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Los lhonihres deben de saber que el cerebro es el responsable exclusivo de las ulegrias. placeres.
risa v diversion, v la pena, afliccion. desaliento y las lamentaciones. Y gracias al cerebro. de
mancera especial. adquirimos sabiduria y conocimientos. v vemos. oimos v subemos lo que es
repugnante v lo que es bello, lo que es malo v lo que es bueno. lo que es dulce y lo que es
insipido... Y gracius a este organo nos volvemos locos y deliramos, v los miedos v 1errores nos
asaltan... Debemos soportar esio cuando el cerehro 1o esta sano... Y en este sentido soy de -la

opinion de que esta viscera ejerce et el ser hinmano el mayor poder.

Hipocrates. Sobre lus enfermedades sagradas. siglo IV a. C.
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Lista de Abreviaiuras

I. LISTA DE ABREVIATURAS

ANADEVA
ACTH*
ATP
AMPA
BHE
DS
EPSPs*
GP
GSCS
HIOMT
S-HT
IPSPS*
LCR
LCRA
LTD*
LTP*
MEL
NAT
NMDA
SN
SNA
SNC
SNP
TRH*
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Analisis de Varianza
Hormona Adrenocorticolropica

Adenosin-5"- trifosfato

a-amino-3-hidroxil-3-mctil-4-isoxazol-propionato

Barrera Hematoencelalica

Desviacion estandar

Potenciales Postsinapticos Excitadores
Glandula Pineal

Ganglio Simpatico Cervical Superior
Hidroxiindol-O-mietiltrasnferasa
S-Hidvoxitsiptamina

Potenciates Postsinaplicos Inhibidores
Ligquido Cefalorraquideo l
Liquido Cefalorraquideo Antificial
Depresion de Largo Plazo
Potenciacion a Largo Plazo
Melatonina

N-Aceliltransferasa
N-melil-D-asparlato

Sistema Nervioso

Sistema Nervioso Aulonomo

Sistema Nervioso Central

Sistema Nervioso Periférico

Hormona tirotrépica

* por sus siglas en inglés




Introduccion

1. INTRODUCCION

La melatonina (MEL) es una harmona scerelada por la glandula pineal (GP) durante la
escolofase del ciclo dia-noche. Se planied que la MEL tiene un efecto sobre las neuronas del
hipocampo por accion en los receplores MT2 a MEL, receplor prevalecicnle en ¢sta region. Hasta
la fecha no se tiene claro el mecanismo de 2ccidn por el cual fa MEL lleva a cabo sus efectos
fisiologicos; y con el {in de conocer 1al mecanismo, realizamos un cstudio preliminar
electrofisioldgico en rebanadas del hipocampo de cerebro de rata, donde observamos el efecto de
la MEL sobre la transmisidn sinaptica glutamatérgica. La transmision sinaptica, permile a las
células del Sistema Nervioso Central (SNC), comunicarse eficientemente entre ellas. Esta se
realiza a través de contactos funcionales entre las neuvonas, denominado sinapsis. La sinapsis
quimica permite la comunicacién celular por medio de la secreciéon de neurolransmisores por
parte de la neurona presinaptica, produciendo posleriormente, el flujo de {a cormiente en la
neurona postsindptica, por la activacion de receptores especificos. En ¢l hipocampo, ¢l principal
neurotransmisor de tipo excitador que media la comunicacion entre las células piraniidales de la
region CAl, es el glutamato. Este actia mediante la inleraccion de receptores ionotropicos
(NMDA) y metabotropicos (AMPA y Kainato). En esla estructura, se han descrito también varias
sustancias capaces de modular la comunicacion sindptica glutamatéreica entre las células
piramidales durante procesos fisioldgicos. En el presente proyecto se analizaron los efectos del
adenosin-5’-trifosfato (ATP) y la MEL sobre la transmisién sindplica excitadora cn newronas
piramidales de la region CAl en hipocampo. EI ATP se ha descrito como una sustancia
neuromoduladora del Sistema Nervioso Periférico (SNP) y en Ja unidn newomuscular, cs
liberado con acetilcolina y glutamato en varias partes del cerebro. incluyendo la corteza, cercbelo
¢ hipocampo recientemente sc la ha involucrado en la proteccion del hipocampo. duranie

procesos hipéxicos. Actualmente, sabemos que la MEL cjerce varios efectos ncuromodutadores.

lo"
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Introduccion

Los objetivos del presente proyeclo fueron 1) implememar Ja melodologia de rebanadas de
hipocampo de rata en el laboratorio de Neurofarmacologia y 2) comprobar la eficacia del modelo
utilizando ATP y MEL para determinar el efecto de eslas sustancias sobre la transmisidn
sinaptica glutamatérgica en la region CAl de rebanadas del hipocampo de rala. Este estudio nos
permitira conocer la relacion existente entre el glutamato y dos sustancias que modulan la

comunicaciéon neuronal.

Facultad de Quimicea. UNAM
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Anoocdoimics

L ANTECEDENTES
LI GLANDULA PINEAL

La glndulay pmeal {GF) o “epifisis coveluy ™ w2 describio por primicrs ves en el ann
128 o O, por Heralilo™ anatomista Alejandring, quien la relaciond con las Tunciones
reguladorus de la memosia, En el siglo 11, Galeno la relaciond  con los nadulos linfoticos v
postznorente Descartes en el siglo XYL, consuberaba gue by pineal cantralaba el Nope del
“esgiritu animal” por movimienios a ravés de onervios molores. ¥ ode esia maners
inMuenciaba fmnbién, en bos movinuentos genemles del cuerpo (fig. 15 De ahi que se
conisiderara la ubicacidn del alma en la GP, idea gue prevalesd durante 750 anos™ ™,

El ombre aciual de la GP Tue propuaesia por el anaonnstia bnglés Thomas Cibhson

(en: the anatomy ol buman bodies epiiomized ~ 16827 del latin “pineus™, va que su fonna

£ Seregame @ una pita de conifera’’

Fige. |, Faguensa representative de la G1%, realiendn por Hene Bescarios on D6dn™.

Facuiind wle i, 11 AM 4



Anlecedentes

En 1880 Ahlbom y de Graaf*™ inician la investigacion sistemalica de la GP en
mamiferos y cn 1943 Bargmann propone gue la regulacion de la GP via Sistema Nervioso
Central (SNC)''

Sin embargo, fue hasla la década de los afios 50 cuando se inicio su estudio
sistemalico con la identificacion por Lerner v cols., de un compuesto pineal, la melatonina
(MEL). llamada asi por su semejanza funcional con la melanina, debido a que es capaz de
producir ta aclaracion de la piel de los renacuajos por la acumulacién de melanina alrededor
de los melanoforos®™ ¢,

La MEL tiene la capacidad de producir dishntos efecios endocrinos y conduciuales
en mamiferos y veriebrados inferiores. Con estos hallazgos bioquimicos v fisioldgicos
establecieron que en mamiferos, incluido el hombre, se sintetizaba la MEL en funcion de la
iluminacion ambiemal, es decir, por un sistema de regulacion (otoneuroendéerino™® ** 7.

En 1965 Hoffman y Reiter™ mostraron el papel que ejerce la GP en la regulacion
lotoperiodica de la conducta reproductora del hamster. En la misma década Wurlman y
Axelrod acuiaron para esta propiedad en nombre de “transductor neuroendocrine™. es
decir. es un érgano que convierle un impulso eléctrico neural provenienie de la retina en
una respuesta endocrina; la MEL™ ™,

En general la GP es una estructura epitalamica rodeada por el sistema venltricular
cerebral que esta presente en lodos los vertebrados. a excepcion del armadillo y cocodrila®.
En especies, como los reptiles, ¢} parénquima de la GP csia conformado por células
fotoireceploras organizadas de tal manera que sugieren una funcién hasicamente sensorial,

aunque tiene la capacidad secretova (lvansductor fotoncural). En las aves. los

fotorreceplores pincales ticnen la capacidad de transformar la energia luminica en respuesta

Facultad de Quimica. L'NAM 3



Anlecedenles

secrelora (transduclor fotoenddering). En mamifleros. la GP tiene una funcién endocring v
carece de folorreceptores tipicos (lransductor neurocndocring). ¢s decir picrde su propiedad

<. 26,1

. . - 3 s
folorreceptiva y la conexion se producc ¢n [ retina neural” ".Por lo gue se ha propuesto
que la funcidn endocrina y secretora, esla estrechamenle relacionada con los cambios
hormionales en las diversas especies. Exislen evidencias de su participacion en la regulacion

5 : : ¥ . i d A &
de la funcion de diversos reanos como: hipotalamo. hipéfisis, suprarrenales y gonadas™

por lo tanto se designa a la GP como neuroiransmisor endocering™.

1.1.1 ANATOMIA

La GP de los mamiferos es una pequena estructura lenticular intracraneai unida por
un (allo a} techo de tercer ventriculo entre la comisura posterior por arviba del vecho del
mesencéfalo, ubicada enlre los tubérculos cuadrigéminos superiores, lo que le proporciona
acceso directo al liquido cefalomaquideo (LCR)'" (fig. 2).

Embrioldgicamente, la GP se desamolla a partir de la porcién media del
prosencélalo donde origina la placa del 1echo diencefilico, la porcién mas caudallde este se
abulta dorsalmente y forma un diverticulo cuvas paredes engruesan hasta ocupar
gradualmente la cavidad que constituye a la GP. la cual alcanza su maximo desarroblo en la
etapa postnatal y posieriormenie presenta cambios regresivos'’.

En la rats, lo GP es una estructura hipotalamica en forma de esfera, reside en la
parte mas poslerior del cerebro y en la linea media. por debajo de fa confluencia del seno
venoso sagital con los scnos venosos laterales. descansando sobre los coliculos superiores y

y
opucsta al cerehelo™.

Facultad de Quimica, INAM O



Antecedentes

Cuerpo

Calloso

Nl Ventriculo ™ ™ Epifisis
-

Fig. 2. Localizacién de la GI* en ¢l humano, dicha glindula estd unida 2l techo del tercer
ventricuto™.

La GP esta constituida por dos clases de células™: las neuroectodémicas,
conlenidas en el diverticulo del techo del tercer ventriculo donde origina dos tipos de
células: tos pinealocitos y la glia, por olro lado se encuentran las células mesenquimatosas
de la piamadre que reviste el diverticulo, las cuales derivan en fibroblastos que constituven
la capsula, trabéculas y tabiques que subdividen a la GP en ldbulas™. El aspecto de estos
I6butos varia de acuerdo a la especies de que se (rate, consislen en conjuntos de
pincalocitos y células neurogliales separadas por trabéculas irregulares y tabiques
incompletos de tejido conectivo, ¢l cual lleva un abundante riego capilar proveniente de {as
arterias coroides posieriores''®. Con la edad se acumula en la GP residuos de material
calcificado (arenilla cerebral), compuestos principalmente por carbonatos y fosfalos de
calcio, indicio de un fendémeno degenerativo'®”.

El parenguima de la GP esta constituido por pincalocilos los cuales representan el
§5% de lu masa pincal y cuya luncion es scerctora’. Son células de gran lamano v
nucledtos destucados. su citoplasma presenta ciimuios de material baséfilo (RNA y DN A),

ademas contiene upa gran canbidad e mitocondrins y sitios de ulmucenamicnlo de

I-'ncnIInT(IL'_Quimlu:l. UINAM ) —= :



Antceedenles

productos de seerceion. El endotelio de la GP es fenestrado, permitiendo asi la salida y
entrada de moléeutas relativamente grandes desde y hacia el espacio inlersticial de la GP™
6‘1.

1.1.2 COMPOSICION BIOQUIMICA

En los mamiferos fa GP contiene altas concentraciones de Cu", Mg™ y Zn®' en
comparacion con otras regiones del cerebro'", esto se debe, por un lado a su relacion con
las enzimas contenidas en la GP, y por otro lado, a su asociaciéon con pigmentos y
concreciones conocidas como depdsitos calcareos™.

Alrededor del 3-10 % del peso de la GP esta constituido por lipidos que conforman
la fruccion lipidica y mas del 50% de ellos son fosfolipidos™, los cuales se encuentran en
forma de pequenas gotas alrededor del niicleo. Se ha observado que en animales expuestos
a Ta luz continua disminuye notablemente la cantidad de lipidos™, efecto que es blogueado
al scccionar los nervios dpticos, lo cual demuestra la regulacion circadiana del
luncionamicnto de la GP'™,

Sc ha observado la presencia de algunos carbohidratos como el dcido neuraminico y
el dcido sidlico. los cuales fonman panes de lipidos, polisacaridos y mucoproleinas
focalizadas en el glucocalix de la membrana celular’™. Otro compuesto présen!e que es
importante para ¢l almacén nutritivo de tos tejidos aniimales, es ¢l glucégeno, el cual sufre
un decremento importante en su concentracion en ralas expuestas a la luz continua.

Por lo que respecla a los aminodcidos son importantes las concentraciones de
ayuellos suseeptibles de donar un gropo metilo requerido en la hiosintesis de la MEL y
principalmente la presencia de una gran cantidad de triptéfano circulante el cual es captado

3 24
por el pinealoeiio™.

Faculiad de Quim:':-l‘_llN;\_ll\E S



Antecedentcs

Aungue la principal hormona secretada es la MEL, la GP posee las enzimas
necesarias para el melabolismo de diversos indoles del tipo de la MEL como son: 5-
acidohidroxi-indol-3-acético, S-hidroxi-triptofol o S-metoxi-triptofol y serotonina® -
Ademas la GP conliene una exlensa variedad de sustancias neurotransmisoras como
adrenalina, histamina, dopanina, oclopamina, y somastostatina, (el factor liberado de la
tirotropina), los cuales son péptidos hipotalimicos y un péptido (nico que es |a vasolocina.
andloga a la vasopresina y a la oxilocina. De las numerosas sustancias bioldgicamente

activas presentes en la GP. la MEL ha sido estudiada mas intensamente™’.

1.1.3 FISIOLOGIA

La inervacién de la GP provienc del ganglio simpalico cervical superior (GSCS) del
Sistema Nervioso Auténomo (SNA), donde se ha demostrado que las terminaciones
nerviosas legan directamente a los pinealocitos. La actividad enzimélica que mterviene en
la sintesis de serolonina y MEL en la GP esta controlada por estimulacion beta-adrenérgica
del pinealocito™ .

La via de inervacién de la GP es la que conduce al estimulo foténico que proviene
de la retina, los impulsos nerviosos que proceden de la retina y van hacia la GP llegan al
cerebro a través del taclo retinohipolalamico que ternuna en el niicleo supraquiasmanco

SLRLECp A informacion nerviosa es wransferida desde el nicleo

del Nipotalamo
supraquiasimatico hacia el segmento toracico de la médula espinal por una via que se
proyecta caudalmente a las areas periventriculay y (uberal del hipotalamo lateral v

lalmente  ncuronus de  csta  localizacion establecen concxion con  la  columna

intermediolateral de la médula cervical, desde donde sc originan las fibras preganglionares

facultad de Quinnica, LUINAM b



Anlccedenles

que terminan en el GSCS conformando el nervio conario™ ¥ “(fig 3).

Hay evidencia de Ia cxistencia de oiva via de inervacion de ta GP, consislente en
peguenas Nbras de origen también sonpdlico que llega a ella a través del tallo, el cual
parcce contencer fibras de la comisura habenular y la comisura posterior en varios
muml’l‘c.ros"".

En los mamileros, la funcién de la GP no se ha establecido por completo. Existen
trabajos donde se le atrtbuyen diversas funciones tales como su parlicipacion en la
maduracion posinatal del cerebro™. en la regulacion del metabolismo en general'® y en la
termorregulacion®, para lo cual se ha sugerido la existencia de una regulacién bidireccional
entre la GP y el sistema hipofisis-hipotalamo en los mamiferos™ "

Esto nos indica que la principal funcién de la GP es proveer a los drganos
endocrinos. a través del eje newroendocrino de la informacion necesaria sobre el estado
ambiemal, en especial de la iluminacion ambiental; esta informacién es ulilizada para
ajustar acordemente la actividad del gje hipotalamo-hipofisiario™ *'***,

Especificamente, se le atribuye una funcion secretora, ya que desde el punto de vista
metabalico los pinealocitos son muy aclives v secretan dos suslancias serotonina y MEL,
de estroctura semejante, sin cmbargo, ne secretan ambas simultaneamente®.

Por lo 1anto, la caracleristica fundamenial de 1a GP es su capacidad para producir y
sceretar hormonas de acuerdo al pairén fotoperiadico™ '*; en el cual la luz juega un papel
supresor. En consecucncia durante la ccotofase la concentracion de MEL proviene de la GP
alcanzando su maximo nivel (30-30pg/mLY. mientas que en presencia de luz ambiemtal. se
reduce tanto la produccion come la secrecion' (3ne/mLy (g, 4). Esta asociacién entre la

funcion de T GP y el (otoperiodo es indicactivo del papel gue jucga la GP en la regulacion

Facultad L‘L‘)’({llilhici\. UINAM 10



Antecedentes

de las variaciones fotoperiodicas y estacionales en las funciones de los seres vivos™ *®,

ldcleo lntermedio Lateral
de la Médula Espinal

Fig. 3. Mecanismo de accitn de la luz sobre la GP*.

En ratas y en himsters hembra, el deficit de MEL provoca hiperfuncionamiento
gonadal, ya que tiene un efecto directo sobre el hipotilamo y ejerce un efecto
antigonadotropico, o bien la pinealectomia origina desarrollo sexual precoz, ya que

probablemente inhibe en forma directa la secrecion gonadal'™ % %

Faculitad de Quimica, UNAM 11
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Fig. 4. Variacian de las concemtraciones de las enzimas de la G1° responsables de la sintesis de
. o ] 5 =
MFL, las cuales siguen un ritmo circadiano oo las ratas”,

En amnmules neonalos no puede sinlelizavse, sin embargo, sc ha demostrado que la
MEL matema es wansporioda a través de la placema™ y la leche. donde juegs un

" . a7 - .
impartanie papel en la maduracian sexual”, ncluse en el humana se e aldiboye

Lov alennas cspecies sc ha demosirado un elccto en la GP sobwe la troides, pucsio
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que da exposicion de un animal o oscuridad continua causa hipertrofia de la GP con
depresion de la funcion tivoidei. clcclo que se consigue lambién mediante 1a administracion
de MEL. micniras que la exposicidon a la luz conslante alrofia la GP e incrementa la
seerecion de hormonas tiroideas en varias especies, efecto que se logra también con la
pincalectomiu. Probablemente, el efecto depresor sea causado a (ravés de la inhibicion en la
sintesis v liberacion del factor liberador de la hormona tirotrépica™ (TRH), hay
experimentos que demuestran que si se modifica el ¢iclo luz-oscuridad, se registra un
cambio en la actividad de la GP y en tan sélo 6 dias se sincroniza el nuevo ritmo, lo cual
indica que el ritmo diario es endégeno pero sincronizado a la luz ambiental, por lo que se
requicre un veloj que sincronice la actividad al nuevo ritmo'® 7371107,

El reloj bioldgico que actiia como oscilador e influye en las células pineales, para
regutar las variaciones ¢n los niveies de MEL y serotonina en el ritmo enddgeno pineal de
tipo circadiane. es el nicleo supraquidsmalico: se ha demostrado en la rata que las lesiones
a esle nivel provoca la desaparicion del ritmo diavio en el melabolismo de las indolaminas.
y muy probablemente suceda en el humano™. por (al motivo la GP ha sido objelo de
diversas investigaciones, ya que propotciona un modelo experimental para el estudio de

ritmos civcadianos, ademis de la vegulacion que ejerce sobre otros érganos™™ .

1.2 MELATONINA

La MEL fuc descubierta por McCord v Allen en 19177, pero fue hasta que 1958
Lerner y cols. . wislaron a la melatonina {(MEL) v estructuralmente la denominaron N-ucetil-
Sﬂmcloxilrimnninn"s {hg. 3). fuc wistada. identificada y Uamadys MEL cuando ohscrvaron

cn ranas vy remicnajos a los quce sc les aclavaba la piel despucs de administrarles extracios de

‘e
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GP provenientes dc bovinos. El mecanismo de csla accién consiste en una agregacion de
granulos de melanina alrededor de los nicleos celulares, Posterionmente Lemer y cols.,
mosiraron que este efecto cs opuesio al que produce Ja hormona estimulante de los
melanocitos, la cual es liberada por la hipéfisis intermedia de estos animales™ ** ™ A partir
de este hallazgo, sc inicio el estudio de las‘ funciones de la pineal a través de la
invesligacién de la influencia de la MEL sobre diversos 6rganos.

La MEL es sinletizada principalmente en los pinealocitos de la GP, aunque también
en otros silios extrapineales como en la retina, el intestino y en la glandula Harderiana de

18, %6, 68
los roedores™™ %%,

Z 1

O

- CH,

H
N
H

Fig 5. Estrnctura de la MEL, compuesto metoxiindélico, es la principal hormona producida
g 1 1 | I t
por la GP su nombre quintico ¢s N-acetil-53-metoxitriptamina®.

Diversos cstudios en los wliimos aios han demostrado que la MEL provee una senal
interna de sincronizacion del vitmo suefo-vigilia y de otros numerosos ritmos circadiano,
por 1o que infervicne cn numerosas funciones hioldgicas. 1as siguientes propiedades de la
MEL han sido repetidamente observadas: electo antigonadotrépico™. clecto lorlalecedor

. . . ) . .
evidente sobre ¢l sisiema immunologico™, refuerza los antioxidanies que prolegen a las
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76.77.0% 13. 79

~ células contra ¢l dano por radicales libres . desacelera el crecimienlo de tumores
regula la presion sanguinea™, limita y en cierlos casos frena la pardida de memoria',

i L di - . L g NS, 61 .
resuelve problemas de cambios de horario™ (jet-lagr), actiia como ansiolitica y ademas

tiene un efecto sedativa™.

1.2.1 BIOSINTESIS Y METABOLISMO

La biosintesis del derivado indolico MEL como a de todos los indoles comienza en
los pinealocitos con la captacion del triptofano de la circulacion. Una vez en el pinealocito.
parte del triptofano es utilizada para la sintesis proteica, mienlvas una fraccidén mavor es
melabolizada a través de la via de los indoles. Para |a biosintesis de MEL, inicialmente el
triptofano es oxidado en la posicién 5 del anillo inddlico por la accién de la triptolano
hidroxilasa. El S-hidroxitriptofano producido es rapidamente descarboxilado por la
descarboxilasa de L-aminodcidos aromaéticos v forma la serotonina (S-hidroxitnptamina. 3-
HT)”‘“‘ ]

La 5-HT de 1a GP, sigue por una parie. la ruta catabélica a ovos tejidos v por otra. la
formacién de MEL. En esla 0ltima via, es primero acetilado en el nitrégeno de la etilamina
por la aceién de la enzima N-aceiiliransferasa, (NAT) para formar la N-acetilserotonina, la
cual es a su vez O-metilada por efecto de la enzima hidroxiindol-O-metiliransterasa
(HIOMT). Esla enzima esta presente en el citoplasma de las células parenquimatosas de la
GP y transfiere el grupo metilo activo de la S-adenosilmetionina al grupo hidroxi de la
posicion 5 del nicleo inddlico lormandose N-acetil-Smetloxitriptamina o MEL. En
vertebrados, la sintesis se realiza en la GP. asi como en varios Iejidos periféricos * 80 7%

(g, 6).

wn
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Una de las principales acciones fisiologicas de la HIOMT cs gue al convertir
indolaminas, como la 5-HT, la que no puede alravesar la barrera hematoencefilica (BHE), a
compuestos metoxilados como la MEL. éstos tienen un facil acceso al cerebro'™.

La GP produce MEL durante la noche merced a un estimule nervioso procedente de

la retina y de diferentes nicleos cerebrales. Mientras gque la luz frena la produccion de

MEL. la ascuridad estimula su sintesis en lodas las especies animales incluyendo al ser

humano™ ™%,
OH.
O CH2-CHNH 2 COOH mCHQ-CHNHZ-COOH
—_—
N* Tipwfine o N7
H fadrozalasa H
Triptofano S-Hidroxitriptalzne
S-hudroxitnplo fans
descarboxiass
CH3-0 . OH
£ (CHg)p-NH-COCH 3 (CH2)z-NH3
o O]
= e N
H Serolaning H
N-acetiltransferasa
Hidrosdindal -G -meti} Serotoning
tran:ferasa
CHz-Q
: /C/;\; (CH2)2-NH-COCH 3
—//[ -
: N
H
Iidelatonina

Fig. 6. T,a sintesis de 1a MEL se Heva a cabo cn los pinealocitos de la GP, se sintetiza a partir
del triptofano y por medio de reacciones enzimaticas dan como producto finala la MEL™.

Salo la MEL producida por la GP entra en el plasma por un mecanismo de dilusion

simple donde se une a la albimina, llega a dilerentes érganos cleclores, comprenditlos tanto
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por el SNC como por tejidos periféricos. La MEL pineal vepresenta en el organismo una
senal circulante del tiempo. reguladora del sistema circadiano y de los ritmos diarios y
anuales'® %24 2

El metabolismo de la MEL comienza en ¢l higado, en donde se hidroxila a un
compuesto sin actividad biolégica denominada 6-hidroximelatonina que posleriormem:e se
conjugara con acido glucurénico o sulfirico, el cual serd excretado en orina y heces. Del
70 al 80% de MEL se encuentra como sulfatos en orina, mientras que el 5% se encuentra

como glucurénidos, 15% como N-acetil-3-metoxiquinurenamina. 0.5% como acidp 3-

.n P 5 3
metoxiindolacético y menos del 1% permanece inalterado (fig. 7)*°

CH3-0
wmm)a -NH-COCHj ) I (CHz)2-NH-OCHy

Me!atumna
6-Hld1mumzlammna

\,
/ Conjugacién \\

¥ .
Canyugado Conpagaio
con 32 sulfinco con 8¢ glucurincn

CH3-D\ - _~COCH2)2-NH-COCH3
Q N-&czal-N-forml
NH.CHO S-retoxquinurénaming
CH3-O CO(CH2)2-NH-COCH3
( ) H-acenl
< 5-meloquinurenamina

~MH2

Fig. 7. El metabolismo de la MEL se lleva a cabo principalmente en ¢l higa(tu”.
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1.2.2 EFECTOS FISIOLOGICOS

Sc dice que la MEL previene alaques cardiacos resullantes del estrés, disminuyendo
la produccién de corticosteroides los cuales pueden danar el madsculo del corazon. La MEL
puede también reducir [a tension sanguinea al disminuir el ritmo cardiaco™.

También, se ha observado que en personas con insomnio los niveles nocturnos de
MEL estin disminuidos. En estudios recientes se ha verificado que Ia MEL afccta al suefio
modificando dos mecanismos distintos: aumenta la propension al suefio y sincroniza el reloj
circadiano™,

La participacién de Ja MEL ha estado asociada con procesos de ritmos enddgenos,
que perntiten-Ja adaplacion del suefio en diferentes horarios y el reajusie de procesos
metabélicos regulados hormonalmente, fenémeno que la ha valido cl calificativo de “reloj
bicldgico™ que lodas las especies poseen para su adaptacion a su entorno ambiental ¥

En el ser lmunano la MEL actia como un sincronizador de la temperatura corporal,
la secrecidn del cortisol y la hormona adrenoconticotropica (ACTH). Este efecto permite
acelerar el acoplamienio al horario local tras un viaje transoceanico, reduce el efecto del jetl-
fag v puede ser util en personas con turnos rotatorios de trabajos.

La [uncion de la MEL descubierta mas recientemente ha sido la de comportarse
como un polente antioxidante nalural, con una capacidad antioxidante cinco veces mayor
que el glulation y mas cfectiva en la eliminacién de los radicales libres que la vitamina E.
El mecanismo consisie en fijacion de los radicales hidroxilo, potentes oxidantes, mediante
apertura ded nicico indélico y produccidn de un derivado de la kirurenina. Dado que la
melatonina ¢s altamente lipéfila y que sus cfeclos se han obscrvado solamentc a

concentracioncs mas altag de las normales para los receplores. s posible quc ios efeclos
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antioxidanles se realicen con independencia de dichos receptores™ "™ ™.

En afios recientes, la posible relevancia terapéutica de la MEL en la enfermedad de
Alzheimer ha sido indicada por estudios in vitre. En cultivos de neuronas. la MEL protege a
éstas células contra la toxicidad de B-amiloides (proleinas anomalas que se depositan en los
ltejidos durante el transcurso de diversas enfermedades)’.

La posibilidad de detectar niveles suprimidos de MEL en plasma es
significativamente mayor en pacientes con demencia. En vista de los datos experimentales
en animales que indican que la MEL tiene actividad antioxidante. antiapoptdtica y
- antagonista del B-amiloide en el SNC, es posible que esta sea (itil en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer',

Las mujeres con disminucion grave de la capacidad visual tienen menor riesgo de
desarrollar cincer mamario', lo que tendria relacion con el efecto de la luz visible sobre la
secrecion de MEL. Se ha sefialado que la MEL es dtil para combatir los sintomas de
epilepsia y de la enfermedad de Parkinson. E1'1 los epilépticos. el tratamiento agudo con
MEL produce mejoria clinica muy marcada. lo mismo que el tratamiento subagudo v
cronico en pacientes con Parkinson. El mecanismo por el cudl la MEL produce este efectlo
es desconocido, sin embargo, se cree que puede deberse a la capacidad de la MEL para

alterar ¢l balance de algunos neurotransmisores del SNC',

1.2.3 RECEPTORES DE MELATONINA
En los mamileros se han descrito la presencia de tres tipos difercenics de receptores a
la MEL los MTI, MT2 los cuales fueron identiflicados con iodomclatonina (radiologando

de alta aflinidad) y MT3 ¢l cual es clonado. Los dos primeros csian acoplados a sistemas de
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proteinas G y el tercero pertenece a [a familia de las quininas reductasas™.

Eslos receplores consisten de una simple cadena polipeptidica de 39 a 47 KDa y
346 a 420 aminoacidos, estan constituidos por siete dominios transmenbranales (MT 1, [I,
11, 1V, V. VI, V11 y VIII) conectados por asas intracelulares y extraceluiares, el amino N-
terminal esta del lado extracelular y presenta uno o dos sitios de glucosilacion, mientras que
el carboxilo terminal es intracelular 7.

El receplor MTI el cual se expresa en el nicleo supraquiasmatico en el hipocampo
y en vasos sanguineos donde esta relacionado con los ritmos circadianos y la reproduccion.
Ademas de las regiones especificas el receplor MTI se expresa en otras regiones del
cerebro y tejidlos periféricos y esle receplor esta acoplado a una gran variedad de proteinas
G que pueden inhibir la adenilato ciclasa que le atribuye su actividad fisiolégica'"”.

El papel fisioldgico del receptor de MEL MT2 en mamiferos ain no esta
esclarecido, sin embargo sabemos que esta involucrado con la fisiologia de la retina, en la
modulacion civcadiana y en las respuestas inflamatorias en la microciresacion'"".

Un subtipo del receptor MT2, el MTRs tiene restringida su localizacion en cerebelo,
hipotalamo, retina, rifén, ovario y vasos cardiacos' .

Los receplores de MEL se han encontrade en tejidos, tanio neuronales camo no
neuronales de varias especies de vertebrados incluyendo al hombre en donde |a distyibucion
de los mismos puede cambiar tanto en especie como en sexo' '™,

Los receptores de MEL en la retina y los coliculos superiores estdn implicados en la
regulacion de las Tunciones visuales. mientras que los que se encueniran en el micleo
supraquiasmaiico el hipotalamo, estan relacionudos con los ciclos circadianos y

reproductivos. Los receploses de MEL cn el ndcleo paraventricular del tdlamo, se
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relacionan con la funcién limbica. Los receplores no neuronales del pars tuberalis estan
relacionados con los ciclos reproduclivos, mientras que los que estan cn arterias tunto
cercbrales como caudales regulan la funcién cardiovascular y de temperatura'™,

Los efectos desencadenados por la MEL son consecuencia de una accion mediada a

3 - N ' . (NR}
través de receptores especificos localizados en Ia membrana de las células blanco 2

1.3 TRANSMISION SINAPTICA

En el siglo XIX de Cajal y Golgi®* fueron los primeros en demostrar que las
neuronas son la unidad funcional del SNC. Las neuronas son estructuras especializadas en
la generacion y el procesamienlo de setiales eléclricas para lo cual estan organizadas en
circuitos. La neurona comprende un cuerpo celular que contiene un niicleo y la mayor parte
de los organelos celulares. El cuerpo o soma celular se prolonga a wravés de las dendritas.
que son extensiones cortas y cuyo diametro disminuye conforme se alejan del cuerpo
neuronal (fig. 8). Otra extensidn nerviosa es el axén el cual es particularmente largo v
mantiene su didmetro constante. La mayoria de los contactos sindplicos, se establecen en
las dendritas donde los axones de otras neuronas terminan. Considerando la funcionalidad
de las neuronas, estas se clasifican en sensoriales, interneuronas y motoras. Las primeras
llevan informacion de la periferia hacia el Sistema Nervioso (SN) v su cuerpe neuronal se
encuentia cn los ganglios sensoriales. Las neuronas motoras llevan informacidn del SN a
los érganos efeclores como los musculos, las glandulas. ete. Las interneuronas son células
cuyos axoncs (erminan dentro del mismo centro neuronal, estas constituyen ¢l V9% dc todas
tas ncuronas y se cncargan de realizar el procesamiento de schales™,

Las sinapsis  pueden ser quimicas o cléelricas. Las primeras usan sustancias
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(neurotransmisores), las cuales son liberadas en la terminal axonica para influenciar la
membrana (postsinaptica) de la célula receptora. En las sinapsis eléctricas, el citoplasma de
las dos células se comunica mediante canales especializados, conocidos como unioncs
coinunicantes. Estas uniones tienen una baja resistencia eléctrica y permiten que las sefiales
eléctricas de una neurona se propaguen a la segunda y permiten el flujo pasivo directo de la

corriente eléctrica de una neurona a otra™ "¢,

CELULA PRESINAPTICA

POSTSINAPTICA

Fig. 8. Estructura de una neurona multipolar y su sinapsis™,

Las sinapsis quimicas de tipo excitador e inhibidor representaron el modelo mas
sencillo para describir la transmision sinaptica central y neuromuscular. Este modelo se
desarrollo para poder explicar la mayoria de las observaciones fisiologicas de los tejidos
excitables. Asi que, el modelo mas adecuado tenia que contemplarse con base a un tipo de
sinapsis mas compleja, la cual incluye alguna de las siguientes caracteristicas: la

participacion de diferentes primeros mensajeros (neurotransmisores y/o neuropéptidos),
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actuando a través de diferentes receprores y activando diferentes sistemas de segundos
mensajeros. A este tpo de meeanismos de  mayor duracion se  les denomina
Newromodidacion '™

Por otro lado y cspecificamente en el hipocampo el proceso de neuromodulacion de
la transmision sindptlica ha sido objeto de gran variedad de estudios, tomando aspectos
como la inleraccion de los difcrenles neurotransimisores y neurop£ptidos, que las neuronas
piramidales co-expresan y co-liberan por la estimulacion de las fibras aferentes y
analizando cual es el papel que éstas interacciones juegan en los procesos fisiologicos que
regulan esta estruciura. Las preparaciones de rebanadas de hipocampo in vitro v permiten
analizar 1a comunicacion de sinapsis individuales y de circuitos en una regidn de tejido
estable y donde las manipulaciones larmacologicas pueden realizarse a través de un baho de
solucion de liquido celalorraquideo artificial (LCRA).

Con este tipo de esludios, se ha podido establecer que la comunicacién sinaptica en
el hipocampo. mediada principalmente pov el glutamato como neurotransmisor excitador
formando parte de los circuilos neuronales implicados en los mecanisimos de memoria y
aprendizaje. Por lo tanto las alteraciones en la eficiencia de la transmision sindptica son
estudiadas por varios investigadores dehido a que son la base neurofisiologica de estos
mecanismos. El papel aparente dc estos circuitos newonales en la enfermedad de

Alzheimer ha incitado la investigacién de los mecanismos de la modulacion sinaptica y la

plasticidad sindptica en el hipocampo.
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1.4 HIPOCAMPO

El hipocampo, recibe su nombre por su semejanza con los caballos de mar (del
griego hippo = caballo, kempos = monstruo de mar), es la estructura cortical mejor
caracterizada. Su organizacion es ideal para el desarrollo de estudio de investigacion
fisiolégica y anatéomica. Se conoce bastanle sobre su organizacion sinaptica y de las
caracleristicas del funcionamiento de las neuronas que lo conforman. Esla estructura es de
gran mnterés para diversos grupos de investigadores por su relacion con algunas patologias
neurolégicas, asi como por el papel importante que juega en las funciones cognitivas de
diversos organismos™.

Estudios neuroflisiolégicos, sugieren que el hipocampo juega un papel clave en
cicrtos aspectos del aprendizaje y la memoria. Aunque la naturaleza exacta de las Munciones
mneménicas que realiza el hipocampo permanecen aiin desconocidas®®,

El hipocampo esta dividido en cuatro regiones las cuales han sido tradicionalmente
designadas como CAl a CA4 (cuyas siglas provienen del latin cornu Amon) (fig. 8). El
gvrus dentaie, €l subinculum. y 1a corteza entorhinal se incluyen en un término mas general
conocido como formacion hipocampal o la region hipocampal. En la vata, basicamente ¢l
hipocampo csla constitwido por las vegiones CAl y CA3. La region CA2 es muy pequena e
indistinguible en algunas especies. El area que se encuentra localizada entre el gyvins
dentaie y ¢l estrato gramifosinn de 1a vegion CA3J se le denomina region hilar, polimorfica
o hifus. Tanto el hipocampo como el gwrirs dentaie son estructuras corticales de tres
laminas, Las tres laminas fundamentalmente del hipocampo son: la polimérfica (estrato
orines), la piramidal (estralo piramidale) y 1o molecular (estrato raciotm y cstrato

418
lercrmostum-molecnlare)™ ™.
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El hipocampo funciona como un centro gue integra la informacion proveniente de
varios sitios sensoriales a través de la corteza enlorhinal, la region septal y contralateral del
hipocampo para poder eslabtecer un flujo de informacién en un circuilo cerrado. que
finaliza con el establecimiento de una respuesia inegral™,

Las principales neuronas del hipocampo son las piramidales. Su cuerpo neuronal o
soma, esla organizado en una lamina conocida con el nembre de estrato piramidal. Este
basicamente es una lamina curva constiluida por dos o lres cuerpos celulares. El soma de
las células piramidales es cénico (en forma de pirdimde), con tas siguientes dimensiones
promedio: de 20 a 40 pum de base y con una altua de 40 a 60 pum. Cada célula cuema con
una dendrita apical de 5 a [0 i de didmetro, que pasa por el estrato radiarim al estralo
lacunosum-molecilare. Presenta varias dendriias basales con un didmetro de 3 a 6 jun. que
arborizan en un area de 200 a 300 pin y forman el estrato orines, tanto las dendritas basales

como las dendritas apicales estan cubierias con espinas™'®.

et de
Stimtbacion

Elecirmdo e
R gistrog

Fig. 8. Elemcntos ncuronales de la formacion lipocampal. Las drcas marcadas incluyen el
subinculum, parie de la corteza entorhinal, ¢l gyrus dentate y las rewiones CAL 2 CAdl ¥l
hipocamps <¢ divide en (1) estrato arines 2) cstrato picamidule 3) estrato radiaimm y 4) eshrato
Lacunosin-moleenlare. St esquemalizan tambicn [a forma mds comdnmente usada pava inducir un
pulencial smaptico: que es aplicando un estimulo eo las [1hrus cotaterales de Schafler y registear la
actividad cléctrica en uma newrons de CA L a traveés de an nuerocleetrodo (Tomada Baragas-1 . )
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La morfologia de las células piramidales varia gradualmente en funcion del sitio cn
que se localicen en el hipocampo; por ¢jemplo, el sonia es mas grande en CAX que en CA,
las dendritas apicales se vuelven mis largas, mis delgadas y mas regularcs en la forma de
sus arbolizaciones el CA T que en CA3™'*.

Lus conexiones sindpticas en el hipacampo son principalmente dc tipo axo-
dendriticas y axo-somaticas. guardando una estructura convencional. Los axones colaterales
de Schaffer de las neuronas piramidales de CA3 estan parcialmente miclinizados, con
nodulos de Ranvier de los cuales salen de dos a tres axones no mielinizados. que siguen una
rayectoria paralela a las Nbras que les dieron origen. Las sinapsis que forman las fibras
colatevales de Schaffer presenian una membrana asimétrica rodeada por vesiculas
iregulares; dichas sinapsis se realizan sobye las espinas dendriticas”.

Las sinapsis que forman las fibras colaterales de Schaffer sobre las neuronas
piramidales de CAl son las mas extensamente estudiadas en el cerebro de mamifleros,
debido a que representan un modelo experimental Basiame adecuado para el analisis de la
aclividad sindptica y los mecanismos involucrados en su modulacién. Tal ventaja se debe a
que ¢l tracto de fibras presinapticas. las arveas de contacto sindptico y la lamina de cuerpos
celulares postsinaplicos, pueden ser visnalizadas bajo inspeccién microscopica de baja
resolucién, de tat forma que los electrodos de regisiro y estimulacion pueden ser colocados
bajo control visual. Esla sinapsis se utiliza amplhiamente para hacer estudios intracelulares
de la plasticidad sin:'nplica"‘.

La organizacion funcional de |a sinapsis en el hipocampo gue forma los axones
coluterales de Schaflfer presentan la siguiente disposicion: las fibras de camino perforanic

hacen sinapsis sobre las células granulares dei givo dentado; estas células granalares envian
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axones conocidos con el nombre de fibras de mossy a la region CA3 donde hacen sinapsis
con las ncuronas piramidales; las cuales a su ver a través de las fibras coluterales de
Schaffer en la regién CA |l forman sinapsis con las ncuronas piramidales”.

En las neuronas piramidales de CAl se pueden observar polenciales postsindpticos
esponlaneos a polenciales de membrana de reposo. Varios polenciales postsinapticos
pueden ser registrados cuando se aplica un estimulo adecuado a las ncuronas presindplicas
con pulsos eléctricos con duraciones iguales o menores a 0.5ms. Con este método se
provoca un potencial de accion que viaja a lo largo de la termminal nerviosa e induce la
liberacién de neurotransmisores al activar canales de Ca’* dependientes de voliaje en fa
terminal nerviosa*™ .

Con csle mélodo se ha determinado, que en el hipocampo se llevan a cabo los
procesos de memoria y aprendizaje, y para corroborar =sto, se han realizado experimentos
en esta estructura que involucran la actividad elécirica denominados electrofisiologicos y
diversos parametros como la Potenciacion a Largo Plazo (LTP, del inglés Long Term

Potentiation)'.

1.5 POTENCIACION A LARGO PLAZO (LTP)

Desde hace tiempo se ha sospechado que la memoria v el aprendizaje lienen su basc
molecular en el forlalecimiento de conexiones sinapticas pariculares. Durante los vltimos
anos. se han logrado muchos procesos de comprension de la plasticidad sinaptica. Como ¢
LTP (fig. 9). que sc caracteriza por la transmision aumentada en sinapsis que sigus a la
cstimulacién de alta frecuencia. EI mejor ejemplo estudiado lue a comicnzos de la década

de 1970, en donde Tin Bliss y cols.. descubricron que algunos scaumdos de cstimutacion

Vacuhad de Quimica. UNAM o 27



Antecedentes

cléctrica de alta [rccuencia de una via de fibras del hipocampo del conejo aumenta la
transmision sinaptica entre los axones estimulados y las células posisinaptlicas, y que esle
cambio persisle durante semanas. Si bien, se observo por primera vez en animales de
experimentacion intaclos, el progreso en el conocimiento de su base celular se ha basado en
preparaciones de cortes encefalicos in vitro. Gran parte de la investigacion sobre el LTP se
ha centrado en las conexiones sinapticas entre las células piramidales de CA3 y CAl, en
parte por que muestran una forma parnticutarmente fuerte de LTP, pero también debido a

3 g . ; AL T
que el dano de la region CA| tiene efectos espectaculares sobre la memoria humana'™ ",

Fig 9. Representacién esquemaitica de la potenciacion a largo plazo (LTI)

La estimulacion eléctrica sobre las colaterales de Schafler yenera potenciales
postsinipticos cxcitadores (EPSPS) en las células CA| postsinapticas. Los EPSPS pueden
ser registrados en céluias individuales con electrodos intracelulares o como una respucsla

del clecto de muchas neuronas postsindpticas registradas mediante un  clectrodo
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extracelular. Los EPSPS registrados en las neuronas, presentan una duracién de 50 a 100
ms y amplitudes de 20 a 25 mV, estos polenciales son mediados por l2 liberacion e
glutamato y la subsecuente activacién de receptores no-NMDA (receplores AMPA a KA)
en la membrana postsinaptica®™.

También se generan potenciales postsinapiicos inhibidores (IPSPS). que presentan
una duracién de 60 a 110 ms y amplitudes de 4 a 12 mV, estos potenciales son mediados
por la liberacién de GABA y su inleracciéon con receptores GABA, en las membranas

postsinapticas® ‘&4,

1.5.1 BASE MOLECULAR DEL LTP

El SN se mantiene en un estado de comunicacion constante cuyo codigo de
comunicacién radica en las modificaciones de las propiedades eléciricas de los cstimulos
gue emiten y reciben las neuronas. Los neuroiransmisores son las moléculas responsables
en un alto porcentaje de la comunicacion neuronal, representados por una amplia diversidad
de moléculas entre las que se incluyen aminas biogénicas, péplidos y aminodcidos'®. En
concordancia con los objetivos del presente trabajo nos orientamos al estudio de un tipo
parlicuim' de neurotransmisor, el glutamato.

El glutamato es un aminoacido preponderaniemente excitador y su actividad como
neurotransmisor se conoce desde mediados de la década de los 50 Es ampliamente
reconocida la ﬁarlicipacién de los receplores a glutamato en los eventos excitadores de
transmision rapida del SNC de los vertebrados. en eventos de plasticidad sinaptica en el
desarrollo cerebral y en el cerebro adulto. asi como en desérdenes neuroldgicos asociados a

excitoxicidad o enfermedades neurodegenerativas® ™.
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Hay tres tipos de rceeplores para glutamato identificados. Dos son canales 16nicos
regulados por ligandos denominudos. respectivamente receplores NMDA v receptores
AMPA/kainato. Su nombre dertva de los agonistas que los activan: NMDA (M-mctil-D-
aspartaio), AMPA (c-amino-3-hidroxii-S-metil-4-isoxasol-propionato) y dcido kainico. Los
receptores AMPA/kainato también se denominan receplores no NMDA. El tercer tipo de
receptores para glutamaio es el receplor metabotropico mGluR, el cual modula los canales
iénicos postsindpticos al activar las proteinas G. Los receptores NMDA y AMPA/kainato
suelen ser mas selectivos para los cationes monovalentes mas que para los divalentes®™ 77,

Los receplores AMPA/kainato estan formados por varias subunidades de proteinas
que pueden reunirse de diferentes maneras para producir una ampiia gama de lipos de
receptores. El poro central esta formado por esias subunidades permile el paso de Na" y de
K y. en algunos casos. de pequenas cantidades de Ca®™ 7" ™ '0%,

La subfamilia de NMDA de los receptores para glutamato también forman canales
ic‘micos.selemi\'os de cationes con miltiples subunidades. Los canales idnicos de los
receptores NMDA permiten la entrada de Ca™™ ademés de caliones monovalentes zono
Na” y K'. En consecuencia. los EPSPS producidos por los receplores NMDA pueden
aumentar la concentracion de Ca™™ en e} interior de la neurona posisinaptica; entonces el
cambio de concentracién de Ca™™ puede actuar como segundo mensajero para activar
cascadas de seialamiento intracelular’ 7 '%%,

Los clementos claves para el mecanisimo del LTP son el bloqueo voltaje-
dependiente del canal de NMDA por las concentraciones  fisioléaicas de Mg, y la

g % ) L) s
permcabilidad inusual del canal de NMDA a los iones Ca™ . Durante la vansmision

siplica de baja frecuencia. el glutamato liberado desde lus terminaciones axonicas de las
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colalerales de Schaffer se unen a los receptores de plutamato tanto NMDA como ho
NMDA. Sin cmbargo, si 1a neurona posisinaptica se encuentra en su potencial de membrana
negativo normal, los canales de los NMDA estan bloquedos por los iones Mg en
consccuencia, no fluye corriente a lravés de estos canales con puena de ligando. Durante la
estimulacion de baja frecuencia, entonces la comriente que produce el EPSPS fluye casi
cxclusivamente a través de los canales no NMDA, los cuales son permeables al Na'. Sin
embargo, el blogueo por Mg™™ de los canales NMDA es voltaje-dependiente: aunque el
canal esta blogueado con el polencial de membrana de reposo, la oclusién desaparece
cuando la célula estd muy despolarizada. Por lo tanto la funcion de sinapsis cambia mucho
cuando la célula postsinaptica esta significativamente despolarizada, como sucede durante
la estimulacion de alla frecuencia ol cuando la célula es despolarizada directamente. A
continuacién el Mgz' es expulsado del canal de NMDA y la corriente fluye a través tanto dc
estos canales como de los canales no NMDA. En comparacion con los canales de los
receplores no NMDA, el poro del canal NMDA ¢s mucho mas permeable al Ca®', un
seaundo mensajero importante. fundamental para el establecimiento del LTP. Por lo tanto
¢l receplor NMDA, se compolta come compuerta molecular y como canal: se abve solo
cuando cl giutamalo se une a los rcceplores NMDA y la célula posisinaptica es

despolarizacda para climinar el bloqueo por el Mg™™ (fig, 10)*7" 7% %%,
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Fig. 10. Activacion de los canales idonicos dependientes del receptor NMDA para glatamato.
Inicia la secuencia de eventos pracias a los cuales es posible la moditicacion estructural de la
1erminal posisinaptica.

1.5.2 DEPRESION DE LARGO PLAZO (LTD)

Actualmente, se liene bien establecido otro evento de larga duracion el cual se
induce con un estimulo de baja frecuencia que causa una depresion de largo plazo (LTD).
Este evenio s¢ desarrolla en la sinapsis entre las colaterales de Schaffer v las celulas
piramidales CAl. ElI LTD se desarrolla cuando las colaterales de Schaffer son estimuladas
con baja frecuencia aproximadamente 1Hz durante periodos prolongados con una duracién
tgual o mavor a los |5 min. Aunque la induccion del LTD y LTP son diferentes.

sorprendentemente comparten varios clementos clave, por ejemplo, ambas necesitan la
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activacién de receptores de glutamato de tipo NMDA. y ambas implican la entrada de Ca®*
en la célula piramida) CA1. El principal determinante del hecho de que la entrada de Ca®* a
través del receplor NMDA produzca LTD v LTP parece ser la cantidad de Ca’’ no ligada
en el interior de ta célula postsinaptica. Los pequenos aumentos en el Ca™ intracelular
desencadenan una serie dc evenlos que llevan a la LTD, mientras que los grandes

incrementos desencadenan LTP. Estos elcclos se llevan a cabo por la presencia de

. . g l?
suslancias endogenas como nucledtidos’.

1.6 El ATP COMO NEUROMUDULADOR

El adenosin-5"-trifosfato (ATP), quimicamente es un nucledtido formado por una
bdse nitrogenada, la molécula de adenina. unida a un azucar de 5-carbonos. la ribosa y a
tres grupos fosfatos (fig. 11). Su funcidn principal es caplurar la energia libre procedente de
las procesos calabolicos para posterionmente ceder esta energia libre a aquellas reacciones
que requieren energia. Se trata pues de una molécuta cxtraordinariamente ol a la que se le
conoce como la moneda energética universal en los sistemas biolégicos y estd disponible,
por lo lanto. en lodas las células vivas, incluidas las neuronas’.

El ATP neuronal se produce en su mayvor parle por fosforilacion oxidativa en las
mitocondrias. usando como combustible la slucosa que se toma del medio extracelular (las
neurenas tienen una capacidad muy limitada de almacenamiento de glucosa, de manera que
la reduccion de la glucosa disponible en ¢t medio produce un detrimento del estado
encreético de la neurona). En ausencia de glucosa otras sustancias que guedan. como el
pirivato o ¢l lactato pueden ser usadas para la respiracién mitocondnal. aungue la

disponibilidad de estos metabolitos termina viprdo y la produccion de ATP cesa.
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Fig. 11. La moléenla de ATP compuesta por una adenina, una ribosa y un grupo fosfato.

En la actualidad el ATP y Ja adenosina son considerados como neurotransmisores™
" en varios tejidos incluyendo el masculo liso, neuronas periféricas y en el SNC. Y se ha
establecido ¢l conceplo de neurotransmisién purinérgica que regula entre otros sislemas, el
flujo sanguineo coronario. Asimisnio se han reconocido los receplores purinérgicos los
cuales Mueron clasificados en dos tipos Hlamados Pi, los cuales son selectivos a adenosina,
actuando a través de la adenilalo ciclasa y P2 los cuales son selectivos para nucledlidos,
los receptores P2 estan clasificados en dos subclases: los P2X (asociados a un canal 16nico)
y la familia de receptores P2Y (acoplados a una proieina G). Los receptores P2Y acoplados
a proleinas G, poscen siele dominios lransmembranales. el extremo aminolerminal sc
encuentra en el espacio cxtracclular, micntras que el extremo carboxiterminal se localiza cn

la partc intrucclular. Los sitios ecn domde se une el ATP a este reeeptor han sido
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identificados en los dominios transmembranales seis y siete de la molécula (fig. 12A). Por
olro lado. los receptores P2X presentan sélo dos dominios transmembranales. con extremos
amino y carboxiterniinal cortos en ta parte miracelular, también tienen una asa extracelulay
con 10 cisteinas (fig. 12B)** 2%,

El ATP es liberado como consecuencia de la actividad fisiolégica en las células
neuronales y ejercen efectos potentes sobre las funciones neuronales y sinapticas del SNC.
Una de las principales funciones que se les ha dado a los nucledtidos dentro del SNC es la
neuroprofeccién, la cual se lleva basicamente por la inhibicion de la liberacion de
glutamato, debido a que esta accion puede resultar en una maniobra efectiva de proteccion
neuronal durante la hipoxia especialmente en el hipocampo donde se encuentan las
neuronas que la sufren mas rapidamente (células piramidales de CA1)™.

El ATP es sintetizado en la terminal nerviosa presinaptica. el cual es cubierto por
vesiculas sindplicas para protegerlo de la degradacion. Esta sustancia se encuentra en las
vesiculas sinapticas junto con neurotransmisores como la ACh y la NA. El ATP se libera
por un proceso dependiente de Ca® en cantidades estequiométricas con el principal
neurotransmisor, ¢l cual la mayoria de las veces es glutamato. En ciertos sitios dentro del
SNC se libera como el principal newrotransmisor. Extracelulannente, parte del ATP que es
liberado durante la transmision sinaptica es hidrolizado por medio de las eclo-5'-ATPasas y
por la eclo-5"-nucleotidasas''*.

Ademds rcporles recientes han demosirado que el ATP liberado ai medio
extracelular per se, puedce estimular a receplores especificos (P2Y) v transmitiv la
informacién a las ncuronas generando un cambio en la conducta neuronal durante la

comunicacién sinaplica. sin la necesidad de su hidrélisis para llegar hasta adenosina’®. Con
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esto se abre la posibilidad de que el ATP puede proteger las funciones cerebrales de la
sobreestimulacion por mensajeros quimicos como el glutamato y nos muestra la posibilidad
de accion del ATP, ademas de la dependicnte de su hidrolisis hasta adenosina.
Especificamente en el hipocampo, existen receplores P2Y en la membrana de las
neuronas presinapticas y P2X en las neuronas pos-sinaplicas. Dependiendo dc la
interaccion del ATP con los receptores en los dos diferentes niveles. se obtendrd una
respucsta especifica de este neurotransmisor. por ejemiplo, una potenciacion en la
plasticidad sinaptica del hipocampo si actia a través de receptores P2X presentes en la
membrana postsinaptica''> o una inhibicién en la liberacién de glutamato si interactia con

receplores P2Y presentes en la neurona presinaptica’.
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Fig, 12, Caracteristicas estruneturales de los receptores a ATP en la menmbrana celular, A,
Diggranma csquenvitico de la sceuencia de aminoacidos del receptor P2Y. B, Esquema que mucsira
la topologia Iransmembranal del receptor P2X. Las cadenas en el asa extracelular representan
cadenas de N-glucanos™
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El segundo wmecanismo de regulacion, involucra la interaccion de ATP con
receptores P2Y presentes en la membrana de las lerminaciones nerviosas de las fibras
colaterales de Schaffer, hecho que se determiné mediante la induecion cléctrica de EPSPs,
los cuales estan mediados por la liberacion de glutamato y su interaccidon con receptores
NMDA presentes en las neuronas pivamidales de la region CA1. En estas condiciones. el
ATP fue mas potente que la adenosina para inhibir los EPSPs, lo que esta relacionado con
la liberacion de glutamato. va que ¢l ATP no inhibe la despolarizacion de las neuronas

piramidales de hipocampo inducida por la aplicacion de glutamato exdgeno.
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1.7 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta la fecha. se conocen diversos cfectos de la MEL y auizas faltan maés por
investigar, sin embargo. los mecanismos por los cuales acltia no son del todo claros y per lo
mismo hay diversos planlcamicntos ¢n lormo a cllo. En base a eslo, se han realizado
estudios tanto in vive como in viiro y se han caraclerizado algunos efeclos sin saber a
ciencia cierta que mecamsmos los produccen, por esta razon realtzamos en el laboratorio de
Neurofarmacologia, experimentos que tienen una estrecha relacion con el estudio del
mecanismao de accion de la MEL.

Con base a los antecedentes mostrados. en el presente trabajo planicamos realizar,
implementar |2 metodologia de rebanadas de hipocampo de cerebro de la rata para realizar
en un estudio prelinnar el andlisis de la MEL y el ATP, en la comunicacién sinaplica
excitadora de las neuronas. Para realizar eslc;. se tomd como modelo de comunicacion
sinfiptica el que se presenta en las células piramidales de 1a region CAY del hipocampo y los
axonés colaterales de Schaffer. En esta sinapsis se evaluara el efecto de MEL y ATP sobre
la actividad sinaptica de las neuronas piramidales por medio de un registro extracelular a
través de un microelectrodo, analizando la sinapsis a nivel presinaptico y postsinaplico.
Estos resullados nos permitiran conocer la relacion que existe entre el glutamato; principal
neurolvansmisor en el hipocampo. y sustancias que modulan la comunicacion neuronal

como la MEL vel ATP.
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2.0 HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERALES

a) La MEL juega un papel importante en la modulacion de la excitabilidad neuronai ¢n
el hipocampa™, por lo lanio, podria facilitar la comunicacion sinaptica de las
neuronas piramidales de la region CA 1 del hipocampo mediada por glutamato.

b) EI ATP inhibe la liberacion de glutamato’” a través de su interaccion con receptores
localizados en 1a terminal presinaptica de las neuronas piramidales de la region CAl

del hipocamipo, entonces. la MEL producira el mismo efecto que ATP. '

3.0 OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Caracterizar el efecto de MEL y el ATP en la transnuision sindptica glutamatérgica en

rebanadas del hipocampo de cerebro de rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. tmplementar la metodologia de rebanadas de hipocampo de cercbro de raia en el
laboralorio.

2, Determinar ¢l posible efecto de MEL sobre la transmision sinaptiea en rebanadas
de cercbro de rata, especificamente en las neuronas de la region CAl de!
hipocimpo.,

3. Determinar ¢l clecto de ATP en rebanadas del hipocampo de cerebro de rata como

contrel para comparsrlo con ¢l efcelo de MEL.
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IV. METODOLOGIA

1. Preparacion de las rebanadas de hipocampo (regién CA1)

Las rebanadas hipocampales (400 pm) fueron obtenidas de ratas Wistar hembra o
macho (Laboratorio Harlan, México, S. A. De C.V., Ver Anexo II) de 21 a 22 dias de edad,
con un peso promedio de de 40+2g, mantenidas en condiciones constantes de temperatura,
agua y alimento.

Los animales se sacrificaron por decapitacion con una guillotina para ratas (World
Precision Instruments, Inc. Sarasota, Fl. USA). El craneo se corté con pinzas tipo gubias, a
lo largo de la linea media de éste. La duramadre fue eliminada con la punta de unas tijeras,
con una espatula pequefia el cerebro se levanté suavemente de la cavidad craneal, cortando

cuidadosamente los nervios craneales y olfatorios (fig.13).

Fig. 13. Se muestra la metodologia de la extraccién del cerebro de la rata.

Facultad de Quimica, UNAM 40



Metodologia

Una vez exlraido el cerebro se colocd en una caja Petri con LCRA a 4 °C estabilizada
con una mezcla de Oxy CO, al 95% y 5% respectivamente (gas carbdgeno). El LCRA es
una solucion fisiologica artifictal. esla se prepard con agua destilada con las siguientes
concentracion;s de sales 120 mM de NaCl. 1.3 mM de MgSQ,, 1.8 mM de CaCly, 26 mM
NaHCO;, 3.3mM de KCi, 1.23mM de NaH ,POs y 11 mM de glucosa (lodas estas
suslancias son de Sigma- Aldrich, Inc. St. Louis MO, USA). El objetivo fue reducir la
demanda de oxigeno por parte de las células y dar al cerebro la suficienle firmeza para
cortarlo en rebanadas. El cerebro se coloco ventralmente hacia arriba, en una caja Petri con
LCRA, conando {a parte anterior del cerebro a la allura del quiasma oplico v por la parte
posterior a la altura del cerebelo. Este bloque, se fijé con una capa delgada de cianoacrilato
(QuickTite) a la base de la camara del “Vibro Slice™ (Vibratome 1000 Plus-Pelco.Ted
Pella, Inc. Moutain Lakes Blvd. Redding, CA).

Se obtuvieron ocho rebanadas por cortes coronales por cada ccrebro de rata,
generalmente las dos primeras rebanadas del hipocampo se deseclaban, para asegurar que
la rebanada contenga ¢l hipocampo anterior con la regién CAl. La duracion de todo este
proceso desde que se sacrificd al animal hasta la obtenciéon de las rebanadas fue de
aproximadamente 3min. Las rebanadas se sumergicron en la sofucion de LCRA a
temperatura ambiente (22 + 3*C) y con bwrbujeo conslante de gas carbdgeno, mientras eran
utilizadas para los registros, en esta solucion se consideraron 30 min de estabilizacion para
Ja primera rebanada. La estabilizacion de las otras rebanadas dependid del iempo que durd

¢l protocolo cxperimental con respecto a la primera rebanada.
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2. Camara de registro
Para manlener a las rebanadas de hipocampo en condiciones fisiologicas durante ¢l
experimento. se ulilizé una cadmara de registro. localizada cn la partc central de un bloque
de acrilico (4.1 x 3.2 x 1.2 em). La camara tiene una cavidad con 1.3 cm de diametro. con
una profundidad 0.4 cm y una capacidad de 1 mL o I cm’. Posteriormente, se transfiné una
rebanada a la camara de registro y continuamente se perfundié con una solucion de LCRA
(36 £ | °C) a una velocidad de perfusiéon de 1.5-2 mL/min y oxigenada con gas carbdgeno.
Para mantener el volumen constante de la perfusion, la camara esta conectada a una aguja
de succidn la cual a su vez esta conectada al vacio. Ef LCRA que perfundio a la rebanada
llegd a la camara de registro por medio de cna presion constante ejercida por la fuerza de
gravedad a través de una pipeta. La solucion se mantuvo en un frasco Mariotle colocado a
50 cm de la camara y equilibrada con gas carbégeno, para mantener el pH = 7.4 y a una
temperatwa de 36 * 1°C, mediante un sistema de recirculaciéon. La solucién que se
encontraba en contacto con la rebanada se mantuvo en un rango de temperatura de 36 £1°C.
la cual se midié durante todo el registro. La velocidad de perfusion fue de 1.5 a 2mL/min.
Para evitar efectos indeseables debido al yoleo de las soluciones contenidas en la pipeta,
ésta fue siempre colocada aproximadamente a 300 pm del lugar de fa expulsién
Una vez colocada la rebanada en la camara se le coloco una maya de nylon lormada
por una herradura de plata (6 nuim de diametro) con 3 hilos de nvlon en posicién paralela,

con la finalidad de que la rebanada se mantenga fija (figs. 14y 15).
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Fig. 14. Se muestra la camara de registro con el sistema de perfusion, succion de la solucion y
los clectrodos. (Figura modificada por Barajas-Lopez C.. y Cols.)'"".

Una vez realizado este procedimiento, a la rebanada se le colocaron los electrodos
de registro y de estimulacion, posteriormente se busco la espiga poblacional y se registid.
La espiga poblacional o potencial de campo poblacional es el reflejo del numero de

- . - b
neuronas piramidales activadas™.
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Perfusion | J

dela Electrodo
Camara de » de
Registro Estimulacién
de Calor Succion

Fig. 15. Equipo para perfundir y visualizar las rebanadas hipocampales. Las rebanadas
hipocampales fueron colocadas para registrar su actividad en una camara de acrilico y perfusion
constante con LCRA calentado a 36+1 °C. (Tlustracién preparada por Barajas-Lopez C., y Cols.)™.
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3. Registros de la actividad eléctrica de las neuronas piramidales.

Los reuistros extracclulares se realizaron utilizando microelectrodos llenos de solucion
de NaCl 2M. con wma resistencia de 2-6 MQ. El potencial de membrana de un conjunto de
neuronas s¢ midio con un preamplificador Axopatch (Axon Instruments Inc., USA). La
salida de este preamplificador se conectd a un osciloscopio (Tektronix, TDS 3032), para
observar las scinalces registradas. las cuales se almacenaron para su posterior analisis en una
computadora. con la avuda de los programas prcviamcﬁlc instalados AxoScope y pClamp
(Axon Instruments) (fig. 16). Un reuistro extracelular basal caracteristico se obtuvo
satisfactoriamente si el potencial de membrana era mayor 0 1gual -53mV y la amplitud de
los potenciales de acciéon fue mayor o igual 60mV. Los potenciales postsinapticos
excitadores por glutamato se obtuvieron con pulsos eléctricos (20-100us de duracion).
aplicados con una frecuencia de 1Hz a las fibras colaterales de Schaffer, usando un
electrodo bipolar de una aleacion de tungsteno y platino de 50 pm de didmetro (cubierto
con teflém). La intensidad de la estimulacion fue de 36 V, esta intensidad se ajusté para
obtener aproximadamente del 40 al 50 %, de la amplitud maxima de la espiga (fig. 17). En
esta figura se muestran una serie de reyisiros obtenidos inicialmente, con aplicacion de
estimulos a difercntes intensidades (6. 16. 26, 36. 46V) para delerminar el tamano de la
espiga. Posteriormente. se obtuvieron los registros a 36 V los cuales ge analizaron en
presencia de MEL y ATP.

El potencial de campo fue moniloreado v los experimentos fueron realizados solamente
con las rebanadas que mostraban una respuesta cstable con los mismos parametros de

estimulacion por Smin.
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Fig. 16. Diagrama del equipo utilizado para el registro, captura y andlisis de los potenciales de
campo de rebanadas hipocampales de rata. Los potenciales fueron evocados por pulsos
eléctricos cuadrados aplicados y registrados en el stratum piramidale de CA!l. El estimulador
eléctrico fue controlado por Iz computadora a través del convertidor analdgico-digital (A-D)
utilizando el software (pClamp, Axon [nstruments) y upa computadora. La ilustracion fue preparada
por Carlos Barajas-Léopez".
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Los farmacos utilizados fueron los siguientes: Adenosin-5-trifosfato (ATP, Sigma)
esta sustancia se preparé en LCRA. Melatonina (Sigma). la MEL se disolvid previamente
en una mezcla de etanol (20%) (Merck), propilenglicol (20%) (Merck) y agua destilada
(60%), antes de mezclarse en LCRA. Las concentraciones de MEL con las que se trabajé
fueron AIS, 30y 45 uM y ATP a 30 uM. Las soluciones de MEL y ATP se prepararon 15
min antes de los experimentos. Para conocer la concentracion de ATP nos basamos en los
reportes de la literatura, para las concentraciones de MEL se realizé un estudio piloto, con

siete concentraciones de MEL, dos previas a 15 uM; una entre 15 y 30 uM y una entre 30 y

45 puM. Una vez iniciado el registro, éste se sometié al siguiente protocolo experimental

(tabla 1):
Protocolo Experimental : Procedimiento
Registro Control - Se registra la actividad de la espiga (5min),
con perfusion constante de LCRA durante todo
el registro.

-Administrar pulsos eléctricos de 36 V de 20-
100 ps de duracién, con una frecuencia de [Hz

Administracion de la sustancia -Se aplic6 MEL o ATP por un intervalo de
Smin v se observod la respuesta.
-La respuesta se registré por 90 min.

Induccién del LTP - Se aplican trenes de descarga de alta
frecuencia (100 Hz) durante 10 seg. Se observa
la respuesta de la neurona al LTP, indicativo de
viabilidad, por S min.

Tabla 1. La tabla muestra el protocolo experimental utilizade para determinar la actividad
de las sustancias aplicadas sobre la transmisioén sinaptica.

Los parametros medidos a cada conjunto de células fueron: la duracion de la
cspiga, la amplitud y el nimero de espigas por pulso asi como el polencial de membrana en

Ieposo.
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Fig. 17. En esta fig. se muestran registros de potencial de campos tipicos en el Stratum
Pyramidale de la regién hipocampal CAl. Se observan respuestas dependientes del estimulo.
También, se muestran 5 potenciales provocados por la aplicacién de un solo pulso de 200 mseg de
duracién, 0.05 Hz y las intensidades (voltaje). A baja intensidad (6V) la poblacion de las espigas es
muy pequefia como se observa en el primer potencial, los campos de los potenciales se
incrementaron cuando se incrementd el voltaje de estimulacion, las estimulaciones generaron
espigas secundarias. En este ejemplo, la maxima amplitud de las espigas se obtuvo con 36 V.
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4. Anilisis estadistico

Los resultados obtenidos son de 3 rebanadas para cada una de las concentraciones
de MEL y 2 rebanadas para ATP, se presentan como el promedio £ D. S., y el namero de
rebanadas se indicé como n. Los datos obtenidos se analizaron inicialmente con una
ANADEVA (de | factor) para homogeneizar varianzas, posteriormente, se aplicaron las
pruebas de ( de Student pareada para cuantificar las diferencias entre los valores promedio
obtenidos en la misma espiga poblacional y la no pareada para analizar Jas diferencias entre
los grupos de la espiga poblacional. Las diferencias estadisticamente significativas, se
consideraron utilizando una curva gausiana de doble cola con una p< 0.05°°. El analisis
estadislico y la graficacion se llevé a cabo con el sofiware Excef (Microsoft. CA. USA).
Los registros de cada conjunto de neuronas se¢ analizaron como se niuestra en la fig. 18.
En esta figura se muestra, como se calcula la amplitud de la espiga utilizando el programa
ClampFit (pClamp, Axon Instruments).

Por otro lado. las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas utilizadas para el
analisis fueron los siguientes: la media del potencial de membrana fue de 6524 mV con un
rango de -55 a 69 mV, una media de resistencia de membrana de 54+9 MQ, con un rango
de 34 a 67 MQ2, y una media de la constante de tiempo de 12%1.2 ms, con un rango de 11 a
116 ms. Para evaluar los efectos de las sustancias se consideré e! valor promedio de la
amplitud de los potenciales de accion que fue de 734 mV con un rango de 64 a 86 mV, ¢}
cual se comparo con el potencial de membrana en reposo, en esta evaluacién al control se le

considerd como et 100%"".
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Fig. 18. Potencial de campo tipico en el registro de estrato piramidale del firea hipocampal
CAl. A) Usualmente se observan 3 ondas PI, NI y P2. Pl y P2 corresponden al potencial
postsinaptico y N1 corresponde a la poblacién de espigas. B). La amplitud de esta espiga se calculod
usando el ClampFit (pClamp, Axon Instruments). Se trazo una linea punteda en “a”. Se calculo la
amplitud de la poblacion de las espigas como se indica (Figura tomada de Barajas-Lépez C'%).
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V. DESCRIPCION DE RESULTADOS

1. Efecto de la MEL sobre la transmision sinaptica del hipocampo

Con los datos obtenidos se realizaron las curvas para cuantificar el cfecto de la
MEL sobre la transmision sindptica en la region CAl del hipocampo, las cuales se
muestran en las figs. t9 a 21, se grafica la amplitud de 1a espiga (% control) cn funcion def
tiempo (min). Los resultados oblenidos a las concentraciones que se trabajaron (15,30 y 45
uM} nos muestran que a menores concentraciones de MEL (15uM), la respuesta obtenida
sobre la transmision sindplica fue un efecto excitador de dicha transmision, es decir
observamos los EPSPs aumentados con respecto al control.

Los parametros medidos se muestran en la tabla 2.

Tralamiento Control MEL 15uM | MEL 30uM |MEL 45uM
Duracion (ms) 9.5+2 10.1+3 1242 11.9+2
Amplitud (mV) S§4+2 9542 0lxl> 59+4
Numero de espipas inducidas por un | |Q+] 10+1 101 10x1

pulso de 100 ms

Polencial de membrana (mV) 63+4 634 RER 634

Tabla 2. Parametros representados como la media £ D. S. de los potenciales de accion
provocados por la aplicacion de trenes. caracieristicos en las neuronas de la region CAl del
hipocampo. registro conirol y en presencia de la MEL (15. 20 y 45 uM).

En la Fig. 19 y tabla 3 se ohserva que la MEL a |5 uM produce un aumento de la

respucsta. la cual se mantiene por 73 min. se incrementa nuevamentc y sc manlicne por t5

min sin cambios, quc s justo ¢l ticmpo donde Ninalizd cl vegistro y sc aplicoé ¢l LTP para
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ver la viabilidad de las células, este incremento nos permite inferir que el efecto de la MEL
es de tipo excitador®, lo que implica un incremento de los EPSPs (20+2%) con respecto al
control, con lo cual s¢ ha comprobado un aumento sobre la (ransmisidon sinaptica
glutamatérgica, ya que en el hipocampo encontramos la mayor concentracion de glutamato

con respecto a olras regiones del cerebro.

Tiempo (min) Aumento de Ja amplitud de
la espiga (% ) con respecto
al control
-5 f
15 | 5%
' 30 21%
45 24*
060 3%
, 75 43*
f 90 58%
| 93 127*

Tabla 3. Se muestran los promedios del aumento de la amplitud de la espiga (%) a 13uM. * p<0.0}
t student en comparacion con el control

En las igs. 20 y 2, tablas 4 y 5 se muesiran el efecto producido por la perfusion de
MEL a concentraciones de 30 pM y 45 uM. En la fig. 18 en el panel A observamos que la
respuesia se ve disminuida signmficabvamente (p<0.01) comparada con el control, esle
decremento alcanza un pico maximo a los 45 min postadminisiracion (16£2%), para
mcrcmentarse sin cambio aparente y mantenerse constante, donde se inicia la recuperaciéon
dc fas descargas neuronales (postadministracion de MEL), finalmente, se aplicé LTP para
verificar In viabihdad de las células, En csta misma (igura, pero en ¢l panel B, sc muestan
los registros oblenidos de cstas células donde a (control), b, ¢ y d (postadministracion)

corrclacionan con la grafica.
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Fig.19. En esta figura sc observa que ta MEL a una [15uM] aumenta la transmisién sindptica
sobre 1a region CAT hipocampal. Se muestra la amplitud de )a espiga (% control) en funcion del
tempo. La MEL aphcada por 5 min, ¢sta indicada por la barra horizontal. La tetanizacion por LTP
estimula la transmision sindplica. ‘
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Tiempo (min) | Disminucidn de la amplitud de
la espiga (%) con respecto al
control

-5 -

15 1%

30 |2* -
45 18*

00 18*

75 |7+

90 15%

93 i

Tabla 4. Sc muestran los promedios de la disminucion de la amplitud de la espiga (%) a 30pM de
MEL. *p<0.01 1 student con respecto at control

En la fig. 21 podemos observar la respuesta inducida por MEL a 45uM, donde se ve
tna disminucion de la respuesta comparada con la conlrotl. la cual se mantiene sin cambios
por 30 min, posteriormente, presenta un incremento del 20+2%, después del 25+3%,
subiendo un  10%2% was hasla llegar a una respuesta stmilar al control, finalmente, se
aplica ¢l LTP correspongiente. Si observamos esta yrafica con MEL a 451M, 1a respuesta

es “oscilante™, situacion que no se observé con las concentraciones previas de MEL.

Tiempo (min) | Disminucién de la amplitud de
la espiga (%) con respecto al
control
-5 B
i 15 12*
30 10%
45 I15*
60 10*
75 o*
920 | *
93 -

Tabta 5. Se muestran los promedios de la disminucion de la wnplitud de la espiga (%) a 45uM de
MEL. *p<0.01 ( student con respecto al control
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Fig. 20. La MEL a 30uM inhibe la respuesta de la transmisién sindptica de forma reversible
sobre la regién CAl hipocampal. A) En la figura se muestra la amplitud de la espiga (% control)
en funcion del tiempo. La aplicacién de MEL esta indicada por la barra horizontal. El LTP estimula
la transmision siniptica ya que incrementa la respuesta. Los simbolos son el promedio + D.S(¢). B)
Los trazos de las espigas son representaciones de una rebanada hipocampal a los tiempos indicados
por las letras. El trazo( | ) indica la calibraciéa.
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Fig. 21. La MEL a 45uM dcecrementta la respuesta comparada con cl control. En la figwra s
muestra la amplitud de la espiga (4 control) en tuncidn del tempo. La MEL aplicada ¢sta indicada
por la barra horizontal. EI LTP estimula la ransiisidn sindptica. Los simbolos son el promedio *
0.S (4).
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En la fig 22 sc muesivan las respuestas oblenidas con las tres concentraciones de
MEL a [5uaM (p<0.01). se observa un incremento de la respucsta (20£2%) del potencial de
campo (cspiga) y a las concentraciones de 30 y 45 pM, la respuesta del potencial de campo
sc ve disminuida (16£2% y 2523, p<0.01). este incremento y disminucién de la respuesta,
depende de la concentracion ulilizada y nos habla del efecio bifisico reportado para MEL

en olros modeclos V749106,

2. Efecto del ATP sobre ta transmisidn sindptica de la regién CAI del hipocampo.

En la segunda parte del experimento se aplicé ATP como se observa en la fig. 23 y
labla 6. En ella se muestra en A la espiga poblacional que correlacionan con la grafica en
B. En A se observa que la perfusion de ATP disminuyd la amplitud y la duracion de los
EPSPs de las neuronas analizadus (n=2). El efecto inhibidor de) ATP presenia las siguientes
caracleristicas de cinélica: se observa que dentro de los 60 seg postadministracion del ATP
a la rebanada en la camara de registro alcanza un efecto MAXino aproximadamente a los (.5
min. La respuesia es reversible a los 20 min, ya que la neurona iniciq una etapa de
recuperacion, que se observa por el aumento en la magpitud de los EPSPs. Por lo (anto. el
ATP a 30puM inhibe los EPSPs. los cuales presentan un valor promedio de 14+1.6 mV.
tuvo un efecto de inhibicion del 84+2% (p<0.005) en las neuronas CAl del hipocampo.
por la estimulacion de las colaterales de Schaffer. Las respuestas obtenidas con ATP se
representan graficamente en B. Donde se observa que el registro control sufre una caida
drastica que dura 20 min, posteriormenic, s¢ recupera la actividad de la espiga poblacional
gradualmentc hasta alcanzar una respucsta basal a los SO min. clecto que dura por 40 min.

posteriormente s¢ aplicd ¢l LTP correspondicente.
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Fig. 22. Se muestran las concentraciones utilizadas y el tipo de respuesta que se obtiene
después de la aplicacién de MEL. La grafica esta representada por la amplitud de la espiga (%
control) contra el tiempo. La grafica muestra, un efecto excitador a 15 pM y un efecto inhibidor a
30 y 45 uM (efecto bifasico).

Facultad de Quimica, UNAM 58



Descripcién de Resultados

Tiempo (min) | Disminucion de la amplitud de
1a espiga (%) con respecto al
control
-5 -
15 20%
30 30*
45 9
60 1
75 l
90 |
93 -

Tabla 6. Se muestran los promedios de la disminucion de la amplitud de la espiga (%) a 30uM de
ATP. *p<0.005 1 student con respecto al control.
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Fig. 23. Curso de las acciones inhibitorias del ATP 30 pM, se observa un bloqueo
reversible de la transmisién siodptica. En la parte superior se¢ muestra la amplitud de la
espiga (% control) en funcion del tiempo. El ATP aplicado esta indicado por la barra
horizontal. El LTP provoca la aumento de la sinapsis. En la parte inferior los trazos de las
espigas son representaciones de una rebanada hipocampal a los tiempos indicados por las
letras. Los simbolos son ¢! promedio + D. S (¢).
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VI. DISCUSION

Con los resultados obtenidos mostramos la influencia de MEL y ATP en registros
de potenciales evocados en la region CAl de rebanadas de hipocampo de rala. Se obtuvo
una curva dosi-s respuesta a MEL a las concenfraciones de |5, 30 y 45 (M. La MEL a bajas
concentraciones (15uM) en CA\ producen un efeclo excitador de los EPSPs por mediacion
de glutamato, quien act(a en es(a region por permitir la entrada del Ca®™" a través de sus

receptorcs NMDA”'" 7% 108

. de hecho esta respuesta es mayor comparada con el control, es
deciv facilita la transmision sinaptica glutamaiérgica en la region CAl hipocampal. La
MEL a mayores concentraciones (30 y 45 pM) produce un efecto inhibidor dc los
poienciales evocados en la region CAl hipocampal, porque la MEL a esla concentraciones
impide la entrada del Ca™ que probablemente lo hace por interactuar a través de los
receplores a MEL MT2, pero hay que considerar que puede ser posible que olros
mecanismos estén involucrados®. Estos resultados nos hablan del efecto bifasico de
MEL>7#9-106.

En base a los antecedentes presentados. nuestros resultados indican que la MEIL.
inhibe a los receptores NMDA que son los mediadores del LTP (a través de LTD) cn 1a
region CA1 hipocampal. El LTP que es inducido por una estimulacion letanica de alta
recuencia esta mcdiado por los receplores NMDA. efecto que observamos en las
respuestas. después de aplicar tal estimulo para visualizar la viabilidad dc la espiga
poblacional, por un lado.

Por otro lado ¢l ATP, al ser aplicado (30uM) produjo una inhibiciédn dirccta de ia
libcracion sindptica de glutamato en las tcrminales neiviosas dce la region CA| hipocampal.

posiblementc por interactuar a través de sus receplores P2y7”.
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Sc sabe que ¢l ATP es liberado en la terminal sindptica y se unc a su reeeplor
presindptico P2Y, para inducir la activacion de una proteina Gi que inhibe a la adenilalo
ciclasa (AC), o activando una proteina Go la cual inhibe |a apertura de los canales dc Ca™
dependicnles de voltaje. Otra posibilidad es modulando los canales de K*. pcrmiticndo su
apertura ¢ induciendo una hiperpolarizacion, elcclos que tienen accion directa sobre la
[Ca™] y con la subsiguiente liberacion de glutamalo para intevaccionar con sus receplores
NMDA presentes en las células piramidales de CA1 del hipocarnpo.

Estos antecedentes sobre el mecanismo por el cual actia el ATP. nos permiten
planiear que la MEL podria actuar inhibiendo la liberacion de Ca’” via proteinas G como Jo
hace el ATP: provocando los efectos descrilos anteriormente a las concentraciones de 30 y
45 pM.

En vista de que una de las lineas de investigacidon de nuestro laboratorio es el
esludio de mecanisimos de accion de MEL, con estos estudios preliminares planteamos una
relacion cntre MEL y ATP, situacion que hasta la Feché no se habia reportado, por to tanto
-cstos resullados sugieren la MEL utiliza este mcecanismo de accion ademas de 1os va

reportados dependiendo de su efecto.
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VIL. CONCL.USIONES

1. Sc implementd la metodologia de rebanadas de cerebro de rata para la oblencion de

registros extracelulares en la region CA | hipocampal.

i~

La MEL produce excitacion de los polenciales evocados (espiga poblacional) en la

rcgidn CA1 hipocampal de ratas a las concentraciones de 15 pM.

3. La MEL produce depresion de los potenciales evocados (espiga poblacional) en 13
region CA hipocampal a las concentraciones de 30 y 45 uM, con mayor duracion
que con ATP a 30uM.

4. El ATP produce depresidn de los potenciales evocados (espiga poblacional) en la

rcgion CA 1 hipocampal 2 30pM.
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VIII. PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos y con lo reportado en la literatura nos permitimos

plantcar lo signiente:

a) Estos estudios preliminares penmitieron implementar satisfactoriamente la
mctodologia de rebanadas de cerebro, para la obiencién de registros extracelulares

de la region CA| hipocampal.

b) Esta metodologia nos permitird caracterizar los efectos de diversas suslancias,
agonistas y antagonistas de MEL, con estas respuestas investigaremos el mecanismo
de accidn de diversas sustancias, que nos seran de utilidad, para estudios especificos
electrofisiologicos relacionados con diversos trastornos como lo son el Alzhehmer y

la epilepsia.

c) EI conocimiento de estos mecanismos, nos ayudaran a comprelrlder la fisiologia
de la neuromodulacion en sitios como el hipocampo. durante procesos fisiologicos
v patologicos en el humano. Permitiéndonos también, una amplia gama dc
posibilidades tcrapéuticas en las cuales los efecios colaterales sean menores, o
pucdan scr controlados. a la par de la generacion de electos deseados para protcuer

la actividad dcl SNC.
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ANEXO I Fernando Orozco Diaz

Dra. Elia Brosla Naranjo Rodrigucz
Departamento de Farmacia

UNAM

Presente

Nos es grato informarle a usted que el jurado integrado para elegir el
ganador de la catedra “Fernando Orozco Diaz’, ha decigdido desiganarlo ganador
de la misma por su proyecto: “Efecto de fa melatonina sobre la transmisién
sinaptica glutaminérgica en la region CA1 de rebanadas del hipocampo de
rata” ; que constiluye el tema de tesis del alumno: Adriana Martinez Martinez.

Por éste motivo, externamos a usted nuestra cordial felicitacion.

Aientamente

Ciudad Universitaria, D.F., a 24 de febrero de 2005.
Consejo Coorginador Colegiado 2003-2005

Pt

Dra. Antonia Dosal Gémez
Presidenta

A _

Q. F. gdaléna Acosta Segura M. en |. Teresita Robert Nuhez
Secretaria Tesorera

ADG/ama
Colegio de Profesores, Circuita (nlerior, UNAM, Facullad de Quirmica Eddicio 8. Plania Baja. Ciudad

Unwiversitania, Coyoacan, D.F , C.P. 04510 Teléfono / fax: 5622-3714.
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Anexos

ANEXO I1

CERTIFICADO DE SALUD

En cumplimiento de la normatividad vigente, por este conducto certifico que
los animales aqui descritos se encontraron sanos, libres de enfermedades

infectocontagiosas y de ectoparasitos.

Estos animales fueron producidos y mantenidos en el Centro UNAM-Harlan
de Produccién de Animales de Laboratorio, un Sistema de Barrera que brinda
las condiciones técnica y cientificamente éptimas, para la crianza de animales
de laboratorio Libres de Patogenos Especificos (SPF). Los animales de cada
una de las Barreras Harlan, se evalian periédicamente en la Missouri
University y los resultados son publicados periédicamente. Se anexa Reporte
de Constatacion del Estado de Salud.

Ohro Loyl y Foves
Mdrfioo ‘fetennsrio Zootscnicta
Cadude Pryscsicnal Mo, 43968
Lagiauo SAC, No, 162X

: TN

\
i
>

‘é

I

Dr. Ciro Lomeli y Flores
Director General

Especie | Cantidad Cepa Edad/Peso Sexo
Rata 18 HsdBriHan: WIST 180-230g Machos
Fecha: 13 de septiembre del 2005

El;llzld de Quimica. UNAM

74

Avc. Baja Culitornia No. 161-A,

06760 México. D. F

Tels: 52-55-5264-8657;

52-55-5264-3887

Fax 52-55-5574-3225
harlapnmexico@prodigy.nel s



Reporte de constatacion del estado de salud

Harlan

Anexos
: MEXICO, S.A, de
Ubicacibn:  Harlan México, Barrera 655 Especic: Rala
“echa de lus pruebas mis recientes:  Marzo, 2005, Cepus: HsdBriHan:WIS'T,
Hasd:Sprague Dowley
Referencia No. Frecuenca de]  Prucba mis reciente | Diagndstico Resultade alt
la prucha Fecha Rﬁull!ﬁoml Laboratorio Método | 18 meses
SEROLOGIA
Mivcupiasma pulmonis Bil 1 mard1s Wil MURADIL ELISA A
Virus Sendai Bi mar-035 wir MURADIL ELISA 0wy
Virus de 1a Silodacrioadenitis (SDAVIRCY) Bi mar-05 il MURADIL ELISA 99
Parvovirus de (1 Rawa (RPY) Bi 1] mar-05 Wi MURADIL ELISA U
KRV Bimestral mar-05 Wi MURADIL ELISA Yy
H.| Bimesiral mar{$ Wil MURADIL ELISA L
WVirus de la Neumonia del Ratdn (PVM) Bime;;r-ll mar-05 Wil MURADIL ELISA (]
Reosirus 3 (REO-3) Bi mar-0§ Wil MURADIL ELISA Ly
Virus Hanlaan Bimestal mar-05 il MURADIL ELISA ik
Virus de fa Encefalomiclitis de Theiler (TMEV) Bi mar-05 (4] MURADIL ELISA iy
Adenos irus Muring (MAd) Bimesiral mar-05 ol MURADIL ELISA b
Clostridium paliforme (Tyzzer's) Bi I mar-0§ Wil MURADIIL ELISA sy
Wires de la Ci ingis Li itica (LCM) Bimestral mar-03 Wil MURADIL ELISA L]
Encephalitozoon cumcufi Semesiral mar-05§ (1] MURADIL ELISA 033
Bacilo iado a los Cilios Resp {CARE)} 5 | mar-0% il MURADIL ELISA UL
PCR . ;

Mycuplasma pulmanis | s ] mar-0% [T | MURADIL PCR | FER
Hehcobacter spp ™ | Bimestal mar-0% oni | MURADIL PCR i w

MICROBIOLOGIA
| Seal ety Bimestral mar05 ol MURADIL Cult Aer v 7% (02 U
(i siebaterium kutschers Bimestral mar-0§ il MURADIL Cult Acr y T4 002 uiy
Hordereliu heonefiephica Bimestral mar-05 Wit MURADIL Cult Acr y 7% CO2 [
Sircputug e soepndemc s Bimesual mar-03 il MURADIL Cubi Act y 7% CO2 )
Sirepreshacidias muonilyforms Bimestral mar-3% Wil MURADIL Cult Aery 7% CO2 o9y
Cirspu 8 Hetu Sireplococouy Bimestral mar-0% ol MURADIL Cult Aer v 7% CO2 U 94
SN s TS iRl Bimesiral mar-0§ W11 MURADIL Culi Aer v 7% CO2 i
Tuvienrellu powuntropa Bimesiral mar-{$ Wi MURADIL Cult Aerv 1% C0O2 | [
P ki iy e U Bimestral mar-05 wn MURADIL Cult Aer y 7% CO2 | Uiy

PARASITOLOGIA
Ectoparisies [ Bimesiral mar-is Wi | MURADIL Micrus | L v
Endoparasitos | Bimesiat mar-05 @il | MURADIL Micros 1 Uy

IISTOPATOLOGLA
Glandulas de Hasder Bimestral mar-0% Wi MURADIL Fatologa Uy
Ritoncs Bimestral mar-05 Wil MURADIL Patolowa U
Pulmones Bimesiral mar-i§ Wi MURADIL Patologia [
Glandulas Salivales Bimesural mar-05 Wi MURADIL Pawwloga 1 s
Lessones Bi ] mar-05 Wil MURADIL Paicdogia N
(a} Incluye animales adultos y recién destelados
ib} Incluyendo: H. hepaticus, H. bilis, H. redentium, H. typhionius, H.sp

MURADIL = Missouri Uriversity Research Animal Diagnostic Laboratory, Saint Louis MO.
ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay
PCR = Polymerase Chain Reaction
Microscopis = Examen del pelaje; de los id Iy cecal; imp perraales en cinta de celolin
Facultad de Quimica, UNAM T 75
Ave Baga Cabilorma Noo 1Oi-AL Tels: 52-55-5704-8657, Fan, 52-35-5574-3225%
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