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PROLOGO

El equilibrio psicoldégico humane es un aspecto fundamental para
el desarrollo de la aclividad propia de esta especie; por lo lanto, las
alieraciones de este equilibrio constiluyen un importante punto de
estudio de las clenclas; a fin de controlar y evilar que tales dlteraciones
trastornen la evolucién del hombre en general.

Enfre las alteraciones psicolégicas, la ansiedad es uno de los
padecimientos mds comunes de la conducta humana, se frala de un
suceso comUn a todos los individuos y constituye un mecanismo Uil de
adaptacidn fisiologica ante los problemas de ia vida cotldiana de un
ser humano ( 5, 23, 24 ).

Desde un punto de vista bioldgico la ansiedad se vincula a tres
principales sistemas neurales: el sistema activador reticular, el sistema
limbico y el hipotdlamo, Todos estos sistemas consitituyen porciones del
sistema nervioso central, implicadas en la vida de relacién y se les
airibuye conduclas emocionales { 19, 54, 60 ).

La ansledad es una sensacion percibida de acuerdo a ia
idiosincrasia de cada sujeto y cuya magnitud se manifiesia en relacién
con la experlencla de cada individuo { 5, 19, 23, 24 ).

Actualmente, existe una gran variedad de sustancias que atendan
los signos y sintomas caracteristicos de la ansledad:; dentro de elios, ios
mas utilizados son las benzodiacepinas; éstas son compuestos quimicos
que poseen varas actividades: ansiolitica, sedante, hipnética vy
anticonvulsiva, Desgracladamente también poseen importantes
efectos adversos [ 5, 23, 24 ); lo que ha propiclado la bdsqueda de
sustancias ansiolificas que carezcan de los efectos indeseables de las
benzodiacepinas. Dentro de este contexto se describlé que la
Melatonina { Mel }, un indol sintetizado y secretado por Ia glandula
pineal, provoca efectos simliares a ias benzodiacepinas. Este indol,
tambien modifica diferentes pardmetros cerebrales y conductuales, asi



como la reprocuccion, el embarazo y el parfo en roedores | 19, 26, 52,
60 ).

La Glandula Pineal { GP ) 6 “epitisis cerebri” tamblén produce
otros 5-Metoxindoles, como son los indoles asociados dl acido acético
y los hiptofoles. Dentro de estos Ultimos, se encuentra el 5-
Hidroxitriplofol { 5-OHTL }, el cuai muestra algunos  efeclos similares a
los de la Mel.

La administracion de Mel o de algunos de sus indoles
relacionados, inducen suefio y sedacion; ademds, en animales
epiléplicos y en dosis mayores producen un eslado anticonvuisivo { 2,
16, 32, 39, 43, 47, 52, 66 ). Estos efectos sugieren que eslas homonas
pueden provocar ademds, ofras acciones caracteristicas de las
benzodiacepinas tales como la ansiolisis.  Este trabdjo, pretende
andlizar el papel ansidlilico de la Mel y de ‘el 5-OHIL, en una situacién de
ansiedad, para elio-villizaremos el modelo de conflicto de Vogel, el
cual -es ulllizado para el cemimienio y caracterizacion de los diferenies
farmacos empleados en el tratamlento de la ansledad.
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1.GENERALIDADES

a. Gldndula Pineal.

e es anatémicas v fisiolégicas.

La GP fue descrita desde la antigliedad, a través de los estudios
de Herdfilo y Torcuato qulenes detallaron su anatomia y localizacién. A
pesar de ello, su funcién fue un completo misterio durante sigios.
Autores como Descartes, la consideraron como “el asiento del alma”,
mientras que  Aristéfeles la concibié como una vdlvula que regula el
flujo de los pensamientos. En ia cultura hndu se le considerd como el
organc de la clarividencla y ia meditacidon, sugiriéndose que la GP
tunclonaba como un tercer ojo, a través del cual podian observarse los
estados psiqulcos delindividuo y ei aura humana {11, 26, 33 ).

Embrioloégicamente ei origen de la GP es ectodérmico, semejante
al de los ojos vy es el resultado de una lnvaglnaclon dlencefallca ( 26,
50, 64 ). Esta glandula es anatdmica y funclonalmeme distlma en las
diterentes escalas zooldgicas. Asi en animales inferiores, se deriva de
una estructura fotorreceptora similar estructuralmente a los ojos
laterales; mientras que en animales superiores, se transformé en una
estructura meramente glandular. Ademds, en animales inferdores como
los repfiles, mds que hablar de una glandula unica, debemos referimos
a un complejo pineal, formado por el érgano parapineal y la pardfisis,
estructura ésta Ultima conformada solo por fibras nerviosas { 11, 23, 26,
48).

En la rata, la GP es una estructura epitaldmica cubierta por la pla
madre y adosada al techo del tercer ventriculo. Posee un tallo el cual
en el extremo posterior del cuerpo calloso se une a las comisuras|
posterior y habenular. Ademds de ser de tipo sacular con sus paredes \
en contacto continuo con el liguido cefalorraquideo ( LCR ). Debido a 3
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que carece de barrera hemaloencefdlica es considerada como un
érgano circunventricular { FIGURA 1} { 11, 22, 48, 50, 60 }. El parénquima
de la pineal puede adoptar una configuracién oval, esteroide o
piriforme, su peso en la rata es de aproximadamente | mg, con un
digmetro de 2 mm; mieniras que en los humanos su peso varia enire 50
y 150 mg con un didmefro que puede llegar hastalos Smm { 5, 9,23 }.
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1.Representacion esquemalica de un corte iongliudinal de la GP de Ia rata
donde se muesiran sus relaciones analémicas con ei resto de tas estructuras
epltalamlcas.

La GP es el drgano cerebral mds Irigado en relaclén a su peso. La
unldad funclonal de esta gldndula es el pinealoclto, los cuales
constituyen el 85% del total de la masa pineal; mienfras que el 15%
.restante’lo conforman las células de sostén y las terminales nerviosas.
La principal aferencla nerviosa de la pineal,.en los mamiferos la



conforman las fibras simpaticas originadas en los ganglios cervicales
superiores, cuyo neurotransmisor es la norepinefrina ( NE) (11, 42, 50, 66).

Experimentalmente se mostrd qbe la GP responde a estimulos de
muy vaiiada modadaiidad, entre ellos, al sonido, ia temperatura, los
campos electromagnéticos, ia luz y a los estimulos neurales simpaticos,
habenulares y parasimpdticos.  Esta gidndula también responde a’
varias hormonas, principaimente a las tiroideas y esteroidales (14,19).;
En el hombre, su aclividad secretora es mayor en la adolescencia que‘
enh la madurez; presentando un estado paulatino de calcificaciones,
las cuales consisten en sales de carbonalo y fosfato de calcio y
magneslo. Este fendmeno hace posible detectarla en las placas
radlogrdficas, como pequeias opacidades conocidas como "arena
pineal'’.  Aunque la calcificacion de la GP reduce su funcidn
secretorq, ya que la produccion de MEL en los seres humanos; se reduce
conforme avanza la edad, ésta nunca desaparece ( 63, 65 ).

La pineal es un érgano que provee informoclén sobre las
condiciones 1oticas ambientales al sistema nervioso ceniral, a través de
una via de transmisidn neuroenddcrina. Esta informaciéon es utllizada
para modular la actividad del eje hipotdlamo-hipofisiario, del cual
derivan una gran variedad de hormonas. Es por esta funcion que la GP
se le considera como un érgano fotoneuroendécrino o transductor
neuroendécrino, ya que capta estimulos luminicos y los transforma en
una respuesta hormonal { 11, 18, 19, 21, 24, 36 ).

La transmision de la Informaclén fética hacla la pineal puede
realizarse al menos por dos mecanismos. Asi, en el caso de los
vertebrados inferiores, el estimulo fético alcanza a la glandula de
manera directa, debido a que la pineal se encuentra exactamente
debajo de un adelgazamlento 6seo el cual permite la transmisién
luminica { 15, 19, 36 ).

Por otro lado en los vertebrados superiores la luz es captada enla
retina de los ojos laterales por los folorreceptores correspondientes fos
cuales transducen esta sefial e Inlclan la generacién de potenclales de
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accion, para ser transmifidos a través de un circuito neural especifico.
En particular, 1a via nerviosa que alcanza esta gldndula involucra varios
centros hipotaldmicos, a fos hastas laterales de fa médula espinal, al
ganglio cervical superior, ol nervio conailo y por Ultimo ala GP (15, 19,
36} { FIGURA 2 }. La informacion fotica a través de esta via modula la
sintesis de homonas inddlicas, las cuales ejercen mulliples actividades

bioléglcas.
T RETINOHIPOTALAMICO
N. SUPRA-
9 Tcons
EMINENCIA
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FIGURA 2. Representaclon esquemdtica de las vias y niicleos neurales de la
rata implicados en la transmision de la informactdn tética que alcanta la GP.

La relacion entre la luzy la secrecion de hormonas de la pineal



implica una liberacion ciclica de estos indoles en un lapso de 24 horas;
es declr, conforma un ritmo circadiano. Este par de particularidades
le confieren a la pineal la posibilidad de mediar los cambios fisiologicos
necesarios para adaptarse al fotoperiodo ambiental { 6, 28, 34, 60 ).

Estudios realizados en roedores y olros mamiferos como cabras,
ovejas y carneros, a los que se les manipulan los ciclos de luz-
obscuridad, creando con ello un fotoperiodo artificial, muestran una
alteracion significativa en su reproduccion. Esta modificacion se
relaclona bdsicamente con la relaclén temporal del apareamiento y
como consecuencia del alumbramiento, lo cual se asocia con una
reduccion muy importante en el numero de descendientes. Eslos
hallazgos muestran que tan imporiante es la funcion pineal para que se
lleve a cabo la sincronizacién de la aclividad neuroendécrina
reproductora con la estacionde ano (4, 6, 11, 12, 18, 19, 55 ).

La GP también ejerce efectos importantes sobre el sistema
nervioso central tales como  sedacion, hipnosis, actividad
anticonvulsiva y posiblemente anslolfsts { 1, 2, 22, 30, 32, 35, 39, 41,43, 47,
52).

Actuaimente se han descrito una gran cantidad de efectos en
muchas funciones neurales y no neurales, provocados por las sustanclas
acfivas que la GP sintetiza y libera, por lo cual se diliculta definir su
campo de acclén,



b. Melatonina { Mel ) y 5-Hidroxitriptofol { 5-OHTL)

La hormona de mayor produccion en la GP es la Mel, esta
substancia es a su vez la mds estudiada, y a la que se le atibuyen la
mayoria de ias funciones de la GP. Su estruciura quimica se caracterizo
por Lemer y Cols. en 1958, y su nombre suigié por la semejanza
funcional que ésta hormona posee, con la melanina. Su administracion
en renacuajos provoca un daclaramiento de fa piel, resuitado de una
agregaclén de granulos de melanina arededor de los melandforos
{19,37,38, 56 ).

La sintests de la Mel no es exclusiva de ia GP, se produce tambien
en la reting, la glanduia Harderiana y el intestino { 57 }. Esta sintesls es
el resuitado de una larga setie de elapas enzimdticas que se Inician con
la captura del tiptdtano, aminodcido precuisor de i misma, por los
pinealocitos. Iniciaimente se produce una hidroxilacidn fa cual es
caldlizada por la enzima hidroxilasa del triptéfano, enzima fimitante de
esta sintesis.  El resultado de esta reacclon es ia obtencidn del 5-
Hidroxtiriptdtano. Una subsecuente descarboxilacion llevada a cabo
por la descarboxilasa de aminodacidos L-aromaticos da origen a la 5-
Hidroxitriptamina { 5-HT ) o serotoning, la cual es un importonte
neurofransmisor en muchas regiones del sistema nervioso, ademds de
que existe en conslderables cantidades en el infestino y el Gtero. La
siguiente etapa es una acelliacidén realizada por la enzima N-
ocelilfransferasa { NAT ), la cual responde & ia Influencia adrenérgica, la
acclén de esta enzima da como resultado la N-acetilserotoning;
compuesto que puede ser nuevamente hidroxilado 6 bien metiiaodo
para orginar ya sea S-Hidroxliiptofol, ¢ Melatoning, respectivamente.
En esta etapa de la via metabdlica que sintetiza a los 5-Metoxindoies
interviene la enzima hidroxindol - O - metiitransferasa { HIOMT ), cuya
presencia es Indicailva de la existencla Mel ( IGURA3 ) (19, 54).

Las hormonas inddlicas producldas por ia GP se ciasifican  en

tfres  grandes subgrupos: los 5-Metoxindoles, los 5-Triptofoles y los  /

derivados Indélicos del acldo acético { 19).

.
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FIGURA 4. Representaciéon de la varlacién en la concentracién de los
metabolitos y las enzimas Involucradas en la sintesls de la Mel en la GP. Puede
observarse que los niveles dlurmos de Mel, son aproximadamente diez veces
menores a los observados en la fase nocturna. A, C y E corresponden ala
concentraclén (pM/mg) de serofonina, N-acelliserotonina y melatonina,
respectivamente. Mlentras que B y D representan la actividad (nM/mg/hr), de
las enzimas N-acetlltranferasa e Hidroxl-Indol-orto-metll-transferasa, tamblén
respectivamente.



La concentracion de los productos inddlicos de la GP alcazan su
maximo nivel durante el periodo de obscuridad o escotofase, mientras
que la cantidad de estas substancias son indetectables en los periodos
mas iluminados del dia, es decir, durante la fotofase { FIGURA 4 }. En
particular las concentraciones mas elevadas de Mel en la GP de la rata
varian entre 2.5y 30.0 pmoles/mg los niveles mds elevados se alcanzan
aproximadamente a las 4:00 hrs, mientras que la cantidad minima de
éstos, se detecta al Iniclar el periodo lluminado aproximadamente a las
14:00 hrs { 19, 24, 51 ). ,

La relacién entre el fotoperiodo y los niveles de melatoning
implica la exslstancia de un fitmo estaclonal y anual en la secrecién de
este Indol. Es decir en aquellos meses del afio en los cuailes la fololase
se reduce, como ocurre en las estaciones de otono e inviemo, los
niveles de melatonina se incrementan con respecto a aquellas
estaciones con mayor fotofase, es decir primavera y verano,

Los productos pinedles son secretados hacla el torrente sanguineo
mediante ditusiéon simple. La vida media de la Met en el suero de fa
rata es de 18 a 24 min. y su degradaclén metabdlica se lleva a cabo
principaimente por el higado, a través de la conversién en 6
hidroximelatonina para ser conjugada posteriormente con el acldo
glucordnico. Finalmente estos metabolitos son excreleados por la orina
ylas heces (3 ).

Entre los efeclos que la Mel provoca en el SNC, su acclén sedante
fue la primera en demostrarse. Esta accidn resulta muy Importante en
los sujetos que padecen de convulsiones ya que ia administracién de
Mel en ratas, ralones, gatos y  seres humanos disminuye
significativamente, lanto la intensidad como la frecuencla de las crisis
convulsivas con una tendencla hacla la normalizacién de los patrones
enlectroencefdlogrdficos (1, 2, 32, 39, 47). ,

Por otra parte la accién hipnogénica de la Mel se manifiesta ya
seq después de implantarla directamente en el cerebro en gatos, o
bien por su aplicaclén sistémica en polios y ratas. Usualmente se

1



obtienen registros electroencefalograficos muy similares a los registrados
durante |a fase de suefio de onda ienta { 22, 30). La accién hipnogénica
de la Mel fambién se observa en humanos con una dosis Gnica de 50
mg de Mel, En estos sujetos la hormona produjo una potente induccién
de suefio, sin aiterar el patidn o la frecuencia de las fases del mismo, lo
que Impiica que la Mel produce un suefio muy similar al fisiolégico { 2,
21)

Tamblen en los humanos la Mel induce efectos conductuales. Asi
la administracién de dosls Unicas de 20-50 mg en adultos sanos produce
sedacion, franqullidad y sensacion de blenestar (21). Aunque algunos
estudios muestran que su administracién repetida puede induclr una
fatiga crénica { 2 )

La alteraclén en el ritmo clrcadiano y estaclonai con el que se
sinfetiza y libera la Mel, suglere su asociacién con ciertas patologias
mentales; como la depresion con melancolia, en la cual los patrones
de Mel se encueniran fuera de fase con respecto alas personas sanas,
Apenas hace una década que se Involucré a esia hormona en el
padecimiento clinico de reciente caracterizacién denominado
depresion atectiva estacional. Las manifestaclones de este
padecimiento se presentan en los meses de Invierno y olofio y
desaparece en verano y primavera. Se frata de una depresion
caracterizada por sinfomas como fatiga, exceso de suerio, hiperfagla y
obesldad:; la fototerapla disminuye hasta en un 80% los sintomas de esta
depresién por lo que se Implica la secrecién de Mel como el factor
desencadenante de este desorden, Ademas los experimentos realizados
en este tipo de padecimientos concluyen que los efectos de la
fototerapia sobre 1a sintesls de Mel son resuttado de una accién de la
Intensidad de la luz y no del tiempo de exposicién al estimulo uminico.
(58,64 )

Posiblemente sea en la estera de la reproduccién donde se han
estudiado con mayor profundidad el efecio de las sustancias derivadas
de o GP. el estudio de la relacién entre la pineal y la reproducclién se
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inicio en 1898 cuando se relaciond la presencia de un pinealoma con
los sinftomas de pubertad precoz { ).

varlos estudios han mostrado que el fotoperiodo y el patron de
sintesis y liberacion de Mel reguian los cambios gonadales que se
suceden en las especies de mamiferos que muesiran una reproduccion
estacional. El mejor efemplo de esta aseveracion son los estudios de
Reiter realizados en hamsters. Este autor observd que en las estaciones
con fotoperiodos cortos, otoflo e invierno, se presentan cambios
afroticos gonadales provocados por un incremento sérico de los
factores antigonadoldpicos pinedies particularmente la Mel, lo cual da
como resultado la inactividad de las gonadas. Contrariamente durante
la primavera y el verano, estaciones con fotoperiodos largos la
cantidad de los factores antigonadotrépicos se reduce
considerablemente y en consecuencia el aparato reproductor de este
tipo de animales se encuentra en condiciones fisioidgicas optimas (4,
49).

La ablacién de ios ojos frontales y el mantener a ios animales en
obscuridad continua induce observaciones simiiares, lo cual indica que
la integridad del sistema pineal es indispensable para la funcion de los
drganos reproductores. De esto se Infiere que el fotoperiodo mantiene
ias condiciones requeridas para la reproduccién estacional (6, 18, 49 )

La participacion de la GP en la reproducclon, se manifiesta
tamblen en los efeclos que la pinealectomia causa en diferentes
especies animales; por ejempio cuando ésta se realiza en roedores se
presenta una apertura vaginal precoz, con ovuiacién temprana y
aumento en la secrecidn de proiactina, LH, FSH en la hembra y de
testosterona en el macho. En el caso de animales prefiados la
iberacidn de LH, prolactina, progesterona y estradiol se incremenian.
Por el contrario los desdrdenes que el incremento de la actividad de ia
GP causa a nivel hormonal leVd at retardo de la actividad sexuai en el
animal ( 4, 6, 19 ).

En el caso del 5-OHTL, varios indicios experimentales muesiran que
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este indol ejerce efectos sobre el sisterna nervioso central, modificando
la conducta, la aclividad electroencefalografica y algunos aspectos
del melabolismo cerebral; ademdas de sus efectos sobre aparato
reproductor de roedores { 16, 19, 55, 56 ).

El 5-OHTL se idenfificd en 1962, Iniciaimente se sugirid que se
frataba de un mediador de dalgunos de los efectos sedanies de la GP,
ya que es capdz de induclh suefio en ralas y ratohes (48, 55 ). Ademds
durante algunas enfermedades depresivas con alteraciones en las
patrones de sueno se encuentran cantidades sumamente reducldas de
5 Hidroxiriptofol , lo cual suglere la participacion de éste indol como
causa etloldgica de éste padecimiento.

La relacldn entre la pineal y el esirés ha sido resuliado de varlas
siftuaciones expeirimentales; asi, cuando se expone a las ratas a
sltuaclones de estrés agudo | como son ei frio, la hipoglucemia o ia
Inmovilizacion ) se observa un incremento en la produccién y secrecién
de Mel. Tomando en cuenta los efectos sedantes e hipndticos de esta
hormona, se sugiere entonces que este indol se sintetiza en respuesta a
slfuaciones estresantes como un mecanismo que revierte los efectos
caracteristicos de las catecolaminas, (noradrenalina y adrenaling)
neurolransmisores gue median fos efectos del esirés. De esta manera
resulta que la Mel ejerce efectos “tranquilizantes” {2, 26, 35, 43, 52 ).

Dentro de los circuitos neurales Implicados en el tendmeno de la
ansiedad y de la anslolisis; los sistemas neurales que utilizan ol GABA y la
serotonina como neurotransmisores, revisten una Importancia
fundamental. Estos sistemas se encuentran distribuidos a todo lo fargo
del sistema nervioso central, principalmente en las regiones del sistema
limblco, es declr, en aquellas porclones Involucradas en la conducta
afectiva de los Individuos. El papel significative que tos sistemas
GABAérgicos y serotonérgicos ejercen en el fendmeno de la ansiedad
se pone de manifiesto cuando se muestra que todos los farmacos
ansioliticos empleados en fa actudlidad; actdan para modificar de
aiguna manera a las neuronas que conlienen a estos neurotransmisores.

"~
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Hasta ahora el mecanismo de acclon que utiliza la Mely el resto
de los derivados Inddlicos en el sistema nervioso cenfral es
desconocido. Sin embargo la semejanza de sus efeclos con aquellos
provocados por tos farmacos que aclban via GABA o serofonina, del
tipo de las benzodiacepinas o la buspirona como son sedacion,
hipndsls, anticonvulsidn, entre otros suglere una conexién enire los
indoles y los sistemas mediados por GABA o serofonina ( 5, 10, 24, 54 }.
Estos efectos pueden ser resuitado de una modulacién de la actividad
del receptor GABAérgico o serofonérgico por parte de estos Indoles, lo
cudl Incrementa la acclén de sustanclas ansloliticas, anticonvulsivas y
sedantes-hipndticos y retalantes muscutares.

Sin embargo aunque existen indiclos bloquimicos que asoclan a
varios Indoles de la pineal con los receptores GABAérgicos ¢
serotonérglcos ( 6 }, desde un punto de vista conductual tal asociacion
no ha sido desciita.



-

Il. Ansledad.

La alteracién psicoldgica mds frecuente en “el mundo moderno”
es la ansiedad, ésta se conclbe como un estado de Inquietud
psiconeural con numerosas repercusiones fisioldgicas.  La ansledad es
una combinacion de sensaclones subjetivas y actiludes caracteristicas;
en esta alteraclén se presentan un aumento de la tensidn emocional,
expectaclon aprensiva, temor, preocupacién, dificuitad para dilucidar
una solucldn alterna o para concentrarse. Estas sensaclones subjetivas
frecuentemente producen signos clinicos, tales como, temblores,
estremecimiento, aumento en la tension muscular, hiperactividad
autondmica, y de los aparatos resplratorio, cardiovascular, urinario y
gastrointestinal.  Ademds se observa un estado de hipervigliancia y
actitud de alerta, estas condiciones podemos conceblrlas como
reacclones apropladas y en algunos casos beneficiosas en
clreunstancias amenazadoras (5, 10, 23, 63).

El fenémeno de ia ansiedad se clasifica de distintas maneras, por
un lado la ansiedad puede considerarse como un fendomeno
secundario, surgldo en estados patoldglcos orgdnicos | infarto al
miocardio, angina de pecho, acclidentes, intervenciones quirdrgicas,
etc. ) ¢ blen presentarse por circunstancias Unicas 6 relterativas,
denominandose esta Oltima como ansledad de momento ( 21 ). Otra
clasificacién ias separa en dos subgrupos: panico, en el cual el
individuo, percibe sensaciones terrorificas, que lo obligan a la
adopcién de una personalidad aparentemente desvalida, y la
ansiedad anticipatoria la cual se caracteriza por un temor menos
pronunclado, y la cual es resultado de ia evaluacién de una
determinada situacién que le provocarfa pdnico al individuo (61 ).

La ansiedad es un trastorno caracteristico en los estados
psiconeurdticos, en grado leve, puede concebirse como una reaccion
estimulante para el hombre y solo se requlere atencién médica cuando
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ésta rebasa un punio criico y se forna psicoldgicamente paralizante
{24, 61 ).

La atencién médica que un individuo debe recibir cuando sufre
de consianies alaques de ansiedad o blen cuando permanece en un
esfado confinuo de ansiedad, estd encaminada a suministrar un
fratamiento ansiolitico.

El verdadero fratamlento consistiria en eliminar aquellos factores
del ambiente psicosocial del individuo que estan provocando tales
alteraciones. Sin embargo debido a la complejidad etioldogica del
padecimiento, el entoque farmacoldgico, que estd encaminado a
administrar substancias que atenden o nuliflquen la reacccién
emoclonal producida por la ansiedad, el mds empleado.

la blsqueda de sustanclias con capacidad de disminuir las
manifestaciones del estrés y la ansledad, ha conducido al desarrollo de
farmacos con caracteristicas sedantes y con poca especificidad sobre
jos fendmenos mencionados; tal es el caso del alcohol efflico v de los
barblturates. Sin embargo, en 1957 se lanzaron a la venta las primeras
benzodiacepinas 23 }. sustancias que mostraron por primera vez,
efectos mds especlticos sobre la ansledad, gue los compuestos que
hasta ese Hlempo se habian ulllizado { 20, 23, 40, 61 }.

Este Hipo de compuestos muestran su accién farmacoldgica
ansiolitica sobre diferentes modelos que utilizan animales de
laboratorio, los cuaies emplean como factor bdsico de ansiedad una
situacion de conflicto { 23, 44 ).

Las benzodiazeplnas ejercen acciones hipndlicas vy
anficonvulsivas, por io que poseen una impiicacién terapeutica
importante en la epliepsia {40, 44}, Sin embargo, los efectos clinicos que
éstas sustancias poseen, solo son superados por los abundantes efectos
adversos indeseables de las mismas. Estos constituyen toda una gama
que involucra a varlos érganos y sistemas de la economia. De entre los
muchos efectos indeseabies se pueden mencionar: ataxia, cefaleq,
fiebre, somnoiencla, nduseas, vomitos, diarrea, fiacldez muscuiar,
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palpitaciones y sequedad bucal. Se han reportado ademds importantes
efeclos teratogénicos, asi como alteraciones en los periodos
menstruales. En cuanto a los efectos psicoldgicos indeseables se
encuentra la disminucion en la capacidad cognosiliva y la dificullad
para concentrarse {24, 27, 54).

Tal cantidad de efectos colalerales indeseados de {os
medicamentos ansioliticos mds comunes, obliga a la bisqueda de
farmacos con igual o superlor especilicidad para tratar a la ansiedad,
al esirés y la tensidn pero que carezcan de la enorme cantidad de
efectos colaterales que las benzodiacepinas poseen.

En este sentido por las acclones fisloldgicas descritas para la Mel y
ofros Indoles afines, se suglere la posiblidad de que tales hormonas
plneales puedan consideratse como parte de estos compuestos.



-~

itl. Planteamiento del problema

St as situaclones de estrés crénico inducen una hiperfuncién de la
gléndula plneal; con un incremento en las cohcentraciones séricas de
Mel, la cudl a su vez revlerte los efectos fisioldgicos del estrés; es posible
sugelir la existencla de un sistema anslolitico enddgeno.

En este sistema es probable que la glandula plneal adopte un
popel destacado; por ser una de las primeras estructuras
neuroenddcrinas que responden a tal situaclén, De ser éste el caso, la
remoclén de la gldnduia piheal provocard una reduccion significaliva
en lo actividad de este sistema ansiolitico. Por el conlrario, la
administracién exégena de las hormonas secretados por ésta gidndula,
incrementard el estado ansiolitico mediado por este sistema.

En estas clrcunstanclas es poslible detectar la existencia de este
sistema ansiolitico endégeno empleando un modelo experimental de
ansiedad, en el cual se manipule la produccién de homonas de la
pineal, principalmente Mel y- 5-OHTL, de dos maneras, una de ellas
reduclendo su concentracion a través de una pinealectomla y la ofra
Incrementando ésta, mediante la aplicacién de indoles exdgenos.



OBJETIVO GENERAL:

Determinar la presencia de un sisterma anslolitico endégeno, en el
que particlpe la glandula pineal; describlendo los posibles factores que
Incrementan o decrementan la actividad del mismo.

OBJETIVOS PARTICULARES:

a} Describlr los efectos ansloliticos que ia Melatonina y el 5-
Hidroxltriptofol administrados en forma exogena, producen en
ratas sometidas a un modelo de conilicto expermental.

b) Determinar ei efecto ansiolitico que la Mel y el 5-OHIL
endogenos ejercen en este modelo experdmental. Para elio se
realizard una pinealectomia con el objetivo de disminuir
significativamente la produccién y llberacién de estos Indoles.

HIPOTESIS:

Si los Individuos poseen un sistema anslolitico endégeno en

el cual parlicipa la gldndula pineal, entonces ia hiperactividad de las
secresiones de ia gldndula, Inducida por la administracion de
Melatonina y de 5-Hidroxitriptofol exdgenos, o la hipoactividad de la
misma, Inducida por la pinealectomia, provocardn un decremento 6
incremento de este sistema ansiolitico, respectivamente. Estos estados
se manlfestardn por una mayor o menor ansiolisls en un modeio
experimental de ansledad.
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IV. MATERIAL Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO
Ratas macho, cepa Wistar de 180 - 230 g de peso corporal.

SUSTANCIAS
Pentobarbital sédico (Anestesal)
Solucién Salina Isoténica (0.9 %). Abbott
Alcohol. Merck '
Polletilenglicol. Sigma
Meiatonina. Sigma
5-Hidroxitriptofol. Sigma

MATERIAL ELECTRICO
Taladro dental
Rasuradora eléctrica
Ldmpara para lectura
Colchon térmico eléctiico para rata
Balanza analitica

EQUIPO QUIRURGICO Y MATERIAL DE CURACION
Pinzas para disecclon.
Pinzas bulidog
Tjeras
Mango de bisturi con hoja # 4
Espdtula
Porta agujas
AgujadelNo. 22y 27
Aguja de sutura
Sutura quirdrglca
Gasasde 7.5 X 5 cm
Esponja estérit GELFOAM
Cera estéril para sellar hueso
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MATERIAL DE VIDRIO
Cdjas de Petrd 10 cm didmetro
Vasos de precipitado de 50y 25 mi
Jeringas de 5 ml desechables
Jeringas hipodérmicas para tuberculing

Equipo de prueba - Situacién de Confiicto -

Cdja de acrifico transparente de 38 X 25 X 30 cms con plso de
rejiilas metdlicas de acero Inoxidable de 0.5 cm de diametro, separados
enire sf un cm de distancla una de otra. Esta caja conliene una botella
de plastico con bebedero metdlico, el cual se inserta al interior de la
cdja { Figura é}. .

Fuente de poder eléctrica que genera electrochoques cuyo
nimero es sefialado por un contador digital. Estas porclones estan
conectadas a las partes de metal que tiene el cubo de prueba . El
clreulto eléctrico que activa el contador se forma entre el bebedero
meldiico y las barras del piso de la camara, cuando el animal esta
parado sobre las barras y iame el bebedero,
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METODOLOGIA.

Se ulilizaron 210 ratas macho, de la Cepa Wistar cuyo peso oscild
entre 180y 230g.

Las ratas procedian del bioteric de la tacultad de Quimicay no
tenfan algin tipo de experlencla previa. Estos animales se mantuvieron
en condiciones ambientales de laboratorio por al menos 15 dias antes
de Iniciar la fase experimental. Durante este tlempo los animales
tuvleron acceso directo y libre al agua y ai alimento { Purina Ral
Chow}; con clclos de luz / obscuridad constantes {14 hys de fuz/10 bis de
obscuridad).

Con el total de animales empleados se obluvieron tres diterentes
grupos experimentales, un grupo conformado por 90 ratas a las que no
se les sometié a intervencién quirdrgica { ratas integras ), olro grupo de
100 ratas a tas que se les realizé una plnealectomia { Px ), ratas
operadas y finaimente otro grupo conformado por 20 ratas a las que se
les sometld a una falsa plnealectoqu(’ FPx ).

La pinealectomfa es una Intervencidn quirdrgica que consiste en
la extraccién total { cuerpo y tallo } de la GP. Para realizarla se
anestesiaron a las ratas con pentobarbltal sédico { Anestesal ) a una
dosls de 45 mg/Kg de peso corporal por via infraperitoneal { IP ). Una
vez en fase quirdrgica se les rasurd el cuero cabelludo del crdneo y se
inmovlllzaron en un aparato estereotaxico. Se les realizd la asepsia con

una solucion de benzal difuida ( 1 : 10 ) para posterdormente proceder a
" efectuar una insicién de aproximadamente 2 cm de longltud, en la
linea medla del crdneo, se levantd el perdstio para asi localizar el
punto lambda, inmediatamente sobre éste se realizd un trépano con
una fresa de centro fijo { 4.5 mm de diametro X 5.0 mm de profundidad
para desprender un disco de hueso de Igual didmetro { FIGURA 7 ). Justo
bdjo el trépano, se localizé el seno venoso; y ensegulda con la ayuda
de pinzas para microclrugia rectas se exirajo la GP .
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Una vez rediizada la pinealectomia, el orificio se obturaba con
cera de hueso estéril y la piel se suturaba.

Todos los animales sometidos a la Intervencidn quirdrgica
recibieron una aplicacién de 5 ml de solucion glucosada via IP
Inmediatamente despues de la Intervencion. Posteriormente las ratas se
colocaron en un colchén térmico eléctrico para proveer de calor y asi
favorecer la recuperacion postoperatoria.

LA extraccion de la pineal se redlizé en aproximadamente |
minuto como maximo siguendo la técnica de Hoffman y Relter { 31 ) .

En el caso de los animales con falsa pinealectomia | FPx ), se
redlizaba exactamente el mismo procedimiento quirirgico con la Unica
diferencia de que no se exiraia la Glandula pineal. Por su parte las
ratas integras se mantuvieron en las mismas condiciones amblentales
que los grupos anteriores y no fueron sometidas a Intervencion
quirirgica alguna.

Para llevar a cabo la fase experimental los grupos de ratas
operadas e Integras se dividieron en 5 subgrupos, cada uno de
acuerdo al tratamiento al que se sometieron. El subgrupo 1 recibid
solucién vehiculo ( 0.01 mi/ 10 g de peso }; mientras que los subgrupos
2y 3se hrataron con Mel con 1y 2 mg/Kg de peso y asu vez los grupos
4y 5 reclbieron 5-OHTL a ias dosls de 1y 2 mg/Kg de peso.

En cuanto a los subgrupos de las ratas integras, estuvieron
conformados por 20 ratas cada uno, excepto en el caso del grupo
control el cual consté de 10 animales, es decir un total de 90 ratas. El
resto de los subgrupos manejados estuvo conformado por 10
individuos, 1o que hace un total de 120 ratas para cada seslon de
prueba.

Tanto ia Mel como el 5-OHIL se prepararon inmediatamente antes
de su aplicacién, pésando 2 mg de cada producto, utilizando una
balanza andlitica y esta se disolvia en una solucién de polietilenglicol
al 30% y etanol al 1% disuelto en agua destilada. La dosls siempre se
ajusté a un volumen de aplicacién de 0.01 mi por cada 10 g de peso
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corporat.

Los sujetos del subgrupo 1 recibieran la aplicacion de solucion
vehiculo. La administracién en fodos 1os sujelos se realizd siempre 20
minutos antes de iniciar la prueba experimental.

FIGURA 6: Cdmata de prueba y dispositivo de conteo electronico
ulilizado en el modelo de Vogel para provocar una sltuacién de
contlicto.

Para realizar fa prueba de ansiedad, se ulilizd el modelo de Vogel
| 62 ) éste  maneja una situacién de contlicto como fuente de
ansiedad, en este modelo se pretende crear dos fuerzas anfagonicas
en el individuo, el cudl finalmente debe oplar por una de ellos para
terminar con la génesis de la ansiedad .
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corporal,

Los sujetos del subgrupo | recibleran la aplicacion de solucion
vehiculo. La administracidn en todos los sujetos se realizd siempre 20
minutos antes de iniciar la prueba experimental.

FIGURA 6: Cadmara de prueba y dispositivo de conteo electrdnico
utilizado en el modelo de Vogel para provocar una situacion de
conflicto.

Para realizar la prueba de ansiedad, se ulilizd el modelo de Vogel
| 62 ) éste maneja una situacidon de conilicto como fuente de
ansiedad, en este modelo se pretende crear dos fuerzas antagénicas
en el individuo, el cual finalmente debe oplar por una de ellos para
terminar con la génesis de la ansiedad .
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En este modelo uno de los estimulos antagonicos es un choque
eiéclrico que recibe el animal cada vez que lame el bebedero
metdlico, vy el olro es el impulso que lo obliga a beber después de
haber permanecido privado de agua por 48 his. lLa situacién de
conflicto se resuelve cuando el Individuo resta importancia al choque
elécliico e Inglere agua a pesar de reclbir varias descargas elécticas.
Para realizarse este modeio requlere de una caja de acrilico
transparente { 38 X 25 X 30 cm ) en cuya pared posteriory a través de un
orificlo se Introduce un bebedero metdlico conectado a una bolella de
pldstico con capacidad de 250 mi.  Este bebedero se localiza a 6 cm
de distancla del piso de la caja.

Un circuito de corrlente directa que utiliza una fuenie de poder de
6 V, se conecta entre las vaiillas gue componen la rejilla del piso de la
caja y el bebedero, El circulto se clerra cuando la rata simuitdneamente
toca la refilla del piso y lame el bebedero, en ese momento se genera
un pulso eléctilco de 600 mV, que alimenta un dispositivo digital {67)
con dos contadores que determinan e} nimero de lengiietazos que da
el sujeto (pulsos) y el nOmero de eventos {choques ) que recibe la rala.

Para la sesidn experdmental se utllizaron ratas privadas
exclusivamente de agua durante 48 hrs + 0.25 his, sin modificar el
acceso al alimento, nl los ciclos de luz - obscuridad. La sesién
expermentai se inlclaba ol pesar a los animales y calcular el volumen
de solucion con el farmaco para aplicario.

Tanto la dosls reciblda como el nimero de rata que corespondia
a cada uno de jos grupos fué selecclonado en forma aleatoria. Todos
fos fdrmacos asi como la solucion vehiculo, fueron adminisirados 20
minutos antes del procedimiento expetimental, La prueba de anslolisis
se iniclo af colocar af individuo deniro de la caja, siempre en el mismo
lugar y de frente al bebedero. La duracion de la prueba siempre fue de
tres minutos exactos y siempre se reallzé en un ambiente tranqulle
medlanamente lluminado, sin Interrupciones, ni ruidos.
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Figura 7. Para extraer la GP los animales se colocaban eh un
aparato estereotdxicoy se les realizaba una kepanacidn. Tal como
se muestra en esta fotogratia,

Todos los animales fueron expuestos por una Unica ocasion al
paradigma experimental. Una vez finalizada la prueba los animales se
sacrificaron con una sobredosis de éter. En el caso de las ratas
pinealectomizadas 50 de ellas fueron somelidas a la intervencidn
quirdrgica 7 dias antes de la prueba y las 50 restantes lo fueron 11 dias
previos. De igual forma los grupos de faka pinealectomia fueron
también sometidos a la infervencion 7 y 11 dias previos a la sesién de
prueba.  Elresto del procedimiento experimental fue esirictamenie el
mismo que para los demas grupos. Al final de la sesion de prueba los
sujetos con falsa pinealectomia fueron perfundidos a lravés del corazédn
con una solucion de formaldehido al 4 % para veiificar la realizacion de



la pinealectomia o de la falsa pinealectomia. En cada grupo sélo se
Incluyeron los sujetos en los cuales el proceso quirirglco tuvo éxito.

Desde el punto de vista estadistico se utilizd la prueba de ANOVA,
previa validacion de los datos con la prueba de Tukey, para comparar
cualquler diferencla estadistica significativa en el nimero de choques
que los sujetos recibian.  El nlvel de signiticancia menor elegido fue de
p < 0.05.
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RESULTADOS

Una vez que los animales fueron colocados dentro de la cdmara

de prueba, su conducta inicial fue de exploracion. Husmeaban y se
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movian alrededor de toda la cgja. Sin embargo, cuando seﬁi@lﬂé’éﬂ

del bebedero, cosa que le tomo en promedio 20 seg,
aproximadamente, Inmediatamente intentaban ingerir agua. Al recibir
los primeros choque; eléctricos se retiraban precipitadamente del
bebedero, frecuentemente se Iban al ofro extremo de la caja y algunas
de ellas emitfan un pequeiio chillido, después de recibir los choques los
animales se mantenian estaticos, con muy pocos despiazamientos. Ni
los animales pinealectomizados ni los falsamente pinealectomizados
mostraron alguna diferencia conductual con los sujetos integros.

En la GRAFICA | se muestra el nimero de choques que recibieron
los animales que conforman los tres grupos controles empleados. Para
el andlisis de los efectos a los 7 dias posteriores a la pineaiectomia el
grupo de ratas controles integras (Cl), el grupo de ralas controles
pinealectomiazadas (CPx) y probadas 7 dias después de la Intervencion
quirdrgica y el grupo control con falsa pinealectomia (CFPx) también
probadas después de 7 dias de realizada la falsa pinealectonia.

En ofra situaclén se observd que los animales controles integros
recibleron en promedio 17.3 £1.39 choques durante los 3 minutos que
permanecieron en la caja de prueba, mientras que los anlmales
falsamente pinealectomizados y los pinealectomizados recibieron 13.1 +
2.54 y 30.1 £ 3.77 respectivamente (GRAFICA 1). En el andlisis estadistico
se enconlré que hay diferencias al comparar ia ejecucion de los sujefos
pinealectomizados con la observada en los sujetos controles Integros
(P<0.05) y ia de los sujetos con falsa pinealectomla (P<0.01), qunque ios
animales con falsa plnealectomia reclbieron una menor cantidad de
choques elécticos que los sujetos controles integros, ésta diferencia no
fue estadisticamente significativa,
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Grafica 1. Histograma de frecuencias que muestra la efecuclion de
los grupos contioles integros (Cl) y controles pinealectomizados
(CPx) y talsamenie pinealectomizados (CFPx), 7 dias previos a
someterlos a Ia prueba de confiicto.

Este mismo andlisis se realizé para los grupos de control integro,
pinealectomizados y falsamente pinealectomlzados, pero ahora
probados a los 11 dias después de realizar la respectiva intervencion
quirdrglca. Las ratas integras mostraron valores de 17.6 + 1.39 choques
durante 3 minutos; durante el mismo flempo el grupo con falsa
pinealectomia reclblé. en promedio 20.6 + 3.37 choques, valor no
diferente estadisticamente del control. Sin embargo. al comparar los
valores obtenldos por el grupo de ratas controles integras y con falsa
pinealectomia con aquelios observados en las ratas
pinealectomizadas, el cual fue de 10.4 + 2.20 choques se encontraron
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diferencias estadisticas con valores de probabilidad diferentes (GRAFICA
2).
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Gratica 2. Se representa la ejecuclon de los grupos controles
similares a los de la grética anterlor, pero ahora probados 11 dias
después de ia plnealectomia. ’

Los efectos de la aplicacion de melatonina en esta situacion de
conflicto se muestran en la GRAFICA 3. Por otro lado los dos grupos de
ratas que recibieron una aplicacién previa de melatonina en dosls de 1
6 2 mg/Kg mostraron incrementos Importantes y significativos con
respecto a los animales controles. Asi, el grupo que reciblé 1 mg/Kg de
melatonina aumenté su nivel de respuesta hasta 52.5 £ 2.72 choques en
3 minutos lo cual contrasto con el nivel de 13.1 £ 2.54 mosirado por los
sujetos controles. Este contraste estadisticamente arroja una
probabllidad de P<0.001. En el caso de los suletos tratados con 2 mg/Kg
de meiatonina el nivel que alcanzaron fue de 76.7 + 2.1 choques en 3
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minutos con una probabilidad de P<0.001 (Grdafica 3). En lo relacionado
al pretratamiento con el 5-OHTL, los valores encontrados fueron mucho
menores que los observados con la melatonina. Se enconiré que los
sujetos con 1 y 2 mg/Kg mostraron un valor de 17.6 + 1.43 y de 27.9 £
1.50 respectlvamente. Solo este Ultimo valor fue diferente
estadisticamente (P<0.05] cuando se comparé con el valor de los
sujetos controles,
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Gratica 3. La aplicaclén de melatonina y 5-hidroxlitriptotol, se
asoclé con un incremento significativo en el nimero de choques
que recibleron los animales, tal y como lo muestra esta gratica.

Una sltuacién similar se observé cuando los sujetos
pinediectomizados se probaron a los 11 dias después de la intervencion
{GRAFICA 4). En-este caso todos los grupos tratados; es decir el grupo
con falsa pinealectomia, los grupos que recibieron melatonina y los
grupos con 5-OHFL tueron estcdfstlccmente diferentes en su desempefio
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con respecto a los controles. Las diferencias mas importantes se
encontraron con fos grupos con 1y 2 mg/Kg de melatoning, ias cuales
alcanzaron 62.9 + 2.62 y 840 £ 2.62 choques. respectivamente. En este
caso el nivel de significancla fue de P<0.001 para ambos grupos. Por su
parte los grupos con 1y 2 mg/Kg de 5-OHTL mostraron 16,3 + 1.51y 36.7
t 1.50 respectivamente. En ellas las diferencias encontradas con
respecto al conlrol se ublcaron sus valores de significancia de P<0.05y
de P<0.005, también respeclivamente. No se observaron diterencias
estadisticas significativas, con respecto al grupo control aunque el
grupo de 1 mg/Kg mosiré una disminucién importante (GRAFICA 4).
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Grdlica 4. Tamblén en fos animales pinealectomizados y probados
7 dias después, los indoles de la pineal Incrementaron el niero de
choques reciblidos durante la prueba de contlicto.

Por su parte ia GRAFICA § muestia io que ocurre aios 11 dias
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posteriores a la pinealectomia. Los efectos de la aplicacion son auin
mayores en estos animales con Importantes diferencias estadisticas
para ambas dosis. Asi, la dosis de 2 mg/Kg el nimero de choques hasta
84.0 + 2.62 choques en 3 minutos lo cual es significativamente diferente
a lo encontrado en el grupo control {P<0.001). La Onica dosis de 5-OHIL
que provoco algun efecto (P<0.05) fue la de 2 mg/Kg (GRAFICA 5). Con
la finalldad de analizar el efeclo de la pinealectomia sobre la accién
ansiolitica mosirada por la melatonina.

1004

NUMERO DE CHOQUES EN 3 MIN.
[ ]
o
s |
5l
23
el

SALAY,

CFPx CcPx PXMELY PxMEL2 PxS-OHTLY Px5-OHTL2
TAATAMIENTO

Grdfica 5. Cuando los Indoles de fa pineal se aplicaron a
los 11 dias posteriores a la plnealectomia, los efectos fueron
ain mas siginiticativos.

Se compararon los efectos de este Indol observados en animales
integros con aquellos encontrados en los animales pinealectomizados y
probados a los 7 dias después. Esta comparacion la cual se muesira en
la GRAFICA 6, sefiala que los grupos pinealectomizados mostraron un
mayor [P<0.05) indice de ansiolisls que los sujetos integros. Esta sliuacidn
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no se observa con la aplicacion sisiémica de 5-OHTL. £n este caso los
pocos electos provocados por este indol son independienies de la
integridad de 1a pineal {GRAFICA 6).
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Gratlica §. Al comparar los etectos provocados por la melatonina
entre los animales integros (Barras claras) con aqueilos
encontrados en animales pineadlectomizados (Barras oscuras), Se
mostrd que estos Ultimos, mostraron un mayor nimero de chogues
eléchricos durante la prueba de conflicto.

Se realizd un andlisis similar con los resultados obtenidos de los
animales pinealectomizados y probados 11 dias después de la
infervencion (GRAFICA 7). En estas circunstancias los efectos de la
melatonina fueron adn mas importantes, lo cual se manifiesta porque el
valor de significancia obtenido al comparar a los grupos que recibieron
2 mg/Kg de melatonina fue de P<0.0}, lo cual contrasta con lo de
P<0.05 observada al comparario con los animales pinealectomizados y
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probados a los 7 dias posteriores a ta pinealectomic.

NUMERO DE CHOQUES EN 3 MIN.
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Grdtica 7. También la aplicacén de melatonina a los 11 dias
provocd un Incremento signiticativo en el numero de choques que
recibleron los sujetos.

En este caso tampoco se observaron diferencias significativas con
la comparaciéon de los grupos tratados con 5-OHTL. Finalmente la
GRAFICA 8 muestra el andlisis comparativo que se reatizé enfre los
sujetos pinealeciomizados y probados a los 7 y 11 dias. En esta se
muesira que aunque el nimero de choques que recibieron fos sujefos
probados 11 dias después de la pinealectomia es mayor que la
mostrada por los sujetos con 7 dias posteriores a la intervencion, esta
diferencia no es estadisticamente significativa (GRAFICA 8.

También es posible observar un pequefio incremento en el niumero
de choques por parte de los sujelos tratados con 5-OHTL en dosis de 2
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mg/Kg. a los 11 dias; aunque tampoco es estadisticamente diferente
{Grdfica 7).
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Grdfica 8. Cuando se compararon los sujetos pineatectomizados 7
(baras claras) dias antes de la prueba con los pinealectomizados
alos 11 dias, (barras oscuras), se mostrd que éstos Gtimos tuvleron
un desempeiio mayor. Aunque estos valores no fueran
estadisticamente diferentes.

Finalmente, al comparar los resultados obienidos en los dos
grupos de animales pinedlectomizados, abservamos que los individuos
pinealectomizadas 11 dias antes de la prueba de confiicto, siempre
mostraron un nivel mayor de choques eléctricos, aunque esta diferencia
no fué estadisticamente significativa, tal como la muestra la grafica
némero 8.
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DISCUSION

La participacion de los sistemas pineales en situaciones estresantes
ha sido documentada desde hace mds de una década. Asi, por
elemplo el mantener en situaclones de esirés cronico a varios grupos de
animales provoca una hipertrofia de la pineal con un Incremento en la
secrecion de las hormonas ( 18, 19, 35, 41 ). Por olra parte el esirés
agudo siempre se acompafia de un incremento en la secrecidon de
melatonina { 18, 19, 41, 56 ). St ademd@s consideramos que la melatoning
provoca electos antagdnicos a los provocados por la aplicacion de
calecolaminas; se suglere enfonces que este indol revierte los efectos
fisioldgicos desencadenados por el estrés a través de la secrecion de
catecolaminas { 34, 35).

Estas sugerencias han llevado a postular a la plheal como una
glédndula tranquiiizadora { 2, 43, 52 ). Los efectos antiestrés de la
melatonina se manifiestan también sobre muchos pardmetros
endocrinolégicos e inmunoldgicos, de tal suerte que ia reslstencia a las
Infeccliones y a procesos degenerativos del tipo del cdncer se reducen
considerablemente en animales que reciben melatonina en torma
crénica { 19, 21, 55 ).

A pesar de todas estas evidenclas el papel fislolégico de la
melatonina dentro de los procesos de estrés .y ansiedad { la
consecuencla psicoléglca del estrés | es aln desconocida. Todos los
efectos antlestrés descritos para cualquler indol de la pineal solo
pueden manifestarse cuando la dosls administrada es suprafisiologica
es declr se encuentra en el rango de los miligramos cuando ia dosis
fisloléglca es del orden de los nanogramos { 19, 56 }. Esta discrepancia
ha generado una amplia controversla sobre tales acclones .

$t la melatonina u otros indoles de la pineal estan involucrados en
- acclones antlestrds en condiciones fisloldgicas, esto implicaria la
existencla de un sistema enddgeno antiestrés o antlansiedad
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(ansioliico) el cual modifica la aclividad de los sistemas de
catecolaminas que participan en este proceso. Obviamente dentro de
este sistema endégeno de anslolisis la glandula pineal y quiza alguna
ofra estructura o grupo de estructuras estarian Involucradas.

La relacién entre Indoles de la pineal y catecolaminas ha sido
mosirada por varios autores. Asi, fanto el cuerpo estriado como en la
retina la melatonina es capaz de reducir la liberaclon de dopamina por
un mecanismo a nivel de membrana celular y dependiente de caiclo
{34). Tamblén a nivel de hipotdlamo anterior ia melatonina produce
etectos antigonadolrépicos por bloquear las acclones de las
catecolaminas sobre las nevronas productoras de gonadotrofinas {4,
34,49},

El demostrar la existencla de un sistema anslolitico endégeno,
modifica en forma significativa las estrateglas terapéuticas del
padecimlento. No hay que olvidar, que los farmacos denominados
ansloliticos son los de mayor prescripclén en todo el mundo (5, 9. 27,
54, 61 ). Sin embargo, estos farmacos actian sobre las manlifestaciones
fislologlcas del estrés, mds que sobre los mecanismos neurotisioldglcos
que se alteran en este proceso. '

La existencia de este slstema enddégeno brindaria otro sistema
"blancoe” para la acclén de tdrmacos ansloliticos,

En el presente trabajo mostramos que tanto la administracién de
melatonina como la pinealectomia modifican la respuesta de los
Individuos a una situacidn estresante en un modelo cldsico de
ansledad,

La validez del modelo experimental ha sido ampliamente
documentada (46, 62). En é! la administracién de los fdrmacos
utilizados en el fratamiento de la ansledad provocan un Incremento
signlficativo en el nimero de choques que reclban los Indlviduos;
mientras que esto no se observa con la aplicaclén de farmacos
anfidepresivos o sedantes { 25 ). La viilidad y especiticidad del modelo
es fal, que se emplea como una prueba rutinaria en ei cernimiento de
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fdrmacos ansioliticos { 25, 46 ).

La pinealectomia, maniobra que reduce hasta en un 98% las
concentraciones de melatonina en hdmsters { 31 ), provocé efectos
diferentes dependiendo del liempo transcurido entre su relajaciéon y la
prueba de ansiedad. Asi cuando los animales fueron probados a los 7
dias después de realizada la intervencion quirdrgica el efecto
observado fue un incremento en el nUmero de choques, lo que puede
considerarse como un efecto ansiolitico.

Sin embargo, cuando franscurrieron 11 dias entre su realizacién y
ia prueba de conflicto su efecto fue una reduccién en el nimero de
choques con respecto a los grupos controles, lo cual sugieren un
incremento en el estado de ansiedad. Es perfinente mencionar que los
animales con falsa pinealectomia mostraron diferencias menores que
no fueron estadisticamente significativas cuando se compararon con
los valores mostrados por los sujetos controles infegros. Por el contrario
la comparaclén con el nimero de choques mostrados por los animales
pineadlectomizados slempre mostraron diferencias estadisticas cuando
se compararon ya sea con los sujetos conlroles integros o blen con los
sujetos con falsa pinealectomia tanto a los 7 como alos 11 dias.

Los efectos ansloliticos observados a los 7 dias de reallzada la
pinealectomia Inducirian una sobreactividad del slstema ansiolifico
enddgeno, mientras que los resultados observados a los 11 dias sugieren
una hipoacilvidad del mismo. Ambos efectos refiejan estados
compensadores de la carencia de un elemenio dei sistema de ansiolisis.
Tales oscllaciones son caracterisiicas de los sistemas de control
neurofisiold gico.

Asl, en este caso la sobreactividad reflejarla un incremento en la
sensibliidad del sistema quizd a la propla melatonina enddgena
proveniente de ofros sifios o, a ofras sustanclas neurotransmisoras que
nomalmente se ilberan durante las situacines estresantes , como a la
que es somelida el anlmal durante la prueba de ansledad, por su parte
la hipoactividad, observada en el dia 11 podria reflejar la finallzacion
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de tal estado de compensacién.

En este momento el sistema de anslolisls enddgeno se encontraria
afunclonai y una sltuacion estresante como la que se produce durante
el modelo de Vogel, provocaria un grado méximo de ansledad, como
el que se encontrd en ej presente estudio.

Esta explicaclon se sustentaria con mayor firmeza si se realizaran
experimentos similares en animales pinealectomizados entre los 7 y 10s
11 dlas previos a la prueba de conflicto. Es de esperarse que en uno de
estos dias ocurrirfa la transicion entre la hiper e hipoactividad del
sistema referido.

La accién anslolitica de la Melatonina se observd ciaramente
despues de la administracldn en animales integros y previamente
pinealectomizados { Grdficas 3, 4 y 5 ). Esle efecto siempre fué
dependlente de la dosis y estadisticamente significativo en todos los
suletos anallzados. En los animales integros el nimero de choques que
recibleron se Incrementé hasia tres veces con Ia dosls mayor de ig
melatonina.  De acuerdo al modelo de Vogel este incremento
representa un estado de ansiolisis tal que refleja una reduccion del 80 %
de la ansledad ( 62 ).

En estudios previos se ha mostrado que es equivalente al efecio
observado desples de la administracién de una dosis de 2 mg/Kg de
diazepam o de 10 mg/Kg de clorodiazepéxido { 29 }. Dosis aue son
capaces de desencadenar Importantes efectos colaterales ( 9, 27, 61 ).

Por ofra parte ios efectos ansloliticos mostrados por el 5-OHTL
fueron muy pobres. Unicamente la dosls mas elevada ( 2mg/Kg )
mostrd una accién estadisticamente significativa menor.  Esta dosis es
equimolarmente muy similar a la dosis de la melatonina lo que sugiere
que la melatonina es mucho mds eficlente para realizar tal acclén
ansiolitica. Evidentemente se requiere del empleo de varias dosis mds
de 5-OHIL pdra determinar sus verdaderas propledades ansioliticas asi
como el comparar sus acclones con otros indoles estructuralmente
simitares para determinar el grupo funcional responsable de tal
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actividad. La prncipal diferencia estructural entre este compuesto y {a
melatonina es el proplo metoxi en el carbono 5 del anillo Inddlico que
poseé la melatonina el cuail es sustituido por un grupo hidroxllo en la
molécula del 5-OHTL, Es probable que tal grupo funcional sea el
responsable de la eflcacla de la acccién ansloliica.

Las Gréficas 6 y 7 muestran que los animales pinealectomizados
responden con mayor Intensidad a la aplicaclén de la melatonina
enddgena que los Individuos controles.  Estadisticamente eslas
diferenclas son mayores cuando los sujetos se pinealectomizaron 11 dias
antes de somelerlos a la prueba de conflicto, o cual podria sugerir una
mayor sensibilidad de las sustanclas enddgenas a la aplicacién de la
melatonina exégena,  Este proceso de hipersensibliiidad es una
respuesta comun a la disminuclén ya sea quirirgica o farmacoldgica,
de un neurotransmisor ( 5, 24 ).

Se trata de un proceso denominado " up or down regulation * ( 9,
23, 24 ) el cual depende de un balance pre-establecido entre el nOmero
y la eficacla de ios receptores y de fa cantidad de neurotransmisores
involucrados en la hendldura sinaptica (| 6, 44 ). Sl este balance se
Interrumpe se establece con varos mecanlsmos que Intentan retornarlo
a su conduccién Iniclal.  Asi, una disminuclén en la concentracién del
neurotransmisor provocard un incremento ya sea en el nimero o en la
eficacla de los receptores, mientras que el decremento sostenido de
este neurofransmisor provocard el efecto opuesto en el receptor { 9, 24,
25, 61 ).

En el presente estudlo es de esperarse que la pinealectomia
provoque una reduccién muy signlficatlva en ias concentraciones
séricas y el fiquido extracelular de melatonina; tal reduccién podria
acompaiarse de un Incremento en la eficacia y quizé en el nimero de
receptores para esta homona; por lo tanto fa admlnistracién de esta
hormona en dosls elevadas Incrementaria un slstema hipersensible, por
ia carencla de hormona enddgena, y provocarla un incremento
significativo en sus efectos.
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Conforme transcurre el tiempo posterior a la pinealectomia fos
efectos serian aun mayores porque el grado de sensibilizacidn seria
mayor. Situacién que se observé en el presente estudio, ya que los
sujetos con 11 dios de pinealectomia mostraron un mayor grado de
ansiolisls que los pinealectomizados a los 7 dias (Grafica 8).
Probablemente al analizar el efecto de la melatonina en animales
pinealectomizados a lo largo de varos dias, Iniclando desples de tres
dias. con el objeto de ellminar los efectos del anestésico y confinuando
qulzd hasta los 20 dias, serfa posible estimar la dindmica de este efecto
regulador de la actividad de este sistema.

En resumen los resultados del presente estudio sugleren la
existencla de un sistema ansiolitico endégeno en el cual participa la
glandula pineal a través de sus hormonas, particulammente ia
melatonina.  Sin embargo, aun es necesario definr la particlpacion de
otras.estructuras y neurotransmisores en el mismo, asi como determinar
la participacién de este sistema en el efecto desencadenado por los
tarmacos actualimente empleados '



CONCLUSIONES
Los resultados del presente estudio permiten conclulr que:

a) La Melatonina y el 5-Hidroxitriptofol producen un etecto
ansioltico en ratas, empleando el modelo de conllicto de Vogel.

b) Este efecto de la Melatonina es considerablemente mayor que
el del S-Hidroxitriptofol,

¢} La acclén ansiofitica es dependiente de ia dosis y muestra una
dindmica propla.

d} La pinealectomia provoca una modificacion importante en la
funcion anslolitica de tos Individuos,

e) La accién ansiolitica de la Melatonina es mayor en animales
pinealectomizados que en animales integros.

f) Los efectos de ambos indoles provocados en ratas
pinealectomizadas aumenta con respecto al nimero de dias que
transcunen enhe la pinealectomia y la prueba de conflicto.

g) Estos datos sugleren la existencia de un sistema  enddégeno
antiansiedad, en el cuai parficipan la gléndula pineatl y la melatonina.

h} En este sentido tanto la pineal como la melatonina pueden
considerarse como “blanco" en la terapia de este padecimiento,
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