de pubertad precoz en el hombre con
tumores de 1la pineal. Tal relaciton le llevo a especular sobre la
existencia de una sustancia, producida por la pineal, la cual inhibe
la funcién reproductora; como consecuencia, los tumores que destruyen
a esta glandula acarrean el desarrollo sexual prematurc. Sesenta vy
cinco afios después, Kitay y altschule (461) revisaron varios cientos de
casos de tumores de la pineal y observaron que los tumores no
parenquimatosos, con cierta frecuencia se asocian con la pubertad
precoz. A pesar de ello, la sugerencia inicial de Heubner, es aGn muy
cuestionada, existiendo mﬁltiples_dato; contradictorios, por 1lo Qque

esta aseveracién de ninguna manera es concluyente.

En algunos mamiferos, la melatonina ejerce efectos
pragonadotropicos (23), en otros sus acciones son antigonadotrdpicas
(118) y en otros mas carece de efecto alguno sobre la vreproduccidn
(1). Uno de los problemas compartido por muchos eastudios realizados

tanto in vitro como in vivo sobre melatonina, es la necesidad de

emplear grandes cantidades de compuesto paré'que sus efectos sean

detec tados.

€i 1la glandula pineal sirve como una interfase entre el reloj
ambiental y el eje hipotilamo-pituitaria-génadas, uno podria esperar

que los eventos reproductores también fuesen acompafados por cambios



en el ritmo de melatonina, existen datos indicativas de que en

algunas especie; con reproduccién no estacional, esto puede ocurrir.
Por ejemplo, la amplitud de la seffal de melatonina parece ser un
factor regulador del ciclo ovarico; ast, el pico nocturno aas bhajo de
melatonina en la rata ocurre en el dia del estro (104) y un nadir en
los niveles de melatonina plasmatica matutina se presenta en la mujer
durante la etapa preovulatoria (131). También durante los primeros
meses del embarazo, 1la melatonina muestra niveles séricos muy
elevados (?3); en esta etapa del embarazo existe un estado

antigonadotrdopico caracteristico.

Por otro lado, tanto la pinealectomia como las aplicaciones
repetidas de melatonina, sobre todo cuando se realizan durante la fase
de ascenso 0 descenso del ciclo de liberacidn de melatonina, provocan
algunos efectos antigonadotrdpicos. Asf, Tamarkin y cols. (118),
mostraran qde la administracidén diaria crénica de melatonina
consistentemente suprime la funcidén reproductora en hamsters
mantenidos en dfas 1largos (LD: 10-14), El elemneto clave de su
experimento fue el cuidadoso control del tiempo del dia en que las
animales fueron inyectados con melatonina. De igual manera, maniobras
tales como cegar al animal (73), extirpar los ganglios superiores
cervicales (18) o lesiones hipotalamicas (114), también provocan
algunos efectos scbre los sistemas reproductores en algunos mami feros,
aungue no con la intensidad y claridad con que ocurren en los animales
con reproduccién estacional. Estos datos indican el papel que esta

glandula ejerce sobre la coordinacién de la reprpduccién en animales

adultos con reproduccion estacional.

El punto de vista tradicional endocrinolédgico de que las
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hormonas tienen ya sea un papel inhibidor o un papel . excitador, no
parece aplicarse a la melatonina. De hecho el esperar efectos claros
de esta indole ha impedido, durante casi dos décadas el entendimiento
del papel que posee esta hormona en 15 reproduccién. La melatonina no
puede ser considerada como pro o antigonadal, sino mAés bien como una
sustancia que proveé informacion temporal al eje hipotalamo-
pituitaria-gonada, y por lo tanto coordina las actividades

reproductoras.

Las hormonas ejercen sus efectos tisiolégicos en los sitios
blanco por interactuar inicialemente con un receptor de alta afinidad.
Para entender el mecanismo de accién de las hormonas a través de su
interaccion con receptores especificos, es necesario primero
identificar el tejido blanco para después correlacionar a la
interaccién hormona-receptor con una respuesta biologica.
Desafortunadamente, nada de esto ha sido posible obtener en el caso de

la melatonina.

FPuesto que la melatonina se encuentra tanto en el liquido
cefalorraquideo (93) como en la sangre periférica (79), es posible que
esta hormona pueda ejercer sus efectos sobre el sistema nervioso
central, sobre estructuras periféricas o sobre ambas. Los estudios de
captacion de melatonina tritiada, administrada sistémicamente, indican
. que la hormona podria de hecho actuar en ambos sitios, ya que esta se
concentra en el hipotialamo, en el hipocampo, la pituiraria anteriaor,

las gdnadas el tracto repraductor y atn en la pineal misma (3).

Dentro del hipotdlamo el nGcleo supraguiasmatico econcentra la

mayor cantidad de melatonina en comparacién a cualquier otra Aarea
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hipotalamica (67,132). Sin embargo, a pesar de gque se han realizado
varios intentos para cuantificar el namera de receptores a la
melatonina en varios tejidos, los resultados son equivocos y Nno

reproducibles hasta ahora, por lo que ningtn método se emplea en forma

rutinaria para investigar estos receptores.

Varias evidencia experimentales sugieren que los efetos
reproductores de la melatonina son mediados a través de varios sitios
del sistema nervioso central. Por ejemplo, la melatonina puede
incrementar la sensibilidad del hipotalamo y 1la pituitaria hacia
efectos provocados por retroinformacion de los esteroides gonadales en
animales carentes de gonadas (16), ademds induce una reduccién en 10s
receptores cerebrales a los estrégenos (112). Las manipulaciones que
resultan en alteraciones del perfil de la melatonina (pinealectomia,
ganglionectomfa cervical superior y reemplazamiento y_”suplementacibn
de melatonina) provocan cambios en la secrecion de la HFE y HL (76),
cuya regulacién ocurre a nivel del SNC. Adicionalmente, la secrecion
de prolactina de la pituitaria, cuya liberacién esta bajo control
hipotalamico, se relaciona temporalmente con 1los cambios en la

concentracién de la melatonina circulante (35).

Cuando la melatonina se aplica dentro de 1los ventriculos
cerebrales (39), o0 es implantada dentro del hipotalamo del raton (39,
en cantidades pequeffas y suficientes para asegurar una difusién
minima, ocurre, como consecuencia, una modificacién en la secrecion de
gonadotropinas y en la actividad gonadal. La posibilidad de que estos
efectos resulten de una accidn directa de la melatonina sobre la

liberacion de gonadotrofinas, es apoyada por e)] hallaxgo de que la



melatonina estimula la secrecidn de HLG de hipotalamos perfundidos in

vitro (109). -

Muchos de los efectos de la melatonina sobre 1a reproduccion
pueden ser mediados, dentro del hipotélamo,' por el nacleo
supragquiasmaticoj asi, cuando se implanta melatonina cristalina en la
cercania de este nGcleo, se observa una regresién gonadal importante.
Tal‘ efecto es mayor cuando la melatonina se administra por la .tarde

que a cualquier otra hora del dia (40).

Los mecanismos propuestos por los cuales la melatonina podria
mbdificar la actividad secretora de las células que contienen HLG,
incluyen: 1) Alteraciones de la actividad eléctrica de 1la misma
neuronas 2) Una alteracién del proceso contractil involucrado en el
transporte axonal de los granulos que contienen a la hormona y 3)
Cambios en la sintesis y secrecién de las catecolaminas, monoaminas vy

prostaglandinas, todas las cuales participan en la regulacidén de 1la

lliberacién de HLG.

Cualquier mecanismo propuesto para explicar la accidén de la
melatonina, debe tomar en cuenta su aparicidn periddica en la
circulacién, lo que llevaria a investigar acerca del mecanismo por el
cual las sefMales peritddicas son procesadas, ademds de los mecanismos
involucrados en la suma y procesamiento de la informacion de las

sefales diarias, sobre periodos de semanas y meses.

Es importante mencionar que los efectos descritos para la
melatonina no se circunscriben a la esfera reproductora; asi, dentro
del campo de la neuroendocrinologia, se describié que la melatonina

provoca una inhibiciédn tanto en la produccién como en la liberaciton de
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la hormona estimulante del tiroides (12&4), la hormona estimulante de
la corteza suprarrenal (3I2), de la prolactina (90), de la hormona de
crecimiento (116) y del pancreas (8). También en relacidén con estas
hormonas, ni los sitios de accién ni el mecanismo empleado por la

melatonina para ejercer tal efecto han sido descritos.

La melatonina también ejerce importantes efectos conductuales,
la administracién de S50 mg, dosis total, de esta hormona, induce sueﬂo
en humanos con un patrén muy similar al fisiolégico (95). Dosis
mayores pueden provocar efectos sedantes, incluyendo propiedades
anticonvulsivas (2). Administraciones entre 0.5 y 2.0 mg/Kg en 1la
rata, inducen efectos ansiolfticos muy similares a los ejercidos por
las benzodiazepinas (87).

Ademads, recientemente se describio una relacidn muy importante
entre algunas padecimieé%cs psiquidtricos y alteraciones en la
secrecién de melatonina. Por ejemplo, Rosenthal y cols. (130)
describieron la existencia de una entidad nosolégica, denominada
enfermedad depresiva estacional, caracterizada por un cuadro depresivo
que se manifiesta en los meses de otofio-invierno y desaparece en
primavera-verann., La depresién en los pacientes gque ‘sufren esta
patologfa, se reduce o incluso desaparece con fototerapia. Aunque
estos pacientes muestran concentraciones séricas de melatonina
similares a Jlas de los sujetos que no padecen la enfermedad, se
especula sobre la posibilidad de que estos pacientes puedan padecer
una hiperreactividad a la melatonina, asociada con un desfasamiento

del ciclo de libheracion de la hormona, como causa de la enfermedad.

Aunque muchos de los efectos conductuales provocados por la



melatonina son farmacolﬂgifos. es decir se provocan con el uso de
dosis elevadas, los resultados de estos experimenfos indican que la
melatonina puede ejercer acciones cerebrales en estructuras diferentes
al hipot;lamo. Estudios previos (86,97,134), muestran que desde un
punto  de vista electrofisiolégico y mneuroquimico, varios sitios

cerebrales son afectados por la melatonina. Entre las estructuras mas
sensibles a esta sustancia se encuentra la formacién reticular
mesencefdlica (86,97), lo que explicaria efectos como la hipnosis,
sedacitn y efectos anticonvulsivos; el hipotAdlamo (100,135, los
efectos endocrinolégicos y acciones moduladoras de las emociones y la
amigdala (86), efectos sobré la conducta sexual y el estado de animo.
También el hipocampo y la corteza cerebral (134) son afectados por

esta hormona.

Desde un punto de vista neurogquimico, la melatonina es capa: de
bloquear la liberacién de DA inducida por la estimulaciéon eléctrica o
por K+. en rebanadas de hipocampo y de hipoté&lamo. Las dosis
requeridas para este 4ltimo efecto, sugieren una interaccion con
receptores especificos, aungue estos no han sido caracterizados atn en

forma inequfvoca (135).

Dentro del hipotdlamo es posible que la melatonina ejerza varias
acciones en varios nGecleos hipotalamicos. for ejemplo, las acciones
requladoras sobree las acciones gonadotrdficas, pueden ser mediadas
por el hipotilamo anterior y ventral, pero las regiones laterales vy
posterior pueden ser blanco de la melatonina en algunas acciones
conductuales o también hormonales; aungque e desconoce €i la |

melatonina ejerce alguna accidn en estas Areas hipotalamicas.



En un estudio previo (84), mostramos que las neuronas del
hipo;alaﬁo ventromedial, modifican su actividad wmultiunitaria por
efecto de la administracidn sistémica de melatonina. Este etfecto se
asocié temporalmente con mo&i1icaciones de la actividad eléctrica de
la amigdala, con la cual el hipot&lamo mantiene una estrecha relacién
antomo-funcional. Esta misma regidn ventral-anterior del hipotidlamo,
s® asocia anatdmicamente con el Area hipotalamica lateral. Asf{,
cualquier accion provocada por la melatonina en el &rea hipotalamica
lateral, podria ser consecuencia de una accién directa de esta
sustancia sobre las neuronas de la misma 4rea, o bien puede ser un
efecto indirecto iniciado en otras estructuras afectadas por el
farmaco. Un procedimiento para discriminar tal posibilidad, es 1la
aplicacién tdépica y lacalizada de la sustancia en las estructuras
correspondientes. También gracias a esta aplicacidn tépica, es posible
detectar una interaccitn entre la melatonina, o algunos otros indoles
de la pineal, y los neurotransmisores localizados en esta zana. Bajo
estas circunstancias nuestros objetivas en los presentes experimentos
consistieron en :

a) Determinar y caracterizar las respuestas eléctricas de
diferentes regiones del hipotalamo, anterior, lateral y, posterior,
provocadas por la administracion sistémica de melatonina.,

b) Empleando la técnica de aplicacidn topica por micropresidén,
analiza; el efecto inducido por la aplicacién de melatonina en las
mismas regiones.

c) Realizar un analisis comparativo entre los efectus provocados
por la melatonina y otros indoles provenientes de la pineal.

d) Describir los efectos provocados por la  interaccién de




melatonina con DA y S5-HT, empleando la administracidn de neurotoxinas,
las cuales modifiqan a los sistemas dopaminérgicos y serotonérgicos

del hipotalamo.

.
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1.- ACCIONES DE LA HELAT&NINA SOBRE TRES DIFERENTES KEGIONES
HIPOTALAMICAS,

El efecto antigonadotropico de los indoles dé la pineal, es
inducido por una accién a nivel del hipotalamo anterior. Sin
embargo, otras acciones descritas para esta sustancia, sugerirfian un
efecto a nivel de otras porciones hipotalamicas. Por ejemplo, sus
efectos descritos sobre la ansiolisis (B86) o la ingesta de alimento
(57) podrfan ser consecuencia de una accidn en el hipotalamo
l;teralg mientras que sus efectos sobre la termoregulacion, (102),
pueden invocar una accidn en el hipotalamo posterior. En un  intento
a determinar las porciones del hipotdlamo afectadas por la
melatonina decidimos realizar un registro de la actividad eléctrica
de células localizadas en 3 regiones hipotalamicas anterior,
lateral y posterior, eh ratas anestesiadas a las cuales se les
aplicd alguna dosis de melatonina. El1 parametro que analizamos,
modificacidén de la actividad unitaria eléctrica celular,
probablemente constituye el mecanismo que antecederia cualquier
accioén, ya sea hormonal o© conductual, desencadenado por la
melatonina, por lo que corresponde a un indice adecuado para
determinar la sensibilidad de una estructura a una neurohormona como

la melatonina (99).

METODO

Se emplearon 64 ratas machos albinas de la cepa Wigtar, con
pesos que oscilaban entre 180 y 220 g en el momento del experimento.

Los animales se mantenfan en cajas individuales durante 10 a 15 dias



antes de la sesidn de registro. Durante este tiempo, las ratas
tuvieron acceso a comida (Purina Rat Chow) y agua “"ad libitum" y se
mantuvieron en ciclos de luz obscuridad de 14:10 (B:00 A.M.-10:00

F.M) y temperatura controlada (21°C).

Las ratas se anestesiaron con uretano (Sigma. Chemical, Co.)
1.F. (1.5 g/Kg peso). Una vez en la etapa quirGrgica se practicéd una
traqueostomia, colocando una canula tragueal de 4 mm. Un cateter de
polietileno de 0.% mm de diametro, fue introducido dentro de una
vena yugular, para la administracién de anestesia adicional; en caso
de que fuese necesario, y para la administracion de los fé&rmacos
utilizar. Posteriormente, se rasuraba el craneo del sujeto y se
colocaba en un aparato estereotanico (David Kopf) (Fig. 6). Se
realizd una insicidén de 2 cm en la parte superior del créneo, y S8
trepand el hueso (3 mm) que correspondia a las coordenadas de alguna
de las porciones hipotglémicas, en concordancia con las coordenadas

del atlas estereotaxico de Koning y Klippel (bé):

Hipot&lamo anterior AF= de 0.6 a 1.5 mm posterior a bregma.
LAT= de O a 1.2 mm de la linea media.

ALT= de 4.2 & B.0 mm a partir de la corteca.

Hipotalamo lateral AF= de Z.0 a 4.2 mm posterior a bregma.
LAT= de 0 a 1.0 mm de la linea media.

ALT= de 6.5 a 8.5 mm a partir de la corteza.

Hipotalamo posterior AF= de 1.5 a 2.6 mm posterior a bregma.
LAT= de 1.0 a 2.2 mm de la linea media.

ALT= de 6.4 a 8.0 mm a partir de la corteza.
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Fig. &.- Los regictros de la actividad unitaria, en los
cuales se realizd la aplicacion, ya sea sistémice o local de
indoles de la pineal, se efectuaron en animales anestesiados
con uretano y montados en un estereotaxico como el gque aqul se
muestra. Tales experimentos tenian una duwracion de 2 a 3 horas
y siempre se procuro mantener a los animales en las mejores
condiciones generales.

Un pequefio orificio (0.8 mm de diametral) en el créaneo, servia

para anclar un tornillo de acero inoxidable el cual hacfa las veces
de electrodo indiferente. Todas 1las heridas del animal fueron

infiltradas con xylocaine (Astra Chemicals, §.A) ¥y se controld su

temperatura al colocar al animal sobre un colehon térmico a 35 °C.
El electrodo de registro fue una micropipeta de vidrio (WF1 F-

g



150) con diédmetro externo de 1.2 mm y diametro interno de 0.9 mm,
con filamento interno para fadcil llenado. Una vez estirada 1la
micropipeta se llenaba con una solucidén de NaCl 4 M (Baker Labs.)
cﬁn verde rapido (Sigma Chemical Co.) en solucién sobresaturada. La

resistencia ohmica del electrodo de registro, medida in situ , osciloé

entre 5 y 25 Q Ohms. La micropipeta fue descendida en etapas de 1
pm, utilizando un micromanipulador (David Kopf) hasta los sitios de
registro elegidos. Una vez dentro de alguna regién hipotalémica se
buscaban unidades que mostraran descargas espontaneas. Unicamente se
realizaron registros cuando la descarga era unitaria y el tamafio de
la espiga fue al menos 4 veces el tamafio del ruido basal. Despues de
localizar una espiga con estas caracteristicas se procedia a
determinar su estabilidad eléctrica durante aproximadamente 1C¢ min.
Cuando la descarga unitaria se mantenia ectable, s5e iniciaba el
registro control, gque consistia de un registro continuo o durante 10
min, Posterior a los cuales se procedia a administrar
intravenosamente una dosis de melatonina (Sigma, Chemical Co.) (100,
250, 900 6 1000 ug/Kg)! o de solucidn control (propilenglicol al 10

% J.T. Baker).

Las soluciones de melatonina fueron preparadas inmeﬁiatamente
antes de su aplicacién, disolviendo 2 mg de la sustancia en 1 ml de
propilenglicol al 10 %. De esta solucidn se tomaba 1la dosis
calculada para cada animal y se aforaba cbn agua bidestilada hasta
500 nut. tos sujetos controles recibfan una administracion
intravenosa de S00 gl de solucién de propilenglicol al 10 %, lo cual
constitufa una concentracion de 3 a 4 veces mayor de la administrada

en conjunto con la melatonina. Una ve: realizada la aplicacién del
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férmaco, lo cual octurrfa en 30 seg, el registro unitarioc se

continuaba durante 50 min mas.

La actividad unitaria fue registrada utilizando amplificadores
GRASS PS511J conectados en linea con un osciloscopio (Tektronix
S$113), un audiomonitor (GRASS AMB) y un discriminader de ventana
(Frederik Haer). Los pulsos de salida de este discriminador se
alimentaron a una microcomputadora (Digital 11/03) a través de un
convertidor analdgico-digital. Una vez capturados estos datos 1la
computadora guardaba esta informacién en diskketes para ser

procesados posteriormente.

Cuando la sesion de registro finalizaba, se administraba, a
traves de la pipeta de registro, una corriente catddica (1-2 mR)
durante 20 min, con la finalidad de expulsér el colorante de 1la
micropipeta y de esta forma marcar, y posteriormente localizar, los
sitios de registro. Después de esto, el animal fue sacrificado con
una sobredosis de uretano y perfundido con 200 ml de una solucién de
formaldehido <(J.T. Baker) al 10 %Z. E} cerebro fuée extraido del
craneo y almacenado también en formaldehido al 10 % durante al menos
15 dfas; para posteriormente ser seccionado en cortes de 60 pm con
un microtomo de congelacitn (American Optical Co.). Las manchas de
verde ripido y las coordenadas de los tractos del microelectrodo
visualizados en los cortes histoldgicos, fueron trazados en esquemas
obtenidos del atlas Kbning y Klippel (&46). Ya «que danitamente se
utilizéd una micropipeta por rata y sélo se obtuvo un registro por
animal, fué posible determinar los sitios de registo en todos los

animales incluidos en el experimento.
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El anAlisis de los datos consistit en realizar histogramas de
frecuencia y acumulativos para cada unida; ast como la frecuenctia de
descarga promedio y el porcentaje de cambio post-administracion del
farmaco, con respecto a la actividad control o espontanea. Caﬁa
célula fue evaluada para determinar un 'posible incremento o
decremento en su frecuencia de descarga, al comparando la actividad
control con la registrada después de la administracién de 1la

melatonina. Si esta comparacion mostraba un cambio igual o mayor al

40%, entonces la célula se consideraba afectada por el tratamiento.
RESULTADOS

Los animales inclufidos en esta seccitn fueron sélo aquellos
sujetos en quiénes la localizacidn del sitio de registro ocurrid en
la 2o0na deseada, y en quiénes la wunidad registrada mantuvo su

u

descarga durante todo =1 experimento.

Los 64 animales registrados se distribuyeron de la siguiente
manera: 20 fueron registrados en el hipotalamo anterior; 24 en el
hipotalamo lateral y 20 en el posterior; en cada sitio 4 animales
fueron sujetos que recibieron sclucidn vehiculo, por lo que el total
de sujetos registrados Yy «que recibieron alguna aplicaciﬁn de
melatonina cse redujeron a 16, 20 y 146 para el hipotalamo anteriaor,

lateral y porterior respectivamente.

Los registros obtenidos fueron estables con descargas
espontaneas muy regulares y con frecuencias promedio que presentaron
oscilaciones menores al 15 % de la frecuencia basal. En el 93 % de

los casos, las espigas fueron trifasicas, siendo siempre el primer
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componente el mids grande. La duracién de las espigas fue variable
oscilando entre 0.8 a 2.3 mseg. Un componente caracterizado como
"A/B Hkrake" fué notado en la fase inicial positiva de casi todas las
espigas, sugiriendo que los registros fueron obtenidos cerca de

los somas neurales.

i by a}:,iil. LI
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Fig. 7.— Actividad analédgica representativa registrada del
hipotalamo anterior, antes (A) y 20 (K), 40 (C) y 60 (D)
minutos después de la administracion intravenosa de 1 000 pg/Kg
de melatonina. Cada fotografia corresponde a un trazo del
osciloscopio de S0 sec, la amplitud de la espiga es de
aproximadamente de 250 uV.

ta frecuencia de descarga espontanea para las 3 regiones

hipotalémicas fue en promedio de: a) 3.2 * 1.8 espigas/seg (rango
0.6 a 18.3 espigas/seq) para el hipotalamo anterior; b) 2.1 % 1.2

(rango 0.1 a 12,4 espigas/seg) para el hipotalamo lateral y c) 6.4 %
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2.8 (rango 0.1 a 19.6 espigas/seg) para el hipotélamo posterior.

La administracién intravenosa de melatonina en las diferentes

dosis siempre produjo un decremento de la frecuencia de descarga de
las celulas registradas independientemente del sitio registrado
de la

(Fig. 7), la intensidad y duracién del efecto dependieron

dosis empleada.

Espiges/ seq.

s ? " T ! » -
minutes,

Fig. B8.- Histograma de frecuencias, donde se muestra la
descarga espontdnea por segundo de una unidad representativa del

- hipotdlamo lateral. La aplicacién sistémica de S00 Hg/Kg de
melatonina (seMalada por la flecha), provocé un decremento
significativo de la frecuencia de descarga de apraoximadamente el B0O%
de la frecuencia basal. Tal efecto se mantuvo continuo durante todo

el tiempo de registro.
.

En general, este efecto depresor se inicié entre 80 y 1480

segundos en el hipotalamo lateral y anterior, respectivamente; y de




240 a 500 segundos en la otra regitn hipotalamica posterior (Fig. 8,
9 y 10), La responsividad a la melatonina, de lus 3 diferentes
porciones f{es deéir el porcentaje de células afectadas por algunas
de las dosis de melatoninal fué de 62.5 % (n = 10/16) para el
hipotialamno anterior, 80 % (n = 1&6/20) para el hipotalamo lateral vy

de 42.8 % (n = 7/16) para el hipotélamo posterior.

1y
!
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Fig. 9.~ La administracion sistémica de 250 um/Kg de
melatonina en e} hipotalamo anterior, también provocd una
disminucién de la frecuencia de descarga unitaria. Tal efecto
se inicié pocos segundos después de la administracion y

frecuentemente. se acompafiaba de cambios en la ragularidad de
las descargas unitarias.

Los efectos depresores de la melatonina mostraron un inicio
brusco en el hipotalamo lateral (Fig. B) y en el anterior (Fig. 9);

mientras Que en el posterior, estos se presentaron mas
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paulatinamente aungue tuvieron 1a misma duracion (Fig. 10).
Frecuentemente, cuando los efectos de la melatonina finalizaban en
el hipotalamo anterior, la frecuencia de descarga se tornaba mas
irregular iFig. ?). A pesar de ello, la melatonina no produjo cambio
alguno en la morfologia ni en la duraciéon o tamafio de las espigas

en alguna de las tres porciones registradas.

Espiges/ sy
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Fig. 10.- En el caso del hipotdlamo posterior, los efectos
mostraron una mayor latentia de inicio, aunque mostraron igual
intensidad y duracién que en las otras porciones hipotalamcas
registradas.

El andalisis de la localirzacién de las unidades registradas

en las 3 porciones hipotaldmicas se resume en la Fig. 11. En esta

figura se muestran la localizacién de las unidades que presentaron



alguna respuesta a la aplicacién de melatonina y aquellas que no
fueron afectadas por el farmaco. Las unidades del hipotalamo
anterior y posterior que respondieron a la administracién de
melatonina se localizaron preferentemente en la porcién medio basalg
mientras que para el caso del hipotalamo lateral, tanto las neuronas
que no respondieron como las que le hicferun se distribuyeron

homogéneamente (Fig. 11),

Fig. 11.- La descripcion histolégica de los sitios de
registro, mostré que las unidades responsivas (Circulos
oscuros) en el hipotalamo anterior y posterior, tienden a
localizarse sobre las regiones medio y basal, a diferencia de
las unidades no responsivas (Circulos blancos). En el caso del
lateral, ambos tipos de unidades se distribuyen homogéneamente.
ha= hipotalamo anteriori hl= hipotdlamo lateral, sc= nacleo
supraquiasmatico, co= quiasma éptico; FMP= haz prosencefdlico
medial,

46



11 EFECTO DE LA APLICACION POR MICROPRESION DE MELATONINA, O5-
HIDROXYTRIFTOFOL Y S-METOXITRIPTOFOL.

El experimento anterior mostro que las 3 regiones
hipotalamicas registradas fueron sensibles a la aplicacion sistémica
de melatonina, aunque estos resultados no permiten degerminar si se
trataba de un efecto directo sobre las neuronas registradas, o si
éste es consecuencia de una accién indirecta del farmaco. Tampoco
brinda informacién sobre la especificidad farmacolégica de estos

efectos.

Por estas razones, decidimos realizar la aplicacién topica de
melatonina sobre las unidades registradas en @l hipotdlamo lateral,
regidn que mostré la maxima sensibilidad a esta sustancia indélica.
En un intento de caracterizar la especificidad de tal respuesta
decidimos aplicar en forma similar a 2 andlogos estructurales de la
melatonina, estos son el S-hidroxitriptofol vy el S-metoxitriptofol
(Sigma, Chemical Co.). Ambos compuestos son sustancias indélicas
sintetizadas también por 1la glandula pineal (Fig. 4). El ©S-
metoxitriptofol posee efectos antigonadotrdpicos similares a la

melatonina; mientras que el S-hidroxitriptofol carece de ellos.

También decidimos aplicar a la melatonina y sus andlogos por
micropresiédn, una técnica similar a la microiontoforesis, pero que
en lugar de utilizar corriente eléctrica para expulsar el farmaco,
utliliza presiéon. La razén fundamental de esta eleccioén, reside en
las propiedades fisicoquimicas de la melatonina y sus andlogosg
estos indoles son practicamente insolubles en agua, pero solubles en

etanol o propilenglicol.
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METODO

Se emplearon 16 ratas machos Wistar con pesos que oscilaban
entre 180 y 230 g. Previamente a la lesién de registro, los animales
se mantuvieron en cajas individuales con agua y comida (Purina Rat
Chow) "ad libjtum". Los ciclos luz obscuridad fueron de 14:10 (8:00-

22: 00 Hrs) y la temperatura controlada a 22°C.

Para la aplicacign por micropresidn de los férmacos se utilizdé
un ensamble de 4 micropipetas (WPl 150 F) con filamento interno,
estiradas en conjunto, y el cual ten{a una punta de &-9 um. Las
diferentes micropipetas ce llenaron con una solucién de: a)
melatonina 0.1 M a pH = 6.5 disuelta en una solucidn de
propilenglicol (J.T7. BRaker), al 10 % en agua bidestilada. b) G-
metoxitriptofol (Sigma Chemical, Co.?}y 0.1 M a pH = 6.3 disuelto en
solucién de propilenglicol al 10 % en agua bidestilada. c¢? 5-.
hidraxitriptofol (Sigma, Chemical Co.) 0.1 M a pH = 5.6 disuelto en
solucién de propilenglicol al 10 % en agua bidestiladas d}
micropipeta llena cton propilenglicol al 10%4 en agua bidestilada, pH
= 7.2, la cual sirve para verificar que los efectos observados no

son debidos al disolvente ni al pH de las soluciones.

Todas las soluciones fueron prepsradas inmediatamente antes
de llenar Jlas micropipetas, y ¢éstas a su vez se fabricaban
inmediatamente antes de su uso., Como electrodo de registro se
utilizd una micropipeta de borosilicato sddico (WPI 150-F), con
filamento interno para llenado rapido. Después de estirada, la punta
de la micropipeta media de 1 a 2 uym y se llenaba con una solucién de

NaCl 4M en una solucidn saturada de verde répido. La punta de la
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micropipéta se doblaba ligeramente y utilizando un esteroscopio se
adosaba y pegaba a la punta del ensamble de micropipetas, de tal

forma que su punta protrufa de 15 a 20 pm por delante de la punta

del ensamble de micropipetas (Fig. 12). E} empleo de este tipo de

ensambles e micropipetas asegura un registro dptimo, unitario vy

sin la interferencia que se provoca cuando se aplica corriente o

presién para.expulsar a los diferentes farmacos.

12.- El empleo de wmicropipetas diferentes para
el registro y la expulsién del farmaco, las cuales
50n posteriormente ensambladas bajo inspeccidn con un
estereagcopio, permite realizar registros con minima
interferencia y debido a la menor resistencia de las
micropipetas llenas con famarcos, se 1logra una expulsion
Gptima.
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La micropipeta de registro mostraba una impedancia ohmica,
medida jin Situ, de 15 a 25 MR, mientras que la impedancia de las
diferentes micropipetas llenas con los diferentes farmacos oscilé
‘entre 3 .a 6 MRy 1lo cual aseguraba una expulsién del farmaco

adecuada.

Para realizarla expulsién por micropresidn se utilizaron
picobombas pneumiticas de presion constante (WFRI PV 800) conectadas
a las micropipetas a travée de tubos de polietileno. Estas bombas
permitian aplicar presiones que oscilan entre 1 y 100 psi. En los
intervalos interexpulsién, las bombas retienen el farmaco por
aplicar una presitén de vacio, la cual puede oscilar entre ~-{ y =30
psi, dependiendo de la impedancia de la micropipeta. En nuestro caso
lacs preciones de retencitn utilizadas fueron de 3 a & psi y la
expulsidn de farmaco ocurrid utilizando presiones desde 10 hasta 60

"

psi.

Los animales fueron anestesiados con uretano (1.5 g/Kg),
despues de una tragueostomfa y colocacidn de una canula
intratraqueal, estos se colocaban en una aparafo estereotaxico, se
realicaba una insicidén de la piel, se retiraba el periostio, y se
realizaban 2 perforaciones dseas en el craneo. Una de ellas, de & mm
sobre las coordenadas del hipotdlamo lateral, otra de 0.6 mm .sobre
la region occipital donde se colocaba un tornillo que hacfa las

veces de electraodo indiferente.

ta captura, visualizacion y andlisis de la actividad unitaria
se realizé utilizando el mismo equipo y disefio del experimento

anterior.



Después de descendida la micropipeta, y dentro del hipotalamo
lateral,se procedia a l;calizar unidades con actividad esponténea.
Posterior a un periodo de registro para comprobar la estabilidad
eléctrica’ de  las unidades, cada una de eilas se sometid a
la administracién por micropresion de alguno © varios de los
farhacns mencionados. La aplicacién de 1os cuales se realizaba en
forma secuencial, usualmente en pulsos de‘30 a 60 seqgundos con
presiones variables. Enére cada aplicacion siempre transcurrié un

minimo de 5 minutos, con la finalidad de evitar efectos aditivos.

Con esta técnica de inyeccidén es posible registrar varias
unidades en el mismo animal. As{ que para marcar el sitio de
registro, se administré una corriente catddica (1.5 mA por 20 min) a
través del electrodo de registro, al final de registrar la «Gltima
unidad. El1 animal fue entonces sacrificado con una sobredosis de
anestésico; se perfundia con una solucién de formaldehfdo al 10 %,
se extrafa el cerebro y posteriormente se realizaban cortes de 60 um
para localizar los sitios de registro. Las manchas de verde r&pido y
las coordenadas de los tractos del ensamble de micropipetas,

observadas en 1los cortes histoldgiceos, fueron transladados en

diagramas correspondientes del atlas de Korniing y Klippel (66).

Ya que solo un ensamble de micropipetas fue empleado a lao
largo de un experimento, fa localizacidén de los sitios de registro
diferentes a aquellos en due se aplicd el verde ré&pido fueron
determinados indirectamente, por comparar las coardenadas obtenidas
de los micrdmetros de la torre del estereotaxico y de las barras

laterales del amismo durante el experimenta, con las coordenadas




determinadas hiltol&qtcnnent-'dn los tractos del electrodo y de las
manchas de verde rapido. Consideramos que el tratamiento fue
efectivo, s6lo si al comparar la actividad unitaria durante 1la
aplicacién del .fé&rmaco con aquella registrada inmediatamente antes,

se obtenia una diferencia igual o mayor al 40 %.
RESUL.TADOS

Se registré la actividad unitaria de 54 células, de las cuales
8 de ellas se localizaron en regiones ajenas al hipotélamo y no
modificaron su actividad eléctrica ante algan tratamiento. Del total
de células restantes (n=446) se obtuvieron registros de actividad
espontanea en todas ellas, 38 recibieron una o varias aplicaciones
de melatonina con diferentes presiones, 22 fueron probadas por el
efecto de S-metoxitriptofol y sélo 18 de estas celulas recibieron

una o varias expulsiones de S-hidroxitriptofol.

En términos generales, la actividad espontanea del hipotilamo
{ateral fué muy regular. Las descargas siempre fueron de tipo
simple, no se obserbvaron descargas en ‘'rafagas® (bursts). La
fraecuencia de descarga promedio de todas las células reqistradas fueé
de 3.1 #* 1.8 (rango 0.2-19.4, espigas por segundo). Su tamafio

siempre fué mayor a 4 veces el tamafio del ruido basal.

La aplicacién de melatonina por micropresion provocd efectos en
24 de las 38 células registradas lo cual corresponde al 65 % de la
poblacion analizada. Esta neuroharmona provocéd un decremento
significativo en la {frecuencia de descarga de las espigas. Este
decremento se inicid pocos segundos (4-12) posteriores al inicio de

la micropresion (Fig. 13) perdurando, aunque con oscilaciones,
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durante todo el ¢tiempo de aplicacién de la wicropresion.

Eapigan/ s sep.

n » 22 13 -

Fig. 13.-La aplicacién por aicropresién de melatonina a
neuronas del hipotdlamo lateral produjo una clara depresiaén de
la frecuencia de descarga. Tal accién tuvo un inicio inmediato
y una recuperacién paulatina, aunque siempre se mantuvo durante
todo el tiempo que la presion se aplicéd (barras horizontales).
Los mameros indican la cantidad de presién aplicada en psi.

La intensidad del efecto depresor de la melatonina
administrada por este mecanismo, mostré una relacién directa con 1la
cantidad de presidén aplicada. As{, en el 80 % de las neuronas que
respondieron a una intensidad de 10 psi, con 353 a 40 psi, la

inhibicion de la actividad unitaria fue total. Los efectos depresores

fueron muy constantes, repetibles y no produjeron cambios

o
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significativos en la forma, tamaflo o duracidn de las espigas, ni

durante ni después de la aplicacién de la sustancia.

!
|
|
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Fig. 14.- Histograma representativo que muestra los

efectos depresores provocados por la aplicacién lecal del S5-
metoxitriptofol en las neuronas del hipotalamo lateral. Estos
efectos son muy similares a 1los observados durante la
aplicacion también topica de melatonina.

Para el caso del S-metoxitriptofol los efectos encontrados
fueron similares. Este indol fue probado en 22 unidades de las
cuales 18 (lo que correponden al 81.8 %), mostraron algan cambio
provocado por esta sustancia. El efecto observado fue también un
impartante y significativo decremento, el cual se asoci6é a la

cantidad de presion utilizada. Con la aplicacién de esta sustancia

fueron suficientes presiones de 5 a 8 psi para obtener algtn efecto




ohses vable y, ulualnontcs la depresicon de la frecusncia de descarga
se ronvertia en una inhibicidn total con presiones de 28 a 32 psi
(Fi1iq. 14). Comparativamente, se requirieron presiones menores para
provaocar . los mismos efectos con  S-metoxitriptotol que con

Wealonina.

Las depresiones provacadas por S-metoxitriptofol también
N0%: aron un patrén muy similar a las provocadas por 1la melatoninayg
v .ecir, eéstas se iniciaban entre I3 y 7 segundos posteriores al
itivio de la micropresiéan, y perduraban todo. el tiempo que se
~.ivcaba  ésta. Posteriormente la célula retomaba su frecuencia
‘& basal. Tampoco se observd algln cambio significative tanto en
rfologia, comp en el tamafio o duracion del potencial de accidn
suistrado durante o después de la aplicacion del S-metoxitriptofal

i, 14) ., .

Los resultados observados después de la aplicacion de 5-
s cexitriptofol, fueron sin embargo, muy diferentes. Este indol

ririovilade en el carbono no. 5 del anillo ciclico indélico, fué

1 'izada también por micropresidn a 18 unidades, en las cuales
we ohesrs sélo un ligero (menor al 30%) efecto excitador en s6lo 2
uratades, En términos genetrales, la aplicacidn de este farmaceo no

cravoco un efecto ohservable y significativo sobre la frecuencia de
¢:«carga (Fig. 15); ni siquiera a presiones superiores a 50 psi, las
[MEPI S ] se acompaffan de procesos desestabilizadores de la
iz itabilidad celular, (Fig. 15). E1 farmaco tampoco modificéd alguna
atre  caracteristica en l1a morfologia o patron de las descargas

wro tarias.
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Fig. 15%.- A diferencia de los otros indoles, la

administracidon local de S-hidroxitriptofol, no provoco algan
efecto observable sobre la frecuencia de descarga, ni sobre
algan otro parametro eléctrico observable, de las unidades del

hipotélamo lateral.

En 18 de las unidades registradas, fue posible aplicar los 3

farmacos consecutivamente; mientras que en 9 ceélulas s6lo se
aplicaron 2 farmacos y en 16 del total de unidades registradas, se
aplicé un solo farmaco. Entonces una misma célula, o 2 células del
mismo animal, podrfan responder a un farmaco pero no a otro; lo cual

garantizaba la funcionalidad del ensamble de wmicropipetas y la

responsividad del sistema bioldgico.




111. EFECTOS DE LA MELATONINA Y DEL S-METOXITRIPTOFOL SOBRE LA
ACTIVIDAD UNITARIA DEL HIPOTALAMO LATERAL EN ANIMALES PRETRATADDS
CON RESERPINA, &-HIDROXIDOPAMINA Y 5,7-DIHIDROXITRIPTAMINA.

Los 3rcsuitados del estudio previo mostraron que los indoles
metilados de la gléndula pineal modifican en forma directa la
actividad eléctrica de las neuronas del hipotilamo lateral; aunque
no brinda informacién sobre el tipo de neurona afecta&o. En 1lo
relativo a sus acciones antigonadotrépicas, se suﬁiere que la
melatonina actaa por modificar la actividad de un sistema
dopaminérgico o serotonérgico intrinseco del hipotdlamo (135). Aunque

se desconoce las caracteristicas de tal modificacién.

8i este es el caso, entonces es probable que el
pretratamiento con neurotoxinas, las cuales provocan deplecion de
dopamina (é6-~hidroxidopamina) serotonina (5,7-dihidroxitriptamina) o
de ambas (reserpina), modifiquen también las respuesta de estas
neuronas & la administraciéon topica de estos indoles. E1 siguiente

experimento fue diseflado con el objetivo de analizar esta hipotesis.
METODO

Cuatro 1lotes de B ratas macho Wistar fueron utilizadas, los
pesos de los animales oscilaban entre 180 y 220 g al inicio del
experimento. Los animales del primer lote recibieron una
administracién intracerebroventricular de 25 pl de una solucién
salina isotdnica (0.9 %. Abbott). Los sujetos experimentales del
segundo lote recibieron, por su parte una aplicaciéon tambien
intracerebroventricular de 200 pg de &—hidroxidopamina (Sigma,

Chemical Co.) disueltos en 25 ul de una solucion de &cido ascérbico
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(Sigma,Chemical Co.): como antioxidante, al 2%. En el caso de las
ratas provenientes del tercer lote, éstas recibieron la aplicacidn
intracerebroventricular de 200 ug de S5,7-dihidroxitriptamina,
disuelta 'en soluciéh salina isotdnica (0.9 %). Finalmente, los 8
animales provenientés del cuarto lote fueron gretratadeos con la
aplicacién intraperitoneal de 1 mg/Kg de peso de reserpina, disuelta
en solucibn salina. ’

lLLos pretratamientos con 6-hidroxidopamina y 5,7-
dihidroxitriptamina, . se realizaron 5 dfas antes de la sesitn de
registro, tal procedimiento garantiza una deplecidn de dopamina y
serotonina en el hipotalamo del 80 y &5%, respectivamente (123). Por

su parte el pretratamiento con reserpina se efectud 48 horas antes

de la fase experimental.

La aplicacidn intracerebroventricular se realizé " bajo
anestesia con pentobarbital sddico (Anestesal. Smith Kline) (40
my/Kg). Una vez en etapa quirdargica, se rasuraba el cuero cabelludo
del craneo y el animal se colocaba en un aparato estereotdaxico. Se
realizaba una pequefia insicidn (! cm) sobre la l1fnea media y se
localizaba la unidn bregma. Se realizaba un trépano de 0.3mm sobre
las coordenadas del ventriculo lateral (2.0 mm posterior a bregam vy
1 mm lateralj (bb)i, por donde se descendia una aguja de carpul
{acero inoxidable caiibre no. 27). Dicha aguja se montaba sobre una
torre del estereotdxico y se conectaba con una microjeringa
(Hamilton, Co.) dei 25 ul de capacidad a travéz de un tubo de
polietilino de 60 'cms. de largo. A su vez, lav microjeringa se

colocaba sobre un microinyector, en el cual 10 vueltas eguivalian a
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Loz 20 ul en que se disolvian loz farmacos, se invectabar ¢

une  velocided oe 2 pl per minuto, por io cue el tiempo total de

. i

I

inveccien fué ge 12 a 19 minutas.,Finalizada la microinyeccion, 1
acuvie s&  dejab: duante 5 sinutos fér v oesoues  fué retirecs
lentamente. Rezlirado esto, se colocab: um poco de cere pare  huesc
(Etthicon) en el trépsno y se sutura lc pie! con seda ouirdrgicea
(Anzacep). Los  farsscos se prepararon inmediatamente antes dz  cu
enlicecion.

La aplicacién por micropresién de S-metoxitriptofol v de
melatonina, se realizd empleando un ensamble de pipetas similar al
cgel  entericr eupeorimento: con las mismas concentraciones vy pH
ooncionsdez. Do odguel foras los p#ocedimicntos de anestesia, montadic
en €] estereotéaiticc., captura, monitorec v anélisis de activided

urnitarie siguieron el mismo patron gue en los euperimentos previos,
RESULTADGT

Le administracién intracerebroventricular tanto de b=
hidrovidopamnina como de §S,7-dihidroxitriptamina, Asi coma la
administracion intraperitoneal de reserpina, provocaron 'importantes
cambios conductuales, En el caso de la administracidon de 6-
hidroxidopamina, ‘las .Patas presentaron alteraciones motores
caracterizadas por ﬁn incremento del tono muscular, acinesia e

inclinacidén hacia la derecha de la cabeze. Los animales t{endian a

bajar de peso v no se les veia ingerir alimento alguno. .

For su parte, - las’ ratas pretratados con Sy 7

ditidrovitriptamina, mostraron menos alteraciones motoras aungue en
p )




ellos la anorexia fue mis marcada y el descenso del peso corporal

fue mayor.

Los animales pretratados con reserpina mostraron 108 cambios
mas marcados. Aproximadamente a las 2 horas de administrar el
farmaco, los sujetos mostraron una profusa diarrea, hipotermia y
temblores distales de las extremidades, usualmente se tornaban

retrajidos y no se movian.

De 1los 8 animales pretratados con é&-hidroxidopamina 2
fallecieron como consecuencia del férmaco. Mientras que 4 sujetos
del grupo pretratados con reserpina también fallecieron. For 1o
tanto la muestra final de sujetos fué de B8 sujetos controles, 8 con
aplicacidén intracerebroventricular de 5,7-dihidroxitriptaminas 6
sujetos con pretratamiento de 6-hidroxidopamina ¥y 4 sujetos Qque

recibieron reserpina intraperitonealmente.

Registramos 146 wunidades de cada grupo de animales, 1o cual
corresponde aproximadamente a 2 unidades por rata pretratada. En
términos generales fue mucho més dificil encontrar unidades con
actividad espontanea en los animales pretratados, con alguno de los
farmacos, que en los animales controles. En todas las unidades
registradas se procedio a realizar la aplicacién por micropresicon de

melatonina y S-metoxitriptofol.

- De las 16 unidades registradas en las ratas que recibieron la
administracidén intracerebroventricular de solucién salina, y por lo
tanto consideradas como controles, sdlo 10 de ellas mostraban algan

cambio significativo en su frecuencia de descarga, por efeto de
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algunos de los 2 indoles. Tal numero corresponde al 62.5 %2 de las
mismas. Cuando una unidad respondia a la administracion de
melatonina, tambien respondia a la administracioén de S5~
metoxitriptofol, nunca se cobservéd el caso de que una unidad
respondiera a un farmaco pero no al otro. Ambos farmacos modificaron
solo la frecuencia de descarga, sin acciones sobre otros parametros

de estas descargas eléctricas.

Lapiges/ s seq.
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Fig. 16.~- Histograma de frecuentias de una unidad

proveniente de un animal pretratado con 1 mg/Kg de reserpina.
Se observa el efecto de la aplicacion local de melatonina
(barras cantinuas) y de S-metoxitriptofol (barras discontinuas)
sobre la frecuencia de descarga. Estos efectos s0on
comparativamente mucho menores que los que se observan en
animales sin pretratamiento. Los nGmeros bajo las barras
representan la cantidad de presién utlizada para la expulsién
del farmaco de la micropipeta.
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Los efectos depresores observados, mostraron caracteristicas

muy similares a las encontradas en el trabajo previo. Tambieén

notamos que la administracién de S-metoxitriptofol provocéd efectos

depresores mas intensos gue los causados por la melatonina

£}
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Fig. 17.- Cuando los 2 indolez de la pineal,

aplicados por

micropersion, se administraron a neuronas hipotalamicas
provenientes de animales pretratados con b6-hidroxidopamina, los
efectos depresores antes descritos, se amortiguaron muy
significativamente. Entonces para provocar un efecto

. . . s ‘
observahle, fue necesario el administrar preciones mayores a 30 .
psi.

Los efectos de los indoles metilados, melatonina vy S-

metoxitriptofol, fuetron diferentes en animales pretratados con

reserpina con respecto a los sujetos controles. En este caso, de 16

~




unidades registradas anicamente ) mostraron algan cambio
significativo por efecto de los farmacos. Este porcentaje (37.5 %)
es significativamente diferente (P<Q.05; Xz) cuando se compard con
el :orréspondiente de los sujetos controles, También la intensidad
de la respuesta de las células responsivas decreci¢ (Fig. 1&). En
esta situacion, corrientes de 29 psi, que en unidades provenientes
de sujetos controles provocaba una inhibicidén del 80%, en estas
unidades solo provocd inhibiciones del 20 al 307 (Fig. 16). Sin

embargo, las caracteristicas y dinadmica de lJos efectos fue muy

similar a lo observado en el grupo control.

Cuando estos farmacos se aplicaron en unidades provenientes de
animales pretratados con é~hidroxidopamina, sus efectos se reduJjeron
muy significativamente. For ejemplo de las 16 wunidades analizadas
s6lo 3 de ellas mostraron algin efecto observable. Esta porcion de
unidades corresponde a un porcentaje de sd6lo el 18.754 y es
significativo con respecto al encontrado en los sujetos controles
(FP<0.01, Xz). De nueva cuenta, la intensidad de los efectos
decrecieron significativamente (Fig. 17). En este caso, presiones de
& pei, las cuales provocan inhibiciones de casi el del 100% de la
frecuencia de descarga (Fig. 13), en estas celulas sdlo redujeron la
actividad de un porcentaje del 20 al 0% (Fig. 17). A pesar de ello,

las caracteristicas y dinamica de los efectos no fue modificada por

el pretratamiento con b6~hidroxidopamina.

Finalmente, cuando ambos tarmacos se aplicaron en animales
pretratados con 5,7-dihidroxitriptamina, éstos afectaron a 11

unidades representando el 48.75 % del total de células registradas.




Los efectos fueron muy.similares a los encontrados en los sujetos
controles (Fig. 18). Nuevamente la Onica respuesta observada fue un
decremento de la frecuencia de descarga, mas significativa para el
S-metoxitriptofol que para la melatonina (Fig. 18). La dindmica vy
caracteristica de tal efecto fue similar al observado en los sujetos

controles,

tspigar/ s seg.

3 min

Fig, 18.- Las acciones depresotras de la melatonina y el 5-
metositriptofol no se vieron afectadas por el pretratramiento
con 100 ug de 3,7-dihidroxitriptamina. Tanto el namero de
célutlas afectado, ast como la intensidad del efecto fueron muy
similares a los observados en el grupo control.
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DISCUSION

Los resultados observados en el presente trabajo, muestran que
las 3 regiones hipotalamicas registradas, anterior, lateral' y
posteriu#. éon sensibles a los indoles metilados de 1la glandula
pineal, aunque tal sensibilidad fue mayor para el hipotalamo medial,
y menor para el posterior. Estos efectos sobre la actividad
eléctrica heuronal parecen ser debidos a un efecto directo de estas
sustancias sobre la membrana celular, puesto que la aplicaciéon local
por micropresitn, al igual que la sistémica, inducen efectos

similares y afectan también un ntmero similar de unidades.

Debido a 1la latencia con gque estos efectos se praesentan,
probablemente estas acciones sean consecuencia de una interaccidn
entre estos farmacos y alguna porcicon de la membrana celular. Si
estas acciones representan una interaccion con un receptor

especifico es algo aun dificil de atirmar.

La bosqueda de sitios de union especificos de la melatonina, ha
sido tortuosa y puede decirse que infructuosa hasta ahora (70). Se
realizaron varios intentos para localizar tal receptor utilizando
3

H-Melatonina, pero 1los resultados obtenidos por varios estudios

(22, 27, 8%9), son caontroversiales.

Recientemente, un grupo de Investigadores dirigidos por E.

Zizapel (70) mostrd resultados sugerentes a la existencia de un

receptor especitfico a la melatonina. Estos autores utilizaron
123

3 :
{I}-Melatonina, en vez de utilizar "[Hl-Melatonina. De acuerdo a




su teoria, la dénsidad de receptores a 1a melatonina es tan pobre
que la intensidad de la emision de la radiacién por trirnio es tan
baja que la hace indetectable; en cambio, i utilizamos un
radiois6topo que emita una radiacion mds potente, serd posible

detectar una meaor densidad de los sitios de unién (70).
ruoucy

(

Con base en esta sugerencia, estos autores determinaron tales
receptores en el hipotalamo, hipocampo y corteza cerebral (71).
Dentro del! hipotalamo, al parecer, Gnicamente el hipotalamo anterior
mostro tales sitios de union, Contrariamente, ni el lateral ni el

=
posterior fueron fueron capaces de fijar a lgz‘lll—melatnnina.

Si estos datos fuesen confirmados, esto sugeriria gque algunos
de los resultados obtenidos en el presente estudio, no son mediados
por receptores especificos a 1la melatonina, y por lo tanto
podrian representarfan una accién farmacolégica inesfecifica de los

mismos.

La uniformidad en 1los etectos provocados por los indoles,

-~ nicamente observamos depresion de 1la actividad eléctrica,
sugeririan también una accién inespecifica, tipo anestésico local
de estas sustanciasj aunque existe cierta selectividad en tales
efectos, puesto que el derivade hidroxilado de los indoles carece de

slgin efecto sobre este pardmetro celular en estas neuronas.:

En relacién a la aplicacion tépica de melatonina dentro del
hipotdlamo, existe Gnicamente otro trabajo realizade por Demaini vy
cols. (32) quienes aplicaron melatonina y S-metoxitriptofol por

microiontoforesis, a neuronas localizadas en el hipotalamp rostral-




predptico. Los registros se realizaron ya sea durante la fotofase o
la fotofases, en un intento de encontrar una diferencias en la

sensibilidad, propiciada por el fotoperiocdo, a estas neurohormonas.

De ' acuerdo a los resultados obtenidos por estos lutéres. la
aplicacid@n wmicroiontoforética de melatonina en la fase diurna,
propicia un incremento de la frecuencia de descarga en
aproximadamente el 807 de las neuronas registradas; mientras que el
mismo procedimiento durante la escotofase, porvoca ahora un efecto .
depresor significativo del mismo parametro en las misma neruonas.
Sin embargo, Resulta bastante dificil el confontrar estos datos a la

luz de los hallazgos actuales.

As{, aunque Tamarkin y Cols. (118), mostraron que la aplicacidén
sicstémica de melatonina, con la finalidad de provocar efectos
antigonadotrépicos, s6lo es effctiva cuando se administra en el
momento del cambio de fase del patron de secrecién de esta hormonas
es decir, de 6-7:30 6 de 18-19:30 hrs, siendo aan mas efectiva en el
segundo horario, nadie ha demostrado aun que exista un cambio en la
sensibilidad hormonal del hipotalamo a los indoles de la pineal con

relacién al fotoperiddo.

'

En otro sentido, la técnica empleado por estos autores,
adolece, en el caso particular de los indoles de 1la pineal, de
serias restricciones. El principa; problema reside en las
propiedades fisicoquimicas de estos compuestis, basicamente en su
nula solubilidad en agua. Tal situacitn desencadena un proceso de

cristalizacién dentro de las puntas de las micropipetas de estas

sustancias, lo cual induce su precipitacidon y la consiguiente
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obstruccion de las micropipetas llenas con el famarco. Tal
obstrd;ciOn siempre se acompaffia de un incrementoc neto de la
impedancia de estas pipetas, por lo que para lograr la expulsion de
los fAarmacos - se requieren de'corrientes cada vez mayores. Muchas
veces estas corrientes son las que provocan los cambios observados
en los registros, o inducen una expulsién marcada del vehiculo, que
en e] caso de la melatonina puede ser él propilenglicol, sustancia
que excita a las neurcnas (34), o bien el etanol, alcohol que inhibe
@ estas células (59)., Por esta razdn, es preferible utilizar ya sea
micropresién (100), o bién difusién térmica (55), cuando se requiere
aplicar en forma 1local a estos farmacos. En este sentido los

resultados presentados por estos autores deben ser analizados con

reserva.

Los efectos depresores observados en el presente trabajo,
parecen no restringuirse exclusivamente al sistema nervioso central.
Agi, se reportd que en cultivo de celulas provenientes de retinas de
salamandras, la adicién al bano de dosis micromolares de melatonina,
provoca una hiperpolarizacion sostenida de las células horizontales
(128). La retina conjuntamente con el intestino, 1la glandula
harderiana y 1la glandula pineal son las dGnicas estructuras que

contienen la maguinaria encimatica necesaria para sintetizar metoxi-

indoles (56).

ta adicién de melatonina, al baflo de tejido donde se encuentran
fragmento de dudodensc de rata, también provoca una disminucién
signifiéativa del tono, intensidad y frecuencia de las contraciones
espontineas de esta estructura (46). Tal efecto, logrado con dosis

milimolares, fué capdz de provocar una atonia muscular sostenidad
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durante todo el tiempo que se mantuvo a la melatonina en el baffo de

tejido.

Estuydio -recientes realizados en nuestro laboratorio, muestran
que en preparaciones de {leo aislado de cobayo, 1la melatonina
provoca una disminucién significativa de las contracciones
provocadas por estimulos eléctricos (77). En esta preparacion, la
contraccioén depende de un mecanismo colinérgico, el cual es modulado
por un sistema opioide (94). En el mismso sentido, en preparaciones
del conducto deferente de la rata, donde esta involucrado un sistema
adrenérgio-purinérgico, en la contraccién inducida por estimulacidn
eléctrica, la melatonina provoca upa cafda importante en ‘la
intensidad y tono de estas contracciones (125), Finalmente hemos
realizado estudios en dterc de rata estrogenizada, donde el
neurotransmisor involucrado es de indole serotonérgico. También en
ecta preparacion, la melatonina provoca una depresién significativa
en las contracciones ténicas inducidas por la adicion de K+ al bafio
de tejidos. En todos estos casos sin embargo, la dosis reqguerida
para provocar estos efectos es del orden milimolar, lo que

constituye una dosis suprafisioldgica.

Todos estous efectos descritos, aunados a las miltiples acciones
mencionadas en la literatura, iqdican que los indoles de la pineal,
o al menos la melatonina, puede utilizar 3 mecanismos de accidn
general. El1 primero de ellos consistird en un efecto netamente
gendmico, el cual e manifiesta en los efectos tréficos negativos
que estas sustancias poseen sobre varios tipos celulares (9). De

particular relevancia son los efectos citostaticos que esta
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sustancia ejerce sobre célular germinales y sobre células tumorales
(69), Tal propiedad esta siendo ampliamente estudiada "en mGltiples
laboratorios, con 1la posibilidad de utilizarla clinicamente en el

tratamiento de problemas oncolégicos.

Por regla general, la mayor parte de estos efectos genémicos
se manifiestan hasta después de 12 horas de haber administrado el
farmaco, acompaffandose de cambios en las concentraciones de varias
proteinas estructurales y en la actividad de varias enzimas, ademas
de que también provocan modificaciones en las concentraciones vy
recambio de ADN y ARN (18), lo cual le confiere la caracteristica de

genomico.

No se ha descrito algtn receptor de membrana para la melatonina
o para alguno de sus derivados metoxi-ind4licos que medien sus
efectos gendmicos. Fuesto que los compuestos de. la pineal son
sumamente liposolubles, es posible que estas acciones se realicen
gracias a la participaciéon de un receptor intra&elular, similar al
utilizado por las hormonas esterpideas (78) en estas células. De
hecho, se sugirid la existencia de una interaccidn entre estos
indoles y los esteroides a nivel de este receptor intracelular,

aunque tal interaccidn no parece ser aan muy clara (30),

El segundo mecanismo de accién se relaciona con sus efectos
endocrinolégicos, es posible que este efecto sea mediado por
receptores especificos localizados en la membrana celular de las
neuronas involucradas en la sintesis y liberacién de las hormonas
liberadoras o inhibidoras hipotalamicas. Esta accién, la cual ocurre

a los pocos minutas posteriores de la aplicacién de la neurohormona,




involucra cambios en las caracteristicas electraofisionldgicas de
estas mismas neuronas, 1os cuales anteceden a los cambios hormonales

(99).

Dé acuerdo a esta sugerencia, entonces es posible que 16s
receptores_a la melatonina sean modulados por los niveles séricos de
varias hormonas, entre ellas las principales serfan las hormonas
sexuales. Esto parece ser el caso, por ejemplo Laudon y Cols. (71)
mostraron gque tanto la dencidad como la sensibilidad de los sitios

123

de unidn a la [I)-melatonina, varifan de acuerdo a la etapa

estral, es decir nivel de estrogenizacidén, de las ratas hembras. La

aplicacién de dosis elevadas de estrégenos provoca una disminucion

muy significativa en la densidad de tales sitios de unidén (71).

’ Sin embargo, es necesario mencionar que otros estudios
seffalan que, en ocaciones, ni lq‘densidad ni la sensibilidad de
estos receptores a la melatonina se correlaciona en forma precisa a
los cambios gonadales y estrales provocados al mantener a los
animales ya sea en luz contfnua o en oscuridad permanente (Bl). A
pesar de ello, erxisten en la literatura bastantes observaciones

sugerentes de que estos receptores sean los résponsables de los

efectos endocrinoldgicos de los indoles de la glandula pineal.

A este respecto, entonces resulta por demads interesante el
investigar cual es la funciodn de los sisitos de unidn especificos a

123[1]—melatonina localizados en el hipocampo y la corteza

la
cerebral, y qgue fueron descritos por lisapel y cols (70). ¢ Foseen
algtn papel en la regulacién neurcenddécrina ?; ¢ Participan en

alguno de los efectos conductuales descritos para estas sustancias?.
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Estas son aGn preguntas sin respuesta. De acuerdo a este mecanismo
de accidén, las dosis ;equerida para provocar estos efectos debe ser
muy parecida a las concentraciones fisioldgicas que estas sustancias
alcanzan duante el fotoperiodo y, que en la réta, oscilan entre 10 y

30 pg/ml (118).

)

El tercer mecanismo de accion, consiste en una accion puramente
farmacoldgica y como consecuencia s8lo se logra producir con el uso
de dosis farmacolégicas. Estas acciones tedricamente no se presentan
en condiciones fisiolégicas y constituyen todo un rango de efectos
gque desde un punto de vista canductual, dependen de la dosis
émpleada: esto es: dosis entre t y 4 mg/kg en rata, provocan un
estado de ansiolisis, sin modificar el umbral analgésico o el estado
de alerta (B87). Dosis mayores, 10-20 mg totales, pravocan un estado
de sedacidn caracteristico, y aunque no provocan analgesia, &i

tienen un efecto potenciador sobre la analgesia provocada por los

opicides (58).

En humanos, dosis de 25-50 mg total, induce hipnosis con un
patron  muy similar al suefio fisioldégico, bdsicamente la Gnica ftase
de suefo que se acrota es la fase 1 y no se modifica la fase de MOK
{4). Estas mismas dosis inducen un estado anticonvulsivo importante,
tal efecto se manifiesta tanta en humanaos (2) como en modelos
experimentales con animales ( ). En estos casos, ademas de una
reduccién en el namero, duracidn y frecuencia de 1los atagues
convulsivos, existe una normalizacion de los patrones

electroencefalograficos (2).

Frobablemente, muchos de los efectos descritos por varios
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autores conatituyen parte de estas acciones farmacolépicas y no
necesariamente esten implicando el papel fisioldgico que la
melatonina o sus congéneres metilados posean. El mecanismo celular
de estas  acciones tarmacoldgicas no ha sido aGn descrito. Sin
embargo, estudios realizados en nuestro laboratorio sugieren que se
trata de un mecanismo inespecifico e] cual no involucra la
participacion de receptor alguno, ocurre a nivel de la membrana
celular y se asocia con un bloqueo del flujo transmembranal del idn
calcio. Asi, en preparaciones in vitro de Gterc provenientes de rata
estrogenizada, tanto 1la melatonina como el S—-metaoxitriptofol
bloquean la acontractura provocada por la adicién al bafo de k", Tal

efecto no se presenta en preparaciones libres de calcio.

Es muy probable que el mecanismo utilizado por estas
sustancias pars provocar estos efectos farmacoldgicos, sea similar
al utilizado por 1las hormonas esteroideas, las cuales tambien
ejercen efectos depresores de la actividad eléctrica cerebral ( ).
Este mecanismo consiste en provocar una desorganizacién de la
membrana celular como consecuencia de su presencia fisica en la
misma. Esto. a su vez, podria ser resultado de la asociacién, por
medios fisicos, de 1la molécula del indol con las cabezas de los
fosfolipidos de la membrana célular ( ). Hasta ahora, no hay
todavia evidencias de la existencia de un mecanismo especifico de
transporte de calcio, digamos un canal de calcio, involucrado en

este proceso, lo cual es una posibilidad a descartar.

En el presente trabajo existen 2 situaciones que sugieren una

accién, sino especifica, si selectiva, de estos indoles de la pineal.




La primera se relaciona con la observacion de que s6lo los derivados

metilados “en el carbono § del anillo inddlico mostraron alguna
accion sobre la actividad unitaria de las neuronas del hipotdalamo
lateral. .La sequnda evidencia reside en ®! hallazgo de que la
deplecion de catecolaminas reduce consistente y significativamente
los efectos depresores provocados por la melotonina y el S-
metoxitriptofol. Contrariamente, cuando se realizad la deplecién de
serotonina, utilizando el pretratamiento con la administracidn
intracerebroventricular de S,7-dihidroxitriptamina, los efectos

provocados por estos dos indoles fueron muy similares a los

encontrados en los animales controles.

Estos dstos sugieren que a nivel del hipotalamo, la
melatonina podria estar modulando la liberacidn de Dopamina. Este
neurotransmisor ha sido invariablemente involucrado en la
regulaéién y liberacidn de muchas de las diferentes hormonas
hipotaldmicas liberadoras o inhibidoras, ademds de la sintesis vy
liberacion de las hormonas tréficas de la pi£uitaria ( o En el
mismo sentido, el hipotalamo lateral, una de las regiones cerebrales
ricas en fibras dopaminérgicas ( )y mostro la mayor sensibilidad a
la melatonina. Estos efectos selectivos sugieren un afecto
fisioldgico de la melatoninaj por 1o que quiza nuestros resultados
estéen reflejando tanto efectos fisioldgicos como farmacoldgicos de

estos indoles.

Es imprescindible mencionar que una de las desventajas del
sistema de aplicacién local utilizado en los presentes experimentos,
es la imposibilidad de conocer con exactitud la dosis administrada.

BAasicamente, la cantidad de férmaco expulsado es proporcional,
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dentro de ciertos limites, a la intensidad de la presidn utilizada,

asi como a8 la concentracion del farmaco dentro de .1 micropipeta.
Sin embargo, otros factores, tales como 1la impedancia de la
micropipeéa (la cual se encuentra oscilando continuamente y es muy
variable de una micropipeta a otra), el gradoc de disociacion vy
solubilidad de la sustancia, su coeficiente de actividad
termodindmica, entre otros, contribuyen a hacer extremadamente
dificil y erratico el cAlculo de la sustancia expulsada con una
micropresion determinada. A pesar de ello, es muy probable que la

cantidad de melatonina con que inundamos a las células que

registramos, sean de indole suprafisioldgico.

Independientemente de que se trate de un efecto fisioldaico o
farmacoldgico, los resultados descritos en el presente trabajo
muestran el  mecanismo subyacente, a muchos de los efectos
conductuales observados posterior a la administracion de esta
neurohormona de la glandula pineal. El hipotdlamo lateral, la reqgion
mas sensible a los efectos de la melatonina } S-metoxitriptofol, ha
sido implicado en miltiples aspectos conductuales ( ), De hecho,
quizé sodlo existan uwnas cuantas funciones que se& escapan de la

influencia del hipotalamo lateral ( ).

Serfa deseable el determinar si la sensibilidad de esta region
hipotalamica a estas neurohormonas pineales, las cuales muestran un
patrén de liberacion ciclico circadiano, es modificable a lo largo
de un ciclo de 24 horas, o si ésta, es constante y lo idnico que
détermina la intensidad del efecto es la concetracidn del farmaco en

las inmediaciones de la célula.

~1
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Entonces, 305 resultados obtenidos de los experimentos aqui
relatados, contribuyen a entender en mayor detalle e! mecanismo ©
mecanismos de accion utilizados por esta§ tascinantes neurohormonas
percenenéientes a Qna estructura no menos fascinante: La glandula

Pineal.
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