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I.-INTRODUCCION

La melatonina (MEL) es una hormona producida y secretada principalmente
durante la noche (escotofase) por la glandula pineal'®, los conocimientos que se tienen de
estd hormona hasta la fecha han dado pauta a numerosas investigaciones, de ahi que
radiquen tanto su importancia como su estudio.

Actualmente, se sabe que la MEL tiene una accion importante sobre los diferentes
sistemas, Nerviosos Central (SNC) y Periférico, por ejemplo en el sistema cardiovascular,
puede prevenir el infarto al miocardio (producido por el estrés) y reducir la presion
arterial”®. En el ser humano en el SNC actiia como un sincronizador de la temperatura
corporal®, reduce el efecto del ritmo circadiano (jet-lag)® y puede ser Gtil para personas
con turnos rotatorios de trabajo, asi como ser un buen ansiolitico como se ha reportado en
animales™®, Una de las funciones descubierta recientemente de la MEL, es la de
comportarse como un potente antioxidante natural, por tener una capacidad antioxidante
cinco veces mas potente que el glutation, y més efectiva en la eliminacion de los radicales
libres que la vitamina E*> %. En afios recientes, la posible relevancia terapéutica de la MEL
estd orientada a diversas enfermedades neurodegenerativas tales como Alzheimer®,
Parkinson y Epilepsia’®, donde ha sido indicada por estudios realizados tanto “In Vitro”
(rebanadas de hipocampo) como “In Vivo” (estudios en humanos y modelos animales), sin
embargo, se desconoce el mecanismo de accion por el cual pudiera actuar en este tipo de
enfermedades y producir los efectos antes mencionados.

Con respecto al mecanismo de accion de la MEL, inicialmente, se planteé que ésta

105

actuaba a través del receptor gamma amino butirico (GABA)™, conocido como el

principal neurotransmisor inhibidor del Sistema Nervioso Central®

su accién se potencia
por la administracion de benzodiacepinas (BZPs)*, como el diazepam (DIAZ) cuyo

mecanismo de accidn esta bien establecido.

i 1
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LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA INTRODUCCION

Por otro lado, en mamiferos se ha planteado describir el mecanismo por el cual la
MEL ejerce sus diversos efectos a través de la identificacion de tres tipos de receptores los
MT1, MT2, y MT3'%® a MEL, por lo que éste continua siendo sujeto de estudio, para lo
cual se utilizan diferentes modelos experimentales con la aplicacion de diferentes tipos de
sustancias que pudieran estar relacionadas con el mecanismo de accién de la MEL como lo
son el GABA y el DIAZ* %,

Con base a la informacion planteada anteriormente, a través de nuestro estudio
buscamos aportar nuevos datos con el objetivo de aumentar el conocimiento para
establecer el mecanismo de accion de la MEL, por lo tanto, se plantea la utilizacion de un
sistema “In Vitro” a través de registros extracelulares electrofisioldgicos en la region CA1
de hipocampo de rebanadas, para ello, se determiné el efecto producido por la aplicacién
de MEL, GABA y DIAZ de forma independiente sobre los potenciales evocados en la
espiga poblacional, con la finalidad de que los resultados obtenidos sean considerados en
estudios posteriores que involucren la interaccién farmacoldgica entre estas sustancias y
con ello se pueda establecer un posible mecanismo de accién de la MEL en el modelo de

rebanadas de hipocampo de rata.

i 2
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LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA GENERALIDADES

I1.- GENERALIDADES

1. GLANDULA PINEAL
1.1 Antecedentes Historicos

En el siglo Il a.C. Herofilo consider6 a la glandula pineal (GP) como una valvula
reguladora del “flujo” de la memoria, concepto que persistio hasta el siglo XIX, en el que
Magendie la describié como un regulador del flujo del liquido cefalorraquideo (LCR); en tanto
que en el siglo II a.C. Galeno consigno su anatomia en detalle y la llamo Konarium (en griego,
pifia) y propuso que su funcion era la de proporcionar sostén a la masa de venas cerebrales que
recorren la capa posterior y dorsal del diencéfalo; sin embargo, el nombre actual de la GP fue
acufiado en 1682 por el anatomista ingles Thomas Gibbson y en el siglo XVII d. C., el filosofo
francés René Descartes considerd que la GP participaba en la convencion del “espiritu” desde

la sangre hacia los ventriculos cerebrales (Fig. 1)*.

«Eﬂﬁ' i
._1.’tl§| N’

Fig. 1. Esquema de la GP realizada en el siglo XVII por el filésofo René Descartes

Los conocimientos actuales de la funcion de la GP datan de 1954, afio en el que Kitay y

Altschule® concluyeron que podrian atribuirsele tres propiedades: 1) control de la funcién

& 3
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LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA GENERALIDADES

gonadal en ambos sexos, 2) respuesta cromatodérmica a los cambios de luz ambiental en los
vertebrados inferiores y 3) vinculacién con la conducta. En 1965 Hoffman y Reiter?’
demostraron que la oscuridad y los periodos cortos de estimulacion con luz inducen cambios
marcados en la funcion gonadal de hamster y que pueden ser del todo suprimidos por la
pinealectomia (Px). Axelrod y Wurtman®® denominaron a la GP en términos de transductor
neuroendocrino, para describirla como un érgano que convierte el estimulo neural proveniente
de la retina y originado por la luz ambiental, en una respuesta del tipo endocrina o
neuroendocrina: la producciéon de melatonina (MEL)'?’.

1.2 Anatomia

La GP pertenece al grupo de organos circunventriculares, los cuales son estructuras
encefalicas secretoras que se ubican en la linea media y se originan de células ependimarias
del sistema ventricular . De esta manera la GP, también llamada epifisis cerebri, recibe su
nombre por la forma de cono truncado (pifa) especialmente en el hombre. Es un érgano
transductor neuroendocrino, situado entre el talamo y mesencéfalo, en el borde posterior del
tercer ventriculo. Su peso oscila entre 50-150 mg y sus didmetros entre 7-8 mm de largo y 4-6
mm de ancho en humanos®” 2.

En relacion a los peces, anfibios y reptiles la GP presenta estructuras fotorreceptoras
semejantes a la de la retina, en tanto que en la de los mamiferos tiene estructura tipicamente
enddgena; ademés de no presentar elementos fotorreceptores .

Embriolégicamente, la GP es una evaginacion de la parte posterodorsal del techo del

tercer ventriculo y esta unida por un pediculo (tallo pineal) a las comisuras habenular y

posterior. Se trata de un cuerpo pequeiio y alargado, bafiado por el LCR y situado por debajo

g 4
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de la parte posterior del cuerpo calloso, encapsulado por la piamadre desde la cual le llegan

vasos sanguineos, fibras nerviosas amielinicas y estroma de tejido conjuntivo (Fig. 2)** .

Craneo

Nervio . Cerebelo
conario '

Cuerpo
calloso

Cuerpo
calloso

HUMANO

Fig. 2. Localizacién de la GP en el humano y la rata®.

La irrigacion de la GP es abundante; el flujo sanguineo por gramo de tejido es similar a
la de la neurohipéfisis, de tal manera que la velocidad es de 4mL/min/g y solo es superado por
el del rifidon. Sus capilares fenestrados que estan situados fuera de la barrera hematoencefalica
(BH) permiten el intercambio entre la sangre y el LCR*® 72,

Por otro lado, la inervaciéon esta dada por el sistema nervioso autonomo (SNA), recibe
fibras posganglionares del ganglio simpatico cervical superior (GSCS) a través de dos nervios
simétricos, los nervios conarios que se encuentran en la tienda del cerebelo, también recibe
fibras que acompaiian a los vasos sanguineos. En el humano la GP esta inervada por fibras
preganglionares parasimpaticas, originadas en el nucleo salival superior, que a través de los

nervios petrosos mayores alcanzan el plexo pericarotideo y hacen sinapsis con las neuronas

ganglionares parasimpaticas intrapineales”.

g 5
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1.3 Estructura y Composicion Bioquimica

La GP esta dividida en l6bulos por ser un tejido conectivo vascular, esta constituida por
células parenquimatosas o pinealocitos (Fig. 3) agrupados en foliculos, los cuales son células
polimorfas que contienen el cuerpo celular y un niimero variable de procesos celulares,
dispuestos en torno a los espacios perivasculares. El citoplasma contiene gotas de grasa,
vacuolas y vesiculas con granulos secretores™.

Filogenéticamente, los pinealocitos proceden de células primitivas fotorreceptoras y
representan el 85 % de los componentes celulares de la GP, mientas que el 15 % restante son
células gliales en su mayoria astrocitos fibrosos y terminaciones nerviosas 27 7.

Por otro lado, en los mamiferos la GP contiene altas concentraciones Cu>”, Mg™" y
Zn*" en comparacion con otras regiones del cerebro, esto se debe, a su relacion con las
enzimas contenidas en la GP y a su asociacion con pigmentos y concentraciones conocidas
como depositos calcareos'.

Alrededor del 3-10% del peso de la GP esta constituida por lipidos y mas del 50% de
estos son fosfolipidos™. En animales expuestos a la luz continua disminuye notablemente la
cantidad de lipidos, efecto que es bloqueado al seccionar los nervios opticos, lo que demuestra
la regulacion circadiana del funcionamiento de la GP'2,

También, se ha observado la presencia de algunos carbohidratos como el &cido
neuraminico y el dacido sidlico, los cuales forman parte de lipidos, polisacaridos y
mucoproteinas localizadas en el glucocalix de la membrana celular’™.

Con relacion a los aminoacidos (aa), su importancia radica en las concentraciones,

sobretodo de aquellos aa susceptibles de donar un grupo metilo requerido en la biosintesis de

g 6
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la MEL vy principalmente la presencia de una gran cantidad de triptofano que es captado por el

pinealocito®®”.

Fig. 3. Representacién esquemaitica del pinealocito. En este tipo de células se lleva acabo
la sintesis de la MEL a partir del amino4cido triptéfano™.

Dentro de este pinealocito se lleva acabo la sintesis de MEL y de otras sustancias
bioldgicamente activas presentes en la GP, tales como los indoles; dentro de estos tenemos a
los metoxi-indoles como el 5-acido hidroxi-indol-3-acético, 5-hidroxitriptofol o 5-metoxi-
triptofol y la serotonina (5-HT); en donde la MEL es la hormona mas estudiada®. Asi mismo,
en la GP se ha observado la presencia de péptidos tales como adrenalina, histamina, dopamina,
octopamina y somatostatina, asi como péptidos de bajo peso molecular como la arginina
vasotocina (AVT) y proteinas del tipo de la sustancia inhibidora de las gonadotropinas
(GIS)2.

1.4 Regulacion circadiana

La sintesis de las sustancias biol6gicamente activas y en general la funciéon metabodlica
de la GP, se ajustan a un ritmo circadiano, por medio de este mecanismo, la GP proporciona el
sistema neuroendocrino, es por ello que la GP de mamiferos y de muchas aves muestran una
variacion ritmica en la produccion de serotonina y MEL, dependiendo de la variacion diurna y

de la oscuridad nocturna; a estas fluctuaciones se le denominan ritmos circadianos pineales’.
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Fig. 4. Diagrama de las vias neurales que conectan la GP con la entrada de luz al organismo. Es
una via polisinaptica que se inicia en la retina, pasa por el nucleo supraquiasmatico (NSQ), nicleo
paraventricular (NPV) y al ganglio simpatico cervical superior (GSCS) antes de llevar la informacion a
la GP'".

Con base a lo anterior, se plante6 que la funcion de la luz sobre los ritmos circadianos
pineales, se ejerce a través de su inervacion simpatica, que proviene de los GSCS. La

reseccion bilateral de este ganglio o la seccion de sus fibras preganglionares del cordon
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simpatico provoca la desaparicion de estos ritmos biologicos’ '®°. La via nerviosa por la cual
el efecto de la luz sobre la retina se trasmite al ganglio esta dado a través del haz
retinohipotaldmico, el cual lleva la sefial luminosa al niicleo supraquiasmatico®, al hipotalamo
lateral, a la formacion reticular y a células de asta intermediolateral de la parte superior de la

médula dorsal, donde se encuentran neuronas preganglionares que llegan GSCS (Fig. 4)**°*177,

a00 [ '
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3
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\/
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Fig. 5. Variacién de la concentracion de las enzimas de la GP por el ciclo luz-oscuridad™
Tomando en cuenta el papel de la luz en la regulaciéon de la GP, se observd, en
animales de mayor actividad nocturna como en aquellos de mayor actividad diurna, que la
concentracion maxima de serotonina en la GP se presenta al mediodia y es minima a media
noche, ademds existe un ritmo inverso en cuanto a la produccion de la MEL. Estos ritmos
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circadianos estan relacionados con las variaciones de la actividad de la enzima N-
Acetiltransferasa (NAT) en la GP. Al disminuir la actividad de estd enzima, aumenta la
concentracion glandular de serotonina y disminuye la produccion de MEL, mientras que al
aumentar la actividad de la NAT la produccion de MEL también aumenta (Fig. 5) "%,

1.4 Fisiologia

En peces anfibios y reptiles, la GP posee terminaciones fotorreceptoras semejantes a los
conos de la retina excitados por la luz y capaces de discriminar longitudes de onda, que dan asi
origen al estimulo nervioso. Por lo tanto, se ha considerado importante el papel de la GP en las
respuestas fotoadaptativas de peces y anfibios. La piel de renacuajos de muchas especies de
anfibios se “aclara” cuando se expone a la oscuridad a causa de la retraccion del pigmento en
los melandforos, fendémeno que desaparece si se destruye por completo la region pineal. Los
extractos pineales y la MEL en dosis muy bajas provocan en los renacuajos una reaccion
semejante; por estas razones, se piensa que esta “reaccion de blanqueamiento” se debe al
efecto producido por la MEL'"*.

También se ha observado que la GP interviene en la regulacion de los foliculos pilosos
en ratones y ratas, en estos animales el pelo crecen en ondas que van cubriendo la piel,
después de que tuvo lugar una onda, los foliculos pilosos quedan en reposo hasta que se
establece una nueva onda. En ratones pinealectomizados la onda pilosa se acelera, sin
embargo, la administracion de la MEL la retarda *.

Por otro lado, existe una conexién importante entre la GP y la reproduccion, en el
hamster dorado se presenta un efecto antigonadotropico marcado; en ratas y ratones
pinealectomizados hay un incremento en el tamafio de ovarios y testiculos, esto puede
observarse con la realizacion de un frotis vaginal donde se observa un incremento en la
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frecuencia de la fase del estro en las hembras y en los machos se presenta hipertrofia de
prostata y vesiculas seminales. De dos a tres semanas posPx el peso y tamafio de las gonadas
se normaliza y pueden atrofiarse posteriormente. La Px no solo afecta el peso de las gonadas,

. . . . 49,61,88
sino también el de la tiroides, las suprarrenales y el timo .

La actividad reproductiva de muchas especies de mamiferos esta relacionada con el
fotoperiodo por lo que la cantidad de luz de acuerdo a las estaciones del afio han permitido
clasificar a los mamiferos en reproductores de dias largos (como el hamster y hurdn) y
reproductores de dias cortos (como el ciervo o la oveja), segiin sus génadas sean activadas por

. . .y <y : 2
el aumento o por la disminucion de la duracién del fotoperiodo®.

En relacion a la participacion de la GP en la reproduccion humana, los efectos son
contradictorios, sin embargo, desde hace mas de sesenta afios se sabe que ciertos tumores de la
pineal producen pubertad precoz; sin embargo, en algunos casos ocurre el efecto contrario, es
decir, retraso puberal o efecto antigonadotropico. Kitay y Altsschule® aclararon este
fenomeno; asi comprobaron que los tumores de tejidos de sostén (gliomas) o de tejidos
extraios (teratomas) que inhiben a la pineal por compresion ocasionan pubertad precoz,
mientras que los pinealomas parenquimatosos producen pubertad retardada por incremento de

., . 49
la funcién pineal™.

La GP también puede ser el sitio de tumores de células pineales (penealomas) o tumores

, . . 41 . , , .
de células germinales (germinomas)’. Los signos y sintomas neurologicos son las
manifestaciones clinicas predominantes como hipertension intracraneal, anomalias visuales
ataxia y sindrome de Parinaud, el cual consiste en paralisis conjugada de la mirada hacia

. 2
arriba 3.
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2.0 MELATONINA

2.1. Antecedentes Historicos

La melatonina (MEL) fue descubierta por McCord y Allen en 19177, pero hasta 1958
Lerner y cols., la identificaron como tal a través de los extractos pineales obtenidos de bovinos
y estructuralmente la denominaron N-acetil-5-metoxitriptamina (Fig. 6)*’; el nombre que se le
asigna a esta hormona se le atribuye por provocar una aclaracion en la piel de renacuajos, es
decir, promueve la agregacion de granulos de melanina en las células de melanoforos cutaneas

. 10,2
en estos anfibios'®?’.

CH;0 H
N\n/CH3
\ 0

N
H

Fig. 6. Estructura quimica de la MEL (N-acetil-5-metoxitriptamina)*.

La MEL es una neurohormona altamente lipofilica producida por los pinealocitos de la
GP, regula cambios estacionales en varios aspectos de la fisiologia de especies fotoperioddicas
y actlia sobre receptores especificos en el nucleo supraquiasmatico (NSQ)* del hipotalamo™®.
En vertebrados la MEL ademés de producirse en la GP, también se sintetiza en retina™,
medula espinal®®, tracto gastrointestinal y bilis®. Ademas se ha observado la presencia de esta
en bacterias, protozoarios, plantas e invertebrados*.

Actualmente, el estudio de estd hormona es de gran interés, debido a que se ha
encontrado en varias investigaciones cientificas que tiene diversas funciones fisioldgicas, sin
embargo, alin no se encuentra bien dilucidado su mecanismo de accién, por lo que éste sigue

siendo sujeto de estudio.
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2.2 Biosintesis

La produccion de MEL endogena a través del aa triptéfano es principalmente nocturna
(escotofase), y es controlada por la exposicion a los ciclos de luz-oscuridad. Por lo tanto, la
sintesis de MEL es inhibida por la exposicion a la luz (fotofase); mientras que su produccion
es estimulada durante los periodos de oscuridad a través de las conexiones multisinapticas
neurales del la GP con el ambiente externo via retinal'’.

De esta manera, la MEL se sintetiza en las células parenquimatosas pineales que captan
el triptofano de la circulacion; en donde es oxidado a 5-hidoxitriptofano por accion de la
enzima triptéfano-hidroxilasa, reaccion que requiere la presencia de oxigeno, hierro y
pteridina reducida. En seguida el 5-hidroxitriptéfano es descarboxilado a 5-HT por accién de
la enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilasa ™.

Posteriormente, la 5-HT es convertida en MEL mediante dos reacciones enzimaticas. En
primer lugar, es acetilada a N-Acetil-serotonina por acciéon de la N-acetil-transferasa (NAT)
reaccién que constituye el paso limitante en la sintesis de la MEL'; a continuacion, la N-acetil-
serotonina es metilada en la posicion 5-hidroxi por la accion catalitica de la hidroxiindol-O-
metiltransferasa (HIOMT) para forma a la N-acetil-5-metoxitriptamina o0 MEL®®. La primera
enzima se encuentra en varios tejidos y organos, en tanto que la segunda solo se ha detectado
en retina, glandula de Harder y GP'. Mas del 90% de la 5-HT producida fuera de la GP se
metaboliza mediante desaminacion oxidativa por accion de la monoaminooxidasa (MAQO), que
la convierte en 5-hidroxitriptofol y acido 5-hidroxi-indol-acético (Fig. 7)'® "2,

La sintesis y la secrecion de la MEL por la GP dependen de la estimulacion adrenérgica
que llega a la glandula mediante el nervio conari”. La noradrenalina actia uniéndose a
receptores [3 adrenérgicos situados en la membrana plasmatica de los pinealocitos, lo que da
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como resultado la activacion de una proteina cinasa A (PKA) dependiente de AMPc, que
desencadena una cascada de fosforilacion de proteinas especificas que incrementan la sintesis

de la enzima NAT 274,

|:>

Triptofano Hidroxilasa

Triptéfano 5-Hidroxitriptéfano

5-Hidroxitriptéfano
descarboxilasa
AcCoA
HO
Serotomna /\/Z\ X

N-Acetiltransferasa

N-Acetilserotonina OSCURIDAD Serotonina

Hidroxiindol-O-metiltransferasa

CH30

H\H/CHS
@]

Melatonina
Fig. 7. Secuencia de reacciones involucradas en la biosintesis de MEL>.
La MEL producida por la GP ingresa a plasma por un mecanismo de difusion simple'™,
cerca del 75% de esta hormona se encuentra ligada a proteinas plasmaticas tales como la
albumina® y la alfa-glicoproteina’’, mientras que el 25% restante representa la fraccion libre.
Las concentraciones de la MEL varian de 50 ng por la mafnana a 400ng/g por la noche y en
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plasma oscilan entre 10-70 pg/mL* *', su tiempo de vida media después de una administracién
oral es de 30 minutos”
2.3. Metabolismo

La MEL es principalmente metabolizada en higado; en humanos y roedores es
inactivada por una hidroxilacion en la posicion 6 a 6-hidroximelatonina, la cual carece de
actividad biologica*® posteriormente es conjugada con 4cido glucurénico y sulfato para ser

excretada en orina y heces (Fig. 8)**.

CH30 H CH50 H
N CHs : N -CHs
\ 0 — \ O
N
b HO H
Melatonina 6-Hidroximelatonina
ﬂ CONJUGACIQN
v /
~NH CH
c N Conjugado con Conjugado con
~ O acido sulfarico acido glucurénico
N~ “OH
H
N-acetil-N-formil ﬂ
5-metoxiquinurenamida
EXCRECION
(Heces y Orina)
@
c~ NH\H/CH?’
QR
NH,
N-acetil

5-metoxiquinurenamina

Fig.8. Metabolismo de la MEL. El higado es el principal 6rgano que metaboliza a la MEL en
sustancias que son facilmente excretadas por las heces y la orina®.
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Del 70 al 80% de la MEL se encuentran como sulfatos en orina, mientras el 5% se
encuentra como glucurénidos, 15% como N-acetil-5 metoxiquinurenamida, 0.5% como acido
5-metoxi-indol-acético y menos del 1% inalterado®".

2.4. Receptores a Melatonina

La MEL actua a través de receptores, que involucran numerosos procesos fisiologicos
tales como: el ritmo circadiano, regulacion de la presion arterial, oncogénesis, fisiologia
retinal, reproduccion estacional y mas recientemente en inducir la diferenciacion de
osteoblastos'"®

En base a lo anterior, en mamiferos se han descrito la presencia de dos tipos diferentes
de receptores a MEL, los MT1 y MT2 que fueron identificados a través del uso de
radioligandos [*H]-melatonina y 2-['*’I]-iodomelatonina, lo que condujo a su localizacién y
caracterizacion de los sitios de unidon en las membranas celulares principalmente el NSQ, el

4 2 .
3 5372 Recientemente, se ha

par tuberalis de la glandula pituitaria, la retina y el cerebro
identificado un tercer tipo de receptores a MEL, los MT3 que parecen pertenecer a la familia
de quinonas reductasas'®
Para el caso de los dos primeros tipos de receptores se han propuestos mecanismos de
accion diferentes; el receptor MT1 se caracteriza por ser un receptor de alta afinidad a MEL® y
pertenecer a la familia de receptores acoplados a proteina G*, su activacion resulta en la
inhibicion de la adenilato ciclasa y en consecuencia en la disminucion de los niveles de AMPc.
Este tipo de receptores a MEL han sido relacionados con las funciones renales, induccion del
suefio, ritmos circadianos, en la reproduccion y la contraccion cardiovascular’ ' 26,
En cambio, los receptores MT2 se caracterizan por una baja afinidad a MEL vy
pertenecen a los receptores que activan la hidrolisis de fosfoinositol via proteina G, su
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localizacion presenta dificultades y por tanto es dificil de predecir sus funciones bioldgicas,
sin embargo, han sido asociados con la fisiologia retinal, modulacion del ritmo circadiano, la
dilatacion cardiovascular y en las respuestas inflamatorias de la microcirculacion. Ambos tipos
de receptores (MT1 y MT2) son dependientes de GTP** .

La diversidad de respuestas de la MEL en el organismo se le atribuye a la expresion de
receptores en una variedad de tejidos. En humanos los receptores MT1 y MT2, han sido
principalmente estudiados a nivel de cerebro, se expresan en los nicleos supraquiasmaticos,
cerebelo, corteza, hipocampo, hipotdlamo y en las aterias cerebrales. MT1 se expresa en
retina, tejido adiposo y rifion, mientras que MT2 solo se expresa en tejido adiposo y rifion'"*.

En relacion al receptor MT3, se ha observado que presenta un 95% de homologia a la
quinona reductasa humana, enzima que esta involucrada en la destoxificacion. La actividad de
esté receptor se estudio a través de uniodn a radioligandos y ensayos enzimaticos, observandose
su expresion en higado, rindn, cerebro, corazon, tejido adiposo, musculo esquelético, pulmon,
intestino y bazo de hamster, raton, perro y mono. Recientemente se le ha asociado a la
regulacion de la presion intraocular en cobayos y en las respuestas inflamatorias en la

microvasculatura®.

2.5. Funciones Fisiologicas

En la actualidad la MEL esta relacionada con varias funciones fisioldgicas, sin
embargo, aun no se ha definido totalmente el mecanismo por el cual los lleva acabo.

En humanos los primeros efectos reportados corresponden a efectos sedativos e
hipnéticos, pues se ha observado que con la administracion de MEL a una dosis tnica de 0.3-5
mg se pueden presentar efectos sedante e hipnoético, esto puede deberse a través de la
potenciacion del acido gamma-aminobutirico (GABA) via interaccion directa con los
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receptores GABA'®. Investigaciones recientes indican que la MEL ejerce la accion de la
promocion del suefio por la aceleracion del suefio inicial, mejorando el mantenimiento del
suefio y la sincronizacion del reloj circadiano, es por ello, que la MEL puede ser usada como
tratamiento para el insomnio *> **. También se ha observado que la MEL puede disminuir el
“jet-lag”, en personas que realizan viajes transatlanticos y se exponen a un cambio de fase
rapido en su ciclo ambiental y en consecuencia pueden padecer diversos trastornos conocidos
en conjunto como “jet lag 3,

Por otro lado, existen muchas investigaciones que relacionan a la MEL con la
modulacion  del sistema inmune, observandose que presenta varios efectos
inmunomoduladores. Se ha encontrado que via los receptores a MEL es posible estimular la
produccion de citocinas por los linfocitos T helper 1 (Ty;), interleucina 2 (IL2) e interferon
gamma. La MEL también puede potenciar las propiedades inmunoestimuladora de la IL-2 por
aumento de los linfocitos T, células natural killer y eosinofilos® %+ %

Asi mismo, la MEL se ha relacionado con propiedades antioxidantes; sabemos que los
radicales libres del oxigeno son agentes altamente reactivos que se producen durante el
metabolismo normal de las células y pueden interactuar con el acido desoxirribonucleico
(ADN), las proteinas y lipidos, induciendo reacciones de peroxidacion que pueden dafiar
algunos componentes celulares. Las células poseen enzimas que actuian como mecanismos de
defensa contra los radicales libres, asi como algunos componentes de la dieta (acido ascoérbico
y la vitamina E) pueden actuar como antioxidantes. En varias investigaciones se ha observado
que la MEL es un buen antioxidante, debido que puede inactivar las especies reactivas de
oxigeno (ROS), incluyendo radicales hidroxilo, peroxilo y 6xido nitrico®. También, estimula
a las enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa.
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Ademas, comparado con otros antioxidantes como el glutation (GHS), la vitamina E y el acido
ascorbico, la MEL parece tener mayor eficacia protegiendo a las células frente al estrés
oxidativo'> #8595

Las investigaciones también indican, que la MEL presenta propiedades anti-
inflamatorias a través de la regulacion de las citocinas proinflamatorias y la inhibicion del
6xido nitrico®, ademas la MEL puede proteger a la mucosa géstrica contra ulceraciones por el
consumo de etanol'™®. Posee propiedades anticonvulsivas las cuales se han estudiado en
mandriles, ratones, gerbil de Mongolia y humanos, se piensa que esta propiedad se debe a la
alteracion de la neurotransmision de GABA. Recientemente, se le ha adjudicado a la MEL un
efecto ansiolitico a dosis de 1.0 y 2.0 mg/Kg en ratas, lo que permite sugerir que ésta aumenta
la actividad ansiolitica de las BZPs™.

Otro de los efectos estudiados sobre la MEL es el de antiproliferativo, debido a que se
ha observado, que inhibe el crecimiento de células cancerosas “In Vitro” en la linea celular
MCF-7* de cancer de mama humano y en modelos animales (por ejemplo, en hematoma de
rata 7288CTC). Se sugiere que la MEL inhibe la division celular mitética durante la
metafase®, la diferenciacion de células cancerigenas y la disminucion de la actividad
metastdsica de cierto tipo de células cancerigenas a través cambios en la adhesion de la
superficie y la comunicacion intracelular. La MEL también induce directamente apoptosis en
algunas células cancerigenas'”.

Por otro lado, en estudios electrofisiologicos se ha reportado que la MEL puede regular
la actividad eléctrica de neuronas hipocampales al alterar la transmision sindptica entre

., . . . .. C . 106
neuronas de esta region, por lo que ha sido implicada en la plasticidad sinaptica neuronal ™.
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3. ACIDO GAMMA AMINOBUTIRICO (GABA)
3.1 Antecedentes historicos

El acido gamma-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor del
Sistema Nervioso Central (SNC) de mamiferos y desempefia un papel fundamental en la
modulacion de la actividad neuronal; se identifico como componente quimico Unico del
encéfalo en 1950 (Fig. 9), pero no se reconoci6 de inmediato su potencia como depresor del
SNC*.

Se cuenta con un gran numero de datos que el GABA media las acciones inhibidoras de
las interneuronas locales en el encéfalo y que puede mediar también la inhibicion presinaptica
dentro de la médula espinal. Se han demostrado sinapsis inhibidoras GABAérgicas
presuncionales con mayor claridad entre las neuronas cerebelosas de Purkinge y sus blancos
en el nicleo de Deiter; también entre las neuronas pequenas y las células mayores emisoras de
impulsos de la corteza cerebelosa, el bulbo olfatorio, el hipocampo y el nucleo del tabiqué

lateral'®?.

O
HZN\/\/U\OH

Fig. 9 Estructura quimica del 4cido gamma-aminobutirico (GABA)*

3.2. Biosintesis y Metabolismo

El GABA se sintetiza en la terminacion axonal utilizando una via alternativa del ciclo
del acido citrico o Krebs. La glucosa es captada por el axon y en el proceso glucolitico se
produce acido piravico. EL piruvato es sustrato de la acetilcoenzima A mitocondrial, iniciando
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asi el ciclo de Krebs. Reacciones enzimaticas encadenadas van produciendo acido oxalacético
y alfacetoglutarato que por transaminacioén produce acido glutdmico que sale del ciclo por una
via colateral alternativa. El &cido glutdmico se descarboxila por accion de la enzima &cido
glutdmico descarboxilasa (GAD) y forma al GABA. en tanto que el ciclo de Krebs continua en
la mitocondria. Una vez formado el GABA se almacena en vesiculas sindpticas de forma
semejante a los neurotransmisores aminicos de donde se libera al espacio interplasmatico por

: - 102,112
un proceso de exocitosis'"> "%,
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Fig.10. Sintesis y Metabolismo del GABA'". 1) Descarboxilacién del glutamato por la enzima GAD
para formar el GABA; 2) Liberacion del GABA a la neurona postsinaptica, 3) Interaccion del GABA
con su receptor, 4) Recaptura del GABA por células presinapticas, 5) Recaptura del GABA por células
gliales. 6) Metabolismo del GABA por la enzima GABA-T.
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EL GABA liberado al espacio interplasmatico interacciona con receptores especificos de
la membrana neuronal postsinaptica. Luego de interaccionar con el receptor, la mayor parte de
las moléculas de GABA sufre un proceso de recaptacion activa en las terminales
GABA¢érgicas y gliales (recaptacion axonal y glial). EL GABA que es recaptado por las
terminaciones nerviosas puede ser reutilizado incorpordndose a las vesiculas sinapticas o ser
metabolizado por la enzima GABA transaminasa (GABA-T) este mecanismo lo transforma en
acido succinico semialdehido (ASS), el cual sufre una oxidacion por medio de la enzima
succinilsemialdehido deshidrogenasa (SSDH) y se transforma en acido succinico que en la
mitocondria reingresa al ciclo de Krebs, contribuyendo a la sintesis del nuevo neurotransmisor
(Fig. 10)"".

3.3 Receptores a GABA

En la actualidad se han identificado por lo menos tres tipos de receptores diferentes a
GABA: el receptor GABA 4 (ionotropico), que esta asociado directamente con un canal de
cloro y predomina a nivel cerebral, cuando se activa este receptor se desencadena efectos
inhibidores por hiperpolarizacion a través de la apertura de canales de cloro (CI') y aumento de
la conductancia a este ion, lo que provoca una inhibicioén de la sensibilidad de la neurona a la
excitacion (Fig. 11)™.

El receptor GABAg (metabotropico)®' es un miembro de la familia de receptores
acoplados a proteina G, también es inhibidor pero predomina a nivel espinal y es
preferentemente presinaptico; puede modificar los niveles de 3'-5'AMPciclico y aumentar la
permeabilidad al potasio (K") o disminuir la permeabilidad al calcio (Ca®")*. Recientemente,
se ha propuesto un tercer tipo de receptor denominado GABAc (ionotropico) que esta también

asociados a un canal de CI" y se relacionan estructuralmente con los receptores GABA 4, sin
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embargo, es insensible al efecto de la bicuculina y al efecto modulador de benzodiazepinas
(BZP), barbituricos y alcoholes' 2.

Por su parte, el receptor GABA 4 postsinaptico es el mas importante por su amplia
distribucion, tiene una estructura pentamérica®’ analoga al receptor nicotinico, que puede estar
formada por algunas de las seis subunidades caracterizadas hasta el momento (o, B3, v, € y p).
Posee un sitio receptor especifico para el GABA (subunidad a y B), un sitio receptor o aceptor
para BZP (a) y un iondforo de cloro (canal de CI'); ademas contiene otros lugares de union
para una gran variedad de ligandos como barbitlricos, esteroides, alcoholes y diversos agentes

. . 8
relacionados con las convulsiones ¥’.

BENZODIAZEPINAS

Fig. 11. Estructura del receptor GABA ,''.
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4. BENZODIAZEPINAS
4.1. Antecedentes Historicos

Las benzodizepinas (BZP) fueron sintetizadas en 1957 por el quimico polaco Sternbach
en los laboratorios Hoffman-La-Roche y su perfil farmacodindmico fue establecido por
Randall. En el afio de 1961 se introdujeron en el mercado farmacéutico el clordiazepdxido
(CDP) y en 1963, el diazepam (DIAZ). A partir de entonces se han sintetizado mas de 3000
compuestos' 2> 1%,

La estructura basica de las BZPs consiste en un anillo de siete miembros (nucleo
benzodiazepinico), unido a un anillo aromatico con cuatro grupos fundamentales, en las que
pueden hacerse sustituciones sin perdida de la actividad. Desde el punto de vista clinico, las

diferencias de comportamiento farmacocinética de las distintas BZPs son mas importantes que

las relacionadas con su perfil de actividad (Fig. 12)".

Fig. 12 Estructura general de las benzodiacepinas40

4.2 Farmacocinética

Las BZPs son sustancias liposolubles, atraviesan BH (alcanzan el tejido cerebral) y se

acumulan en tejido adiposo. Se absorben por completo y con rapidez tras la administracion
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oral distribuyéndose en todo el organismo, el tiempo que tardan en alcanzar las
concentraciones méaximas oscila entre 30 minutos y 6 horas'®.

La vida media de las BZPs tiene gran importancia, debido a que la duracion de su accion
puede determinar su utilidad clinica, de estd manera, una forma general de clasificarlas es en:
grupos de accion ultracorta, corta, intermedia y prolongada'®®. Las BZPs son principalmente
metabolizadas por el sistema microsomal hepatico, en donde pueden ser varias las reacciones
de biotransformacion que tiene lugar como: oxidacion, N-desmetilacion, desalquilacion,
hidoxilacion y posterior conjugaciéon con acido glucurdnico para ser eliminadas por el rifion.
Una de las particularidades de la biotransfomacion de las BZPs es que la mayoria de ellas
originan metabolitos activos*” *” 12,

4.3 Mecanismo de Accion

Las BZPs son agentes depresores del SNC con efecto selectivo sobre algunas estructuras
del sistema limbico, como el hipocampo, en donde se han encontrado a partir de estudios
electrofisiologicos sitios de unién a BZPs en la region CAl del hipocampo''’. Actuan de
manera selectiva sobre el receptor del acido gamma aminobutirico (GABA,) que interviene en
la transmision sinaptica de todo el SNC. Las BZPs potencian la respuesta al GABA,
facilitando la apertura de los canales de CI". Se une de manera especifica al lugar regulador del
receptor, que es distinto al lugar de union del GABA; y actia de forma alostérica, produciendo
un aumento de la facilidad del GABA por su receptor. Se sabe que en muchos tejidos existen
lugares periféricos de union a benzodiacepinas que no se relacionan con los receptores a

. . . . , - 14.1
GABA, sin embargo, se desconocen sus funciones y significado farmacologico'* ' 7.
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4.4. Efectos Farmacologicos y Aplicaciones
Los principales efectos Farmacologicos que actualmente se conocen acerca de las BZPs

estan relacionados con la reduccién de la ansiedad, en dosis bajas presentan propiedades
ansioliticas al inhibir en forma selectiva ciertos circuitos del sistema limbico en el cerebro*’

Por otro lado, las BZPs presentan propiedades sedante-hipnoticas, este efecto se
relaciona con la reduccion de la actividad psicomotora y cognoscitiva; asi mismo, tienen
accion relajante sobre el musculo esquelético (relajacion muscular) debido a que facilitan la
accion de las interneuronas inhibidoras en el tronco encefalico y la médula espinal
interfiriendo los reflejos mono y polisinapticos. Otros de los efectos de las BPZs, es
comportarse como anticonvulsivo y se utilizan para tratar la epilepsia'®*'®.

También se sabe que las BZPs eliminan el recuerdo de los acontecimientos que tienen
lugar mientras dura su accidn, efecto que no se ha observado con otros depresores del SNC.

Esto permite practicar intervenciones quirdargicas, es decir, pueden ser utilizadas como

preanestésicos”.

Dentro de las BZPs més utilizadas tenemos al Diazepam.

5 DIAZEPAM
5.1. Farmacologia

El diazepam (DIAZ, Fig. 13) es una BZP, genera el mismo metabolito activo que el
clordiazepoxido y clorazepam. En animales el DIAZ parece actuar en ciertas regiones del
sistema limbico, del tdlamo y del hipotadlamo y su mecanismo de accidn estd relacionado con

los receptores a BZPs".
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Cl

Fig. 13. Estructura quimica del DIAZ (7-Cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepina-
2-ona.[ C;6H5CIN,OT™.

EL DIAZ y sus metabolitos se unen en un 98 % a proteinas plasmaticas. Atraviesan la
BH y placentaria ademas de encontrase en la leche materna. La vida media de distribucion
llega hasta tres horas. Se metaboliza principalmente por el higado via el sistema de enzimas
del citocromo P4s9 a metabolitos activos como N-desmetildiazepam, temazepam y oxazepam,;
se secretan principalmente en la orina, predominando sus formas conjugadas. La depuracion
del DIAZ es de 20-30 ml/min"*"'"".
5.2. Usos Terapéuticos

El DIAZ se utiliza en el tratamiento de trastornos severos de ansiedad, como hipnoético
de corta duracion y para el tratamiento del insomnio. También, presenta propiedades como
sedante, preanestésico, relajante muscular, anticonvulsivo, tranquilizante, y para el manejo del
sindrome de abstinencia por el alcohol, al igual que la mayoria de las BZPs'"".

Generalmente el DIAZ se utiliza en combinacidon con otros farmacos como por ejemplo

antipsicoticos, hipnoticos, ansioliticos/sedantes, antidepresivos, analgésicos narcoéticos,

antiepilépticos, anestésicos, sedantes y antihistaminicos; pero como todos estos grupos de
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farmacos son depresores del SNC se corre el riesgo de incrementar el efecto depresor de ellas
en estas interacciones®’

5.3 Reacciones Adversas y Colaterales

A pesar de que el DIAZ presente diferentes efectos terapéuticos, su administracion
inicial puede producir reacciones adversas como somnolencia, bloqueo de las emociones,
reduccion de la agudeza, confusion, fatiga, cefalea, vértigo, debilidad muscular, ataxia y
diplopia; las cuales suelen presentarse generalmente al comienzo de la terapia y desaparecen
frecuentemente con la administracion prolongada. Otros efectos colaterales, tales como
trastornos gastrointestinales, disminucion de la libido, hipersalivacion, dificultades en el
lenguaje, hipotension incontinencia o reacciones cutaneas se presentan en forma ocasional.
Todo esto lleva a contraindicar al DIAZ sobretodo en situaciones de hipersensibilidad a BZPs,
y a cualquiera de sus excipientes, en insuficiencia respiratoria severa e insuficiencia hepatica
grave y sindrome de apnea del suefio. Posterior a la administracion reiterada durante un
periodo prolongado, puede manifestarse una disminucion de la respuesta a la accion de las
BPZs. Su consumo puede originar dependencia fisica y psiquica. Este riesgo aumenta en
relacion directa con la dosis y la duracion del tratamiento y el riesgo es mayor en pacientes
con antecedentes de alcoholismo o drogadiccion ** 1*2,

Por otro lado, cuando hay una sobredosis con DIAZ esta se manifiesta con sintomas que
van desde somnolencia hasta coma, lo que implica una toxicidad al DIAZ; como tratamiento a
ésta, se debe inducir el vomito (dentro de la siguientes hora) si el paciente estd consiente, o
bien llevar a cabo un lavado gastrico con las vias aéreas protegidas si el paciente esta
inconsciente. Si no existe alguna ventaja en vaciamiento gastrico debera administrarse carbon

. . s 101,102
activado para reducir la adsorcion ',
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Como se observa, se ha estudiado el efecto de las sustancias descritas anteriormente
con diversas metodologias y con diferentes fines, por lo tanto, en este trabajo se decidid

estudiar al hipocampo como modelo de estudio.

6. HIPOCAMPO
6.1 Antecedentes historicos

El concepto de sistema limbico deriva de lobulo limbico. Este ultimo establecido por
Broca en 1978, se refiere a las diversas estructuras de las superficies medial y basal de los
hemisferios cerebrales que forman un limbo (limite o anillo) alrededor del tallo cerebral. El
l6bulo limbico y todas las estructuras conectadas con €l constituyen el sistema limbico, el cual
desempefia un papel importante en las funciones viscerales, conducta emocional y memoria.
Las estructuras que conforman el sistema limbico incluyen los giros subcallosos, del cingulo y
del parahipocampo, la formacion del hipocampo, el nucleo amigdalino, los cuerpos
mamilares y el niicleo talamico anterior’.

En nuestro estudio la estructura que nos interesa del sistema limbico es el hipocampo,
el cual fue descrito a fines del siglo XVI por el anatomista Arantino, quien lo caracterizé como
una estructura plegada en el piso del cuerno temporal del ventriculo lateral y le asigno el
nombre de hipocampo por su similitud con los caballos de mar (del griego hippo = caballo,
kampos = monstruo de mar). Un siglo después se uso6 el término “pes hippocampus” para
describir la misma region y dos siglos después los anatomistas la compararon con un cuerno
de carnero o los cuernos de la antigua deidad egipcia Ammon, quien tenia la cabeza de
carnero, de alli el término cuerno de Ammon. La terminologia a través de los afios se volvid
abundante y a menudo confusa, sin embargo, en la actualidad se maneja en términos generales
como hipocampo®

e 7
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La organizacion del hipocampo es ideal para el desarrollo de estudios en investigacion
electrofisiologica y anatomica. Se conoce bastante sobre su organizacion sinaptica y sobre las
caracteristicas del funcionamiento de las neuronas que lo conforman. Esta estructura es de
gran interés para diversos grupos de investigadores por su relacion con algunas patologias
neurologicas, asi como por el papel importante que juega en las funciones cognitivas de
diversos organismos*.

6.2 Anatomia

La formacion hipocampica es una invaginacioén del giro parahipocampal en el cuerno
inferior (temporal) del ventriculo lateral y consta de cuatro regiones: el giro dentado, el propio
hipocampo, complejo subicular (que se divide en subiculum, presubiculum y parasubiculum)
y corteza entorrinal. De los cuatro componentes de la formacion hipocampica, el hipocampo
es el mas grande y el mejor estudiado en los seres humanos. Aparece como una estructura en
forma de “C” en cortes coronales, protruye en el cuerno inferior del ventriculo lateral.
Ademas, estd muy relacionado con el giro dentado adyacente y juntos determinan una
estructura en forma de “S”(Fig. 14)*>,

El hipocampo se divide en cuatro areas basadas en su arquitectura citologica y
conexiones sindpticas denominadas: CAl, CA2, CA3 y CA4 que en conjunto reciben el
nombre de asta de Ammon (Cornu Ammonis). En la rata, basicamente el hipocampo esta
constituido por las regiones CAl y CA3, en tanto que la region CA2 es muy pequeia e
indistinguible en varias especies. El area entre el giro dentado y el estrato granuloso de la
region CA3 es llamado hilus, las células de estas areas tiene extensas proyecciones partiendo
de CA3 hacia CAl y posteriormente al giro dentado formando una circunferencia reverberarte,

. . .y . r ’ 42,114, 11
es decir, la informacion recircula a través de esta vig> 42 114115
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El Asta de Ammon y el giro dentado presentan una corteza trilaminar, asi el Asta de
Ammon se divide a partir de la superficie ventricular en las siguientes areas: el estrato
molecular (estrato radiado y lacunoso-molecular); el estrato de células piramidales y el estrato
oriens. En tanto que el giro dentado estd constituido por la capa molecular o superficial,

granular intermedia y polimérfica profunda®

ELECTRODO DE

ELECTRODO DE . ESTIMULACION
REGISTRO 7

Fig. 14. Elementos neuronales de la formaciéon hipocampica. Las areas marcadas incluyen el
subinculum, parte de la corteza entorrinal, el giro dentado y las regiones CA1 a CA4. El hipocampo se
divide en (1) estrato molecular (estrato radiado y lacunoso-molecular 2) estrato piramidal y 3) estrato
oriens. Se esquematizan también la forma mas comunmente usada para inducir un potencial sinaptico
que es aplicando un estimulo en las fibras colaterales de Schaffer a través de un electrodo de
estimulacion y registrar la actividad eléctrica de una neurona o conjunto de neuronas en la region CA1
a través de un electrodo de registro**’

6.3 Estructura y Sinapsis Hipocapal.

Las principales células del hipocampo son las neuronas piramidales, sus cuerpos
celulares son conicos (piramidales) de 20-40 p de base y 40-60 u de alto, cada una tiene una
dendrita apical gruesa de 5-10 p de didmetro que pasa a través del estrato radiado al estrato
lacunoso-molecular, poseen varias dendritas basales con un didmetro de 3-6 p, las cuales

tienen espinas dendriticas'’.

W !
—e=— FACULTAD DE QUIMICA




LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA GENERALIDADES

La morfologia de las células piramidales varia gradualmente, procediendo desde la
region CA3 a la region CAl, el cuerpo de las células se vuelve mas pequeiio y las dendritas
apicales mas largas, mas delgadas y més regulares en el patrén de sus ramificaciones. Las
principales neuronas del giro dentado son las células granulares, sus cuerpos son
considerablemente mas pequefios que las piramidales, sus dendritas se extienden
perpendicularmente desde la capa granular a la capa molecular > ** 4,

Por otro lado, las conexiones sindpticas en el hipocampo son generalmente
axoespinosas, axodendriticas y en menor proporciéon axoaxonicas. Los axones de las
colaterales de Schaffer de las neuronas piramidales de la region CA3 estan parcialmente
mielinizadas, de cada nodo emergen de uno a tres axones desmielinizados y se desvian para
alinearse paralelos a las fibras de origen, las cuales hacen contacto con espinas dendriticas.
Las sinapsis de las colaterales de Schaffer se caracterizan por su membrana asimétrica gruesa
y su contenido de vesiculas redondas y son generalmente sobre espinas dendriticas™”**.

Las sinapsis que forman las fibras colaterales de Schaffer sobre las neuronas piramidales
de la region CA1 son las mas estudiadas en el cerebro de mamiferos, debido a que representa
un modelo experimental adecuado para el andlisis de la actividad sindptica y los mecanismos
involucrados en su modulacion. Tal ventaja se debe a que el tracto de fibras presinapticas, las
areas de contacto sindptico y la lamina de cuerpos celulares postsinapticos, pueden ser
visualizadas bajo inspeccion microscédpica de baja resolucion, de tal forma que los electrodos
de registro y estimulacion pueden ser colocados bajo control visual. Esta sinapsis se utiliza
ampliamente para hacer estudios extracelulares e intracelulares de la plasticidad sinaptica'”**.

La organizacion funcional de la sinapsis en el hipocampo que forman los axones de las
colaterales de Shaffer presentan la siguiente disposicion: las fibras de camino perforante hacen
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sinapsis sobre las células granulares del giro dentado, estas células granulares envian axones
conocidos con el nombre de fibras de Mossy a la region CA3 donde hacen sinapsis con las
neuronas piramidales, las cuales a su vez, a través de las fibras colaterales de Shaffer en la
region CA1 forman sinapsis con las neuronas piramidales™*®.

En las neuronas piramidales de la region CA1l se pueden observar potenciales
postsindpticos espontdneos a potenciales de membrana de reposo. Varios potenciales
postsinapticos pueden ser registrados cuando se aplica un estimulo adecuado a las neuronas
presinapticas con pulsos eléctricos con duraciones iguales o menores a 0.5 ms. Con este
método se provoca un potencial de accion que viaja a lo largo de la terminal nerviosa e induce
la liberacion de neurotransmisores al activar canales de Ca®" dependientes de voltaje en la
terminal nerviosa®.

6.3 Fisiologia

Las complejas relaciones anatémicas del hipocampo sugieren que interviene en varias
funciones en las que participan diferentes niveles neurales. Ha sido implicado en funciones
sensoriales, en la conducta emocional, en la regulacion viceral y enddcrina, en los procesos de
condicionamiento y aprendizaje, asi como en la organizacién de la memoria'>. Se ha
observado que participa en los procesos de de atencion y alerta; la estimulacion del hipocampo
en animales produce desviacion de la mirada y movimientos de busqueda que se relacionan
con confusion y ansiedad?.

En relacion a la memoria, se ha observado que la ablacion bilateral del hipocampo en los
seres humanos (por lo general con afeccion de las regiones adyacentes) produce perdida de la
memoria reciente e incapacidad para almacenar nuevos hechos (amnesia anterograda), sin
embargo, la memoria antigua permanece intacta. La ablacion unilateral del hipocampo no
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afecta la memoria en grado significativo. Los estudios es seres humanos con lesiones
cerebrales indican que el hipocampo es importante para la memoria de acontecimientos,
objetos y palabras (memoria declarativa o asociativa)®.

7. TRANSMISION SINAPTICA

En el siglo XIX Cajal y Golgi® fueron los primeros autores en demostrar que las
neuronas son la unidad funcional del SNC. Son estructuras especializadas en la generacion y
el procesamiento de sefiales eléctricas para lo cual estan organizadas en circuitos. La neurona
comprende un cuerpo celular que contiene un nucleo 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 diametro disminuye conforme se alejan del cuerpo neuronal. Otra extension
nerviosa es el axon el cual es particularmente largo y mantiene su didmetro constante.
Considerando la funcionalidad de las neuronas, se han clasificado en sensoriales,
interneuronas y motoras®>’,

El conocimiento de la existencia de las neuronas, conllevo a establecer el término
sinapsis, el cual fue introducido a partir de este siglo por Charles Sherrington, para describir la
zona de contacto especializada en la que una neurona se comunica con otra. Existen diferentes
tipos de sinapsis y se dividen en dos clases generales: las sinapsis eléctricas y las sinapsis
quimicas®’

En primer tipo de sinapsis (sinapsis eléctrica) se caracteriza por presentar puentes de
intercominucacion desde el citoplasma de las células presinapticas a las postsinapticas; estas
sinapsis se denominan uniones en puente o en hendidura y funciona permitiendo que la
corriente eléctrica fluya pasivamente a través de los poros de la union en hendidura desde una
neurona hasta otra. La fuente comuin de corriente es la diferencia de potencial generada
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localmente por el potencial de accion. La transmision puede ser bidireccional; es decir; la
corriente puede fluir en cualquier direccion a través de la union en hendidura. Otra
caracteristica importante de la sinapsis eléctrica es que la transmision es rapida, dado que el
flujo pasivo de corriente a través de la unién en hendidura es casi instantaneo™ "

En cambio, la sinapsis quimica estd formada por neuronas presinapticas y postsinapticas
completamente separadas por una hendidura sinaptica especializada, permiten Ia
comunicacion a través de la secrecion del neurotransmisor, en este caso, los agentes quimicos
liberados por las neuronas presinapticas producen flujo secundario de corriente en las
neuronas postsindpticas al activar moléculas receptoras especificas. La secrecion de los
neurotrasmisores es disparada por canales de Ca®" regulados por voltaje, los cuales elevan el
Ca’" en el interior de la terminacidn sinptica, esta elevacion en la concentracion hace que las
vesiculas sinapticas se fusionen con la membrana plasmatica y liberen su contenido entre las
células presinapticas y postsinapticas™.

Por otro lado, la comunicacién neuronal y su modulacioén no solo afectan las funciones
fisiologicas basicas como son los sistemas vegetativos, sino también funciones psicoldgicas
superiores como el aprendizaje y la memoria. Esto es debido a que el sistema nervioso puede
modificar continuamente su estructura y su dinamica para adaptarse a las necesidades del
medio natural. Las conexiones sinapticas no son estructuras rigidas sino que pueden crearse,
modificarse o destruirse a causa de los patrones de actividad del organismo. En muchas
sinapsis una actividad repetida puede conducir no solo a una alteracion, a corto plazo, sino a
modificaciones que pueden durar horas, dias e incluso volverse permanentes. Los dos
fenémenos asociados a estos cambios son conocidos como potenciacion a largo plazo (LTP) y

depresion a largo plazo (LTD)*" 'S,
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Al parecer el LTP es debido a un incremento en la concentracion de Ca®" en la célula
postsinaptica, esté incremento conlleva una modificacion en el sistema de segundos
mensajeros lo cual genera receptores adicionales en la membrana dendritica con el
consecuente incremento de sensibilidad al neurotransmisor que cruza la hendidura sinaptica.
Por su parte, el LTD parece presentarse en respuesta a un incremento mas pequefio de Ca’ en
la célula postsinaptica lo cual es acompanado por una sensibilidad menor en los receptores de
la membrana**"" 7",

En particular el LTP ha sido estudiado en tejidos del hipocampo con técnicas “In Vitro”,
es por ello que, en el hipocampo el proceso de neuromodulacion de la transmision sindptica ha
sido objeto de gran variedad de estudios, tomando aspectos como la interaccién de los
diferentes neurotransmisores y neuropéptidos, 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 fisiolégicos que regulan esta estructura. Las
preparaciones de rebanadas de hipocampo “In Vitro” permiten analizar la comunicacioén de
sinapsis individuales y de circuitos en una region de tejido estable y donde las manipulaciones
farmacoldgicas pueden realizarse a través de un bafio de solucion de Liquido Cefalorraquideo
Attificial (LCRA) (Fig. 15)”.

En base a lo plateado anteriormente, en este estudio se pretenden realizar registros
extracelulares a través de la estimulacion de la region CAl del hipocampo. Para ello es
necesario diferenciar un potencial postsinaptico excitador (PPSE) de un potencial
postsinaptico inhibidor (PPSI). La estimulacion de una neurona presinaptica evoca un PPSE
en la neurona postsinaptica, el cual es una despolarizacion pequefia no prolongada. En tanto
que la estimulacion eléctrica presinaptica e inhibidora inica que se encuentra en contacto con
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una neurona postsindptica unica produce PPSI, el cual consiste en la hiperpolarizacion

transitoria de la membrana postsinaptica’’.
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Fig. 15. Sinapsis interneuronal en el hipocampo. Se ilustra una sinapsis interneuronal hipocdmpica.
En el recuadro mas amplificado se observa que el neurotransmisor se libera desde vesiculas
presinapticas al espacio sinaptico y se une a receptores de la membrana postsinaptica, ocasionando la
apertura de poros selectivos para ciertos iones''®.
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Todos estos antecedentes nos llevan a plantear las siguientes hipotesis y objetivos
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111.- HIPOTESIS

» Si la MEL en otros tejidos, como musculo liso produce un efecto bifasico y gradual,
entonces se espera que presente este mismo comportamiento sobre la respuesta

electrofisioldgica en el potencial de campo evocado en la region CA1 del hipocampo.

» EL GABA en musculo liso (duodeno, yeyuno, ileo) produce un efecto bifasico
entonces, esperamos que en rebanadas de cerebro (CA1 Hipocampal) produzca el

mismo efecto.

» EI DIAZ, produce una inhibicion de la respuesta electrofisioldgica a nivel intracelular,

entonces esperamos que a nivel extracelular produzca el mismo efecto.
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V.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto producido por MEL, GABA y DIAZ sobre la actividad
electrofisioldgica de los potenciales evocados (potencial de campo) en neuronas piramidales

de la region CA1 de hipocampo de rata.

OBJETIVOS PARTICULARES
» Determinar el efecto de la MEL sobre la transmision sinaptica del hipocampo a las

concentraciones de 15.0, 30.0, 45.0 y 90.0 uM.

» Determinar el efecto de GABA a una concentracion de 10.0 mM sobre la transmision

sinaptica de las neuronas de la region CA1 de hipocampo.

» Determinar el efecto producido por la aplicacion de DIAZ a las concentraciones de 1.6,
5.0, y 10.0 nM sobre la transmision sinaptica de neuronas de la region CALl de

hipocampo.

o ”
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V.-METODOLOGIA
8.0 Material
a) Material Bioldgico

Ratas Wistar hembra o macho (Laboratorio Harlan, México, S. A. De C.V.) de 21 a 22 dias
de edad, con un peso promedio de de 40+2 g, mantenidas en condiciones constantes de

temperatura, agua y alimento (Rat Chow) “ad Libitum”

b) Material quirargico
» Pinzas tipo gubias (Marca Miltex)
» Tijeras para corte fino (Marca Miltex)
» Tijeras Mayo (Marca Miltex)

» Pinzas con dientes de ratén (Marca Miltex)

c¢) Material diverso
» Cianoacrilato (Quick Tite)
» Gas Carbdgeno (Mezcla 95% O, y 5% CO,, INFRA S.A de C.V)
» Espatula
» Navaja (Marca Gillette)

d) Equipo
Balanza analitica. (Melter Toledo AG204)
Vibratome 1000 Plus-Pelco,Ted Pella, Inc. Moutain Lakes Blvd. Redding, CA
Micro —Forge (MF-830 NARISHIGE)
Puller (NARISHIGE)
Camara de Registro
Guillotina para ratas (World Precision Instruments, Inc. Sarasota, Fl. USA)
Preamplificador Axopatch (Axon Instruments Inc., USA)
Osciloscopio (Tektronix, TDS 3032)
Digidata 1320 (Axon Instruments Inc., USA)

V V.V V V V V V V
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e) Sustancias y Reactivos.

> LCRA

Contiene las siguientes concentraciones de sales: NaCl [120.0 mM], MgSQO, [1.3 mM],
CaCl; [1.8 mM], NaHCO3[26.0 mM], KCI [3.3mM], NaH ;,PO, [1.23mM] y Glucosa [11.0
mM]; todas estas sustancias de Sigma- Aldrich, Inc. St. Louis MO, USA.

» DMSO (0.03%) (JT Baker)

» Melatonina [15.0, 30.0, 45.0 y 90.0 uM] (Merck)

» GABA [10 mM] (Lab Merck)

» Diazepam [1.6, 5.0 y 10.0 nM] (Valium, Lab Roche)

8.1. Preparacion de las rebanadas de hipocampo (Region CA1)

Para la obtencion de las rebanadas hipocampales (400 pum) primeramente se realiz
extraccién del cerebro, el cual se obtuvo a partir de la decapitacién de los animales con
ayuda de la guillotina (en un tiempo maximo de 30 segundos). El craneo se cortd con pinzas
tipo gubias, a lo largo de la linea media de este, la piamadre, duramadre y el aracnoides se
eliminaron con tijeras para corte fino, con una espatula pequefa se levantd suavemente el
cerebro de la cavidad craneal, cortando cuidadosamente los nervios craneales.

Una vez extraido el cerebro se coloc6 en una caja Petri con LCRA a 5 °C para
disminuir la actividad enzimatica y dar al cerebro la suficiente firmeza para cortarlo en
rebanadas; ademas se oxigend con gas carbdgeno (mezcla de O, y CO, al 95% y 5%
respectivamente) con el objetivo de satisfacer la demanda de oxigeno por parte de las
células. El cerebro se coloco ventralmente hacia arriba, en una caja Petri con LCRA,
cortando la parte anterior del cerebro a la altura del quiasma dptico y por la parte posterior a

la altura del cerebelo para formar un bloque (Foto 1).
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Foto 1. Secuencia que muestra la extraccion del cerebro: a) Guillotina para decapitacion de la
rata, b) Corte del craneo, c) Eliminacion del capa craneal, d) Extraccion del cerebro de la cavidad
craneal, e) Corte del cerebro por la parte posterior a la altura del cerebelo y f) Bloque de cerebro.

El bloque obtenido, se fijo con una capa delgada de cianoacrilato (QuickTite) a la
base de la camara del “Vibro Slice” o “Vibrotomo”. Las rebanadas se obtuvieron por cortes
coronales del cerebro, generalmente las dos primeras rebanadas del hipocampo se
desecharon, para asegurar que contengan el hipocampo anterior con la region CALl. La
duracion de todo este proceso, desde que se sacrificd al animal hasta la obtencion de las

rebanadas fue de aproximadamente 5 min. Las rebanadas se sumergieron en la solucion de

42
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LCRA a temperatura ambiente (22 £3 °C) con burbujeo constante de gas carbdgeno,
mientras eran utilizadas para los registros, en esta solucion se consideraron 30 minutos de
estabilizacion para la primera rebanada. La estabilizacion de las otras rebanadas dependio

del tiempo que durd el protocolo experimental con respecto a la primera rebanada (Foto 2)

Foto 2. Obtencion de las rebanadas de hipocampo de rata 400-500p: a) Fijacion del bloque
de cerebro en la cdmara del “Vibrotomo” y b) Cortes coronales del hipocampo

8.2 Camara de registro

Para mantener a las rebanadas de hipocampo en condiciones fisiologicas durante el
experimento, se utilizé una camara de registro, localizada en la parte central de un bloque
de acrilico (4.1 x 3.2 x 1.2 cm). La cémara tiene un “pozo” de 1.3 cm? con una
profundidad de 0.4 cm y una capacidad de 1 cm?®. Posteriormente, se transfirié una
rebanada a la camara de registro y continuamente se prefundio con una solucion de LCRA
(36 £ 3°C) a una velocidad de perfusion, 1.5-2 mL/miny oxigenado con gas carbdgeno.

Para mantener el volumen constante de la perfusion, la cdmara esta conectada a una
aguja de succion la cual a su vez esta conectada al sistema de vacio. EL LCRA que
prefundié a la rebanada llega a la camara de registro por medio de una presion constante
ejercida por la fuerza de gravedad a través de una pipeta. La soluciéon se mantuvo en un
frasco Mariotte colocado a 50 cm de la cdmara y equilibrada con gas carbdgeno, para

mantener el pH= 7.4 y a una temperatura de 36x£1°C, mediante un sistema de recirculacion.
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La solucién que se encontraba en contacto con la rebanada se mantuvo en un rango de
temperatura de 36+ 1°C, la cual se monitoreo durante todo el registro. Para evitar efectos
indeseables debido al goteo de las soluciones contenidas en la pipeta, esta fue siempre
colocada aproximadamente a 500 um del lugar de la expulsion.

Una vez trasladada la rebanada en la cdmara se colocé una maya de nylon formada
por una herradura de plata (6 mm de diametro) con 3 hilos de nylon en posicion paralela,

con la finalidad de mantener fija la rebanada (Foto 3).

Foto 3. Equipo para perfundir y visualizar las rebanadas hipocampales. Las rebanadas
hipocampales fueron colocadas para registrar su actividad en una cdmara de acrilico y
perfusion constante con LCRA a una temperatura de 34-36 °C. Este liquido fue colocado
en un frasco reservorio y aplicado por gravedad. El nivel de liquido en la camara de
registro se mantuvo constante por la succién aplicada con una conexion de acero a la
bomba de vacio.
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Después de haber realizado este procedimiento, a la rebanada se le colocaron los
electrodos de registro y de estimulacion, posteriormente, se buscé la espiga poblacional (la
espiga poblacional o potencial de campo poblacional es el reflejo del nimero de neuronas
piramidales activadas) y se registro..

8.3. Registros de la actividad eléctrica de las neuronas piramidales.

Los registros extracelulares se realizaron utilizando microelectrodos llenos de
solucion de NaCl 2M, con una resistencia de 2-6 MQ. El potencial de membrana de un
conjunto de neuronas se midié con un preamplificador Axopatch. La salida de este
preamplificador se conectd a un osciloscopio, para observar las sefiales registradas, las
cuales se almacenaron para su posterior analisis en una computadora, con la ayuda de los
programas previamente instalados AxoScope y pClamp (Axon Instruments). Un registro
extracelular basal caracteristico se obtuvo satisfactoriamente si el potencial de membrana
era mayor o igual -55mV y la amplitud de los potenciales de accion mayor o igual 60mV.

Se realizaron estudios piloto para determinar las concentraciones a utilizar de las
diferentes sustancias (MEL, GABA y DIAZ). La MEL se disolvid previamente en DMSO
al 0.03% antes de mezclarse en LCRA. Las concentraciones de MEL con las que se trabajo
fueron 15.0, 30.0 y 45.0 uM, GABA 10.0 mM y Diazepam 1.6, 5.0y 10.0nM. Las
soluciones de MEL, GABA, DIAZ y DMSO se prepararon 15 min antes de los
experimentos. Todas las soluciones incluyendo al LCRA se mantuvieron a —4 °C antes de

administrarlas.

Por otro lado, se realiz6 un registro control-vehiculo DMSO para el registro de
MEL y un registro control en el cual no se administré ninguna sustancia para comparar los
registros obtenidos con GABA y DIAZ con la finalidad de realizar una mejor comparacion

de los efectos en el potencial de campo evocado por la aplicacion de trenes de estimulacion
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en las neuronas piramidales de la region CA1.Cabe mencionar que todos los registros
electrofisiologicos se realizaron entre las 11:00 y 12:00 despues de una estabilizacion de
45-60 minutos.

El protocolo a seguir en cada experimento se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Se muestra el protocolo experimental utilizado para determinar la actividad de las
sustancias aplicadas sobre la transmision sinaptica.

Protocolo Experimental Procedimiento

»  Control (preadministracion)

Se registra la actividad del campo de neuronas (5
min), con perfusion constante de LCRA durante
todo el registro.

Registro Control » Control vehiculo-DMSO (0.03%)
Se aplica DMSO por un intervalo de 5 min y se
observo la respuesta por 90 min.

» Control (sin administracion)
Se registra la actividad del campo de neuronas
por un periodo de 90 min

Se aplican pulsos eléctricos de 20-100 ps, con
una frecuencia de 1Hz

Se aplica MEL, GABA o DIAZ por un intervalo
Administracion de la de 5 min y se observo la respuesta por 90 min.
sustancia

Se aplican trenes de descarga de alta frecuencia
Aplicacion del LTP (100 Hz) durante 10 seg. Se observa la respuesta
de la neurona al LTP, indicativo de viabilidad
por 5 min.

Inicialmente, realizamos una curva estimulo-respuesta con aplicacién de diferentes

voltajes (V), para conocer la amplitud de la espiga, como se muestra en la Fig. 16
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AMPLITUD DEL
ESTIMULO
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Fig. 16. Se muestran los registros del potencial de campo tipicos en el Estrato
Piramidal de la region hipocampal CAl. Se observan repuestas dependientes del
estimulo. También se muestra 5 potenciales provocados por la aplicacién de un solo pulso
de 200 mseg de duracion, 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 aumento el voltaje de estimulacion,
las estimulaciones generaron espigas secundarias. En este ejemplo la maxima amplitud se
obtuvo con 36 V.

25 mV
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Los parametros medidos a cada conjunto de células fueron: la duracién de la
espiga, la amplitud y el nimero de espigas por pulso asi como el potencial de membrana en
reposo Los registros de cada conjunto de neuronas se analizaron como se muestra en la
Fig. 17. En esta figura se describe, como se calcula la amplitud de la espiga utilizando el

programa ClampFit (pClamp, Axon Instruments)

ARTEFACTO DE
ESTIMULACION

A =
X g
N1
B a_ P2
uLi'AT
AMPLITUD DIE LA ESPIGA '1 m‘lulr
N1

B ms

Fig. 17. Potencial de campo tipico en el registro del estrato piramidale del area hipocampal
CA1l. A) Usualmente se observan 3 ondas P1, N1 y P2. P1 y P2 corresponden al potencial
postsinaptico y N1 corresponde a la poblacion de espigas. B). La amplitud de esta espiga se calculd
usando el ClampFit (pClamp, Axon Instruments). Se trazé una linea punteada en “a”. Se calculé la
amplitud de la poblacién de las espigas como se indica (Figura tomada de Barajas-L6pez C)°.
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8.4. Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos son de 3 rebanadas para MEL, GABA y DIAZ se
presentan como el promedio + D. S., y el nimero de rebanadas se indic6 como n. Se
registro una rebanada por rata. Los datos obtenidos se analizaron aplicando las pruebas de t
de Student pareada, para cuantificar las diferencias entre los valores promedio obtenidos en
la misma espiga poblacional y la prueba de t de Student no pareada para analizar las
diferencias entre los grupos de la espiga poblacional. Las diferencias estadisticamente
significativas, se consideraron con una p< 0.05. El andlisis estadistico y la graficacion se

Ilevd a cabo con el software Excel (Microsoft, CA, USA).
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VI1.- RESULTADOS

Con 60 minutos de estabilizacion de la respuesta electrofisioldgica, y con los datos
obtenidos de los registros, se determind la amplitud de la espiga del potencial de campo
con respecto al control (preadministracion), éste, se considerd con una duracion de 5
minutos antes de la administracion de las sustancias en estudio (MEL, GABA y DIAZ), la
aplicacion de las sustancias se llevo a cabo durante un periodo de 5 min; posteriormente el
registro duro 90 min. Los datos se graficaron y a través de la realizacion de curvas se
cuantifico el efecto de MEL, GABA y DIAZ en la transmisidn sindptica hipocampal.

9.0 EFECTO DE MELATONINA EN LA TRANSMISION SINAPTICA DEL

HIPOCAMPO

En las tablas 2 y 3, asi como en las graficas 1, 2, 3, 4, se muestra el efecto producido
por la administracion de MEL a las concentraciones de 15.0, 30.0, 45.0, 90.0, uM
respectivamente. En estas graficas se observan en | registros del potencial de campo,
representados por la espiga poblacional donde se ilustra en “a” el registro
preadministracion de MEL, en “b” el registro postadministracion de MEL y en “c” el
registro postaplicacion del LTP. En Il se muestran los datos graficados tanto para MEL
(15.0, 30.0, 45.0 y 90.0 uM) como para el vehiculo DMSO (0.03%).

En el caso de la concentracion de 15.0 uM (Grafica 1) se observa un aumento en el
tamafio de la espiga poblacional respecto al control (preadministracion); ademas, después
de la aplicacién del LTP la espiga recupera su tamafio inicial, lo que indica la viabilidad de
la rebanada. En los datos graficados a los 15 min postadministracion se tiene un aumento
de la respuesta respecto al control y estda se mantiene por 75 min, se incrementa
nuevamente y se mantiene por 15 min sin cambios que es justo cuando se finaliza el

tiempo de registro y se aplicael LTP.
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RESULTADOS
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Gréfica 1. Efecto de MEL a 15.0 pM sobre la transmision sindptica del hipocampo. 1) Se
muestra la espiga correspondiente al potencial de campo de una rebanada en donde: a) registro
control (preadministracion), b) registro postadministracion de MEL vy c) registro postaplicacion del
LTP. El trazo (1) indica la calibracién. 1) Se muestra la morfologia de los datos obtenidos con
DMSO (m) y MEL(A) en donde la respuesta a MEL tiende a aumentar comparada con el control
(preadministracion) 'y el control-vehiculo DMSO. [l = Tiempo de duracién de la aplicacion. La

t indica el momento de la administracion.
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De esta manera, en el registro obtenido con la aplicacion del control-vehiculo
DMSO (0.03%), se observa que éste se mantiene constante y el analisis estadistico con

ambos grupos de datos (DMSO y MEL [15u]) muestra una diferencia de *p<0.05

Tiempo || Promedio de la amplitud de la
(min) espiga (%) con respeto al
control (preadministracion)

-5 -

15 118*
30 124>
45 127*
60 135*
75 146*
90 162*

Tabla 2. En esta tabla se muestra un incremento en el promedio de la amplitud de la respuesta con
MEL a 15 pM. El andlisis estadistico (t student pareada) muestra una diferencia significativa con
relacién al registro control (*) Nota= El tiempo marcado como -5 indica el tiempo
preadministracion, el cual corresponde al periodo de registro del control preadministracion.

A diferencia de los resultados obtenidos con 15 puM, la administracién de MEL a
30.0 uM (Gréfica 2) produce una disminucion de la amplitud de la espiga poblacional con
respecto al control (preadministracion), la cual se muestra en los registros del potencial de
campo (I). Esta disminucién comienza a observarse a partir de los 5 min
postadministracion y se mantiene hasta la finalizacion del registro cuando se aplicé el LTP
para determinar la viabilidad de la rebanada. El efecto de MEL comparado con el vehiculo
DMSO (0.03%) es una disminucién de la respuesta, sin embargo, los registros de ambos

grupos de datos fue similar (11).
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Gréfica 2. Efecto de MEL a 30.0uM sobre la transmision sinaptica del hipocampo. 1) Se
muestra la espiga correspondiente al potencial de campo de una rebanada en donde: a) registro
control (preadministracion), b) registro postadministracion de MEL vy c) registro postaplicacion del
LTP. El trazo (1) indica la calibracién. 1) Se muestra la morfologia de los datos obtenidos con
DMSO (m) y MEL (A), en donde la respuesta de ambos grupos de datos presentan un
comportamiento similar. .[IIH = Tiempo de duracion de la aplicacion. La t indica el momento de la
administracion.
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) Promedio de la amplitud de la espiga
Tiempo (%) con respecto al control.
(min)
30.0 uM 45.0 uM 90.0 uM
-5 - - -
15 96* 84* 52*
30 93* 77* 71*
45 93* 82* 69*
60 95* 10* 67*
75 96* g* 69 *
87 94* 1* 68*

Tabla 3. En esta tabla se muestra una disminucion en el promedio de la amplitud de la respuesta
con la aplicacién de MEL a 30.0, 45.0, y 90.0 uM. EIl andlisis estadistico (t student pareada)
muestra una diferencia significativa con relacion al registro control de * p<0.05.

En la grafica 3, se muestra que al administrar MEL a 45.0 uM se presenta una
disminucion importante de la amplitud de la espiga respecto al control (preadministracion),
este efecto se ilustra en los registros del potencial de campo (1). En 11 la disminucién de la
respuesta se observa que comienza a partir de los 5 min postadministracion, la cual se
mantiene hasta los 15 min postadministracion, enseguida tiende a disminuir nuevamente
manteniéndose hasta los 45 min postadministracion, posteriormente, la respuesta se
incrementa hasta la finalizacion del registro y finalmente se aplica el LTP. Esta respuesta
comparada con el registro del control-vehiculo DMSO (0.03%), presenta una disminucion

significativa de *p<0.05.
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Grafica 3. Efecto de MEL a 45.0 uM sobre la transmision sinaptica del hipocampo. 1) Se
muestra la espiga correspondiente al potencial de campo de una rebanada en donde: a) registro
control (preadministracion), b) registro postadministracion de MEL y c) registro postaplicacion del
LTP. El trazo ( 1) indica la calibracién. 11) Se muestra la morfologia de los datos obtenidos con
DMSO (m) y MEL(A), en donde la respuesta a esta ultima se ve disminuida en comparacion con el
control (preadministracion) y del control-vehiculo DMSO. [ = Tiempo de duracion de la
aplicacion. La t indica el momento de la administracion.
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En los resultados obtenidos con MEL a 90.0 uM (Grafica 4), se observa en los
registros del potencial de campo una disminucion de la amplitud de la espiga respecto al
control (preadministracion) y con la aplicacion del LTP la espiga poblacional obtenida es
similar al la representada por el control (I). De esta manera la amplitud de la espiga (11) se
establece a partir de los 5 min postadministracion, la cual se mantiene por 25 min,
enseguida disminuye hasta los 35 min, posteriormente, tiende a aumentar manteniéndose
constante hasta la finalizacion del registro y finalmente se tiene la aplicacion del LTP.
Comparado con el control-vehiculo DMSO (0.03%); se presenta una disminucion
significativa *p<0.05 de la respuesta durante el tiempo que dura el registro.

Con base a los resultados de MEL descritos anteriormente, se realizd una gréafica
concentracion-respuesta a MEL (Grafica 5); donde se muestran todas las concentraciones
aplicadas de MEL. En esta grafica se observa que a concentraciones bajas (15.0 uM) de
MEL hay un incremento de la respuesta (promedio de la amplitud de la espiga) y conforme
se aumenta la concentracion de MEL disminuye la amplitud de la respuesta dependiente de
la concentracion, lo que nos habla de un efecto bifasico por parte de la MEL. Esté efecto es
similar al obtenido con la aplicacion de MEL en otros tejidos como masculo liso (intestino
y Utero) .

Por otro lado, en la grafica 6 se presenta una comparacion del promedio de la
amplitud de la espiga + ESM de las diferentes concentraciones de MEL aplicadas (15.0 ,
30.0, 45.0 y 90.0 uM), asi como una comparacion de estas con el control
(preadministracion) y el control-vehiculo DMSO (0.03%). El andlisis estadistico muestra

una diferencia de “*p<0.05
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Grafica 4. Efecto de MEL a 90.0 uM sobre la transmision sinaptica del hipocampo. 1) Se
muestra la espiga correspondiente al potencial de campo de una rebanada en donde: a) registro
control (preadministracion), b) registro postadministracion de MEL y c) registro postaplicacion del

LTP. El trazo (L) indica la calibracién. 11) Morfologfa de los datos obtenidos con DMSO (m) y

MEL (A), en donde se observa que la respuesta a MEL disminuye en comparacion al control
(preadministracion) y control-vehiculo DMSO. [l = Tiempo de duracién de la aplicacion. La t

indica el momento de la administracién
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Gréfica 5. Comparacion del efecto de MEL a las concentraciones aplicadas (15.0 (A), 30.0

(m), 45.0 (0) y 90.0 () pM Se muestra la amplitud de la espiga (%) en funcion del tiempo. i =
Tiempo de duracion de la aplicacion. La t indica el momento de la administracion
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Gréfica 6. Promedio de la amplitud de la espiga (%) £ ESM de las concentraciones de MEL
aplicadas (15.0, 30.0, 45.0, y 90.0 uM) con una diferencia significativa de *p<0.05. Control
1=control preadministracion; Control 2= control-vehiculo DMSO (0.03%).
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9.1EFECTO DE GABA EN LA TRANSMISION SINAPTICA DEL
HIPOCAMPO

En la tabla 4, asi como en la gréfica 7 se muestra el resultado obtenido con la
administracion del GABA a 10.0 mM en la region CAL del hipocampo de rata. En los
registros del potencial de campo (1) se observa una disminucion de la amplitud de la espiga
respecto al control (preadministracion), también, se ilustra la recuperacion de la espiga
después de la aplicacion del LTP lo que indica la viabilidad de la rebanada. La disminucion
de la respuesta (I1) se observa inmediatamente después de la aplicacion del GABA y esta
continta por 10 min, después se mantiene constante hasta los 30 min postadministracion,
posteriormente la respuesta tiende a aumentar significativamente respecto al control
(preadministracion) con una p<0.05 disminuyendo nuevamente a los 65 min y

manteniéndose constante hasta la aplicacion del LTP.

Tiempo Promedio de la amplitud de la
(min) espiga (%) con respeto al
control (preadministracion)

-5 -

15 83*
30 74>
45 88*
60 107*
75 85*
87 91

Tabla 4. En esta tabla se muestra el promedio de la amplitud de la espiga con la administracion de
GABA a 10.0 mM. El andlisis estadistico (t student pareada) muestra una diferencia significativa
con relacion al control (preadministracion).
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Grafica 7. Efecto de GABA a 10.0 mM sobre la transmision sindptica del hipocampo. 1) Se
muestran las espigas correspondientes al potencial de campo de una rebanada en donde: a) registro
control (preadministracion), b) registro postadministracion de GABA y c) registro postaplicacion
del LTP. El trazo (L) indica la calibracion. 11) Morfologia de los datos obtenidos con el control sin
administracion (m) y GABA (A) representados como el promedio de la amplitud de la espiga en
funcion del tiempo. I = Tiempo de duracién de la aplicacion. La t indica el momento de la
administracion.

e ”
—~== FACULTAD DE QUIMICA



LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA RESULTADOS

92EFECTO DEL DIAZ EN LA TRANSMISION SINAPTICA DEL
HIPOCAMPO.

En la tabla 5 y graficas 8, 9 y 10 se muestran los resultados obtenidos con la
administracion de DIAZ a las concentraciones de 1.6, 5.0 y 10.0 nM respectivamente. En
estas graficas se presentan en | registros del potencial de campo, representados por la
espiga poblacional donde se ilustra en “a” el registro preadministracion de DIAZ, en “b”
el registro postadministracion de DIAZ y en “c” el registro postaplicacion del LTP. En 11
se muestran los datos graficados tanto para DIAZ (1.6, 5.0 y 10.0 nM) como para el
registro control (sin administracion de sustancia).

Para el caso de la concentracion de 1.6 nM (Grafica 8), la amplitud de la espiga
disminuye a los 5 min, posteriormente tiende a aumentar, disminuyendo nuevamente a los
18 min y manteniéndose constante hasta la administracion del LTP, enseguida la espiga se

recupera, lo que indica la viabilidad de la rebanada.

. Promedio de la amplitud de la espiga
T(lemr;o (%) respecto al control
min
1.6 nM 5.0 nM 10.0 nM

-5 - - -
15 98* 81* 72*
30 88* 80* 59*
45 80* 79* 61*
60 78* 74* 63*
75 76* 74* 75*
87 77* 74* 71*

Tabla 5. En esta tabla se muestra el promedio de la amplitud de la espiga con la aplicacion de
DIAZ a 1.6, 5.0 y 10.0 nM. El andlisis estadistico muestra una diferencia significativa con relacion
al registro control de * p<0.05.
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Grafica 8. Efecto de DIAZ a 1.6 nM sobre la transmisién sindptica del hipocampo. 1) Se
muestran las espigas correspondientes al potencial de campo de una rebanada en donde: a) registro
control, b) registro postadministracion de DIAZ y c) registro postaplicacion del LTP. El trazo ( |)
indica la calibracion. 11) Morfologia de los datos obtenidos con el control (sin administracion, m) y

DIAZ (A), representados como la amplitud de la espiga (%) en funcién del tiempo, en donde la
respuesta a DIAZ disminuye a comparacion del control (preadministracion) y el registro control
(sin administracion). I = Tiempo de duracion de la aplicacion. La t indica el momento de la
administracion
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De esta manera en la grafica 9 con la administracion de DIAZ a 5 nM, se observa
que el promedio de amplitud de la espiga disminuye en comparacion con el control
(preadministracion) hasta los 5 min, posteriormente, aumenta por un periodo de 5min y
nuevamente tiende a disminuir manteniéndose constante hasta la finalizacion del registro.

En el caso de la aplicacion de DIAZ a 10.0 nM (Gréfica 10) se observa de igual
forma una disminucidén del promedio de la amplitud de la espiga comparada con el control
(preadministracién); sin embargo, en esta Gltima la disminucidn de la espiga es ain mayor
en comparacion a cuando se aplican las otras concentraciones (1.6 y 5.0 nM); la
disminucion de la respuesta se observa a partir de los 5 min, en donde se mantiene
constante hasta 45 min, posteriormente, tiende a aumentar hasta la administracion del LTP.
Todos los grupos de datos presentan una diferencia significativa con relacion al control
(preadministracion) y el registro control (sin administracion).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con DIAZ, en la gréfica 11 se muestra
una comparacion de las respuestas obtenidas con la aplicacion de las diferentes
concentraciones de DIAZ (1.6, 5.0 y 10.0 nM), en donde también, se aprecia que a la
concentracion de 10 nM se presenta una disminucion importante del promedio de la
amplitud de la espiga poblacional, ademas se muestra que todas las graficas en un
determinado tiempo tienden a estabilizarse en el mismo punto.

Por otro lado, en la grafica 12 se presenta una comparacion del promedio de la
amplitud de la espiga + ESM a las concentraciones de DIAZ aplicadas, presentando una

diferencia significativa de *p<0.05.
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Gréfica 9. Efecto de DIAZ a 5.0 nM sobre la transmisién sindptica del hipocampo. 1) Se
muestran las espigas correspondientes al potencial de campo de una rebanada en donde: a) registro
control (preadministracion), b) registro postadministracion de DIAZ y c) registro postaplicacion del
LTP. El trazo (L) indica la calibracién. 11) Morfologia de los datos obtenidos con el control (sin
administracion, m) y DIAZ (A ) representados como la amplitud de la espiga (%) en funcion del
tiempo. Se observa que la respuesta a DIAZ disminuye comparado con el control
(preadministracion) y el registro control (sin administracion).MMl = Tiempo de duracion de la
aplicacion. La t indica el momento de la administracion
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Gréfica 10. Efecto de DIAZ a 10.0 nM sobre la transmision sinaptica del hipocampo. I) Se
muestran las espigas correspondientes al potencial de campo de una rebanada en donde: a) registro
control, b) registro postadministracion de DIAZ y c) registro postadministracion del LTP. El trazo (
1) indica la calibracién. 11) Morfologia de los datos obtenidos con el control (sin administracién, m)

y DIAZ (A) representados como la amplitud de la espiga (%) en funcion del tiempo, en donde la
respuesta a DIAZ disminuye comparado con el control (preadministracion) y el registro control (sin
administracion)
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Grafica 11. Comparacion del efecto del DIAZ a las concentraciones aplicadas (1.6 (e), 5.0
(m), y 10.0 (A ), nM. Se muestra la amplitud de la espiga (%) en funcién del tiempo, en donde se
observa que la disminucién de la amplitud de la espiga estd en funcion de la concentracién de
DIAZ. I = Tiempo de duracion de la aplicacion. La t indica el momento de la administracion
acion de DIAZ.
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Grafica 12. Promedio de la amplitud de la espiga (%) £ESM de las concentraciones de DIAZ

aplicadas (1.6, 5.0, y 10.0 nM) con una diferencia significativa de *p<0.05. Control 1=control
preadministracion; Control 2= registro control sin administracion.
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VII1.-DISCUSION

Todos los registros electrofisiologicos de las rebanadas de cerebro se realizaron (u
obtuvieron) entre las 11:00 y 12 horas, después de una estabilizacion de la respuesta de 45-
60 min.

Al término de cada registro obtenido con MEL, GABA y DIAZ se aplico el LTP, para
determinar la viabilidad de la rebanada y asegurar que los resultados obtenidos se
presentaron por la aplicacion de las sustancias. En todas las graficas de los registros del
potencial de campo, se observa que después de la aplicacion del LTP el promedio de la
amplitud de la espiga aumenta alcanzando un valor similar al del registro control
(preadministracion). El efecto que se establece al aplicar el LTP es un incremento en la
concentracion de Ca?* intracelular a través de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato)
activados por glutamato como se ha reportado**; entonces el cambio de la concentracién de
Ca®* puede actuar como segundo mensajero para activar cascadas de sefialamiento
intracelular’® ™.

Por otro lado, la accién de la MEL sobre la transmision sindptica ha sido sujeto de
estudio por diversos investigadores desde hace varios afios; por ejemplo, Ayar y cols.,” en
2001 reportaron en preparaciones de neuronas de raiz de ganglio dorsal de rata, que el
efecto de MEL es predominantemente inhibidor; sin embargo, otros autores reportan un
efecto excitador por parte de MEL'® . Con base a esto, se planteé que posiblemente la
MEL puede interactuar con ambos sistemas de neurotransmision excitacion e inhibicion

regulando el potencial de los procesos que contribuyen a la formacion de la memoria en el

hipocampo y otras regiones del cerebro®.

Estudios posteriores plantearon que la situacién que se observa en el hipocampo

puede ser compleja y esto es evidente porque la MEL ejerce ambas acciones de excitacion
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e inhibicion®’; Zeize y Semmen 1985 reportaron que la aplicacién de bajas
concentraciones de MEL (1.0 mM) en las neuronas piramidales de la region CA3 del
hipocampo de cobayo produce una excitabilidad; mientras que Hogan y cols., en 2001,
reportaron que la aplicacion de MEL produce una regulacion bifasica (disminucion seguida
por un incremento) en los registros del potencial evocado en la region CAL del hipocampo
de rat6n*®. Estos estudios electrofisioldgicos, concuerdan con estudios relacionados en
otros tejidos %,

Lo anterior, nos permite explicar los resultados obtenidos en éste estudio donde el
efecto producido por la aplicacion de MEL a 15.0 uM en las neuronas piramidales de la
region CA1 del hipocampo de rata produce un incremento de la respuesta
electrofisiologica, mientras que a concentraciones de 30.0, 45.0, y 90.0 uM, el efecto
observado es una disminucion de la misma respuesta, lo cual nos indica que la MEL
presenta un efecto bifasico. Probablemente, la disminucion de la respuesta
electrofisiologica esté mediada a través del glutamato quien actla en esta region por
permitir la entrada del ion Ca?* mediante los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) .
En tanto que la disminucion pueda estar dada por la interaccion de la MEL con los
receptores MT1 y MT2 los cuales estan acoplados a la proteina Gi, dando como posible
resultado la inhibicién de la adenilato ciclasa y por lo tanto la disminucién de los niveles
de AMPc, provocando con ello que la cascada de transduccién de sefiales por parte del

AMPc no se lleve acabo'®®

. Otro posible mecanismo por el cual la MEL puede establecer
este efecto de disminucion, esta dado a través del receptor GABAA, tomando en cuenta que
Wan y cols., en 1999 (citado por 106 ), reportaron que la aplicacion de MEL disminuye la
amplitud de la corriente en las neuronas de la region CA1 mediado por el receptor GABAA.

sin embargo, es posible que esté efecto pueda estar dado por otro mecanismo a lo expuesto

anteriormente.
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En los resultados obtenidos con diferentes concentraciones de MEL (15.0, 30.0, 45.0
y 90.0 uM), que se muestran en la grafica 5, el efecto bifasico observado es claro y similar
si lo comparamos con los datos obtenidos por otros autores y en otros tejidos>* % % Este
efecto bifasico también se conoce como efecto bimodal y es similar al producido por
algunos farmacos utilizados en la clinica (adrenalina)®’. En esta gréfica si comparamos la
respuesta a 15.0 y 90.0 uM de MEL, el efecto bifasico es evidente (aumento y disminucion
de la respuesta electrofisioldgica), situacion que se aprecia mejor en la grafica 6, donde se
observa claramente el efecto gradual de la MEL a todas las concentraciones utilizadas y al
compararlas con los controles son estadisticamente significativos.

Por otro lado; el efecto producido por la aplicacién de GABA en la region CAl de
rebanadas de hipocampo aun no se han reportado, varios autores han realizado estudios en
este tipo de células para identificar la presencia de receptores a GABA en el hipocampo
utilizando para ello agonistas y antagonistas de GABA pero no GABA solo™°. Nosotros
realizamos un estudio extracelular de potencial de campo con la administracion de GABA
a 10.0 mM encontrando que produce una disminucion inicial de la respuesta
electrofisioldgica en un determinado tiempo, sin embargo, a lo largo del periodo en que
dura el registro, también se observa un incremento de la respuesta; por lo que podriamos
decir que probablemente presente un efecto biféasico similar al producido por MEL estos
resultados concuerdan con los obtenidos con la aplicacion de GABA en otros tejidos®, atn
asi, es necesario realizar mas estudios que involucren diferentes concentraciones de GABA
para establecer éste efecto en rebanadas de hipocampo de rata.

Con respecto a DIAZ, Xu y Sastry en 2005™°, reportaron el efecto de DIAZ en
neuronas piramidales de la region CAL de hipocampo de rata; en registros intracelulares
cuantificando la amplitud del potencial postsinaptico inhibidor (PPSI) encontrando que el
DIAZ aumenta este PPSI. En nuestro estudio se realizd un registro extracelular sobre el
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potencial sinaptico excitador y los resultados indican que la respuesta disminuye con la
aplicacion de DIAZ (1.6, 5.0 y 10.0 nM), por lo que podemos decir que nuestros resultados
se corroboran con lo planteado por estos autores, a pesar de ser diferentes tipos de estudios
(intracelular-extracelular), el resultado es similar

De esta manera en la gréafica 11 se muestra una CDRG a DIAZ, en donde se observa
que la respuesta electrofisiolégica disminuye con la aplicacién de las diferentes
concentraciones de DIAZ (1.6 5.0 y 10.0 nM), lo que indica que este tipo de respuesta es
concentracion-dependiente. EL mecanismo por el cual el DIAZ ejerce este efecto es a
través de la interaccion con el receptor GABAA presente en el hipocampo; el DIAZ actia
de forma alostérica potenciado la accién del GABA, al producir un efecto inhibidor por
hiperpolarizacion a través de la apertura de canales de CI" lo que provoca una inhibicion de
la sensibilidad de la neurona a la excitacion®” “> . En la gréfica 12 se observa con mayor
claridad la disminucion de la respuesta por parte de DIAZ, y comparadas con los
resultados de los controles, todas las concentraciones aplicadas (1.6, 5.0 y 10.0 nM)
presentan una diferencia significativa de p<0.05.

Estos datos muestran claramente el efecto bifasico de las sustancias utilizadas sobre
la respuesta electrofisioldgica de las neuronas piramidales de la region CA 1 de hipocampo

de rata.
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VI11.-CONCLUSIONES

» La MEL produce un incremento de la respuesta electrofisioldgica de los potenciales

evocados a la concentracion de 15.0 uM.

»La MEL produce una disminucién de la respuesta electrofisioldégica de los

potenciales evocados a las concentraciones de 30.0, 45.0 y 90.0 uM.

» EL efecto de la MEL sobre la actividad electrofisioldgica en el hipocampo provoca un
efecto bifasico de aumento-disminucién del pardmetro de medicién utilizado

(potencial de campo). Siendo este un efecto dependiente de la concentracion.

» El GABA a una concentracién de 10.0 mM produce un aumento de la respuesta
electrofisioldgica, asi como una disminucién de la misma, presentando un efecto

bifasico sobre la actividad registrada.

» EL efecto producido por DIAZ a diversas concentraciones, es una disminucion de la

respuesta dependiente de la concentracion.

De esta manera, las conclusiones obtenidas anteriormente, se correlacionan con las
hipotesis planteadas para el estudio realizado con la aplicacion de MEL, GABA y DIAZ en los

registros electrofisioldgicos (extracelulares) del hipocampo de rata.
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La melatonina (MEL) es una hormona secretada por la glandula pineal. Hasta la fecha, no es
claro su mecanismo de accioén. La MEL tiene efectos en tejidos aislados, por lo que se
estudiard su efecto en rebanadas de cerebro. Utilizamos rebanadas de hipocampo de rata
hembras o machos (Wistar, 40g Harlan, México, S.A. de C.V.), con perfusion constante en
liquido cefalorraquideo artificial (LCRA), especificamente de la regién CAL (fibras colaterales
de Schaffer).Las rebanadas de los cerebros se colocaron en un sistema convencional “In
Vitro” para rebanadas de cerebro. Los registros obtenidos seran extracelulares y se basaran en
los siguientes efectos: respuesta repetitiva, con trenes de estimulacion de frecuencias bajas
(1Hz), valores de la espiga (amplitud y frecuencia), y seran comparados con el control positivo
(ATP, GABA o0 Diazepam). Los datos se capturan en una PC, y se analizardn con una t de
Student. Con estos estudios demostraremos, como la MEL tiene la habilidad de modular
especificas formas de plasticidad, en neuronas piramidales del hipocampo.
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