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RESUMEN

La melatonina es un indol de la pineat, que ha sido involucrado en la modulacidn de tos procesos
reproductivos. En la mayoria de especies de roedores estudiadas, los efectos antigonadotropicos
causados por melatonina, han despertado un gran  interés, sobre el mecanismo de accion
célular, que esta hormona utifiza para tal efecto. En la rata, la melatonina parece gjercer su accion
en los tres niveles del eje reproductivo, hipotalamo-hipéfisis-gonadas, estructuras en las cuales se
han localizado receptores a melatonina MTt y el MT2. De estos sitios el mas interesante, es el
hipotdlamo anterior. Tal interés deriva, de la disminucion que provoca melatonina en la
produccion y liberacion de ta GnRH{hormona liberadora de gonadotropinas), la cual se produce
en célutas secretoras de GnRH, localizadas de manera dispersa en el area predptica y el
hipotalamo medio basal. Se ha sugerido que estas células carecen de receptores a la melatonina,
por lo que los efectos ejercidos por este indol, pudiesen ser mediados por algun otro sistema
neuronal, localizado en las regiones del hipotalamo anterior. El objetivo del presente estudio fue
describir 1a influencia de la melatonina sobre Ia excitabilidad de las neuronas del hipotalamo
anterior, asi como también, caracterizar el efecto de otros farmaccs, como las catecolaminas
sobre estas mismas neuronas, ademas de analizar, si esta influencia de melatonina se ejerce a
través de la conductancia de un canal rectificador entrante (kir). Para llevar a cabo este objetivo
s¢ utilizaron ratas Wistar de 180-200gr y se emplearon 2 técnicas electrofisiologicas: Registros
extracelulares en animales integros y patch clamp en rebanadas de cerebro. En los registros
extracelulares las ratas fueron anestesiadas y se montaron en un aparato estereotaxico, se
realizaron dos trépanos, uno para introducir €l electrodo de referencia, y otro para introducir €l
ensamble de pipetas, unida a este ensamble estaba la pipeta de registro. Los farmacos
{melatonina, serotonina, noradrenalina y dopamina) fueron aplicados por micropresion (10, 35,
45, 50 y 60 psi). En la técnica de parch clamp, los animales eran decapitados, se les extraia el
cerebro, el cual inmediatamente se procedia a cortar en rebanadas de 400y de grosor, las cuales
después de cstabilizarse, eran montadas en la camara de bafio de patch, para posteriormente
registrar las corrientes, los farmacos fueron aplicados en el bafio de la rebanada de cerebro. Los
parimetros que se analizaron, fire la frecuencia de descarga neuronal, la cual se considero como
un indice de su grado de excitabilidad v el cambio de conductancia de un canal de K rectificador
entrante (kir), el cual esta involucrado en el potencial de membrana y por ende del control de la
excitabilidad. Los resultados obtenidos en los registros extracelulares, mostraron que melatonina
reduce la frecuencia de descarga de las neuronas localizadas fuera de! area predptica. Las
neuronas del area predptica que respondieron a noradrenalina y cuyo efecto fue bloqueado por
prazocina, les confiere la posibilidad de ser neuronas productoras de GnRH, estas neuronas no
fueron afectadas por melatonina. La serotonina y dopamina ejercieron efectos depresores de la
excitabilidad neuronal, aunque la mayoria de estos fueron encontrados en regiones diferentes a
las afectadas por melatonina. Los resultados de patch clamp mostraron que la melatonina provoca
un incremento de la conductancia del canal de K™ (kir) y que esto es dependiente de la
concentracion, Cualitalivamente se encontraron efectos agonistas de la melatonina y las
catecolaminas empleadas. Finalmente este trabajo concluye; que la melatonina ejerce sus efectos
de manera indirecta sobre las neuronas productoras de GnRH, posiblemente sobre neuronas
noradrenérgicas, inhibiendo sus procesos de secrecion y de esta manera afectando la sintesis y
liberacién de la GnRH y que este indol induce la disminucidn de la excitabilidad de las neuronas
del hipotilamo anterior, a trives de modular la conductancia de un canal de K+ (Kir).



CAPITULO |
INTRODUCCION.

La reproduccion es un proceso fisioldgico gracias al cual se
asegura la perpetuidad de la especie. Sin embargo, para que ésta se lleve a
cabo se requieren de mlltiples condiciones y situaciones especiales.
Algunas condiciones, surgen de los propios individuos, peroc otras son
consecuencia de las condiciones externas. Asi, para que la reproduccién se
lleve a cabo, debe reunirse un perfil hormonal integral, que se manifieste en
un estado gonadal y fisiolégico adecuado; ademas de que se requieren
ciertas condiciones ambientales. Tanto el perfil hormonal como el estado
fisiologico de los individuos generan un patrén conductual propio de cada
especie, la conducta de apareamiento, que asegura ia realizacion de este
fenémeno biologico ©=1992)

En los mamiferos, son muchas las estructuras que participan
en este proceso, algunas de ellas interactian mediante informacién
hormonal y nerviosa para ejecutar determinada accion, pero .ofras son
estructuras integradoras que recibiendo informacion del exterior, de érganos
sexuales y de componentes emocionales de los individuos, para generar un
patrén de secrecion hormonal adecuado para el proceso de |a reproduccion.
Dentro de estos 6rganos integradores, quizd el que muestre la mayor
jerarquia sea el hipotdlamo anterior. Esta estructura diencefalica, se
caracteriza por- posee'r_una gran cantidad de aferencias provenientes de
muchos centros cerebrales y 6rganos periféricos. Esto implica que en estas
células hipotalamicas se dan fenomenos de convergencia, que modulan la
respuesta de las neuronas hipotalamicas. Las salidas de esta estructura
también son de dos tipos. Existen salidas de tipo neural hacia otras



estructuras nerviosas y salidas de tipo hormonal, cuyo principal blanco es la
hipfisis anterior. Ambas estructuras se encuentran conectadas
vascularmente a través del sistema porta hipotalamo-hipofisiario /%%,

Ademas de participar en la fisiologia de la reproduccion, las
neuronas de! hipotilamo anterior participan en la regulacién de otros
sisternas de secrecién hormonal. Asi, la secrecién de hormonas fircideas,
suprarrenales y de crecimiento, entre otras, se modulan a través de
neuronas hipotalamicas (Fame1980)

En el caso de la reproduccion, las neuronas secretoras
localizadas en el rea predptica, la cual constituye la region més anterior del
hipotdlamo, secretan factores o sustancias peptidicas que estimulan la
liberacion de gonadotrofinas™™*™'*¥) Entre éstas sustancias secretadas, la
hormona liberadora de gonadotrofinas {(GnRH), ha sido la mas ampliamente
estudiadal®®™ ¥ Mahesh1994) ) 5 GnRH es un péptido constituido por 10
aminoacidos™®" %% sy blanco, son células acidéfilas localizadas en la
. hip6fisis anterior que han sido denominadas gonadotropog!/e*eswskie 2. 1597}
Las célutas productoras de GnRH son neuronas secretoras que poseen
axones que terminan en las inmediaciones de la eminencia media. Esta
estructura, incluida dentro del conjunto de érganos circumventriculares esta
altamente vascularizada y carece de bamera hemato-encefélica(/s"me". 1988)
Los capilares que se localizan en esta regién, dan origen al sistema porta
hipotalamo-hipofisiario, asi, en la regién hipofisiaria se origina una nueva red
capilar que recibe 1a sangre del sistema hipotatamico 5™ 168!

De esta forma, la GnRH alcanza a los gonadotropos de la
hipofisis anterior y los estimula para secretar tanto a la hormona luteinizante

(LH) como a la hormona foliculo estimulante (FSH) 2™ & 2 193 Egtg
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secrecion, es mediada a través de receptores a GnRH localizados en la
membrana celular del gonadotropo. Este receptor, conformado por siete
dominios transmembranales, esta acoplado a proteinas G; por lo que la
unién de la hormona a su receptor, activa una proteina Gq, cuya subunidad a
""se une y activa a una fosfolipasa C. Posteriormente, ta! activacion promueve
‘la hidrélisis de Fosfatidil inositol difosfato (PIP2), desdoblandolo en Inositol
trifosfato (InsP3) y diacilglicerol (DAG) 2o 2198}

Como parte del mecanismo de sefializacion intracelular, el
InsP3 se une a su receptor localizado en el reticulo endoplasmico para
provocar la liberacion de Ca®": este ion en conjunto con i DAG activan a una
PKC, que fosforila canales de calcio localizados en la membrana celular.
Como resultado de esta accion se genera una comiente entrante de calcio
reflejo del influjo de este ion a la célula. Finalmente, el incremento en los
niveles de calcio intracelular, estimula tanto la sintesis como la secrecién de
LH y FSH (Fig.1) {Veneeek @21 1992) Mediante este proceso de secrecidn de las
hormonas LH y FSH, se regula la funcién gonadal.

En un gran nimero de especies de mamiferos, la hormona
GnRH se secreta y libera de dos maneras; una de ellas es manera tonica,
esto es una secrecién continua con cambios muy lentos y de baja intensidad.
Mientras que la ofra es de tipo pulsati misma que corresponde a una
descarga sincronizada y fasica, de corta duracion y mayor amplitud shere «
21999 ge desconocen los mecanismos fisiologicos que regulan estos tipos de
oscilaciones en la secrecién; sin embargo, tales patrones permiten explicar
una de las caracteristicas fundamentales de la fisiologia de la reproduccién:

su ciclicidad (Thimonier.1981)




Sintesis y liberacion
de LHy FSH #

€X0CItos1Ss .

Fig.1. Esquema representativo de la cascada de sefalizacion activada por la unién de GnRH a
su receptor localizado en el gonadotropo de la adenohipdfisis. La unidn receptor-GnRH, induce un
aumento de calcio intracelular, modulado a través de la activacion de una fosfolipasa C. Este
aumento de calcio promueve la activacion enzimatica para inducir la sintesis de las

gonadotropinas.

Como consecuencia de estas oscilaciones en la secrecién de
esta hormona, tanto los niveles de gonadotropinas, como de las hormonas
sexuales, muestran patrones de secrecién que se repiten con cierta ciclicidad
y que varian a lo largo de la edad de los individuos. Los niveles de {as
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gonadotropinas aumentan en el recién nacido durante los cuatro primeros
meses de vida; .posteriormente disminuyen hasta niveles muy bajos, fos
cuales se mantienen hasta antes de la pubertad °¥"* '**¥_Es decir, durante
toda la etapa previa a la pubertad, la frecuencia del patrén pulsatil de la
GnRH, se mantiene disminuida. Sin embargo, una vez que el organismo
alcanza la pubertad (inicio de la madurez sexual), se presentan ciclos con de
incrementos en la secrecion de GnRH, lo que da origen al incremento de
las hormonas hipofisiarias y por ende a la activacion gonadal@er™e 2! 195,

Las gonadotrofinas hipofisiarias, las cuales son liberadas en
forma ciclica ejercen diversos efectos fundamentales necesarios para la
reproduccién. Por ejemplo, su accién directa sobre las gonadas provoca la
secrecion de las homonas consideradas sexuales. Entre ellas se encuentran
los estrégenos, la progesterona y la testosterona. El incremento de las
hormonas sexuales promueve el crecimiento de los 6rganos genitales, la
manifestacion de las caracteristicas sexuales secundarias dependientes de
género; tales como el crecimiento del vello pubico, axilar y toracico, a barba,
el aumento de la actividad de glandulas sebaceas, el agrandamiento de la
laringe que induce un cambio en el tono de voz en el hombre, y el desarrollo
de las mamas, y agrandamiento de las caderas en la mujer. Ademas del
inicio de la espermatogénesis y la ovulacion Y 194

En el humano, se presentan cambios ciclicos homonales
regulares, que dan origen al ciclo menstrual. Al igual que el resto de la
actividad reproductora, esta ciclicidad, esta subordinada a la secrecidn

periddica de las hormonas gonadotréficas y ovaricas™"= 1968,




resulta extraino el hecho de que muchas especies utilicen este factor, para

determinar la estacion del afio con base en la duracion del dia ®meony Rehardson

1998)

La reproduccion estacional es producto de la liberacion
pericdica de las hormonas reguladoras y en su ausencia se induce
naturalmente una contracepcion; fisioldgicamente el individuo presenta un
hipogonadismo durante la época de anestro, lo que evita un nacimiento en
una época inadecuada del afio, lo cual depende de ia especie. De acuerdo
al estimulo fotoperiddico requerido, para la activacion del ciclo reproductivo,
existen especies de reproduccion estacional de dias cortos, como las cabras
y las ovejas, y también especies de reproduccion estacional de dias largos,
entre las que se encuentran el hamster y el caballo Yoxyama 1992)

Como se hace evidente, la secrecion de GnRH constituye el
punto de partida para el proceso de la reproduccion. Es esta secrecion la que
debe ser modulada en una forma integral y constante para determinar el
momento y la cantidad de esta hormona que debe ser liberada, ya que
cualquier reduccién o incremento en su produccion se reflejara en un cambio
significativo en la reproduccion de las especies **™® ¥ Uno de fos
primeros mecanismos de control de secreciéon de la GnRH descritos, fue ¢l
efecto de las hormonas sexuales mismas. Asi estas hormonas sexuales, por
mecanismos de retroalimentacién, ejercen una influencia moduladora sobre
todo el eje hipotatamo-hipdfisis o™ 1997),

Las hormonas sexuales son esteroides altamente liposolubles
gracias a su naturaleza quimica, proveniente del colesterol; es decir poseen

un nicleo quimico derivado del ciclo pentanoperhidrofenantreno (Fig.2))
(Kawata, 1995)




Las concentraciones de esteroides en las inmediaciones de las
células hipotalamicas e hipofisiarias actian para controlar, a través de un
mecanismo de retroinformaciéon negativa, la secrecion de gonadotropinas.
Asi que un incremento en la concentracion plasmatica de esteroides
sexuales invariablemente se acompana de una disminucion en la secrecion
de GnRH, lo cual en cierto plazo reducira las concentraciones de estos
estrogenos. Por el contrario, si las concentraciones de estrégenos estan
reducidas en el plasma los niveles de GnRH al carecer del efecto inhibidor de
los mismos incrementara su secrecién y con ello estimulara a las gonadas
para incrementar la secrecién de este mismo tipo de esteroides. Como
resultado de este mecanismo, las concentraciones de GnRH y de esteroides
se mantendran siempre en un rango especifico Mehalet 2 181 A nque el
mecanismo celular de este control reciproco no es completamente conocido,
probablemente éste sea resultado de una accion gendmica.
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Fig.2. Biosintesis de las hormonas esteroideas. Tomado de Zarate, 1993



Después de ser liberados por las respectivas génadas, la
mayoria de esteroides se unen a proteinas transportadoras, las cuales
liberan estos esteroides a nivel de tejidos periféricos. Los esteroides libres,
pueden facilmente penetrar las membranas de sus células blanco, y dentro
del citoplasma sufrir algunas modificaciones como es el caso de la
testosterona, la cual se transforma en la dihidrotestosterona (DHT) un
andrégeno mas potente. También dentro del citoplasma, los esteroides se
asocian a proteinas que los dirigen hacia el nicleo, para su unién con los
receptores nucleares. Finalmente, el complejo esteroide-receptor ejercera un
efecto gendmico, a través de modular la transcripcién de una serie de genes,
para su posterior sintesis a proteinas =" 198,

Algunas estructuras del sistema neuroendocrino fijan
esteroides. Como es el caso del estradio!, el cual es captado en la hipofisis y
el hipotdlamo, este dltimo incluye a la [regidén predptica, y el area
hipofisiotropica (eminencia media, hipotadlamo. medial y anterior basal)j, la
amigdala y el cerebro medio. Los andrégenos como la testosterona y la 5-
DHT son captados por la hipdfisis y el hipotdlamo, practicamente en las
mismas regiones que el estradiol. Por su parte, la progesterona es fijada por
la corteza cerebral, el cerebelo, el mesencéfalo y el hipotdlamo. Los
glucocorticoides {cortisona y desoxicortisona) se fijan en mayor
concentracién en el hipocampo, la amigdala, el septum y el hipotalamo. Los
mineralocorticoides se asocian en la mayoria de los 6rganos
circumventriculares (St al. 1998)

La mayor parte de las influencias intrinsecas no hormonales a
que estan sometidas las células productoras de GnRH se ejercen a través de
toda una red de sistemas neurales, que incluyen al neuropéptido Y, galanina,

i0



sistemas adrenérgicos, dopaminérgicos, opiopeptidérgicos, serotonérgico,
asi como por aminoacidos como el GABA y el glutamato (So™ * = 9%
Fig.3.Toda esta gama de influencias ejercidas por estas sustancias, implica
que las células productoras de GnRH poseen en sus membranas una
cantidad importante de diversos receptores (Fig.3), asi como también los
mecanismos de sefalizacion  intracelular capaces de mediar tales

respuestas (Se% & #1988}

Noradrenalina (+)

Dopamina(-)

Opioide (-)
Neuropéptido Y(-}

Liberacidn 6
inhibicion de la
. : ¢ *® hormona GnRH
s0
Fig.3. Esquema que muestra las influencias moduladoras a la que estan expuestas las ceélulas
productoras de GnRH. La noradrenalina, el glutamato y el neuropéptido Y, influyen de manera
positiva sobre la liberacion de lé GnRH, mientras la dopamina, GABA y los opicides ejercen una

accion contraria. Estas influencias moduladoras dependen del estado fisiolégico del animal.




Por otro parte, de los factores externos que modulan |a
reproduccion, quiza la influencia mas puntual y facil de mostrar es el efecto
del fotoperiodo ambiental. Varios resultados muestran que la sola alteracion
del fotoperiodo retarda, adelanta, bloguea o induce la reproduccion(®m"
99 Este efecto se manifiesta sobre todo en especies con reproduccion
estacional; entre las cuales el hamster dorado ha mostrado ser muy sensible
a dicho efectofGeranchy Aurich. 1988}

El mantener al hamster dorado en oscuridad continua o en
dias cortos, similares a los del invierno, provoca una atrofia gonadal severa,
la cual es incompatible con la reproduccién. Este efecto puede ser bloqueado
por la pinealectomia, lo cual sugiere la presencia de un factor hormonal
producto de la glandula pineal (Fig.4.) que ejerce efectos antigonadotropicos
y que puede modular la reproduccion estacional 7o' %8 Se has mostrado
que este compuesto es la melatonina y su administracién en cualquier
condicién fotoperiddica o época del afio, induce una atrofia gonadal en el
hamster dorado (o=t 1998) -
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Fig.4. El esquema representa la disposicion anatémica de la glandula pineal y estructuras
relacionadas en la rata. La gldndula pineal es una estructura diencefdlica, estd inervada por fibras
catecolaminérgicas y péptidergicas, esta inmediatamente debajo del hueso craneal, se
encuentra rodeada por estructuras vasculares en los mamiferos. Tomado de Zarate, et al, 1993

La melatonina es un indol producido en la glandula pineal
exclusivamente durante la escotofase; es decir muestra un ritmo
fotoperiddico de secrecion. Este patron de secrecién es consecuencia de la
relacion de la pineal con vias y estructuras nerviosas que participan en la
regulacién del ritmo circadiano (Fig.5). Los osciladores ritmicos utilizan la
informacion fotica como sincronizador, {C2sseneve. 1998}



Fig.5. Esquema de los mecanismos principales que controlan la sintesis de melatonina, Se
muestra la via neural implicada en trasmitir la informacién fética det medio extermo a ta glandula
pineal. Esta informacién fética se inicia en las fibras de la retina del ojo, de ahi pasa at tracto
retino  hipotalamicc (TRH)=Nicleo supraquiasmatico{NSQ)=  Nucieo  paraventricular
(NPV)=Médula espinal= Ganglio cervical superior. Finalmente las fibras posganglionares
alcanzan a la glandula pineal y es ahi donde se secreta la noradrenalina {NA)}, la cual se une a los

recepiores adrenérgicos para inducir la sintesis de melatonina durante la escotofase. Modificado de
Arent, 1988,

Médula espina}



Durante la escotofase, las fibras simpéticas que inervan a los
pinealocitos, liberan noradrenalina, e! cual a través de receptores [-
adrenérgicos provoca la activacion de ﬁna adenilato ciclasa dependiente de
proteinas G, incrementando los niveles de AMPc intracelular, recientemente
se ha mostrado que los receptores a-adrenérgicos mejoran la accion
inducida por los receptores p-adrenégicos, manteniendo los niveles de AMPc
elevados A" %9 Esta elevacion de AMPc estimula fa expresion del gen
CREB el cual codifica a la enzima N-acetil-transferasa (NAT), cuya
presencia induce la sintesis de melatonina 25" %) (Fig 5).

Una vez activada la cascada de sefalizacion, la melatonina se
sintetizara a partir del triptofano, el cual es el sustrato para la hidroxilasa del
triptofano, por accién de esta enzima se obtiene e! 5-hidroxi-triptofano (5-
HTP). La etapa enzimatica siguiente es una descarboxilacion ejercida por
una enzima inespecifica, la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos, ia
cual transforma el 5-HTP en serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) €™ &
al,1999).

La conversion de serotonina a melatonina esta bajo el control
de la enzima N-acetiltransferasa cuyo producto es fa N-acetilserotonina, la
cual es transformado en melatonina por la accion de la enzima Hidroxi-indol-
O-metitransferasa. Existe también la produccién alterna de otros
compuestos inddlicos, los metoxitriptofoles y los metoxiindoles conjugados
con acido acético (Fig.6.). Estos compuestos pueden ejercer efectos
similares a los provocados por la melatonina; aungue su importancia

biologicg atin no ha sido descrita completamente 1997),
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Fig.6. El esquema ilustra la via biosintetica de los indoles de la pineal, asi como de las enzimas

que participan en la misma. Tomado de Zarate, et al 1993,

La produccion de las enzimas y que participan en la sintesis de
los precursores y la melatonina mantiene un ritmo de secrecién asociado al
fotoperiodo (Fig.7.) @™ ¢ 2. 193 de tal manera que su produccion y



secrecion se reduce de una manera drastica por efecto de estimulos
luminosos con una intensidad de al menos 2000 fluxes 225+ 1953

500
3o00{ { -
Serotonina {pmoles/mag) ‘ |
100 - I | -1
300F | i
| |
1.00¢
o F i |
N-acetiltranstferasa 30 | !
{(nmotes produc/mgM) ) } |
]
.10
60 t } .
ao | | N
N-acetilserotonina l
{pmoles produc/mgmh) 1w}l 1 -
sl i : -
ar -
|
" N 20 F =
Hidrox-indol-O- | |
metiltransferasa 1.0 -_N -
{nmoles produc/mg/h} K } }
30 | | | .
|
10 F 1 | .
Maolatonina &+ l | .
{prnolea/mg) I
sl | | ]
| :
1200 1 800 2400 0800 1200

Hora del dia

Fig.7. Esquema que muestra las oscilaciones circadianas, de los indoles y enzimas gque
participan en la sintesis de melatonina en la gldndula pineal de la rata. Tomado de Zarate, et al, 1993.




La estructura del gen de la melatonina esta altamente
conservada en las diferentes especies donde ha sido clonado, la region
codificante esta E:ompuesta de dos exones y un largo intron! ke and Laten
'9%8) En los mamiferos se ha descrito la presencia de 3 tipos diferentes de
receptores a la melatonina los MT1, MT2 y MT3, los dos primeros estan
acoplados a sistemas de proteinas G. Estos receptores consisten de una
simple cadena polipeptidica de 39 a 47 KDa y de 346 a 420 aminoacidos,
estan constituidos por siete dominios transmembranales (TM |, i, lll, IV, V,
VI, y VIl ) conectados por asas intra y extracelulares, el amino N-terminal
estd del lado extracelular y presenta uno o dos sitios de glicosilacion,
mientras que el carboxilo terminal es intracelular R#®=t %) (Fig 8). Los
efectos desencadenados por la melatonina son consecuencia de una accion
mediada a través de receptores especificos localizados en la membrana de
las células blanco.

Estos receptores se localizan en el sistema nervioso central de
diferentes especies de vertebradosoukss: €t 2. 197 - En i3 rata, su localizacion
es preferenciaimente en el hipotalamo anterior, el nicleo supraquiasmatico, y
e hipocampo (Morgan, et al, 1994)

Fig.8. Esquema del receptor de melatonina 1* (MT1), estructuralmente en forma de 18
sempentina, con 7 dominios transmembranales. Tomado de Reppert, 1997,




Cuando se administran concentraciones fisiolbgicas de
melatonina se observa una reduccién en los niveles séricos de hormonas
sexuales y de sus respectivas gonadotropinas ©=* ¥ Estos efectos
parecen ser consecuencia de una accion directa de la melatonina sobre todo
e! eje hipotalamo-hipofisis-génadas. Entonces, los factores hipotalamicos de
liberacién de gonadotropinas se reducen por efecto de esta hormona, lo que
sugiere una accion directa sobre el hipotalamo y quizd sobre las células
productoras de estos factores de liberacion o sobre algin componente
aferente de estas células. Ademas, estudios in vitro realizados en
gonadotropos de ratas recién nacidas, muestran que la melatonina
disminuye la sintesis y liberacion de las gonadotropinas de la adenohipofisis
{Vanecek, 1998).

Estos efectos implican una accién antigonadotropica, la cual se
manifiesta ampliamente en los roedores con reproduccion estacional del tipo
del hamster dorado, hamster djugariant y el  hamster syrian, en quienes la
infusién diaria de melatonina provoca una regresion gonadal muy similar a la
observada cuando estos animales se mantienen en oscuridad continua =
%88 gin embargo, esta actividad antigonadotrépica también se manifiesta en
el desarrollo gonadal de especies de reproduccién no estacional como la
rata, en la cual la administracion diaria en la etapa de maduracion sexual,
induce un retardo en {a tasa de incremento de peso de los ovarios en la

hembra y de testiculos en el macho =% %% Fig 9.
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Fig.9. Esquema que muestra la influencia que ejerce la melatonina sobre ei eje hipotalamo-
hipafisis-gonadas, causando una atrofia gonadal en hamster y rata.

El hipotalamo, centro integrador de sefales hormonales en
relacién con la reproduccién, posee receptores a melatonina en regiones
cercanas a las células productoras de GnRH. Estas células GnRH son
neuronas pequefas (12-18 pm) localizadas en el hipotalamo medio basal y el
area preoptica. En los nucleos del hipotdlamo de la rata se encuentran entre
800 a 1500 de estas neuronas %P #2119%8) | 5 liberacién de GnRH ocurre de

manera ténica y pulsatil.

Los sistemas catecolaminergicos implicados en la modulacion
de la liberacion de GnRH comprenden, al sistema noradrenérgico y
dopaminérgico. El primero modula la liberacion pulsatil de GnRH, a través de

receptores ap-adrenérgicos YoXP™ %92 estos receptores estén acoplados a
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proteinas G. Cuando la noradrenalina se une a Su receptor as,-adrenérgico,
se activa la disociacion de las subunidades de la proteina Gg, lo cual induce
la activacion de la fosfolipasa C (PLC) y la activacion de canales de Cat++
sensibles a voltaje. Este ion es un importante mensajero intracelular
implicado en la liberacion de GnRH (Negro-vier. €02 1%87) 4 5 poradrenalina induce
una despolarizacion de las neuronas productoras de GnRH, lo que provoca
la activacién de sefiales transmembranales, que inducen la secrecion y
sintesis de la GnRH Fig.10. En presencia de prazocina (bloqueador
especifico de los receptores ap-adrenérgicos) la secrecion pulsatil de GnRH
no ocurre (Reto(a) 1987)

Ha sido sugerido que el sistema dopaminergico ejerce una
accion moduladora de la liberacion de GnRH. Recientes estudios apoyan
que la dopamina tiene un papel permisivo sobre la liberacion de la GnRH a
traves de regular neuronas gabaérgicas. Aunque también se ha propuesto
una .posible accién directa de dopamina sobre las neuronas secretoras de
GnRH, a través del receptor dopaminergico D2, e! cual es capaz de activar
canales K* acoplados a una Gi (proteina G inhibidora de la enzima adenilato
ciclasa), la disociacion de las subunidades de la proteina Gi, promueve la
activacion de el canal Kir, lo que produce una hiperpolarzacion de la
membrana de las neuronas GnRH, inhibiendose de esta manera los

procesos de secrecion de la GnRH Fig. 10 (8elousevy VanDel ol 1987)
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Fig.10. El esquema muestra la modulacién que ejercen la noradrenalina y la posible modulacion
directa de dopamina sobre las neuronas secretoras de la GnRH.

Los efectos de los neurotransmisores y hormonas sobre la
liberacién de GnRH son precedidos por cambios en ! nivel de excitabilidad
de las neuronas que secretan tal producto; ya que tal liberacién es
dependiente de calcio y ademas la penetracién de este ion al interior de la
célula es a través de canales de calcio dependientes de voltaje. La activacion
de tales canales requiere una despolarizacion de la membrana celular en
niveles cercanos a los -30 my (Nshihara. €t 3. 199) por esta razén los productos
que incrementan la secrecion de este factor deben despolarizar a la célula;
mientras que los que la inhiben deben hiperpolarizaria o bloquear cualquier

despolarizacion (Hinma.etal. 1982)

Por ejemplo, en estudios realizados con electrodos de registro
en el hipotalamo medio basal y en el area predptica en rata se encontr6 que
cuando se incrementa la actividad eléctrica multiunitaria en alguna de las
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areas mencionadas, se obtiene un pico de LH, lo que sugiere que el
incremento en la excitabilidad de estas neuronas induce la secrecion de
GnRH y por ende la de LH (k@™ 1992) | 35 céjylas productoras de GnRH
ademas de ser moduladas por catecolaminas, son influenciadas por
serotonina, opioides y aminoacidos como el glutamato y GABA, entre otros
(Sots, ol al. 19%5). v cada vez que uno de estos ligandos se une a su receptor
respectivo, se ejerce una influencia ya sea excitadora (noradrenalina y
glutamato) o bien inhibidora (serotonina, dopamina, opioides y GABA) sobre
la excitabilidad neuronal y por ende sobre la secrecidon de esta hormona
{Wuttke, et al, 1996)-

En el caso de la melatonina el esquema no es muy claro,
algunos autores muestran que las neuronas productoras de GnRH no
poseen receptores a la melatonina, lo que sugiere una accion indirecta a
través de otras aferencias, por ejemplo a través del sistema GABAérgico,
peptidérgico, serotonérgico o catecolaminérgico entre otros M &t 2 1998),
Sin embargo, existe estudios que sugieren que estas células poseen
receptores a melatonina y responden en forma directa a las concentraciones

de este indol (NegreViar 1987) | 4 controversia no ha sido aun resuelta.

Los estudios electrofisioldgicos realizados en el hipotalamo de
la rata, han mostrado que la aplicacion sistémica y local de melatonina,
produce una disminucién en el disparo del potencial de accidn en estas
neuronas P %9 - a5t mismo ha sido sefialado en neuronas del niicleo
supraquiasmatico e hipocampo M %% Como consecuencia de la
disminucion de !a excitabilidad provocada por melatonina, seguramente los
procesos de secrecién de estas células se reducen.
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La excitabilidad celular, es funcion del potencial de membrana de cada célula
y la génesis y mantenimiento del mismo es consecuencia directa de la
actividad de multiples canales idnicos de Na*, Ca™ y K'. De estos, los de K’
son en gran parte los responsables del potencial de membrana y por ende
del control de la excitabilidad. Este canal es el utilizado por aquellos
compuestos, neurotransmisores y farmacos dirigidos a modificar la
frecuencia de descarga de las neuronas.

Recientemente se ha mostrado en ovocitos de Xenopus, que |a
melatonina es capaz de inducir la activacion de una corriente entrante de K
a través de un canal de potasio rectificador entrante (kir) Mo 1989y Newson. etal
%%) Los canales tipo Kir 3.1, 3.2 y 3.3 son canales activados por las
subunidades py de la proteina Gi, presentan una conductancia unitaria de 4 a
40 p§ @oupnik. et 21985} F| Kir 3.1 ha sido localizado por hibridacién in situ en
cerebro de rata, con distribucion moderada en hipotalamo @sching. et al, 1954)
At no ha sido demostrado en hipotalamo de rata, si melatonina es capaz de
modular {a activacion de este canal para ejercer su efecto depresor sobre la

excitabilidad neurgnal, descrita anteriormente.
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Planteamiento del problema-

Aunque en algunas espécies la melatonina parece ejercer
efectos progonadotropicos M 2. 19%9) an |a mayoria de ellas su accion es
basicamente antigonadotropica ©=* ' Este dltimo efecto es
consecuencia de una accion inhibidora en la secrecion de la GnRH y por
ende de LH y FSH. Se ha descrito, aunque de manera controversial, un
mecanismo de accion de la melatonina en los gonadotropos de rata, que
implica el bloqueo del transporte membranal de calcio ™" ™% sin
embargo en las células hipotaldmicas productoras de GnRH, el mecanismo
de accién no esta claro. La controversia se inicia desde la localizacién de los
receptores a melatonina en estas células. Algunos autores mencionan que
las células hipotalamicas productoras de GnRH no poseen receptores a la
melatonina MePeexet 2. 1997} pe ser este el caso, en una situacion in situ, los
efectos de la melatonina séfian indirectos y mediados a través de algunos de
los sistemas de neurotransmisores para los que estas células si poseen
receptores, tales como las catecolaminas.

Para otros autores estas células si expresan, receptores a
melatonina, aunque sus resultados son de estudios in vitro, como es el caso
de las células inmortalizadas productoras de GnRH y que se conocen como
GT1 y GT3 o 19%8) Ademas debido al efecto inhibidor sobre la secrecion
hormonal, el cual se correlaciona con una accion inhibidora de la actividad
eléctrica neuronal , es de suponerse que el mecanismo celular implicado en
este efecto consista en una reduccion de la excitabilidad. A nivel de
mecanismos iénicos, esta accion debe asociarse a cambios en Ila
conductancia de los canales implicados en el mantenimiento del potencial de
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membrana, particularmente del potasio. En el caso de este tipo celular
hipotalamico es necesario considerar a un canal rectificador entrante de
potasio el cual es fundamental en el mantenimiento de la excitabilidad celular
(Netson. 19%6)  Esto permite suponer la relacion entre la melatonina y Ia
excitabilidad de las neuronas hipotalamicas en funcion de la conductancia

del canal Kir.
Objetivo General

El objetivo general del presente trabajo es el describir, la posible
influencia que ejerce la melatonina sobre la excitabilidad de las neuronas del
hipotdlamo anterior, incluyendo a las células productoras de GnRH. Asi
como también el describir las caracteristicas de este efecto y el mecanismo
de accién utilizado por este indol.

OBJETIVOS particulares:

1) Describir el efecto de la melatonina sobre el patrén de la actividad
espontanea de las neuronas del hipotdlamo anterior en animales integros.

2) Analizar comparativamente el efecto de la serotonina, dopamina y
noradrenalina sobre ia excitabilidad de las neuronas hipotalamicas.

3) Determinar posibles interacciones entre la melatonina y alguno de estos
neurofransmisores, empleando herramientas farmacologicas.

4) Describir el efecto de la melatonina sobre el potencial de membrana de
células hipotaldmicas anteriores en rebanadas de cerebro.
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5) Analizar el efecto de la melatonina sobre la conductancia de un canal
rectificador entrante de potasio en las neuronas de! hipotalamo anterior
empleando la técnica de patch-clamp. '

6) Comparar los efectos de la dopamina y noradrenalina con los de la
melatonina sobre las corrientes de este canal rectificador entrante de potasio.

HIPOTESIS:

1)Si hay modificacion de la actividad espontanea de las neuronas
hipotatamicas al aplicar melatonina, es posible que el indol module a esos
sistemas neuronales para inducir su efecto a nivel hipotalamico.

2)Si los efectos provocados por la melatonina sobre la excitabilidad y la
secrecion de GnRH son mediados por algin sisterna de neurotransmisor
hipotalamico, entonces sus efectos seran modificados por la aplicacion de tal
neurotransmisor.

3) Si el efecto de melatonina reduce la excitabilidad celular, es posible que
esto sea consecuencia de una accion sobre un canal rectificador entrante de
potasio, entonces la aplicaciébn de este indol debe incrementar Ia
conductancia de este canal.
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CAPITULO I
Metodologia

Para alcanzar los objetivos plantados utilizamos dos
metodologias experimentaies. La primera consistid en el registro extracelular
de la actividad unitaria de neuronas del hipotalamo anterior en ratas integras,
anestesiadas y fijadas en un aparato esterotaxico. La segunda metodologia
consistio en el registro de las cormrientes transmembranales de potasio en
parche de membrana con fijacién de voltaje (patch-clamp). Este técnica se
realizé también en neuronas del hipotilamo anterior en rebanadas de

cerebro de 450 um de grosor.

-Metodologia para registros extracelulares.

Se emplearon 62 ratas macho de la cepa Wistar sexualmente
integros, con pesos que oscilaron entre 180-200 g, aproximadamente de 3
meses de edad, en el momento del experimento. Los animales se
mantuvieron previamente en jaulas individuales de 10 a 15 dias antes de la
sesion de registro. Tanto el fotoperiédo,14 hrs luz 10 hrs oscuridad (6:00-
20:00), como la temperatura (25 °C) fueron rigurosamente controlados
durante al menos 15 dias previos al experimento. Los animales tenian
acceso libre al agua y alimento (Purina Rat Chow) las 24 horas del dia.

-Sesion de registro.

Para la sesion de registro, se privaba alos animales de comida
y agua 12 horas antes. Posteriormente se anestesiaban con uretano (1.25 g
/Kg. i.p.), cuando alcanzaban el plano qu.iri]rgico se les rasuraba e! cuero
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cabelludo de la piel que cubre la region anterior del cuello y dorsal al craneo.
Inicialmente en una posicion de decubito dorsal, se realizaba una
traqueostomia colocandose un catéter intratraqueal del No. 8, ademas se
disecaba la vena cava inferior para colocar un catéter intravenoso para ia
aplicacion de anestésico de una concentracion del 15 % del mismo aplicado
por via intraperitoneal, con el fin de mantener un estado analgésico continuo.
Ademas durante el registro fue colocado un colchén térmico por encima del
animal para mantener su temperatura corporal tan constante (36° C) como
fuera posible. Una vez realizado esto, la rata se colocaba en un aparato
estereotaxico (David Kopff), y se realizaba una incision longitudinal de 2.5 cm
en la parte superior del craneo. Entonces se procedia a marcar la region del
craneo que correspondia a! area del hipotalamo anterior, de acuerdo a las
coordenadas que indica el atlas estereotaxico de Pellegrino y cols {1986).

Se realizaban dos trépanos en el craneo; uno de ellos de 6 mm
de didmetro de acuerdo a las coordenadas anteroposterior de 0.8 mm
posterior al bregma, lateral de 0.4 mm y con una altura que oscilaba desde
6.2 a 8 mm a partir de la superficie det cerebro. Estas coordenadas
corresponden a la regidn del hipotadlamo anterior predptico sitio que muestra
la mayor concentracion de célutas productoras de GnRH (-0pezt 2! 19%)

Se colocé un tornillo de acero inoxidable de 3mm en el trépano
realizado en la region mas lateral y posterior, éste hacia las veces de
electrodo indiferente. Para la aplicacién local de farmacos y registro de
actividad extracelular, se utilizd la técnica de inyeccion por presion
(micropresion). Para ello, se fabricaron ensambles de 5 micropipetas (WPI
150 FI), las pipetas después de set pegarlas con cianocrilato se estiraban

conjuntamente en un estirador vertical (Narishige PE-2), quedando una punta
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comun para las 5 micropipetas. 'La primer micropipeta se utilizaba como
electrodo de registro, para ello se Henaba con una solucion de NaCl 4 M en
verde rapido saturado Piet.1989)

Un alambre de plata clorurado conectado a una derivacion de
una sonda de alta impedancia (Grass HIP 511E), se introducia hasta el fondo
de la micropipeta, usualmente la impedancia 6hmica de este electrodo
oscilaba entre 15 y 25 MQ. La sonda de alta impedancia se conectd a un
amplificador de AC (Grass J510), cuya salida se conectaba a un osciloscopio
(Tektronix 55526) a un audiomonitor (Grass AM8) y a un sistema de captura
y anilisis computarizado (Computerscope, RC electronics) el cual
determinaba un nivel de ventana, contaba el niimero de espigas y realizaba
los histogramas correspondientes. De esta manera se obtenian los
respectivos histogramas de frecuencias e histogramas acumulativos; antes,
durante y después de ia aplicacion de cualquiera de los farmacos empleados -
en este estudio ( Fig.11.).

Tres de las micropipetas restantes se llenaban con alguna de
las siguientes soluciones:
1)Melatonina 1 mM disuelta en una solucion que contenia 20% de
polietilenglicol, 1% de etano! y aforada con agua destilada.
2)Dopamina 100 mM disuelta en agua destilada
3)Noradrenalina 10 mM y 100 mM disueltas en agua destilada
4) Prazocina (Bloqueador de receptores adrenérgicos as,y 1 mM disuelto en
agua destilada.
5)Serotonina 10 mM disuelta en una solucién al 2% de acido ascbrbico y
agua destilada.
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La quinta micropipeta se llenaba las mas de la veces con una
solucién de NaCl fisiologica y en pocas ocasiones con vehiculo de la dilucién
de melatonina. Esta micropipeta se utilizo para balancear la presién en la
punta del ensamble, y como control de los efectos inducidos por las
soluciones que se usaron como vehiculos.

Este ensamble de micropipetas se montaba en una torre del
esterotaxico y se descendia a través del trépano hasta las regiones del
hipotalamo anterior.

El ensamble de micropipetas se descendia a una velocidad de
1 mmiseg para localizar células con actividad espontanea. Cuando se
visualizaban espigas (potenciales de accién) se procedia a registrar una
actividad basal durante al menos 15 minutos. Si la actividad continuaba
constante entonces se procedia a la aplicacion de los farmacos. Para ello se
utilizd un equipo de micropresién constituido por una picobomba (WPI,
PV800), la cual utiliza nitrégeno gaseoso para empujar al farmaco fuera de la
micropipeta.

La fase experimental consistia de un registro continuo durante
15 minutos de actividad basal seguido de la aplicacion por pulsos del
farmaco en cuestiéon. Estos pulsos oscilaron entre 3 a 100 psi aplicados
durante 15 a 60 segundos. Con la finalidad de evitar efectos aditivos, entre
cada aplicacion transcurria al menos un periodo de 60 segundos. En
ocasiones se aplicé mas de un farmaco simultdneamente, aunque la
administracion de uno de ellos se iniciaba un poco antes que la de los otros.
Durante todo el tiempo que duré la aplicacion de farmacos el registro de la

actividad ektracelular continuaba.
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Una vez finalizado el registro extracelular se administraba una
corriente catodica (1.5 mA durante 20 minutos) que expulsaba al colorante
de la pipeta de registro. Gracias a esta estrategia fue posible marcar los
sitios de registro y determinar la regionalidad de algin tipo de registro o
efecto farmacologico. Terminado el experimento, los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital, perfundidos primero con
solucién salina a 35 °C y posteriormente con una solucién de formaldehido
al 10%. Se extraian los cerebros y se almacenaban durante al menos 10
dias en una solucion de formaildehido al 10%. Después de este tiempo se
lavaban con agua destilada y se realizaban cortes de 100 yM donde se
buscaban las marcas de colorantes para determinar el sitio exacto de
registro.
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de los datos

Fig.11.Esquema que ilustra el equipo para el registro extracelular

Una vez capturados los datos se procedié hacer histogramas
de frecuencia. Se considerd un cambio significativo a cualquier incremento o

decremento de al menos el 40% de cambio en la frecuencia de descarga con
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respecto al control (proporcion critica). Se emple6 este criterio basandose en
las observaciones obtenidas del registro continuo sin ningin tipo de
manipulacion farmacologica, observamos que la actividad espontanea nunca
oscilé mas alla de un 20 % en un periodo de hasta 3 horas.

- Metodologia para registros en parches de membrana (Patch clamp).

Estos registros se realizaron en cerebros de ratas machos de
la cepa Wistar con pesos que oscilaron entre 190 y 200 g, y que fueron
mantenidos en condiciones similares a los descritos en el experimento
previo.

Para la sesion experimental se sedaba al animal con éter y se
procedia a decapitarlo con una guiliotina hecha en el laboratorio.
Inmediatamente se procedia a extirpar el cerebro en un lapso menor a 60
segundos. El cerebro extirpado se colocaba en una solucidon a 4°C, que
contenia: (en mM) 124.0 de NaCl, 5.0 de KCI, 2.6 de Na,P0, -H:0, 26 de
MgSO,- 7H.0, 3 de CaCl; - H,0, 26.0 de NaHCO;, 10 de HEPES y 10 de
dextrosa. Esta solucion tenia una osmolaridad de 300 mOsm y un pH de 7 4.
Después de 1 a 2 minutos en esta solucién se seccionaba el cerebro dejando
un bloque que contenia el hipotalamo anterior, posteriormente se montaba el
bloque de cerebro en la platina de un vibratomo (Pelco, Vibroslice 1000)
fijandose con cianocrialato y cuyo contenedor estaba lleno de una solucién
de composicion similar a la anterior y a una temperatura de 2 a 4 °C. En
estas condiciones se obtenian rebanadas de 400 a 450 ym que eran
transferidas a una camara de incubacion por un periodo no menor a 90
minutos. Durante todo este tiempo, la solucion estuvo aireada con una

mezcla de O,y CO; al 95 y 5%, respectivamente.
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Después del periodo de incubacién, las rebanadas eran
transferidas a una camara de registro, la cual consiste de una poza de 5 ml
en cuya superficie se fija una red de nylon donde se colocaba la rebanada.
Esta poza de 3.6 cm de diametro esta conectada a un sistema de perfusion
que le brinda un flujo constante de solucién aireada con la mezcla de O, y
CO,, a 35 °C y a una velocidad de 1.5 a 1.8 ml por minuto. La rebanada se
localizaba en la interfase solucién-aire y asi era protegida de la desecacion.
Todo ¢ sistema de perfusion fue mantenido a 35 °C, gracias a la accion de
un bafio de tejidos y una bomba de recirculacion (HAAKE DC10). La
rebanada se visualizaba desde la parte superior con una iluminacion de fibra
optica y un microscopio estereoscopio (Olympus) que mostraba una
amplificacion de 60X, suficiente para localizar las diferentes estructuras que
comprenden al hipotdlamo anterior. Esta camara estaba fija sobre la
superficie de una mesa vibroaislante (Newport) la cuat impedia la transmision
de cualquier vibracion hacia la preparacion facilitando con ello la estabilidad
de los sellos.

Para registrar las comientes de potasio empleamos electrodos
de vidrio estirados de micropipetas de borosilicato de sodio (WP 150F).
Estas pipetas fueron estiradas con un estirador de dos etapas (Narishige
pp83) con el que se obtenian puntas de aproximadamente 2 ym de diametro.
Una vez colocada la micropipeta en la solucion, estos electrodos mostraban
una resistencia 6hmica de 4 a 6 MQ. Los electrodos se llenaban con una
solucién intracelular especifica para registrar corrientes de potasio, la cual
tenia ia siguiente composicién en mM: 1.2 de Giuconato de K, 10 de NaCl,
2.1 de MgCl,, 12.5 de HEPES, 11 de EGTA, 1 de ATP, y 5.7 de GTP, con
pH de 7.3 y una osmolaridad de 300 a 320 mQOgm {Surdsren y Johansson.. 1958}
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Los electrodos de registro se colocaban en un sujetador que
formaba parte del cabezal de un amplificador para patch clamp (Axoclamp
2B), el cual se montaba sobre un miéromanipulador mecanico (Newport
MX300R) que pemmite un desplazamiento en fracciones de micra en los 3
ejes. Una vez colocado el microelectrodo se le aplicaba una presion positiva
de casi 16 mm de agua, que se mantenia durante todo ef tiempo que el
microelectrodo atravesaba la rebanada hasta localizar una posible célula
para su registro. Con la ayuda del estereoscopio y el micromanipulador, la
punta del microelectrodo se colocaba en la superficie correspondiente al
hipotalamo anterior, para después descenderlo poco a poco sobre las 400-
450 uym del grosor de la rebanada. Durante todo este trayecto se aplicaba un
pulso comando, 4.0 mV y 10 mseg de duracion, que era visualizado en un
osciloscopio (Tektronix 2225), la disminucién en el tamano de este pulso es
indicativo de una aproximacion a lo que podria ser una célula. Cuando el
pulso se 'reducia en aproximadamente 80 %, la presion positiva dentro del
electrodo se eliminaba y en su lugar se aplicaba una presion negativa de la
misma intensidad en forma inmediata. Usuaimente con este procedimiento
se obtenia un sello que oscilaba entre 5 a 10 GQ . Un incremento en la
presion dentro del electrodo frecuentemente se asociaba con el rompimiento
de la membrana celular del interior de! sello, permitiendo con ello el acceso al
interior de la célula (Fig.12). Tal maniobra fue confirmada con el cambio en
las corrientes transientes capacitivas registradas por efecto de 1a aplicacion
del pulso comando.
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| Micropipeta unida a la
3‘ membrana cclular.
(cell attachment)

Succion negativa

g/

Célula integra

(Whole cell)

Fig.12. Diagrama de los pasos a seguir para obtener la configuracion de célula integra (whole celf).
Tomado de Liem, 1995, '

Antes de obtener el sello se compensaron hasta donde fue
posible la capacitancia del electrodo y el potencial de la punta del mismo.
Una vez realizado el sello también se compensé la resistencia en serie y se
midié la resistencia de acceso para cada célula registrada. En general esta
resistencia de acceso nunca fue mayor a 40 MQ. Tanto la induccion de las
corrientes como su captura y analisis, se realizaron en forma computarizada
empleando una tarjeta convertidora analdgico digital (Digidata 1200} y el
software de Axoclamp 6.4. Estos sistemas estaban conectados con una
computadora PC [BM compatible.
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Una vez realizado el sello se procedia a determinar el potencial
de membrana utilizando la modalidad de current clamp con {=0. Para inducir
las corrientes de potasio se elabor6 un protocolo que consistia en fijar el
voltaje en -60 mV y aplicar pulsos comandos de 5 seg de duracién que
variaban el potencial de membrana en etapas de -5 mV desde -60 hasta -135
mV. Estas corrientes se filtraron con un filtro de bajas en 2 kHz y se
digitalizaron a una frecuencia de 5 kHz ™ 193

Una vez registradas las corrientes control en la célula integra,
se procedié a la aplicacion de farmacos, para ello se utilizé un sistema
alineado de jeringas, en las cuales se agregaba el farmaco disuelto en
solucién LCRA (20ml) y por gravedad llegaba hasta fa camara de bafo
perfundiendo a la rebanada cada 1.8 mi/min. Cada 5 min se registraban las
corrientes y se hacia la captura de las corrientes generadas. Los farmacos y

concentraciones utilizadas fueron las siguientes;

a) Melatonina a las concentraciones de:0.5, 5y 10 yM
b) Dopamina a una concentracion de SuM

c) Noradrenalina a una concentracién de S5uM
Interacciones:

Melatonina 5pM y Dopamina 5pM

Melatonina 5uM y Adrenalina SpM
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Una vez capturados los datos, se procedié a realizar su respectivo andlisis,
para ello se emple6 el programa de clampfit, el cual determina los valores de
corriente, realiza las respectivas curvas |-V, determina los promedios y los
valores maximos y minimos y nos permitic detectar la presencia de los
diversos componentes de las corrientes registradas. Para el analisis
estadistico de los resultados empleamos el programa de SigmaPlot y Origin
y aplicamos la prueba estadistica X2
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CAPITULO 1.

RESULTADOS DE REGISTROS EXTRACELULARES:

Se emplearon 62 ratas macho con pesos de 19865+ 12.34 g
con buen estado de salud aparente. Del total de animales, en 37 sujetos el
sitio de registro quedd en el hipotdlamo anterior. Los 25 animales restantes
mostraron registros localizados fuera del area de estudio asi que estos datos
se descartaron.

En términos generales, la frecuencia de descarga registrada
correspondid a potenciales de accion Unicos, de patrén aislado sin intervalos
fijos. Se traté de espigas trifasicas que en promedio mostraron un patron
negativo-positivo-negativo con una amplitud de 1.5 mV (Fig.13.), y una
frecuencia que oscild entre 0.7 hasta 1.2 espigas/seg con una media de 0.87
+ 0.6 espigas/seg. Estas espigas fueron muy estables y podian mantenerse
en las mismas condiciones por varias horas. Todos los farmacos fueron
aplicados utilizando micropresion positiva con valores que oscilaron entre Sy
100 psi. Durante los momentos que no sé aplicaba farmaco se mantenia una
presién negativa de 5 psi en cada uno de los electrodos llenos de farmaco
con la finalidad de retenerlo. Para mantener un equilibrio de presion y fuga
de liquidos, al microelectrodo de balance se le aplicaba una presion sobre
una solucion neutra o un vehiculo, ya sea negativa o positiva que
correspondia al inverso de la suma de las presiones de todos los electrodos

restantes.
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Efectos de Melatonina

La aplicacion de una solucibn 1mM de melatonina por
micropresion en las células de! hipotalamo anterior mostré una accién en el
49% (n=18) de las 37 células registradas con aplicacién de este indol y el
51% restante (n=19) no respondié con cambio alguno a la aplicacion de esta
hormona. E| efecto preponderante fue una reduccién en la frecuencia de
descarga la cual se observo en 17 neuronas, y sélo una de ellas mostré un
efecto excitador. Tanto los efectos depresores como el excitador, en términos
generales dependi6 de la intensidad de la presion aplicada (Cuadro.1.). En
nuestros registros presiones de 10 psi durante 15 segundos, mostraron ya un
efecto depresor, mientras que presiones de 60 0 mayores provocaron casi
una total inhibicion de la frecuencia de descarga (Grafica.1.). Este efecto se
iniciaba casi instantdneamente después de aplicar el pulso de presion y se
manifestaba en su totalidad de 3 a 5 seg de iniciado éste. Ademas, la
interrupcion del pulso de presion provocaba una completa recuperacion de la
frecuencia de descarga sin que pudiese observarse algun efecto posterior a
la aplicacion.

Las 12 neuronas localizadas fuera del &rea predptica
respondieron a la melatonina con un decremento de su frecuencia de
descarga, mientras que s6lo 6 de las 25 neuronas del area preoptica fueron
afectadas por el indol. De estas, 5 respondieron con un decremento y una de
ellas lg hizo con un incremento en su frecuencia de descarga (Cuadro.1.).

El parametro celular mas afectado por la melatonina fue 1a
frecuencia de descarga, sin embargo, con el empleo de presiones mayores a
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60 psi y durante mas tiempo fue posible observar cambios en la duracion y

el patron del mismo (Fig .14.)

_I 200 uV
2 mseg

Fig.13. El esquema muestra |a espiga trifasicas registrada en neuronas del hipotatamo
anterior, en promedio estas espigas mostraron un patrén negativo-positivo-negativo con
una amplitud de 1.5 mV y una frecuencia que oscilé entre 0.7 hasta 1.2 espigas/seg con
una media de 0.87 + 0.6 espigas/seg.
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Cuadro.1. Muestra los efectos provocados por melatonina, serotonina, dopamina
noradrenalina y prazocina, sobre [a frecuencia de disparo de neuronas registradas en el
area predptica y el hipotalamo anterior,

*AREA ‘HIPOTALAMO
PREOPTICA ANTERIOR
TOTAL DE Células gue respon-
CELULAS (37) 25 12 dieron a melatonina y
algan otro farmaco
{18).

ATONINA | 1 1 0

v17 S 12

19

<p19 0

TOTAL (19) 9 10 Mel- Ser (8)+

42 0 2
YTONINA 4+

v8 4 4 "

“+»g 5 4

TOTAL (26) 18 8 Mei-Dop (4)4
paMINA |+ 0 0 0

v22 18 4 4*

<+p 4 0 4

TOTAL (23) 17 6 Mel-Nor (6) §
ENALINA p 11 i 0

v6 0 6 6

<p g 6 )

TOTAL (16) 11 5 Mel-Nor-pra(5)
ENALINA

4o 0 0
NA vy

+ 4 3 1 4 4»

<> 12 8 4
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Melatonina 1 mM

7 0+

6 0
5 0

4 0+
30
20
10

Espigas/10 seqg.

0 15 30 45 G0 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
(seg.)

35 psi & psi 10 psi 60 psi 50 psi

Grafica.1. Muestra los efectos de la aplicacién de melatonina TmM a diferentes intensidades de microprasion {10, 35, 45, 50 y 60
psi), sobre la actividad eléctrica unitaria extracelular del hipotdlamo anterior. La aplicacién da las diferentes presiones se realizé en
forma azarosa, para evitar efecto de dosis acumulativa. La melatonina induce una disminucién de la frecuencia de descarga, este
efacto depresor se va acentuando a medida que aumenta la intensidad de la presioén. Practicamente a una micropresién de 60 psi el
efacto de disminucion de la frecuencia de descarga es de casi del 100%,



el

2 mseg

60psi 100 psi 150 psi

Fig.14. Efecto de ia aplicacion de melatonina 1mM a presiones de 60, 100 y 150 psi en neuronas
del hipotdlamo anterior. El potencial de accidén muestra que a mayor presién dei pulso de
melatonina, se induce un retardo en la fase de repolarizacién del mismo.
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Efectos de serotonina

Se compararon los efectos de la melatonina con otro indol, de
estructura quimica similar, para ello se aplicé también por micropresion 5-
hidroxitriptamina (Serotonina, 5-HT). De los 19 registros obtenidos, 9 se
localizaron en el area predptica y 10 de regiones de hipotalamo anterior
diferente al area predptica. Del total de registros, 9 células no mostraron
cambio alguno; mientras que 10 respondieron, 8 con decrementos y 2 con
incrementos (Cuadro 1). Cuatro de las neuronas inhibidas pertenecian a
regiones diferentes al hipotdlamo predptico, mientras que las otras 4
inhibidas y las 2 excitadas formaban parte de esa region. Comparativamente,
los efectos de la serotonina fueron menos marcados que los provocados por
la melatonina, aunque el patrén de respuesta es similar. En las células en las
que se aplicaron ambos indoles (melatonina y serotonina), fue necesario
utilizar una concentracién mayor de 10 mM de serotonina a presiones de 60
psi para obtener un efecto mas notable. Aun en esas condiciones, la
aplicacion de melatonina a la misma presién que la de serotonina, se
caracterizo por ejercer un efecto depresor mas intenso (Grafica.2.).

A diferencia de la melatonina, la expulsién por micropresion de
mas de 100 psi de serotonina no indujo cambios en el patron del potencial
de accion registrado. Todos los cambios observados fueron sobre la
frecuencia de descarga.
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Espigas/seg.

Melatonina 1mM
Serotonina 10 mM

40
35

30
25

10
15
1o

0 |

© 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
SHT 60 psi Mel 60 psi SHT 60 psi Mel 60 psi SHT 60 psi (seg.)

Grafica.2. Muestra los efectos de la aplicacion de una micropresién a 60 psi de melatoenina 1mM y serotonina 10 mM,
sobre la actividad eléctrica extracelutar del hipotalamo anterior. Los dos farmacos mostraron un efecto depresor de la
actividad eléctrica, pero la melatonina a una menor concentracién mostré un efecto deprasor més potente, con respecto ai
efecto causado por serotonina.

46




Efectos de Dopamina:

E! sistema de neurotransmision mas invocado en el control de
la secrecion de GnRH, son las catecolaminas, particularmente la
noradrenalina. Por lo tanto decidimos comparar los efectos de la melatonina
con aquellos inducidos tanto por dopamina, como por noradrenalina.

La aplicacién por micropresion de una solucién de dopamina
100 pM, provoco efectos importantes en casi todas las neuronas probadas
(Cuadro 1). Esta catecolamina se proboé en 26 neuronas, 22 de las cuales
mosiraron una importante reduccién en su frecuencia de descarga como
consecuencia de tal aplicacion y cuatro restantes no mostraron cambio
alguno (Cuadro 1}. Del total de neuronas 18 pertenecian a la region del area
prebptica y 8 se localizaron en la region hipotalamica anterior. De estas 8
neuronas, 4 células no fueron afectadas por la dopamina, mientras que las
otras 4 de esta area, mostraron una disminucidon en su frecuencia de
descarga al aplicarse dopamina. Por otra parte, todas las neuronas
predpticas mostraron una inhibicién inducida por la aplicacion de dopamina.

Cuando se estudio comparativamente la aplicacion de
dopamina y melatonina, se observé que la catecolamina tiene una accion
mas potente. Con concentraciones 10 veces menores y presiones menores a
60 psi, la dopamina es capaz de inhibir completamente la frecuencia de
descarga (Grafica.3.), Sin embargo, el patrén de respuesta, 1o que incluye la
latencia, la constancia del efecto y el tiempo de recuperacion son muy
simitares. Ademas, la aplicacidén de dopamina en estas neuronas no produjo
cambios visibles en la duraciéon, amplitud y morfologia del potencial de accién
registrado. En otras palabras, su accidon se restringié a la frecuencia de

descarga.
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Espigas/10 seq.

Melatonina 1 mM
Dopamina 0.1 mM

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240

Da 60 psi Mel 60 psi Da 60 psi Met 60 psl Da 60 psi  (seg)

Grafica.3. Muestra los efectos de la melatonina {1 mM) y dopamina (0.1 mM) sobre la actividad eléctrica extracelular del
hipotalamo anterior. Los dos farmacos aplicados con una micropresidn de 60 psi, mostraron un efecto depresor marcado
de la actividad eléctrica. La dopamina muestra a una concentracidn 10 veces menor a la de melatonina un efecto
depresor mds potents, con respecto al efecto causado por melatonina.
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Efectos de noradrenalina.

Veintitrés de las neuronas hipotalamicas registradas, se
sometieron a la aplicacion de noradrenalina por micropresion a varas
intensidades. Seis de estas neuronas fueron localizadas en las regiones
hipotalamicas diferentes al area predptica, mientras que 17 de ellas fueron
neuronas precisamente de la regién predplica. Todas las neuronas que no
pertenecian a la region predptica mostraron una inhibicién en su frecuencia
de descarga cuando fueron sometidas a ia aplicacién de diversas presiones
de norepinefrina, mientras que 11 de las células de la regién prebptica
mostraron un incremento de su frecuencia de descarga por efecto de esta
catecolamina. Las 6 neuronas preopticas restantes no mostraron cambio
significativo alguno (Cuadro 1).

El analisis comparativo de los efectos inducidos por esta
catecolamina muestra que ninguna célula que responde a melatonina,
responde a norepinefrina (Grafica.4.), y que ademas si la célula responde a
norepinefrina, incrementando su frecuencia de descarga, su respuesta a
melatonina es nula (Grafica.5.). Esto significa que las células que muestran
sensibilidad a la noradrenalina son diferentes a las que responden a la
melatonina. La grafica 4 describe claramente que la aplicacion de 60 psi de
una solucién de 1 mM de melatonina provoca una reduccion muy significativa
en la frecuencia de descarga; mientras que la aplicacion de la misma presion
de noradrenalina en una solucion 10 veces mas concentrada (10 mM), no
provocd efecto alguno detectable. Tampoco se observo ningin cambio en el

patrén del potencial de accion registrado.
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Espigas/seq.

10

80

19

30

20

Melatonina 1 mM
Noradrenalina 10 mM

0 15 30 45 60 75 90 405 120 135 150 165 180 195 210 225 240
NE 60 psi Mel €0 psi NE €0 psi Mel 60 psi NE 60 psi (seq.)

Graficad. Muestra los efectos de melatonina (1mM)} y noradrenalina (10 mM) sobre la actividad eléctrica
extracelular neuronal del hipotdlamo anterior. Los dos farmacos fueron aplicados con una microprasién de 60 psi,
la aplicacion de melatonina mostré un efecto depreser de la actividad eléctrica. La noradrenalina a una
concentracion 10 veces mayor a la de melatonina no mostro efecto alguno.
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Espigas/10 seg.

Melatonina 1 mM
Noradrenalina 0.1 mM
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0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 249

NE 60 psi Mol 60 psi NE 60 psi Mel 60 psl NE 60 psi (seg.)

Grafica.5. Muestra los efectos de melatonina (1mM) y noradrenalina (0.1mM) sobre la actividad eléctrica
extracelular de una neurona del hipotélamo anterior. Los dos farmacos fueron aplicados con una microprasion de
60 psi. La aplicacidn de melatonina no tuvo ningln efecto sobre la actividad eléctrica de esta célula, mientras que
la aplicacién de noradrenalina indujo efecto excitador marcado de la actividad eléctrica. Una vez retirada la

aplicacion de noradrenalina, la actividad eléctrica iniciai se recuperd.
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Cuando los efectos de la noradrenalina fueron excitadores, !a
aplicacién de una presion de 60 psi de una concentracién de 100 pM,
provocd un incremento de casi el 100 % de la frecuencia de descarga. Al
igual que las inhibiciones, la frecuencia de descarga aumenté casi
inmediatamente después de iniciar el pulso de presién, se mantuvo a un
nivel muy constante durante e! pulso y su recuperacion también fue casi
inmediatamente después de quitar el pulso de presion. El histograma de la
grafica 5 prbviene de una célula localizada en la regi6n predptica, la cual
respondi® con un incrementc de la frecuencia de descarga a la
noradrenalina, mientras que la aplicacion de una concentracion 10 veces
mayor de melatonina no indujo efecto apreciable alguno.

Para caracterizar farmacoldgicamente el efecto de la
noradrenalina, se realizd la administracién conjunta de una concentracion
100 M de noradrenalina simultdneamente con una de 1 mM de prazocina,
un bloqueador de receptores ayp, €l cual ejerce un efecto inhibidor sobre la
secrecion de GnRH inducida por la noradrenalina " ®: 1997 Egta
aplicacion conjunta se realizé en 16 neuronas, el total del cual fueron células
que habian respondido a la noradrenalina. La grafica 6 muestra como las
células que responden a la noradrenalina, ante la aplicacién de prazocina
durante 30 segundos, (quince de los cuales ocurren inmediatamente antes
de iniciar la expulsion de noradrenalina), bloquean en forma consistente los
efectos inducidos por la noradrenalina. La prazocina fue probada en 5
neuronas localizadas en la region del hipotalamo anterior, las cuales
respondieron a la noradrenalina con una inhibicion de la frecuencia de
descarga. En este caso, 4 neuronas fueron bloqueadas por la prazocina y

solo una continud mostrando el efecto inhibidor de la noradrenalina. Por el
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contrario cuando este bloqueador fue analizado en 11 células localizadas
en la regidn predptica y que habian respondido a la noradrenalina con un
aumento de su frecuencia de descarga, la aplicacion conjunta y simultanea
de noradrenalina y prazocina, bloqueo en 8 de ellas el efecto excitador de 1a
catecolamina (Grafica.6.).

53




54

g0
| Noradrenalina 0.1 mM

re Prazocina 1 mM.
50

2

Q50

o

@

©

R=g

Q

wn

L

|
0 15 30 45 60 75 %0 105 120 135 150 165 180 195 219 225 240

NE &0 psi NE 60 psi NE 60 psi NE 60 psi (geq)
Pra 80 psi Pra 80 psi

Grafica.6. Muestra los efectos de noradrenalina 0.1mM y prazocina 1 mM scbre la actividad eléctrica extracelular en
neuronas de! la regidn predptica. Los dos farmacos fueron aplicados con una micropresion de 60 psi, el antagonista
se aplico 30 segundos antes de la aplicacion de la noradrenalina. Como se muestra en el histograma el efecto de la
aplicacion sola de norepinefrina es excitador, pero una vez que se aplica con anterioridad prazocina, el efecto
excitador provocado por noradrenalina se ve completamente suprimido.




Estos resultados muestran que la melatonina ejerce una influencia
inhibidora sobre ia frecuencia de descarga de ias neuronas del hipotalamo
anterior. Este efecto puede ser consecuencia, tanto de una accién directa
del indol en estas neuronas, como de una accién mediada por células que
mantienen contactos sinapticos con la neurona que se registra. Ademas, la
posible interaccion que esta hormona mantenga con sus sistemas
noradrenérgicos de esta region hipotalamica pueden también ser resultado
de varios mecanismos, ya sea, a nivel presinaptico como postsinaptico.

Para determinar el sitio celular y caracteristicas de los efectos de
melatonina y sus interacciones con los sistemas catecolaminérgicos del
hipotalamo anterior, fue necesario realizar un analisis famacologico celular
de los efectos de este indol. Por la respuesta electrofisiolégica obtenida con
melatonina, resulta consecuente suponer que la melatonina actiia sobre una
conductancia intrinseca de potasio. Basandonos en el cambio de morfologia
del potencial de accién que este indol produce (Fig.14.), probablemente se
trate de una conductancia de un canal rectificador entrante de este i6n. Por lo
tanto decidimos analizar a través de la técnica de patch clamp las comientes
entrantes de potasio (Kir) en presencia de melatonina, noradrenalina y
dopamina, en las neuronas del hipotalamo anterior.



REGISTROS EN PARCHES DE MEMBRANA (Patch-Clamp).

Mediante esta técnica se registraron 23 células provenientes de 21
rebanadas de hipotalamo anterior, las cuales se obtuvieron de animales
mantenidos en las mismas condiciones experimentales que los empleados
en registros extracelulares. Todos 10s experimentos se iniciaron a las 10:00
hrs. La extirpacién del cerebro y fa obtencién del bloque cerebral que
contenia el hipotalamo se realizé en aproximadamente 60 segundos;
mientras que la obtencién de las rebanadas requirié de otros 5 minutos.
Una vez colocadas en la camara de equilibrio se mantenian en una
solucién con la misma composicién de la extracelular, durante al menos 80
minutos.

El registro se inicid aproximadamente a las 14:00 hrs en todas las
ocasiones. Solo se incluyeron neuronas que mostraron condiciones
estables de registro y cuyo potencial de membrana fue mayor de -35 mVy
su resistencia de entrada oscilaba entre 10 y 30 MQ (Hille.1992) 4 5 resistencia

de las pipetas utilizadas, se encontro entre 1 y 8 MQ, y se realizé la
correccion en corriente y voltaje debida al potencial de unién liquida, el
cual de acuerdo a la concentracion de iones, tanto de la solucion
extracelular como en la intracelular, fue de +1 1mV. Cuando el electrodo del
patch, se sumergia en el bafo, se aplicaba un pulso de 5 mV que permitio
observar las corrientes transitorias capacitivas del electrodo para su
compensacion correspondiente.

De igual manera, una vez realizado el sello y con el acceso a la
célula garantizado, se aplicaba nuevamente e! pulso para determinar las
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corrientes capacitivas de la membrana celular. Estas corrientes fueron
también compensadas, hasta donde fue posible, el limite de tal
compensacion siempre fue la deformacién del puiso y de los transitorios
registrados. Finalmente y antes de iniciar el registro se calculd la
resistencia de acceso en cada célula.

El potencial de membrana se valor¢ al inicio def registro, una vez que
se alcanzaba la configuracion tipo célula integra. Para ello, pasamos al
modo current clamp con =0 Y S& permanecia en tal modo durante al
menos 5 minutos para monitorear cualquier cambio en alguna direccioén. El
promedio del potencial de membrana en el estado de reposo de las 23
células registradas fue de -58.78 + 11.2 mV y los rangos fueron -37 a -83
mV, una vez realizada esta medicion se entraba a modo de fijacion de
voltaje con un valor de -60 mv que la computadora mantenia constante
durante toda la fase experimental. Se procedia entonces a registrar las
corrientes de potasio.

La disociacion de las corrientes de potasio con respecto a las de
sodio, se realizd por medios farmacolégicos y de voltaje. Para ello una vez
en modo célula integra, se agregd una solucién 1 mM de tetrodotoxina y se
aplicaron pulsos hiperpolarizantes que evitaban la activacién de los canales
de sodio. De igual forma para disociar las corrientes entrantes de potasio
de las de calcio, recurrimos al empleo de una solucién baja en calcio {0.5
mM), utilizamos EGTA 11mM en la solucidn intracelular y pulsos
hiperpolarizantes, lo cual hace sugerir que el mayor componente de la
corriente registrada fue de potasio.
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Para inducir en estas células la activacion de los canales
tectificadores entrantes de potasio, se empleo un protocolo de pulsos,
inicidndose desde -60 mV y el cual se llevaba hasta -135 mV del potencial
de membrana, en etapas de -5 mV. La duracion de cada pulso fue de 1500
mseg y la duracién del intervalo entre cada pulso fue de 5 seg (Fig.15).

60 my —

-135 mv

500 ms

Fig.15. Muestra el protocolo de pulsos de voltaje utilizados una vez en la configuracion de
célula integra, llevando el potencial de membrana desde 60 mV hasta -135 mV en etapas de 5
mV con una duracion de 1500 msegq. El intervalo de tiempo entre cada pulso fue de 5 mseg.
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La aplicacién de este protocolo de pulsos generd corrientes
caracteristicas como las que se observan en la figura.16. En este registro
realizado en situacion contro! es posible observar al menos tres tipos de
conductancias intrinsecas. La mas aparente es una corriente macroscopica
entrante dependiente del voltaje cuya duracién es igual al pulso de voltaje
que se aplica. Es una corriente con una activacion casi inmediata y que
muestra una casi nula inactivacion, sobre todo con pulsos de poco voltaje.
Puede observarse que la intensidad de la corriente se incrementa
exponencialmente a medida que el pulso aplicado es incrementado a
valores mas negativos. La amplitud de esta corriente macroscopica fue
muy variable en todas las células registradas. Particularmente en el
ejemplo de la figura.16, esta corriente mostro un valor maximo de -346 pA
con el pulso de voltaje de -135 mV. Estas amplitudes y su cinética pueden
observarse en la grafica.7, la cual representa la relacién corriente-voltaje (|-
V) para esta célula en particular.
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Fig.16. Muestra el registro de las corrientes macroscopicas generadas en modo de célula
integra de una neurona de hipotilamo anterior en situacion control. El potencial de membrana
fue fijado a -60 mV y posteriormente se aplicé el protocolo de pulsos que fue de -60 a-135
mV. La grafica muestra al menos tres lipos de conduclancias infrinsecas, las cuales
corresponden a una cormiente entrante rectificante de potasio (kir), una comiente saliente de
protones(l,) y una corriente saliente tipo A (la)
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Grifica.? La curva muestra la relacion comiente-voltaje(l-V) del registro de las comientes representadas en la
figura 18, de una sola neurona del hipotdlamo anterior. Se muestra la corriente entrante rectificante de K con
una conductancia de 3.21 ps y una pequefia corriente saliente con una conductancia de 0.16 ps. El potencial
de inversion es de —74.5 mV el cual comresponde al potencial de equitibrio para el potasio.

6l



La curva |-V establece la génesis en la dependencia de voltaje de la
corriente del cahal. Para calcular estas curvas obtuvimos el promedio de
cada una de las corrientes inducidas por cada pulso registrado, en los
ultimos 100 mseg del pulso, con la finalidad de registrar la corriente en el
estado estacionario. Puede observarse que las primeras corrientes son de
tipo saliente con una corriente muy pequeiia de +12.97 pA, mientras que
las entrantes son de un valor mucho mayor, lo que le da la caracteristica de
rectificador entrante al canal que genera tal comiente macroscépica. La
conductancia saliente de este canal fue de 0.16 pS; mientras que la
conductancia entrante fue de 3.21 pS. Ademas, el voltaje al cual la
corriente es 0, es decir el voltaje de inversién fue de -74.5 mV, el cual en
estas condiciones representa el potencial de equilibrio para el potasio.

La grafica7, mostré la relacion i-V representativa encontrada en una
sola célula, mientras que la grafica 8, muestra esta misma refacién pero del
promedio para las 23 células registradas en el hipotdlamo anterior. Esta
grafica 8 muestra también que los pulsos iniciales generan una corriente
saliente de poca intensidad (+10.62 pA), mientras que voltajes de -75 mV
y mas negativos que este, generan una corriente entrante, la cual alcanza
una amplitud de -216.16 pA con un pulso de -135 mV. En esta situacion, la
conductancia saliente promedio para las 23 células fue de 0.61 pS;
mientras que la conductancia entrante alcanza un valor de 1.68 pS. Por
otro lado, el potencial de inversion fue de -72.5 mV.
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Grafica.8. La curva muestra la relacidn corriente-voltaje(l-V} del promedic total de 23 neuronas registradas del
hipotatamo anterior en situacién control, Se muestra el promedio de la corriente entrante rectificante de K* con una
conductancia de 1.68 ps y una pequeria corriente saliente con una conductancia de 0.61 ps. E! potencial de
inversion es de —72.5 mV el cual comesponde al potencial de equilibrio para el potasio.
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Otra conductancia intrinseca que se observa en la figura.16.
corresponde a una corriente saliente que se presenta al final de la
aplicacién del pulso en rebanadas tratadas con TTX 1mM. Esta corriente
macroscopica muestra una activacion rapida de 3.3 mseg y una
inactivacion también rapida de 42.9 mseg, lo cual corresponde con la
cinética de una corriente de potasio tipo A (la). La amplitud de esta
corriente fue dependiente del voltaje del pulso condicionante como se
muestra en la figura 17, la cual es una amplificacion de las corrientes
registradas en ia figura 16. Esta corriente se observd muy
esporadicamente, de tal suerte que solo en una célula pudimos detectar su
presencia en forma incuestionable,

Otra de las corrientes intrinsecas observadas en el 78.2% de
nuestros registros fue una corriente entrante de rapida activacion, la cual
fue calculada en 3.3 mseg y una 'répida inactivacion, que' correspondid a
28.2 mseg. Esta corriente se manifestd al inicio de la aplicacion de los
pulsos comandos hipempolarizantes y mostré una fuerte dependencia del
voltaje (Fig. 18A). El analisis de esta corriente se realizé calculando el valor
de la corriente instantanea (CI), la cual constituye el valor maximo
alcanzado por esta corriente, comparandolo con el valor de la corriente
sostenida (CE), la cual corresponde a los ultimos 50 mseg de la aplicacion
del pulso (Fig.18B). La cinética de esla corriente es muy similar a la
reportada para la corriente tipo h (Ih), la cual ha sido descrita en varios
tipos celulares como en las células cardiacas y musculares (G2 ¥

Ditrancesco. 1995) y algunos tipos neuronales, entre ellos de! hipotdlamo e

1895)

hipocampo (Zh-Gen. et al. 1999 Eota corriente constituye un elemento muy
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importante para la génesis y mantenimiento de la actividad tipo marcador
del paso(PapejQQE)_

100 mseg

Fig.17. Muestra el registro de una comiente saliente de K* tipo A. Esta corriente fue vista solo esporadicamente

en ias neuronas regisiradas en el hipotalamo anterior. Es una carriente de activacién rapida de 3.3 mseg y
una inactivacion también rapida de 42.9 mseg.
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Fig.18. Se muestra una de las corrientes intrinsecas registradas en una neurona del hipotatamo
anterior. Esta comiente se manifestd al inicio de la aplicacion de ios pulsos comandos
hiperpolarizantes y mostré una fuerte dependencia del volizje (A). Esta corriente entrante de
rapida activacidn (3.3 mseg.) y una rapida inactivacion (28.2 mseg), coresponde a una
comiente catiénica denominada |, La relacion |-V de esta |, muestra unz fuerte dependencia de
voliaje (B).




La aplicacion de diferentes concentraciones de melatonina, modific
en forma significativa las amplitudes de fas corrientes entrantes de potasio
registradas. Este efecto fue observado en 19 (82.6%) de 23 neuronas
registradas. Aunque se mostré cierta variabilidad en cuanto a la direccién
del efecto, la mayor parte de estas neuronas (n=15) incrementaron el
tamano de las corrientes registradas hasta en un 100% con respecto a los
valores controles; mientras que solo 4 de ellas (17.2%) redujeron el tamario
de las mismas.

El efecto de este indol sobre las corrientes entrantes de potasio se
ilustra con la Fig.19, la cual corresponde a un registro representativo
obtenido en una sola célula. El cambio en la conductancia se hace evidente
por el incremento en la intensidad de !a corriente. En la gréfica 9, se
aprecia el efecto de esta hormona en el total de células registradas. En
estos registros el unico cambio observable es un incremento tanto de las
corrientes entrantes como de las salientes, pero ni el punto de cruzamiento
de las corrientes o la dependencia de voltaje se modifica en forma
observable. Este efecto es dependiente de la dosis, aunque las dosis mas
altas no difirieron mucho en la intensidad de este efecto. El incremento de
las corrientes por efecto de la melatonina, fue casi el doble del valor
observado en los registros controles.
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Grafica.9. Se muestra |a relacién corriente-voltaje (I-V) del promedio de las 23 células
registradas, las cuales fueron sometidas al tratamiento de diferentes concentraciones de
melatonina (0.5, 5 y 10 pM). La metatonina indujo un incremento de ta corriente entrante y
saliente de este canal de potasio (Kir).
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En esta misma grafica 9 se observa el efecto de las diferentes
concentraciones de melatonina sobre las correspondientes conductancias;
asi en condiciones control se muestra que la pendiente la cual representa a
la conductancia registrada entre pulsos de voltaje aplicados en el rango de
-60 a -80 mV fue de 1.47 pS en situacion control, mientras que en valores
de voltaje entre -85 y -135 mV este valor se incrementd hasta 3.37 pS,
como corresponde a un rectificador entrante. La aplicaciéon de tres
concentraciones diferentes de melatonina (0.5, 5§ y 104M) modifico a
conductancia saliente (valores de voltaje entre -60 y -80 mV) hasta valores
de 29, 397 y 51 pS, respectivamente; mientras gque los valores de
conductancia entrante se modificaron también hasta 4.26, 5.44 y 5.79 pS,
respectivamente; los dos Ultimos valores son estadisticamente
significativos (p<0.05) al compararios con la conductancia entrante control.
Estos datos muestran que la melatonina modifica en forma significativa la
conductancia de este canal,

En lo referente a las otras dos conductancias intrinsecas registradas,
la melatonina no mostré efecto significativo sobre la corriente referida como
corriente h, en las células que la mostraron. Por otra parte, si fue posible
observar un incremento en el tamafo de la corriente A por efeclo de este
indol Fig.19. Sin embargo debido a que esta corriente sélo fue registrada
en una célula, no podemos concluir una accion significativa del indol sobre
esta conductancia.
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El experimento también fue disefado para analizar una posible
interaccion de los efectos ejercidos por la melatonina y aquellos
desencadenados por 2 catecolaminas involucradas en la modulacion de la
reproduccién, estas son la dopamina y la noradrenalina. En este sentido 18
neuronas hipotalamicas anteriores recibieron una aplicacion conjunta de
melatonina y dopamina en una concentracion de 5 uM cada una.
Previamente estas neuronas habian sido probadas con la adicién ya sea
de melatonina o dopamina por separado. En este grupo de neuronas la
melatonina ejercié una accion de incrementar ia conductancia del canal en
12 céiulas como se muestra en la Fig.20, en 3 se mostré un muy ligero
decremento y 3 de ellas no fueron afectadas por el indol. Mientras que la
administracion unicamente de dopamina no provocé ningin cambio
significativo en alguna de estas neuronas. '

La administracién conjunta de melatonina y dopamina no provocod
alguna modificacion significativa de los efectos de la melatonina, tal y como
se observa en la gréfica 10, la cual corresponde a la curva I-V promedio de
las 18 celulas registradas. Estas neuronas mostraron, en la situacién
control conductancias salientes que promediaron 091 pS y sus
conductancias salientes fueron de 4.40 pS en promedio. Por accion de la
melatonina estas conductancias se incrementaron hasta 2,43 y 5.60 pS
para la saliente y la entrante respectivamente, situacion similar a la
observada en el experimento previo. Por otro lado la administracion
conjunta de dopamina y melatonina en 18 neuronas indujo una
conductancia saliente de 2.55 pS y una entrante de 6.07 pS, valores muy
similares y no estadisticamente diferentes a los provocados por la

administracion unica de melatonina.
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Grifica.10. Muestra la relacién |-V del promedio de 18 células las cuales fueron sometidas a
concentraciones de 5 pM de melatonina y 5 yM de dopamina. La conductancia cbtenida para la
corriente saliente y entrante con el tratamiento de melatonina fue de 243 y 560 pS
respectivamente. Mientras que las conductancias obtenidas con !a aplicacion de melatonina-
dopamina fueron para la safiente de 2.55 pS y entrante de 6.07 pS, valores muy similares y no

estadisticamente diferentes a los provocados por a administracion unica de melatonina.
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La administracion de noradrenalina en concentraciones de 5 uM,
produjo efectos significativos en estas neuronas. El efecto de esta
catecolamina fue analizado en 8 neuronas, las cuales respondieron con un
incremento en su conductancia a la administracion de melatonina. Sin
embargo cuando este indol fue administrado en presencia de noradrenalina
sus efectos se potenciaron en forma marcada {Fig.21). En esta situacion no
se observo algin cambio significativo en la conductancia registrada, ya que
esta pasd de 0.98 pS, para |a situacion control de -60a - 80mV,a 1.51y
1.53 pS, para el mismo rango de voltaje en la situacion de aplicacion de
melatonina y la combinacion melatonina-noradrenalina respectivamente.
Las conductancias en el rango de -85 a —135 mV cambiaron de 3.41 pS
para el control a 5.28 5.89 para los grupos de células que recibieron
melatonina y la administracién conjunta de melatonina-noradrenalina,
respectivamente. Aunque se observan diferencias cualitativas. en estos
valores, 1a aplicacién de la prueba eétadistica del X* seleccionada, no
mostré diferencias significativas (p<0.068). El promedio de los resultados
de 8 células pueden ademas apreciarse en la grafica 11, la cual muestra
las curvas |-V correspondientes obtenidas de las 8 células analizadas.
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Gréfica.11. Muestra la relacién IV del promedio de B células las cuales fueron sometidas a
conicentraciones de 5 pM de melatonina y 5 pM de noradrenalina. La conductancia obtenida para
la comriente saliente y entrante del control fue de 0.98 y 3.41 respectivamente. Con el tratamiento
de melatonina fue de 1.51 pS para la saliente y 5.28 pS para !a saliente. Mientras que las
conductancias obtenidas con la aplicaciéon de mefatonina-noradrenalina fueron para la saliente
de 153 pS y entrante de 589 pS, estos dfimos valocres no fueron estadisticamente
significativos (p<0.068) a los provocados por la administracién Gnica de melatonina.
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CAPITULO IV.
Discusién:

La melatonina es una hormona inddlica que ejerce un gran numero
de efectos en diversas especies tanto de animales como de vegetales
(Hardelana 1997)  Se frata de una sustancia de muy temprana aparicién en la
escala filogenética, por lo que ejerce una gran variedad de actividades,
aunque todas ellas se caracterizan por tener una relacion directa con la

cantidad de luz ambienta (ardetand1997)

A pesar de que esta hormona ejerce efectos en diferentes tejidos
periféricos, como el musculo liso intestinal y uterino, los vasos sanguineos
y glandulas de secrecion interna P2n9 =211993)- o) gyrincipal sitio de accion lo
constituye el sistema nervioso central. Efectos sobre la actividad retiniana,
hipotalamica, hipocampal y limbica han sido descritos consistentemente en
la literatura ockers. &121998) Eoins estudios sefalan una accion inhibidora de

la actividad secretora y de la excitabilidad en estas neuronas.

Varios- estudios electrofisiologicos han mostrado que la melatonina

reduce la actividad eléctrica registrada ya sea en forma de

(Cajochen, et al, 1999) {Sandyk, 1995)
S , S

electroencefalograma potenciales provocado
actividad multiunitaria " 2 %99 y ynjtarig S"b22. « & 1989 asi como en
registros intracelulares. Cuando estos estudios se realizan en células
secretoras, tal efecto se asocia invariablemente con un decremento en la

liberacion hormonal.
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En los resultados obtenidos en nuestro estudio, realizados en
animales integros aplicando !a melatonina por micropresion se mostro
claramente que el hipotdlamo anterior constituye un area blanco en los
efectos de esta hormona. La melatonina es capaz de reducir ia frecuencia
de descarga de las neuronas del hipotalamo anterior. El efecto de
melatonina sobre la excitabilidad neuronal, nos sugiere que el mecanismo
de accién de este indol esta siendo modulado en un primer nivel, s decir,
sobre los receptores membranales de estas neuronas.

El mecanismo de los efectos de esta hormona ha sido motivo de
controversias desde hace tiempo. La melatonina es una hormona
altamente liposoluble y practicamente no hidrosoluble (Cupp.1997)  raz6n por
la cual se sugirié que sus efectos se ejercian a través de su asociacion con
receptores intracelulares (Beez ¥ Anten. 1953} Egto implica la activacion de
mecanismos genémicos en las acciones de esta hormona (Sminorv, 2001). iy
embargo, la latencia y caracteristicas de los efectos electrofisiologicos

hacen poco probable esta afirmacion M * = 1959,

Parte de esta controversia se generé porque hasta principios de los
80’s varios estudios que intentaban localizar receptores a la melatonina en
las membranas celulares fracasaron o dieron resultados francamente
contradictorios A" {3 causa posiblemente residio en el hecho de
que estos estudios realizaron pruebas de binding con melatonina tritiada
_(3H-melatonina), localizandose una densidad de receptores muy pobre, la
radioactividad emanada de la melatonina fija a estos receptores resultaba
también muy pobre y dificil de detectar (e ¥ Dwesveh 1%%%) Sin embargo,
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en los 80’s y gracias al empleo de melatonina marcada con 2 moléculas de

I'? se lograron identificar sitios de union especifica a la melatonina en

membranas de células de varias regiones cerebrales 9194

Actualmente se han descrito tres diferentes tipos de receptores a la
melatonina, 2 de ellos (MT1 y MT2) localizados en tejidos cerebrales de
mamiferos y otro (MT3) aislado de la retina de pollo, los cuales muestran
una cinética y una farmacologia propias ™ "% El receptor mas
abundante en las regiones del hipotalamo es el MT1 el cual es considerado
de alta afinidad ®¢®" " Cuando este receptor es transfectado a
ovocitos de Xenopus, se observa que su activacion por melatonina reduce
en forma consistente las corrientes excitadoras inducidas por la aplicacion

de un activador inespecifico de 1a adenilato ciclasa =" 191

Es de vital importancia sefialar con base en nuestros resultados, que
la mayor parte de los efectos ejercidos por melatonina se localizaron fuera
del area predptica, lo cual sugiere una accion indirecta sobre la secrecion
de gonadotropinas, ya que las neuronas productoras de factores
liberadores de gonadotropinas se localizan principalmente en la region
predptica (Mapewx. et 2l1997) \ 10g efectos de melatonina en esta area fueron

muy reducidos.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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En nuestro estudio, al igual que lo descrito en otros articulos {Sh°#
%1959 el efecto electrofisiologico mas frecuentemente observado después
de la aplicacion de melatonina fue una reduccidon de la frecuencia de
descarga. Aunque este efecto fue similar al desencadenado por otro indol
(serotonina), la melatonina mostré una cinética diferente y una intensidad
del efecto mucho mayor que el inducido por la serotonina en el hipotalamo
anterior,

Comparativamente también, nuestro estudio mostré que la aplicacién
de dopamina ejercid los efectos depresores mas pronunciados que
aquellos observados después de administrar la melatonina. Estos efectos
fueron sin embargo, mas dirigidos hacia las neuronas de! area predptica,
aunque algunas de las neuronas del hipotalamo anterior también fueron
afectadas por la catecolamina. Este hallazgo no es sorprendente si
invocamos los amplios efectos que esta catecolamina ejerce sobre la
secrecion hormonal en general y sobre hormonas como la prolactina en
particular; de hecho, esta catecolamina es considerada como el factor
inhibidor de la secrecién de prolactina (PIF) debido a sus acciones
inhibidoras sobre la secrecién de esta hormong Martinez. etal. 192)

Ademds, los efectos de la dopamina se ejercieron sobre células
localizadas en regiones diferentes a las afectadas por la melatonina y la
intensidad de sus efectos fueron mucho mas intensos que los del indol,
aunque la direccion del efecto fue la misma. Estos resultados indican que
una interaccion directa de ambas sustancias, sobre los mismos elementos

neuronales, resulta poco probable.
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Por otra parte, fa noradrenalina constituye un neurotransmisor clave
en el proceso de regulacion de la liberacion de las hormonas estimulantes
de .gonadotropinas, particularmente de la hormona luteinizante Me¢@™ © &
99 Su liberacién ejerce un efecto estimulador sobre las células
productoras de gonadotropinas MeCann et 2 1998 conee todo de aquellas
localizadas en el area predptica, region que fue poco sensible a los efectos
de la melatonina. Los efectos excitadores encontrados después de la
aplicacién de noradrenalina fueron bloqueados por la administracion
conjunta de prazocina, un farmaco blogqueador de receptores adrenérgicos
tipo o1y. Tal mecanismo de accion en animales integros provoca una

reduccion en la secrecion de gonadotropinas (Reter. et al. (b} 1997)

Las diferencias entre los sitos de.accion, la direccion de la respuesta
provocada y la sensibilidad a los efectos de la prazociria, indican que los
sitios blancos de la melatonina y los mecanismos de accién que utiliza ia
melatonina para modular la reproduccién, no parecen ser los mismos que
utiliza la norepinefrina para estimular la secrecién de gonadotropinas. Estos
resultados sugieren fuertemente que los efectos sobre la reproduccion
mediados por la melatonina no son ejercidos directamente sobre las
células que producen gonadotropinas, sino que posiblemente sean
resultado de un efecto indirecto, es decir en neuronas que no secretan
GnRH, pero que ejercen una influencia, posiblemente excitadora, sobre su
secrecién. En esta perspectiva es posible incluso un efecto directo de ia
melatonina sobre neuronas adrenérgicas productoras de noradrenaling,

posibilidad que hay que analizar.
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En relacion con el mecanismo de accidn que emplea la melatonina
para reducir la frecuencia de descarga, se ha mostrado en el laboratorio
con estudios de current-clamp, que en situacion de reposo la melatonina es
capaz de hiperpolarizar la membrana de las células que responden a esta
(datos no mostrados). Tal efecto obviamente es consecuencia de una
accion de los canales transmembranales y particularmente de la

o (Petit1998) ) oo

conductancia de un ion saliente positivo o entrante negativ
candidatos obvios a suponer eran los canales de potasio y de cloro,
respectivamente; Sin embargo, en funcién del valor del potencial de
membrana de estas neurcnas y a los potenciales de equilibrio de los
mencionados iones, 1a corriente responsable de esta hiperpolarizacion fue
una corriente entrante de potasio ‘E#eres ¥ Weston. 1939 o jestros resultados de
voltage-clamp muestran que la melatonina incrementa las corrientes

entrantes de K*, hasta un 100%.

Esta posibilidad es sugerida ademas por algunos estudios recientes,
realizados en ovocitos de Xenopus, los cuales muestran que el receptor
transfectado de tipo MT1 posee la capacidad de asociarse a canales
rectificadores entrantes de potasio a través de mecanismos mediados por
proteinas G del tipo de las Gi Me'*o™ © 2. 19%) g decir de aquellas proteinas
G que muestran una reduccion en la formacidon del AMPc intracelular
Pett1998) - Aunque es muy importante el mencionar que tal asociacion no ha
sido aiun mostrada en condiciones fisioldgicas en ningun tipo celular in
vivo. La activacion de este canal, el cual debido a su cinética y relacion con

el voltaje, estad generando una corriente saliente en valores de voltaje
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proximos al potencial de membrana y solo hasta que el valor de este
potencial de membrana, alcance el valor del potenciat de inversion de K+,
su coriente cambiara de sentido (Rema"y Asheef1999) D tal suerte entonces,
que en el estado de reposo, el incremento en la conductancia de este
canal, particularmente en valores depolarizantes, incrementara la corriente
saliente de potasio, lo que hiperpolarizara la célula en forma continua
(somolo1997)  wroduciéndose de esta manera la disminucion en la frecuencia

de descarga neuronal.

Los presentes hallazgos, muestran que la melatonina induce cambios
en la conductancia de un canal rectificador entrante, recientemente descrito
en las neuronas del hipotalamo anterior =199 'y que es diferente a los
descritos en otras regiones cerebrales. Al igual de como ocurre en los
ovocitos de Xenopus transfectados, este canal responde a un mecanismo
de sefialamiento intracelular basado en la activacién de una proteina Gi,
por lo que reduce los niveles intracelurares de AMPc y por ende disminuye
el metabolismo celular N*'*""*%)  Este canal por otra parte, esta ademas
asociado en esta regidn cerebral a receptores opioides y GABAergicos de
tipp GABAg y a un adrenérgico no bien clasificado todavia. La
administracién de DAMGO, un opioide especifico para receptores p {F°92*-
etal. 1999) v de baclofen un agonista GABA tipo B M™% ‘incrementan la
conductancia de este canal (Kir) en forma sinérgica pero no potenciada, lo
cual podria implicar que utilicen la misma via de sefializacion. Por otro
lado la administracion de agonistas adrenérgicos disminuye tal
conductancia y por lo tanto despolariza la membrana celular ejerciendo

efectos excitadores &%)




En este estudio encontramos algunos efectos agonistas entre la
melatonina y los farmacos adrenérgicos empleados, i.e., dopamina y
noradrenalina, sin embrago, solo fueron cualitativos y no encontramos
diferencia estadistica. Esta interaccién solo la realizamos en neuronas que
respondieron a melatonina, por lo que desconocemos el efecto de estos
farmacos adrenérgicos en neuronas insensibles al indol. Aunque fueron
cualitativos los efectos de dopamina-melatonina, recientemente se ha
descrito que los receptores de dopamina D2 son capaces de activar
corrientes entrantes de K' (Kir) a través de modular proteinas Gi en
neuronas del nicleo arqueado {Bousov & 2197 44 que existe la posibilidad
de que tanto la melatonina como la dopamina estén modulando tales
canales en la misma célula. Para la noradrenalina el panorama es aun mas
desconocido, recientemente se ha propuesto que esta catecolamina es
capaz de incrementar la corriente del canal Kir en neuronas de la sustancia
nigra compacta de rata (€. o 2. 199 herg en hipotalamo se desconoce
una posible modulacién de estos canales por noradrenalina.

Estos resultados permite proponer que la melatonina ejerce efectos
moduladores de la liberacion de neurohormonas y de la excitabilidad
celular a través de un mecanismo que modula las corrientes de K+ de un
canal rectificador entrante de este ion.

Como un experimento complementario a este, debemos ahora
estudiar el mecanismo de sefalizacion intracelular. Préximamente,
realizaremos estudios tendientes a mostrar el involucramiento de una
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proteina Gi, para lo cual realizaremos experimentos en presencia de toxina
pertusis, inhibidor especifico de estas. Por otro lado, debemos también de
intentar extrapolar este mecanismo de accion a ofras estructuras
cerebrales y exiracerebrales que muestran una accion depresora de la
melatonina en sus funciones; tratando con ello de determinar si existe un
mecanismo general de accién o se trata de una particularidad de la
melatonina en esta region cerebral. De particular importancia resuita el
nicleo supraquiasmatico, el cual constituye el sincronizador de ritmos
biolégicos mas importante de toda la economia intrinseca del organismo, y
cuya sensibilidad a la melatonina ha sido descrita desde hace mucho

tiempo [Pevet 2001)

Desde un punto de vista neuroquimico este centro representa
ademas un buen modelo de interaccion entre los efectos provocados por la
melatonina y aquellos desencadenados por ia noradrenéliria, proveniente
de las neuronas del locus coeruleus Wioushey. etal 1987}

Los resultados mostrados en el presente estudio, aportan una
importante descripcién sobre el mecanismo de accion de esta polifacética
hormona, cuya accién ha sido fundamental en los procesos adaptativos de
seguramente todas las especies animales y de algunos vegetales; por lo
que desde un punto de vista filogenético, sera de gran interés estudiar la
filogenia de este mecanismo de accion.
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Conclusiones.

Con los resultados obtenidos en este estudio concluimos los siguientes
puntos:

a) La melatonina modifica la actividad eléctrica de las neuronas del
hipotadlamo anterior, induciendo una disminucién de la frecuencia de
descarga neuronal,

b) Los efectos de disminucién de la excitabilidad provocados por la
melatonina fueron encontrados en neuronas localizadas fuera del area
predptica.

¢) Las neuronas del area predptica que respondieron a noradrenalina, y
cuyo efecto fue blogueado por la prazocina, les confiere la posiblilidad
de ser neuronas productoras de GnRH; estas neuronas no fueron
afectadas por la aplicacion de melatonina. Lo que sugiere que el papel
antigonadotropico de este indol, se ejerce de una manera indirecta.

d) La serotonina y dopamina ejercieron efectos depresores de la
excitabilidad neuronal aunque estos se encontraron en regiones
diferentes a las afectadas por la melatonina, lo que hace poco probable
una interaccion directa de estas sustancias sobre las mismas neuronas.

e) La melatonina induce una hiperpolarizacién dependiente de la
concentracion en neuronas del hipotalamo anterior.

f) El mecanismo de accién que utiliza la melatonina para provocar la
hiperpolarizacion neuronal, puede deberse posiblemente a Ia
modificacion que produce sobre la conductancia de canales de K
rectificadores entrantes (Kir).

g) Cualitativamente en los registros de patch clamp, se encontraron efectos
agonistas de la melatonina con dopamina y noradrenalina.
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Abreviaturas.

ATP. Adenosina trifosfato

CaCl,. Cloruro de potasio.

DAG. Diacilglicerol.

DHT. Dihidrotestosterona.

DOP. Dopamina

EGTA. Etilenglicol-bis(B-aminoetil) N, N'-acido tretacetico.
FSH. Hormona foliculo estimulante.
GnRH. Hormona liberadora de gonadotropinas.
Gq. Proteina G, tipo q.

GTP. Guanidit trifosfato.

GQ. Gigaohms.

HEPES. (N-(2-hidroxiethyl} piperazina N'(2-etano sulfonico))
5-HTP. 5-hidroxitriptamina (serotonina).
InsP, Trifosfato inositol.

i.p. Intraperitoneal.

I-V. Corriente contra voltaje.

Kg. Kilogramo.

Kir. Canat de potasio entrante rectificador.
KHz. Kilohertz.

KCI. Cloruro de potasio,

LCRA. Liquide cefalorraguideo (solucion).
LH. Hormona luteinizante.

M. Molar.

MEL. Melatonina.

MgCl,. Cloruro de magnesio.

MgSO.. Sulfato de magnesio.

MC2. Megaohms.

pA. Microamperios.

pum. Micras.

puM. Micromolar.

uV. Microvollios.

mA. Miliamperios

mm. milimetro.

mM. Milimolar.

msegq. Milisegundo.

mV. Milivoltios.

Mosm. Miliosmoles.

NaCl. Cloruro de sodio.

NaHCO,. Bicarbonato de sodio.

Na;PQ,. Fosfato dibasico.

NOR. Noradrenalina.

PIP,. Fosfatidi! Inositol difosfato.

PKC. Proteina Cinasa C.
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pS. Picosimes {(unida de conductancia).
Psi. Unidades de presion (Pascales).
RE. Reticulo endoplasmico.

SNC. Sistema nervioso central.
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