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1. INTRODUCC 10N

En. algunos trabajos .se le ha at:i féiandﬁla pineal

(GP) un papel de brgano "tranquiiizangé"; ‘5,6); ééracferlstica
que parece estar ligada a la Melatoniﬁa,(ﬁ?L), .
hormonas producidas en dicha gIAndula,’ bés ppf;ég£o quezsevha probado
el efecto "anticonvulsivo" de esta horhgné"ken algunos modelos
experimentales de convulsiones (7,8,9).

Por otro lado, la epilepsia es un transtorno que ha sido

ampliamente estudiado ya que es de suma importancia conocer las causas

que lo producen. Para elle, se han wutilizado diversos modelos
experimentales los cuales han ayudado a la sintesis tanto de
compuestos convulsivantes para ser utilizados en estos modelos, como

de compuestos anticonvulsivantes para el tratamiento de la enfermedad
(4).

Los estudios referentes a la actividad convulsiva han
proporcionade informacién muy importante acerca de la organizacidn
morfoldgica y fisiolbdgica del! Sistema Nervioso Central (SCN). EIl hecho

de que la hormona MEL se haya relacionado con la regulacién de la

excitabilidad neuronal en mamiferos nos ha motivado a realizar este
trabajo con el cual se pretende evaluar el posible efecto
anticonvulsive de la MEL cuando es administrada en dosis

farmacoldgicas que no son capaces de producir cambios conductuales como
sedacién o ataxia.
Adem&s de esto, la GP es una estructura que estd involucrada

en diversas funciones, en particular con aquellas que describen un

es una de las



patrdn ritmico en su presentacidn, tales como la reproduccidn (10,11),
la actividad locomotora (12,13) y el ciclo suefo-vigilia (14,15,16),
entre otras.

La primera parte de esta tesls consta de una revisidn de las
caracteristicas generales de la GP; la segunda enmarca e! problema de
estudio, los objetivos que se pretendieron alcanzar, 1las hipétesis
de trabajo, la descripcién del disefio experimental, los resultados

obtenidos y las conclusiones surgidas del estudio.

Il. MARCO TEORICO

11.1, QRIGEN Y ANATOMIA DE LA GLANDULA PINEAL

La GP en el hombre y en otros vertebrados se orlgina de la
modificacibtn de células spendimales de 1a regidn epitaldmica del tercer
ventriculo (17). En anfibios y ciertos peces, las c¥lulas de la GP

tienen caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de fotorreceptores

(18, 19); estas caracteristicas de fotosensibilidad de la GP son
perdidas para dar Jugar a las funclones glandulares secretoras que
presentan los ©pinealocitos en aves y mamiferos. En el humano la GP
mide aproximadamente 7 mm en el eje longitudinal, 5 en el eje

transversal y 4 en el eje anteroposterior y estad unida al diencéfalo
por el pedtinculo pineal. En la pared posterior del pedtnculo se
encuentra la comisura habenular, la cual incluye flbras de la estrla

medullaris thalami que terminan en los ntcleos habenulares opuestos

20).

La pineal esta inervada por fibras simpaticas originadas en los
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ganglios <cervicales superiores y también por una via central directa.

Se tienen evidencias de que el pedtinculo pinsal en ratas, contiene gran
cantidad de fibras, pero que no todas forman sinapsis con la GP. Las
fibras que s! se comunican con la pineal terminan en las laminas
intercalares y los nticleos habenulares mediales (21). Esta descripcidn
forma parte de la via no visual (se denomina de esta manera, ya que @l
trayecto que sigue dicha via no llega a 1la corteza cerebral, en
particular la corteza visual, por lo tanto no existe una integracion de

imagenes) que comunica la retina con la GP y que se origina a nivel de

las celulas ganglionares de la retina., Los axones que parten de las

células ganglionares se cruzan en e) quiasma 4ptico y hacen sindpsis on

el nticleo supradptico, de donde, las fibras de relevo descienden por

el fasciculo longitudinal medial hasta niveles cervicales. Ahl hacen

relevo con neuronas simpaticas localizadas en las astas laterales de la

médula espinal de donde las fibras preganglionares las conectan con e!

ganglio cervical superior, de esta manera a traveés del nervio conarii

se forma la conexiédn final que asciende por el foramen magno, pasando

por la tienda del cerebelo, para llegar a las estructuras epitalamicas

(22).

Fisioldgicamente la GP satisface muchos de los criterios para ser
un &rgano endberino. Existen evidencias anstdmicas que sugieren que la
vascularizacién de la pineal en la rata y el ratdbn es menor que en
otros &rganos endberinos. Esta disminucién en la vascularizacibn se ve
compensada, ya que la razén minima de flujo sangulneo por gramo
(ml/min/gr) excede la de otros érganos enddecrinos (23).

El tipo celular predominante, el pinealocito, tiene una o mas
proyecciones de longitud wvariable y una configuracien adaptada para la

funcidn secretora. Sus terminaciones llegan al espacio perivascular



rodeando Jos capilares ; en é&sta zona de contacto los procesos
presentan las tipicas fenestraciones celulares de las glandulas
endbecrinas. El otro tipo de cklulas presente en la GP, son las c&lulas
gllales, que recuerdan morfolégicamente a los astrocitos (17); ademis

se pueden encontrar tambien linfocitos T (24),

11.2.REGULACION NERVIOSA DE LA SECRECION DE LA GLANDULA PINEAL

Como se menciond anteriormente la via no visual a la GP comienza
en la retina , pasa por el nticleo supraquiasmdtico (NSQ) y el haz del
hipotalamo para terminar en los nlcleos del tracto accesorio inferior,
el cual est& localizado ventralmente respecto al nlcleo geniculado
medial. El NSQ, es una pequefia estructura par, sitvads en el hipotdlamo
anterior que ha sido propuesta como un oscilador o reloj bioldgico
(11) , el cual, juega un papel muy importante en 1la generaclén vy
organizacidn de los ritmos , por lo tanto, esta Intimamente
relacionado con la actividad circadica de la GF (11) (fig., 1) ya que
los impulsos conducidos por los nervios simp&ticos a3 la GP pusden ser
modificados por cambios en la luz y obscuridad del medio ambiente

externo a traveés del NSQ (11).

11.3.CONTENIDO SECRETOR DE LA GLANDULA PINEAL

Las secreciones mads conocidas de la pineal son la MEL, los
metoxindoles y algunos pé&ptidos, En algunos trabajos, se han
determinado concentraciones significetivas de los p&ptidos

hipotalamicos TRH, LHRH y somatostatina, ademas de fracciones



~ FIG. 1 VIA NO VISUAL RETINA-HIPOTALAMO-PINEAL EN RATA (TOMADA
o DEREF. 14
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actividad bloldgica (17).

En Ia GP se encuentran serotonina (5-HT), norépinéfrina ¢(NE) Yy
octopamina sunque no forman parte de los productos de gecrecion,” La 5-
HT interviene <como sustrato para la sintesis de MEL , la NE es el
neurotransmisor que media la comunicaciédn sindptica entre las

terminales de! ganglio cervical superior y ia GP.

11.4.METABOLISMO DE LA MELATON|NA

11.4.,a. SINTESIS DE LA MELATONINA

La blosintesis de la MEL durante el periddo de oscuridad se
lleve a cabo a partir del L-triptéfano que es tomado de la circulacién
y puede ser dividida en dos partes. La primers de elles, la sintesis de
5-HT, es dependiente de la disponibiiidad del! aminokcido triptdfano.
La captura de L-triptdfano circulante dentro de los pinealocitos es
seguida por la converslidn a 5-HT por dos enzimas; la triptbfano

hidroxilasa y la S5-hidroxitriptafano descarboxilasa. Los niveles altos

de la enzima formadora y de su cofactor, la bilotina, son las
responsables de los altos niveles de 5-HT dentro de la glandula, mas
altos que en cualquier tejido en el cuerpo (11}

La segunda parte, Qque es la conversibde 5-HT a MEL, comienza

con la transformaciédn de 5-HT a N-acetilserotonina por ta N-
acetiltransferasa; posteriormente la hidroxindol-0O-meti{ltransfers
transfiere el grupo metilo de la S-adenocsilmetionina a el grupo

hidroxi de la N-acetilserotonina para formar Ja hormona MEL (25) (fig

5
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11.4.b, CATABOLISMO DE LA MELATONINA

El B0 % de la Mel circulante (se ha calculado que despues de la
administracidn intravenosa de MEL, &sta tarda aprox. 5.6 min en
absorverse del torrente sanguineo y 43.6 min en eliminarse. Cuande es
administrada oralmente, tarda aprox. 24.4 min en absorverse y tarda el
mismo tiempo en eliminarse que cuando es administrada por via
intravenosa (26)) , sufre wuna 6-hidroxilacidn en los microsomas,
seguida por una conjugacidn de sulfato y adcido glucurdnico.

Se ha identificado un metabolito de la MEL, la N-acetil-5-

metoxikinurenamina, que es formada in vitro en tejido cerebral por dos

pasos enzimaticos, el primero es la ruptura del anillo inddlico y el
segundo es la remocidtn del carbono adyacente al nitrdgeno unido al

anille (11) (fig. 3).

11.5. LUGAR DE SECRECION DE LA MELATONINA

Hay evidencias (27) que sugieren que la MEL es secretada
principalmente en el sistema vascular y en menor grado, directamente al
liquido cefalorraquideo (LCR). Se ha demostrado en monos rhesus que las
cantidades de MEL en el LCR y el plasma, obtenidos al mismo tiempo
presentan patrones parecidos; en el dia los niveles de MEL en el! LCR
son un cuarto de los correspondientes a los niveles plasmaticos y en la
noche los niveles son muy similares entre st (27). En otros trabajos
se ha reportado que en ovejas, la Melatonina es secretada

principalmente en la s<cangre y una pequefa cantidad en el tercer
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..ventriculo, de donde la MEL es incorporada rapidamente 3 la circulacisn

(28).

»_Utilizéndo el método de unidn a MEL en plasma dé rata 'y humano

*sé"jha“{comprobado que dicha hormona est& unida a.una . proteina 'y 'que
probablemente &sta sea la albimina, mientras que en el LCR 58 encuentra

en forma libre (28).

11.6.RITMO SECRETOR DE LA GLANDULA PINEAL

El contenide de S5-HT, MEL y las actividades de las enzimma que
intervienen en la sintesis de MEL en !a pineal, como 13 hidroxindol-o-
metiltransferasa y la serotonin-N-acetiltransferase en la pinesl
muestran cambios circadicos mediados por nervios simpaticos
(30-39).

Durante el dla la concentracién de 5-HT en la GP es de 0.5 mM,
al iniciar el periddo de oscuridad su concentracidn desciende
gradualmente hasta alcanzar los valores equivalentes a la mitad de los
observados durante el dla (11,39); durante la noche, la concentracidn
de serotonin-N-acetiltransferasa aumenta de 15 a 70 veces con respecto
al periddo de iluminacidn (32,33,40) mientras que la concentracidn de
de la hidroxindol-o-metiltransferasa aumenta tambien de 1.6 a 3 veces,
durante la noche en comparacidn con el dla (35).

De gran Interés es el hecho gque tambidn la MEL eleva su
concentracidn durante la noche de 7 a 10 veces (40) (en humanos se ha
determinado que la concentracién de MEL durante el dla wvarls desde
niveles indetectables, hasta 12 pg/ml y en 1la noche loez nivelez

promedian 48.6 + 10.6 pg/ml (26)), debido a la variacidn que también



sufre la N-acetiltransferasa. Existen Qériﬁé'hfpélééiEWQhe tratan=-de i

explicar los posibles mecanismos responsables de la disminucidn de la
actividad de la enzima N-acetiltransterasa durante el dia, las cuales
gon:

a) Disminucitn en la liberacidn de neurotransmisor enddgeno (NE).

b) Inicio de una sefial inhibidora o moduladora.

c) Disminucien del precursor esencial para la slintesis o

activacisn de la enzima.

De la misma manera, se ha reportado que e! aumento en la
actividad enzim&tica desputs del inicio de la oscuridad puede responder
a un pequefio incremento en la concentracidn de neurotransmisor en los
sitios receptores en el momento que estos presentan mayor
sensibilidad, y que 1a caida de la actividad enzimadtica durante la
tltima parte del periddo de obscuridad puede resultar en un decremento
en la sensibilidad de los receptores acopliada =2 wuna disminucien
temprana en el recambio de NA (32). También se menciona, que la
disminucién en 1la actividad de la N-acetiltransferasa durante el dla
esta acompafada por un decremento en la concentracidn de AMPc
intracelular (34). Estos puntos dan evidencia para creer que la sefal
para "apagado" de la actividad de la N-acetiltransferasa puede ser el
répido decremento en el AMPc a8 un nivel critico como producto de wuna
disminucitn en la sensibilidad de los receptores. Los cambios en la
actividad de la N-acetiltransferasa durante el dia y la noche traen
como consecuencia un cambio en los niveles de MEL, siendo mayor durante

el periddo de obscuridad y menor durante el periddo de luz (fig. 4).



11.7. REGULACION FOTICA DE LA GLANDULA PINEAL VIA . TRACTO - RETINO-
‘Wieorwamico - ' ~

La luz acttta en ©1-NSQ via el tracto retinohipotalamico que

es una proyeccién monosindptica de lé retina por medio de la cual el
NSQ recibe Informaci®dn sobre los cambios de luz , en el medio ambiente,
permitiendole acoplar los ciclos blolégicos internos a dichos cambios.
La luz tiene algunos efectos en el sistema generador del ritmo de la
MEL (sintesis y secrecién). Primero, en un ciclo natural 12-12
luz/obscuridad, la luz reacopla cada d!a los ritmos metabdlicos, al
ciclo de luz,

Un segundo efecto de la luz es ajustar la duracidn del periddo
presentado por el NSQ el cual a su vez estimula a la GP. Finalmente, un
tercer efecto es disparar la transmisién de sefales del NSQ a la GP por
la noche. A través de este mecanismo de disparo, la luz pueds bloquear
e] incremento nocturno de N-acetiltransferasa y MEL.

Las ratas que son mantenidas experimentalmente en un ciclo L-0
14-10 despues de permanecer 3 hr en oscuridad y que son trasladadas a
un cuarto en donde se les expone a la luz por un tiempo de entre 0.25 a
10 min presentan una disminucidn en la actividad de la N-
acetiltransferasa de cerca de 5000 unidades, después de la exposicidn
por 10 min a la luz, la actividad de enzima cae a 400 unidades (36). De
manera similar la actividad de Ila hidroxindol~o-metiltransferasa
disminuye «cuando las ratas son sometidas a luz constante (35). Se ha
reportado también que los animales cegados por enucleacidn no tienen
ningdn cambio en la actividad de la N-acetiltransferasa (36). Por otra

parte, tambien se ha reportado un aumento en la actividad enzimatica enlos



FI1G. 4 RITMO DEL METABOLISMO INDOLICO EN LA GP.
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animales ”begddqs;‘{a'cuat'es atin ‘mayor. ‘que: la dé 105 animales controles

durante el periodo de oscuridad (4051 o nos permite - tener una

idea clara de lo que sucede en 165?5"1,?!¢ cégﬁdos{ ya que los datos
son contradictorios. |

Ademts del efecto de la luz sobre la actividad enzimdtica se ha
visto gue la exposicién de ratas a luz constante produce una
disminucién en el tamafo de las pineales compardndolas con las de

animales mantenidos en oscuridad constante o en un ciclo L-0 normal

(36).

11.8. EFECTOS INDUCIDOS POR LA MELATONINA

Se han establecido algunos efectos de los productas de secrecion
de la GP principalmente en el control estacicnal de la reproducclon
(10); ya que la inyecclén diaria de MEL disminuye la incidencia del
estro y reduce el peso de los ovarios (41), Por otro lado, en hamsters
machos mantenidos en periodos de oscuridad por periodos prolongados (30
dias) se presenta atrofia testicular y perdida de la actividad
espermatogénica (42). No obstante estos resultados , se menciona que la
MEL no se puede considerar como pro o antigonadal per s! misma, mds
bien, esta hormona estarla encargada de regular la informacion
temporal que va al eje hipotalamo-hipdfisis y &ste a su vez es el
responsable de coordinar las actividades reproductivas (10). De ests
manera, se ha encontrado que la MEL bloquea o promueve la liberacibn de
hormona LH de acuerdo al estadio reproductive en que se encuentren las
hembras (43),por otra parte, se han encontrado cambios en el patrén

circéAdico de liberacién de MEL durante diferentes estadios del ciclo

10



menstrual ~en-las mujeres; as1—com0.un.incremento en,lawconceptraggbp,qg
MEL en la fase luteal, comparada con la fase folicular (44},
La administracidn crénica de MEL deprime la funcibn gonadal en

hamsters, principalmente cuando es inyectada durante la tlitima parte de

la fase luminosa (45). La "MEL tiene un efecto diurno" in vivo, inhibe
ta liberacidn de FSH y LH a nivel de la pituitaria anterior (45).
Ademads de tener efecto sobre el eje hipotalamo-hipéfisis, la pineal 2,

través de la MEL tiene una accién inhibidora sobre el eje hipdfisis-
tiroldeo (46,47).

Existen otros efectos asociados con la MEL como la participacidn
de eésta en los cambios circaddicos de analgesia endbgena (48) o actlar
como promotor de suefio en la rata y @l hombre (15).

La mayor!a de los trabajos realizados con esta hormona han
mostrado que es un acoplador de ciclos circadicos tales como la
actividad locomotora e ingesta de agua (12,13), ademas de tsner
influencias en el comportamiento pupilar, termoregulacién, metabolismo
de carbohidratos y li{pidos, asi como en el catabolismo de protelnas,
(49). Se ha descrito asimismo su participacién en la homeostasis de la

composicién electrollitica cerebral (50).

111, ANTECEDENTES RELEVANTES DEL PROBLEMA

Para este trabajo resulta de gran importancia el hecho de que a

la MEL tambieén se le ha relacionado con la regulacidn de la actividad

eléctrica cerebral. Por ejemplo, se ha probado que la pinealectomls en
ratas, propicia la apariclién de ondas paroxisticas en el EEG (1). En
ratas a las que se les practicé una pinealectomla y después una

11



paratirbiﬂectomlé'>§é les prdduso7;;7ép;}ié};ﬁ:h;.ééavﬁiglopas ﬁﬁéfeén;ﬁryar,
algunos casos conéujeron a la muerte de los animales (2), én”éi éérbo,

asimismo se ha observado que la pinealectomla produce éonvulsiones

(3). Otros datos han mostrado que e} extracto de pineal tiene wun

efecto supresor en las convulsiones inducidas eléctricamente y produce

adem&s una activacidn del EEG (7,51); en los gerbos tambidn la MEL

disminuye el ntimero promedio de convulsiones y reduce tambi&n el ntmero

de animales que exhiben actividad convulsiva desputs de la

pinealectomia (52).

Otra evidencia que pone de manifiesto la importancia que tiene ia
MEL para regular la actividad electrica cerebral proviene de los
estudios hechos por Fariello y cols. (53) quienes utilizaron un
anticuerpo contra la MEL en la rata, para inactivar la accidn de la
hormona y mostraron el desarrocllo de anormalidades epileptiformes
transitorias y crisis convulsivas ocasionales.

La actividad anticonvulsiva de la MEL cuando es administrada en
forma aguda sobre la aplicacidn tépica, cortical y subcortical de
diferentes agentes epileptogénicos, Unicamente ha mostrado una pequefia
modificacidn en la actividad focal epileptiforme, pero una reduccidn
significativa e incluso una supresién en los potenciales sensoriales
evocados (54).

Albertson y cols. (9) han reportado la actividad anticonvulsiva
de Ja MEL en dos modelos de epilepsia, el "Kindling" ele&ctrico
amjigdalino y el provocado por la administracion repetida de
Pentilentetrazo) (PTZ) o "Kindling" quimico. Estos autores encontraron
una disminucién significativa en el estadio convulsivo promedio cuando

se administraron dosis de 150 mg/kg comparable al provocado peor 2.5

12



mg/kg de diazepam y 30
el "Kindling" quimico
dosis subconvulsivas de

mecanismos fisioldgicos

mg/kg de fenobarbital (8), Como ya se menciond
es producido por ia administracidn repetida de
PTZ, sin embargo no se conoce con certeza los

ni celulares del! "Kindling".

13



" SEGUNDA PARTE

1V, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la mayorla de trabajos en los que se han querido probar los
efectos anticonvulsivos de la MEL se han utilizado dosis muy altas
(mayores de los 50 mg/kg), como en el caso del trabajo de Albertson
(8), se ha llegado a inducir ataxia o sedaclén en los animales. Estos
efectos podrfan estar enmascarando un efecto directo de Ila MEL sobre la
hiperexcitabilidad neuronal.

Tomando en cuenta los antecedentes mencionados, el presente
trabajo pretende evaluar el posible efecto anticonvulsivo de la MEL
administrada a dosis que no son capaces de producir otros cambios

conductuales que pudieran estar enmascarando tales efectos.

IV.1. OBJETIVOS

-~ El primer objetivo de este trabajo es probar que la administracidn
de MEL tanto aguda (en dosis que van de 0.1 a 10 mg/kg) como cronics
(en una dosis dnica de 0.25 mg/kg) las cuales no son capaces de
producir ning4dn cambio conductual (ataxia o sedacibn), son efectivas
para modificar los paradmetros convulsivos producidos por la
administracidn aguda de! agente convulsivante PTZ.

- Un segundo objetivo es comprobar cuidl esquema de administracidn de
MEL (administracién aguda o crbdnica) es el mds efectivo para la
modificacidn de par&metros convulsivos,

- Un tercer objetivo es comparar la efectividad de la hormona cuando

14



~durante.el..fotoperiodo .o..el..escotoperiodo..

se administra bajo dos esQuemas.de,l!ﬁmihBFibn: ihyéccibnfde,lébhormona '

IV.2. HIPOTES1S DE TRABAJO

De acuerdo a estos tltimos antecedentes sobre sl papel de la
pineal como regulador de la actividad eléctrica a travdés de la hormona
MEL se tienen las siguientes hipdtesis:

a) Los animales que reciban MEL deber&n presentar un retardo en
la aparicidén de parametros convulsivos, una disminucidn en el
porcentaje de animales con actividad convulsiva, as! como una
disminucién del estadio convulsivo.

b) El efecto anticonvulsivo ser& mds pronunciado en animales que
reciban la administracién crénica de la hormona que los que reciban la
administracisdn aguda.

c) El! efecto anticonvulsivo tanto en la administracidn crodnica
como en la aguda de MEL ser& mas fuerte cuando Ja hormona sea
inyectada en la fase de oscuridad que cuando sea inyectada en la fase

de luz.

V. MATERIALES Y METODQDS

En una primera fase del estudio se utilizaron ratones machos
Balb-C de 30-35 gr de peso habituadeos por 15 dlas & un c¢iclo luz-
oscuridad (L-0) 12:12) con inicio del fotoperiddo a las 06:00 hr y con
agua y comida ad libitum, mantenidos a una temperatura de 21 °C. Con
estos animales se construyd una curva dosis-respuesta del efecto
convulsivo inducido por el PTZ a partir de la cual se selecciond una

15



dosis que provocAra el mayor numero de parametros convulsivos que
pudieran sufrir modificaciones con la administracién de MEL; &sta dosis
fue de 31.682 mg/kg intraperitoneal (i1.p.) (fig 1A).

Por otra parte el efecto de la MEL sobre la accidn convulsiva

del PTZ fue probado bajo dos esquemas de administracién de la hormona;
uno de administracién aguda (i.p) y otro de administracidn cro 'nica
(l.p.). En ambos esquemas, los ratones se habituaron por 15 dias a

un ciclo L-0 12:12 con inicio de fotoperiodo a las 06:00 hrs.

Para la administracién aguda se formaron 6 grupos (n=5-11) que
recibieron 0.1, 0.31, 1.0, 3.16, 10.0 mg/kg respectivamente de MEL o
vehiculo, este wltimo como grupo control ( en las grificas aparecen
estas dosis con el valor de su log.) 30 min antes de la inyeccidn de
PTZ a la dosis de 31.62 mg/kg. Inmediatamente despues de la
administracion de PTZ se midid la latencia a la aparicidn de la primera
mloclénia, la frecuencia de &stas y la severidad de! estadio convulsivo
producido de acuerdo a la escala de lto y cols. (1877) (S4) por un
periodo de 30 min.

Los estadios convulsivos se definieron de la siguiente manera:

- Estadio t. Sin respuesta convulsiva.

- Estadio 2, Mioclonias faciales, del cuello y los miembros

anteriores.

- Estadio 3. Extensidn ténico-cldnica del! animal con mioclonias

bilaterales de los miembros anteriores (crisis parciales).

- Estadio 4. Levantamiento del cuerpo apoyado en los miembros

posteriores del animal! con movimientos <clénicos continuos

durante el levantamiento.

- Estadio 5. Crisis convulsivas generalizadas con la conducta

16



FIG, LA, o :
: ESQUEMA DE LA ELABORACTON DE 1A QURVA DOSIS-RESPUESTA DFL FFECTO CONVULSTVO
INDUCTDO FOR PIZ,

Ratones machos Balb-C

de 30 - 35 gr.

' Administracién de PIZ,
utilizando las dosis de
25.11, 31.62, 39.81,
50.11 y 63.00 ma/ke.

Registro conductual
( 15 min.):

- latencia a mioclonias

- Frecuencia de micclonias

~ Estadio convulsivo

Se usa la dosis de

PIZ de 31.62 mg/kg.




descrita en el eséédio 4; mas perdida del eqqilibrib yrcalda dei

animal. '

La sadministracidn cronica de MEL se realizb inyectando a un
grupo (n=10) 0.25 mg/kg de MEL o vehlculo (n=14) por 15 dias siempre
entre las 10:00 y las 10:30 hr. Al dia 15 despuds de la inyeccidbn de
MEL se dejaron transcurrir 30 min. vy posteriormente se aplicd gl PTZ
registrandose inmediatamente los parametros antes mencionados por un
periodo de 30 min. (fig. 2A).

En una segunda fase experimental se habituaron los animales a un
ciclo L-D 12:12 pero con inicio de fotoperitdo a las 18:00 hr y la
inyeccitn de MEL o vehlculo se realizd® tambien de 10:00-10:30; en este
caso la administracien de MEL o vehliculo y el registro de los
parémetros se efectud bajo luz roja todo esto siguiendo el mismo
esquema antes descrito. La administracién agudas de MEL o vehlculo se
efectud en grupos de n=10-32 y para la administracidn cronica con
grupos de n=i1 y 19 respectivamente (fig 3A).

El andlisis estadistico se realizd con una prueba t-Student para
muestras no pareadas para la latencia y frecuencia de mioclonias, con
una correccidn al nivel alfa de significancia de 0.01 (correccidn de
Bonferroni), debido a la desigualdad de los grupos, y con la prueba
exacta de Fisher (55) para el estadio convulsivo y porcentaje de

animales que presentaron algun estadio convulsivo especifico.
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FIG. 2 A.

ESQUEMA DE LA METODOLOGIA UTILTZADA PARA PROBAR HL EFECTO ANTICONVULSIVO DE LA MEL
DURANTE SU AIMINISTRACION EN EL FOTOPERIOO.

Ratones machos Balb-C
de 30 - 35 gr.

Habituacidn 15 dias a
ciclo L:0 12:12 con
inicio de fotoperiédo

Administracién aguda de
Mel (i.p) en dosis de
0.1, 0.31, 1.0, 3.1y
10.0 mg/kg.

a las 06:0 hr,
mini 10 crénica
B de MEL (i.p) por 15
Inyeccitn de ML a dias en dosispge 0.25
las 10:00 a.m. mg/kg.
0 minutos

Administracién {(i.p) de
PIZ utilizado la dosis
de 31.62 mg/kg.

Registro conductual
( 15 min)
- latencia a mioclonias
- Frecuencia de mioclonias
- FEstadio Convulsivo




FIG. 3 A
IURANTE SU AIMINISTRACION EN L. FSCOTOPERIOID,

Ratones machos Balh-C
de 30-35 gr.

Habituacitn 15 dias
a ciclo de 12:12 con
inicio de fotoperiddo

a las 18:00 hrs.
A 60 s Admrini ién Crémica
de MEL (i.p) en dosis . Tnyeccién de ML a : de MEL (i.p) por 15 dias
de 0.1, 0.31, 1.0, 3.1, las 10:00 2.m. en dosis de 0.25 mg/kg
y 10.0 ma/kg bajo luz roja.

30 minutos

Administracitn (i.p)
de PIZ utilizando la
dosis de 31.62 mg/kg

Registro conductual
(15 min.)
- latencia a mioclonjas.

- Frecuencia de miocl q
-~ Estadio Convulsivo
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V1. RESULTADDS et

VIi.1. CURVA DQOSI1S-RESPUESTA A RTZ

La tabla 1 y la fig. 4 muestran la curva dosis-respuesta del
efecto convulsivo del PTZ en donde se puede observar que a dosis bajas
del farmaco (25.11 mg/kg) no se presentd ninglna conducta convulsiva
(estadio convulsivo 1), a dosis intermedias (31.62 y 39.81 mg/kg) se
presentaron mioclonias y crisis parciales (estadios convulsivos 2 y 3)
y &a dosis altas (50.11 y 63.09 mg/kg) los enimales presentaron tanto
crisis parclales como crisis generalizadas. Con estas tltimas dosis la
mayorla de animales llegaron a morir (estadio convulsivo 4y 5).

La dosis de 31.62 mg/kg de PTZ fue con la que se produjeron
mioclonias (estadio convulsivo 2) y en algunos casos también crisis
parciales (estadio convulsivo 3), por lo tante, fue seleccionada para
probar el posible efecto anticonvulsivo de la MEL pues mnos permitid
tener mas paradmetros que medir y que nos pudieran mostrar algun cambio

producido por la hormona.

Vi.2. ADMINISTRACION DE MELATONINA DURANTE EL FOTOPERIODO (CICLO

NORMAL)

Vi.2.a. ADMINISTRACION AGUDA:

El grupo control presentd una latencia a !a aparicidn de la
primer mioclenia de 2.5 2 0.64 min n=1it (X + ERE), la cusl se

increment® por la administracidn de MEL, &in embarge, eoste cambio fud
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- Tabla 1.

Estadios convulsives inducidos por 1a administracidn de PIZ.

Dosis PIZ en mg/kg| Estadio (R + EE)
.11 120
31.62 2.4 0.2
.81 3.0+ 0.31
0.1 3.6 0.3
63.09 4,2 £0.48

En cada dosis de PIZ se utilizd wa n=5.



ESTADIO.

Fig. 4A CURVA DOSIS—-RESPUESTA DEL
ESTADIO CONVULSIVO INDUCIDO POR PTZ.
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DOSIS DE PTZ (mg/Kg).

Se grafica el X + EE del estadio convulsivo producido por las dosis de pentilen
tetrazol utilizadas.



Tabla 2.

latencia a mioclonias durante la administracién de MEL en el fotoperiddo.

e s, | | T e
C (n=11) 2.5+ 0.64 —_—
0.1 (n=5) &4, 37 £ 0.59 ns
0.31 (n=5) 13.25 £ 2.60 p < 0.0001
1.0 (n=7) 9.0 £2.0 p <0.002
3.1 (n=8) 14.08 + 0.61 p < 0.0001
10.0 (0=5) 1.6 +2.3 p <0.0001




TIEMPO {min)

Fig. 5A LATENCIA A MIOCLONIAS DURANTE
LA ADMINISTRACION AGUDA DE MEL EN EL FOTOPERIODO.

*P(0.002
et P 000001 “[ "

! ! | ] ! i

-1.0 0.5 0.0 .5
LOG

DOSIE MEL

Los valores de latencia son X + EE graficados contra el logaritmo de las dosis
de MEL utilizadas.
dosis de MEL con una prueba de t—student.

ol

Las comparaciones se realizarén entre el control (C) vs. cada



~s6lo a partir. de las dosis de 0.31 mg/kg (13.25 & 2{6

significativo .

mfﬁ'ﬁgsfiybéiguio una curva dosis dependiente (fig. BA y tabla 2),

S " En ,'cﬁanto a 'la frecuencia de mioclonias se observd una
diéminuclbﬁ én el nlmero de é&stas desde |3 dosis de O.1 mg/kg de MEL
(fig 6A) la cual fué estadlsticamente significativa. Este efecto se ve
acentuado conforme fue aumentando la dosis de MEL (tabla 3).

El estadio convulsivo promedio inducido por el PTZ en los
ratones control (2.23 ¢+ 0.12 n=11) fué reducido por la administracidn
de MEL (fig 7A) y al igual que ocurre con la frecuencia de miocloniasg
el estadio convulsivo fue disminuyendo conforme fué aumentando l!a dosis
de MEL desde la dosis de 0.31 mg/kg (1.8 + 0.12 n=5) (tabla 4).

Por otra parte, el analisis del porcentaje de animales que
presentaron algun estadio especifico nos muestra que tomando en cuenta
el total de animales con actividad convulsiva (estadio 2 y 3) y que
fue del 100 % (n=1{1), disminuyd a partir de los 0.31 mg/kg al 20 %
(n=5), el porcentaje de animales que presentaron s®lo estadio 2 (81.81
% n=11) disminuyd Unicamente con la dosis de 3.1 mg/kg (1Z.5 % n=5) ,
no siendo significativa esta reducciébn para las otras dosis a pesar de
su cambio. Para el estadio 3 se registré una disminucidbn a cero desde
la dosis de 0.1 mg/kg (n=5) que sin embargo no es significativa (fig.

8A y tabla 5).

V1.2.b., ADMINISTRACION CRONICA:

En la latencia a mioclonias no se registreo un cambio
significative en el grupo de tratamiento. La latencia para el grupo
control fue de 2.31%1 * 0.29 min. (n=14) vy para el grupo de MEL de 2.56
+ 0.36 min (n=10) (tabla 6).

La frecuencia de mioclonias no mostrd ningdn cambio
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Tabla 3.

Frecuencia de mioclonias durante 1a administracién de MEL en el fotoperiédo.

ML e mske. | e | e e
C 37.09 £ 2.55 ——
0.1 13.63 £ 2.89 p < 0.001
0.31 ' 2.6 % 2.% p < 0.001
1.0 . 2.14 % 1.01 p < 0.0001
3.1 0.37 £ 0.2 p <0.0001
10.0 1.63 £ 0.95 p <0.0001

Llos valores de n son igudles a los de la tabla 2.

A e D L4 2l et



NUMERO DE MIOCLONIAT

Fig. 8A FRECUENCIA DE MIOCLONIAS DURANTE
LA ADMINISTRACION AGUDA DE MEL EN EL FOTOPERIODO.

&0
10 o R0.0001
i’ %% P{ 0.00001
30+ | |
ZOT R
‘I"I‘I
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. L ¥
3, ....... l'r+ o .T.* *
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C -1.0 -0.5 0.0 u.5 1.0 1.5

LOG. DOSIS MEL

Al igual que en la fig. 5A se utiliza el ¥ + EE de la frecuencia de mioclonias

contra el logaritmo de las dosis de MEL. Las comparaciones son similares a la {ig.
anterior.




Tabla 4,

Estadio convulsivo durante la administracion de MEL en el fotoperiédo.

MEL en mp/kg.

Estadio convulsivo

T student para mies-

(Xx+EE) tras no pareadas
c 2,23 £0.12 -_—
0.1 2010 ns
0.31 1.8 £ 0,12 p < 0.0001
1.0 1.42 £ 0.2 p <0.002
3.1 1.12 £ 0.12 p < 0.0001
10.0 0.8 £ 0.5 p < 0.003

los valores de n son iguales a los de la tabla 2.




ESTADIO

Fig. 7A ESTADIO CONVULSIVO DURANTE 1A
ADMINISTRACION AGUDA DE° MEL. EN EL FOTOPERIODO.

)

+ P{0.001
e P{ 0,002
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Se grafica el % * EE del estadio convulsivoe inducido por PTZ contra el logaritmo

de las dosis de MEL,
estadistica .

LOG DOSIE MEL

En esté caso se utilizbé el test exacto de Fisher como prueba
para comparar el control vs. dosis de MEL,
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Tabla 5.

Porcentaje de animales con actividad convulsiva durante la aduinistracién de MEL en el fotoperiddo.

% animales con

prueba exacta

7 de animles con

% aninales con

MEL ng/kg. P.E.F, PEF,
Estadio 2 y 3 || de Fisher (PIF) Estadio 2 [stadio 3

c 10 —— 81.81 — 18.18 —
0.1 100 ns 100 ns 0 ns
0.31 0 p<0,002 V.4 ns 0 ns
1.0 42,85 p<0,01 42.85 ns 0 ns
3.1 12,5 p<0,0002 12,5 p<0.005 0 ns
10.0 20 p<0.002 20 ns 0 ns

Log valores de n son iguales a los de la tubla




PORCIENTO

Fig. BA PORCENTAJE DE ANIMALES CON ACTIVIDAD

CONVULSIVA DURANTE LA ADMINISTRACION AGUDA DE
MEL. EN EL FOTOPERIODO.
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+ P { 0,002
100~ OB #4% P { 0.0002
v
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LOG. DOSIS MEL

En esta grafica muestra el porcentaje de animales por grupo que presentaron un
estadio convulsivo determinado., Se compara el control vs. dosis de MEL con la prue
ba exacta de Fisher. O—O Estadio 2 y 3, wv—¢ [Estadio 2, &~ [Estadio 3. los

valores de significancia se refieren al estadio 2 y 3 juntos y al estadio 2.



sighffi@ativd? No obstante se observé una tendénéiﬁ a la diéﬁinﬁEiéhlgﬁ
el hﬁmérb‘de'ﬁioclonias: de 23.57 & 5.37 (n=i4>‘an' ai'c;ﬁfféfiAéfli;4'!v
4+ 2.24 (n=10) micclonias en el tratado con MEL (tabla 7). .

As! como los parametros antes mencionados, el estaaio'convursivu
no sufrid ningln cambio significativo. Sq valor‘para el grupo control

fue de 2.21 + 0.11 (n=14) y 2 + 0O (n=10) paré el grupo de MEL

(tabla 8).
El total de animales que presentaron estadio 2 y 3 no cambid
su porcentaje entre el grupo control (100 X n=14) y el grupo tratado

(100 ¥ n=10), el porcentaje de animales que sdlo presentaron estadio 2
(78.57 % n=14) aumentd con la administracién de MEL (100 % n=10)
ocurriendo lo contraric con animales que presentaron estadio 3 (camblo
del 21.42 % para el control n=14 a O % para MEL n=10), sin embargo,

ningtin cambio es significativo (tabla 9).

VI.3.ADMINISTRACION DE MELATONINA DURANTE EL ESCOTOPERIODO

(CICLO INVERTIDO)

V1.3.a. ADMINISTRACION AGUDA:

En la fig. 9A y tabia 10 se puede observar que la administracidn
de MEL durante el escotoperiédo también produjo un aumento en la
latencia a mioclonias (1.89 + 0.55 min. n=32 grupo control) que es
significativa a partir de la dosis de 1.0 mgs/kg (2.68 t 1.41 min n=9).

Existe ademas una disminucidn significativa en el numero de
mioclonias (24.31 + 2.22 n=32 grupo contro!l) sdlo para las dosis de
0.1 mg/kg (12.27 + 1.61 n=11) y 10 mg/kg (11.3 + 2,13 n=10) =unque

con las otras dosis tambien hubo disminucién pero &sta no fue
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Tabla 6.

Latencia de mioclonias durante la administracién crénica de MEL en el fotoperitdo.

Control (n=14) MEL (n=10)

2,31 # 0.29 min, { 2.5 * 0,36 min

Tabla 7.

Frecuencia de mioclonias durante la administracitn crénica de MEL.

Control MEL

23,57 + 5,37 11.4 £ 2.24

Los valors de n son iguales a los de la tabla 0.



Tebla 8.

Estadio convulsivo durante la administracién crénica de MEL.

Control MEL

2.21£0.11 2%0

Los valores de n son iguales a los de la tabla 6.

Tabla 9.

Porcentaje de animales con actividad convulsiva en 1a administarcidn crénica de

MAL.

.

; Control MELL
| % fotalo 100 100
‘ % Estadio 2| 78.57 100
| % Estadio 3| 21.42 0

Los valores de n son iguales a los de la tabla 6.



Tabla 10,

latencia a mioclonias durante la administracion de MEL en el escotoperi&do.

ML en mg/kg. :ﬁﬁ“ﬁ& bt nszm;r;‘;,:: uestres
C (=) 1.89 £ 0.55 N
0.1 (11) | 2071 ns
0.31 (e10) | 207:1.1 ns
1.0 (n9) 2.68 + 1.41 p<0.01
3.1 (n=9) 3.98 ¢ 3.1 p < 0.0006
10.0 =10) |  2.75:1.09 p<O0L |




TIEMP O {min)

Fig. A LATENCIA A MIOCLONIAS DURANTE
LA ADMINISTRACION AGUDA DE MEL EN EL ESCOTOPERIODC.
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Se tiene lo mismo que en la fig. 54, solo que en esta fig. representa los valo-

i

<
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res de latencis en el escotoperiodda.



Tabla 11.

Frecuencia de mioclonias durante 1a administracitn de MEL en el escotoperiddo.

MEL en mp/kg. Frecueec)i(aidg rénc)dcmas T Is]gudent ﬁa muestras
c %4.31 £ 2.22 _—
0.1 12,27 £ 1.61 p < 0.003
0.31 14.8 +1.13 ns
1.0 13.7 £ 2,1 ns
3.1 14,6 +£3.35 ns
10.0 11.3 £2.13 p <0.002

los valores de n son iguales a los de 1a tabla 1



NUMERO DE MIOCLONIAS

Fig. 10 A FRECUENCIA DE MIOCLONIAS DURANTE
LA ADMINISTRACION AGUDA DE MEL EN EL ESCOTOPERIODO.
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Se tiene lo mismo que en la fig. 6A utilizando los valores de frecuencia obteni

dos en el escotoperiddo.



Tabla 12.

Estadio convulsivo durante la administracion de MEL en el escotoperiddo.

MEL en m/ks. Fstac(h;_; gcxéuéimvo T rsxt)udmt : meestras
c 2.9 £ 0.29 —_
0.1 2,18 £ 0.4 ns
0.31 20 20 ns
1.0 2.0 *0 ns
3.1 2.25+0.46 ns
10.0 2.2 £0.42 ns

Los valores de-n son iguales a los de la tabla 10,




ESTADIO

Fig. 1lA ESTADIO CONVULSIVC DURANTE LA
ADMINISTRACION AGUDA DE' MEL. EN EL ESCOTOPERIODO.
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Se tiene lo mismo que en la fig. 7A utilizando los valores de estadio convulsivo

(W)

obtenidos en el escotoperiddo.



significativa (fig. 10A y tabla 1)
Para el estadlo ’cthuléi_o- se -pudo observar: que la MEL no

proddjo ningun cambio con cualguiera’de las dosis de la hormona. (fig.

11A y tabla 13).
presentaron-: algun:iestadio

. 12A y tabla 13

La tabla 14 nos muéstra  quel la 5 phbdujQ“gcambios

significativos en ninguno.de los parametros, iste una tendencia

al aumento de la latencia, dismihuﬁiéﬁ dé‘lgﬂfréquengla yrgiireétadiu
convulsivo que rno alcanzan significancia débida'é'lé QFan-dispersién de
las datos obtenidos (Tabla 14-16). 7

Tampoco para el potcentaje de animales con actividad convulsiva
hay cambio, pero al igual gque los que estuvieron en el ciclo normal hay
una tendencia al aumento del porcentaje de animales con estadio 2 y una

disminucidn en el porcentaje de animales con estadio I (Tabla 17).

V1.4, COMPARACION ENTRE LOS DOS CICLOS

VI.4.a. ADMINISTRACION AGUDA.

Cuando & compara la administracidn de MEL entre los dos ciclos
encontramos que para la latencia & mioclonias hubo un aumento més
evidente cuando se invectd la hormona durante el fotoperiodo (fig.

13A). En la frecuencia de mioclonias " se ve  una disminucidn
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Tabla 13,

Porcentaje de animales con actividad convulsiva durante 1a administracion de MEL en el escotoperiédo,

ML on ngfkg. |[© ‘éﬁ;’};‘(‘f’é&y bl Fimbmsriy ke emimlescon  ppp, AU rimlescon) g g
c 100 —_ 90,62 —— 9.37 —
a.1 100 ns 81.81 ns 9.9 n s
0.31 100 ns 100 ns ¢ ns
1.0 100 ns 100 ns 0 ns
3.1 100 ne 77.72 ns 2.2 ns
10.0 16 ns 72,72 ns 18.18 ns

los valores de n son iguales a los de 1a tabla 10,
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Fig. 124 PORCENTAJE DE ANIMALES CON ACTIVIDAD
CONVULSIVA DURANTE LA ADMINISTRACION AGUDA DE
MEL. EN EL ESCOTOPERICDO.

LOG. DOSIS MEL

Se tiene la misma nomeclatura utilizada en la fig. 8A, utilizando los valores

del porcentaje del escotoperiddo.



Tabla 14,
latencia de mioclonias durante la administracién cromica de MEL en el

escotoperifdo.

Control (n=11) ML (r=19)

2.14 £ 0.47 2152 0.6

Tabla 15.
Frecuencia de ndoclonias durante la administracion cronica de MEL en el

escotoperiddo.

Control MEL

17.27 £ 1.93 13.47 2 1.87

los valores de n son iguales a los de la tabla 14.



Tabla 16, -

Estadio convulsivo durente la edministracicn crénica de MAL en el escotoperiddo.

Control MEL

2.27 £ 0.13 2 £ 0.5

los valores de n son iguales a los de la tabla 14.

Tabla 17.

Porcentaje de animales con actividad convulsiva en la administracion crdnica

de MEL.
Control MEL
% Ptaio 100 100
% Estadio 2| 72.72 100
% Estadio 3| 27.27 0

los valores de n son dguales a los de la tabla 14,



Fig. 13A LATENCIA A MIOCLONIAS.
COMPARACION ENTRE LOS DOS CICLOS DE ILUMINACION.

20
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LOG. DOSIS MEL.

La fig. muestra la comparacién (X t EE) de la latencia a mioclonias entre los

dos ciclos de iluminacidn, ésta se realizd comparando el control de una dosis de MEL
de un ciclo de iluminacién contra su grupo similar en el otro ciclo de iluminacidn.
Se utilizd la prueba t-student. O—O administracién de MEL en el fotoperiddo,

@—® administracidn de MEL en el escotoperiddo.



NUMERO DE MIOCLONIAS

Fig. 14A FRECUENCIA DE MIOCLONIAS.

COMPARACION ENTRE LOS DOS CICLOS DE ILUMINACION,

50
+ p { 0.0001
40 kok * p { 0.0005
@ * p {0.001
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LOG. DOSIS MEL

La nomeclatura utilizada es similar a la de la fig. 13A, utilizando los valores

(% £ EE) de 1a frecuencia.



significativa  en el “grupo

1 se -realizé

“para‘:los’ grupos del

ufrid cambios en el

de MEL el estadio éaﬁQLiSiVO aisminuyb m&s én;ics erupos del ciclo del
fotoperiodo (fig. 15A). ‘ v

El porcentaje de animales con actividad convulsiva nos muestra
que el total de animales con estadio 2 y 3 presentd una disminucién
marcade & partir de las dosis de 0.21 mg/ko en animales con ciclo
normal mientras gue los de ciclo invertido no. Tomando el potrcentaje de
animeles que presentd estadio 2 también se observo una disminucién
significativa a partir de 1la dosgis de 0.31 mg/kg solo para el
fotoperiodo y sin diferencia para el porcentaje con estadio 3 para

ninguno de los ciclog (tabla 18),

VI.4.b. ADMINISTRACION CRONICA:

No existid ninguna diferencia significativa entre los dos
ciclos de iluminacion en lag variables registradas cuando la

administracidn de MEL fue crénica.
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ESTADIO

Fig. 15A ESTADIO CONVULSIVO
COMPARACION ENTRE LOS DOS CICLOS" DE ILUMINACION.

5
* P ( 0.008
4 | - * P {0,005
*+% P (0.0001
23 oKk

1} Qe
|
0 +— 5 : — ~+— :
C -1.0 -05 'IO.O 0.5 1.0 1.5

LOG. DOSIS MEL

La nomeclatura utilizada es similar a la de la fig. 13A utilizando los valores
(% + EE) del estadio convulsivo. En este caso la prueba estadistica fué el test
exacto de Fisher.



VIT. DISCUSION

Analirando los ‘resultados Bbtenidos %e 7buédé>7kdeciP que
efectivamente la MEL tiene un efecto PegulaaDP enyléiéctiQﬁdéd neuronal
del SNC y oque en el trabaijo realizado éé’manifjésfé como 1o  que
nosotros hemos llamado propiedades anticonvulsivas. En general estas
propiedades se mostraron produciendo wn aumento en la latencia a la
aparicidn de las mioclonias, una disminucicdn en la frecuencia de las
mismas, una disminucidn en algunos signos que caracterizan a un
estadio convulsivo producide por el FTZ y una disminucion en el
porcentaje de animales com actividad convuleiva.

El FTZ ha cido ampliamente utilizado en modelos de epilepsia y se
ha visto que su administracidn produce convulsiones ténico-cldnicas en
varias especies animales , sin embargo, su mecanismo de accidn no esta
bien dilucidado., Se ha reportado que el FTZ bloquea la accion del
GAEA, ya&a sea por una disminucién en las corrientes de membrana (Cl )
en respuesta al GABA, o en parte, a través de la reduccion del tiempo
que se mantienen abiertos los canales ionicos activados por GAEA
(54,57). Otros trabaios sugieren gue la actividad convulsiva del FTZ al
menos  en gran parte resulta de su interaccidn con algln tipe de
receptor & bernzodiacepinas (S98,5%).

Se desconoce el mecanismo por el cual la MEL pueda estar
ejerciendo su accidn, algunos autores apovan la idea de la existencia
de receptores a MEL por medic de los cuales la hormona  estuviera
llevando a cabo una funciédn directa a través de receptores membranalec,
sobre todo en la regidn medial del hipotalamo, puente y meédula
oblongada (&0-62), no obstante esto, otros investigadores mencionan gque
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la MEL actua solo modulando (inhib;eﬁda”o‘ésfimuiéndd "é

ria‘qL la;MEL

'vpodria 1nteractuar en- el 51t “amodular 1a° unisn a

BABQ, _ademns; se menc1qna»yqué esto icluye:que la hormona. pueda

1ntera;£0ab con o£ﬁ6$Lsitidé delfébhﬁleja;reéeptpr de GABA (&7). En
Dgfbs ,f%abajds! se haimostrédo quekié ﬂéL'ho‘éblo aumenta la unidn a
diazepam éin0‘ que. f&mbién’puede competié. con este por su sitio de
union, su potencia aungue es pequefa es comparable con la de la inosina
0 la hipoxantina. Otro punto gue se sugiere es que la MEL puede ser
metabolizada a un potente inhibidor de la unidn &l diazepam y que
estos metabolitos podrian ser las P-carbelinas, de este modo la hormona
MEL podria tener un efecto anticonvulsive (67).
Ademas de lac evidencias que se tienen respecto al GABA  se

puede menciocnar que la administracion i.p. de HEL produce un aumento
de 5-HT en el mesencéfalo sin producir cambios en la cbhcentracian de

NE. Los cambhios en 5—HT se pueden detectar & los QD—mSn{ 2H{68) en el

cortex cerebral. También:. - se: menc1ona que 1nh1be la:“liberacion de

dopamina en el hipqqamp;&

‘posterior®, puente

y area predptica (264). T@mé
pueder e;plicar algunos"ae ) s enrontra o

empezar, e pudo obsevvar un mayor efecto antxconvuls b cuando - la

administracion de MEL ‘se llevé a cabo En fcrma aguda Ly “durante el
pericde de luz. Al comparar ‘los efectos  en lds'-dos’ ciclos de
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‘en’ losique se°

convulsiones i -por estim

ad. Se discute que dicha

‘:jtehébraiéé‘dé 5~HT, -NE, vy
GABA entre otres neﬁrnﬁr ﬁSm}séﬁééil;Ta@bien~ sé:ha\ visto que el
decremento en niveléé ‘éé aQ€Ba$;y]Gé§A1én_ eit'céheﬁroi"aumenta la
susceptibilidad a convdis{gné;'ﬁfanciaéé pppéVEStfmuicsy éq&ﬁtivqg,

inducidas eléctvicamente’y'boﬁ‘ Ecto- aiinado. a qgue se

noche

la

cel. canbios en la

ottos sistemas de

mayor ptroduccion  de

Ta® adminictracion de

‘ﬁgf—ébntribuyendo a tener
obtener un _Eon €ste esquema de
administracion.

Ahota bien, de,iguél impovtépggg;éél?ilhgchu de que el efecto
diferencial producido por la MEL sé deba’ a qué estista una diferencia

circadiana en cuanto a la sensibilidad del mecanismo de accidn de la

ire

MEL en lo que refiere & sy efscteo “protector” frente el FET B

cuxlguietra que sea écte. Tambien se puede hablar de una saturacion del
sistema de MEL durante el escotoperiodo gue no permite una mayor

respuesta. Este resultado de mayor efecto anticonvulsivo durante el
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‘periodo de IU:‘ho‘Qoihcidgﬁtoh-la hipdtésis qu planteaba

“respuesta anticéﬁyqiézw la MEL cuando ééfé"fqéra'f

durarte elfpeﬁiudd'dé{oéci

idéd,; débiao a que enLiaﬁhi
pensado - que debido_a~quéllé‘MEL es secretada‘durénfé
oscuridad, surefectoyanéiconvulsiQn seria mayor.
Ademds de los puntos antes mencionados, #istejel
efecto anticonvulsive se empieza ‘& dat despuesjﬁe‘féoﬁfm;h’ de: 1a

inyeccién de 1la hormona. En el inicio'de‘éstéfthabéjd 3duﬁante -una:

prueba piloto se probd también la administfécfénﬂdéfP '<despué5:de 15

min de la inyeccidn de MEL, sin embargo, no'sefencoh' efecto .

anticonvuisivo; el tiempo que tiene gue transcurrit pal

trespuesta podria apoyar la idea de que la a:cigﬁ‘dewla mona:: ,buéden
ser atribuido a mecanismos indirectos (auﬁéhfélen 1la con;entré;idh dé
algunos neurotransmisores) y no a la accion ‘de ié’HELiépbré' re§éptore5
a MEL. L
En cuanto a la administracién crdnica dé MEL no se observo

ningin cambio significativo, ahnque Niles (&64) reporta un aumento en
la unidn de ZH-GAEA después dé‘la administracién cronica muy parecido
al producido por la administhééiant aguda. Los resultados que se

obtuvieron concuerdan con otros datos obtenidos en el laboratorio en

donde tampoco se observé un cambio.significativo - en el desarrollc de

crisis convuleivas en el modelo de "Kindling' gquimico i(4). Fareciera

ser que la administracién crénica no tiene un.efecto anticonvilsivo muy

marcadoc paras  expresaree  de maner&”fconductuél, “pues - la  respuesta

encontrada en los animales s muy dispareja;- sin embargo, =i se puede

ver uns tendencia al aumento de la latencia, una disminucidn en la
frecuencia y estadio convulsivo,’ que:no son significativos debido a la
Gran desviacidn que presentan'vlds “datos. Es  posible gue la
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adhinistracidﬁlhhoﬁiéa éé.MEL.eété b#oduczeha_ ahBEds‘difé;énfégfé;

los. obtenidos. por la adm1n15traczdn aguda que. no véon' cahaces de

producir la misma respuesta, sxn*embargo, es 1mportante nntar el efecto

gue tuvo la administracion crén1ca en lo que se’ref1ere al porcentaje

de animales corn actividad convulsiva =ya que fue d:ferente a la
producida por la administracidn aguda. Se pudd ver gque en la cronica
hubo un aumento en el porcentaje de animales. que presentaron estadic 2

pero a expensas de una completa desaparicion de animales que

-

presentaron estadioc 3 (esta diferencia no fue ignificativa debido a

que la prueba utilizadé da significénéia sélo:sithay'més de un 407 de

diferencia entre 105 grupos comparados) "este efecta fue diferente al

de la adm1n1strac1én aguda pues;en este caso sélo hay una disminucidn

en el porcentase de anlmales con estad1o 2 sin cambiocs en el

porcentaje de estadio 30 Este resultado no coincide también con la
hipdtesis en la cual se wmencionaba obtener un mayor efecto
anticonvulsivo cuando la adminstracion de la MEL fuera cronicea debido &
que se pensaba que la estimulacidén diaria producida por la MEL endgena,
reforzaria fuertemente el efecto anticonvulsivo.

Otro punto que se tiene que mencionar es-la diferencia en la

frecuencia de mioclonias entre los cnntroles‘de los 'dos ciclos de

iluminacion - cuando la admlnlctrac1bn de MEL et

‘:é=ta se podria

atrlbUIP a que durante el ESCDtOpEPlOdO ya ev1=te MEL bas«lmente que de

hecho pudiera estar interviniendo en: e téhreducc1on del nrnumero de

mioclonias y aungue como se ha venido'mencionando la administracion de
MEL. durante el periddo de Dscuridad7no es.muy efectiva parece set que

la secrecidn bacsal de MEL es 5uT1c1ente para producitr ésta diferencia

entre los controles., Este resultado'es el gue podria apoyar la idea de




ccntrol que no presentb ningun

gvupo
MEL: tendria solamente la MEL;
- Hasta aqui
ejerciendo su efecto
sensibilidad del sistema GABAéﬂg1c

hormona se ' probd frentek ‘ :éfe:ta

principalmente 1la ybansmrs1dh' GABAérglca, ademas dé»fque,‘euiéten 

evidencias que sugieren ue la«epxlepsla es el resultado'Vdé una

disfuncion déni_4 edlada por el BABA (71), s1n Embargc,

los
efectd; “anfg -
ia ~;nteﬁacéi
queldé,d
éétgs
1nh1b1t

que’ 'lé:

de’

ern la. frecuencia .y ~severidad:-
"Findling" la'noradrenalina mueStﬁa ~ids.. Aparte de
cal BGlutamato y

= W Ta ewedtabilidad
neuronal (71), todo esto forman [=F
la generacién de las cr‘s Age;pcdfian estar afectados
tamﬁién por Vvi% que " ‘pudieran ectar
contribuyende de ~la . inhibicion de 1la

Los datos Ebfén : g lk::’ L 1 5de algunos autores
(1,2,2,7,8,9) y . . 46 7 que se

propone a la lé excitabilidad



cerebral y  gue pued B

epilepsia in Vivo, entre al

;f‘.f" TESIS Mo prge
! Ll T

!
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induceidni’ convilsiones

‘mg/lkg) .

— El efecto anticonvulsivo “seimostréicomoiun

latencia y disminucion de frecuencia de mioélohﬁés,k;a§§V §ﬁmd, una
disminucidn de alguncs signos de los estadios ébhvulsivos ‘y-'en el
potrcentsie de animales con actividad convulsiva.

- El efecto anticonvulsivo muestra una respuesta diferencial que
obedece al periddo de inyeccioén de MEL (fotoperiddo o escotoperiddo) y
al tipo de administracion (aguda o crénical.

~ La administracidn aguda resultd la mas efectiva en la
modificacidn de log parametros convulsivos, en»especia] la que se
realizd durante el fotopeﬁiodo; : o -

~ La administracion crénica ﬁo es efectiva pafa madificar los
patrametros convulsives ne 1mporta el periodo de inyeccitn de la
hotrmonea.

~ Debido a aue no ce encontrd una mayor respuesta anticonvulsiva
en la inyveccron de MEL durante el escotoperiodo y el tiempo que se
tatrda en obtener dichs rospuessta, se propone que cuando menos écste
efecto de hormone "anticonvuleiva", pudiers estar mediado por  la

modificacion de sistemas de neurotransmision.
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