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RESUMEN 

Los 5 metoxi-indoles de la glándula pineal ejercen efectos a lo largo de todo el eje 
hipotalamo-pituitaria-órgano-blanco de casi todos los sistemas hormonales Los efectos 
endocrinos de estos compuestos que han sido mejor descritos. son aquellos que se ejercen 
sobre la reproducción Estas acciones consisten en un efecto inhibidor tanto de la 
endocnnologia como de la conducta reproductora. Sin embargo, las acciones de estos 
compuestos no se restringen solo al area endocrinológica. La aplicación de varios de estos 
compuestos induce efectos conductuales marcados en todas las especies estudiadas. 
incluyendo al hombre El perfil de estos efectos, ansiolisis, sedacion, hipnosis, estupor, sugieren 
una accion inhibidora de la actividad cerebral En este contexto, la administración de melatonina, 
el principal 5-metoxi-indol de la pineal, reduce la excitabilidad de muchas estructuras cerebrales, 
lo cual conductualmente se traduce como una reducción de fenómenos de hiperexcitabilidad 
Esta hormona induce efectos anticonvulsivos, prácticamente en todas las especies de animales 
analizadas, incluyendo al hombre, y en todos los modelos experimentales utilizados Sin 
embargo, se desconoce el sitio de estas acciones anticonvulsivas y el mecanismo de acción 
empleado por el indol El presente estudio analiza los efectos que esta hormona y el 5-metoxi-
indol-ácido-acético inducen sobre la frecuencia de descarga basal, un parámetro de la 
excitabilidad celular, de las neuronas piramidales del hipocampo Esta estructura, debido a su 
citoarquitectura. sus conexiones anatómicas y organización funcional, participa en la génesis de 
muchos fenómenos plásticos cerebrales, cuya alteración puede provocar y generalizar una 
actividad convulsiva. Ademas, se analizó el efecto de la melatonina sobre un modelo 
experimental de rebanadas de hipocampo-parahipocampo, el cual es utilizado para determinar el 
mecanismo de acción de muchos fármacos anticonvulsivos En esta preparación se determinó el 
efecto del indol sobre la actividad convulsiva generada por la estimulación, con trenes eléctncos 
aplicados repetitivamente, a las fibras colaterales de Schaeffer Comparándose sus efectos 
con aquellos obtenidos por la aplicación de GABA, clonazepam y sus respectivos 
bloqueadores, picrotoxina, bicuculina y flumazenil También se determinó el efecto de esta 
hormona sobre el potencial postsináptico excitador provocado por la estimulación de las mismas 
colaterales y registrado en la neurona piramidal de la región CA 3  del hipocampo, En esta misma 
neurona se analizó tambien el efecto de estos mismos fármacos sobre el valor del potencial de 
membrana Los resultados muestran que la aplicación sistemica de los dos indoles de la pineal 
empleados, genera un patrón de respuesta caracteristico para cada uno de ellos. En este 
contexto, las neuronas hipocampales son más sensibles al 5-metoxi-indol-ácido-acético (70%), y 
menos para la melatonina (50%). Los efectos del pnmer indol fueron particularmente inhibidores. 
sobre todo con las dosis mayores, mientras que los efectos de la melatonina fueron mucho más 
vanables. Las dosis de 0 5 y 1 0 mg/Kg provocaron una excitación de larga duración, mientras-
que las dosis mayores mostraron un efecto depresor fundamentalmente. La aplicación tanto de 
melatonina. GABA y Clonazepam en rebanadas de hipocampo reducen en forma significativa la 
actividad epileptogénica provocada. Aunque los efectos, cualitativa y cuantitativamente son 
diferentes entre los 3 compuestos, el resultado es una depresión significativa de las espigas 
poblacionales desencadenadas por la estimulación eléctrica Tanto la picrotoxina como la 
bicuculina redujeron en su totalidad estos efectos depresores del GABA„ mientras que el 
flumazenil hizo lo propio con los efectos del clonazepam. Ninguno de estas 3 sustancias 
bloqueadoras. modificó en forma alguna los efectos provocados por la melatonina. 
Adicionalmente en los registros intracelulares, la melatonina no modificó a los potenciales 
postsinapticos excitadores provocados, ni el valor del potencial de membrana de las neuronas 
piramidales. Ambos resultados sugieren un efecto presináptico no mediado por los mecanismos 
GABAergicos de estas neuronas. Estos datos indican que las acciones anticonvulsivas de la 
melatonina ejercidas en el hipocampo de ratas, son mediadas a través de sistemas no 
GABAergicos, probablemente por sistemas glutamatérgicos 
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ABSTRACT 

Resides its endocrinological effects. melatonin, the main hormone of the pineal gland 
exerts a wide vanety of neurological effects Then actions like anxiolysis. hypnosis and 
anticonvulsive effects had been descnbed following melatonin systemic administration 
However, neifher the mechanisms c action nor the cerebral site of action of these anticonvulsive 
effects, had been ascertain until now The present study analyzed the effect of melatonin and 5-
methoxy-indole acetic asid. applted systemically on the electncal activity from pyramidal 
hippocampal cells The aim of this study intents to charactenze the pattern of response of these 
cells to these indole hormones Furthermore, the anticonvulsive actions of melatonin were 
sfudied in an in vitro epilepsy model, the hippocampal-parahippocampal s'ices and its effects 
were compared with those induced by the application of several GASA (10-9 to 10-6) and 
clonazepam (10-7  to 10-4) concentrations The specificity of these effects was testad with the 
use of several pharmacological blocking agents, such as picrotoxin and bicuculline for GABA 
and flumazenil for clonazepam ?hese drugs were used also in the presence of melatonin 
Additionally, in the same preparation the postsynaptic excitafory potentals induced by the 
electncal stimulation of Schaeffer coliaterals, were recorded intracellularty, and the effects of all 
these drugs were tested repeatedly Finally. the actions of (hese compounds on the membrane 
potencial level of the pyramidal hippocampal cells was analyzed using an intracellular recording. 
Both indoles elicited significant effects on the frequency of discharge of these neurons, 
however. the actions induced by the 5-methoxy-indole acetic acid were more pronounced that 
those provoked by melatonin The former hormone affected 70% of all the cella in dose-effect 
fashion, about 90% of these effects were inhibitory Contranly. melatonin modified the activity 
only 50% of the neurons and the effects showed more variety. In the hippocampal-
parahippocampal slice preparation, melatonin, GABA and clonazepam, reduced the epileptogenic 
activity induced by the electncal stimulation of Schaeffer collaterals Although the effects were 
similar. there were differences in the intensity and latency among the three drugs The effects 
induced by GABA were blocked by the addition of picrotoxin and bicuculline, whilst the actions 
provoked by clonazepam were totally reduced by flumazenil None of these blocking drugs 
affected in some way the inhibitory actions induced by melatonin. Furthermore. in the intracellular 
recordings GABA and clonazepam provoked a dose-response inhibition of the excitatory 
postsynaptic potentials, that was also blocked by picrotoxin, bicuculline and flumazenil. 
respecfively In this recordings melatonin administration even in high concentrations (10-4 M) 
had no effects on this potential, alfhough reduced the ((bar volley recordad before the 
postsynaptic potential Additionally melatonin induced no effect on the membrane potential level 
of these recordad cells, which suggest a presynaptic effect not mediated through GABA 
mechanisms The results of the present studies indicate that the hippocampus is a target site for 
the anticonvulsive effects induced by melatonin, and the mechanism of action seems to be 
independent of the GABAergic synaptic hippocampal systems A glutamatergic mediation is 
suggested 
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PROLOGO 

La pineal constituye la glándula mas incomprendida de toda la naturaleza Con esta 

oración se inicia el libro de Kitay y Altschule (56). el cual recopila la información más 

sobresaliente que existía sobre la pineal, hasta la primera mitad de este siglo La publicación de 

este libro constituyo un punto de partida para el inicio de la investigación sistematizada de esta 

glándula 

La primera descripcion documentada de la pineal se realizo en Grecia hace 

aproximadamente unos 3000 años A C Esta descnpción la realizaron Torcuato y Herofilo de 

Alejandra. dos anatomistas de renombre, quienes ademas de establecer las relaciones 

anatomicas de esta estructura en los humanos, sugirieron una función de válvula para esta 

glandula (53) De acuerdo a estos autores, la pineal regula el flujo de los diferentes humores que 

gobiernan la naturaleza humana Gracias a estas funciones atribuidas a la pineal. se  le confirió a 

la glandula una participacion mistica y un lugar pnvilegiado dentro del pensamiento religioso y 

magico a traves de las diferentes civilizaciones (139) Por ejemplo. para la civilización hindú. la  

pineal constituyo el órgano de la clanvidencia y premonición. mientras que para los romanos, la 

glándula fue considerada como un tercer ojo, capaz de vislumbrar auras divinas (115) 

La pineal también fue objeto de estudio de vanos filósofos y cientificos Así, Aristóteles 

desarrolló aun mas la teoria valvular de Herófilo y Torcuato y la utilizó para explicar su concepto 

de los cuatro elementos que conforman el universo y los 4 humores que son la base de la 

naturaleza humana (91) Galeno, considerado como el padre de la medicina, también realizó 

aportes importantes tanto a la anatomia como a la fisiologia de la glándula pineal Inicialmente, 

descnbió la inervacion de la glándula y le asignó el nombre de pineal a la región parenquimatosa 

y conano al nervio adrenérgico que la inerva Este autor también le adjudicó una función 

reguladora del flujo humoral a la glándula (19) 

Una de las aportaciones más decisivas en el estudio de la pineal la realizó el filósofo y 

matemático René Descartes Este personaje, creador de la teoria mecanisista de la conducta, 

asigno a la pineal el papel de fungir como el centro cerebral donde se reflejaban todos aquellos 

neumas y espintus provenientes de la interacción con el medio ambiente La pineal entonces 

seleccionaba el tipo de información que llegaría a estructuras superiores para conformar la 

conciencia (53). Aunque este autor no lo mencionó abiertamente, sus trabajos sugieren que es 

en esta estructura donde se asienta el alma (96). 

La siguiente etapa más importante en la historia de la pineal fue resultado de los estudios 

de anatomia comparativa Estas investigaciones establecieron una relación inequívoca entre la 

pineal y las estructuras visuales (77). La conclusión principal de muchos de estos estudios fue 
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que ningun otro organo de la economia ha sufndo una transformación tan profunda como la que 

ha padecido la pineal a lo largo de la evolución (92) Esta estructura se transformó desde ser un 

organo completamente neural en animales inferiores, filogeneticamente hablando hasta ser un 

organo completamente glandular en los mamiferos (28) Como resultado de estos estudios, 

realizados a fines del siglo pasado se genero el concepto de un "tercer ojo" en los reptiles, el 

cual se refiere al organo parapineal (45) 

La asociacion entre la pineal y la endocrinología. particularmente de la reproducción. se  

presento a pnncipios de este siglo cuando Heubner, un médico aleman. reporta un caso clínico 

en el que asocia la presencia de un tumor de la pineal con la presencia de pubertad precoz Este 

medico sugiere la presencia de una sustancia en la pineal con actividad antigonadotrópica, y 

cuya ausencia. ya sea en condiciones patológicas, como era el caso del tumor, o fisiológicas, 

induciha la pubertad (40) 

A pesar de que han transcurndo mas de 90 años desde la publicación de este estudio 

aun desconocemos si la pineal realmente participa en el inicio de la pubertad y en la regulación 

de la sexualidad en los humanos (41) Sin embargo su papel en la modulación de la reproducción 

en otro tipo de animales, particularmente los roedores. ha resultado ser de una importancia 

fundamental Así, en los años 60 s se mostró que la pinealectomia inhibe completamente el 

efecto antigonadotrópico de mantener al hamster dorado en oscundad continua (97), mientras 

que la aplicación de extractos de la pineal modifica considerablemente el patrón de reproducción 

estacional que estos animales poseen Los efectos de estos extractos dependen de la 

temporada del año en que se apliquen y los efectos ejercidos pueden ser, ya sea anti o 

progonadotrópicos (22) Estos estudios señalaron la importancia de esta glándula en la 

coordinación de la reproducción estacional y sugineron la relación entre la actividad de la 

glándula y los ritmos biológicos (106). 

Postenormente se mostró que la pineal forma parte de un sistema de regulación 

neuroendócnno encargado de ajustar las conductas de los animales a las condiciones tan 

cambiantes del medio ambiente Por tal razón se le consideró como el prototipo de 'regulador de 

reguladores' (8) 

Actualmente se han descrito una gran cantidad de efectos ejercidos por los productos 

de secreción de la glándula pineal En este sentido. quizá la melatonina sea la hormona de la 

pineal mas referida, ya que sus efectos no son exclusivamente endocnnológicos, sino que 

inducen acciones en practicamente cada órgano y sistema de la economia (62) 

Dentro del sistema nervioso central sus efectos conductuales son generalmente de 

indole depresor. por lo que se sopecha que reduce la excitabilidad neuronal (71) Sin embargo, 
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aunque se han descrito receptores especificos a la melatonina (132) aun se desconoce la 

naturaleza y el mecanismo de accion de estos efectos, debido principalmente a la falta de 

correlación entre los sitios afectados por el indol y las regiones cerebrales que presentan tales 

sitios de unión (32) 

El presente trabajo intenta determinar electrofisiológicamente el mecanismo de acción de 

los efectos que esta hormona, y otro indol de la pineal (5-metoxi-indol-acido-acetico), provocan 

sobre un parametro fundamental de la actividad nerviosa, la excitabilidad Estos estudios se 

realizaron en el hipocampo dorsal, una estructura sensible a los efectos de los indoles y cuya 

importancia en la génesis, mantenimiento y generalización de las crisis convulsivas. 

consecuencia de un estado de hiperexcitabilidad. ha sido repetidamente demostrada (18) 
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INTRODUCCION 

Son dos las caracteristicas que hacen unica a la glándula pineal (GP). una de ellas se 

relaciona con los profundos cambios que ha sufrido a lo largo de la filogenia y la segunda con la 

asociación que existe entre su función y la cantidad de luz ambiental 

Aunque la GP es pnvativa de los vertebrados, en todos los animales, incluyendo los 

unicelulares, es posible encontrar hormonas que en animales supenores estaran confinadas a la 

GP (11) Lo que sugiere que esta glándula y/o sus productos de secreción, han sido un 

mecanismo adaptativo muy eficaz que la naturaleza ha mantenido por millones de años. 

Por otro lado, en los vertebrados existe una gran variabilidad en cuanto a la forma, 

localización, conexiones y morfologia que presenta esta glándula En los animales considerados 

infenores filogeneticamente. más que hablar de una glándula pineal es necesario considerar todo 

un complejo pineal En estos sujetos además de la glándula existe el organo parapineal, la 

parafisis y la epifisis (Fig 1). mientras que en los vertebrados supenores. como los mamiferos, 

la glándula es Única Otra diferencia entre la glándula de los vertebrados infenores y los 

supenores, es la forma sacular que presenta la glandula pnmitiva Esto implica que el intenor de 

la glaridula sacular esta siendo bañado constantemente por el liquido cefalorraquídeo 

proveniente del tercer ventriculo. En el caso de los vertebrados superiores la glándula es 

parenquimatosa y pierde casi completamente su relacion anatómica con el tercer ventriculo (Fig. 

1) 

Esta vanabilidad filogenetica aparentemente también se manifiesta desde un punto de 

vista funcional Por ejemplo, en los peces y reptiles generalmente su acción se relaciona con la 

pigmentación cutanea y la termorregulación (9, 37), mientras que en la aves su acción se 

establece sobre la ntmicidad ciclica de la mayoria de ritmos (121) En los roedores sus efectos 

se manifiestan particularmente en el campo de la reproducción, sobre todo en aquellos animales. 

que poseen una reproduccion estacional (78). Por otra parte, en el caso de los mamíferos, 

incluyendo al hombre, a pesar de que sus productos de secreción ejercen una vanedad 

considerable de efectos, no se ha descnto una participación integrativa dentro de alguna 

función especifica (113) 

La segunda caracteristica única de la pineal es su relación con el fotoperiodo; esto es, 

con la ciclicidad en la alternancia del dia con la noche En este sentido la luz ejerce una acción 

inhibidora de la secreción de esta glándula, por lo que su actividad es elevada en los momentos 

de ausencia de luz, es decir durante la escotofase Tal propiedad implica que las vanaciones en 

la secreción de productos de la pineal serán idénticas a las variaciones fotopenódicas, por lo 



orgullo parapineal 

piel 
e 

craneo 
111 

w 
parelbis —a 	•e- III ventrículo 

LAGARTIJA 

órgano parapineal piel 

2.— cráneo 

epítisis 
.11 

e- III ventriculo 

RANA 

cerebelo 

epifisis 

HUMANO 

cráneo 

cerebelo 
nervio 
conario 

epills.  

III Ventriculo 

RATA 

cuerpo 
calloso 

epírhis 
cuerpo 
calloso 

III Ventrículo 

9 

que estos productos variaran no solo en una forma circadiana, sino también circanual (123) 

Fig 1 La pineal ha sufndo una transfomiación evolutiva única De ser un complejo 
de estructuras saculares en animales infenores, se transformó en una glándula 
parenquimatosa exclusiva 

Las vanaciones circadianas de la melatonina, el pnncipal producto de secreción de la 

pineal, se muestran en la figura 2 Se observa que la concentración máxima de esta hormona se 

alcanza en la rata alrededor de las 2 de la mañana y persiste hasta el momento de inciarse la 

fotofase (Fig 2) 

La dependencia de las concentraciones de la hormona con la cantidad de luz se 

manifiesta en expenmentos que muestran que la aplicación de un pulso de luz de intensidad 

suficiente (2.000 luxes) inhibe en forma sostenida esta secreción de melatonina (30) Un patrón 

circadiano con estas características provena de información sobre la longitud de la noche, de 

esta manera el ciclo de secreción de la melatonina puede ser considerado no sólo como un reloj 
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biologico que proporciona la hora del día sino tambien como un calendano que informa la epoca 

del año (98) Es obvio que tal informacion es muy util para sincronizar a los ritmos circadianos 

con las condiciones ambientales de luz y obscuridad Por esta razón la pineal es considerada 

como un regulador de reguladores (8) Estos patrones de secrecion parecen ser la regla para 

todos los productos de la pineal 
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Fig. 2 Tanto las concentraciones de Melatonina . como de sus precursores, la N-
acetilserotonina y la serotonina, se modifican sustancialmente de acuerdo al 
fotoperiodo ambiental Estos cambios son consecuencia de modificaciones en la 
actividad de dos de las enzimas mas importantes de esta via enzimatica, la N-
acetiltranferasa y la enzima Hidroxi-indol-O-metil-transferasa La parte 
sombreada de la grafica corresponde a la escotofase 
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En términos generales la pineal secreta dos tipos de compuestos los cuales por su 

estructura corresponden a indoles y péptidos (25) Estos ultimos han sido poco estudiados. por 

lo que se desconoce aún el total de este tipo de sustancias que es secretado por la pineal. asi 

como su importancia fisiologica (67) Quizá el peptido mas importante secretado por la pineal es 

el peptido vasoactivo intestinal y la arginina vasotocina (110) 

En el caso de los indoles, la pineal secreta una amplia cantidad de ellos En términos 

generales éstos pueden agruparse en tres tipos los 5-metoxi-N-acetilados, de entre los cuales el 

mas importante es la melatonina (5-metoxi-N-acetil-tnptamina). los 5-metoxi-triptofoles y los 5-

metoxi-indoles conjugados con ácido acético (66) Todos ellos son compuestos denvados del 

tnptófano, un aminoácido esencial, a traves de cadenas enzimaticas que incluyen a varios 

compuestos intermedios, como la serotonina, y a varias etapas enzimaticas reguladoras En la 

figura 3, se muestra la via enzimatica mejor descrita en la sintesis de la melatonina (15), aunque 

existen vias altemas, ya sea dentro de la pineal o en otros organos de la economia (10) 

Tres son las enzimas más significativas dentro de estas vias enzimaticas Una de ellas 

es la hidroxilasa del tnptófano. la  cual es la enzima limitante y la que resulta regulada por el 

producto final, ie . la melatonina (122) La otra enzima clave es la N-acetiltransferasa, la cual 

esta eajo el control de la noradrenalina, a través de la inervacion adrenergica que alcanza a la 

glándula (100). La ciclicidad en la actividad de esta enzima es la responsable de las 

oscilaciones circadianas en la secreción de la melatonina (105), a su vez, es la actividad 

adrenergica la que induce este tipo de ritmo a la enzima (101) Aunque finalmente es el nucleo 

supraquiasmático quien provoca tal ciclicidad adrenérgica La acción de este núcleo hipotalamico 

se ejerce a través de un circuito neuronal que se ongina en la retina de los ojos frontales, e 

involucra al hipotálamo medio y lateral. a la formación reticular, la médula espinal, al ganglio 

cervical superior y finalmente a los nervios conanos, tal como se observa en la figura 4 (68) Sin 

embargo no se descarta la posibilidad de una conexión central, a través del tallo de la pineal 

(12). 

La tercer enzima relevante en la sintesis de la melatonina es la Hidroxi-O-metil-

transferasa (1110MT) Esta enzima es única en la formación de los tres tipos de indoles de la 

pineal ya mencionados, por lo que su localización en un tejido es un indicio casi inequivoco de la 

presencia de alguno de estos indoles (85) Debido a que la cantidad secretada de las hormonas 

de la pineal oscila en el rango de los picomoles, es dificil cuantificar su concentración (15). por 

tal razón, la forma de determinar si alguna estructura sintetiza este tipo de compuestos es 

determinar la presencia de la HIOMT De esta forma se ha localizado la presencia de melatonina 

en la retina (54), donde incrementa la sensibilidad de las células horizontales (133), en el 
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intestino (90), donde modifica tanto la respuesta colinérgica neuroentérica (13), como la 
actividad 	basal de la fibra muscular lisa por un mecanismo que involucra al transporte 
transmembranal de calcio (102). En los roedores la glándula Hardenana también muestra toda la 
maquinana enzimatica necesana para sintetizar a la melatonina (21). 
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Fig. 3. La vía enzimatica utlizada por la pineal para sintetizar melatonina involucra 
la actividad de 4 enzimas, de las cuales la que esta bajo control simpático y como 
consecuencia, la responsable de las oscilaciones circadinas del indol ea la N-
acetil-transferasa. 
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Fig 4 La información concerniente a la cantidad de luz ambiental existente 
alcanza a la pineal a través de un circuito neuronal en el que participan el 
hipotálamo, la formacion reticular, la médula espinal y el ganglio cervical supenor, 
tal como se muestra en esta figura 

Sin embargo, desde un punto de vista funcional, el principal órgano blanco de los 

productos de la pineal es el cerebro La gran mayoría de los efectos de la pineal pueden 

explicarse por un mecanismo a nivel del sistema nervioso central (57) Por ejemplo sus 

acciones antigonadotrópicas son resultado de un efecto a nivel del hipotálamo, probablemente 

sobre aquellas neuronas secretoras de los factores liberadores de gonadotrofinas (125) En 

estas regiones hipotalamicas se ha descnto la presencia de receptores especificos para este 

indol (76), los cuales sustentan esta función. 

Sin embargo, la aplicación de muchos de los índoles de la pineal inducen una gran 

cantidad de efectos neurológicos y electrofisiológicos, los cuales no necesariamente se 

correlacionan con la distnbucion o presencia de estos receptores a la melatonina (32) Además, 

estas acciones sólo se observan después de la aplicación de dosis suprafisiológicas de estos 
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indoles. por lo que genencamente se describen como efectos farmacológicos de la melatonina 

(66) 

Asi la aplicación de dosis de melatonina que oscilan entre 0 5 y 5 mg/ Kg, inducen sueño 

en diferentes modelos experimentales (49, 81, 16). incluyendo al hombre (138) La mayor parte 

de estudios señalan que el sueño asi inducido muestra caractensticas muy similares a las que 

se observan durante el sueño fisiológico. sin decrementar en forma significativa algunas de las 

etapas de sueño como la fase MOR, la cual es seriamente reducida con la administración de los 

hipnoticos clasicos (79) 

La aplicacion de melatonina ejerce ademas efectos sedativos (108) y ansiolíticos (70) en 

dosis que oscilan entre 0 1 y 2 0 mg/Kg Estos efectos aunque han sido descritos en animales 

parecen presentarse además en humanos y anteceden a los efectos hipnoticos que posee este 

indol de la pineal (7) 

Uno de los efectos mas interesantes descntos en la farmacologia de la melatonina son 

sus acciones anticonvulsivas Estos efectos fueron descritos desde hace mas de 25 años en 

humanos (5), aunque previamente se habia sugerido esta acción a través de estudios que 

utilizaron a la pinealectomia como un mecanismo para reducir considerablemente los niveles 

cerebrales de melatonina. Por ejemplo Bindonni en 1965 (18). mostró que la lesión electrolitica de 

la glándula pineal de conejos, induce una actividad convulsiva típica, la cual se acompañaba de 

datos electroencefalograficos caracteristicos de la epilepsia Además, esta maniobra 

experimental también reducia siginificativamente la latencia e incrementaba el voltaje de los 

potenciales provocados registrados en el hipocampo de estos animales lesionados 

Postenormente se mostró que los extractos de la pineal incrementan significativamente el 

umbral convulsivo y electroencefalográfico en gatos (104). Además en el gerbo, un animal 

extremadamente sensible a la pinealectomia. la sola extirpación de la pineal es suficiente para 

desencadenar una estado convulsivo constante, en estos animales este estado convulsivo se 

asocia con un significativo descenso en los niveles de noradrenalina cerebral (88) 

Las acciones anticonvulsivas de la melatonina en particular y de los extractos de la 

pineal en general, se manifiestan no sólo en el caso de la epilepsia, sino también en modelos 

experimentales inductores de convulsiones, como es el caso del "Kindling" o encendimiento 

cerebral (75), en las convulsiones inducidas por pentrazol (47), por oubaina (51), por el acido 3-

mercaptopropionico (42), por la aplicación intracerebroventncular de anticuerpos contra la 

melatonina (34) ó incluso en convulsiones de tipo audiogénico (39.29) y luminico (20) 

Recientemente se mostró además que ciertas maniobras experimentales. las cuales 

modifican la función de la pineal, también influyen sobre la presencia de las crisis convulsivas. 
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tal es el caso de la exposicion a campos magneticos de determinada frecuencia e intensidad (3) 

Por ejemplo, existen observaciones clinicas y experimentales las cuales muestran que tanto la 

frecuencia de convulsiones corno las alteraciones asociadas a ellas. son mas frecuentes 

cuando los campos magnéticos de la tierra son mas intensos (84) Asi. la aplicacion de actividad 

geomagnetica que exceda los 50 nT (nanoTeslas), provoca un incremento estadísticamente 

significativo en la frecuencia de convulsiones y de muerte subte de ratas epilépticas, datos 

similares a los encontrados en humanos que padecen de epilepsia (84) La presencia de campos 

electromagneticos de tal intensidad, reduce la actividad de la pineal y por ende la secreción de la 

melatonina (109) 

Adicionalmente estos efectos anticonvulsivos se han mostrado en diferentes especies 

de animales desde el ratón (47). la rata (75), el gerbo (89), el hamster (43). el gato (111), 

conejos (18), el mono (20) y los humanos (33) Lo que lo convierte en un efecto consistente y 

reproducible Sin embargo, y a manera de controversia, recientemente se mostró que esta 

hormona puede también ejercer efectos proconvulsivos en humanos (107) 

Los mecanismos y los sitios de accion por los cuales la melatonina podría ejercer estos 

efectos anticonvulsivos no han sido del todo esclarecidos Existen vanos datos en la literatura, 

muchos de ellos controversiales, los cuales proponen vanos mecanismos y sitios de acción Por 

ejemplo vanos estudios coinciden en señalar que la melatonina actúa principalmente sobre la 

propagación de la cnsis convulsiva mas que sobre su génesis (29), lo que sugiere una acción 

generalizada sobre las estructuras cerebrales que poseen amplias conexiones que permitan la 

generalización de las crisis convulsivas, tal como la formación reticular. la  corteza cerebral o el 

hipocampo. 

También se ha señalado que en estos efectos anticonvulsivos de la melatonina, 

intervienen las monoaminas cerebrales, particularmente la noradrenalina (23) Por ejemplo, en 

animales pretratados con 6-hidroxidopamina, una neurotoxina que induce una simpatectomía 

quimica cuando se aplica en animales recién nacidos, los efectos anticonvulsivos de la 

melatonina no se manifiestan con las mismas caracteristicas que en los animales controles 

(119) 

La participación de los sistemas GABAérgicos cerebrales también ha sido involucrada en 

estas acciones de la melatonina Asi, Niles y cols (74), mostraron que la melatonina incrementa 

la unión-independiente de sodio de [31-1IGABA y de [ 3H)muscimol, un agonista GABAA, en la 

corteza cerebral de la rata in vitro Este efecto de la melatonina parece ser debido a un 

incremento en la afinidad de los receptores GABAA  de baja afinidad (26) Lo cual sugiere una 

acción moduladora de la actividad de estos sistemas GABAérgicos cerebrales, aunque se 
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mostró que la melatonina no se une directamente a los sitios de union de GABA o 

benzodiazepinas ya que los estudios que analizan la union a receptores, muestran que la 

melatonina es un competidor sumamente pobre de las benzodiazepinas y del GABA aún en 

concentraciones mayores a 10-5  M (1) 

Los efectos moduladores de la actividad GABAérgica por parte de la melatonina, también 

se manifiestan in vivo. ya que la administración diaria, durante tres semanas. en dosis 

crecientes, provoca un incremento en la capacidad de fijación de ( 311-GABA y [31-1j-diazepam De 

acuerdo a estos resultados se propone que muchos de los efectos psicofarmacológicos de la 

melatonina, tales como la hipnosis, sedación, ansiolisis y sus acciones anticonvulsivas, son 

debidos, al menos en parte, a su capacidad para incrementar la actividad de la transmisión 

GABAergica al modular a los receptores GABAA  (74) 

Otro mecanismo que se ha invocado para explicar muchas de las acciones 

anticonvulsivas de la melatonina reside en su capacidad para neutralizar los radicales libres y 

con esto reducir la citotoxicidad neuronal, la cual puede dar ongen a focos epileptógénicos 

tipicos (72). En este sentido se ha descrito la presencia de receptores tipo NMDA (N-metil-D-

aspartato). receptores que se unen a glutamato y kainato. en el hipocampo Estos receptores 

juegan un papel central en fenómenos de plasticidad neuronal y en varias situaciones 

patológicas. La activación no sostenida e interrumpida de estos receptores da origen a 

fenómenos del tipo de la potenciación de corlo y largo plazo. sin embargo, su activacion 

sostenida y exagerada induce una actividad citotóxica la cual inicialmente incrementa la 

excitabilidad celular y finalmente puede provocar la muerte celular (72). La actividad de estos 

receptores es modulada por un sitio redox a nivel de la membrana celular el cual detecta niveles 

elevados de radicales libres e incrementa. como consecuencia, la actividad de los receptores 

NMDA (72). 

La relación entre estos efectos y la melatonina, se describió hace poco cuando se 

mostró que esta hormona indólica es el mejor aceptor de radicales libres que existe en los 

organismos, con una actividad aun superior n la de la vitamina E o C (86) Gracias a esta 

propiedad, la melatonina podría ejercer un efecto protector de la actividad citotóxica mediada por 

los receptores NMDA y por el estrés oxidativo, los cuales inducen alteraciones del ADN y 

consecuentemente la apoptosis Estos efectos protectores se manifiestan también en 

experimentos realizados in vivo. Por ejemplo, la aplicación intrapentoneal de kainato en animales 

experimentales inicia alteraciones irreversibles y letales sobre el ADN de varias áreas 

cerebrales, pnncipalmente en el hipocampo, sin embargo. la  aplicación conjunta de kainato y 

melatonina bloquean significativamente estas alteraciones hipocampales (124) 



17 

Por otra parte los sitios de acción implicados en los efectos anticonvulsivos de la 

melatonina no se han descrito con precision La aplicacion intrapentoneal de melatonina induce 

cambios en la actividad electnca de varias regiones cerebrales De entre ellas destacan la 

formacion reticular (83) y algunas estructuras del sistema limbico, entre ellas el hipocampo 171), 

aunque en ambos articulos se carece de evidencias que sugieren una accion directa de la 

hormona sobre estas estructuras Otros estudios realizados in vitro, muestran que la melatonina 

modifica en forma directa a varias regiones cerebrales, entre ellas se encuentra el hipotalamo 

(116), la corteza cerebral (35) y el hipocampo (137) Estas dos ultimas estructuras han sido 

implicadas en los procesos de generalización de la actividad epileptiforme 

Recientemente estudios realizados en rebanadas de neocorteza cerebral de humanos 

detectaron por la técnica autorradiografica con 21I- 125]iodomelatonina los sitios de unión a este 

indol en las capas II-V de la corteza temporal En estas mismas rebanadas se indujeron los 

potenciales de campo epileptiformes por la sola omisión de agregar Mg2° al liquido de 

superfusion La frecuencia de apancion de estos potenciales registrados en las capas II-V se 

redujo al 509/o de su valor inicial despues de la aplicación de una concentración de 10-100 nM de 

melatonina. efecto que fue reversible después de lavar a la rebanada y con ello eliminar a la 

hormona (35) 

En el caso del hipocampo se mostro que en el cobayo, la aplicación de melatonina en 

concentraciones de 1-10 uM. reduce la excitabilidad de las neuronas de la ragion CA3 , 

determinada por la frecuencia de descarga registrada extracelularmente. e intracelularmente. por 

el valor del potencial de membrana (137) Esta misma hormona, provoca además. una reducción 

de la respuesta a la estimulación sinaptica repetitiva y a la facilitación provocada por la 

aplicacion de un doble estimulo con intervalos de 20 mseg Finalmente la duración del potencial 

de acción se incremento significativamente y el umbral se desvió hacia valores mas positivos 

(137) Aunque estos efectos se obtuvieron con dosis suprafisiológicas del indol, es posible que 

representen una accion mediada por receptores a la melatonina, los cuales fueron recientemente 

descritos en esta región (14) Incidentalmente, este receptor posee la masa molecular mas 

pequeña (365 kDa) de todos los receptores a la melatonina hasta ahora descritos (14) 

Estos datos indican que ambas estructuras pueden ser fundamentales para la mediacion 

de los efectos anticonvulsivos que ejercen los productos de la pineal, aunque el mecanismo de 

accion utilizado por la melatonina en cada una de ellas, puede ser diferente 

La organizacion morfológica y funcional del hipocampo, asi como los resultados de los 

estudios que analizan los efectos anticonvulsivos de los productos de la pineal sugieren la 

posibilidad de que el mecanismo de accion utilizado por la melatonma para reducir la excitabilidad 
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neural, sean consecuencia de una acción neuromoduladora sobre algunos de los dos sistemas 

pnncipales de neurotransmisores hipocampales Uno de ellos se relaciona con los sistemas de 

animas blogenicas de esta región La participacion de estas sustancias en las crisis convulsivas 

se manifiesta en vanos modelos expenmentales, así. por ejemplo se mostró que la aplicación de 

choques electroconvulsivos en la rata se asocian con un decremento en las concentraciones de 

norepinefnna hipocampales (118), las cuales se correlacionan significativamente con los 

estados ictales e intenctales inducidos experimentalmente 

Por otra parte. la  liberación de esta catecolamina esta siendo modulada por dos sistemas 

de neurotransmisores bien definidos, por neuronas serotonergicas (2) y por los sistemas 

dingidos hacia receptores NMDA, como los de glutamato, kainato y aspartato (120) A su vez, 

estos últimos están siendo regulados por las concentraciones de óxido nítrico, a través de un 

sitio redox, el cual puede ser modificado por sustancias aceptoras de radicales libres (120) 

El segundo posible sistema modificado por la melatonina. esta constituido por las 

neuronas GABAérgicas, las cuales forman parte de un sistema de modulación que mantiene un 

tono inhibidor sobre las células piramidales del hipocampo (93). de tal manera que cualquier 

fármaco capaz de incrementar la actividad GABAergica hipocampal ejerce efectos 

anticonliulsivos. Las células GABAergicas hipocampales, también estan bajo control de un 

mecanismo serotonérgico presináptico (114) Estos antecedentes sugieren que los efectos 

anticonvulsivos ejercidos por la melatonina podrían ser consecuencia de un incremento en la 

actividad de los sistemas GABAérgicos hipocampales o de una disminución en la actividad de las 

neuronas adrenergicas, ya sea por un efecto directo sobre estas células, o bien, a través de 

una acción inhibidora sobre los sistemas que utilizan receptores tipo NMDA, lo cual finalmente 

reducirla la actividad adrenérgica hipocampal Es necesario mencionar que a pesar de que la 

serotonina es un precursor de la melatonina, no existen interacciones entre estos indoles y sus 

receptores, esto es, la afinidad de todos los receptores serotonérgios, hasta ahora descritos, es. 

muy pobre para la melatonina, además los receptores a esta hormona no muestran afinidad 

alguna para la serotonina. Lo cual descarta una acción de la melatonina sobre los receptores 

serotonérgicos hipocampales (136, 130) Sin embargo, tanto en el intestino (46), como en el 

sistema nervioso central (129), se han mostrado algunos efectos antagónicos entre la 

melatonina y la serotonina a nivel de estructuras postsinapticas, por lo que también es posible la 

existencia de un mecanismo de acción que sea consecuencia de la interacción entre la 

melatonina y las neuronas serotonérgicas 
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PLANTEAMIENTO DEI PROBLEMA. 

De acuerdo a los antecedentes, el descnbir el mecanismo de acción de la melatonina en 

estos efectos anticonvulsivos requiere de un analisis diferencial entre las acciones de esta 

hormona y aquellas ejercidas por los sistemas GABAergicos hipocampales. Una forma de 

hacerlo es estudiar comparativamente los efectos electrofisiológicos inducidos por ambas 

sustancias y las modificaciones de los mismos por fármacos con acciones antagónicas de los 

mismos, lo cual constituye el objetivo del presente estudio Sin embargo. cualquier intento para 

discernir entre estas posibilidades. implicaria primero, el determinar el patrón de respuesta de 

las celulas piramidales hipocampales a la aplicación sistémica de melatonina El empleo de esta 

via de administración. mostrarla un patron de descarga celular, lo más cercano a una situacion 

fisiológica, ya que la vía parenteral constituye la vía de entrada natural a esta estructura 

Postenormente, y tomando en cuenta esta información, un modelo electrofisiológico de epilepsia 

de origen hipocampal in vitro. seria ideal para realizar un análisis farmacológico empleando 

agonistas y antagonistas GABAergicos, con lo cual se determinaría la etapa sinóptica en la que 

interviene la melatonina para inducir esta reducción en la excitabilidad de las neuronas 

hipocampales, lo que conductualmente se traduce como un efecto anticonvulsivo 
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OBJETIVOS 

1 	Determinar el patrón de respuesta electrofisiciog,ca a la aplicación sistémica de varias 

dosis de melatonina y 5-metoxi-indol acido acetico de las neuronas del hipocampo dorsal 

en animales integros La respuesta electrofisiológica a determinar, consistirá en le 

frecuencia de descarga unitaria registrada extracelularmente 

2 - 	Describir el efecto de la adición de vanas dosis de melatonina a la solución de perfusión 

de rebanadas de hipocampo-parahipocampo de rata, sobre la presencia de espigas 

poblaciones desencadenadas por la estimulación de las colaterales de Schaeffer Las 

espigas registradas en esta poblacion son muy similares a las observadas durante las 

crisis convulsivas de animales integros. por lo que se consideran como el fenómeno 

subyacente a tal fenomeno conductual 

3 - 	Mostrar los efectos electrofisiologicos. registrados extracelularmente e intracelularmente, 

que la melatonina induce sobre las neuronas hipocampales. antes. durante y posterior a 

'la estimulacion de las colaterales de Schaeffer 

4 	Determinar los efectos que antagonistas y agonistas GABAergicos provocan sobre los 

cambios electrofisiologicos inducidos por la melatonina en las neuronas que muestran 

una actividad tipo epileptogenica, consecuencia de una estimulación repetida de las 

colaterales de Schaeffer. en las preparaciones de rebanadas de hipocampo-

parahipocampo de rata, analizando una posible interacción sinaptica con los efectos 

provocados por la melatonina 
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HIPOTESIS 

Si los efectos anticonvulsivos inducidos por la aplicación sistémica de productos de 

secreción de la pineal son consecuencia de un efecto a nivel hipocampal, entonces 

estos productos deben provocar una reducción en la excitabilidad neuronal de las 

células hipocampales y reducir significativamente la actividad eléctrica subyacente a la 

genesis de las crisis convulsivas 

Si la melatonina provoca una reduccion de la excitabilidad celular; entonces debera 

reflejarse en reducciones significativas en la frecuencia de descarga celular, registrada 

extracelularmente y en hiperpolanzaciones del potencial de membrana, registradas 

intracelularmente 

Si el mecanismo de acción inducido por estos indoles es consecuencia de una 

interacción con los sistemas GABAergicos existentes en esta región cerebral. entonces 

la aplicación conjunta de fármacos antagonistas o agonistas a este neurotransmisor, 

modificará significativamente los efectos provocados por estos productos de secreción 

de la pineal. 



22 

MATERIAL Y METODOS 

Para todos los experimentos se utilizaron ratas macho de la cepa tastar con pesos que 

oscilaron entre 180 y 220 g Los animales provenían del botarlo de la Facultad de Medicina y 

fueron transladados y mantenidos en condiciones del laboratono durante al menos 15 dias antes 

de su empleo experimental Las condiciones de alternancia de luz y obscuridad, asi como de 

temperatura fueron rigurosamente mantenidas El fotopenodo artificial fue de 14 horas de luz por 

10 de obscuridad La luz se iniciaba a las 6 00 am y finalizaba a las 20 00. gracias al empleo de 

un medidor del tiempo eléctrico que automaticamente iniciaba la iluminación Por otra parte la 

temperatura se mantuvo a 25 1 C 

Todos los animales se mantuvieron en cajas de acnlico individual con acceso libre al 

alimento (Punna Rat Chow) y al agua en bebederos metálicos Todos los días a las 8 00 am se 

determino el peso corporal y las condiciones generales de los animales y se cambiaba el aserrin 

de las cajas Unicamente aquellos animales que se encontraban en optimas condiciones fueron 

empleados en cualquiera de las dos fases expenmentales 

1 REGISTROS EXTRACELULAPES EN ANIMALES INTEGROS 

Inicialmente se anestesió al animal con uretano (1 25 g/Kg) por via intrapentoneal Una 

vez en el plano quinirgico se colocaba al sujeto en una tabla de disección en decubito dorsal y 

después de rasurar la región anterior del cuello se realizaba una incisión en la piel anterior del 

cuello y una disección de los músculos anteriores para visualizar la traquea A través de un 

corte entre los anillos traqueales se introducia una cánula de plástico del numero 8. la cual se 

fijaba con hilo seda al resto de la traquea Gracias a esta traqueostomia fue posible mantener las 

vias aereas permeables independientemente de la postura del animal Postenormente se 

realizaba una diseccion para localizar y refenr a la vena yugular de lado derecho. realizado esto. 

a través de una pequeña flebotomia se introdujo un catéter de sylastic no 25, hasta alcanzar la 

cavidad de la aurícula derecha Este cateter unido a una jeringa de 1 ml, fue empleado para la 

administración de fármacos 

Una vez concluidos ambos procedimientos, se montó la rata en un aparato esterotaxico 

(David Koff), localizado dentro de una camara de Faraday Ya fija la cabeza, se realizo una 

incision media en la superficie del craneo, la cual expuso las estructuras oseas, refiriéndose 

entonces los puntos bregma y lambda Empleando el atlas esterotaxico de Koning y Klippel (58). 

se localizó las coordenadas correspondientes al hipocampo dorsal y se procedió a efectuar un 
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trepano de 3 mm de diametro en las siguientes coordenadas AP = 3 45 mm. Lat = 1 0 mm A 

traves de este trepano se introdujo una micropipeta y una vez alcanzada una profundidad de 2 3 

mm se buscaron celulas con actividad electnca espontánea hasta una altura de 3 8 mm 

Las micropipetas de registros, se obtuvieron de capilares de borosilicato sádico (N/PI 

170F). con diametro interno de 1 7 mm y con filamento interno Estos capilares se estiraron con 

un estirador vertical de pipetas (David Koff P125). el cual estuvo calibrado para dar la fuerza y 

temperaturas necesanas para obtener puntas de 0 8 a 1 4 1.1 m verificadas en un microscopio 

con planimetro Este tipo de micropipetas poseen resistencias ohmicas medidas in situ que 

oscilaban entre 23 y 34 Mil, lo cual a una frecuencia de 1 Khz. corresponde a una impedancia 

de 9 a 14 Mt2 La micropipeta se lleno con una solución de NaCI 4M, en una solución de verde 

rapido saturada. lo cual le dio una coloración verde oscura a la pipeta 

Ademas del trepano para la introducción de la micropipeta, también se realizó otro en la 

region mas lateral y media' del cráneo de 2 mm de diámetro a traves del cual se introdujo un 

tornillo de acero inoxidable de 2 mm de diámetro y 7 mm de alto el cual funcionaba como 

electrodc .ndiferente Por otra parte una pinza calman atraumatica colocada sobre uno de los 

bordes de la incisión en la piel fue utilizado como electrodo de tierra Los tres electrodos, es 

decir el cable de plata clorurado introducido hasta el fondo de la micropipeta, el tomillo y la pinza 

caimán, fueron conectados a las entradas G2, G1 y Ground, respectivamente. de una sonda 

Grass de alta impedancia (HIP 517P) La salida de la misma, alimentó a un preamplificador de AC 

Grass modelo P511J, la cual era alimentada por una fuente de poder Grass modelo RPS 509 K 

La ganancia en este amplificador era tal que 50 µV correspondian a un desplazamiento de 1 V 

en el osciloscopio Además este preamplificador filtraba las señales de entrada empleando un 

ancho de banda de 300 Hz a 3 KHz, con un filtro de 60 Hz, en actividad todo el tiempo 

La salida del amplificador se derivó a otros tres dispositivos, primero a un osciloscopio 

Tektronix (2250) de doble rayo. el cual monttonzó en forma continua la salida del amplificador. 

hacia un audiomonitor Grass (AU 228), el cual repelió en audio la señal de salida del amplificador 

y hacia una tarjeta convertidora analógico-digital. ensamblada dentro de una computadora pc 

compatible Esta tarjeta se encargo de capturar a una velocidad de 5 KHz la señal de entrada y 

empleando un dispositivo de ventana y un software diseñado por RC-electronics. llamado EGAA, 

analizo el número de espigas por una determinada unidad de tiempo Una vez terminado el 

analisis, la computadora elaboro los histogramas de frecuencia, los histogramas acumulativos y 

los resultados comparativos correspondientes 

Una vez localizada una célula hipocampal con actividad espontanea, se determinó su 

estabilidad y regularidad al monitonzar su actividad durante 15 minutos sin realizar maniobra 
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expenmental alguna Al final de este tiempo. si  la actividad de la celula no vario mas allá del 20% 

entonces se iniciaba la fase de registro La duración total del registro fue de 75 minutos 

divididos en 5 periodos de 15 minutos cada uno El primer periodo correspondió al control y en el 

se determinó la frecuencia de descarga basal que sirvió de referencia para el resto de los 

periodos Al final de este periodo se procedió a realizar la administracion parenteral de alguna 

dosis de melatonina (O 5. 1 0 y 2 Omg/Kg) o de 5-metoxi-indol-acido-acetico (0 5. 1 0 y 2.0 

mig,Kg) o en el caso de los animales controles la aplicacion de un volumen de 500 µI de solución 

vehiculo (Alcohol etílico 1°./0 polietilenglicol 20% y agua bidestilada 79%) Una vez administrado el 

fármaco, se procedio a registrar los 4 restantes periodos de actividad en forma continua hasta 

completar 60 minutos mas de registro 

Tanto la melatonina (Sigma Chemicals, USA) como el 5-metoxi-indol-acido-acetico (Sigma 

Chemicals, USA), se prepararon inmediatamente antes de su aplicación Para ello se peso 2 mg 

de alguna de ambas sustancias y se diluyó inicialmente en 10µl de alcohol etilico absoluto (J T 

Baker. Méx), postenormente se agrego 200 µI de polietilenglicol (Sigma Chemicals, USA) y 790 µI 

de agua bidestilada De esta solución se tomo la dosis necesaria y se aforo con mas agua 

bidestilada hasta completar 500 µI La administracion de este volumen siempre se realizó en un 

tiempo de al menos 120 segundos y al final se infundia un volumen de 200 µI, para tener la 

certeza de una aplicación total a través del cateter 

Una vez finalizado el registro extracelular, se aplicó una corriente catódica a traves de 

la micropipeta con la finalidad de expulsar el colorante verde rapido de la micropipeta y 

depositarlo en la zona de registro. para su posterior localización La aplicación de esta comente 

se realizo con una fuente de poder Grass (Lesion Maker LM45) empleando el maximo amperaje 

que brindaba el dispositivo y aplicándolo por un periodo no menor a 10 minutos Tales 

precauciones fueron necesarias debido a la alta resistencia de la punta de la micropipeta 

A continuación, se sacrifico al animal con una sobredosis de pentobarbital y una vez sin 

vida se extrajo su cerebro completo y se deposito en una frasco que contenía al menos 10 

veces su volumen de una solución de formaldehido al 10% En estas condiciones el cerebro 

permaneció durante al menos 5 dias antes de realizar un análisis histológico lo que permitió la 

localización de la zona de registro Este análisis consistió en preparar rebanadas (60-100 µm) de 

tejido cerebral empleando un microtomo de congelación de todo el hipocampo, buscando la 

mancha verde resultado de la explusión del colorante por la comente catódica de expulsion Una 

vez localizado este punto se cotejo la rebanada con las figuras del atlas esterotaxico y con las 

coordenadas utilizadas durante el registro, con ello se determinó la localización exacta de la 

zona registrada 
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trepano de 3 mm de diametro. en las siguientes coordenadas AP = 3 45 mm, Lat = 1 0 mm A 

traves de este trépano se introdujo una micropipeta y una vez alcanzada una profundidad de 2 3 

mm se buscaron células con actividad eléctrica espontánea hasta una altura de 3 8 mm 

Las micropipetas de registros, se obtuvieron de capilares de borosilicato sodico (VVPI 

1 70F), con diametro interno de 1 7 mm y con filamento interno Estos capilares se estiraron con 

un estirador vertical de pipetas (David Koff P125), el cual estuvo calibrado para dar la fuerza y 

temperaturas necesanas para obtener puntas de 0 8 a 1 4 pm. verificadas en un microscopio 

con planimetro Este tipo de micropipetas poseen resistencias ohmicas, medidas in situ que 

oscilaban entre 23 y 34 MI2, lo cual a una frecuencia de 1 Khz, corresponde a una impedancia 

de 9 a 14 MI1 La micropipeta se llenó con una solución de NaCI 4M. en una solución de verde 

rapado saturada. lo cual le dió una coloración verde oscura a la pipeta 

Ademas del trepano para la introducción de la micropipeta. también se realizó otro en la 

region mas lateral y media' del cráneo de 2 mm de diámetro. a través del cual se introdujo un 

tornillo de acero inoxidable de 2 mm de diámetro y 7 mm de alto, el cual funcionaba como 

electrodo indiferente Por otra parte una pinza caimán atraumatica colocada sobre uno de los 

bordes de la incisión en la piel fue utilizado como electrodo de tierra Los tres electrodos, es 

decir el cable de plata domado introducido hasta el fondo de la micropipeta, el tomillo y la pinza 

caimán. fueron conectados a las entradas G2. G1 y Ground, respectivamente, de una sonda 

Grass de alta impedancia (HIP 517P) La salida de la misma, alimentó a un preamplificador de AC 

Grass modelo P511J. la  cual era alimentada por una fuente de poder Grass modelo RPS 509 K 

La ganancia en este amplificador era tal que 50 µV correspondían a un desplazamiento de 1 V 

en el osciloscopio Además este preamplificador filtraba las señales de entrada empleando un 

ancho de banda de 300 Hz a 3 KHz, con un filtro de 60 Hz. en actividad todo el tiempo 

La salida del amplificador se derivo a otros tres dispositivos, primero a Un osciloscopio 

Tektronix (2250) de doble rayo, el cual monitorizó en forma continua la salida del amplificador 

hacia un audiomonitor Grass (AU 228), el cual repetió en audio la señal de salida del amplificador 

y hacia una tarjeta convertidora analógico-digital. ensamblada dentro de una computadora pc 

compatible Esta tarjeta se encargó de capturar a una velocidad de 5 KHz la señal de entrada y 

empleando un dispositivo de ventana y un software diseñado por RC-electronics llamado EGAA. 

analizo el número de espigas por una determinada unidad de tiempo Una vez terminado el 

analisis, la computadora elaboro los histogramas de frecuencia, los histogramas acumulativos y 

los resultados comparativos correspondientes 

Una vez localizada una célula hipocampal con actividad espontanea. se  determino su 

estabilidad y regularidad al monitonzar su actividad durante 15 minutos, sin realizar maniobra 
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El analisis de los resultados consistio inicialmente en comparar los histogramas 

acumulativos de cada penodo con el histograma de la fase control Esta comparación se realizó 

con la prueba de la proporción critica de McNemar (38). la cual considera el valor promedio de 

ambas situaciones y establece un limite proporcional el cual, al ser rebasado. genera una 

diferencia estadística significativa de acuerdo a la tabla de distnbucion normal Z En estas 

circunstancias. un valor de la prueba • 1 96 indica una diferencia de p < 0 05 Con esta 

informacion se realizo tablas en las que se resumen los incrementos o decrementos 

encontrados despues de la aplicación de alguno de los indoles Posteriormente, el numero de 

periodos con incrementos o decrementos de la frecuencia de descarga para cada grupo de 

animales tratado con alguna de las dosis de los indoles fue comparado con el grupo de sujetos 

controles que recibió una aplicacion parenteral de 500 µI de la solución vehículo Esta 

comparación se realizó con la prueba de X2 

2 REGISTROS EXTRACELULARES EN REBANADAS DE HIPOCAMPO-PARAHIPOCAMPO 

Al inicio de la sesión experimental los animales fueron anestesiados con halotano 

inhalado durante 25 segundos suficiente para propiciar una anestesia quirúrgica. Una vez en 

este plano, los animales fueron decapitados rápidamente utilizando una guillotina de fabncación 

casera. Inmediatamente se removía el cerebro completo y se colocaba en una solución de 

sacarosa con composicion similar al liquido cefalorraquídeo. la  cual contiene en mM Sacarosa 

200. KCI 3. Na2 PO4  1 25, NaHCO3  26. glucosa 10, MgCl 2  0 5-0 9 y CaCl2  2 Esta solución se 

encontraba a 4 - C y estaba aereada continuamente con una mezcla de 02  al 95% y CO2  al 5% 

EL tiempo transcurrido entre la decapitación y la inmersión del cerebro en esta solución, nunca 

fue mayor a 60 segundos Una vez inmerso el cerebro en esta solución se permitia un tiempo de 

120 segundos de incubacion en esta solución fría. transcurndos éstos, los dos hemisferios se 

separaban por un corte mediosagital y se retornaban a la solución fría hasta el momento de 

obtener las rebanadas. lo cual ocurria de 10 a 15 minutos después. 

Antes de rebanar, cada hemisferio fue cortado individualmente en bloques y seccionado 

en un plano transverso de acuerdo a la tecnica utilizada por Jones y Heineman (52) Este corte 

transversal se realizo utilizando un ángulo de 12 en la platina del vibrotomo (Camden Engl ) 

para lo cual se preparaba una rampa de agar que daba tal inclinación y se colocaba la porcion 

anterior del bloque de cerebro hacia la cuchilla del vibrotomo Una vez colocado el bloque de 

tejido en este ángulo. se  obtenían cortes de 450 µm de grueso. con lo cual se obtenian de 4 a 6 

rebanadas de hipocampo-parahipocampo bien conectadas por animal, esto es de 2 a 3 



26 

rebanadas por hemisferio El nivel de estos cortes correspondía aproximadamente a las 

coordenadas AP de 6 6 a 4 6 mm postenores al punto bregma de acuerdo al atlas de Paxinos y 

Watson (82) 

Después de cortarse, cada rebanada se transfirió a una caja de petri de 5 cros de 

diametro que contenía solucion similar al liquido cefalorraquideo a 4 	y sometida a una postenor 

disección, donde con un bisturi se aislaba el hipocampo junto con las regiones parahipocampales 

adjacentes. tales como el subiculum. presubiculum. parasubiculum y la corteza entorhinal y 

temporal Despues de esta disección y con base en su apariencia, se seleccionaron aquellas 

rebanadas que serian utilizadas para el registro Las rebanadas escogidas. se  transfirieron a 

una camara de equilibno de 25 ml, la cual contuvo una solución con la siguiente composición en 

mM NaCI 130; KCI 3, Na2PO4  1 25, NaHCO 3 26. glucosa 10, MgCl 2 O 5-0 9: CaCl 2  2. Esta solución 

se encontró en un baño maria que la mantuvo en una temperatura de 32 t 1 'C y siendo afeada 

continuamente con una mezcla de 0 2 , al 95% y CO2  al 5% El tiempo de equilibrio en que 

permanecieron estas rebanadas fue de 90 a 120 minutos. para ser transferidas posteriormente 

a la camara de registro 

Se utilizó una camara de registro para rebanadas de cerebro de rata, fabricada en el 

laboratorio. Esta consistió de una base de acrilico (10 0 X 7 0 cm). en cuya parte central se 

encontró la camara del baño de registro en donde se colocó la rebanada (3 5 cm de diámetro y 

1 0 cm de altura), con una capacidad de 6 ml Esta camara tuvo un sistema de entrada y salida 

de solución, el cual suministró a la rebanada de cerebro la solución antes referida, ya 

burbujeada con una mezcla de 02  al 95% y CO2  al 5%. La camara del baño estuvo unida por 

medio de un canal capilar (0 3 mm) a un pozo el cual sostuvo al tubo de succión. La camara de 

registro se encuentró sobre la platina de un microscopio fótico 

La solución de infusión llegó a la camara de registro a una temperatura de 35 t 0 5 - C 

gracias a un sistema de contracorriente Este sistema. empleó una bomba que hizo circular agua 

caliente (40.0 ± 0 5 'C) por un tubo de mayor calibre (2 40 X 3 8 mm; diámetros interno y externo, 

respectivamente), mientras que la solucion de infusión circuló, gracias a la acción de la 

gravedad, por un tubo de menor calibre (1 19 X 1 70 mm, diámetros interno y externo, 

respectivamente), localizado dentro del primero Tal arreglo permitió una transferencia de calor 

desde el agua caliente hacia la solución de tal manera que cuando la solución de infusión 

alcanzó la camara de baño donde se encontraba la rebanada de cerebro, su temperatura fue de 

35 1-  0 5 'C. La velocidad de flujo de la solución de perfusión en el sistema de baño, fue de 1 5 a 

2 0 mllmin, velocidad óptima para registros extracelulares (55) En estos expenmentos nunca se 

emplearon temperaturas menores a 35'C durante el registro, porque esto tendía a decrementar 
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la duracion de la viabilidad de las rebanadas lo cual se detectaba por incremento substancial en 

la actividad unitaria de fcndo y la presencia de descargas en rafagas de apanción azarosa en la 

región CA3  

El registro extracelular unitario se realizo empleando un amplificador (Grass RPS 1071, 

conectado a un preamplificador (Grass P5 AC) y a un osciloscopio (Tektronix 2225). al que se 

conectó un audiomonitor (Grass AM8) Del preamplificador se conecto una sonda de alta 

impedancia (Grass) y de ésta se conectaron los electrodos de registro de la rebanada, y los de 

tierra hacia el baño y a la mesa de registro Los microelectrodos de registro fueron fabricados 

con alambre de tungsteno aislado con teflon a excepcion de la punta Estos electrodos poseian 

un diámetro de 30 jim y su punta se coloco en la capa de los cuerpos celulares de las células 

piramidales de las áreas CA,, CA3  y giro dentado Los microelectrodos fueron colocados dentro 

de la cámara de registro y colocados en los sitios elegidos de la rebanada mediante un 

micromanipulador (Newport MX300R). con la ayuda de un microscopio (ático (Carl Zeizz) 

Las señales registradas fueron procesadas primero por el preamplificador Siendo 

filtradas con filtros de baja frecuencia (300 Hz) y de alta frecuencia (1 KHz), usando siempre 

una amplificacion de 50 X 100 y el filtro de 60 Hz En el osciloscopio la señal amplificada fue 

capturada y mediante el uso de un discriminador de ventana solo se registraron aquellas espigas 

que se mantenian constantes por un tiempo de 60 min La amplitud de la ventana la cual se pudo 

definir fijando un valor de voltaje minimo y máximo. fue determinada automaticamente por el 

programa de captura con base en el nivel de la señal registrada La velocidad de captura 

utilizada siempre fue de 8 KHz por canal Estas señales fueron enviadas a una computadora PC 

(Relisys), a la cual se le instaló previamente una tarjeta convertidora analógica-digital, para la 

captura y análisis de datos (Computerscope. R C Electronics) Asi, las graficas del análisis de la 

frecuencia de eventos contra tiempo fueron muestreadas cada 4 seg durante periodos de 15 

mai, grabadas y almacenadas en discos flexibles de 3 5" (2HD Verbatim), para su posterior' 

interpretación. Algunas de estas señales también fueron reproducidas en papel empleando un 

polígrafo Grass modelo P7, con una frecuencia de respuesta de DC hasta 25KHz 

Para inducir la actividad epileptogenica, se aplicaron trenes de estimulación eléctrica (60 

Hz, 2 seg, con duración del pulso de 100 useg) los cuales fueron proporcionados por un 

estimulador Grass S88, a través de electrodos bipolares de tungsteno (A-M Systems, Everett. 

USA) colocados en las colaterales de Schaeffer en el stratum radiatum de la zona CA, (Fig 5) 

El nivel de estimulación fue ajustado a cuatro veces el voltaje minimo necesario requerido para 

obtener espigas poblacionales en la region hipocampal CA,. de 0 5 mV en amplitud Para obtener 
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tal tipo de espigas poblacionales usualmente se requirieron trenes de estímulos de 8 a 10 V, 60 

Hz y 2 seg de duración Estos trenes de estimulacion fueron administrados en intervalos de 10 a 

30 min para asegurar una expresión completa de postdescargas sin que el tejido se encontrara 

en un periodo refractano postictal 

How 
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Fig 5 Diagrama de una rebanada de la region hipocampal-parahipocampal. donde 
se representa la zonas de estimulación y registro empleadas en el presente 
estudio. Se observa la región CA1 y CA3 hipocamapales, asi como el giro dentado 
(GO) y el subiculum (S) 

3.- REGISTROS INTRACELULARES EN CELULAS PIRAMIDALES DE LA REGION CA1  

Registros convencionales intracelulares fueron realizados utilizando microelectrodos de 

vidrio llenos con acetato de potasio 3 M Estos electrodos provenían de micropipetas de 

borosilicato potásico, estiradas en un flamometro (Sutter A8), hasta obtener puntas con 

impedancias de 70 a 100 ML A estos microelectrodos se les introdujo totalmente dentro de un 

alambre de plata clorurada, el cual estuvo conectado a la sonda de super alta impedancia (> 1 

G11, Headstage 1A, Axon Instruments, USA) Para fines de colocación esta sonda se fijó sobre 

un micromanipulador (Newport MX300R) que permitió desplazamientos hasta de O 1µm. 

Una vez colocado el microelecicodo se desplazó sobre la capa de células piramidales. 

monitonzando constantemente la diferencia de potencial entre este microelectrodo y el 

indiferente (un cable de plata clorurada, inmerso en la solución del baño) Cuando el 

microelectrodo se localizó en el espacio extracelular esa diferencia de potencial fue igual a O. sin 
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embargo una vez que el microelectrodo se localizo en el intenor de alguna celula se detecto una 

caida en el potencial, la cual fue proporcional al potencial de membrana de la célula que fue 

penetrada En este estudio se analizaron solo aquellas neuronas que mostraron un potencial de 

membrana mayor a -65 mV y que poseian una resistencia de entrada de la membrana mayor a 

40 Ilits/ Valores inferiores a los mencionados, sugirieron que las condiciones generales de estas 

células estaban decayendo 

La resistencia de entrada de estas celulas se calculó mediante la deflección de voltaje 

producida por pulsos de corriente hiperpolarizante (0 1-0 3 nA), de 50 mseg de duracion 

Aunque en muchos de los casos el potencial de reposo no cambió a través del experimento. 

oscilaciones pequeñas y aleatorias durante el periodo de lavado fueron compensadas 

manualmente cuando as i se requería 

Los efectos de los fármacos en los registros intracelulares se midieron sobre las 

respuestas sinapticas provocadas en el area CA, Para ello. las fibras de las colaterales de 

Schaeffer y comisurales fueron estimuladas con pulsos electncos (0 1-0 3 mA, 20-40 mseg. 

0 05-0 066 Hz), aplicados a traves de microelectrodos bipolares. conectados a una unidad de 

aislamiento y comente constante fotoeléctrica (Grass PES40) localizados en el stratum radiatum 

Los potenciales postsinapticos excitadores y los inhibidores fueron registrados en celulas 

piramidales de la región CA, utilizando un amplificador Axoclamp-2B (Axon Instruments. USA) 

Las respuestas evocadas fueron digitalizadas a 25 o 100 KHz con una interfase TL1 (Axon 

instruments. USA), dependiendo de si se estudiaban potenciales postsinapticos o potenciales de 

acción, respectivamente Estos datos fueron entonces analizados en una computadora 486 PC 

compatible (Digital. USA) usando el software de PClamp (Axon Instruments, USA) 

Se determino la máxima amplitud del potencial postsinaptico con respecto a la linea basal 

Esta linea basal se consideraba como el valor medio de la señal, tomada a través de una ventana 

de 2-5 mseg, precediendo al artefacto de estimulación Los datos fueron normalizados con 

respecto a los valores medios de las respuestas en un periodo control de 20 min, antes de la 

aplicación de los fármacos Los resultados se expresaron como medias • error estandar de la 

media. Las diferencias estadísticas entre los efectos provocados por los fármacos empleados 

se analizaron a traves del empleo de la prueba de ANOVA de uno o dos factores de repeticion y 

a través de la prueba t de Student de dos colas 

Los fármacos que se emplearon fueron melatonina. 5-metoxi-indol-ácido-acético. 

bicuculina. picrotoxina. clonazepam, flumazenil y GABA, todos ellos obtenidos a través de 

Sigma Chemicals (USA) 

Estos fármacos se disolvian en sus respectivos solventes en concentraciones que 
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oscilaron entre 10-9  y 10-4  se depositaron en un sistema de jeringas cuya salida, realizada por 

un tubo de silastic del no 27 se controlo a traves de una pinza manual Todos los tubos de 

sylastic se conectaron a un sistema de capilares de vidrio, incluidos dentro de un tubo de 

plástico el cual les proporciono el baño maria, que calentó hasta 35 'C la solución que contenia a 

los fármacos y que estuvo montado sobre un micromanipulador (Nanshige 432R), permitiéndole 

desplazamientos de hasta 1 un) La punta de los capilares de este sistema se visualizo a traves 

del microscopio por lo cual fue factible colocar esta punta en las inmediaciones de la celula que 

se estuvo registrando Al quitar la pinza manual, la solución que contenia el fármaco a una 

temperatura de 35 C, nula hacia la celula que se estuvo registrando a una velocidad de 100 ul 

por minuto. 
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RESULTADOS 

1 REGISTROS EXTRACEL ULARES FN ANIMALES INTEGROS 

Para esta fase experimental se utilizaron 81 ratas Catorce de estos animales recibieron 

una aplicación de vehículo y por lo tanto constituyen el grupo control Por otro lado 34 de estos 

sujetos recibieron la aplicación de ya sea 0 5 (n = 9), 1 0 (n = 9) o 2 0 mg/Kg (n = 16) de 

melatonina por via intravenosa . con lo cual se generan los grupos 2. 3 y 4. respectivamente 

Finalmente los restantes 33 sujetos recibieron una aplicación de ya sea 0 5 (n = 10), 1 0 (n = 12) 

o 2 0 mglKg (n = 11) de 5-metoxi-indol-acido-acetico tamben por via endovenosa 

El promedio de descarga de todas las celulas registradas en el hipocampo fue de 2 39 • 

0 63 espigasiseg con un rango entre 0 058 y 13 89 espigas/seg El 889,0 de estas neuronas 

mostraron descargas unitanas únicas. es  decir. potenciales de acción trifasicos con un patron 

negativo-positivo-negativo y un voltaje que oscilo entre 1 8 a 8 mV, lo cual proporciono una 

proporción espiga-ruido cercana a 6 1 Proporcion suficiente para realizar un buen nivel de 

discnminacion a traves de la ventana El 12% de las espigas registradas mostraron descargas 

tipo rafagas caracterizadas por la presencia de 3 a 4 espigas con la peculiaridad de que la 

primer espiga siempre fue la de mayor tamaño y las subsecuentes mostraron una reducción 

hasta que la ultima poseía aproximadamente el 60% del tamaño de la pnmer espiga (Fig 6) La 

duracion de las tres ondas que conformaban las espigas registradas. siempre oscilaron entre 

2 5 y 3 mseg y esta no presentó vanaciones por modificaciones de la frecuencia de descarga 

La aplicación de alguno de los fármacos utilizados en el presente estudio, sólo modifico la 

frecuencia de descarga, ni la duracion, ni el patron de las espigas observado se modifico por 

maniobra expenmental alguna. 

Las neuronas del hipocampo registradas mostraron una alta sensibilidad a los efectos de 

la melatonina La aplicación de esta hormona indujo efectos que fueron dependientes de la dosis 

y del tiempo transcumdo entre la administracJon del fármaco y la realización del registro Esto es 

los cambios observados en el último periodo de 15 minutos fueron diferentes a los encontrados 

en el primero Una dosis de 0 5 mg/Kg de melatonina modifico la actividad del 23 5 % de las 

espigas registradas. de este porcentaje el pnncipal efecto fue un incremento en la frecuencia de 

descarga, el cual se presento en el 21% de las unidades Mientras que solo el 2 5% restante 

mostro un decremento en este parámetro celular Por otro lado. la  aplicación de una dosis de 1 0 

mglKg, provoco una situación muy diferente Primero, en este caso el 84 4% de las neuronas 

mostró algún efecto en su frecuencia, de este total, el 80.5% redujo tal actividad, mientras que 
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solo el 2 9% la incremento Esto es la situacion fue opuesta a la encontrada con la dosis menor 

•Fig 6 Los registros extracelulares del hipocampo mostraron la presencia de dos 
tipos de descarga neuronal A descargas unicas trifasicas con duración de 3 a 4 
mseg y voltaje cercano a 1 mV B descargas en rafagas de 4 a 6 espigas con 
una reduccion paulatina en el voltaje Este tipo de descarga fue el menos 
frecuentemente observado 

En el caso de las unidades registradas despues de la infusión de 2 0 mgiKg. estas 

mostraron efectos en el 45 8% de las unidades analizadas El 18 2% de estas neuronas 

incrementaron su actividad y el 27 6% la decremento (Fig 7 y Cuadro 1) 

La intensidad de ios incrementos y los decrementos provocados por la melatonina 

fueron proporcionales a la dosis empleada. esto es. mientras mayor la dosis. la  intensidad 9 
duración del efecto fue mas importante Estos efectos se inciaron aproximadamente entre 1 y 3 

minutos despues de la aplicación de la hormona y perduraron un minimo de 30 minutos (Figs 8 y 

9) 

En terminos generales sin embargo los efectos depresores tendían a persistir durante 

mas tiempo que los excitadores Las respuestas inducidas por la melatonina siempre fueron 

monofásicas. es  decir una vez que la neurona mostraba un efecto depresor o excitador este 

efecto se mantenia durante todo el experimento (Cuadro 1), sin cambiar su direccion 

Considerando toda la poblacion de neuronas registradas bajo los efectos de la melatonina (n = 

34) y los 4 penodos de 15 minutos de registro encontramos que el 50 97% de toda la poblacion 
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fue sensible a los efectos de la hormona. por lo que el 49 03% no fue afectada en algun 

momento por este indol Del total de neuronas afectadas. apenas un 13 98% respondio con un 

incremento de su actividad, mientras que el 36 99% lo hizo a través de un decremento en su 

frecuencia de descarga 
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Fig 7 Histograma de frecuencias que relaciona el pocentaje de celulas afectadas 
por alguna de las dosis utilizadas de melatonina Se observa que la dosis menor 
provoca principalmente un incremento, mientras que las dos mayores inducen 
decrementos de la frecuencia de descarga 

Cuadrol Porcentaje de celulas tratadas con alguna de las dosis de melatonma empleadas y que mostraron 
cambios significatvos  en su frecuencia de descarga segun la prueba de McNemar 

el 

30 45 60 

. 

Control 14 1 1  2.3 , 96.6 1 4 1.3 97 3 1 3 2 3 

0 

96 4 1 4 2 1 

0 

mi 
96 5 

71 4 'MOL 0 5 9 11.1 11 1 ' 77 e 22.2 0 77 6 22.2 77 6 21 6 

"MEL 1 0 9 0 55 O 44.4 0 66 .9 11 	1 

50 

0 100 0 11 	1 

166 

77 5 

417 

11 	1 

417 *'MEL 20 16 1116 125 ese 25 25 125 314 563 

1 = incremento 1 a Decremento 	u Sin cambio 	MEL = Meiatonine 
• p e 0 05. p e 0 01, al compararlos con el control de acuerdo con la prueba de X2  

La aplicación del otro indol de le pineal. el 5-metoxi-indol-ácido-acético, provocó efectos 

similares e los inducidos por la melatonina Este indol fue aplicado en 33 ratas, lo que 

corresponde a 33 unidades. La sensibilidad de las neuronas hipocampales a este indol fue 
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mayor que la observada con respecto a la melatonina (Cuadro 2 y Fig 10) 
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Fig 8 El efecto mas frecuentemente observado despues de la aplicacion 
endovenosa de melatonina fue un decremento en la frecuencia de descarga Este 
efecto presento una latencia de entre 1 y 3 minutos y usualmente persistia 
durante todo el tiempo que se mantenia el registro 

Fig 9 Tambien la aplicación endovenosa de melatonina provocó incrementos en 
la frecuencia de descarga, sin embargo, este efecto solo se observo en el 
13 98% de las unidades registradas. Ademas este incremento mostro una 
duracion menor a los efectos depresores del indo) 
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Cuadro 2 La administración endovenosa de 5-metoxi-indol•3-acido.acbtico. modificó en mayor intensidad la 
frecuencia de descarga de las 33 neuronas hipocampales registradas En esta tabla se resumen el porcentaje de 
celulas afectadas de acuerdo a la prueba estadisficas de McNeman con respecto a tos 4 periodos de ieg,stro 

la dirección de tal efecto 

n 

15 1 30 
1 

45 60' 

. 

Control 

"5-MT 0 5 

"5-MT 10 

"5-MT : 0 

14 

10 

+1 

' 

1 	1 23 966 

42 8 

333 

1,  8 

14 

0 
•- 

111 

0 

1 3 

71 4 

55 6 

85 7 

97 3 

28 6 

33 3 

'4 3 

1 3 

0 

22 2 

0 

2 3 

42 9 

556 

100 

964 

57 1 

222 

0 

1 4 

14 3 

22 2 

0 

21 

28 6 

33 3 

100 

965 

57 1 

44 5 

O 

22 2 

715 

0 

35 

59 5 

82 1 

= incremento 	. = Decremento 	= Sin Cambio 5-MT = 5-metoxi-tndol-3-acrdo-acebco 
" p < 0 05. cuando se itampara con el grupo control empleando la prueba de A- 

Fig 10 Los efectos desencadenados por el 5-metoxi-indo1-3-ácido-acetico (5-
MT) fueron dependientes de la dosis Así, conforme la dosis se incremento se 
observó un incremento en el número de células que mostraron una reducción en 
su frecuencia de descarga, pero una disminución en aquellas que la 
incrementaron o que no respondieron a la hormona. 

En este caso en particular, se observa que esta hormona indujo algún tipo de efecto en el 

70 76% de las neuronas registradas. mientras que solo el 29.24% de las mismas no presento 

cambio alguno. del total de células que respondieron el 8.27% lo hizo a través de un incremento 

de su frecuencia de descarga, mientras que el 62 49% lo hizo por una reducción del mismo 

parametro Estos datos contrastan con los encontrados por melatonina, en los cuales el 50 97°.41 
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de las neuronas responden y el 49 03% no mostró cambio alguno Otra diferencia en cuanto a 

los efectos provocados por estos dos indoles es que los efectos provocados por el 5-metoxi-

indol-acido-acetico, fue la dependencia con respecto a la dosis que mostraron las células que 

respondieron a esta ultima hormona Esto es. los efectos depresores se incrementaron 

conforme se incremento la dosis del fármaco. mientras que las celulas que respondieron con 

una excitación se redujeron considerablemente con el aumento de la dosis. 

correspondientemente el numero de neuronas que no responde se reduce al incrementar la 

dosis (Fig 10) Al igual que la melatonina, la aplicacion endovenosa de esta hormona no 

provoco cambios en parámetros diferentes a la frecuencia de descarga. entonces. ni  la 

morfologia. la  duración o el tamaño del potencial de acción se modificó en presencia del 5-

metoxi-indol-acido-acetico También la dinámica de los incrementos o decrementos de la 

frecuencia de descarga. fueron muy similares a los observados con la aplicación de melatonina 

(Figs 8 y 9) 

2 REGISTROS EXTRACELULARES EN REBANADAS DE HIPOCAMPO-PARAHIPOCAMPO DE 

RATA 

Se analizo el efecto de la melatonina, GABA, bicuculina, picrotoxina, clonazepam, y 

flumazenil en 58 rebanadas de hipocampo-parahipocampo provenientes de 58 cerebros de rata 

La aplicación de trenes de estimulación a las colaterales de Schaeffer, primero indujo 

postdescargas primarias, las cuales progresaron en duración y complejidad con cada tren de 

estimulación sucesivo, hasta que alcanzaban un máximo en amplitud y duración, lo cual ocurrió 

en la mayoria de los casos entre el quinto y el séptimo tren de estimulación aplicado (Fig 11) 

Estas postdescargas pnmanas, fueron registradas en las tres zonas elegidas para registro, por 

lo que es posible que puedan encontrarse en todo el hipocampo Estas postdescargas primarias 

continuaron desarrollandose dentro de un evento que consistió de una fase de descarga inicial 

tónica seguida por un periodo de quiescencia, lo cual nuevamente fue seguido por una fase de 

descargas en rafaga o de potenciales simples tásicos, a la cual se le refiere como la 

postdescarga secundaria Algo importante de mencionar es que cada una de las regiones 

registradas dentro de la rebanada mostró una sincronía casi total con las otras regiones, durante 

cada una de estas fases 

El origen de este periodo silente entre la postdescarga primaria y la secundana. podna 

ser una reducción en la excitabilidad de la neurona piramidal, sin embargo, esta podría tambien 

ser consecuencia de una despolarización sostenida en un nivel tal que podria bloquear la 
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genesis de potenciales de accion Para resolver esta cuestion decidimos registrar 

intracelularmente a neuronas piramidales de la region CA 3, en forma simultanea a la estimulacion 

de estas colaterales de Schaeffer Los resultados nos mostraron que la fase quiescente en 

realidad es una fase de fuerte despolarización sostenida de estas neuronas hipocampales 

resultado de la estimulación repetida de estas colaterales (Fig 12) 
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Fig 11 Se muestra el desarrollo de postdescargas pnmarias y secundarias en 
las rebanadas de hipocampo-parahipocampo con la aplicacion repetida de trenes 
de estimulación en las colaterales de Schaeffer se muestra la respuesta de los 
estímulos 1, 6, 12 y 18 y los registros extracelulares en las regiones del giro 
dentado (GD), en la capa de células piramidales de la región CA 3  y CA, En cada 
caso la flecha está señalando el artefacto de estimulación correspondiente Se 
observa como la postdescarga primana incrementa su complejidad conforme se 
repiten los trenes de estimulacion y el desarrollo de un evento espontáneo 
secundario. el cual se presenta tiempo después de terminada la postdescarga 
pnmana 

Las postdescargas secundarias frecuentemente se transformaron en dos variedades 

distintas de actividad epileptiforme auto-sostenida. convirtiéndose ya sea en series de actividad 

espontánea ciclica, muy similar a la observada en los registros de actividad convulsiva ictal de 

intervalos cortos (cada 10-15 min), lo cual ocumó en el 45.6% de las rebanadas estimuladas o 

bien hacia una actividad con descargas epileptiformes continuas, las cuales podían durar mas 
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de 60 minutos (Fig 14) Esto ultimo se presento en el 54 4% de las mismas 
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Fig. 12. Registros intracelulares de una neurona piramidal de la región CA3  
durante un periodo silente, también conocido como penodo intenctal, donde se 
observa una importante despolanzación de esta célula, lo cual incluso reduce en 
su totalidad la probabilidad de generar potenciales de accion 

Como se observa en la figura 11, después del desarrollo de la postdescarga primaria, 

una postdescarga secundaria empieza a aparecer, usualmente entre el 6o y el 90 estimulo Esta 

postdescarga secundaria aparece entre 2 a 5 minutos después de la aplicación de tres 

estímulos y aunque inicialmente no posee mucha duración ni intensidad, esta empieza a 

progresar en forma muy significativa tanto en amplitud como en duración con la estimulación 

repetida (Fig 13),  

Fig. 13 En el estimulo 24. cuyo artefacto de estimulación se encuentra señalado 
por una flecha, tanto la postdescarga primaria como la secundaria se han 
incrementado significativamente La secundaria se presenta en forma altema con 
penodos de quiescencia, con una relación temporal muy similar a los periodos 
intenctales de las cnsis convulsivas. El 45 6% de las neuronas presentó tal 
actividad. 
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El desarrollo de la epileptogenesis progreso en forma constante y continua en medios 

que tuvieron concentraciones de Mg2* de entre 0 9 y 0 5 mM, sin embargo con concentraciones 

de 0 5 mM la actividad epileptogénica se indujo mucho más rápidamente, en estas condiciones 

esta actividad pudo observarse incluso después del 4o estimulo y la actividad fue 

considerablemente mas intensa y de mayor duración El disminuir la concentracion de Mg2*. no 

modifico sin embargo. el porcentaje de rebanadas que mostraron el tipo de descarga ictal o el 

patron de actividad continuo 

Fig 14. El 54 6% de las rebanadas registradas desarrollo como postdescarga 
secundaria, despues del 26avo estimulo, cuyo artefacto de estimulacion se 
señala con la flecha, una actividad auto-sostenida la cual era continua y 
constante durante mas de 80 minutos, con pequeñas oscilaciones que no 
mostraron un patron en especial 

La aplicacion de melatonina al baño de tejido en concentraciones que oscilaron entre 10-8  

y 10-6 redujo en forma considerable la presencia de ambos tipos de actividad epileptogenica tal 

como se muestra en la figura 15 En particular en esta rebanada, la apficacion de una dosis de 

10.8  de melatonina, aplicada después del estimulo 24 y despues de 8 minutos de iniciada la 

postdescarga secundaria, provocó a partir de aproximadamente 6 minutos una reducción de 

esta actividad epileptogenica Tales efectos se iniciaron en la region CA 3  posteriormente en la 

region del giro dentado y finalmente en la zona de CA, Una vez que el efecto de la melatonina se 

manifestó, solo espigas de esporádica aparición se observaron Sin embargo, una vez que se 

retiro a la melatonina del baño, por el cambio de solución, esta actividad eptleptogénica 
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Fig 15 La adición de melatonina al baño de la rebanada en concentraciones que 
oscilaron entre 10-8  y 10-6, redujeron en forma significativa la presencia de esta 
actividad epileptogónica Los efectos mostraron una latencia de entre 6 y 8 mm, 
siendo la región CA3  la primera en mostrarla Estos efectos son transitonos y 
dependen de la presencia de la melatonina en el baño, ya que la eliminacion de la 
misma. al  cambiar la solución de perfusión, induce nuevamente la apancion de tal 
actividad 

Por otra parle la adición de GABA en concentraciones que oscilaron entre 10-9  y 10 7. 

también provocaron efectos similares, aunque con una cinética diferente Inicialmente. la  latencia 

de estos efectos fue mucho menor que con la melatonina La administración de GABA en 

concentración de 10-7  reduce casi en su totalidad la actividad epileptogénica a partir de 1 a 2 

minutos después de su aplicación (Fig 16) 

Tanto cualitativamente como cuantitativamente el efecto del GABA sobre las espigas 

poblacionales fue mayor que el mostrado por la melatonina Ademas, la adición de la bicuculina 

en concentraciones desde 10-9  hasta 10-6  (Fig 16) o de picrotoxina (de 10-' hasta 10-a), ambos 

bloqueadores de receptores GABAA  revirtieron totalmente la inhibición provocada por la 
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administración del neurotransmisor. De igual forma, la eliminación del GABA de la solución de 

perfusión, provocó que la actividad epileptogénica de la rebanada regrese a las condiciones 

basales que poseía antes de la administración 

1 n'un 

Fig. 16. En una situación expenmental similar, la administración de GABA en una 
concentración de 10-7  después de la aplicación del estímulo 25, provocó una 
reducción de la actividad epileptogénica, con una latencia menor al efecto 
provocado por la melatonina. Esta inhibición, se reduce considerablemente 
cuando se añade al baño una concentración del 10-6  de bicuculina. Después del 
lavado, una nueva adición de GABA.provó el mismo tipo de inhibición el cual 
finalizó al eliminar al fármaco de la solución a través del lavado. 

En 8 rebanadas se analizó también el efecto del clonazepam, una benzodiazepina con 

propiedades anticonvulsivas clínicas,y experimentales bien documentadas, sobre este tipo de 

actividad epileptogénica generada por la estimulación repetida de las colaterales de Schaeffer 
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Los resultados de esta maniobra expenmental se muestran en la figura 17. 
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Fig. 17 En esta rebanada se muestra que después del estimulo no 25 se 
desencadenó un tipo de actividad auto-sostenida, característica de un estado 
convulsivo continuo. En estas condiciones la adición de clonazepam reduce 
considerablemente tal actividad Este efecto es bloqueado por el flumazenil un 
antagonista de receptores benzodiazepinicos. Una vez retirado el antagonista, los 
efectos del clonazepam volvieron a manifestarse Calibración, la barra horizontal 
equivale a 1 min, mientras que a barra vertical equivale a 500 µV 

Aunque la inhibición de este tipo de descarga por parte del clonazepam no fue total. los 

efectos_ se muestran significativos y son revertidos por el flumazenil o por el lavado de la 

preparación. Finalmente con este paradigma experimental se analizó el efecto de los dos 

bloqueadores de receptores GABAA, picrotoxina y bicuculina utilizados en el presente estudio . y 

del bloqueador de receptores a benzodiazepinas empleado, flumazenil, sobre la respuesta 

inducida por la aplicación de la ryalatonina ' os resultados de tal interacción se muestran en la 

figura 18. 
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1 min. 

Fig. 18. Registros representativos que muestran la ausencia de efecto de la 
bicuculina, la picrotoxina y el flumazenil, sobre la respuesta inhibidora de las 
espigas poblaciones provocada por la adición de una solución con una 
concentración de 104  de melatonina. Los efectos de esta hormona se indujeron 
sobre la actividad, autosostenida y de gran intensidad, provocada por el tren de 
estímulos 25, 26 y 27. Las flechas indican el cambio de la solución con el 
fármaco respectivo. La calibración honzontal corresponde a 1 min, mientras que 
la vertical a 500 jiV. 

En esta circunstancia, aunque la picrotoxina y la bicuculina antagonizan en forma muy 

significativa el efecto depresor de la administración de GABA, ambos fármacos no inducen 

efecto alguno sobre las acciones depresoras de la melatonina. Similarmente, aunque el 

flumazenil, también revierte los efectos depresores del clonazepam, su administración en 
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rebanadas de hipocampo-parahipocampo que muestran el efecto inhibidor de la melatonina. no 

modifica en forma significativa esta respuesta Estos resultados sugieren un efecto de la 

melatonina independiente de las acciones GABAergic.as descritas 

La figura 19 resume los resultados encontrados con los experimentos de registros 

extracelulares en rebanadas de hipocampo-parahipocampo En ella se observa que ni los 

bloqueadores de receptores GABA A. ni  el bloqueador de receptores a las benzodiazepinas 

modificaron la respuesta provocado por esta la hormona indólica de la pineal 

Fig 19 Histograma que resume los efectos de los diferentes fármacos 
empleados, sobre el número de espigas poblacionales inducidas por la 
estimulación eléctnca de las colaterales de Schaeffer El numero total de espigas 
obtenido durante 15 minutos en la situación control (CTRL). fue considerado como 
el 100% y fue el punto de referencia para comparar el numero de espigas. 
también durante 15 minutos, balo los diferentes tratamientos Se muestra que la 
aplicacion de GABA, clonazepam (CLZM) y melatonina (MEL) provocaron una 
reducción significativa (p < 0 01) de este parametro Sin embargo. la  aplicación de 
picrotoxina (PIC) y bicuculina (BIC) bloquearon los efectos de GABA. mientras 
que el flumazenil (FMZ) hizo lo correspondiente con los efectos del clonazepam. 
En el caso de la melatonina ninguno de los tres fármacos bloqueadores. 
provocaron algún efecto significativo sobre sus acciones 	= p<0 01 

REGISTROS INTRACELULARES EN CELULAS PIRAMIDALES DE LA REGION CA, 

Se realizo el registro intracelular de 34 neuronas piramidales de la region CA1  hipocampal 
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En promedio estas celulas manifestaron un potencial de membrana de -69 8 9 4 mV, con una 

resistencia de entrada de 58 9 12.4 Ms2, los cuales se mantuvieron fijos por al menos un 

periodo de 90 minutos En estos registros se analizó el efecto de los fármacos sobre los 

potenciales postsinápticos excitadores provocados por la estimulación de las fibras colaterales-

comisurales de Schaeffer y los cambios en el nivel del potencial de membrana inducidos por la 

aplicación de pulsos de solucion conteniendo los diferentes fármacos 

1 mV. 
5 mseg. 

Fig 20 La estimulación con pulsos únicos de las colaterales de Schaeffer 
provocó potenciales excitadores postsinapticos en la neuronas piramidales como 
el que aquí se muestra 

La estimulación elécthca con pulsos únicos (0.1 mA, 30 mseg) aplicados cada 30 seg., 

induce respuestas eléctricas intracelulares como las que se observan en la figura 20, en el 74 3 

% de las neuronas piramidales registradas En estos registros se observaron dos componentes 

bien diferenciados, uno de corta latencia, 1 2 t 0 04 mseg, de poca amplitud, 0 32 t 0 02 mV y el 

otro de mayor latencia 5 9 t 0.9 mseg y amplitud de 2.84. 0 6 mV El pnmero de ellos 

corresponde a la descarga de fibras aferentes, mientras que el segundo corresponde 

propiamente al potencial postsinaptico excitador 
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Fig 21 La adición del acido gama ameno butinco (GABA) en una concentración de 
10-6. reduce el tamaño del potencial excitador postsinaptico sin modificar la 
descarga de las fibras aferentes La acción de este neurotransmisor redujo el 
pico máximo hasta un valor del 24 5% del valor observado durante la situacion 
control. Este efecto fue bloqueado enteramente por la adicion de bicuculina 10-4  a 
la solución del baño Se muestra el promedio de 8 registros t el error estándar 

La adicion de concentraciones crecientes de GABA (10-9 a 10-4  M) a la spluoón del baño 

redujo en forma muy significativa el tamaño del potencial postsinaptico excitador La 

concentración inhibidora 50 (Clso) del GABA en este efecto fue de 1 352 X 10 -6  M. Por otra parte 

aunque la adición de GABA no modificó la latencia de la respuesta. la  duración de la misma si se 

encontró reducida, entre un 18 a un 63%, después de la administración de este 

neurotransmisor Una vez que los efectos del GABA se mostraron en toda su intensidad se 

procedió a la adición de bicuculina en varias concentraciones (10-y a 10-4  M) al baño la 

realización de esta maniobra expenmental bloqueo consistentemente el efecto provocado por el 

GABA, dosis de 10-4  M el bloqueo observado fue total, con lo cual la intensidad del potencial 

retomó a su condición onginal (Fig 21) Ni la latencia. ni  la amplitud o la duración de la onda de 

descarga aferente se vio modificada en alguna forma por la adicion ya sea de GABA o 
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bicuculina Cuando este mismo procedimiento expenmental se repitio pero ahora con la aplicación 

de Clonazepam en dosis de 10 - ' a 10-4  M, y utilizando flumazenil (10-6 a 10-4 M) como agente 

bloqueador se observo lo que se muestra en la figura 72 
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Fig. 22. Se representa el efecto del Clonazepam sobre la amplitud del potencial 
postsinaptico excitador registrado intracelularmente en las neuronas piramidales 
de la región CA1  hipocampal y provocado por la estimulación de las fibras 

	

colaterales de Schaeffer 	Esta benzodiazepina provocó una reducción 
importante de este parámetro, el cual fue bloqueado por la administrac(on conjunta 
de flumazenil Se muestra el promedio de 8 registros t el error estandar. 

También el clonazepam redujo en forma significativa el tamaño de este potencial, aunque 

con menos intensidad que el efecto provocado por el GABA En el caso de la bezodiazepina, el 

efecto máximo observado con la concentración mas elevada (10 -4  M) fue una reducción del 43 

4 8% y la Cl50  calculada de la curva dosis respuesta realizada fue de 5 7 2 6 X 10-5  M Este 

efecto es bloqueado también en forma consistente por el flumazenil (10-6 a 10 -4  M), lo que 

sugiere una acción mediada a través de receptores benzodiazepinicos Al igual con lo que 

ocurnó con la adición de GABA, la aplicación de clonazepam al baño de la rebanada no modificó 

en forma alguna, la latencia, duración o amplitud del primer componente del registro es decir, de 

la descarga aferente .  

En el caso de la aplicación de melatonina (10-8 a 10-4  M), el resultado fue muy diferente 

Con las dosis estudiadas no se modificó la amplitud, duración o latencia del potencial 

postsinaptico excitador: aunque con la concentración más alta de melatonina 
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empleada (10-4  M), se observo una reduccion del 29 O/ del potencial de las fibras aferentes Este 

efecto no fue modificado de alguna forma por la administracion de flumazenil o de picrotoxina o 

bicuculina 

Finalmente en 12 neuronas, analizamos el efecto de la aplicación, empleando una bomba 

de micropresión, de diferentes concentraciones (10-9 a 10-6 M) de GABA y melatonina (10-,  a 

10-3 M) sobre el nivel del potencial de membrana de las celulas piramidales de la región CA, La 

figura 23. muestra un resultado representativo de la aplicación de GABA en estas condiciones 

Fig 23. Cinco registros representativos del efecto de la aplicación de un pulso de 
0.1 µI. de 5 diferentes concentraciones de GABA (10-9  a 10.4  M) sobre el 
potencial de membrana de las células piramidales de la región CA, hipocampal. 
Cada aplicación provocó una hiperpolarización, la cual es directamente 
proporcional a la concentración empleada La onda positiva inicial, es 
consecuencia del artefacto provocado por el movimiento de la micropipeta al 
aplicar la micropresion. El pulso de expulsión tuvo una duración de 2 mseg 

Por otra parte, la aplicacion de melatonina no indujo cambio alguno significativo sobre el 

nivel del potencial de membrana de estas neuronas, incluso en concentraciones tan elevadas 

como 10.3  M. Las oscilaciones del potencial observadas durante la administración de melatonina, 

fueron muy similares a las observadas con la administración de solución vehículo 
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DISCUSION 

Los resultados del presente estudio muestran que el hipocampo es una estructura 

sensible a los indoles de la glándula pineal Además que en preparaciones de hipocampo aislado 

es posible generar, gracias a procedimientos de estimulación eléctrica, un tipo de actividad 

similar al observado en individuos que conductualmente muestran una convulsion Esta actividad 

se reduce considerable y significativamente por la aplicación de melatonina, de GABA o de 

clonazepam. Adicionalmente, estos efectos depresores pueden ser revertidos ya sea por 

picrotoxina o bicuculina, para el caso del GABA o por flumazenil para el caso del clonazepam 

Sin embargo, estos tres fármacos carecen de un efecto que revierta la actividad depresora de 

la melatonina. lo cual sugiere una acción en la que no intervienen mecanismos GABAergicos 

La sensibilidad a la melatonina ha sido referida por varios estudios, los cuales muestran 

que estos indoles de la pineal provocan cambios ya sea de indole bioquimico (123) o 

electrofisiológico (137) en el hipocampo Además muchos estudios recientes muestran que el 

hipocampo posee una distnbución importante de receptores a la melatonina (132). Aunque se 

desconoce el grupo celular hipocampal que posee tal receptor y la posible función en la que se 

encuentren involucrados (136). 

La aplicación sistema de melatonina o de 5-metoxi-indol-acido-acetico produjo todo un 

patrón de respuesta en la actividad unitaria de las nueronas del hipocampo de rata Para 

empezar, las neuronas hipocampales mostraron una mayor sensibilidad a los efectos del 5-

metoxi-indol-acido-acético que a la melatonina (70.76 contra 50 97%. respectivamente) 

Después, aunque los efectos fueron más claros depués de administrar el 5-metoxi-indol-ácido-

acético, en ambos casos los efectos excitadores se observaron con dosis pequeñas, mientras 

que la dosis más alta invanablemente se asocio con efectos depresores (Fig. 7 y'10). Finalmente 

la dosis que provocó un mayor efecto en ambos casos fue la de 1 0 mg/Kg de peso Debemos 

mencionar que la aplicación de los indoles de la pineal se realizo por vía endovenosa, por lo que 

desconocemos si estos efectos son consecuencia de una acción directa sobre las neuronas 

que registramos o bien son resultado de un efecto en una estructura intermedia que muestre 

eferencias hacia el hipocampo Esta estructura recibe aferencias de varias modalidades 

sensoriales como visuales, auditivas, somáticas y sobre todo olfatorias en animales inferiores 

como la rata (50) Estas conexiones sugieren su participación en funciones de índole asociativo 

como el control endócnno, la expresión de estados emocionales y en los procesos de 

aprendizaje y memona (103). 

Algunos estudio& electrofisiológicos muestran que la aplicación sistémica de melatonina 
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induce efectos en muchas estructuras las cuales poseen conexiones con una amplia gama de 

estructuras tal es el caso de la formacion reticular (83) y de algunas estructuras del sistema 

limb co (71), por lo tanto es muy posible que los efectos registrados en el hipocampo sean una 

combinación de acciones en varios sitios cerebrales Tanto la presencia de efectos en ambos 

sentidos. excitacion y depresion, como la falta de una linearidad en la relacion dosis-efecto en el 

caso de la melatonina. apoyan tal sugerencia Los estudios electrofisiologicos realizados en 

rebanadas de hipocampo-parahipocampo en el presente estudio. mostraron que el unico efecto 

observado por la administracion de la melatonina. fue una accion inhibidora Entonces es posible 

que los efectos excitadores. observados con dosis bajas de melatonina puedan corresponder a 

una accion inhididora sobre la influencia depresora que ejercen algunos grupos neuronales del 

hipocampo (112) En otras palabras se tratarla de una accion de desinhibicion, de ser este el 

caso, las células inhibidoras que responden a las dosis menores de melatonina, serian mas 

sensibles a estos indoles. que las celulas registradas. las cuales solo responderán a las dosis 

mas altas y lo haran con una inhibioón 

Los efectos provocados por el 5-hidroxi-indol-acido-acetico fueron aun mas intensos 

que los provocados por la melatonina Este indol se localiza casi en todas las estructuras que 

contienen melatonina (17) y ejerce muchos de los efectos fisiológicos que provoca esta 

hormona (73), y en algunos casos sus acciones son mas intensas (128) Por lo cual no es 

sorprendente tal hallazgo, aunque estos datos no han sido descritos a nivel de la actividad 

electnca del hipocampo 

Tanto la latencia como la duracion de los efectos de la melatonina y el 5-metoxi-indol-

acido-acético. son consistentes con los reportes que indican la vida media plasmatica y la 

latencia de los indoles para alcanzar estructuras cerebrales (64. 4) Los analisis 

computacionales de la cinética de la melatonina. han mostrado que este indol se distribuye en un 

sistema de tres compartimentos con vidas medias de 0 21 0 05, 5 97 r 1 11 y 47 52 8 86 mm 

Por otra parte el volumen de distnbucion y su depuracion renal reportados para la melatonina 

son del orden de 1,736 349 ml kg -1  y 25 1 .t 1 7 ml min-1  kg-1  respectivamente Además la 

entrada de melatonina dentro del liquido cefalorraquideo es muy rapida y alcanza un maximo a 

los 5 minutos. mientras que su remoción sigue un patrón de dos compartimentos 

con vidas medias de 16 5 	2 9 y 47 3 !- 8 6 min. La tasa de concentracion liquido 

cefalorraquideoiplasma fue de 0 38 en el estado estable (30 min) Además, después de 2 min de 

su administración. el nivel de melatonina en el cerebro fue de 3 8 veces mayor que en el liquido 

cefalorraquideo Treinta minutos después de su aplicación, la concentracion de melatonina es 

aun elevada Estos datós muestran que la melatonina posee una poca pero rapida penetracion 
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de la sangre hacia el sistema nervioso central (63. 127). En el presente trabajo, los efectos de 
estos indoles sobre la actividad eléctrica del hipocampo se iniciaron entre 2 a 4 minutos despues 

de su aplicación (Figs 8 y 9) y dependiendo de la dosis. los efectos se mantuvieron en 

ocasiones después de 60 minutos de registro Estudios recientes muestran que la melatonina 

marcada puede permanecer en estructuras cerebrales hasta después de 48 horas de su 

administración (6) Estos datos farrnacocinéticos son indicativos de que los efectos observados 

en el presente trabajo representan realmente una accion de los indoles de la pineal sobre el 

hipocampo dorsal y también sugieren que los efectos anticonvulsivos observados despues de la 

aplicación intrapentoneal o intravenosa de melatonina. pueden resultar como consecuencia de 

un efecto en esta estructura cerebral 

Los efectos electrofisiológicos observados al administrar melatonina sobre las células del 

hipocampo, también fueron analizados en una forma directa por el empleo de rebanadas de 

hipocampo-parahipocampo Esta preparación ha sido ampliamente estudiada en el cemimiento de 

vanas sustancias y farmacos anticonvulsivos (59, 95) La peculiaridad de la misma consiste en 

su capacidad para generar una actividad eléctrica auto-sostenida por efecto de estimular 

repetidamente las fibras colaterales de Schaeffer Estas colaterales constituyen una 

ramificación axonal del axón de las neuronas piramidales a través del cual estas neuronas 

influyen sobre la actividad de otras neuronas piramidales. es  decir, estas colaterales 

proporcionan una retroalimentación excitadora de algunas neuronas piramidales sobre otras 

neuronas piramidales (44) 

Para realizar un análisis experimental de los mecanismos involucrados en la génesis de 

las crisis convulsivas, se ha desarrollado varios modelos experimentales que involucran la 

participación del hipocampo, entre ellos se encuentran modelos farmacológicos (69, 72) y los 

modelos basados en la estimulación electrice (61, 126) En estos modela las descargas 

electrofisiológicas registradas son muy similares ala progesión electrográfica clinica vista en 

pacientes epilépticos (134) 

El modelo de crisis convulsivas utilizado en el presente estudio fue desarrollado por 

Heinemann y cols (31). Esta preparación mantiene las conexiones entre el hipocampo y las 

áreas adyacentes parahipocampales y corticales Cuando esta preparación es perfundida con 

una solución que no contiene Mg2., se desarrollan descargas epileptogenicas espontáneas. 

auto-sostenidas y de larga duración (52) La actividad generada de esta manera, parece tener 

su ongen en áreas corticales con una participación pasiva y limitada de estructuras 

hipocampales, debido a que esta actividad persiste en la corteza entorhinal si se efectua una 

transección de las fibras presinapticas hipocamales (52). Sin embargo, cuando en lugar de 
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generar esta actividad epileptogenica por reducir las concentraciones extracelulares de Mg1  se 

lleva a cabo por la estimulación electnca de las fibras colaterales de Schaeffer en un medio que 

contiene las concentraciones fisiologicas de Mg2 .. entonces se genera una actividad 

epileptogenica de origen hipocampal, la cual es sensible a los efectos de bloqueadores 

GABAergicos (94) En este modelo la actividad epileptiforme, consecuencia de la aplicacion de 

trenes de estimulacion en colaterales de Schaeffer se genera primero con una descarga 

primaria seguida por una secundaria despues de un periodo silente registrado extracelularmente 

(Fig 11) Inicialmente la latencia entre ambas descargas son largas entre 10 y 30 minutos 

aunque posteriormente este tiempo se reduce considerablemente hasta fundirse ambas 

postdescargas Después de 7 a 9 estimulos en el 65-70% de las rebanadas esta actividad 

progresa hasta un actividad sostenida de larga duracion (usualmente mas de 3 horas) La 

principal ventaja de esta preparacion consiste en la ubicacion de los fenomenos plasticos que 

ocurren durante la genesis de esta actividad Estos es. la estimulacion de las collaterales de 

Schaeffer induce cambios plásticos en las sinapsis que estas neuronas realizan con otras 

neuronas piramidales, lo cual vuelva a activar estas colateral para afectar a otras neuronas 

piramidales. las cuales en turno estimulan nuevamente a las iniciales. con lo que se establece un 

ciclo qije culmina con la génesis de esta actividad auto-sostenida (94) 

Este modelo, el cual implica directamente a las neuronas piramidales como los sistemas 

que generan esta actividad epileptiforme, resulta implicitamente de enorme utilidad para el 

analisis de los mecanismos y de los sistemas de neurotransmisores que en condiciones 

fisiologicas modulan la excitabilidad de estas células Por ejemplo los sistemas GABAérgicos son 

fundamentales en esta actividad (131). Por lo que decidimos utilizar este modelo en la busqueda 

de una mecanismo de accion de la melatonina para sus efectos anticonvulsivos 

Algunos estudios muestran que las microinyecciones de melatonina dentro de la corteza 

temporal del conejo inhibe la actividad eléctnca espontanea. induciendo ademas un efecto 

agonista sobre la accion depresora del GABA. lo cual indicaba un sinergismo de los efectos 

inducidos por ambas sustancias (117) Estos resultados fueron la base para sugerir que la 

melatonina podria tener un sitio de unión dentro del complejo GABA-receptor. el cual se sabe que 

expresa varios sitios hacia diversas sustancias. como los barbitúricos o las benzodiazepinas 

(133) Esta posible interacción, de la cual no se tienen aún evidencias definitivas experimentales. 

ha dado ongen a vanos estudios especulativos sobre los efectos de esta hormona (36) 

En el presente estudio se mostro que la adición de GABA a la solucion de perfusion 

reduce en forma consistente y efectiva tanto las descargas primarias corno las secundarias 

originadas como consecuencia de la estimulación eléctnca de las colaterales de Schaeffer (Fig 
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16) Este efecto el cual se inicia dentro de los 15 segundos despues de iniciada la perfusión del 

neurotransmisor, es bloqueado por la administración de picrotoxina o bicuculina, ambos 

bloqueadores de recepores GABAA  (27), lo cual es sugerente de una acción mediada por este 

tipo de receptor Después de la aplicación de GASA la actividad se redujo casi en su totalidad y 

después del lavado ésta retornó en una forma muy similar de como ocurría antes de la 

aplicación. 

También la aplicación de melatonina provocó una reducción de la actividad 

epileptogénica, con vanas diferencias con respecto a las acciones de GABA Primero su efecto 

se presentó con una latencia de entre 6 a 9 minutos despues de la aplicación (Fig. 15), 

segundo, su acción inhibidora no fue total como en el caso del GABA. ya que siempre se mostro 

una actividad basal de fondo y tercero, ni la bicuculina, ni la picrotoxina modificaron de alguna 

forma esta respuesta. Estos datos son indicativos de que los efectos mediados por la melatonina 

son independientes de los mecanismos GABAérgico celulares de las neuronas piramidales Si la 

melatonina actuara sobre un componente del complejo GABA-receptor, seria de esperarse una 

reducción del efecto de esta hormona, por una acción de los bloqueadores de receptores 

GABAergicos Adicionalmente, se mostró que la aplicación de clonazepam, la benzodiazepina 

más utilizada en el tratamiento de padecimientos convulsivos en humanos, y la cual actúa a 

través del complejo GABA-receptor (27), también deprime. aunque solo parcialmente, esta 

actividad epileptogénica. Estos efectos fueron bloqueados por el fiumazenil, un antagonista de 

este tipo de receptores benzodiazepínicos encontrados en el complejo GABA-receptor (27) En 

el presente trabajo, la aplicación del flumazenil no provocó cambio alguno sobre la inhibición de la 

actividad epileptogénica inducida por la melatonina. En su conjunto estos resultados son 

indicativos de un efecto de la melatonina no mediado ya sea por receptores GABAérgicos o a 

través del complejo GABA-receptor 

Los resultados obtenidos de los estudios de registros intracelular en células piramidales 

de rebanadas de hipocampo, también sugieren dos mecanismos de acción independientes La 

administración de GABA reduce en forma muy significativa el potencial postsináptico excitador, 

provocado por la estimulación de las colaterales de Schaeffer (Fig. 21) El valor de este potencial 

registrado cuando se perfunde una solución que contiene 10-6 M de GABA se reduce hasta en 

un 80%". Este efecto es claramente bloqueado por la adición de bicuculina o picrotoxina al baño, 

o por la remoción del GABA de la solución de perfusión. Por el contrario la adición de 

melatonina, en concentraciones de hasta 10.4  M, no induce un cambio significativo en este 

potencial excitador postsinaptico, lo cual sugerirla una acción presinaptica, no directa sobre la 

membrana de las células piramidales. Además, cuando se registró el efecto de estos fármacos 
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sobre el nivel del potencial de membrana de estas celulas se mostro que en todas ellas el GABA 

provoco un incremento del valor negativo del potencial de membrana con lo cual hiperpolarizaba 

a la neurona. reduciendo con ello su excitabilidad En las mismas condiciones. la adrninistracion 

de pulsos de solucion que contenian soluciones con diversas concentraciones de melatonina, no 

provoco efecto alguno sobre este potencial de membrana Estos resultados sugieren la carencia 

de un efecto de la melatonina sobre las celulas piramidales en el hipocampo, y probalbmente le 

adjudiquen una accion presináptica sobre otros componentes celulares, aunque estos 

resultados no descartan del todo una accion postsinaptica La carencia de una efecto de la 

melatonina sobre las células piramidales es un hallazgo importante si se considera que esta 

htpotesis es utilizada frecuentemente para explicar muchos de los efectos inducidos por la 

melatonina (87) 

Excluyendo estas posibilidades es probable que la melatonina actue en sistemas de 

neurotransmisores excitadores modulando su actividad Por ejemplo, la participación de los 

sistemas que utilizan glutamato en la genesis y propagación de esta actividad ha sido sugendo 

consistentemente (65, 80) Ademas, en el presente estudio el unico parametro afectado en el 

registro de los potenciales excitadores postsinapticos registrados fue la onda inicial del registro 

la cual corresponde a las descargas de fibras aferentes, las cuales parecen tener su origen en 

los sistemas glutamatérgicos del hipocampo (24) La posible interacción entre los sistemas que 

utilizan glutamato como neurotransmisor, mediada a traves de receptores NMDA y la melatonina, 

aún no es clara Sin embargo, se sabe que estos receptores son modulados a través de la 

concentraciones de radicales libres por un sitio redox (48). y que la melatonina es un excelente 

fijador de radicales libres (99), con lo cual podria complementarse tal acción Esta es una 

posibilidad que debe de analizarse como continuación de los presentes estudios 
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