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Los hombres deben de saber que el cerebro es el responsable exclusivo de las alegrías. placeres.

risa y diversión. y la pena. aflicción. desaliento y las lamentaciones. Y gracias al cerebro . de

manera especial. adquirimos sabiduria y conocimientos. y vemos. oímos y sabemos lo que es

repugnant e y lo que es helio. lo que es malo y lo que es bueno, lo que es dulce y lo que es

insípido f gracias a este órgano l/ OS volvemos locos y deliramos. y los miedos y terrores 1I0 S

asaltan Debemos soportar esto cuando el cerebro /10 está sano ... Yell este sentido s~l' dela

opinián de que esta víscera ejerce en el ser humano el mayor poder.

Hipocrate s. Sobre las enfermedades sagradas. siglo IV a. C.
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Introducción

11. INTRODUCCiÓN

La melatonina (MEL) es una hormona secretada por la glándula pineal (GP) durante la

escotofase del ciclo día-noche. Se planteó que la MEL tiene un efecto sobre las neuronas del

hipocampo por acción en los receptores MT2 a MEL, receptor prevaleciente en esta región. Hasta

la fecha no se tiene claro el mecanismo de acción por el cual la MEL lleva a cabo sus efectos

fisiológicos; y con el fin de conocer tal mecanismo, realizamos un estudio preliminar

electrofisiológico en rebanadas del hipocampo de cerebro de rata, donde observamos el efecto de

la MEL sobre la transmisión sináptica glutamatérgica. La transmisión sináptica, permite a las

células del Sistema Nervioso Central (SNC), comunicarse eficientemente entre ellas. Ésta se

realiza a través de contactos funcionales entre las neuronas, denominado sinapsis. La sinapsis

química permite la comunicación celular por medio de la secreción de neurotransmisores por

parte de la neurona presin áptica, produciendo posteriormente, el flujo de la corriente en la

neurona postsin áptica, por la activación de receptores especificos. En el hipocampo, el principal

neurotransmisor de tipo excitador que media la comunicación entre las células piramidales de la

región eAl , es el glutamato. Éste actúa mediante la interacción de receptores ionotrópicos

(NMDA) y metabotrópicos (AMPA y Kainato) . En esta estructura, se han descrito también varias

sustancias capaces de modular la comunicación sináptica glutamatérgica entre las células

piramidales durante procesos fisiológicos . En el presente proyecto se analizaron los efectos del

adenosin -5'-trifosfato (ATPl y la MEL sobre la transmisión sináptica excitadora en neuronas

piramidales de la regi ón CA 1 en hipocampo. El ATP se ha descrito como una sustancia

neurornoduladora del Sistema Nervioso Periférico (SNP) y cn la unión neuromuscular, es

liberado con acetilcolina y glutamato en varias partes del cerebro. incluyendo la corteza. cerebelo

e hipocampo recientemente se la ha involucrado en la protección del hipocampo. durante

procesos hip óxicos . Actualmente. sabemos que la MEL ejerce varios efectos neuromoduladores.

Facultad de Química. t INAM 2



Introducción

Los objetivos del presente proyecto fueron 1) implementar Ia metodología de rebanadas de

hipocampo de rata en el laboratorio de Neurofarmacología y 2) comprobar la eficacia del mode lo

utilizando ATP Y MEL para determinar el efecto de estas sustancias sobre la transmisión

sináptica glutamatérgica en la región CA I de rebanadas del hipocampo de rata. Este estudio nos

permitirá conocer la relación existente entre el glutamato y dos sustancias que modulan la

comunicación neuronal.

Facultad de Química . llNAM ~.'



Antecedentes

111. ANTECEDENTES

1.1 GLÁNDULA PINEAL

La glándula pineal (GP) o "epifisis cerebri " se describió por primera VCI en el año

325 a. C; por Herófilo l 9 anatomista Alejandrino, quien la relacionó con las funciones

reguladoras de la memoria. En el siglo 11, Galeno la relacionó con los nódulos linfáticos y

posteriormente Descartes en el siglo XVII, consideraba que la pineal controlaba el flujo del

"espíritu animal" por movimientos a través de nervios motores. y de esta manera

influenciaba también, en los movimientos generales del cuerpo (fig. 1). De ahí que se

considerara la ubicación del alma en la GP, idea que prevaleció durante 250 aiiosJ~ · 90.

El nombre actual de la GP ' fue propuesto por el anatomista inglés Thomas Gibbson

(en: the anatomy of hum an bodi es ep itomized "1682") del latin "pineus", ya que su forma

es se meja nte a una piña de conifera107
•

Fi~. 1. Esquema representativo de la (;1', realizado por Rene Descartes en 16..(,.".

Facultad de Ouimicu. tl NAM 4



Antecedentes

En 1880 Ahlbom y de GraarOH inician la investigación sistemática de la GP en

mam íferos y en 1943 Bargmann propone que la regulación de la GP vía Sistema Nervioso

Central (SNC)II .

Sin embarga, fue hasta la década de los años 50 cuando se inicio su estudio

sistemático con la identificación por Lerner y cols., de un compuesto pineal, la melatonina

(MELl. llamada asi por su semejanza funcional con la melanina, debido a que es capaz de

producir la aclaración de la piel de los renacuajos por la acumulación de melanina alrededor

de los melanóforos't" (.5.

La MEL tiene la capacidad de producir distintos efectos endocrinos y conductuales

en mamíferos y vertebrados inferiores. Con estos hallazgos bioquímicos y fisiológicos

establecieron que en mamíferos, incluido el hombre, se sintetizaba la MEL en función de la

iluminación ambiental , es decir, por un sistema de regulación fotoneuroendócrino" 65. 70.

En 1965 Hoffman y Reiter" mostraron el papel que ejerce la GP en la regulación

fotoperiódica de la conducta reproductora del hámster. En la misma década Wurtrnan y

Axelrod acuñaron para esta propiedad en nombre de "transductor neuroendocrino", es

decir. es un órgano que convierte un impu lso eléctrico neural proveniente de la retina en

una respuesta endocrina; la MEL!~·35.

En general la GP es una estructura epitalámica rodeada por el sistema ventricular

cerebral que está presente en todos los vertebrados, a excepción del armadillo y cocodrilo",

En especies, como los reptiles, el parénquima de la GP está conformado por células

fotorreceptoras organizadas de tal manera que sugieren una función básicamente sensorial .

aunque tiene la capacidad secretora (transductor fotoncural). En las aves, los

fotorreccptorcs pineales tienen la capacidad de transformar la energía lumínica en respuesta

Facultad de Química . lJNAM 5
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secretora (transductor fotoendócrino). En mamíferos. la Gil tiene una función endocrina y

carece de fotorreceptores típicos (transductor neuroendocrino). es decir pierde su propiedad

Iotorreceptiva y la conexión se produce en la retina neuraI 2';. 21•. "S.Por lo que se ha propuesto

que la función endocrina y secretora, esta estrechamente relacionada con los cambios

hormonales en las diversas especies. Existen evidencias de su participación en la regulación

de la función de diversos órganos como: hipotálamo. hipó lisis. suprarrenales y g ónadas'"

por lo tanto se designa a la GP como neurotransmisor endócrino'",

1.1.1 ANATOMÍA

La GP de los mamíferos es una pequeña estructura lenticular intracraneal unida por

un tallo al techo de tercer ventrículo entre la comisura posterior por arriba del techo del

mesenc éfalo, ubicada entre los tub érculos cuadrigéminos superiores , lo que le proporciona

acceso directo al líquido cefalorraquideo (LCR)\07 (fig , 2).

Embriológicamente, la GP se desarrolla a partir de la porción med ia del

prosencéfalo donde origina la placa del techo diencefálico, la porc ión más caudal de este se

abulta dorsalmcnte y forma un di vertieulo cuyas paredes engruesa n hasta ocupar

gradualmente la cavidad que constituye a la GP. la cual alcanza su m áximo desarroll o en la

etapa postnatal y posteriormente presenta cambios regresi vos':" ,

En la rata. la GP es una estructura hipotal ámica en forma de esfera, reside en la

parte I1lÚS posterior del cerebro y en la línea media. por debajo de la confluencia del seno

venoso sagital con los senos venosos laterales. descansando sobre los coliculos superiores y

opuesta al eerebe!o22.

Facultad ,k Quimica. t JNAM



Antecedentes

Cuerpo
Calloso

Fig. 2. Localizaciún de la GI' en el humano, dicha glándula está unida al techo del tercer
vcntrículo'",

La GP esta constituida por dos clases de células": las neuroectodérmicas,

contenidas en el divertículo del techo del tercer ventrículo donde origina dos tipos de

células: los pinealocitos y la gl ía, por otro lado se encuentran las células rnesenquimatosas

de la piamadre que reviste el divertículo, las cuales derivan en fibroblastos que constituyen

la cápsula, trabéculas y tabiques que subdividen a la GP en lóbulos9o. El aspecto de estos

lóbulos varia de acuerdo a la especies de que se trate, consisten en conjuntos de

pinealocitos y células neurogliales separadas por trabéculas irregulares y tabiques

incompletos de tejido conectivo, el cual lleva un abundante riego capilar proveniente de las

arterias coroidcs posteriores'!". Con la edad se acumula en la GP residuos de material

calcificado (arenilla cerebral), compuestos principalmente por carbonatos y fosfatos de

calcio, indicio de un fenómeno degenerati\·0Io7.

El parenquima de la GP está constituido por pinealocitos los cuales representan el

ss'v., de la masa pineal y cuya función es secretora". Son células de gran tamaño y

nucleólos destacados, su citoplasma presenta cúmulos de material basófílo (RNA y DN.-\l.

además contiene una gran cantidad de mitocondrias y sitios de almacenamiento de

Facultad de Quimica . IlN¡\M 7



Antecedentes

productos dc secreción. El endotelio de la GP es fencstrado, permitiendo así la salida y

entrada de moléculas relativamente grandes desde y hacia cl espacio intersticial de la G p3.

107

1.1.2 COMPOSICiÓN BIOQUÍMICA

En los mamíferos la GP contiene altas concentraciones de cu", Mg2+ y 2n2
+ en

comparación con otras regiones del cerebro111, esto se debe, por un lado a su relación con

las enzimas contenidas en la GP, y por otro lado, a su asociación con pigmentos y

concreciones conocidas como depósitos calcáreos".

Alrededor del 3-10 % del peso de la GP esta constituido por lípidos que conforman

la fracción lípidica y más del 50% de ellos son fosfolipidos'", los cuales se encuentran en

forma dc pequeñas gotas alrededor del núcleo. Se ha observado que cn animales expuestos

a la luz continua disminuye notablemente la cantidad de lípidos", efecto que es bloqueado

al seccionar los nervios ópticos, lo cual demuestra la regulación circadiana del

funcionamiento de la Gpl~ .

Se ha observado la presencia de algunos carbohidratos como el ácido ncuraminico y

el ácido siálico, los cuales forman partes de lipidos, polisacáridos y mucoproteínas

localizadas cn el glucocálix de la membrana celular". Otro compuesto presente que es

importante para el almacén nutritivo de los tejidos animales, es cl glucógeno, el cual sufre

un decremento importante cn su concentración en ratas expuestas a la luz continua.

Por lo que respecta a los aminoácidos son importantes las concentraciones de

aquellos susceptibles de donar un grupo metilo requerido en la biosíntcsis de la MEL y

principalmente la presencia de una gran cantidad dc triptófano circulante cl cual cs captado

sFacultad ,k Quimicu, IINAM
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Antecedentes

Aunque la principal hormona secretada es la MEL, la GP posee las enzimas

necesarias para el metabolismo de diversos indoles del tipo de la MEL como son: 5-

ácidohidroxi-indol-3-acético, 5-hidroxi-triptofol o 5-metoxi-triptofol . 59Y serotornna'".

Además la GP contiene una extensa variedad de sustancias neurotransmisoras como

adrenalina, histamina, doparnina, octoparnina, y somastostatina, (el factor liberado de la

tirotropina), los cuales son péptidos hipotalámicos y un péptido único que es la vasotocina.

análoga a la vasoprcsina y a la oxitocina . De las numerosas sustancias biológicamente

activas presentes en la GP, la MEL ha sido estudiada más intensamente".

1.1.3 FISIOLOGÍA

La inervación de la GP proviene del ganglio simpático cervical superior (GSCS) del

Sistema Nervioso Autónomo (SNA), donde se ha demostrado que las terminaciones

nerviosas IIcgan directamente a los pinealocitos. La actividad enzimática que interviene en

la síntesis de serotonina y MEL en la GP esta controlada por estimulación beta-adrenérgica

del pinealocitof" (,0.

La vía de inervación de la GP es la que conduce al estímulo fotónico que proviene

dc la retina, los impulsos nerviosos que proceden de la retina y van hacia la GP llegan al

cerebro a través del tracto rctinohipotalámico que termina en el núcleo supraquiasmático

del hipotálamos9.K, .K2. La información nerviosa es transferida desde el núcleo

supraquiasmático hacia cl segmento torácico de la médula espinal por una vía que se

proyecta caudalmentc a las áreas periventricular y tuberal del hipotálamo lateral y

finalmente neuronas dc esta localización establecen conexi ón con la columna

intcrmcdiolateral dc la médula cervical, desde donde se originan las fibras preganglionarcs

--------------------------------------
Facultad de Quimica. lINAM



Antecedentes

que terminan en el GSCS conformando el nervio conario " ss,6o(fig3).

Hay evidencia de la existencia de otra vía de inervación de la GP, consistente en

pequeñas libras de origen también simpático que llega a ella a través del tallo, el cual

parece contener fibras de la comisura habenular y la comisura posterior en varios

En los mamíferos. la función de la GP no se ha establecido por completo. Existen

trabajos donde se le atribuyen diversas funciones tales como su participación en la

maduración postnatal del cerebro'". en la regulación del metabolismo en general 109 yen la

termorregulaci ón", para lo cual se ha sugerido la existencia de una regulación bidireccional

entre la GP y el sistema hipófisis-hipotálamo en los rnamíferos'" 91. 93 .

Esto nos indica que la principal función de la GP es proveer a los órganos

endoc rinos. a través del eje neuroendocrino de la información necesaria sobre el estado

ambiental. en especial de la iluminación ambiental ; esta informaci ón es utilizada para

ajustar acordem ente la actividad del eje hipot álamo-hipofisiarioc'' 91. 93.

Específicamente, se le atribu ye una función secretora, ya que desde el punto de vista

metabólico los pinealocitos son muy activos y secretan dos sustancias serotonina y MEL,

de estructura semejante. sin embargo. no secretan ambas simuh áneamerue'" .

Por lo tanto, la caructeristica fundamental de la GP es su capacidad para producir y

secretar hormonas de acuerdo al patrón fotoperi ódico" " . en el cual la luz juega un papel

supresor. En consecuencia durante la ccotofase la concentración de MEL proviene de la GP

ulcunzando su máximo nivel (30-S0pg/mL). mientras que en presencia de luz ambiental , se

reduce tanto la producción como la secreción'!" (Sng/mL) (fig. 4). Esta asociación entre la

función de la GI' y el lotopcriodo es indicaciivo del papel que juega la GP cn la regulación

Facultad de Qu ím ica. l lNAM 10



Antecedentes

de las variaciones fotoperiódicas y estacionales en las funciones de los seres viVOS
26,48

.

Sistema Reticular J

PineaJ
(secreción de
melatonina)

Uúcleo Intermedio Lateral
de la MédulaEs¡maJ

Fig. 3. Mecanismo de acción de la luz sobre la Gp50
•

En ratas y en hámsters hembra, el déficit de MEL provoca hiperfuncionamiento

gonadal, ya que tiene un efecto directo sobre el hipotálamo y ejerce un efecto

antigonadotrópico, o bien la pinealectomía origina desarrollo sexual precoz, ya que

probablemente inhibe en forma directa la secrecióngonadali" 56, 84. % .
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N-ACETIL'IRANSFERASA 1
(nmotes prolluclmglllr)

SEROTONINA
(IJmolrs,'mg")

blELATONINA
(¡Imoleslmg'

30

10
6

. ::< ~:' ::: -:':-: ':-' . o".;.' .;
.. . ....

12:00 18:00 24:00 06:00 12:00

HORA DEL OlA

Fig. 4. Variación de las conccntracioncs de las cnzimas de la GJ> responsables de la síntcsis dc
1\1 EL, las cuales signcn IIn ritmo circadiano en las ratas;".

En animales neo natos no puede sintetizarse, sin embargo, se ha demostrado que la

MEL materna es transportada a través de la placenta'" y la leche, donde juega un

importante papel en la maduración scxuat'", incluso en el .humano se le atribuye una

relación cn la regulación gonadal'" .

En algunas especies se ha demostrado un erecto en la GP sobre la tiroides. puesto
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que la exposición de un animal a oscuridad continua causa hipertrofia de la GP con

depresión de la función tiroidea. efecto que se consigue también mediante la administración

de MEL mientras que la exposición a la luz constante atrofia la GP e incrementa la

secreción de hormonas tiroideas en varias especies, efecto que se logra también con la

pincalcctomia. Probablemente, el efecto depresor sea causado a través de la inhibición en la

síntesis y liberación del factor liberador de la hormona tirotrópica'" (TRH), hay

experimentos que demuestran que si se modifica el cielo luz-oscuridad, se registra un

cambio en la actividad de la GP y en tan sólo 6 días se sincroniza el nuevo ritmo, lo cual

indica que el ritmo diario es endógeno pero sincronizado a la luz ambiental, por lo que se

requiere un reloj que sincronice la actividad al nuevo ritmo'?' 17.27 .W. 107.

El reloj biológico que actúa como oscilador e influye en las células pineales, para

regular las variaciones en los niveles de MEL y serotonina en el ritmo endógeno pineal de

tipo circadiano, es el núcleo supraquiásmatico: se ha demostrado en la rata que las lesiones

a este nivel provoca la desaparición del ritmo diario en el metabolismo de las indolaminas.

y muy probablemente suceda en el humano'". por tal motivo la GP ha sido objeto de

diversas investigaciones, ya que proporciona un modelo experimental para el estudio de

ritmos circudianos. además dc la regulación que ejerce sobre otros órganos'" ~3.

1.2 l\IELHONINA

La \1 EL fue descubierta por McCord y Allen en 19l77~, pero fue hasta que 1958

Lerncr y co!s.. aislaron a la mclatonina (MEl) y estructuralmente la denominaron N-acetil-

5-metoxitriptamimll
•
5 (fig. 5). fue aislada. identificada y llamada MEL cuando observaron

en ranas y renacuajos a los que se les aclaraba la piel después de administrarles extractos de

Facultad de Ouimica, I lNAM 1
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GP provenientes dc bovinos. El mecanismo de esta acción consiste en una agregación de

gránulos de melanina alrededor de los núcleos celulares. Posteriormente Lerncr y cols.,

mostraron que este efecto es opuesto al qu e produce la hormona estimulante de los

melanocitos, la cual es liberada por la hipófisis intermedia de estos animales-'6. 65. 70. A partir

de este hallazgo, se inicio cl estudio de las funciones de la pineal a través de la

investigación de la influencia de la MEL sobre diversos órganos.

La MEL es sintetizada principalmente en los pinealocitos de la GP, aunque también

en otros sitios cxtrapineales como en la retina, el intestino y en la glándula Harderiana de

los rocdorcs!5. -'('o (,5 .

Fig 5. Estructura de la 1\1 EL. compuesto mctoxiindólico, es la prlncipal hormona producida
por la (;1' sn nombre químico es ~-acetil-5-mctoxitr¡ptamina6s.

Diversos estudios en los últimos afias han demostrado que la M EL provee una señal

interna de sincronización del ritmo sueño-vigilia y de otros numerosos ritmos circadiano,

por lo que interviene en numerosas funciones biológicas, las siguientes propiedades de la

M EL han sido repet idamente observa das: efecto aruigonadotr ópico/", efecto fortalecedor

evidente sobre el s is tema inmunol ógico?", refuerza los antioxidantes que protegen a las
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células contra el daño por rad icales libres76
.77.9H, desacelera el crecimiento de tumores 'r': 99,

regu la la presión sang uínea'" . limita y en ciertos casos frena la perdida de memoria ',

resuelve problemas de cambios de horario~; (jet-lag), actúa como ansiolíticoH5
• 61 y ade más

tiene un efecto sedati vo'".

1.2.1 BIOsíNTES IS y METABOLISMO

La biosín tes is del derivado indolico \ 1EL como la de todos los indoles comienza en

los pinealocitos con la captación del triptofano de la circulación. Una vez en el pinealocito.

parte del triptofano es utilizada para la síntesis proteica, mientras una fracción mayor es

rnetabolizada a través de la vía de los indoles. Para la biosíntesis de MEL, inicialment e el

triptofano es oxid ado en la posición 5 del anillo indólico por la accién de la triptofano

hidroxilasa. El 5-hidrox itriptofa no producido es ráp idamente descarboxilado por la

descarbox ilasa de L-am inoácidos aromáticos y forma la serotonina (S-hidroxitriptarnina. 5­

HT)25. 66. 75.

La S-HT de la GP, sigue por una parte. la ruta catabólica a otros tejidos y por otra. la

formación de MEL. En esta última vía, es primero acetilado en el nitrógeno de la eti lamina

por la acción de la enzima N-acetiltransferasa. (NAT) para formar la N-acetilserotonina. la

cual es a su vez O-meti lada por efecto de la enzima hidroxiindo l-O-mct iltransferasa

(HlüMT). Esta enzima está presente en el citop lasma de las cé lulas parenquimatosas de la

GP y transfiere el grupo metilo activo de la S-adenosilmetioni na al grupo hidroxi de la

posición S del núcleo indólic o formándose N-acetil-Smetoxitriptamina o MEL. En

vertebrados, la síntesis se realíza en la GP. asi como en varios tej idos per i féricos 25. M,. 75

(Iig. (1) .
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Una de las principales acciones fisiológicas de la HIO!'vIT cs que al convenir

indolaminas, como la 5-HT, la que no puede atravesar la barrera hcmatocnccfálica (BHE). a

compuestos metoxilados como la MEL. éstos tienen un fácil acceso al ccrcbro'".

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

la retin a y de diferentes núcleos cerebrales. Mient ras que la luz trena la producción de

M EL. la oscuridad estimula su síntesis en todas las especies animales incluyend o al ser

Triptofano 5-Hidrcxitriptofano

5-hidrozi triptofano
descsrboxilass

Serotonina

OHo'TCJn -(CH2l z -NH2

~""'-N/
H

CH3-0~() I (CH2h-~H-COCH 3

N "'C"'C----

H Serotonim

j
N-acetiltransferass

Hidroxiindol-Oxneül
transferass

CH3-0'1~t()[T(CHZ)2- NH-COCH 3

~~"N/
H

Ivle1atonina

Fig. 6. La siutesis de 1:1 1\1 EL se IIc\":1 a cabo en los pinealocitos de la GI', se sintctíza a partir
del trjptofano y por medio de reaccloues enzlmátlcas dan como producto linal a la M EL !>.

Só lo la MEL producida por la GP entra en el plasma por un mecani sm o de di fusi ón

simple donde se une a la albúmi na. llega a di [crcn tcs órganos efectores. compren didos tanto
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por el SNC como por tejidos periféricos. La MEL pineal representa en el organ ismo una

señal circul ante del tiempo, reguladora del sistema circadi ano y de los ritmos diarios y

El metabolismo dc la MEL comien za cn cl hígado, en donde se hidrox ila él un

compuesto sin actividad biológica denominada 6-hidroximelatonina que posteriormente se

conju gará con ácido glucurónico o sulfúrico, el cual será exc retado en orina y heces . Del

70 al 80% de MEL se encuentra como sulfatos en orina, mientras que el 5% se encuentra

como glucur ónidos, 15% como N-acetil-5-metoxiquinurenl!mina. 0.5% como ácidp 5-

metoxiindolacético y menos del 1% permanece inalterado (fíg . 7)!s .

CH~;'0LQcf- C) \ (CH2)2-NH·COCH3

N/ --...
H

Melatonina

CH1-0 »<
- "1-0TT(CH2h .NH.COCH3r'-/ "-wJ!

OH H
6·Hidroxim datonin a

/
Conjugado

con ac. sulfúrico

C;H3'O~CO(CH2)2'NH'COCH3O N·Acelll·N·fomul
<, 5-metoxiquinurenamína

'NH-CHO

¡
CH3'O\~/CO(CH2)2-NH 'COCH3

l( \, l-l-acetil
~ 5·metoxi quinurenamina

~NH2

Conjugación

l:'onjug::'l1o
coa ac. glucurcnico

Fil.:. 7. El metabolismo de la M EL se lleva a cabo priucipahncnte en el híg:Hlo 1
; .
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1.2.2 EFECTOS FISIOLÓGICOS

Se dice que la MEL previene ataques cardiacos resultantes del estrés, disminuyendo

la producción de corticosteroidcs los cuales pueden dañar el músculo del corazón. La MEL

puede también reducir la tensión sanguínea al disminuir el ritmo cardiaco" .

También. se ha observado que en personas con insomnio los niveles nocturnos de

MEL están disminuidos. En estudios recientes se ha verificado que la MEL afecta al sueño

modificando dos mecanismos distintos: aumenta la propensión al sueño y sincroniza el reloj

circadiano~s.

La participación de la MEL ha estado asociada con procesos de ritmos endógenos.

que perm iten . la adaptación del sueño en diferentes horarios y el reajuste de procesos

metabólicos regulados hormonalmente, fenómeno que la ha valido el calificativo de "reloj

biológico" que todas las especies poseen para su adaptación a su entorno ambiental~~·~s.88.

En el ser humano la MEL actúa como un sincronizador de la temperatura corporal ,

la secreción del cortisol y la hormona adrenocorticotropica (ACTH). Este efecto permite

acelerar el acoplamiento al horario local tras un viaje transoceánieo, reduce el efecto del jet-

lag y puede ser útil en personas con turnos rotatorios de trabajos.

La función de la MEL descubierta más recientemente ha sido la de comportarse

como un potente antioxidante natural, con una capacidad antioxidante cinco veces mayor

que el glutatión y más efectiva en la eliminación de los radicales libres que la vitamina E.

El mecanismo consiste en fijación de los radicales hidroxilo. potentes oxidantes, mediante

apertura del núcleo indólieo y producción de un derivado de la kirurenina. Dado que la

mclatonina es altamente lipófila y que sus efectos se han observado solamente a

concentraciones m;15 alta s de las normales para los receptores. es posible que jos efectos
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antioxidantes serealicen con independencia de dichos receptores" n 9x.

En años recientes, la pasible relevancia terapéutica de la MEL cn la enfermedad de

Alzheimer ha sido indicada por estudios in vitro. En cultivos de neuronas. la MEL protege a

éstas células contra la toxicidad de p-amiloides (proteínas anómalas que se depositan en los

tejidos 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. antiapoptótica y

antagonista del p-amiloide en el SNC, es posible que esta sea útil en el tratamiento de la

enfermedad de Alzheimer'.

Las mujeres con disminución grave de la capacidad visual tienen menor riesgo de

desarrollar cáncer mamario':', lo que tendría relación con el efecto de la luz visible sobre la

secreción de MEL. Se ha señalado que la MEL es útil para combatir los síntomas de

epilepsia y de la enfermedad de Parkinson. En los epilépticos. el tratamiento agudo con

MEL produce mejoría clínica muy marcada. 10 mismo que el tratamiento subagudo y

crónico en pacientes con Parkinson. El mecanismo por el cuál la MEL produce este efecto

es desconocido. sin embargo, se cree que puede deberse a la capacidad de la MEL para

alterar el balance de algunos neurotransmisores del SNC I
.

1.2.3 RECEPTORES DE MELATONINA

En los mamíferos se han descrito la presencia de tres tipos diferentes de receptores a

la MEL los MTI. MT2 los cuales fueron identificados con iodomclatonina (radiologando

de alta afinidad) y MT3 cl cual es clonado. Los dos primeros están acoplados a sistemas de
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proteínas G Yel tercero pertenece a la familia de las quininas reductasas":

Estos receptores consisten de una simple cadena polipcpt ídica de 39 a 47 KDa y

346 a 420 aminoácidos, están constituidos por siete dominios transmembranales (MT 1, 11,

111, IV, V, VI, VII Y VIII) conectados por asas intracelulares y extracelulares, el amino N­

terminal está del lado extracelular y presenta uno o dos sitios de glucosilaci ón, mientras que

el carboxilo terminal es intracelular JIo.70.

El receptor MTl el cual se expresa en el núcleo supraquiasmático en el hipocampo

yen vasos sanguíneos donde esta relacionado con los ritmos circadianos y la reproducción.

Además de las regiones específicas el receptor MTI se expresa en otras regiones del

cerebro y tejidos periféricos y este receptor está acoplado a una gran variedad de proteínas

G que pueden inhibir la adenilato ciclasa que le atribuye su actividad ñsiol ógica!':'.

El. papel fisiológico del receptor de MEL MT2 en mamíferos aún no está

esclarecido, sin embargo sabemos que está involucrado con la fisiología de la retina, en la

modulación circadiana y en las respuestas inflamatorias en la microcirculación l lJ
.

Un subtipo del receptor MT2, el MTRs tiene restringida su localización en cerebelo,

hipotálamo, retina, riñón, ovario y vasos cardiacos'f ' .

Los receptores de M EL se han encontrado en tejidos, tanto neuronales como no

neuronales de -varias especies de vertebrados incluyendo al hombre en dondc la distribución

de los mismos puede cambiar tanto en especie como en sexo!' :'.

Los receptores de MEL en la retina y los colíeulos superiores están implicados cn la

regulación de las funciones visuales, mientras que los que se encuentran en el núcleo

supraquiasm árico dcl hipotálamo. están relacionados con los ciclos circadianos y

reproductivos. Los receptores de MEL en el núcleo paraventricular dcl t álamo, se

Facultad de Qu ímica. 1JNA M 20



Antecedentes

relacionan con la función Iímbica. Los receptores no neuronales del pars tuberalis están

relacionados con los ciclos reproductivos, mientras que los que est án cn arterias tanto

cerebrales como caudales regulan la función cardiovascular y de temperatura'Í'.

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

través de receptores específicos localizados cn la membrana dc las células blanco'l3.

1.3 TRANSMISIÓN SINÁPTICA

En el siglo XIX de Cajal y Golgi 23 fueron los primeros en demostrar que las

neuronas son la unidad funcional del SNC. Las neuronas son estructuras especializadas en

la generación y el procesamiento de señales eléctricas para lo cual están organizadas en

circuitos: La neurona comprende un cuerpo celular que contiene un núcleo y la mayor parte

de los organelos celulares. El cuerpo o soma celular se prolonga a través de las dendritas.

que son extensiones cortas y cuyo diámetro disminuye COnf0I111e se alejan del cuerpo

neuronal (fig . 8). Otra extensión nerviosa es el axón el cual es particularmente largo y

mantiene su diámetro constante. La mayoría de los contactos sinápticos, se establecen en

las dendritas donde los axones de otras neuronas terminan . Considerando la funcionalidad

de las neuronas, estas se clasifican en sensoriales. intcrneuronas y motoras. Las primeras

IIcvan información de la periferia hacia el Sistema Nervioso (S:'\) y su cuerpo neuronal se

encuentra en los ganglios sensoriales, Las neuronas motoras llevan informaci ón del SN a

los órganos efectores como los músculos, las glándulas. etc. Las interncuronas son células

cuyos axones terminan dentro del mismo centro neuronal. estas constituyen el <)<)%, de todas

las neuronas y se encargan de realizar cl procesamiento de scñalcs'" .

Las sinapsis pueden ser químicas o el éctricas. Las primeras usan sustancias
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(neurotransmisores), las cuales son liberadas en la terminal axónica para influenciar la

membrana (postsináptica) de la célula receptora. En las sinapsis eléctricas, el citoplasma de

las dos células se comunica mediante canales especializados, conocidos como uniones

comunicantes, Estas uniones tienen una baja resistencia eléctrica y permiten que las señales

eléctricas de una neurona se propaguen a la segunda y permiten el flujo pasivo directo de la

corriente eléctrica de una neurona a otrase. 116.

Dendritas CÉLULA PRESINÁPTICA

Telodendritas

Temlinales
~cas

CÉLULA
POSTSINÁPTlCA

Fig. 8. Estructura de una neurona multipolar y su sinapsis54
•

Las sinapsis químicas de tipo excitador e inhibidor representaron el modelo más

sencillo para describir la transmisión sináptica central y neuromuscular. Este modelo se

desarrollo para poder explicar la mayoría de las observaciones fisiológicas de los tejidos

excitables. Así que, el modelo más adecuado tenia que contemplarse con base a un tipo de

sinapsis más compleja, la cual incluye alguna de las siguíentes características: la

participación de diferentes primeros mensajeros (neurotransmisores y/o neuropéptidos),
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actuando a través de di ferentes receptores y activando diferentes sistemas de segundos

mensajeros. A este tipo de mecanismos de mayor duración se les denomina

Neuromodulacion 102.

Por otro lado y específicamente en el hipocampo el proceso de neuromodulación de

la transmisión sinúptica ha sido objeto de gran variedad de estudios, tomando aspectos

como la interacción de los difcrentes neurotransmisores y neuropéptidos, que las neuronas

piramidales co-expresan y co-liberan por la estimulación de las fibras aferentes y

analizando cual es el papel que éstas interacciones juegan en los procesos fisiológicos que

regulan esta estructura. Las preparaciones de rebanadas de hipocampo in vitro 47 permiten

analizar la comunicación de sinapsis individuales y de circuitos en una región de tejido

estable y donde las manipulaciones farmacológicas pueden realizarse a través de un baño de

solución de liquido cefalorraquídeo artificial (LCRA).

Con este tipo de estudios, se ha podido establecer que la comunicación sináptica en

el hipocampo. mediada principalmente por el glutamato como neurotransmisor excitador

formando parte de los circuitos neuronales implicados en los mecanismos de memoria y

aprendizaje. Por lo tanto las alteraciones en la eficiencia de la transmisión sináptica son

estudiadas por varios investigadores debido a que son la base neurofisiológica de estos

mecanismos . El papel aparente dc estos circuitos neuronales en la enfermedad de

Alzheimer ha incitado la investigaci ón dc los mecanismos de la modulación sináptica y la

plasticidad sináptica en el hipocampo.
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1.4 HIPOCAM PO

El hipocampo, recibe su nombre por su semejanza con los caballos de mar (del

griego hippo = caballo, kampos = monstruo de mar) , es la estructura cortical mejor

caracterizada. Su organización es ideal para el desarrollo de estudio de investigación

fisiológica y anatómica. Se conoce bas tan te sobre su organización sin áptica y de las

ca racterísticas del funcionamiento de las neuronas que lo conforman. Esta estructura es de

gran interés para diversos grupos de invest igadores por su relación con algunas patologías

neurológicas, así como por el papel importante que juega en las funciones cognitivas de

diversos organismos".

Estudios neurofis io l ógicos, sugieren que el hipocampo j uega un papel clave en

ciertos aspectos del aprendizaje y la memoria. Aunq ue la naturaleza exacta de las funciones

mnemónicas que realiza el hipocampo permanecen aún desconocidas".

El hipocampo esta dividido en cuatro regiones las cuales han sido tradicionalmente

designadas como CA I a CA4 (cuyas siglas provienen de l latín cornu AlI/olI) (fig, S). El

g l T IIS dentare, el slIhillCIIIIIIII. y la corteza entorhinal se incluyen en un término más general

conocido como formación hipocampal o la región hipocampal, En la rata, básicamente el

hipocampo está constituido por las regiones CA I YCA3 . La región CA2 es muy pequeiia e

indis tinguib le en alg unas especies. El área que se enc uentra localizada en tre el glTIIS

dcntate y el estrato gran ulosum de la región CA3 se le de nomina región hilar, polini árfica

o ltilus. Tan to e l hipocampo co mo el gl'rt/s denta te son estructu ras corticales de tres

láminas. Las tres láminas fundamentalmente del hipocampo son : la polim órfica (estrato

orines), la piramidal (es trato pircunidulcv y la molecular (estrato radiatum y estrato

IIIl"II //(isunt -ntotccularc)~' 1S.
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El hipocampo funciona como un centro que integra la información proveniente de

varios sitios sensoriales a través de la corteza cntorhinal, la región scptal y contralateral del

hipocampo para poder establecer un flujo de informaci ón en un circuito cerrado. que

finaliza con el establecimiento de una respuesta integral'".

Las principales neuronas del hipocampo son las piramidales. Su cuerpo neuronal o

soma, está organizado en una lámina conocida con el nombre de estrato piramidal. Este

básicamente cs una lámina curva constituida por dos o tres cuerpos celulares, El soma de

las células piramidales cs cónico (en forma de pirámide), con las siguientes dimensiones

promedio: de 20 a 40 um dc base y con una altura de 40 a 60 ¡U11. Cada célula cuenta con

una dendrita apical de 5 a 10 ¡U11 de diámetro, que pasa por el estrato radiauun al estrato

!lICIIIIOSIIl1/-1110!eCII!are. Presenta varias dendritas basales con un diámetro de 3 a (¡ um, que

arborizan en un área de 200 a 300 um y f0I111an cl estrato orilles, tanto las dendritas basales

como las dendritas apicales están cubiertas con espinas~·'s .

r.lL·e/mll" ,k
R,,' ,:.: i..;lrll

Fig. 8. Elcmcntus ncnronalcs dc la formaclún hipucampal, Las úreas marcadas incluyen el
subinculum. parte de la corteza cntorhinal . el gyrus dentare y las regiones CA l a C:\-l. 1:1
hipocampo se divide en (1) estrato orines 2) estrato piramidatc 3) es trato radiatum y 4) estrato
lucun ostnn-molccularc. Se esquematizan también la forma más comúnmente usada para inducir un
potencial sináptico: que es aplicando un estímulo en las fibras colaterales de Schaffcr y registrar la
actividad el éctrica en una neurona de CA 1 a través de un rnicroclcctrodo Cromada Barajas-l .. 1.,).
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La morfología de las células piramidales varía gradualmente cn función del sítio cn

que se localicen en el hipocampo; por ejemplo, el soma es más grande en eA3 que en eAl,

las dendritas apicales se vuelven más largas, más delgadas y más regulares en la forma de

sus arb~lizacíones el , eA I que en eA3~' IS.

Las conexiones sinápticas en el hipocampo so n principalmente de tipo axo­

dendríticas y axo -somáticas, guardando una estructura convencional. Los axones colaterales

de Schaffer de las neuronas piramidales de CA3 están parcialmen te mielinizados, con

nódulos de Ranvier de los cuales salen de dos a tres axones no mielinizados, que siguen una

trayec toria paralela a las fibras que les dieron origen. Las sinapsis que forma n las fibras

colaterales de Schaffer presentan una membrana asimétrica rodeada por vesículas

irregularestdichas sinapsis se realizan sobre las espinas dendriticas" .

Las sinapsis que f0I1113n las fibras colaterales de Schaffer sobre las neuronas

piramidales de CA I son las más extensamente estudiadas en el ce rebro de mamíferos,

debido a que representan un modelo experimental bastante adecuado para el análisis de la

actividad sináptica y los mecanismos invo lucrados en su modulación . Tal ventaja se debe a

que el tracto de fibras presinápticas, las áreas de contacto sináptico y la lámina de cuerpos

cel ulares posts inápticos, pueden ser visualizadas bajo inspección microscópica de baja

resolución, de tal forma que los e lectrodos de registro y estimulación pueden ser colocados

bajo control visual. Esta sinapsis se utiliza ampliamente para hacer estudios intracelulares

de la plasticidad sináptica",

La organización funcional de la sinapsis en el hipocampo que forma los axones

colaterales de Schaffcr presentan la siguiente disposición: las fibras de camino pcrforantc

hacen sina psis so bre las células granulares del giro den tado; estas células granu lares envían
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axones conocidos con el nombre de fibras de rnossy a la regi ón C A3 donde hacen sinapsis

con las neuronas piramidales; las cuales a su vez a través de las fibras colaterales de

SchafTer en la región CAl forman sinapsis con las neuronas piramidales".

En las neuronas piramidales de CAl se pueden observar potenciales postsinápticos

espontáneos a potenciales de membrana de reposo. Varios potenciales postsin ápticos

pueden ser registrados cuando se aplica un estímulo adecuado a las neuronas presinápticas

con pulsos eléctricos con duraciones iguales o menores a 0.5ms. Con este método se

pro voca un potencial de acción que viaja a lo largo de la terminal nerviosa e induce la

liberación de neurotransmisores al activar canales de Ca 2
+ dependientes de voltaje en la

terminal nerviosa'? ' 68 .

Con este método se ha determinado, que en el hipocampo se llevan a cabo los

procesos de memoria y aprendizaje, y para corroborar esto, se han realizado experimentos

en esta estructura que involucran la act ividad eléctrica denom inados electrofisiol ógicos y

div ersos parámetros como la Potenciac ión a Largo Plazo (LTP, del inglés Long Term

Potentiationj'",

1.5 POTENCIACIÓN A LARGO PLAZO (LTP)

Desde hace tiempo se ha sospechado que la memoria y el aprendizaje tienen su base

mol ecular en el fortalecimiento de conexiones sin ápticas part iculares. Durante los últimos

años, se han logrado muchos procesos de comprensión de la plasticidad sin áptica. Como el

LTP (fig. 9), que se caracteriza por la transmisión aumentada en sinapsis que sigue a la

cstimulac ión de alta frecuencia. El mejor ejemplo estud iado fue a comienzos de la décad a

de 1970, cn donde Tim Bliss y cols.. descubrieron que algunos segundos de cstirnulaci ón
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el éctrica de alta frecuencia de una vía de fibras del hipocampo del conejo aumenta la

transnusión sináptica entre los axones estimulados y las células postsin ápticas, y que este

cambio persiste durante semanas. Si bien, se observó por primera vez en animales de

experimentación intactos, cl progreso en el conocimiento de su base celular se ha basado en

preparaciones de cortes encefálicos in vi/ro. Gran parte de la investigación sobre el LTP se

ha centrado en las eonexiones sinápticas entre las células piramidales de CA3 y CA 1, cn

parle por que muestran una forma particularmente fuerte de LTP, pero también debido a

que el daño de la región CA I tiene efectos espectaculares sobre la memoria humana'" : 7M.

Fig 9. Representación csqucmática dc la potenclacíóu a largo plazo (LTI')

La cstimulaci ón eléctrica sobre las colaterales de Schaffer genera potenciales

postsin ápticos excitadores (EPSPS) en las células eAl postsinápticas, Los EPSPS pueden

ser registrados en células individuales con electrodos intracelulares o como una respuesta

del efecto de muchas neuronas postsin ápticas registradas mediante un electrodo
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extracelular. Los EPSPS registrados en las neuronas, presentan una duración de 50 a 100

ms y amplitudes de 20 a 25 mV, estos potenciales son mediados por J~ liberación de

glutamato y la subsecuente activación de receptores I\o-NMDA (receptores AMPA a KA)

en la membrana postsináptica'".

También se generan potenciales postsinápticos inhibidorcs (IPSPS), que presentan

una duración de 60 a 110 rus y amplitudes de 4 a 12 mV, cstos potenciales son mediados

por la liberación de GABA y su interacción con receptores GABA" en las membranas

postsinápticas" 46. 47.

1.5.1 BASE MOLECULAR DEL LTP

El SN se mantiene en un estado de comunicación constante cuyo código de

comunicación radica en las modificaciones de las propiedades eléctricas de los estímulos

que emiten y reciben las neuronas. Los neurotransmisores son las moléculas responsables

en un alto porcentaje de la comunicación neuronal, representados por una amplia diversidad

de moléculas entre las que se incluyen aminas biogénicas, péptidos y aminoácidos1ú3
. En

concordancia con los objetivos del presente trabajo nos orientamos al estudio de un tipo

particular dc neurotransmisor, el glutamato.

El glutamato es un aminoácido preponderantcmcnte excitador y su actividad como

neurotransmisor sc conoce desde mediados de la década de los 5062
• Es ampliamente

reconocida la participación de los receptores a glutamato en los eventos excitadores de

transmisión rápida del SNC de los vertebrados, en eventos de plasticidad sinápt ica en el

desarrollo cerebral y cn cl cerebro adulto. así como cn desórdenes ncurológicos asociados a

cxcitoxicidad o enfermedades neurodegcncrativas'": 7K.
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Hay tres tipos de receptores para ghuamato idcnti ficados . Dos son canales i ónicos

regulados por ligandos denominados, respectivamente receptores NMDA y receptores

AMPA/kainato. Su nombre deriva de los agonistas que los activan: NMDA (N-melil-D-

aspartaio), AMPA (a-amino-.3-hidroxii-5-mclil-4-isoxasol-propionato) y ácido kaínico. Los

receptores AMPA/kainato también se denominan receptores no NMDA. El tercer tipo de

receptores para glutamato es el receptor metabotrópico mGluR, el cual modula los canales

jónicos postsinápticos al activar las proteínas G . Los receptores NMDA y AMPA/kainato

suelen ser más selectivos para los cationes rnonovalentes más que para los divalentes'f' 7 1.72.

Los receptores AMPA/kainato están formados por varias subunidades de proteínas

que pueden reunirse de diferentes maneras para producir una amplia gama de tipos de

receptores. El poro central est á formado por estas subunidades permite el paso de Na + y de

K+y, en algunos casos. de pequeñas cantidades de Ca2
+

7 1
• n. 105.

La subfam ilia de N1\'IDA de los receptores para glutamato también forman canales

iónicos selectivos de cationes con múltiples subunidades. Los canales iónicos de los

receptores NMDA permiten la entrada de Ca!- además de cationes monovalentes ::0 1110

Na- y K'. En consecuencia. los EPSPS producidos por los receptores NMDA pueden

aumentar la concentración de Ca2- en el interior de la neurona posisin áptica: entonces el

cambio de concentración de Ca 2- puede actuar como segundo mensajero para activar

cascadas de señalamiento intracelular": n. 105.

Los elementos claves para el mecanismo del LTP son el bloqueo voltaje-

dependiente del canal de :\:'v1DA por las concentraciones fisiológicas de Mg! +. y la

permeabilidad inusual del canal de NMDA a los iones Ca! '. Durantc la transm isión

sin áptica de baja frecuencia, cl ghuumato liberado desde las terminaciones ax ónicas de las
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colaterales de Schaffer se uncn a los receptores de glutamato tanto NMDA como no

NMDA. Sin embargo, si la neurona postsináptica se encuentra en su potencial de membrana

negativo n0I1113I, los canales de los NMDA están bloquedos por los iones Ml+; en

consecuencia, no fluye corriente a través de estos canales con puerta de ligando. Durante la

estimulación de baja frecuencia, entonces la corriente que produce el EPSPS fluye cas i

exclusivamente a través de los canales no NMDA, los cuales son permeables al Na". Sin

embargo, el bloqueo por Mg~- de los canales NMDA es voltaje-dependiente: aunque el

canal esta bloqueado con el potencial de membrana de reposo, la oclusión desaparece

cuando la célula está muy despolarizada. Por lo tanto la función de sinapsis cambia mucho

cuando la célul a postsináptica está significativamente despolarizada, como sucede durante

la cstimulación de alta frecuencia o cuando la cé lula es despolarizada directamente. A

cont inuac ión el Mg2+es expulsado del canal de NMDA y la corri ente fluye a trav és tanto de

estos canales como de los canales no NMDA. En comparación con los canales de los

receptores no NMDA, el poro del canal NMDA es mucho más permeable al Ca2
+, un

segundo mensajero importante. fundamental para el establecimiento del LTP. Por lo tanto

el receptor NMDA, se comporta como compuerta molecular y como canal : se abre solo

cuando cI glutamato se une a los receptores NMDA y la célula postsináptica es

despolarizada para eliminar el bloqueo por el Mg2+(fig. 1O)H.71. 72. 105.
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Fig. \0. Activación de los canales lónlcos dependientes del receptor ;-'¡MDA liara glutamato.
Inicia la secuencia de eventos gracias a los cuales es posible la modificación estructural de la
terminal postsináptica.

1.5.2 DEPRESIÓN DE LARGO PLAZO (LTD)

Actualmente. se tiene bien establecido otro evento de larga duración el cual se

induce con un estímulo de baja frecuencia que causa una depresión de largo plazo (L TDl.

Este evento se desarrolla en la sínapsis entre las colaterales de Schaffer y las células

piramidales eA l. El LTD se desarrolla cuando las colaterales de Schaffer son estimuladas

con baja frecuencia aproximadamente I Hz durante períodos prolongados con una duración

igual o mayor a los 15 mino Aunque la inducción del LTD Y LTP son di lcrentcs .

sorprendentemente comparten varios elementos clave, por ejemplo, ambas necesitan la
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activación de receptores de glutamato de tipo NMDA. y ambas implican la entrada de C}+

en la célula piramidal CA l . El principal determinante del hecho de que la entrada de C}+a

través del receptor NMDA produzca LTD YLTP parece ser la cantidad de Ca2
+ no ligada

en el interior de la célula postsináptica. Los pequeños aumentos en el Ca2
+ intracelular

desencadenan una serie de eventos que llevan a la LTD, mientras que los grandes

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

sustancias endógenas como nucleótidos" .

1.6 El ATP COMO NEUROMUDULADOR

El adenosin-5'-trifosfato (ATP), químicamente es un nucleót ido formado por una

base nitrogenada . la molécula de adenina, unida a un azúcar de 5-carbonos . la ribosa y a

tres grupos fosfatos (fig. 11). Su función principal es capturar la energía libre procedente de

los procesos catabólicos para posteriormente ceder esta energía libre a aquellas reacciones

que requieren energía . Se trata pues de una molécula extraordinariamente útil a la que se le

conoce como la moneda energética universal en los sistemas biológicos y está disponible,

por lo tanto. en todas las células vivas, incluidas las neuronas",

El ATP neuronal se produce en su mayor parte por fosforilación oxidaiiva en las

mitocondrias. usando como combustible la glucosa que se toma del medio extracelular (las

neuronas tienen una capacidad muy limitada de almacenamiento de glucosa. de manera que

la reducción de la glucosa disponible en el medio produce un detrimento del estado

energético de la neurona). En ausencia de glucosa otras sustancias que quedan. como el

piruvaio o el lactato pueden ser usadas para la respiración mitocondrial , aunquc la

disponibilidad de estos mctaholitos termina rápido y la producción de ATP cesa.
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Fig. 11. La molécula de ATi> compuesta por una adenina, una ribosa y uu grupo fosfato.

En la actualidad el ATP y la adenosina son considerados como neurotransmisorcs'f

101 en varios tejidos incluyendo el músculo liso. neuronas periféricas y en el SNC. y se ha

establecido el concepto de neurotransmisión purin érgica que regula entre otros sistemas. el

flujo sanguíneo coronario. Asimismo se han reconocido los receptores purin érgicos los

cuales fueron clasi ñcados en dos tipos llamados PI. los cuales son selectivos a adenosina,

actuando a través de la adenilato cic lasa y P2 los cuales son selectivos para nucle ótidos,

los receptores P2 están clasificados en dos subclases: los P2X (asociados a un canal iónico)

y la familia de receptores P2Y (acop lados a una proteína G). Los receptores P2Y acoplados

a proteínas G. poseen siete dominios transmembranales, el extremo aminotcrminal se

encuentra en el espacio cxtracclular, mientras que el extremo carboxiterminal se localiza en

la parte intracelular. Los sitios en donde se une el ATP a este receptor han sido
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identificados en los dominios transmembranales seis y siete de la molécula (fig. 12A). Por

otro lado, los receptores P2X presentan sólo dos dominios transmernbranales, con extremos

amino y carboxiterminal cortos en la parte intracelular, también tienen una asa extracelular

con 10 cisteínas (fig, 128)20.21. HC,.

El ATP es liberado como consecuencia dc la actividad fisiológica en las células

neuronales y ejercen efectos potentes sobre las funciones neuronales y sinápticas del SNC.

Una de las principales funciones que se les ha dado a los nucleótidos dentro del SNC es la

neuroprotccción, la cual se lleva básicamente por la inhibición de la liberación de

glutumato, debido a que esta acción puede resullar en una maniobra efectiva de protección

neuronal durante la hipoxia especialmente cn el hipocampo donde se encuentran las

neuronas que la su tren más rápidamente (células piramidales de CA 1)51 .

El ATP es sintetizado en la terminal nerviosa presin áptica, el cual es cubierto por

vesículas sinápticas para protegerlo de la degradación. Esta sustancia se encuentra en las

vesículas sinápticas junto con neurotransmisores como la ACh y la NA. El ATP se libera

por un proceso dependiente de Ca2
+ en cantidades estequiométricas con el principal

neurotransmisor, el cual la mayoría de las veces es glutamato. En ciertos sitios dentro dcl

SNC se libera como el principal neurotransmisor. Extracelularmente, parte del ATP que es

liberado durante la transmisión sináptica es hidrolizado por medio dc las ecto-5' -ATPasas y

por la ecto-5'-nuclcotidasasI 15
.

Además reportes recientes han demostrado que el ATP liberado al medio

cxtracelular per se, puede estimular a receptores específicos (P2Y) y transmitir la

informaci ón a las neuronas generando un cambio en la conducta neuronal durante la

comunicación sináptica. sin la necesidad de su hidrólisis para llegar hasta adcnosina". Con
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esto se abre la posibilidad de que el ATP puede proteger las funciones cerebrales de la

sobreestimulación por mensajeros químicos como el glutamato y nos muestra la posibilidad

de aceión del ATP, además de la dependiente de su hidrólisis hasta adenosina.

Específicamente en el hipocampo, existen receptores P2Y en la membrana de las

neuronas presinápticas y P2X en las neuronas pos -sinápticas. Dependiendo de la

interacción del ATP con los receptores en los dos diferentes niveles. se obtendrá una

respuesta específica de este neurotransmisor. por ejemplo, una potenciación en la

plasticidad sináptica del hipocampo si actúa a través de receptores P2X presentes en la

membrana postsináptica"? o una inhibición en la liberación de glutamato si interactúa con

receptores P2Y presentes en la neurona presin áptica".

E~{"" (k'

, :~t! J, .t-lul..r
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Fig. 12. Curnctcristlcas estructurales de los receptores a ATP en la membrana celular, A.
Diagrama esquemático de la secuencia de aminoácidos del receptor P2Y . B. Esquema que muestra
la topología transmcmbrunul del receptor P2X . Las cadenas en el asa cxtracclular representan
cadenas de N_glucanosl lJ
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El segundo mecanismo de regulación, involucra la interacción de ATP con

receptores P2Y presentes en la membrana de las terminaciones nerviosas de las libras

colaterales de Schaffer, hecho que se determinó mediante la inducción eléctrica de EPSPs,

los cuales están mediados por la liberaci ón de glutamato y su interacción con receptores

NMDA presentes en las neuronas piramidales de la región CA 1. En estas condiciones. el

ATP fue más potente que la adcnosina para inhibir los EPSPs, lo que está relacionado con

la liberación de glutamato, ya que cl ATP no inhibe la despolarización de las neuronas

piramidales de hipocampo inducida por la aplicación de glutamato exógeno.
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1.7 ()LANTEA:\IlEl\TO DEL I)ROBLEi\lA

Hasta la fecha, se conocen diversos efectos de la MEL y quizás faltan más por

investigar, sin embargo. los mecanismos por los cuales actúa no son del todo claros y por lo

mismo hay diversos planteamientos en torno a ello, En base a esto, se han realizado

estudios tanto in vivo como in vitro y se han caracterizado algunos efectos sin saber a

ciencia cierta que mecanismos los producen, por esta razón realizamos en el laboratorio de

Neurofarmacología, experimentos que tienen una estreeha relación con el estudio del

mecanismo de acción de la MEL.

Con base a los antecedentes mostrados, en el presente trabajo planteamos realizar,

implementar la metodología de rebanadas de hipocampo de cerebro de la rata para real izar

en un estudio preliminar el análisis de la MEL Y el ATP, en la comunicación sin áptica

excitadora de las neuron as, Para realizar esto, se tomó como modelo de comunicación

sin áptica el que se presenta en las células piramidales de la región CA 1 del hipocampo y los

axones colaterales de Schaffer. En esta sinapsis se evaluará el efecto de MEL y ATP sobre

la actividad sin áptica de las neuronas piram idales por med io de un registro extracelular a

través de un microelectrodo, analizando la sinapsis a nivel presináptico y postsináptico .

Estos resultados nos perm itirán conocer la relación que existe entre el glutamato; principal

neurotransmisor en el hipocampo, y sustancias que modulan la comunicación neuronal

como la MEL yel ATP ,
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Hip ótesis y Objetivos

2.0 HIPÓTESIS

IIIPÓTESIS GENERALES

a) La MELjuega un papel importante en la modulación de la excitabilidad neuronai cn

el hipocampo'r', por lo tamo, podría facilitar la comunicación sináptica de lag

neuronas piramidales de la región CA I del hipocampo mediada por glutamato.

b) El ATP inhibe la liberación de glutamato'" a través de su interacción con receptores

localizados en la terminal presináptica de las neuronas piramidales de la reg ión CA 1

del hipocampo. entonces, la MEL producirá el mismo efecto que ATP.

3.0 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de MEL y el ATP en la transm isión sináptica glutamatérgica en

rebanadas del hipocampo de cerebro de rata .

OBJETIVOS PARTICULARES

l . Implementar la metodología de rebanadas de hipocampo de cerebro de rata en el

laboratorio.

2. Determinar el posible efecto de MEL sobre la transmisión sináptiea en rebanadas

de cerebro de rata, cspeci ricamente en las neuronas de la región CA I del

hipocampo.

3. Determ inar el efect o de ATP en rebanadas del hipocampo de cerebro de rata com o

control para compararlo con el e fecto de MEL.
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IV. METODOWGÍA

l. Preparación de las rebanadas de hipocampo (región CAl)

Las rebanadas hipocampales (400 um) fueron obtenidas de ratas Wistar hembra o

macho (Laboratorio Harlan, México, S. A De C.V., Ver Anexo JI) de 21 a 22 días de edad,

con un peso promedio de de 40±2g, mantenidas en condiciones constantes de temperatura.,

agua y alimento.

Los animales se sacrificaron por decapitación con una guillotina para ratas (World

Precision Instruments, Inc. Sarasota., FI. USA) . El cráneo se cortó con pinzas tipo gubias, a

lo largo de la línea media de éste . La duramadre fue eliminada con la punta de unas tijeras,

con una espátula pequeña el cerebro se levantó suavemente de la cavidad craneal, cortando

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

Fig. 13. Se muestra la metodología de la extracción del cerebro de la rata.
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Una vez extraído el cerebro se colocó cn una caja Petri con LCRA a 4 "C estabilizada

con una mezcla de O~ y COl al 95% y 5% respectivamente (gas carbógeno). El LCRA es

una solución fisiológica artificial, esta se preparó con agua destilada con las siguientes

concentraciones de sales 120 mM de NaCl. 1.3 mM de MgS04, 1.8 mM de CaCh. 26 mM

NaHCO.1. 3.3mM de KCI. L23mM de NaH lP04 y 11 mM de glucosa (todas estas

sustancias son de Sigma- Aldrich, lnc. SI. Louis MO. USA). El objetivo fue reducir la

demanda de ox ígeno por parte de las células y dar al cerebro la suficiente firmeza para

cortarlo en rebanadas. El cerebro se colocó ventralmente hacia arriba. en una caja Petri con

LCRA, cortando la parte anterior del cerebro a la altura del quiasma óptico y por la parte

posterior a la altura del cerebelo . Este bloque. se fijó con una capa delgada de cianoacrilato

(QuickTite) a la hase de la cámara del " Vibro Slice" (Vibratorne ! 000 Plus-Pelco.Ted

Pella. Inc. Moutain Lakes Blvd . Redding, CA) .

Se obtuvieron ocho rebanadas por cortes coronales por cada cerebro de rata,

generalmente las dos primeras rebanadas del hipocampo se desechaban, para asegurar que

la rebanada contenga el hipocampo anterior con la región CA l. La duración de todo este

proceso desde que se sacrificó al animal hasta la obtención de las rebanadas fue de

aproximadamente Smin. Las rebanadas se sumergieron eu la so lución de LCRA a

temperatura ambiente (22 ± 3"C) y con burbujeo constante de gas carbógeno, mientras eran

utilizadas para los registros. en esta solución se consideraron 30 ruin de estabilización para

la primera rebanada. La estabilización de las otras rebanadas dependió del tiempo que duró

el protocolo experimental con respecto a la primera rebanada.
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2. Cámara de regist ro

Para mantener a las rebanadas de hipocampo cn condiciones lisio lógicas durante el

ex perimento, se uti lizó una cámara de registro. localizada en la parte cent ral de un bloque

de acrí lico (4. 1 x 3.2 x 1.2 cm) . La cámara tiene una cavidad con 1.3 cm de diámetro. con

una profundidad 004 cm y una capacidad de I mL o I cnr' , Posteriormente, se translirió una

rebanada a la cámara de registro y continuamen te se perfundió con una sol ució n de LCRA

(36 ± I "C) a una ve locidad de perfusión de 1.5-2 mU min y oxigenada con gas carbógeno.

Para man tener el vo lumen constante de la perfusión, la cámara está conectada a una aguja

de succión la cual a su vez esta conectada al vacío . El LeRA que perfundi ó a la rebanada

\legó a la cámara de registro por medio de una presión constante ejercida por la fuerza de

gra vedad a través de una pipeta. La soluci ón se man tuvo en un frasco Mariotte co locado a

50 cm de la cámara y equilibrada con gas carbógeno, para mantener el pH = 704 Y a una

temperatura de 36 ± I"C, medi ante un sistema de recirculación. La solución que se

encontraba en contacto con la reban ada se mantuvo en un rango de tem perat ura de 36 ± Ioc.

la cual se midió durante todo el regis tro. La velocidad de perfusión fue de 1.5 a 2mLimin.

Para ev itar efectos indeseables debido al goteo de las soluciones contenidas en la pipeta.

ésta fue siempre co locada aproxi madamen te a 500 um del lugar de la exp ulsión

Una vez colocada la rebanada en la c ámara se le co locó una maya de nylon formada

por una herradura de plata (6 mm de diámetro) con 3 hilos de nylon en posición paralela,

con la finalidad de que la reba nada se mantenga lija (figs , 14 y 15).
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Fig. 14. Se muestra la cámara de registro cou el sistema de perfusión, succión de la solución y
los electrodos. (Figura modificada por Barajas-López c..y COI5 .)IO.

Una vez reali zado este procedimiento, a la rebanada se le colocaron los electrodos

de registro y de estimulación , posteriormente se buscó la espiga poblacional y se registró.

La espiga poblacional o potencial de campo poblacional es el reflejo del número de

neuronas piramidales activadas",
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Fig. 15. Equipo para perfundir y visualizar las rebanadas hipocampales. Las rebanadas
hipocampales fueron colocadas para registrar su actividad en una cámara de acrílico y perfusión
constante con LCRA calentado a 36±1 oC. (Dustraeión preparada por Barajas-López C., y Cols.io.
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3. Registros de la actividad eléctrica de las neuronas piramidales.

Los registros cxtracclularcs se realizaron utilizando microelectrodos llenos de solución

de NaCI 2\1. eon una resistencia dc 2-6 \1Q. El potencial de membrana de un conjunto de

neuronas se midió con un prcamplificador Axopatch (Axon Instruments Inc., USA). La

salida de este preamp lificador se conectó a un osciloscopio (Tektronix , TDS 3032). para

observar las señales registradas, las cuales se almacenaron para su posterior análisis en una

computadora. con la ayuda de los programas previamente instalados AxoScope y pClamp

(Axon Instruments) (fig. 16). Un registro extracelular basal característico se obtuvo

satisfactoriamente si el potencial de membrana era mayor o igual -55mY y la amplitud de

los potenciales de acción fue mayor o igual GOmY. Los potenciales postsinápticos

excitadores por gluiamato se obtuvieron con pulsos eléctricos (20-100I1s de duración).

aplicados con una frecuencia de 1Hz a las fibras colaterales de Schaffer, usando un

electrodo bipolar de una aleación de tungsteno y platino de 50 11m de diámetro (cubierto

con teflón 1. La intensidad de la estimulación fue de 36 Y, esta intensidad se ajustó para

obtener aproximadamente del -W al 50 ~ o de la amplitud máxima de la espiga (fig. 17). En

esta figura se muestran una serie de registros obtenidos inicialmente, con aplicación de

estímulos a di ícrcntcs intensidades (6. 16. 26. 36. 4GY) para determinar el tamaño de la

espiga . Posteriormente. se obtuvieron los registros a 36 Y los cuales se analizaron en

presencia de MEL y ATP.

El potencial dc campo fue monitoreado y los experimentos fueron realizados solamente

con las rebanadas que mostraban una respuesta estable con los mismos parámetros de

cstimulaci ón por Sillín.
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Fig. 16. Diagrama del equipo utilizado para el registro, captura y análisis 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 CAL El estimulador
eléctrico fue controlado por la computadora a través del convertidor analógico-digital (A-D)
utilizando el software (pClamp, Axon Instruments) y una computadora. La ilustración fue preparada
por Carlos Barajas-López".
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Los fármacos utilizados fueron los siguientes: Adenosin-5-trifosfato (ATP, Sigma)

esta sustancia se preparó en LCRA. Melatonina (Sigma), la MEL se disolvió previamente

en una mezcla de etanol (20%) (Merck), propilenglicol (20%) (Merck) yagua destilada

(60%), antes de mezclarse en LCRA . Las concentraciones de MEL con las que se trabajó

fueron 15, 30 Y45 ~IM YATP a 30 pM . Las soluciones de MEL y ATP se prepararon 15

min antes de los experimentos. Para conocer la concentrac ión de ATP nos basamos en los

reportes de la literatura, para las concentraciones de MEL se realizó un estudio piloto, con

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

45 pM . Una vez iniciado el registro, éste se sometió al sigu ient e protocolo experimental

(tabla 1):

Protocolo Experimental Procedimiento
Registro Control - Se registra la actividad de la espiga (5min),

con perfu sión constante de LCRA durante todo
el registro.
-Adrninistrar pulsos eléctricos de 36 V de 20-
100 us de duración, con una frecuencia de 1Hz

Administración de la sustancia -Se apl icó MEL o ATP por un intervalo de
5min y se observó la respuesta.
-La respuesta se registró por 90 min o

Inducción 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 5 mino

Tabla l. La tabla muestra el protocolo experimental utilizado para determinar la actividad
de las sustancias aplicadas sobre la transmisión sináptica.

Los parámetros medidos a cada conjunto de células fueron: la duración de la

espiga, la amplitud y el número de espigas por puls o así como el potencial de membrana en

reposo .
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Fig. 17. En esta lig. se muestran registros de potencial de campos típicos en el Stratum
Pyramidale de la región hipocampal CAl. Se observan respuestas dependientes del estímulo .
También, se muestran 5 potenciales provocados por la aplicación de un solo pulso de 200 mseg de
duración, 0.05 Hz Y las iotensidades (voltaje). A baja intensidad (6V) la población de las espigas es
muy pequeña como se observa en el primer potencial, los campos de los potenciales se
incrementaron cuando se incrementó el voltaje de estimulación, las estimulaciones generaron
espigas secundarias. En este ejemplo, la máxima amplitud de las espigas se obtuvo con 36 V.
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4. Análisis estadístico

Los resultados obtenidos son de 3 rebanadas para cada una de las concentraciones

de M EL Y 2 rebanadas para ATP, se presentan como el promedio ± D. S., Y el número de

rebanadas se indicó como n. Los datos obtenidos se analizaron inicialmente con una

ANADEVA (de I factor) para homogeneizar varianzas, posteriormente, se aplicaron las

pruebas de t de Student pareada para cuantificar las diferencias entre los valores promedio

obtenidos en la misma espiga poblacional y la no pareada para analizar las diferencias entre

los grupos de la espiga poblacional. Las diferencias estadísticamente significativas, se

consideraron utilizando una curva gausiana de doble cola con una p< 0.05 3°. El análisis

estad ístico y la graficación se llevó a cabo con el software Excel (Microsoft, CA, USA).

Los registros de cada conjunto de neuronas se analizaron como se muestra en la fig . 18.

En esta figura se muestra, como se calcula la amplitud de la espiga utilizando el programa

ClampFit (pClamp, Axon \nstruments).

Por otro lado, las propiedades electro fisiológicas de las neuronas utilizadas para el

análisis fueron los siguientes: la media del potencial de membrana fue de 65±4 mV con un

rango de - 55 a 69 mV, una media de resistencia de membrana de 54±9 Mn, con un rango

de 34 a 67 Mn, y una media de la constante de tiempo de 12±1.2 ms, con un rango de I 1 a

116 ms. Para evaluar los efectos de las sustancias se consideró el valor promedio de la

amplitud de los potenciales de acción que fue de 73±4 mV con un rango de 64 a 86 mV, el

cual se comparó con el potencial de membrana en reposo, en esta evaluación al control se le

consideró como el IOO%.Ill .
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Arteracto
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Fig. 18. Potencial de campo típico en el registro de estrato piramidale del área hipocampal
CAl. A) Usualmente se observan 3 ondas PI , NI Y P2. PI Y P2 corresponden al potencial
postsináptico y NI corresponde a la población de espigas. B). La amplitud de esta espiga se calculó
usando el ClampFit (pClamp, Axon Instrumenta). Se trazó una línea punteda en "a", Se calculó la
amplitud de la población de las espigas como se índica (Figura tomada de Barajas-López C I O

) .
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V. DESCRIPCIÓN DE RESULTADOS

1. Efecto de la MEL sobre la transmisión sinápt ica de l hipocampo

Con los da tos obten idos se realizaron las curvas para cuantificar el efecto de la

M EL sobre la transmisión sin áptica en la región CAl del hipocampo. las cuales se

muestran en las figs . 19 a 21. se gráfica la amplitud de la espiga (%. contro l) en función del

tiempo (min) . Los resultados obtenidos a las concentraciones que se trabajaron ( 15. 30 Y45

~M) nos muestran que a menores concentraciones de MEL (15~IM) . la respuesta obtenida

sobre la transm isión sináptica fue un efecto excitador de dicha transm isió n. es deeir

observamos los EPSPs aumentados con resp ecto al control.

Los parám etros medid os se muestran en la tabla 2.

Tratami ento Cont rol MEL 15~lM MEL 30~IM MEL 45~iM

Duración (rns) 9.5±2 IO. I±3 12 ±2 I J.9±2 !

Amplitud (mY) 84±2 95±2 16 1± 1.5 5<J±4

i 1

Número de espigas inducidas por un 10±1 !10±1 I JO±I IO±1
pu Iso de 100 ms

1":I±4
Potencial de membrana (mY)

1

63N ~ 1 63±4 I
..J

Tabla 2. Parámet ros representados COIIIO la media ± D. S. de los potenciales de acci ón
pro vocados por la aplicación de trenes. característi cos en las neuronas de la región C A l dcl
hipocampo. registro control y en presencia de la \1 EL ( IS. 30 y 45 ~IM l.

En la Fig, 19 Y tabla 3 se observa que la MEL a 15 ~IM prod uce un aumento de la

respuesta. la cual se mantiene por 75 m inose increm enta nuevamente y se mantiene por 15

min sin cambios. que es j usto e l tiem po donde fina lizó el regist ro y se aplicó el 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 se ha comprobado un aumento sobre la transmisión sináptica

glutarnat érgica, ya que en el hipocampo encontramos la mayor concentración de glutamato

con respecto a otras regiones del cerebro.

Tiempo (min) Aumento de la amplitud de
la espiga (% ) con respecto

al control
-5 -
15 15*
30 21*
45 24*
60 31*
75 43*
90 58*
93 127 *

Tabla 3. Se muestran los promedios del aumento de la amplitud de la espiga (%) a 1S¡.tM . * 1'<0.01
t student en comparación con el control

En las figs. 20 y 21. tablas 4 y 5 se muestran el efecto producido por la perfusión de

MEL a concentraciones de 30 ~IM Y45 ~IM . En la fig . 18 en el panel A observamos que la

respuesta se ve dism inuida s ignificativamente (1'<0.0 1) comparada con el control, este

decremento alcanza un pico máximo a los 45 min postadrninistración (J (¡±2%). para

incremcntarsc sin cambio aparente y mantenerse constante, donde se inicia la recuperación

de las descargas neuronales (postadministrac ión de M EL), finalmente, se aplicó LTP para

verilicar la viabilidad de las células. En esta misma figura, pero en el panel B, se muestran

los registros obtenidos de estas células donde a (control), b, e y d (postadministración)

correlacionan con la gráfica.
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Fig.19. En esta figura se observa que la MEL a una [15~M] aumenta la transmisión sináptlca
sobre la rcgí ón C A1 hipocampal. Se muestra la amplitud de la espiga ('X, control) en función del
tiempo. l.a MEL aplicada por 5 minoesta indicada por la barra horizontal. La tetan ización por LTI'
est imula la transm isión sin áptica.
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Tiempo (min) Disminución de la amplitud de
la espiga (%) con respecto al

control
-5 -
15 11 *
30 12*
45 18*
60 18*
75 17*
90 15*
93 I

Tabla 4 . Sc muestran los promedios de la disminución de la amplitud de la espiga ('X,) a 30pM de
MEL. *1'<0.0 I t student con respecto al control

En la fig. 21 podemos observar la respuesta inducida por MEL a 45~IM, donde se ve

una disminución de la respuesta comparada con la control, la cual se mantiene sin cambios

por 30 min, posteriormente, presenta un incremento del 20±2%, después del 25±3%,

subiendo un 10±2% más hasta Ilcgar a una respuesta similar al control, finalmente, se

aplica el LTP correspondiente. Si observamos esta gráfica con MEL a 45~IM , la respuesta

es "oscilante" , situación que no se observó con las concentraciones previas de MEL.

Tiempo (min) Disminución de la amplitud de
la espiga (%) con respecto al

control
-5 -
15 12*
30 19*
45 15*
ÚO 10*
75 9*
90 1*
93 -

Tabla 5. Sc muestran los promedios de la disminución dc la amplitud de la espiga ('X,) a 45pM de
ME!.. *p<O.O\ t studcnt con respecto al control
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Fig. 20. La MEL a 30J1M inhibe la respuesta de la transmisión sináptica de forma reversible
sobre la región CAl hipocampal. A) En la figura se muestra la amplitud de la espiga (% control)
en función del tiempo. La aplicación de MEL esta indicada por la barra horizontal . El LTP estimula
la transmisión sináptica ya que incrementa la respuesta . Los simbolos son el promedio ± D.S(cjl). B)
Los trazos de las espigas son representaciones de una rebanada hipocampal a los tiempos indicados
por las letras . El trazo( J) indica la calibración.
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Fig. 21. La MEL a 45JlM decrementa la respuesta comparada con el control. En la figura se
muestra la amplitud de la espiga ('X, control) en función del tiempo. La \1EL aplicada esta indicada
por la barra horizontal. El LTI' estimula la transmisión sináptica . Los símbolos son el promedio ±
D.S (4».
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En la fig 22 se muestran las respuestas obtenidas eon las tres concentraciones de

MEL a 15~IM (p<O.O 1), se observa un incremento de la respuesta (20±2%.) del potencial de

campo (espiga) ya las concentraciones de 30 y 45 ~IM, la respuesta del potencial de campo

se ve disminuida (1(1±2%. Y25±3, p<O.O1), este incremento y disminución de la respuesta,

depende de la concentración utilizada y nos habla del efecto bifásico reportado para MEL

en otros modelos .17.H9.IOb.

2. Efecto del ATP sobre la transmisión sináptica de la región CA 1 del hipocampo.

En la segunda parte del experimento se aplicó ATP como se observa enla fig. 23 Y

tabla 6. En ella se muestra en A la espiga poblacional que correlacionan con la gráfica en

B. En A se observa que la perfusión de ATP disminuyó la amplitud y la durac ión de los

EPSPs de las neuronas anali zadas (n=2). El efecto inhibidor del ATP presenta las siguientes

características de cinética: se observa que dentro de los 60 seg postadministración del ATP

a la rebanada en la cámara de registro alcan za un efecto máximo aproximadamente a los 1.5

min o La respuesta es reversible a los 20 ruin, ya que la neurona inic ia una etapa de

recuperación, que se observa por el aumento en la magnitud de los EPSPs. Por lo tanto. el

ATP a 3()~IM inhib e los EPSPs. los cuales presentan un valor promedio de I·H 1.6 mV.

tuvo un efecto de inhibición del 84±2% (p<0.005) en las neuronas CA l del hipocampo.

por la estimulación de las colaterales de Schaffer, Las respuestas obtenidas con ATP se

representan gráficamente en B. Donde se observa que el registro control sufre una caída

drástica que dura 20 ruin, posteriormente. se recupera la actividad de la espiga poblacional

gradualmente hasta alcanzar una respuesta basal a los 50 mino efecto que dura por 40 mino

posteriormente se aplicó el LTI' correspondiente.
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Fig. 22. Se muestran las concentraciones utilizadas y el tipo de respuesta que se obtiene
después de la aplicación de MEL. La gráfica esta representada por la amplitud de la espiga (%
control) contra el tiempo. La gráfica muestra, un efecto excitador a 15~ Y un efecto inhibidor a
30 y 45 ~M (efecto bifásico).
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Tiempo (min) Disminución de la amplitud de
la espiga (%) con respecto al

control
-5 -
15 29*
30 30*
45 9
60 I
75 I
90 I
93 -

Tabla 6. Se muestran los promedios de la disminución de la amplitud de la espiga (%) a 30¡!M de
ATP. *p<O.OOS t student con respecto al control.
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Fig. 23. Curso de las acciones inhibitorias del ATP 30 J.1M, se observa un bloqueo
reversible de la transmisión sináptica. En la parte superior se muestra la amplitud de la
espiga (% control) en función 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 símbolos son el promedio ± D. S (4)).
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VI. DISCUSIÓN

Con los resultados obtenidos mostramos la influencia dc MEL Y ATP cn registros

dc potenciales evocados en la región CA I de rebanadas de hipocampo de rata. Se obtuvo

una curva dosis respuesta a MEL a las concentraciones de 15,30 Y45 ~IM. La MEL a bajas

concentraciones (15~IM) en CA I producen un efecto excitador dc los EPSPs por mediaci ón

de glutamato, quien actúa en esta región por permitir la entrada dcl Ca2
+ a través de sus

receptores NMDA71.
72. lOS, de hecho esta respuesta es mayor comparada con el control, es

decir facilita la transmisión sináptica glutamatérgica en la región CA I hipocampal. La

MEL a mayores concentraciones (30 y 45 ~IM) produce un efecto inhibidor dc los

potenciales evocados en la región CA I hipocampal, porque la MEL a esta concentraciones

impide la entrada del ['a2
+ que probablemente lo hace por interactuar a través de los

receptores a MEL MT2, pero hay que considerar que puede ser posible que otros

mecanismos estén involucrados49. Estos resultados nos hablan del efecto bifásico de

MEL·H.K9.lo6.

En base a los antecedentes presentados, nuestros resultados indican que la MEL

inhibe a los receptores NMDA que son los mediadores del LTP (a través de LTD) en la

regi ón CAl hipocampal . El LTP que es inducido por una estimulación tetánica de alta

frecuencia esta mediado por los receptores 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 cl ATP, al ser aplicado (30~IM) produjo una inhibición directa de la

liberaci ón sin áptica de glutamato en las terminales nerviosas de la región CAl hipocampal.

posiblemente por interactuar a través de sus receptores P2y79.
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Discusi ón

Se sabe que el ATP es liberado en la terminal sináptiea y se une a su receptor

presináptico P2Y, para inducir la activación de una proteína Gi que inhibe a la adcnilato

eielasa (AC), o activando una proteína Go la cual inhibe la apertura de los canales de Ca~-

dependientes de voltaje. Otra posibilidad es modulando los eanalcs de K+. permitiendo su

apertura e induciendo una hiperpolarización, efectos que tienen acción directa sobre la

[Ca~ '] y con la subsiguiente liberación de glutamato para interaccionar con sus receptores

NMDA presentes en las células piramidales de CA l del hipocampo.

Estos antecedentes sobre el mecanismo por el cual actúa el ATP. nos permiten

plantear que la M EL podría actuar inhibiendo la liberación de Ca 2
- vía proteínas G como lo

hace el ATP: provocando los efectos descritos anteriormente a las concentraciones de 30y

45 ~lM.

En vísta de que una de las líneas de ínvestigación de nuestro laboratorio es el

estudio de mecanismos de acción de MEL, con estos estudios preliminares planteamos una

relación entre MEL y ATP, situación que hasta la fecha no se había reportado. por lo tanto

estos resultados sugieren la MEL utiliza este mecanismo de acción además de los va

reportados dependiendo de su efecto.
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Conclusiones

VII. CONCLUSIONES

l. Se implement ó la metodología de rebanadas de cerebro de rata para la obtención de

registros extracelulares en la región CA 1 hipocampal.

2. La MEL produce excitación de los potenciales evocados (espi ga poblacional) en la

región CA 1 hipocampal de ratas a las concentraciones de 15 ~lM .

3. La MEL produce depresión de los potenciales evocados (espiga pobl acional) en la

región CA 1 hipoc ampal a las concentraciones de 30 y 45 !lM, con mayor duración

que con ATP a 30~lM.

4. El ATP produce dep resión de los potenci ales evocados (espiga pobl acional) en la

región CA l hipocamp al a 30~lM .
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I'crspcct ivas

V II1. PE RSPECTIVAS

Con los resultados obten idos y co n lo reportado en la literatura nos perm itimos

plantear lo siguiente :

a) Estos estudios preliminares permitieron implementar satisfactoriamente la

metodología de rebanadas de cerebro, para la obtención de registros extracelulares

de la región CA I hipocam pal.

h) Esta metodología nos permitirá caracterizar los efectos de diversas sustancias,

agonistas y antagonistas de MEL, con estas respuestas investigaremos el mecanismo

de acción de diversas sustancias, que nos serán de utilidad, para estudios específicos

electro fisiológicos relacionados con diversos trastornos como lo son el Alz heimer y

la ep ilepsia.

el El co nocimiento de estos mecanismos, nos ayudará n a comprender la fisiología

de la neuromodulación en sitios como el hipocampo. durante procesos fisiológicos

y patológicos en el humano. Permitiéndonos también, una amp lia gama de

posibilidades terapéuticas en las cuales los efectos colaterales sean me nores. o

puedan se r con tro lados. a la par de la generación de efec tos deseados para proteger

la actividad de l SNC.

- -- ------ - -
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Dra. Elia Brosla Naranjo Rodríguez
Departamento de Farmacia
UNAM
Presente

ANEXO 1

Ane xos

OFICIO: CP/153/05
ASUNTO: Cátedra

Fernando Orozco Dlaz

Nos es grato informarle a usted que el jurado integrado para elegir el
ganador de la cátedra "Fernando Orozco Diaz", ha dec idido des iganarlo ganador
de la misma por su proyecto: "Efecto de la melatonfna sobre la transmisión
sináptica glutaminórgica en la región CA 1 de rebanadas del hipocampo de
rata" ; que constituye el tema de tesis del alumno: Adr iana Martínez Martínez .

Por éste motivo , externamos a usted nuestra cordial felicitación.

Atentamente

Ciudad Universitar ia, D.F.. a 24 de febrero de 2005 .
Consejo Coordinador Colegiado 2003-2005

Q. F.

Dra. Antonia Dosal Gómez
Presidenta

L.u&Y A?J~I ¿L .
M. en 1. Teresita Robert Nuñez

Tesorera

ADG/a ma
Colegio de Profesores, Circuito Interior . UNAM, Facultad de Ouimica Edificio B, Planta Baja, Ciudad
Universitar ia, Coyoacán . D.F., C.P. 04510 . Teléfono I fax: 5622-3714 .
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ANEXO 11

CERTIFICADO DE SALUD

En cumplimiento de la nonnatividad vigente, por este conducto certifico que
los animales aquí descritos se encontraron sanos, libres de enfermedades
infectocontagiosas y de ectoparásitos.

Estos animales fueron producidos y mantenidos en el Centro UNAM-Harlan
de Producción de Animales de Laboratorio, un Sistema de Barrera que brinda
las condiciones técnica y científicamente óptimas, para la crianza de animales
de laboratorio Libres de Patógenos Específicos (SPF). Los animales de cada
una de las Barreras Hadan, se evalúan periódicamente en la Missouri
University y los resultados son publicados periódicamente. Se anexa Reporte
de Constatación del Estado de Salud.

Especie Cantidad Cepa EdadlPeso Sexo

Rata 18 HsdBrlHan: WIST 180-230g Machos

.,....Y~l~~l.o...R~9..!1s_~~!el :

j' 0'!lc3 !...ttf¡1JfOf YAo'¡all

• Y::Idco 'Ie1srinar.o Zoo tscmst» l'
~ ('~ds:tt pflJk::iicnal 1'!tJ . 4a9ég~ 1

; .~Jl isllO BAG. No. Ul (j2X .
. .-- "

_(~V ¡
t...h_ ' .~- • • ' , i

Dr. Ciro Lomeli y Flores
Director General

Fac ultad de Q uímica. UNAM

Fecha: 13 de septiembre del 2005
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Ave. Baja Ca lifornia No, 161-A.
06760 México. O, F.

Tel s: 52-55-5264 ·8657 ;
52-55 -5264 -3887

Fax: 5 2-5 5 - 5 574 - 3 ~ ~ 5

harl al1mcxicoC4'prodigy.ncl.lll x



Reporte de constatación del estado de salud
Har-lan- - - - - - _ AIlCXOS

lIbica ción:
:echa de las prue bas más recient es:

Harlan México. Barrera 655
Marzo. 2005.

Especie: Rata

Cepas: BsdBrlllan :WIST;
Hsd -Spruguc Duwl cv

Hdu C'ncia :"0. Frecuenca de Prueba mi s recien te' Dial!nóst icu Resultad o úlli mos

l. prueba Fecha IResultado "'1 Laboratorio I Mét odo I 1l!J llIeses

SEROLOG iA
Mycuplasma pctmcms 8i mesL"I1 mar.n~ 0111 MURADIL RISA O'!'l

VirUS S<ndal Bimestral .......s 0111 MURADlL ELlSA O,""

VirUSIk la Sralcdacnoadenuis (SOAVIRCV) Bimestral mar.oS 0111 MURADIL R ISA Oi99

Parvovrrus de la Rata(RPV) Bimestral mar..QS 0111 MURAD IL R ISA ," 99

KR\' Bimestral mar-OS 0111 MURADlL R ISA 099

11·1 Bimestral .......S 0111 MURADIL ELlSA 0·99

VirUS de: la Neumonía del Ratón (PVM) Bimestral .......S 011 1 MURADIL ELlSA OfI.J9

Reovuus 3 CRED-J ) Bimestral mar-OS 0111 MURADlL RISA U lJlJ

VirUS Hamaan Bimestral mar-OS 0/11 MURADlL ELlSA 0199

Virus de 13Encefalomiehns de Theiler (TMEV) Bimestral mar.oS 0/11 MURADIL ELlSA O I.)<J

Adenovuus M urino (MAd) Bimestral mar-OS 0/11 MURADlL ELl SA 0 99

Clcstndíum prbforme (Tyuer's) Bimestral mar-OS 0/1 1 MURADIl. ELl SA U y9

Virus de la Conomcningius Lmfocíuca (LCM) Bimestral mar·OS 0/11 MURADIL ELlSA ti 'J9

Eucephahtozoon cumcuti Semestral mar-OS 011 1 MURADI!. ELlSA U ~ 3

Bacilo Asociado a los Cilios Respiratorios (CARB) Semestral mar-OS 0/11 MURADIL R ISA u 33

peR

Mycoplasma pulmonis Semestral mar-OS 0/11 MURADlL PCR u 3.l

Hehcobecrer spp ¡I>' I Bimestral mar-OS 0/11 MURADlL I PCR I U;IJl)

MICRODIOLOGIA

.~llm()/lrdlu Bimestral mar.(,)S 0/11 MURAD IL Cuh Aer >' 7% C02 U'') 9

(·lJr.\ II~·/luI.,"",rlUnt kuu(:hen Bimestral mar-OS 0111 MURADl L Cuh Acr )' 7% C02 U.9Y

H(JrJo:,d/lJ /lrUllI.,"hu.:pI ' l.,·u BimeSlral mar-OS 011 1 MURADlL Cuh Aer '! 7'!·. C0 2 O_Y9

S,'q'wl.,untL\ :(luep,Jc:nt":u.~ Bimestral mar-OS 0111 MURADIL Cuh Aer y ,.;. Ca l 0-'19

SUO:p!/I/ld(:,ilu~ mmll ll} iJrmu Bimestral mar..:)S 0111 MURADl L Cult Aer y 7-/0COl 09'/

(;, :1f)(J HH dlJ Strf!pl UCOCt'uf Bimestral .......S 0111 MURADIL Cult Aer '! 70/. C02 O• •

Sll.·{}/~IK. t· I"'\ (m,:u''''''''Uf! Bimestral mar-OS 0" 1 MURADIL Cu!t Aer y 7-""C02 O""

i'.. ' h ' llr.:iI,,¡ pn .:llmul Tflp'UJ Bimestral mal-OS 0111 MURADIL Cult /J..er y ~'j, C0 2 1,)\)4

1' .\l ·IJ..lu l1/w'o.l.f lJeTI«lIIo.w Bimestral mar-OS 0111 MURADIL Cult Aer y 7~/_ C02 U I}<,I

PARASITO LOGI A

Ectcparasnos I Bimestral mar..o:'i 0/11 MURADIL Micros I O,,",

Eodoparasncs Bimestral mal-OS 0/11 MURADIL Mrcros 09.

IIISTOPATOLOGIA

Glándulas do: Harder Bimestral mar-OS 0/11 MURADIL Parologra U_9Y

Rr ñcnes Bimestral mal-OS 0111 MURADl L Parclogra O'!'l

Pulmones Bimestral mar.QS 0/11 MURADIL Parologra 1l ~0)

Glandulas Sali..alcs Blmesual mar.QS 011 1 MURADlL Patolo gra O,,",

Lesiones Bimestral mar-OS 0111 MURADIL Parclo gra U.'I'I

la) Incluye:animales adultos y recién destetados
(b) Incluyendo: H. heparicus. H. bilis, H. rodenuum, H. typhlonius, H.sp

MURADIL= Missouri Ur.iversity Research Animal Diagnostic Laboratcry, Saint Louis MO.
EUSA :: Enzyme Linked lmmunosorbent Assay

PCR e Pclymerase Chain Reaction
Micrcscopta « Examen del pelaje; de los contenidos duodenal y cecal: impresiones perra.ales (11 cinta de celofán

Facul tad de Química. LJNAM
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