/)2.6(

UNIVERSIDAD  NACIONAL  AUTONOMA

DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA / g
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO 9,

MODULACION DE LA EXCITABILIDAD DE LAS

NEURONAS DEL RIPOTALAMO ANTERIOR POR

EFECTO DE LOS 5 -METOXI-INDOLES DE LA
GLANDULA PINEAL

T E S i S .

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
,j P R E & E N T A

LlDlA_l RANGEL TRUJAMNO

——

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A MIS PADRES

Porque en todos los momentos me han
brindado su apoyo y amor, por ello les doy
las gracias y les ofrezco este trabajo que es
una meta mas en mi vida.

A MIS HERMANOS

Por brindarme toda su comprension
y confianza, por decirme mis verdades
Y corregirme &n mis errores

LOS QUIERD

AL DR. CRUZ

Es cierto gue el amor verdadero

BS raro, perc mas rara aln es |a

verdadera amistad, por esg te

doy las gracias por brindarme tu
amistad



PROFA MARICELA:

Le doy las gracias por hacerme pensar
y reflexionar en mis momentos de
desesperacion, ademis por brindarme
su amistad sin ninguna condicién.

MARIBEL, LUPITA, AMPARO
Por su apoyo, amistad Y comprension

LAS QUIEROD

A: José Luis, Cristina, Belén Yy a
todos los que de algdin modo
han cruzado en mi vida dando
una luz en mi camino,

A M!JURADO, POR EL TIEMPO BRINDADO

PRESIDENTE: DR. FERNANDO ANTON TAY
SECRETARIO: DR. RAFAEL SALIN PASCUAL

PRIMER VOCAL: DR. CRUZ REYES VAZQUEZ
SUPLENTE: DRA. MA. LUISA FANJUL DE LA PERA
SUPLENTE: DRA. MA. DE LOURDES MASSIU TRIGO



RESUIEI 1aveeeeieeiieeeeeenreatesuestss seabieaesaessieabrerassba e seaessasesmsassrrasssbasasesanar

Abstract

TREEOAUCEION .vivererrierereermreeteseseeme e ne et rebs s eca eers srra s e seat sha e nne st ens
Ohjelivo GEneral ... e s
Objetivos Particulares ... e i
HIDPOUEEIS  .oeevciniierrercmeiet e e scenreisin st eedue e e pan s e ne et sbn e
Metodolofia oo
Registro en Animales Integros. ...t
Registros en Rebanadas de Hipotdlamo. ...ooveonieemnnnnnes
Resultados .oovviiviieeeeeie e
Resultados de Animales IDtEETOS. ..o vceeeecrniisiiiiri s
Melatomina ..oecveocriernee e e
S-metoxi-triptofol ...

S-metoxi-indol-Acido ACAICO oo

Resultados de Rabanadas de Hipotalamo. ...
Melatomina ..cooceieeiecviniiicice e
5-metoxi-triptolol ..o
5-metoxi-indol-dcido acético ...

DASCUSION. .eeeiieceiei ettt v e sttt e e

COnCIUSIONEE ..oooi v eecrecs e e bt e

Bibliografia. ...

21
21
21
22
22
25
29
29
29
34

37

41
41
44
44
46
55

56



RESUMEN

A pesar de los maltiples estudios existentes sobre la participacién de las hermonas
de la pineal en el proceso de la reproduccidn, tanto los sitios afectados por estas hormonas,
como el mecanismo de accién empleado son atin desconocidos. Los estudios que marcan la
localizacién de receptores a la melatonina, la principal hormona de la pineal, indican que
cuando menos existen 5 regiones con receptores tanto de alta afinidad (ML1) y de baja
afinidad (ML2). Dentro de estos sitios el més interesante es el hipotdlamo anterior. Tal
interés deriva de los efectos antigenadotrépicos desencadenados por la administracidén de
melatonina en casi todas las especies estudiadas, aunque estos son mas marcados en los
animales con reproduccién estacional. La melatonina provoca una reduccién en la
produccién y liberacién de la hormeona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), la cual se
produce en células conocidas como gonadotropos localizadas en regiones del hipotilamo
anterior y predptico. Sin embargo, estas céiulas carecen de receptores a la melatonina, por
lo que los efectos deben ser mediados por algin otre sistema neuronal localizado en las
regiones del hipotdlame anterior. £l objetivo del presente estudio consistié en caracterizar
la respuesta de las neuronas del hipotidlamo anterior y predptico a la administracién de
melatonina, 5-metoxitriptofol y 5-metoxi-indol-dcide acético por via sistémica y por
administracién local en rebanadas de hipotdlamo. El parimetro que se analizd fue la
frecuencia de descarga neurcnal de estas células, la que se considerd como un indice de su
grado de excitabilidad. La aplicacién de los dos ltimos indoles mencionados, se realizd con
¢l objetivo de establecer un anilisis comparativo con la melatonina y otros compuestos con
origen y estructura similares, aunque la afinidad de los receptores hacia estas dos
hormonas es inferior a la mostrada hacia la melatonina. La administracion sistémica de los
indoles se realizd en ratas anestesiadas con uretano (1.5 g/Kg de peso) y montadas en un
aparato esterotixico, a las ratas se les coloco una cinula endotraqueal que facilitaba la
ventilacién pulmonar y un catéter endovenos para la aplicacién de firmacos. Una
micropipeta de vidrio (1 uM en la punta y de 15 a 30 MQ de impedancia ¢hmica) se
descendia hasta el hipotalamo anterior en busca de células con actividad espontinea. La
frecuencia de descarga fue registrada extracelularmente empleando equipo y técnicas
convencionales. Después de un periédo de registro basal de 15 minutos se procedid a
administrar una dosis de 0.2, 1.0, 1.5, 2.0 6 2.5 mg/Kg de peso de melatonina, 5-metoxi-
triptofol o 5.metoxi-indol-cido acético por via endovenosa. El registro fue continué por 60
minutos mas, dividido en 4 periodos de 15 minutos cada uno con fines de analisis
estadistico. Al final, se sacrificaron a las ratas con una sobredosis de anestésico, se extraia
el cerebro y se localizaba el sitio de registro. Para los experimentos "in vitro" se empled
rebanadas de hipotalamo obtenidas de ratas adultas. Tanto las técnicas como el equipo
utilizado también fueron las convencionales. Se registro la actividad extracelular de células
con actividad espontidnea durante 15 minutos antes de ahadir alguna de las
concentraciones melatonina 200 6 790 uM, o de alguno de los otros indoles (790 uM) v 60
minutos después de tal adicién. La aplicacidn sistémica de los indoles indujo importantes
efoctos en 73.12, 60.5, y 92% de las células registradas con melatonina, 5-metoxi-triptofol y
5-metoxi-indel-Acido acético, respectivamente. La melatonina indujo un efecto bifisico
dependiente de la dosis, con incrementos de la frecuencia de descarga en dosis menores de
1.5 mg/Kg de peso, mientras que dosis > de 1.5 mg/Kg de peso deprimen este parametro.
Por su parte el efecto del 5-metoxitriptofol en dosis de 1.5, 2.0 y 2.5 mg/Kg de peso fue el
incremente en la frecuencia de descarga. El efecto mas importante en intensidad y



duracién y nimero de células afectadas fue provocado por el 5-metoxi-indol-acido acético,
el cual indujo una profunda inhibicién de la frecuencia de descarga en todas las dosis. La
gran mayoria de células que respondieron a estos compuestos fueren localizadas en el
hipotalamo anterior cercano al ndcleo ventromedial, mientras que las células que no
mostraron efecto alguno se localizaron en el drea predptica. Cuando estos firmacos se
aplicaron en forma local, en las rebanadas de hipotdlamo, !a melatonina indujo efectos en el
60%, mientras que el 5-metoxi-triptofol afecté sélo el 30% y ninguna célula fue modificado
en su frecuencia por el 5-metoxi-indol-acido-acético. Nuevamente la mayoria de células
afectadas se localizaron en las inmediaciones del nicelo venromedial hipotaldmico. Estos
efectos indican que estos compuesto ejercen acciones en estrucutras diferentes al
hipetalamo predptico. Lo cual sugiere una mediacién por otros sistemas de
neurotransmisores en sus efectos antigonadotrépicos. Las diferencias en cuanto al patrén e
intensidad de la respuesta pueden ser consecuencia de una afinidad diferencial del receptor
por estas sustancias. De particular interés es la carencia de efectos del 5-metoxi-indol-
acido-acético cuando se aplica en forma "in vitro", perc de una importante accion cuando se
aplica sistémicamente. Esto sugiere que la influencia indirecta extrahipotalamica de esta
sustancia es muy importante en este proceso.



ABSTRACT:

In spite of the great deal of information available concerning the antigonadotropic
actions of melatonin, neither the brain nuclej nor the mechanism of action of these
melatonin effects, had been described. Several studies had described the presence of two
kinds of melatonin receptors in at least 5 different brain structures. Particular interest had
been focused in those receptors located in the hypothalamus, mainly because of the effects
induced by this pineal indol. However, it had been shown that the gonadotrops, the
gonadotropin releasing hormone (GnRH) producer cell, do not express this kind the
receptors, which means that melatonin actions on GnRH releasing are indirect. The aim of
the present study is related with the characterization of the responses induced by of
systemic and local applications of melatonin and two other pineal indoles, 5-methoxy-
tryptophol and 5-methoxy-indol-acetic acid in both the anterior and preoptic hypothalamus.
The electrophysiological parameter analyzed was the frequency of neuronal discharge, that
is congidered as an indicator of the cell excitability. The objective in using another two
pineal compounds besides melatonin, resides in the possibility to make a comparative
analysis between this hormone and two other substances with similar source and
structure; although both kind of melatonin receptors show a lower affinity for these two
indoles as compared to melatonin. Systemic administration of these three indoles was
made in Wistar adult anesthetized rats (urethane 1.5 g/Kg) placed on stereotaxic frame.
These rats had an endotracheal cannula for assisted ventilation and an intravenous
catheter for drug administration. A glass micropipette filled with 4 M NaCl and saturated
fastgreen with a 1 pm tip and 15 to 30 M ohmic impedance, was lowered to either anterior
hypothalamus or preoptic area searching for cells with spontaneous activity. The rate of
discharge was extracellularly recorded using conventional techniques and equipment.
After a 15 min basal recording a dose (0.2, 1.0, 1.5, 2.0 or 2.6 mg/Kg) of any of the three
indoles was applied iv and the recording continued to at least another 60 min. For
statistical analysis such 60 min period was divided in four of 15 min. At the end of the
experiment the animal was sacrificed by an anesthetic overdose, the brain was extracted to
localize the recording eite. Local application of the indoles was made in hypothalamic slices
from adult Wistar rats. The extracellular activity of hypothalamic spontaneously active cells
was recorded in both the anterior and preoptic slices. All solutions, techniques and
equipment used are considered as conventional. After a 15 min control recording a 200 or
790 um indol concentration was added to the bath and the recording continued for another
four periods of 15 min. The systemic indol applications elicited significant effects on 73.12,
60.5 and 92 % of the recorded cells with melatonin, 5-methoxy-tryptophel and 6-methoxy-
indol-acetic acid, respectively, Melatonin induced a biphasic effect with increases of the
frequency of discharge with lower doses application; however, higher doses always induced
a decrease of such activity. On the other hand, 5-methoxy-tryptophol in higher doses
induced an increase of the same parameter whilst the most significant effect was induced
by 5-methoxy-indol-acetic acid, with the highest depressing action in the majority of the
cells. Most of the indol sensitive cells were found to be in the anterior hypothalamus,
mainly around the ventromedial hypothalamic nuclei. Only few were found in the preoptic
area. In brain slices, melatonin modified the frequency of discharge in 60%, while 5-
methoxy-tryptophol did it in 30% of cells and 5-methoxy-indol-acetic acid had no effect at
all. the main effect induced by the two effective indoles were decreases of the discharge
rate. The responding cells were also located in the anterior hypothalamus in the vicinity of
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the ventromedial bypothalamic nuclei. These results suggest that the pineal control on the
releasing of GnRH are indirect, mediated by cells located in the anterior hypothalamus.
which means that melatonin should interact with another neurotransmitter systems in
order to exert antigonadotropic actions. This interaction could be made through GABAergic
or catecholaminergic neurons. The differences related to the pattern and intensity of
responses induced by these indoles could result from a different receptor affinity for these
compoeunds. Since 5-methoxy-indol-acetic acid did not induce any effect when it was applied
locally, it is possible that the changes observed after its systemic administration were
mediated by extrahypothalamic structures, suggesting the important role that this
structures had in this reproductive function.



INTRODUCCION

La reproduccién constituye el proceso adaptativo gracias al cual los individuos
perpetiian su especie. La modulacidn de este proceso requiere de la integracién funcional
del sistema endocrine con el sistema nervioso central (SNC): Ios que al comunicarse de
una forma neuroendécrina inician una secuencia de eventos que garantizan la funcién
reproductora (87).

Para reproducirse los individuos requieren de una conducta sexual definida,
correlacionada con los eventos gonadales y neuroendocrinos. Cada una de estas etapas es
inducida y modulada per la concentracién secuencial y sincronizada de un conjunio de
hormonas producidas y liberadas principalmente en dos estructuras cerebrales; la hipéfisis
y el hipotdlamo. Ademas, estas zonag cerebrales reciben influenciag muy importantes de
centros nerviesos superiores, como la corteza cerebral o estructuras del sistema limbico, las
tuales participan en la integracién emocional que modula también este proceso (37).

Dentro del hipotalamo, son las regiones mediobasales y antericres las encargadas de
secretar las hormonas moduladoras de la reproduccién. Sin embargo, la localizacion,
caracteristicas y nimero de células productoras de la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH), la principal hormona sexual, es variable dependiendo de la especie
que se trate (83). En la mayoria de los animales, es la regién predptica medial la que
contiene la mayor cantidad de estas células (57). De esta estructura se originan fibras que
se dirigen hacia la eminencia media para terminar rodeando a los capilares del plexo
primario del sistema porta-hipofisiario (5) (Fig. 1).

Ademas de conlener a algunas de las células productoras de GnRH, el hipotalamo
anterior interviene en otros aspectos de la reproduccién. Por ejemplo, participa en la
modulacidn de las conductas sexuales que los sujetos muestran antes del apareamiento
como la lordosis en las ratas hembras y la copulacion en los machos. En 1a rata albina
existe una correlacidn entre tal conducta y la descarga unitaria de las neuronas de la
regidn anterior hipotalamica. Adicionalmente esta conducta es facilitada por la
estimulacion eléctrica de esta estructura (100). Por otra parte, la informacién olfatoria y
gustativa que desencadena respuesias sexuales hace un relevo sinaptico en tal estructura

hipotalimica (84).



La informacidn actual sobre la reproduccién indica que el principal centro nervioso

de control se localiza a nivel del hipotdlamo anterior, por lo que esta estructura debe de

Fig. 1. La region predptica-anterior del hipotilamo, contiene los elementos
neurconales responsables de regular el proceso de la reproduccién. Hacia
estas Areas se vierte bidireccionalmente una enorme cantidad de
informacién a través del haz prosencefilico medial (HPM) y de las vias de la
formacién reticular mesencefdlica (FRM) y de la sustancia gris
periacueductal (SGPA) entre otras importantes vias. CC = cuerpo calloso,
CA = comisura anterior, CS = coliculo superior, Cl = coliculo inferior, APO =
Area predptica, AHA = Area hipotaldmica anterior, DM = niicleo dorsomedial,
VM = nicleo ventromedial. QO = quiasma édptico.

poseer los elementos y circuitos necesarios para coordinar tal actividad. Entonces esta
estructura debe recibir informacién sobre multiples factores como el estado nutricional, el
estado gonadal, niveles hormonales, estimulos ambientales y propioceptivos; entre otros,
los cuales influyen en este proceso (19,39,80). Tal informacién sugiere una complicada
interaccidon neuronal, neuroquimica y neurchormonal. Ademés, esta estructura debe ser
fundamental en la accién de retroinformacién esencial para el control de los esteroides
oviricos (88).

La reproduccién por lo tanto resulta de una interaccién de mualtiples sefiales, cada
una de las cuales vertera su informacién en las células productoras de GnRH a través de
sustancias quimicas, las cuales influran sobre el grado de excitabilidad de estas células y

modificard por lo tanto la liberacién de GoRH (36).



Estas influencias quimicas se originan desde las hormonas esteroideas como los
estrogenos y la progesterona, las cuales ejercen diferentes efectos en la secrecion de
GnRH, ya que pueden incrementar su liberacién o inducir su inhibicidn; dependiendo de 1a
dosis, del momento en el ciclo estral o mestrual, del estado de maduracién sexual, del
estado de nutricién y de la estacion del afio (16).

También, los aminodcides excitadores como el glutamato y el aspartate influyen en
la reproduccién por una accidn sobre el locus coreuleus, el irea predptica, el nicleo
arqueado y la eminencia media. Estos aminoacidos al asociarse a receptores tipo NMDA,
AMPA y Kainato incrementan la secrecién deGnRH (92,100).

Ademés, algunos aminocicidos inhibidores, del tipo del Acido gama-amino-butirico
{GABA) provoca una inhibicidn en la liberacién de GnRH. Este aminoacido parece ejercer
una accién directa sobre las neuronas que contienen GnRH del 4rea predptica. Es posible
que el efecto inhibidor de los estercides sexuales sea ejercido a (ravés de estas neuronas
(18). Ademis, éstas son muy sensibles a las concentraciones de estrégenos y la aplicacién
de blogqueadores GABAérgicos reduce casi en su totalidad la respuesta a los estrégenos
sanguineos; mientras que la aplicacién de agonistas del tipo de muscimol provoca una
inhibicidén sostenida de 1a secrecion de GnRH (81).

Es necesario considerar también a algunos peptidos hipofisiotrépicos como las
encefalinas y endorfinas, los cuales regulan la liberacién de otras hormonas
hipofisiotréficas al hacer contactos axo-axédnicos en la capa externa de la eminencia media
(40). Su influencia parece ser inhibidora, ya que la aplicacién de merfina blogquea el ciclo
estral de la rata (1). Existen datos sugerentes de que los sistemas catecolaminérgicos
hipotalamicos sean los que medien los efectos de los opiodes. La administracién de
naloxona modifica el recambio de las catecolaminas, lo cual altera entonces la secrecién
de GnRH (30).

En el caso de las catecolaminas, éstas actian directamente sobre las células
productoras de GnRH para modular su actividad. Estudios anatémicos muestran que las
terminales nerviosas gue contienen norepinefrina (NE) y epinefrina (E) se localizan en la
inmediata vecindad con estas neuronas, tanto en el drea predptica como en la eminencia
media (54). De igual forma, ambas catecolaminas estimulan la liberacién de GoRH (6), y

particularmente la NE puede inducir la liberacién de GnRH, en ausencia de cualquier otro



factor hormonal, por lo que se considera como el “marcador del paso” de la liberacidn
episbdica de éste producto (42). igualmente, estos neurotransmisorcs cuando se aplican
como implantes en la regién predptica de ratas pretratadas con estrégenos, son capaces de
inducir respuestas conductuales del tipo de 1a lordosis en hembras (49).

Las neuronas catecolaminérgicas también llevan informacién somatosenserial
desde las regiones genitales hasta los nécleos hipotalamicos, ya que 12 destruccion de los
tractos adrenérgicos inhibe la conducta de lordosis; mientras que la estimulacion del tracte
genital preduce una activacién de los mismos (49).

Une de los aspectos més importates en relacién a la regulacitn catecolaminérgica de
la liberacién de GnRH, es la participacién de los sistemas dopaminérgicos del hipotilamo
mediobasal. Este sistema varia en concentracién de dopamina (DA) de acuerdo a la ctapa
estral ex que se encuentre el animal (6). Ademis, la actividad tanto bioguimica (86), como
electrofisiolégica (78), se modifican de acuerdo a la etapa estral del animal. Esta
modificacién se asocia invariablemente con un cambio en la concentracién de 1a GoRH (54}
Estas proyecciones mediobasales dopaminérgicas parecen ejercer un efecto directo y
sostenido sobre la secrecién de GnRH, esta accién es mediada por un receptor tipo D2
sensible a bromocriptina, ¥y no asociado a proteinas G. Finralmente este sistema
dopaminérgico parece ser el intermediario de varias sefiales ambientales que actuan sobre
la reproduccidén, tal como las influencias ciclicas provenientes de los nacleos
supraquiasmiticos (61).

También se ha descrito un efecto facilitador de la noradrenalina sobre la secrecitn
de LH (hormona luteinizante) y GnRH de ratas adultas hembras; esta sustancia sufre un
incremento en su tasa de recambio en el drea predptica y en el hipotdlamo mediobasal al
inicic de la pubertad, lo cual ocurre a los 20 dias de edad , tal incremento se acompaiia de
un aumento en la concentracién de LH (80).

Otra monoamina, la serotonina (5-HT) ejerce una influencia importante en este
proceso de secrecidn de GnRH. La accién de este neurotransmisor depende de la edad de
los animales; por ejemplo, en ratas de 16 a 20 dias de edad, induce un incremento de la
LH, pero en ratas inmaduras su efecto es la inhibicién de esta misma secrecidn (GIOR

Dentro de las sustancias capaces de influir la secrecién de GuRH, las

prostaglandinas (Pgs) juegan un importante papel. Estas sustagcias ejercen un papel
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estimulador de la adenil-ciclasa, lo cual incrementa la acumulacién del AMPc a nivel
hipotédlamico, lo que se traduce como un incremento en la secrecidn de GnRH, aunque se
desconoce si este efecto puede se debido a una accién directa sobre las neuronas que
contienen GnRH o en neuronas intermediarias a nivel hipotalamico (20). Es posible una
interaccin entre la NE y las PGs, ya que durante la maduracién sexual la NE induce la
sintesis de PGs por una accién sobre receptores a-adrenérgicos, lo cual ocurre
simultineamente en ¢l momento que la NE estimula la secrecién de gonadotropinas en
ratas peripuberales (63).

Entre el conjunto de sustancias que median los efectos de los factores ambientales
sobre la reproduccidén se encuentra la melatonina (MEL). Esta hormona constituye el
principal producto de secrecién de 1a glindula pineal (95), cuya caracteristica fundamental
es su asociacién con el fotoperiodo (alternancia luz-oscuridad) ambiental. De tal manera
que sus concentraciones pineales y sanguineas son mayores durante la escotofase (fase de
oscuridad) y son minimas o indetectables, durante la fotofase (fase de luz) (Fig. 2) El patrén
de secrecidn de esta hormona es caracteristico de cada especie (67), pero en todos ellos su

asociacién al fotoperiodo es definitiva (Fig. 2).

10

Melatonina (picogramos/mililitro)

Horas del dia

Fig. 2. En los humanos las concentraciones de melatonina empiezan a
elevarse alrededor de las 8:00 PM (A), para alcanzar, alrededor de las 3:00
AM, es decir en medio de la escotofase su mayor concentracién (B). Para las
7:00 AM las concentraciones se encuentran en su minima expresién (C). La
aplicacién de un pulse luminoso de intensidad y duracién suficiente puede
bloquear esta secrecién y reducir considerablemente esta concentracién. En
otras especies este "pico” en la concentracién de melatonina se alcanza en
horas diferentes, perc en todas ellas durante la escotofase.
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En térmmos generales la accién de la melatonina consiste en ejercer efectos
antigonadotropicos en la mayoeria de especies, aunque este efecto puede depender de la
época del afio y del tipo de especie que se trate (67). En particular los animales con
reproduccién estacional son los més sensibles a los efectos de tal hormena (66), de tal
manera que la administracién sostenida de melatonina exdgena puede inducir una atresia
gonadal.

Dentro de la glindula pineal también se secretan otros tipos de sustancias que son
productos indélicos similares a la melatonina. La cantidad de productos y sus caracteristicas
quimicas varian de especie a especie (82). En la rata, estos productos se dividen en general
en indélico 5-metoxilados y 5-hidroxilados; siendo los 5-metoxilados los que muestran una

mayor efectividad para reproducir y mimetizar las funciones de esta glandula (62).
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Fig. 3. La sintesis de melatonina se inicia con la captura del aminoicido triptofano, el
cual al actar sobre él la enzima hidroxilasa del triptofano (1), se transforma en 5-
hidroxitriptofano. Sobre este compuesto interviene una enzima descarboxilasa
inespecifica de aminodcidos aromaticos (2) para convertirla en 5-hidroxitriptamina o
serotonina. Después interviene la enzima limitante N-acetil-transferasa (3), para
formar N-acetilserotonina. Finalmente y gracias a la participacion de la hidroxi-
metil-O-transferasa esta N-acetilserotonina, se transforma en 5.metoxi-N-acetil-
triptamina o melatonina.
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En la figura 3 se esquematizan algunas de las viis metabolicas y las enzimas que
emplea la pineal para sintetizar tales compuestos (29).

En los mamiferos el ritmo de produccién de los compuestos indélicos por los
pinealocitos, depende enteramente de la inervacién simpética, la cual lleva la informacién
fotica basta la glandula pineal, de esta manera los pinealocitos, al ser activado a través de
receptores B-adrenérgicos por la inervacién simpética, la cual secreta NE durante la
obeuridad, incrementa la captura de triptofano y acelera la sintesis de la MEL; gracias a
esta modulacién fotoperddica, la sintesis de melatonina es circadiana (23). La epzima clave
en la sintesis de esta hormona, es la N-acetil transferasa (NAT), ésta es activada por un
sistema de AMPciclico, que a su vez es modulado por la adrenalina liberada de las

terminaciones nerviosas que se une a gus receptores p adrenérgicos, (18,44) (Fig. 4).

nervio
simpatico
postganglionar
sangre
noradrenaling
4 4 @_\
triptofano

J triptofanc hidroxiless
S-hidroxitriptofans ATP
J descarboxilasa i

serotonina
4= AMPC

N-scetil-serotonina
JHidroxi-0-metiltransferass
\__ Melstonine pineslocito |

e d
sangre
Fig. 4. Tanto la produccién como la liberacién de la melatonina esta bajo
control de la inervacién adrenérgica, la cual alcanza a la glandula pineal
gracias a los nervios conarios procedentes del ganglio cervical superior. La
adrenalina liberada en las terminaciones nerviosas actia através de
receptores B adrenérgicos, los cuales emplean un sistema de AMPeciclico para
activar a la enzima limitante de la sintesis de este indol, la N-acetil-
transferasa.

Una vez secretada, la MEL esté presente en diversos fluidos corporales, como la
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orina, la sangre y el liquido cefaloraquideo, en el hombre la concentracidn méas alta de esta
hormona ocurre alrededor de las 3.00 a.m (15) (Fig. 4).

También la edad influye en el patrén de secrecion de la MEL. En las primeras etapas
de la vida las concentraciones de esta hormona son méximas y descienden paulatinamente
a partir del inicio de la pubertad, hasta alcanzar concentraciones muy bajas en animales
viejos. Sin embargo, las concentraciones de melatonina, aunque muy bajas, siempre se
mantienen a lo largo de toda la vida (Fig. 5) (73).

El género de los animales no tiene influencia en el modele de secrecidn de la
melatonina, pero los factores asociados con el fotoperiodo, como la estacion del afio es
fundamental en el patron de secrecion. De este modo, durante el otofio y el invierno su
concentracion es la mas alta, mientras que en la primavera y el verano su secrecidn es la
mas baja (26), esta alternancia anual en la secrecion de melatonina da la bases para
entender y explicar la reproduccién estacional de algunas especies que habitan sobre todo

en los polos de 1a tierra.
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Melatonina {picogramosmililitro)

Fig. 5. En los humanos la concentracion de melatonina es completamente
dependiente de la edad de los individuos. Los recién nacidos producen muy
poca melatonina (A). El nivel mas alto en la concentracién de esta hormona
se alcanza durante la primera infancia (B). Cuando llega la pubertad los
piveles de la hormona empiezan a descender (C). Durante la edad mediana
los éstos contintian declinande (D). Los ancianos secretan cantidades
minimas de la hormona, aunque ésta no desaparece por completo (E).

En la mayoria de las especies con reproduccion estacional, la glandula pineal o
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epifisis es un érgano endocrino que en conjunto con sus secreciones ejercen un papel muy
importante en la modulacién de los pardmetros reproductores, siendo determinantes en la
aparicion de la pubertad, el desarrollo somético del aparato genital y en la actividad sexual
que més tarde definira el ciclo procreativo estacional (66).

La primera evidencia de la actividad de la MEL en el eje reproductor fue la
descripcién de la relacién existente entre esta hormona y la pubertad. Algunos
experimentos mostraron que la administracidén de inyecciones diarias de MEL en ratas
hembras, induce un retardo en la apertura vaginal, una reduccién en el peso ovérico, y un
decremento en la incidencia del estro vaginal (76). Ademéds, en los humanos se ha
observado, que la existencia de tumores de la pineal se asocia con anormalidades en la
maduracién sexual; cuando los tumores son parenguimatosos productores de melatonina,
esta secrecién excesiva causa un retardo en la pubertad de los adolecentes; pero si los
tumores son  de tipe no parenquimatoso, como los teratomas no productores de
melatenina, entonces el efecto observade es una reduccién en el potencial
antigonadotrdpico, lo cual explica la pubertad precoz en los nifios afectados (85, 98).

Algunos desordenes del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas provocan también ya sea
un retardo de la pubertad, la pubertad precoz o una amenorrea hipotdlamica. En estos
padecimientos el problema fundamental parece ser una alteracién en el perfil de secrecidn
de melatonina (12). Lo cual sugiere también una relacién entre la GnRH hipotilamica v
la melatonina.

Existe otros datos funcionales que sugieren una interaccién entre la GnRH y la
melatonina; por ejemplo, los implantes de melatonina en el hipotadlamo mediobasal y en el
cerebro medie modifican el contenido de GaRH en la hipofisis de ratas castradas (65).
También se mostré que la melatonina altera la frecuencia de la secrecidn pulsatil de LH
por una accidn directa sobre los sistemas adrenérgicos hipotalamicos (77).

A pesar de las amplias evidencias indicativas de la asociacién funcional entre la
melatonina y la GnRH, se deconoce el mecanismo tanto celular como molecular de tal
interaccién. Varios estudios sugieren que esta interaccidn ne es directa, puesto que los
implantes de MEL en regiones como la regién predptica, que contiene la més alta
concentracién de células productoras de GnRH, no ejerce efectos significativos sobre las

concentraciones de esta hormona (33).
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Una posibilidad de esta interaccior reside en la accién de la MEL sobre la respuesta
a los esteroides. Se sugiere que la melatonina incrementa la sensibilidad 2 la
retroinformacién negativa de los esteroides sexuales y por ende suprime en mayor
intensidad la secrecién de gonadotropinas (3). Ademas, la melatonina bloquea la interaccion
estrégeno-receptor, en el drea predptica medial y en el hipotalamo anterior por una accidn
sobre la expresién de receptores a estrogenos, lo que confiere la capacidad de actuar como
una sustancia antiestrégenica (50). Aunque existen datos contradictorios que apoyan la
sugerencia de que la melatonina este ejerciendo su accién de forma independiente de los
esteroides (31).

B6landula Pineal

NPV

HSQ

Hipotilamo

Nervio Optico

Ganglia cendical
superior

A el .
de exteroides ' Gomadas Medula e3pinal

teraxica superior

Fig. 6. Se esquematiza la via multisiniptica que provee de infermacién
luminica a la glandula pineal. Esta via que nace en la retina, a través del
tracto retinohipotalamice (TRH) alecanza al hipotilamo anterior y
postericrmente al lateral para descender hasta la médula espinal y por medio
de las vias simpéticas alcanzar la glindula, También se esquematiza los sitios
en lo que més frecuentemente se reporta la presencia de receptores de
membrana especificos a 1a melatonina. Estos sitios son, la propia glandula
pineal (1), el ganglio cervical superior {2), el hipotdlamo anterior (3), la
pituitaria (4) y las gonadas {5). NSQ = nicleo supraquiasmatico, NPV =
nucleo paraventricular hipotaldmico.
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Nakazawa y cols. proponen que la accién de la melatonina sobre la liberacidn de
LH, ocurre en forma directa sobre sus receptores localizados en las células productoras de
GnRH que s0lo se encuentran en la pars tuberalis de la pituitaria y no las que se
encuentran en el hipotidlamo anterior o predptico. La actuacidn de la melatonina en este
sitio produce en estas células una disminucién £n la concentracién del AMPc, y como
consecuencia una reduccidn en la secrecion de GonRH (64).

La localizacién de los sitos de unién a la melatonina puede brindar informacién
sobre los posibles sitios de accidn de la misma (72), (Fig. 6).

Inicialmente se describieron dos tipos de receptores a la MEL, uno de ellos,
denominado ML-1, localizado en la retina, cerebro y pars tuberalis de pollo, mientras que
el otro, referido como ML-2 se deseribid principalmente en el cerebro de hamster (21) .

En 1989 Weaver localizé y cardcterizo receptores & la MEL en el diencéfalo de
diversos roedores, en la rata los receptores se localizan en células de la regidn externa de
la eminencia media, asi como en células de la pars tuberalis y drea postrema. Estos
receptores también se localizaron en diversos drganos circunventriculares como el érgano
vasculoso de la lamina terminalis, el 6rgano subfornical, el érgano subcomisural y la
glandula pineal. For otra parte, en el hamster sirio, estos sitios de unién se localizaron en el
nicleo dorgomedial del hipotdlamo, en el nheleo paraventricular del talamo y en la parte
medial del nicleo habenular lateral. Mientras que en el hamster djungarian sélo se
observaron en el Nicleo supraquiasmatico (NSQ) y eminencia media del hipotdlamo asi
como en los nicleos de la estria medular reuniens y nicleo paraventricular del talamo (96).
En este reporte no se encontraron receptores en la region predptica hipotalamica. Estos
datos sugieren que el NSQ y la eminencia media son los sitios que median las acciones de
la MEL (93). Situacidn similar a lo que observé en humanos (97).

La localizacién de estos receptores, ademds es dependiente de la especie, por
ejemplo en la oveja se describieron receptores a 1a MEL en el hipotilamo mediobasal, en el
nucleo arqueado, nhcleo ventromedial, pars tuberalis, hipotalamo dorsolateral, hipotilamo
anterior y el drea predptica; ademéas, cuando se colocan microimplantes de MEL en estas
zonas, la actividad neuroendocrina en el eje reproductor se ve estimulada, lo cual es
completamente distinto en los carneros, en las distintas especies de roedores y en

vertebrados inferiores (43, 62) (Cuadro 1).
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Cuadro No.1  SITIOS DE UNION A LA MEL EN OVEJA Y ROEDORES

H Oveja ' Hamster Sirio i Ratal Ratén

DIENCEFALO

A. Prebdptica medial

[ 1 = [ ]

HIPOTALAMO

N. Anterior

- L2 Ll

N. Tuberal Medial Basal

- [T

N. Supraquiamético

L3 - n *k

N. Ventromedial

- &w

N. Dorsomedial

* R *h

TALAMOQ

N. Paraventricular

*w L1 - "k

N. Reuniens

L

N. Anteroventral

L]

N. Anterodorsal

Lyl

N. Reticular de la regién Anteroventral

*

EPITALAMO

N. Habenular Medial Lateral

'

Comisura Habenular

.

Pineal

-

PITUITARLA

Pars Tuberalis

L -k - -

Pars Distalis

o

Ventriculo del Cuarto Plexo Coroideo

K

Ventriculos Laterales del Plexo Coroideo

-

OTROS

Septum Mediolateral

*w

Septum Ventrolateral

*

Lecho del Nicleo de la Estria Terminal

ok L]

Corteza Cerebral

" -

Hipocampo

-

Girus Cingulado

.

Adicionalmente, también es posible que la accidn indirecta de la melatonina sobre Ia
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reproduccidn, se realize a través de una interaccién con las catecolaminas y el 4cido
glutamico, ya que las fibras nerviosas hipotdlamicas que contienen estos
neurotransmisores, ademas de las que se localizan en las dreas como el nicleo accumbens,
corteza prefrontal y regidn putamen-caudado contienen abundante receptores a la
melatonina. Por otro lado, en estructuras como la retina y el caudado se mostréd la
existencia de receptores, los cuales median una inhibicién en la liberacién de dopamina
provocada por la melatonina (25). Aunque tal situacién no se ha descrito en el hipotalamo.

La glindula pineal ademis sintetiza, libera y secreta en forma fotoperiédica otros
indoles aparte de la melatonina; de hecho existen por lo menos 18 diferentes compuestos
descritos, los cuales mimetizan muchos de los efectos antigonadotrdpicos de ésta. Aunque
¢l grado de potencia de los mismos es menor que la melatonina, lo cual podria deberse a la
pronunciada variacién estacional en el ritmo diario de estos indoles (93). Entre los indoles
mAas potentes se encuentran la 5-metoxitriptamina, el 5-metoxitriptofol y el 5-metoxi-indol-
acido acetico (15)

En diferentes estudios se mostré que el 5-metoxitriptofo] (MTF) ejerce un efecto
inhibidor en el peso testicular de ratas y himsters, aunque se trata de un efectc de menor
intensidad que el producido por la melatonina. Se han propuesto diferentes hipotesis para
explicar esta menor intensidad en su efecto: que el 5-metoxi-triptofol sea un compuesto de
degradacion no funcional de la pineal. Que sea un producto relacionado con el efecto de la
melatonina en la ciclicidad estral de la rata, pero no determinante en la reproduccién (91);
o bien que ¢l 5-metoxi-triptofol sea un compuesto rapidamente metabilizado a otro tipo de
sustancia, ya que casi no es posible detectar su presencia en el plasma (11).

Por su parte, el 5-metoxi-indol-dcido dcetico es otro de los derivados pineales, que
también ha mostrado tener efectos sobre el sistema reproductor, sobre todo en el hamster.
En estos animales, su administracién causa cambios degenerativos en los testiculos;
produciendo células necroticas dentro de los tubules seminiferos, aunque el efecto de este
indo! es mucho menor al producido por la melatonina y al mismo 5-metoxi-triptofol (15)

Con base en la informacién precedente se ha sugerido que la accién de la
melatonina se localiza en el Sistema Nervioso Central (SNC), aunque atn se desconoce
que regién del hipotdlamo recibe la principal modulacién. En realidad los sitios propuestos

invocan al hipotdlamo anterior y a la regién predptica (52).
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El presente trabajo de tesis busca describir la probable participacién del 4rea
predptica y/o del Area hipotalimica anterior, como sitios de accién de los indoles pineales,
principalmente la melatonina, asi como sugerir el posible mecanismo de accién utilizado por
estas hormonas para inducir sus efectos moduladores sobre la reproduccién; o cual aunado
al conocimiento de sus interacciones con ofras estructuras, permitiria establecer un modelo
hipotilamico de la reproduccién. Gracias a este modelo, podria ser posible modificar este
procesc en alguna de sus etapas, ya sea por un incremente o decremento en él, sin
menoscabar el resto de la fisiclogia de la reproduceidén, ni provocar alteraciones por el use
de dosis farmacoldgicas como en el caso de los compuestos que actualmente se utilizan para
tal Gn.

Una forma de determinar el posible sitio de accidon de la MEL, consistiria en utilizar
una herramienta electrofisiolégica que permitiera indicar que zonas del hipotilamo
muestran una mayor selectividad y respuesta a la administracién, ya sea sistémica o local
de este indol. La especificidad de este efecto podria ademas ponerse a prueba con un
anilisis comparative entre los efectos desencadenados por la MEL y aquellos provocados

por otros H-metoxi-indoles secretados por la pineal.
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OBJETIVO GENERAL:

Analizar la participacion de 2 estructuras hipotaldmicas anteriores, los nucleos del
hipotalamo anterior paraventricular y ventromedial, asi como la region del 4drea predptica
¢n la mediacidén de los efectos sobre la frecuencia de descarga unitaria, inducidos por la
melatonina y dos indoles pineales, el § -metoxi-triptofol y el 5-metoxi-indol-dcido acético.
Tal frecuencia de descarga unitaria constituye el mecanismo precedente de su accidn
moduladora de la liberacién de las hormonas gonadotrépicas, las cuales son responsables

del proceso de la reproduccin.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Caracterizar el efecto de diferentes dosis de melatonina, 5-metoxi-triptofol y 5-metoxi-
indol-dcido acético, sobre la frecuencia de descarga extracelular de neurconas del
hipotdlamo anterior y regién predptica en animales integros; con lo cual se pretende
determinar el patron de actividad eléctrica de estas estructuras e identificarlo como posible
sitio de accidn de estos indoles.

2. Caracterizar el efecto de diferentes concentraciones de los mismos indoles, sobre la
frecuencia de descarga extracelular unitaria en células del hipotdlamo anterior de
rebanadas de hipotalamo; con la finalidad de determinar el patrdn de actividad eléctrica de
esta estructura aislada y correlacionar tales efectos con los obtenidos en la misma region
‘Insity”.

HIPOTESIS:

Si los efectos antigonadotrépicos provocados per la Melatonina, el 5-metoxi-triptofol y el
dcido 5-metoxi-indolicetico son debidos a una accién directa sobre las neuronas del
hipotdlamo anterior o de la regién predptica; entonces su aplicacién en animales integros y
en preparaciones in vitro de estas estructuras, provocari cambios en algunos de los
pardmetros electrofisiologicos que desencadenan los pracesos de secrecidn y liberacién de

gonadotrofinas.
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OBJETIVO GENERAL:

Analizar la participacidn de 2 estructuras hipotalamicas anteriores, los nucleos del
hipotalamo anterior paraventricular y ventromedial, asi como la regidn del Area predptica
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HIPOTESIS:
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dcido 5-metoxi-indoldcetico son debidos a una accién directa sobre las neuronas del
hipotidlamo anterior o de la regi6n predptica; entonces su aplicacién en animales integros y
en preparaciones in vitro de estas estructuras, provocara cambios en algunos de los
paréametros electrofisioldgicos que desencadenan los procesos de secrecidn y liberacion de

gonadotrofinas.

21



OBJETIVO GENERAL:

Analizar la participacion de 2 estructuras hipotaldmicas anteriores, los nucleos del
hipotdlamo anterior paraventricular y ventromedial, asi como la region del area predptica
en la mediacién de los efectos sobre la frecuencia de descarga unitaria, inducidos por la
melatonina y dos indoles pineales, el & -metoxi-triptofol y el 5-metoxi-indol-dcido acético.
Tal frecuencia de descarga unitaria constituye el mecanismo precedente de su accién
moduladora de 1z liberacién de las hormonas gonadotropicas, las cuales son responsables

del proceso de la reproduccién,

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Caracterizar el efecto de diferentes dosis de melatonina, H-metoxi-triptofol y 5-metoxi-
indol-dcide acético, sobre la f(recuencia de descarga extracelular de neuronas del
hipotdlamo anterior y region predptica en animales integros; con lo cual se pretende
determinar el patrén de actividad elécirica de estas estructuras e identificarlo como posible
sitio de accidn de estos indoles,

2. Caracterizar el efecto de diferentes concentraciones de los mismos indoles, sobre Ia
frecuencia de descarga extracelular unitaria en células del hipotilamo anterior de
rebapadas de hipotdlame; con Ia finalidad de determinar el patrén de actividad eléctrica de
esta estructura aislada y correlacionar tales efectos con los obtenidos en la misma region
“In. situ”,

HIPOTESIS;

Si los efectos antigonadotrdpicos provocados por la Melatonina, el 5-metoxi-triptofol v el
&cido B-metoxi-indolicetico son debidos a una accién directa sobre las neuronas del
hipotilamo anterior o de la regién predptica; entonces su aplicacién en animales integros y
en preparaciones in vitre de estas estructuras, provecaré cambios en algunoes de los
pardmetros electrofisioldgicos que desencadenan los procesos de secrecién y liberacién de

1

gonadotrofinas.

21



METODOLOGIA:

Para cumplir con los objetivos de este trabajo se realizaren dos diferentes modelos
experimentales. El primero consistit en el registro extracelular de la actividad eléctrica de
células del hipotilamo anterior y de la regién predptica de ratas integras adultas, El
segundo también consistié en el registro de la actividad eléctrica de las mismas células,

pero ahora en "in vitro”

EXPERIMENTOS EN RATAS INTEGRAS:

Estos experimentos se realizaron en ratas wistar (49 hembras y 98 machos), con
pesos que oscilaron entre 165 y 319 g (promedio 226.18 + 37.96 g). Tres semanas antes de
la fase de registro los animales permanecieron en condiciones de laboratorio y con un
riguroso control de los ciclos de luz-obscuridad. Independientemente de 1a época del afic, los
ciclos fueron artificialmente controlados a una duracién de 14 horas de luz por 10 de
oscuridad. La luz se iniciaba a las 6:00 am y permanecia hasta las 20:00 horas. La
temperatura fue también mantenida constante a 21 °C. Los animales se mantuvieron en
jaulas colectivas de 3 a 4 ratas del mismo sexo por jaula con acceso libre al alimento
(Purina-Rat Chow) y agua.

La sesidn de registro se inicid con la administracion de uretano (1.5 g/Kg ip.) y una
vez en plano quirargico se efectudé una traqueostomia para introducir una cinula
endotraqueal que facilitara la ventilacién. Ademas se introdujo ur catéter (Nylon No. 27)
intravenoso en alguna de las yugulares, para la administracién de fAirmacos.

Posteriormente, los animales se colocaron en un aparato estereotixico localizado en
una mesa de registro limitada por una caja de Faraday, la cual tiene la finahidad de impedir
la llegada de ruido eléctrico ajeno al registro celular. Para la colocacion del electrodo de
registro y de referencia, se realizé un incisién media longitudinal de Z cms a lo largo de ia
linea media sagita! del crdneo. Se infiltré anestésico local (xylocaina al 2%) en todos los
puntos cutdneos de contacto con el estereotaxico y la regién de la incision. Una vez
localizadas las coordenadas correspondientes al hipotélamo anterior o a la region predptica,

de acuerdo al atlas estereotéxico de Konig y Klippel (47), se realizd un trépano de 5 mm
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vez en plano quirQrgico se efectud una traqueostomia para introducir una cdnula
endotraqueal que facilitara la ventilacién. Ademis se introdujo un catéter (Nylon No. 27)
intravenose en alguna de 1as yugulares, para la administracion de farmacos.

Postericrmente, los animales se colocaron en un aparato estereotixico localizado en
una mesa de registro limitada por una caja de Faraday, la cual tiene la finalidad de impedir
la llegada de ruide eléctrico ajeno al registro celular. Para la colocacién del electrodo de
registro y de referencia, se realizé un incisidn media longitudinal de 2 cms a lo largo de la
linea media sagital del craneo. Se infiltrd anestésico local (xylocaina al 2%) en todos los
puntos cutineos de contacte con el estereotéxico y la regidn de la incisién. Una vez
localizadas las coordenadas correspondientes al hipotilamo anterior o a la regidn predptica,

de acuerdo al atlas estereotaxico de Konig y Klippel (47), se realizé un trépano de 5 mm
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METODROLOGIA:

Para cumplir con los objetivos de este trabajo se realizaton dos diferentes modelos
experimentales. El primero consisti6 en el registro extracelular de la actividad eléctrica de
células del hipotdlamo anterior y de la regién predptica de ratas integras adultas, El
segundo también consistié en el registro de la actividad eléctrica de las mismas células,

pero ahora en "in vitro”
EXPERIMENTOQS EN RATAS INTEGRAS:

Estos experimentos se realizaron en ratas wistar (49 hembras y 98 machos), con
pesos que oscilaron entre 165 y 319 g (promedio 226.18 + 37.96 g). Tres semanas antes de
la fase de registro los animales permanecieron cn condiciones de laboratorio y con un
riguroso control de los ciclos de luz-obscuridad. Independientements de la época del adio, los
ciclos fueron artificialmente controlados a una duraciéon de 14 horas de luz por 10 de
ascuridad. La luz se iniciaba a las 6:00 am y permanecia hasta las 20:00 horas. La
temperatura fue también mantenida constante a 21 °C. Los animales se mantuvieron en
jaulas colectivas de 3 a 4 ratas de! mismo sexo por jaula con acceso libre al alimento
{Purina-Rat Chow) y agua.

La sesion de regisiro se inicié con la administracién de uretano (1.5 g/Kgip.) y una
vez en plano quirdrgico se efectud una tragueostomia para introducir una cénula
endotraqueal que facilitara la ventilacién. Ademés se introdujo un catéter (Nylon Neo. 27)
intravenose en alguna de las yugulares, para la administracién de firmacos.

Posteriormente, los animales se tolocaron en un aparato estereotaxico localizado en
upa mesa de registro limitada por una ecaja de Faraday, la cual tiene la finalidad de impedir
la legada de ruido eléctrico ajeno al registro celular. Para la colocacion del electrodo de
registro y de referencia, se realizé un incisién media longitudinal de 2 cms a lo largo de la
linea media sagital del craneo. Se infiltrd anestésico local (xylocaina al 2%) en todos los
puntes cutineos de contacto con el estereotdxico y la regién de la incisién. Una vez
localizadas las coordenadas correspondientes al hipotdlamo anterior o a la regidn predptica,

de acuerdo al atlas estereotixico de Konig y Klippel (47), se realizd un trépano de 5 mm
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por donde se introducia una micropipeta de vidrio (1 pm en la punta y de 20 a 30 MQ de
resistencia éhmica), lena con una solucién 4M de NaCl saturada con el colorante verde
rapido. Esta micropipeta fué descendida hasta el hipotdlamo anterior en etapas de hasta 1
um para registrar la actividad eléctrica extracelular de ¢stas neuronas. Como electrodo
indiferente se empled un tornillo de acero inoxidable de 2 mm de diametro y 4 de largo,
fijado al crdneo pero haciendo contacto con la corteza cerebral. La preparacion fue
conectada a la tierra de referencia del sistema de registro a través de una pinza £ipo caimin
colocada en uno de los bordes posteriores de la incisidn. La duracién de estos registros en
ningin c¢aso fue menor a 75 minutos.

Para analizar el efecto de los 3 diferentes firmacos empleados en el presenie
estudio (melatonina, 5-metoxi-triptofol y 5-metoxi-indol-icido-acético), se emplearon 3
diferentes lotes de animales. Cada lote, a su vez se dividié en 7 grupos de animales de
acuerdo al tratamiento que recibieron, cada animal sélo recibio una dosis de alguno de los
farmacos empleados. En el caso de los lotes de animales que recibieron melatonina y 5-
metoxi-triptofol, los dos primeros grupos estuvieron constituidos por sujetos control. El
primer grupo {n=8) estuvo formado por sujetos controles en los que se analizo el efecto
temporal de 1a condicién experimental sobre la frecuencia de descarga. Esto es, fueron
animaleg a los cuales una vez localizada una neurona hipotalimica con actividad
espontanea (control), se procedio a registrar durante un periodo de 76 min sin agregar
ninguna otra variable experimental. Con ello se pretendié analizar el efecto del
procedimiento quirdrgico, de la anestesia, y de las condiciones del Iaboratorio sobre tal
pardmentro electrofisiolégico.

El segundo grupo (n=8) estuvo conformado por sujetos controles que recibieron en
lugar de firmaco la administracidn de 400 pl de solucidn vehiculo (50 % agua, 49%
polietilenglicol y 1% etanol). Por otro lado, los grupos tercero, cuarto, guinto, sexto y
86ptimo (n=8, para cada grupo) recibieron la aplicacién de una dosisde 0.2, 1.0; 1L.5:20y 2.5
mg/Kg de peso respectivamente, ya sea de  Melatonina, o de 5-Metoxi-triptofol. En el caso
de los 7 grupos utilizados para el andlisis de los efectos del 5-metoxi-indol-dcido-acético, su
distribucién fue exactamente igual a la de los dos lotes anteriores con la Gnica diferencia
de que cada grupo estuvo conformado por sélo 5 individuos.

Las sesiones de registro se iniciaban con la busqueda de la actividad unitaria
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"espontinea” en el hipotilamo anterior. Una vez localizada una espiga, se verificaba su
estabilidad y persistencia durante 30 min. Si su frecuencia de descarga y tamaio de la
espiga no se modificaban mds alld del 20% en este tiempo, entonces se procedia a iniciar el
registro de la actividad control. La duracién del registro fué de 75 min, divididos por razones
estadisticas en 8 periodos de 15 min cada uno. El primer periods de 15 minutos, siempre
correspondié al registro basal y al final del mismo se procedia a la aplicacién intravenosa de
una dosis del firmaco correspondiente. En los 60 minutos restantes se observaba el efecto
del farmaco sobre ¢l pardmetro de la frecuencia de descarga.

Todos los fArmacos empleados se obtuvieron de Sigma Chemicals con un grado de
pureza cercanoc al 100%. Estos se mantenian en congelacién (-20 °C) hasta su utilizacién.
Tanto la Melatonina como el 5-metoxi-indol-acido-acético se disolvieron inicialmente en 100
#l de etanol absoluto, después se le agregaban 4.9 ml de polietilenglicol (Merck) y se aford
tal solucidn hasta 10 ml con agua destilada. La concentracién de esta solucidn fue calculada
de tal manera que debian de administrarte 100 ul de esta solucidn por cada 100 g de peso
corporal. Todas las administraciones fueron intravenosas y se realizaron a una velocidad de
400 pl por 90 segundos.

La actividad extracelular fué registrada usando técnicas y equipos convenciopales:
asl, la micropipeta se conectd a travez de un electrode de plata clorurada a una sonda de
alta impedancia (Grass HIP511E), la cual enviaba la seiial hacia un preamplificador (Grass,
P511d), alimentado con una fuente de poder (Grass, RPS 107). La salida del preamplificador
fue visualizada en un osciloscopio analégico (Tektronix 2225), conectado en linea con un
audiomonitor (AM8, Grass) y un sistema de captura por computacién (Computerscope, RC
electronics), con una velocidad de captura de 5 kHz. El mismo programa realiza los
histogramas de frecuencia correspondientes, en los cuales se determiné el efecto
provocado por el firmaco.

Una vez finalizado el registro, se aplicaba una corriente anédica a través del
electrodo de registro, lo cual depositaba el colorante en la zona de registro. Posteriormente
se gacrificaba al animal con una sobredosis de xilocaina y se extraia su cerebro para fijarlo
en formaldehido al 10% durante al menos 2 semanas. Tramscurrido este tiempo se
realizardn cortes histolégicos con un microtomo de congelacién para determinar el sitio

exacto de registro, gracias a la mancha verde resultado del depésito del colorante. La
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localizacion exacta se obtenia de comparar el sitio de esta mancha con el resto de
estructuras hipotaldmicas visualizadas en el atlas esterotdxico correspondiente.

La existencia de algiin cambio significativo en la frecuencia de descarga de las
neuronas provocado por la aplicacién de alguno de los fArmacos empleados, se analizé
utilizando la prueba de proporcién critica de McNemar(27). En este procedimiento
estadistico se emplea una formula matematica con el nimero de espigas previo y posterior
al tratamiento farmaceldgico. Un resultado de esta {érmula mayor o menor a 1,96, implica
una diferencia a nivel de p< 0.05, segtn la tabla de distribucién normal Z. Posteriormente
para analizar la existencia de diferencias estadisticas (p<0.05) entre los diferentes grupos
tratados, se utiliz6 la prueba de ANOVA y la de Tukey para determinar los grupos que
mostraren tal diferencia (27).

N REBAN E ;

Se utilizaron ratas wistar hembras y machos con un peso que 6scilo en el rango de
180 a 320 g (promedio 221.18 t 34.6 g) mantenidas en condiciones de laboratorio durante al
menos 3 scemanas antes del experimento. En este ambiente los ciclos de luz oscuridad
fueron también rigurosamente controlados; asi, la fotofase duraba 14 horas y como
consécuencia la escotofase sdlo 10. La luz se inciaba a las 6:00 y finalizaba a las 20.00 horas.
Durante este tiempo los animales se mantuvieron en cajas individuales con libre acceso al
agua y alimento (Purina-Rat chow).

Al inicio de la sesién experimental los animales fueron anestesiados con &ter
inhalado durante 25 segundos, suficiente para propiciar una anestesia quirirgica. Una vez
en este plano, los animales fueron decapitades rdpidamente utilizando una guillotina de
fabricacidn casera, para inmediatamente extraer el cerebro completo y colocarlo en una
solucién Ringer Krebs Henseleit (RKH) a 4 °C. Esta solucidn contenia la siguiente
composicién en mM: NaCl 125; KCl1 5.5, NaH, PO, 1.25; MgS0, 2.0; CaCl, 1.5, NaHCO,; 25,
dextrosal0. Esta solucidn se aireaba continuamente con una mezcla de Oz al 95% y CO5 al
5%.

El tiempo transcurrido entre la decapitacién y la inmersién del cerebro en esta

soluciém, punca fué mayor a 60 segundos.Posteriormente se procedia a eliminar por medio
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de un corte transversal al cerebelo y a la corteza cerebral dejando un bloque que contenia
desde la regién predptica hasta el hipotilamo anterior. Este blogue se fijaba a la platina de
un vibratomo a través de colocar unas gotas de cianoacrilato (Super glue) por el polo caudal
del blogue de tejido. Esta platina se colocaba en la base de un recipiente de 200 ml lleno con
1a solucién RKH a 4 °C, el cual forma parte integral del vibrotomo {Campdem Instruments
LTD). Una vez fijo el cubo del tejido, se obtenian rebanadas hasta localizar la zona en la
cual el hipotilamo anterior fue visualizado entre las otras dreas del hipotdlamo. Se
obtuvierou rebanadas de 400 a 450 pm de grosor, con lo que se¢ obtenian de 3 a 4 rebanadas
de hipotilamo por animal.

Cada rebanada se transfirié a una cdmara de incubacidn llena de solucion RKH a 4
°C burbujeada constantemente con la mezela de Oy y CO4. En esta situacién las rebanadas
persisitieron durante al menos 90 minuios para su gquilibrio con la solucién. Al final de
este tiempo se tranferian a la cdmara de registro, la cual es de construccién casera y
consistia de una base de acrilico (10.0 X 7.0 ¢m), en cuya parte central se encontraba el
pozo (3.5 cm de diametro y 1.0 cm de altura) de registro donde se coloco la rebanada, con
upa capacidad de 7.5 ml. La cdmara poseia una base de vidrio intercambiable constituida
por un portaobjetos (4 cm X 5 c¢m), fijado con parafina a lo largo de tode su borde. La
camara de registro se encontraba sobre la platina de un microscopio dptico (Carl Zeizz) y el
tejido se transferia a la parte superior de un anillo de teflén cubierto con una maila de
nylon colocado en la cAmara de registro. Todo este sistema se encuentra sobre una mesa
vibroaislante (Vibration Isolated Workstation, Newport), y dentro de una camara de
Faraday, con la finalidad de aislar completamente los ruidos ajenos al registro celular.

La solucién de infusion (RKH) llegaba a la cAmara de registro a una temperatura de
30 + 0.5 °C gracias a un sistema de contracorriente, el cual consistia de un sistema de
perfusién, que empleaba una bomba que hacia recircular agua caliente (40 + 0.5 °C) por un
tubo de mayor calibre (2.4 X 3.8 mm de didmetro interno y externo, respectivamente),
mientras gue la solucién de infusién circulaba, gracias a la accion de la gravedad, por un
tubo de menor calibre{ 1.19 X 1.7 mm; didmetros internc ¥y externo, respectivamente)
localizado dentro del primero. Tal arreglo permitié una transferencia de calor desde el agua
caliente hacia la solucién de tal manera que cuando ésta alacanzaba la camara donde se

encontraba ia rebanada de cerebro, su temperatura fué de 30 £ 0.5 °C. La velotidad de
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flujo de la soluctén de perfusién en el bafio fué de 1.5 2 2.0 m¥/min,

Después del tiempo de estabilizacién del tejido, se iniciba el periodo de registro de la
actividad eléctrica. Para lo cual se introducia una micropipeta de vidrio, hecha con
borosilicato de sodio en un estirador vertical para pipetas de un solo paso (David Kopf
Instruments, modelo 700C). Estos electrodos mostraron una punta de aproximadamente 1
i, con resistencias ohmicas medidas en la preparacidn, que oscilaron entre 30 y 40 MQ.
La pipeta se llenaba con una solucién 4.0 M de NaCl saturada con colorante Verde Répido
(Fast Green, Sigma Chemicals). El electrodo de registro fue colocado en la zona
hipotalimica elegida de la rebanada mediante la ayuda de un micromanipulador (Newport
MX300R) y un microscopio f6tico{Carl Zeizz). El ¢lectrodo de registro se conectaba a una
sonda de alta impedancia (Grass) y su seiial alimentaba un preamplificador (Grass P5 AC)
con una fuente de poder (Grass RPS 107); ademas de que se visualizaba en un osciloscopio
(Tektronix 2228) conectado en serie con un audiomonitor (Winston Electronice, Modelo
RAD-II y Serie 184-1).

El electrodo de referencia consistia de un alambre de plata clorurada colocado en el
bafio lejos de la rebanada. Por otro lado, tambien se ¢olocaron electrodos de tierra a lo largo
de todo el sistema para evitar fluctuaciones amplias de corriente ajenas al registro. Las
gefiales asi registradas, fueron filtradas en un ancho de banda de 300 Hz a 1KHz, usando
siempre una amplificacién de 20 X 1000 y un filtro fijo de 60 Hz, para la eliminacién del
ruido provocado por la corriente alterna. Adicionalmente esta sefial amplificada fue
capturada gracias a una tarjeta convertidora analégica-digital (Digidata 2000, Axon
ingtruments) con una {recuencia de captura de 20 KHz. La sefial capturada fue analizada
mediante el programa AxoScope (Axon Instruments) que determinaba el niumero de
espigas por segundo y las caracteristicas de tamaiio y duracién, asi como el patrén de
descarga de cada célula registrada.

En forma similar al experimento previo, los experimentos se realizarén durante 75
minutos divididos por razones estadisticas en 5 periodos de 15 min cada uno. Los primeros
15 minutos correspondia al registro de la actividad eléctrica basal de las neuronas del
hipotalamo anterior y los 60 minutos posteriores correspondian al registro después de la
administracién de los farmacos. Los tres fairmacos empleados se administraron al afiadirse

a la solucién de infusién, a la concentracién deseada. Estos farmacos se preprararon
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inmediatamente antes de su aplicacién de la misma manera que en el experimento
anterior.

Se emplearon 50 rebanadas provenientes de 25 ratas. En estas rebanadas se analizd
el efecto de los tres fAirmacos, asi como de la solucién vehiculo. Las concentraciones
finales utilizadas fueron, para la MEL de 200 y 790 uM; para el 5-Metoxi-Triptofol y para el
5-Metoxi-indol-dcido dcetico de 790 pM. Los resultados obtenidos con la aplicacién de cada
una de estas dosis en sus respectivos firmacos fueron analizadas estadisticamente
mediante la prueba de intervalo de confianza de Fisher, en donde se tomé el numero
mayor y menor de espigas del grupo control; para realizar 1a comparacidn con los otros
grupos se utiliz6 la prueba de ANOVA y Tukey (27).
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ANIMALES INTEGROS:

Para la realizacién de los registros en ratas integras se utilizaron 250 ratas, de
las cuales se lograron registros exitosos en 147 de ellas. El principal problema
encontrado que disminuyé la muestra considerablemente fué un estade anestésico
inadecuado que en ocasiones introducia artefactos en el registro que impedian un
buen analisis.

En términos generales la actividad eléctrica de} hipotdlamo anterior registrada
fue estable y de baja frecuencia, con un promedio de 2.32 £ 0.16 Hz, en un rango que
oscilé desde 0.02 hasta 5.7 Hz. Se tratd de espigas tinicas de mediano tamaiio (2.3 mV)
y trifisicas, usualmente con un patrdn negativo-positivo-negativo. Similarmente, la
region preoptica, se caracterizé por mostrar una frecuencia promedio de 3.06 £ 0.09
Hz, en un range de 0.9 hasta 6.7. Las espigas también {ueron iinicas y de tamafio
cercano a 2.0 mV, con un patrdn generaimente bifasico.

Del total de células registradas 21 fueron utlizadas como grupo control temporal,
este conjunto de animales recibidé el mismo tratamiento experimental con la excepeién
de la aplicacién de algin fArmaco o sclucidn vehiculo. De los 4 periodos
experimentales de registro en los 3 Gltimos hubo células, pertenecientes a este grupo,
que modificarcn en forma significativa su frecuencia de descarga. Asi en el 20 periodo
3 células redujeron su frecuencia de descarga, mientras que en el tercero, 2 la
incrementaron, estos cambios perduraron hasta el 4o periodo. Estos dates permitieron
establecer un patrén de referencia para el andlisis estadistico, de tal manera que el
andlisis contempla la probabilidad de un cambio espontdneo no provocade por el
farmaco en la misma proporcién que la de los sujetos del grupo control temporal.

Por otro lado, la aplicacién endovenosa de los diferentes firmacos aplicados

indujo importantes efectos en estas células registradas.

MELATONINA:
La administracién de melatonina modificd significativamente la actividad
eléctrica ded 73.12% de las neuronas registradas en el hipotalamo anterior, mientrag

que el restante 26.88% no mostrd cambio alguno durante los 60 minutes de registro
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continuo postadministracién, Tanto la latencia como la intensidad de los efectos
encontrados fuercn dependientes bisicamente de la dosis administrada y del tiempo

transcurrido después de su aplicacion, tal como lo muestra la figura 7 y la tabla 2.
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Fig 7. La administracién endovencsa de MEL indujo efectos en la
frecuencia de descarga los cuales son dependientes de la dosis. En esta
grifica se muestra que la dosis que provoed una mayor tendencia hacia la
respuesta fue la de 1.5 mg/Kg.

Trat. mg/Kg |15 min | 30 min 45 min | 60 min
Vehiculo 25.0 28.5 20.0 37.5
Mel 0.2 50.0 50.0 62.5 50.0
Mel 1.0 37.5 37.5 62.5 50.0
Mel 1.5 25.0 106.6 100.0 100.0
Mel 2.0 62.5 72.5 87.5 72.5
Mel 2.5 50.0 87.5 87.5 100.9

Tabla 2. Resumen de los resultados relacionados con el nimero de
células, expresado en porcentaje, que mostraron algan efecto provecado
por la melatonina.

En la figura 7 se observa que la dosis de 1.5 mg/Kg fue la que mostré el mayor
reclutamiento de células, mientras que la dosis que afecto el menor nimero de
células fue la de 1.0 mg/Kg; Ademis, durante el periodo de registro entre los 30 y 45
minutos fue cuando se observd la mayor cantidad de células afectadas, y debido al

tiempo de latencia, el menor ndmero de células que mostrd algin efecto se encontré
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en el ler periodo (Fig. 8 y Tabla 2). La administracién de la selucién vehiculo también
provocé -efectos, que sin embargo, fueron muy similares a los observados en los
sujetos controles temporales (Fig. 8), por tal razbn se aplicaron los mismos principios ¥

limites de confianza en el analisis estadistico.
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Fig. 8. Curva dosis respuesta que relaciona la dosis de melatonina con el
nimero de células del hipotilamo anterior que respondieron en cada unc
de los cuatro periodos registrados. Se observa que en todos los periodos
hay una dependencia con respecto a la dosis. Esta tendencia es menor
durante el primer periodo.

La direccion de las respuestas observadas también variaron con respecto a la
dosts administrada. En términos generales se puede afirmar que ia administracion de
dosis menores a 1.5 mg/Kg de peso, inducen principalmente incrementos de la
frecuencia de descarga, mientras que la administracidn de dosis mayores provocan
fundamentalmente decrementos de este pardmetro, los cuales son indicativos de una
reduccidn de la excitabilidad celular (Fig.9 y Tabla 3).

Por otro lado, la intensidad del efecto en cuanto a la profundidad de a inhibicién
y excitacién, fue completamente dependiente de la dosis administrada. Asi por

ejemplo, en el caso de las depresiones de la frecuencia de descarga, la aplicacion de la
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dosis mayor de melatonina (2.5 mg/Kg) provecé una reduccidn total de este parimetro
electrofisiolégico. A pesar de ello, todos estos efectos fueron reversibles.
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Fig. 9. Los efectos desencadenados por la administracion de melatonina,
siempre fueron dependientes de la dosis aplicada y del tiempo trancurrido.
En la presente grafica, la cual relaciona la dosis con el aimero de células
del hipotalamo anterior afectadas con una disminucién de su frecuencia de
descarga durante cada uno de los cuatro periodos de 15 minutos, se
observa una regresion que siempre tiende al incremento.

Trat. mg/Kg 116 min (30 min |45 min 60 min
Vehiculo 25.0 142 | 142 [ 142
R}el 02 250 376 62.2 80.0
el 1.0 37.5 375 622 67.1
el 1.5 142 875 87.5 875
Mel 2.0 50.0 50.0 62.2 833
Mel 2.5 37.5 75.0 75.0 875

Tabla No.3 Se muestra el porcentaje de células del hipotdlamo anterior
que respondieron con un decremento de la actividad expdintanea a la
aplicacién de Melatonina en los 4 diferentes periodos de registro. La dosis
de 1.5 mg/Kg inhibié reversiblemente al mayor nimero de células.

La melatonina modificé Gnicamente la frecuencia de descarga de las
neuronas; esto es, el patrén, el tamaiio y la duracidén de las espigas registradas no se
modificaron por la aplicacién de esta hormona indélica. La cinética de los efectos
registrados, muestran que las acciones de esta hormona, administrada

endovenosamente, se inician de 3 a 4 minutos después de su aplicacidn, y
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dependiendo de la dosis, éstas persisten por varios minutes, con un inicio y final
incidioso. Tales caracteristicas cinéticas de los efectos descritos, fueron similares para
las células que respondieron tanto con incrementos como aquellas que respondieron

con decrementos en su frecuencia de descarga, lo cual se muestra en las Fig.10a y b.
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Fig. 10. A.- Histograma de frecuencia representativo del efecto depresor de la
melatonina (1.5 mg/Kg). La aplicacién se realizd a los 15 min como lo indica la
flecha. Este efecto persistid durante los 60 min de registro posteriores a su
aplicactén. Mientras que B muestra el efecto estimulante de una dosis de 2.0 mg/Kg.
En este casc el efecto observado se mostré 3 min después de su aplicacién y se
mantuvo durante 35 min, posteriormente la frecuencia tiende a sus valores basales.

El andlisis de los resutados obtenidos del registro neuronal en la regién
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predptica mostré que solo 3 de 25 células registradas mostré algin cambio que fuera
estadisticamente significativo (mayor al 40% de oscilacion basal). Cuando estas células

se compararon con las controles no se encontré diferencia estadistica alguna.

5-METOXI-TRIPTOFOL

La administracién endovenosa de este formaco indujo efectos importantes en
las células registradas. Sin embargo sus acciones fueron menos intensas que las
provocadas por la melatonina. Por ejemplo, la frecuencia de descarga de estas
neuronas s¢ modificd de manera significativa sélo en un 60.5% de ellas, mientras que
el restante 39.5% no respondieron a la aplicacién de esta hormona durante los 60
minutes postadministracién. Estos resultados contrastan con el 73.12% observado
después de 1a aplicacién de melatonina. Sin embargo, los efectos registrados, al igual
que en ¢l caso de la melatonina, fueron dependientes de la dosis administrada y del

tiempo transcurrido como lo muestra la Fig 11 y la Tabla 4.

—*— 13 min. *-*: J0min. —O-- 45 min. — * 80 min.

looT

% Células Alectadas

T T T T Y —T
Vehio o2 1.0 1.5 2.0 2.5

Dosis (megKg).

Fig. 11.- En esta figura se observa que la administracién endovenosa de
S-meloxi-triptofol indujo efectos en la frecuencia de descarga de las celulas
del hipotdlamo anterior, fos cuales son dependientes de la dosis y del
tiempo transcurrido; aunque no existié diferencia significatica en esta
tendencia entre los tres iltimos periodos de registro.

La dosis de 1.0 mg/Kg modificé la actividad eléctrica de un mayor namero de células

sobre todo en los Gltimos 3 periodos. También en este grupo los sujetos controles

34



temporales y los que recibieron una aplicacién de solucién vehiculo como finico
tratamiento, mostraron cambios en la frecuencia de descarga que se presentaron en
forma azarosa, los cuales nunca fueron mayores al 40%. Estos cambios también
fueron considerados en el momento de realizar el analisis estadistico para establecer

un limite de confianza.

Tratam. 15 min | 30 min | 45 min 60 min
mg/Kg

Vehiculo 1] 25 28.57 25
MTF 0.2 50.0 62.5 50.0 62.5
MTF 1.0 62.5 87.5 85.71 85.71
MTF 1.5 50.0 62.5 714 714
MTF 2.0 62.5 85.2 714 574
MTF 2.5 37.5 50.0 62.5 62.5

Tabla 4. Se describen los porcentajes de las células que fueron afectadas

por la administracién de 5-metoxitriptofol en cada uno de los cuatro

periodos de registro.

Los resultados de este experimento indicaron que todas las dosis administradas
fueron estadisticamente significativas cuando se compararon con ambos grupos
controles, en lo relacionado tanto con el namero de células afectadas (p<0.05), como
con la intensidad de este efecto (p<0.01). Ademds y a diferencia de lo que ocurre con el
grupo tratado con melatonina, la direccién de los efectos fue en ambas direcciones sin
un predominio neto. Con las dosis que provocaron mayor efecto, Ia direccién de la
respuesta tendib a ser hacia la inhibicién: sin emhargo en los grupss restantes fue
mayor la excitacidn. Entonces la direccién de la respuesta no dependid de la dosis
admimistrada (Tabla 5y Fig. 11).

Aungue cualitativamente se mostré que este indol provoca tante decrementos
como incrementos de la frecuencia de descarga neuronal casi en la misma proporeidn,
el andlisis estadistico mostré que no hay diferencias con respecto a la direccién o
intensidad de los efectos inducidos por el 5-metoxi-triptofol (p<0.164). De la migsma
forma que sucede con la melatonina, el metoxi-triptofol e6lo modificé Ia frecuencia de
descarga; el patrén, tamafio y duracién de las células registradas no sufrieron

modificacién alguna cuando se aplico esta sustancia.
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Trat. mg/Kg | 15 min | 30 min | 45 min 60 min
Vehiculo 0.0 12,5 14.48 14.28
MTF 0.2 25.0 50.0 50.0 50.0
MTF 1.0 37.5 62.5 42.85 33.3
MTF 1.5 50,0 52.0 42.85 42.85
MTF 2.0 50.0 7.4 42.85 333
MTF 2.5 12.5 25.0 375 25.0

Tabla 5. La administracién de 5-metoxi-triptofol indujo efectos depresores
significativos en un porcentaje elevado de células del hipotilamo anterior
registradas. Sin embargo, estas cantidades no mostraron relacién alguna
con la dosis administrada, tal y como lo muestra esta tabla.

—— 15 min. #0030 min. «—a-— 48 min, — # — 80 min.
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% Células Inhibidas.
o

-20 I T T T T T 1
Vehic. 0.2 1.0 1.5 2.0 2.5
Dosis (og/K g)

Fig. 12. La tendencia representativa de los efectos inducidos por el 5-
metexi-triptofol fue la inhibicidn de la frecuencia de descarga, aunque esta
s0lo se mostrd en los 3 primeros periodos, ya que en el cuarto se observd la
tendencia contraria.

Por otro lado, la cinética, duracidn e intensidad de los efectos provocados por

esta sustancia fueron muy similares a los inducidos por 1a melatonina. Por ejemplo, 1a

figura 13 muestra dos histogramas representativos de estos efectos. En A se muestra

una accién depresora de la actividad eléctrica de este indol, mientras que B muestra

una accién excitadora de la misma.
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Fig. 13. Histograma de frecuencia representativos de los efectos depresores (A) y
excitadores (B) ejercidos por la administracién de 5-metoxi-triptofol. Ambos efectos se
inician de una manera incidiosa durante 2 a 5 minutos después de realizada la
aplicacién (sefizlada por la flecha). En estos casos particulares el efecto
desencadenado persisti¢ durante log 60 minutos de registro postadministracién, sin
mostrar signos de aparente recuperacién.

Similarmente a lo que ocurrid en el caso de la melatonina, 1a dministracién de 5-
Metoxi-triptofol a células de la regiém predptica no indujo algin efecto
estadisticamente significativo en alguna de las células registradas

S5-METOXI-INDOL ACIDO ACETICO.
Los estudios que ansalizaron el efecto de 5-metoxi-indol dcido acético emplearon
35 sujetos dividos en 7 grupos de 5 individuos cada uno. Nuevamente los dos primeros

constituyeron grupos controles temporales y controles de vehiculo, mientras que los 5
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grupos restantes recibieron la administracién endovenos de una dosis de 0.2, L.O, 1.5,
2.0 y 2.5 mg/Kg, respectivamente. De los 3 indoles analizados, fue este indol el que
modifics la frecuencia de descarga en mayar proporcion (92%), ya que sbla ¢l 8% de las
células registrados no fueron afectadas por el mismo (Fig. 14 y tabla 6)
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Fig. 14. De los 3 indoles analizados en el presente experimento, la
administracién endovenosa de 5-metoxi-indol dcido acético afecto el mayor
nimero de células hipotalimicas. Asi el 92% de las células registradas
mostraron algin cambio significativo desencadenado por este indol. Estos
efectos fueron dependientes de la dosis, y fueron mucho mas evidentes
durante los primeros 3 periodos de registro, tal como lo indica la presente

grafica.
| Trat. mg/Kg | 15 min 30 min 45 min 60 min
Vehiculo 25.0 28.4 20.0 37.5
MIAA 0.2 33.0 66.6 66.6 83.3
MIAA 1D 80.0 80.0 80.0 106.0
MIAA 1.5 60.0 60.0 60.0 80.0
MIAA 2.0 £3.3 83.3 66.6 66.6
MIAA 25 100.0 100.0 100.9 100.0

Tabla 6. Se muestra la dependencia de la dosis, para los efectos
desencadenados por el 5-metoxi-indo} acido acético. Por ejemplo el total de
células registradas después de la aplicacién de 2.5 mg/Kg de este indo],
respondieron a tal administracién.
La administracién de la soluciéon vehiculo indujo los efectos caracteristicos observados
en los animales controles de los otros lotes de animales, por lo que se considerd estos

cambios dentro del andlisis estadistico para establecer nuestros mdargenes de
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confianza Kl efecto primordial desencadenado por este indol fue una inhibicién de Iz
frecuencia de descarga; este efecto el cual se mostrd en el 95.4% de las células
afectadas, constituye la accidn mas potente de los 3 indoles analizados en el presente
estudio. La intensidad de este efecto depresor fue dependiente de la dosis, de tal
manera que la aplicacién de 2.5 mgKg de este compuesto inhibio el 100% de células
registradas, durante los 4 periodes de registro postadministracién (Fig 15y Tabla 7).
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Fig.15.- En esta gréfica se observa que el principal efecto producide por
el 5-metoxi-indol 4cido acético fué una disminucién en la frecuencia de
descarga, lo cual es mas evidente conforme se incrementa la dosis.

Tratam mg/Eg { 15 min 30 min | 45 min | 60 min
Vehicule 25.0 14.2 20.0 20.0
MIAA 0.2 33.3 50.0 50.0 66.6
MIAA 1.0 80.0 8a.0 80.0 100.0
MIAA 1.5 60.0 60.0 60.0 80.0
MIAA 2.0 83.3 83.3 66.6 66.6
MIAA 2.5 100.0 100.0 100.0 100.0

Tabla No. 7. Valores numéricos representativos del porcentaje de células

que respondieron con un decremento a la aplicacién del 5-metoxi-indol

Acido acético.

Similarmente a lo gcurrido con la melatonina y el 5-metoxi-triptofol, este indol
sélo meodificé la frecuencia de descarga, mieniras que el patrén, el tamafo y la

duracién de las espigas registradas no sufrieron ninguna modificacién por la aplicacién

39



de esta hormona inddlica.
La cinética del efecto depresor desencadenado por este indol. cuando se
administra endovenosamente, s¢ inicia entre 5 a 8 minutos, dependiendo de la dosis,

y se mantiene por todo el tiempo de registro (Fig. 17).
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Fig. 17.- Histograma de frecuencia reptesentativo del efecto depresor

ejercido por 5-metoxi-indol dcido acético, en este caso en particular la

dosis administrada fué de 0.2 mg/Kg, lo que provocd que dicho efecto se

iniciara después de 10 minutos de aplicado y que la inhibicidn fuese de

s6lo 76% de la frecuencia basal.

A pesar de que este indol provocd efectos importantes en las neuronas del
hipetidlamo anterior, en la regién predptica, al igual que los otros dos indoles, nc

produjo efecto significativo alguno en la células analizadas.
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REBANADAS DE HIPOTALAMO

La segunda etapa experimental disefiada para analizar la hipdtesis propuesta,
consistio en el registro extracelular en células de hipotdlamo anterior de rebanadas de
cerebro. Con esta técnica es posible determinar una accién directa del indol y detectar
con mayor precisién los sitios del registro realizado. La colocacion del electrodo de
registro se realizd por medio de un microscopio dptico, lo que permitié determinar con
exactitud [a region hipotaldmica a registrar,

Los potenciales de accidén registrados en esta preparacién se caracterizaron por
ser mas estables que los registrados en animales integros, las variaciones de los
sujetos controles fueron mucho menores que en el experimento anterior.
Generalmente se trataba de espigas unicas con frecuencias que oscilaron entre 0.1 y
2.33 espigas por segundo, la frecuencia promedio de descarga en el hipotalamo
anterior fue de 0.14 £ 0.0625, mientras que en la regién predptica esta fue de 0.87
0.74 espigas por segundo, es decir una frecuencia de descarga menor que la registrada
en los sujetos integros. Estas espigas también mostraron una morfologia trifdsica, con
un patrén positivo-negativo-positive con una amplitud de aproximadamente 1.5 mV y
una proporcion ruido-sefial cercana al 2:1. Al igual que en los experimentos realizados
en animales integros, la administracion de los diferentes indoles indujo efectos
dnicamente sobre la frecuencia de descarga; esto es, ni la amplitud ni el patrén de

descarga se modificé significativamente por la aplicacién de estas sustancias.

MELATONINA

La administracién de Melatonina en rebanadas del hipotilamo anterior indujo
efectos que dependian de la concentracién empleada. Cuando a la rebanada se le
agregd una concetracién de 200 pM, se mostraron efectos s6lo en el 37% de las
neuronas y el efecto encontrade més consistentemente fue un  decremento de la
frecuencia de descarga el cual fue consistente a lo largo de los 4 periodos de registro.
Por otro lado, al agregar al bafic de la rebanada una concentracién de 790 pM, se
encontraron efectos en el 60% de las células registradas y el efecto caracteristico fue

ahora un incremento de la frecuencia de descarga, el cual fue mas evidente en los
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tltimos Z periodos (Tabla 8). Cuando estos datos se compararon con lo encontrados en
el grupo control, se mostré que la adicién de 200 pM provocé una diferencia estadistica
con una p<0,05; mientras que este valor s¢ incrementd a p<0.01 al compara a este

mismo control con el grupo tratade con melatonina en concetracién de 790 pM.

-
Aumento (%) Disminucion (%) No respuesta (%)

Concentracién | n |15 30 45 60 [15 30 45 60 |18 30 45 60
Control 10 | 20 0 0 0 0 0 20 0 80 (100 | 80 | 100
Mel200pM | 1G] O 0 30 16 | 20 | 30 | 30 | 30 | 8O | 70O [ 40 | 60
Mel 790pM 1103 20 | 40 | 50 | 50 J20 | 30 | 20 | 10 | 60 1 30 | 30 | 40
MTF780uM |10 | 20 0 4] 0 20 | 20 | 3013 |60} 70| 70 |8
MIAATS0UM 10 ] O G 0 ) 0 0 Q 0 ]100 100 | 100§ 100

La cinética de los efectos desencadenados por la melatonina fueron muy

Tabla 8.- Se resumen los resultados esprasados en porcentaje de
células que modificaron su respuesta después de la adicion de los
tres 5-metoxi-indoles de la glandula pineal sobre la frecuencia de
descarga registrada extracelularmente en rebanadas de
hipotdlame anterior. La aplicacién 200 4M de melatonina (Mel)
induce particularmente decrementos de la frecuencia de
descarga; mientras que concentraciones de 790 pM provocan
principlamente un aumento en este pardmetro™Por otra parte
una concentraciéon equimolar de 5-metoxi-triptefol (MTF) indujo
casi exclusivamente decrementos de la frecuencia de descarga;
Mientras que no se observd un efecto significativo después de la
adicidn de 790 pM de 5-metoxi-indol-dcido acético (MIAA).

similares a los encontrados en animales integros. Esto es, s¢ inician en forma

=
paulatina a lo largo de 3 a 5 minutos después de adicionado el indol a la perfusién, y

muestran una duracidn dependiente de la concentracién. De hecho con la aplicacién

de la concentracion mayor el efecto persiste durante los 60 minutos que corresponden

a los 4 periodos de registro postadministracién. La intensidad del efecto también fue

dependiente de la concentracién en una relacion directamente proporcional (Fig. 18A

y B).
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Fig. 18.- La adicién al! bafio de dos concentraciones diferentes de
melatonina indujo efectos opuestos. La concentracién mencr (200 pM) se
caracterizé por inducir efectos depresores del indol (A); mientras que
durante la adicibn de una concentracién mayor (790 pM) se observaron
principalmente incrementos de la frecuencia de descarga (B). Ambos
efectos aparecen de forma incidiosa durante los 3 a 5 minutos después de
iniciada la perfusién del indol. El anilisis histolégico mostrd que todas las
neuronas registradas se localizaron dentro del hipotalamo anterior,

Similarmente a lo encontrado en los registros realizados en animales integros, 1a
administracién de melatonina en la regidn predptica no causd un cambio significativo
en este pardmetro fisioldgico registrado. Sélo 2 de lo células mostraron un ligero
cambio después de 1a administracién del indol. pero al compararlo con el grupo control

43



este cambio no resultd estadisticamente significative.

5-METOXI-TRIPTOFOL Y 5-METOXE-INDOL-ACIDO ACETICO.

Estos dos indoles pineales se aplicaron en una concentracion equimolar,
similar a la mas elevada de melatonina empleada. Esta cantidad de 5-metoxi-triptofol
modifico la frecuencia de descarga del 30% de células registradas. Sin embargo, esta
concentracién de 5-metoxi-indol-dcido acético mo provocé cambic alguno en el
conjunto de neuronas registradas (Tabla i0). El efecto mostrado después de la
aplicacién del 5-metoxitriptofol fue un decremento de la frecuencia de descarga (Fig.
19), el cual fue muy intenso en la células registradas. De hecho fue el efecto depresor
mis intenso observado de todos los indoles. Sin embargo, la cinética de tal efecto y su

duracidn fueron similares a los provocados por los otros indoles.

Espigas/seg.

3 - [ |
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790 M

Fig. 18.- Histograma representativo del efecto depreser inducido por
la adicién de 790 pM de 5-metoxi-triptofol al bafio de perfusién de una
rebanada de hipotilamo anterior En esta gréfica se muestra el efecto
inhibidor que produjo el 5-metoxi-trptofol en una de las células que
respondieron a su aplicacién. Este efecto depresor fue el mas intenso
registrado con alguno de estos indoles.

Desde un punto de vista estadistico los efectos desencadenados por el 5-metoxi-

triptofol fueron diferentes con respecto a los mostrados en el grupo contrel (p<0.05).

En 1o relacionado con el 5-metoxi-indol-acido acético, como se muestra en la tabla 10,
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éste no indujo alghn efecto significativo a esta concentracién empleada.

Como se esperaba, la administracién de alguno de estos dos indoles a la
coneentracion empleada no modifica en forma significativa alguna a las células de la
region predptica hipotalamica.

Nuevamente el anailisis histolégico determiné que los registros realizados con
estos dos indoles, fueron hechos en células pertenecientes al hipotalamo anterior y a

la regién predptica, respectivamente,
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DISCUSION:

Durante la evolucitr, los procesos de adaptacién a los cambios del medio ambiente
implicaron la generaci6én de estructuras capaces de detectar algunas de las variabies del
ambiente y transducirlas ya sea en seiiales nerviosas y/o hormonales (35). Dentro de este
conjunto de estructuras sobresale la glindula pineal. Este érgano, a través de sus
bormonas, principalmente la melatonina, actfia como un sincronizador entre las
condiciones ambientates de luminosidad y la gran mayoria de los ritmos biolégices; aunque,
la profundidad de sus efectos y ¢! tipo de los mismos depende de la especie de que se trate y
del medio en que se encuentren (82). Por ejemplo en los roedores con reproduccién
estacional esta glindula es fundamental en el control y desarrollo de los ritmos
subyacentes & la reproduccién y el metabolismo de estos animales (48). A pesar de la
importancia y de que estas funciones de la pineal fueron descritas desde hace varias
décadas, hasta ahora sigue sin describirse con precisién los sitios neurcnales y el
mecanismo de accién que sobre los ejes hipotdlamo-hipédfisis-6rgano blance producen las
hormonas de esta estructura (58).

En el presente estudio, realizado tanto en ratas integras como en rebanadas
de cerebro, se describe como tres indoles provenientes de ia glandula pineal: la melatonina,
el 5-metoxi-triptofol y el 5-metoxi-indol-dcido-acético, alteran la actividad eléctrica de las
neuronas del hipotdlamo anterior y no alteran a la regién predptica. Este tipo de actividad
precede y es requisito indispensable para que ocurra la secrecién hormonal (89); por lo que
consecuentemente, una accién sobre esta funcién neuronal, representa la localizacién de
un sitio hlance y un proceso a nivel de membrana implicaria un posibie mecanismo de
accién (69). La porcién anterior del hipotdlamo incluyendo a la regién preéptica, contiene
los grupos neuronales que secretan y producen hormonas liberadoras de gonadotrofinas;
asi como el resto de elementos neurcnales que directa o indirectamente controlan tal
secrecidn (25). Por tal razén, y debido a los efectos antigonadotrépicos descritos para estos
indoles, resulta indispensable analizar un posible papel de sstas hormonas sobre estas
estructuras.

El pardmetro electrofisiolégico cuantificable que fue utilizado como un indice de los

efectos de estas sustancias, fue la frecuencia de descarga. Este pardmetro determina la
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cantidad de mediador quimico o de hormora que sera liberada por una estimulacidn
presinaptica (10). A nivel de membrana un potencial de accién modifica la polaridad de la
membrana del tal manera que acta sobre canales de calcio dependieates de voltaje para
producir un flujo transmembranal de calcio y un incremente en la concentracién
intracelular de este 1on (9); tal incremento es el responsable de activar la maguinaria
secretora (8). Como consecuencia, los procesos de liberacién hormonal, del incremento del
calcio intracelular y del flujo de calcio trapsmembranal, dependen de la frecuencia de
descarga neuronal (71), .

En el presente estudio, de todos los pardémetros electrofisiolgicos cuantificables por
las técnicas utilizadas, Ias hormonas de la pineal tnicamente modificaron la frecuencia de
descarga, lo cual podria considerarse un efecto fisiolégico; puesto que las sustancias que
reducen ya sea el tamafio y/o el patrén de los potenciales de accién lo hacen de una manera
farmacolégica y en ocasiones modificando pardmetros fisicoquimicos inespecificos (32). Por
ejemplo, los anestésicos locales, uniendose a regiones inespecificas de la membrana celular
reducen los flujos de sodio transmembranal y el tamado de los potenciales de accidn, sin
modificar inicialmente la frecuencia de descarga (32). Otro ejemplo son los opioides, los
cuales en concentraciones elevadas y asociandose a regiones inespecificas de la membrana
neuronal (carentes de receptores opioides) reducen el tamafio de estos potenciales de
accién (75). Tal informacién sugiere entonces que estos indoles actiian por medios
fisiolégicos, es decir sobre receptores especificos, para modificar el grado de excitabilidad
neurcnal. De hecho en esta regién hipotaldmica se describid la presencia de receptores a la
melatonina (43), los cuales muestran afinidad por la mayoria de los indales secretados por
la pineal (44, 103). Hasta ahora se han descrito dos sitios de uniéa estereospecifica a ia
melatonina, Ios cuales muestran diferentes cinéticas. Uno de ellos, localizado en la
membrana celular y asociado a proteinas-G, descrito como el sitio ML1, muestra una
unién saturable de media afinidad (KD =74 + 14 pM, Bmax = 673 1 88 fmol/mg proteina).
Aunque esta afinidad puede oscilar entre media y alta afinidad dependiendo de la hora del
dia (99) La asociacién de melatonina a este receptor se traduce en una inhibicién de Ia
formacién de AMPc, ya sea en condiciones basales o de estimulacién por forskolina.
Adem4s estos receptores pueden ser bloqueados por el luzindole (IC50 = 1.5 £ 0.22 nM,
pK(B) =-7.3), un antagonista especifice de estos receptores (58).
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El otro tipo de receptor a la melatonina deserito como ML2 muestra una cinética
rapida de asociacién/disociacién, con una unién saturable do baja afinidad (KD = 0.9-1.0
aM; Bmax = 15.5 + 1.8 fmol/mg proteina), sin cambios fotoperiddicos en su afinidad (22). Es
posible que existan ademés diversos subtipos de estos receptores, aunque la informacién
actual alin no permite establecer tal afirmacién con certeza (22).

El hipot4lamo anterior es una de las regiones mas ricas en este tipo de receptores,
aunque la mayoria se localiza en estructuras como los nicleos supraquiasmiticos, los
nacleos arqueados y ventromediales asi como la eminencia media y la pars tuberalis (43),
mientras que la regién predptica, la cual contiene a la mayoria de los grupos celulares
productores de factor liberador de gonadotrofinas (83) contiene s6lo medianas a bajas
concentraciones de tales receptores (55). De hecho implantes de melatonina en esta regién
tienen un efecto pobre en la inhibicién de 1a produccion de este factor liberador (53). Lo
que hace sugerir la existencia de un grupo celular mediador entre la melatonina v las
células productoras de factores liberadores de gonadotropinas (53). En otras regiones
cerebrales también existen estos dos tipos de receptores a la melatonina los cuales también
muestran una diferente afinidad y concentracién fotoperiddica (94). Estos receptores
coexisten en varias estructuras cerebrales (22,74). Adicionalmente, algunos de los efectos
de la melatonina parecen ser debidos una interaccién entre esta hormona y algunos
componentes intracelulares, como la calmodulina citoplasmaitica y la fosfodiesterasa
dependiente de la calmodulina , lo que provoca cambios metabélicos y estructurales del
citoesqueleto (7). Sin embargo, los cambios electrofisiolégicos provocados por este indol, no
parecen ser consecuencia de tal interaccién, basicamente por comparar la cinética
tcmporal en el desarrolio de estos efectos, los cuales tardan de heras a dias en
manifestarse (7), con la latencia de los descritos en el presente trabajo, cuya presentacin
es cuestion de minutos,

La aplicacién de melatonina en el hipotalamo anterior modifica varios parimetros
neuroquimicos, por ejemplo inhibe la liberacién de dopamina e induce un incrementio
significativo en la liberacién de glutamato y aspartato (24), estos dltimos son
neurotransmisores excitadores clasicos cerebrales. De particular interés son lag vias
dopaminérgicas localizadas en la regién hipotaldmica medio basal, las cuales al ser activadas

gjercen una regulacién inhibidora de la secrecién de gonadotrofinas en el carnero. Estos
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efectos pueden ser inhibidos por la bromocriptina, lo que implica la participacién de un
sistema dopaminérgico (90). Otro neurctransmisor afectado por la administracién de
melatonina es la noradrenalina localizada en la region mediobagal hipotaldmica, la
administraciéna diaria de una dosis de 2.0 mg/Kg de peso corporal de melatonina induce un
decremento significative tanto en la sintesis como liberacién de este neurotransmisor, Tal
efecto no parece ser parte de la accién gonadotrdpica de esta hormona (2).

En realidad la aplicacién lacal de melatopina en el hipotdlamo anterior modifica
significativamente los niveles de la mayqr parte de los neurotransmisores ahi existentes.
Por ejemplo se ha descrito que su administracién incrementa los niveles de dcido aspartico
y del dcido gama-amino-butirico (GABA) en un 29 y 50%, respectivamente. Contrariamente
las concentraciones de beta-endorfina hipotalimica se disminuyeron significativamente
después de una administracién de entre 5 ¥y 100 mg/kg, los niveles de serotonina
hipotaldmica se redujeron también en un 46% (44,102). y las concentraciones de
prostaglandinas en la eminencia media se redujeron considerablemente después de la
apiicacién de este indol (28). Estos resultados sugieren que algunos de los efectos
hipotalimicos de la melatonina pueden ser mediados ¥a sea por una potenciacidn de la
actividad de neurcnas hipotalimicas que contienen GGABA y acido aspértico o por la
inhibicién de las neuronas beta-endorfinérgicas y serotonérgicas. Tal aseveracion considera
que las acciones hormonales de la melatonina pueden ser mediadas a través de sus
acciones sobre de neurotransmisores hipotaldmicos (44,102). Sin tomar en cuenta ademas
los efectos extrahipotaldmicos que esta hormona ejerce sobre diversos neurotransmisores
(2).

La gran variedad de estos cfcctos neuroquimicos que estas hormonas producen se
refiejan ademds en una gran cantidad de efectos neuroendoerinos los cuales han sido
descritos para la mayoria de estos indoles. Por ejemplo, se mostrd la presencia de un tono
inhibidor hipetaldmico sobre la secrecién de hormona liberadora de corticotrofina {46) y de
la hormona estimulante de la tirotrofina en varias especies (79, 101); ademds de que la
melatonina ejerce una influencia inhibidara sobre la secrecién de prolactina (51). Todos
estos efectos seguramente representan una accién de estas sustancias sobre varios grupos
neuronales, ademaés de una diversidad de efectos electrofisiolégicos, pueste que todos estos

sistemas hormonales poseen sistemas que pueden activarlos y grupos neuronales que los
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inhiben.

En el presente trabajo, la aplicacién ya sea sistémica o local de tres indoles 5-
metoxilados de la glindula pineal desencadenaron efectos significativos en la frecuencia de
descarga de la mayoria de células registradas. Cuando la aplicacién se realiz6 en animales
integros, las 5 dosis de melatonina, 5-metoxitriptofol y 5-metoxi-indol-dcido acetico
empleadas (0.2, 1.0,15, 20y 2.5 mg/Kg de peso) indujeron efectos en el 73.12%, 60.5% vy
92%, respectivamente (tablas 2,4 y 6 )} de todas las células registradas. Las proporciones de
células afectadas por la melatonina son bajas comparadas con otros estudios realizados en
la misma regién (101), y no existen estudios que analicen el efecto de los otros dos indoles
sobre este pardmetro celular. Las diferencias cuantitativas entre Ia melatonina y el 5.
metoxitriptofol podrian residir en diferencias de afinidad sobre el mismo tipo de receptor.

Estudios de unién a ligandos en linfocitos humanos activados muestran que si la
afinidad del receptor ML1 por la melatonina se considera como 1, la afinidad por el 5-
metoxitriptofol se reduce hasta 0.55 (45). En el caso del sistema nervioso central algunos
experimentos de competicién con ligandos inddlicos mostrd que la afinidad del receptor
ML} presenta el siguiente orden: melatonina, 6-hidroximelatenina, N-acetil-5-
hidroxitriptamina, 5- metoxitriptamina, 5 metoxitriptofol, 5 metoxi-indol-icido acético, 5-
hidroxitriptamina y 5- hidroxi-indol-3-4cido acético (38), es decir nuevamente el porcentaje
de afinidad del 5- metoxitriptofol es cercano al 50% conrespecto al de la melatonina, Tal
situacidn puede explicar la diferencia en el porcentaje de células afectadas.

Sin embargo, el efecto del 92% de células afectadas mostrado por el 5-metoxi-indol-
acido acético, no es explicable sobre este tipo de bases, ya que la afinidad de estos
receptores ML1 por este indol es una de las mds bajas reportadas (38), ¥ s¢ desconoce cual
es la afinidad del receptor ML2 por el mismo. Sin embargo, es necesario recordar que la
aplicacidn sistémica de un compueste aunado al registro en una regién especifica del
cerebro, no necesariamente implica una accién directa del firmaco sobre esta region. Es
decir; existe la posibilidad de una accién indirecta mediada por alguna otra estructura que
mantiene una conexién eléctrica con la estructura en registro. De ser este el caso la
administracién tépica del compuesto debe inducir una cantidad minima de efectos sobre la
misma estructra. En el presente estudio, cuando este compuesto se aplicé en rebanadas de

cerebro no se observo modificacién significativa alguna de la frecuencia de descarga. Estos
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resultados sugieren entonces que este compuesto, el 5-metoxi-indol-dcido acética, no ejerce
efectos sobre el hipotidlamo anterior o la regién predptica de la rata y que la gran cantidad
de células afectadas por el compuesto después de su aplicacién intravenosa, es debida a un
efecto extrahipotaldmico, ya sea en regiones con abundancia de receptores ML1 como el
tectum dptico, el tdlamo, algunas regiones telencefalicas , la medula oblongada y el cerebele
(38).

En los experimentos aqui descritos, se utilizaron dos tipos de animales controles, en
uno se analizd el efecto de ias condiciones ambientales y temporales sobre el parimetro en
cuestion. Mientras que en el otro se observd el efecto de las soluciones utilizadas como
vehiculos de los diferentes firmacos empleados. El analisis estadistico mostrd que no
existen diferencias significativas entre ambos grupos. Sin embargo, a lo largo del tiempo
estos sujetos mostraron cambios importantes en su frecuencia de descarga, cuando se
comparé a los diferentes intervalos con el registro considerado como “bagal’ (Tablas 2,4,6).
Debemos recordar que la frecuencia de descarga de cualquier neurona esta determinada
por un gran nimero de factores (41), desde fictores externos, como la estimulacién
ambiental, el grado de anestesia, el dolor inducido por el procedimiento quirdrgico, la
inmobilizacidn esterotixica, etc. Hasta factores internos, como el grado de presién arterial,
el nivel de glucosa sanguinea. la ventilacidn, y la estimulacién interoceptiva (34).

Por tal razén no resulta extrafio que esta [recuencia "control” o “bagal” en realidad
es una imposicion de todo el paradigma experimental, el cual es gensado y experimentado
en forma diferente por cada animal. De ahi la gran variabilidad en los valores de esta
frecuencia basal. Sin embargo, el analisis estadistico utilizado considers tal variabilidad v
inicamente determiné un cambio como significativo cuando las modificaciones de este
parametro después de la aplicacién del firmaco fueron al menos 5 veces mayores a las
mostrados por las oscilaciones “basales” de este pardmetro analizado,

El tipo de respuesta desencadenado por estos indoles fue tanto de incremento como
de decremento de la frecuencia de descarga. lo cual sugeriria un respectivo incremento o
decremento en la excitabilidad celular. En general, la direccién de este cambio dependié de
la dosis administrada y del intervalo registrado. En el caso de la melatonina, la aplicacién de
dosis que oscilaron entre 0.2 y 1.0 mg/Kg de peso, indujeron principalmente incrementos de

la frecuencia de descarga (Tabla 3); mientras que dosis de 1.5 Yy mayores se caracterizaron



por la presencia de decrementos de este pardmetro, sobre todo en los Giltimos intervalos de

registro. Contrariamente, en el caso del 5-metoxitriptofol, las dosis entre 0.2 y 1.0 se
caracterizaron por inducir decremento de la frecuencia mientras que dosis mayores la
incrementaron. Ademés estos efectos fueron mis importantes durante los primeros
intervalos de registro (tabla 5).

Finalmente, en ¢! caso de la administracién endovenosa de 5-metoxi-indol-acido
acético, ee presentd una situacién diferente, el tipo de respuesta fue unimodal con
principalmente decrementos de frecuencia en todas las dosis analizadas y en todos los
intervalos registrados, de tal manera que con la dosis de 2.5 mg/Kg, todas las células
mostraron un decremento sostenido y reproducible de su frecuencia de descarga (Tabla 7).

El tipo de respuesta bifdsica dependiente de la dosis que se mostré después de la
administracién de melatonina y 5-metoxitriptofol, puede representar varios mecanismos
involucrados. Primero, debido a que su aplicacién es endovenosa y afecta 2 la totakidad de
estructuras cerebrales, esta respuesta bifdsica puede ser consecuencia de una accién en
mas de un sitio cerebral, con diferente sensibilidad y relacién con el hipotilamo anterior.

También es posible que debido a la amplia gama de efectos desencadenados por los
indoles de la pineal en el hipotilamo anterior, se activer diferentes sistemas de
neurotransmisores en esta regidn por estos indoles. Es decir, la administracion de
melatonina se asocia con un incremento en la actividad GABAérgica (44, 102) pero
también con una disminucion del tono serotonérgico (53), lo que implica una accién en dos
sistemas de neurotransmisores que quiza posean una sensibilidad diferente a la misma. En
otras palabras, las dosis menores de melatonina podrian activar neuronas GABAérgicas y
las dosis mayores inhibir neuronas serotonérgicas.

En el caso del 5-metoxitriptofol, la diferencia entre sus efectos v los de la melatonina
podrian ser consecuencia de la menor afinidad del receptor ML1 por este compuesto, o
incluso de una asociacién con el receptor tipo ML2, lo cual se ha sugerido (22). Tal
diferencia funcional se ve reflejada en varios estudios que analizan la cinética de respuesta
entre 1a melatonina y el 5-metoxi-triptofol. Por ejemplo la interaccién entre la melatonina y
el diazepam a nivel de la glandula pineal, provoca efectos opuestos en direccidén cuando se
analiza la interaccidn diazepam-5-metoxitriptofol (56). De igual manera, las modificaciones

que se presentan por la aplicacidén de compuestos GABAérgicos sobre el patrén de
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secrecion fotoperidica de este indol metoxilado son opuestas a las observadas después de
la aplicacion de melatonina (56).

Sin embargo, también algunos de los efectos desencadenados por este indol son
similares a los provocados por la melatonina. De particular interés son sus aeciones sobre
los procesos oxidativos celulares, tanto la melatonina como el 6. metoxitriptofol, aunque en
menor grado, ejercen una accién protectora contra los radicales libres, Tal efecto reside en
su capacidad como aceptores de hidrogeniones (70).

Loe presentes resultados indican entonces, que aunque el 5-metoxitriptofol ejerce
importantes efectos sobre la excitabilidad de las neuronas del hipotdlamo anterior, estos
efectos y posiblemente su mecanismo de accién sean diferentes a los empleados por la
melatonina.

Por los resultades aqui mostrados es de sugerirse que los potentes efectos
mostrados por el 5-metoxi-indol-acido acético son debidos a una accién de este indol en
estructuras diferentes al hipotilamo anterior. Las dosis mas elevadas de este compuesto
provocaron una respuesta intensa en ef 100% de las neuronas registradas (Tabla 6). Pero
su aplicacién tdpica en la rebanada de cerebre no indujo efecto alguno, lo cual sugiere una
accién sobre los sistemas neuronales que mantiene conexiones estructurales con el
hipotdlamo anterior, como lo es la sustancia gris periacueductal o la formacién reticular
mesencefalica, la cual conecta a casi todo cerebro anterior con el hipotdlamo anterior (5).

En los pocos estudios comparativos de los diferentes indoles que existen, el 5-
metoxi-indol-Acido acético, posee sblo efectos pobres sobre muchos de los parametros que
se utilizan para medir su potencia. Por ejemplo, en estudios de unién a ligando, este indol
clasifica dentro de los Gltimos en ia afinidad que el receptor muestra por é1 (22), También
en relacién a algunos de los efectos sobre la reproduccidn, como es el caso de 1a reabsorcién
de fetos inducida por estos indoles, el B-metoxi-indol-4cido acético a diferencia de la
melatonina y del 5-metoxitriptofol que provocan wna resorcion activa y total de todos los
productos con efectos embriotdxicos (14), este compuesto e6lo induce un retardo en el
desarrollo embrionaric (13). Adicionalmente, los implantes de este compuesto en el
hipotélamo anterior no ejercen efectos significativos sobre los pesos del atero y det ovario
en ratones, lo que sugiere una carencia de efecto en esta regién cerebral (68), similar a lo

que sugiere los presentes resultados. Sin embargo cabe recordar que los tres indoles aqui

53



probados ejercen potentes efectos antioxidantes (70). lo cual le da similitudes funcionales.

Con base en lo escaso de la informacién con que se cuenta del 5-metoxi-indol-acido
acético en la literatura internacional, es dificil el establecer una teoria que explique
consistentemente el efecto observado en el presente trabajo. Se considera que una etapa
subsiguiente del presente estudio, consistiria en analizar con més detalle y empleando
téenicas mas discriminadoras, estos efectos observados después de la aplicacién de esta
hormona de la pineal.

Finalmente, debide a que ninguno de los indoles aqui estudiados ejercieron una
accién significativa en las neuronas de la regién predptica, la cual contiene en la rata la
mayor proporcién de gonadotropos o células productoras de GnRH, es de sugerirse que los
efectos inducidos por la gldndula pineal sobre los procesos de la reproduccién son mediados
a través de otros sistemas de neurotransmisores, posiblemente localizados en et hipotalamo

anterior, en los nicleos paraventricular y ventromedial y sus vecindades.
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CONCLUSIONES:

A.-) La melatonina modifica la actividad eléctrica de las neuronae del hipotilamo anterior,
lo cual se manifiesta como cambios en la frecuencia de descarga neuronal. Este efecto,
sobre la excitabilidad neuronal posiblemente sea consecuencia de una interaccién de esta
hormona con su receptor a nivel de membrana, debido a que la lateacia de la respuesta de
las células del hipotdlamo anterior a la administracién de melatonina es réapida (entre 3a 5

minutos), y no es de indole gendémico, lo que representaria una latencia de al menos varias
horas.

B.-) Este indol no produjo efectos significativos sobre la regién predptica del hipotilamo de
ratas, lo que sugiere que sus efectos sobre los gonadotropos son de indole indirecta,
mediados por un sistema de neurotransmisores. Es necesario analizar una interaccién

entre este indol y los sitemas GABAérgicos y catecolaminérgicos.

C.-) La administracién del 5-metoxitriptofol, también ejerce efectos significativos en el
hipotdlamo anterior, pero a diferencia de la melatonina, éstos son de menor intensidad y

con patrén diferente. A pesar de ello, estos datos muestran que esta estructra es sensible a
los efectos de este indol de la pineal.

D.-} Este indol metoxilado tampoco provocé efecto sobre las neuronas de la regién predptica

sugiriendo también una accién indirecta sobre la reproduccién.

E.-) En el caso particular del 5-metoxi-indol 4cido acético, los datos aqui mostrados sugieren
que éste carece de una accién directa sobre las neuronae del hipotilamo anterior y la
regién predptica . Aunque su administracién sistémica provoca efectos intensos inhibidores
sobre las células del hipotalamo anterior,lo que posiblemente represente una accién sobre
zonas extrahipotalamicas.
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