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Resumen

Un evento hipoglucémico puede causar irritabilidad y alteraciones
neuronales que pueden conducir hasta el coma asociado a muerte neuronal. Los
pacientes que sobreviven a un coma hipoglucémico cursan con algun deterioro
cognitivo y motor que impactara su calidad de vida. Agentes farmacolégicos, como
bloqueadores de canales de calcio y fitofarmacos, han sido probados clinicamente
en el campo de la neuroproteccion, aunque ninguno ha demostrado ser eficaz a
pesar del éxito visto en anteriores estudios en animales.

El objetivo principal de ésta tesis fue realizar un estudio electrofisioldgico y
anatomico para identificar el efecto neuroprotector de la melatonina en un modelo
in vivo de hipoglucemia severa inducida por insulina, asi como evaluar si el efecto
de neuroproteccidon es dependiente de los receptores de membrana para
melatonina o captura de radicales libres.

Para ello se emplearon 3 técnicas distintas pero complementarias: 1) el
registro de la actividad electroencefalografica (EEG); 2) el analisis histolégico con
el uso de la tincion de Nissl; y, 3) la medicion de los cambios de la glucosa
plasmatica bajo condicion control, de hipoglucemia y durante la administracion de
las drogas. Se llevo a cabo con 45 ratas macho de la cepa Wistar (200-300g).

Los resultados de esta tesis muestran que la melatonina es capaz de
generar un efecto neuroprotector contra la muerte neuronal inducida por
hipoglucemia severa. A nivel EEG, este efecto se identifica al bloquear la
disminucién de la actividad eléctrica de la corteza cerebral durante un evento
hipoglucémico. El efecto neuroprotector de la melatonina se puede cuantificar
histolégicamente en el hipocampo y en la corteza somatosensorial. Asimismo, la
melatonina reduce el detrimento de la glicemia durante un evento de hipoglucemia
severa y este efecto neuroprotector es independiente de la activacion de los
receptores membranales de melatonina.

Este proyecto aporta un mejor conocimiento de mecanismos eficaces de
neuroproteccion de la melatonina, para disminuir los efectos negativos de un

evento hipoglucémico severo y su impacto negativo en los pacientes.
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I Introduccién

Los tratamientos que generan proteccion neuronal tienen como
caracteristica bloquear los procesos celulares, bioquimicos y metabdlicos durante
la muerte neuronal; son varios los agentes neuroprotectores que se han probado
clinicamente aunque ninguno ha demostrado ser eficaz a pesar del éxito visto en
diversos estudios hechos en animales (Arai y Lo, 2009; Lakhan et al., 2009).

Los radicales libres juegan un papel importante en la patogénesis de
condiciones como la hipoglucemia. Diversas evidencias indican que el estrés
oxidativo no ocurre de manera aislada en este proceso, sino que tiene interaccion
con el proceso de apoptosis, la excitotoxicidad y la inflamacion (Pei et al., 2003).

Un evento hipoglucémico puede causar la aparicion de signos y sintomas
clinicos como irritabilidad, desconcentracion, alucinaciones, convulsiones, hasta
un estado de coma, que conducira hacia lesiones cerebrales y muerte neuronal
(Suh et al., 2007).

Los radicales libres son considerados como un importante objetivo
terapéutico. Existen evidencias que apuntan a la melatonina como un potente
capturador de radicales libres ademas de ser una molécula antioxidante eficaz
para reducir el dafo cerebral producido por el estrés oxidativo. Estudios previos
indican, que la administracién de melatonina in vitro es capaz de inducir un efecto
neuroprotector eliminando especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno
(RNS), estimulando la actividad de enzimas antioxidantes e inhibiendo la de las
enzimas oxidantes, asi como disminuyendo los procesos de inflamacién, de
excitotoxicidad y de dafio al acido desoxirribonucleico (ADN) (Lin y Lee, 2009;
Koh, 2008).

Esta tesis se enfoca como propuesta para un mejor conocimiento de
mecanismos eficaces para disminuir los efectos negativos de un evento
hipoglucémico severo. Con el fin de distinguir el efecto neuroprotector de la
melatonina.

En la introduccidn de esta tesis se enmarcan los aspectos basicos de la

muerte celular y de la hipoglucemia severa (evento capaz de generar muerte



neuronal asociado a la produccion de ROS). Posteriormente, se hara énfasis en la
melatonina, sus receptores, su fisiologia y su importancia como agente
antioxidante y neuroprotector. La justificacion de la presente tesis que enmarca a
los objetivos generales, se relaciona con la hipoglucemia severa, la muerte
neuronal que esta puede inducir y con el efecto neuroprotector que la melatonina
es capaz de producir. En material y métodos se describen las técnicas utilizadas y
los analisis que fueron necesarios para la obtencion de los resultados. La ultima
parte de este volumen contiene la discusion de los resultados y las conclusiones
que confirman que la administracion de melatonina reduce los efectos de la
hipoglucemia severa: inhibe el impacto negativo en el EEG y reduce el descenso
de los niveles de glicemia, este efecto es posible caracterizarlo histolégicamente
en el hipocampo y la corteza cerebral parietal; finalmente, se corrobor6é que el
efecto neuroprotector de la melatonina no depende de la actividad de sus
receptores acoplados a segundos mensajeros; lo que nos permite sugerir que este

efecto es a través de la captura de radicales libres.

Debido a que nuestra investigacion se basa en el dafio neuronal generado
por una hipoglucemia severa, enfocamos en esta introduccion los aspectos

moleculares involucrados en el proceso.

1.- Muerte Celular
1.1 Apoptosis y Necrosis

A mediados del siglo XIX, varias observaciones indicaban que la muerte
celular jugaba un rol considerable durante los procesos de organismos
multicelulares. El término “muerte celular programada” fue introducido en 1964,
proponiendo que la muerte celular durante el desarrollo no era accidental y seguia
una secuencia de pasos controlados. La apoptosis, describe procesos
morfolégicos que dirigen a la controlada autodestruccion celular, fue introducida
por primera vez por Kerr, Wyllie y Currie en 1972. La apoptosis celular es un
proceso activo y definido, el cual tiene una importante funcion biolégica en el

desarrollo, en la diferenciacion, en la proliferacién, en la regulacién y el



mantenimiento de poblaciones celulares en los tejidos. Defectos en este proceso
estan fuertemente relacionados con condiciones patologicas, su deficiencia puede
resultar en cancer, asi como en extensidbn de infecciones, mientras que
desordenes neurodegenerativos y enfermedades isquémicas pueden ser
causadas por el incremento de la apoptosis. Las células que experimentan un
proceso apoptotico sufren cambios morfoldgicos progresivos como condensacion
de la cromatina, contraccion de la membrana plasmatica y finalmente se
fragmentan en los llamados cuerpos apoptéticos que contienen al citosol, la
cromatina y a los restos de algunos organelos. Estos cuerpos apoptéticos son
degradados por la accion de los macréfagos y son removidos del tejido sin causar
respuesta inflamatoria (Gewis, 2003).

La apoptosis es el mayor proceso por el cual las neuronas mueren en el
sistema nervioso central (SNC; Reiter et al., 2005). La muerte celular por
apoptosis sélo puede ser clasificada de esta manera si la ejecucién de este
proceso es dependiente de enzimas denominadas caspasas (Gewis, 2003).

La apoptosis esta mediada por dos vias principales: la via intrinseca
(mitocondrial) y la via extrinseca (dependiente de receptores inductores de muerte
celular). La activacién de la via intrinseca es iniciada con un dano mitocondrial,
que libera al citocromo C, el cual forma al factor activador de proteasas
apoptéticas (Apaf-1) y activa a las caspasas iniciadoras. La via extrinseca es
iniciada por la activacion de dominios asociados a ligandos como el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) o como Fas, lo que activa a la cascada de caspasas.
Ambas vias conducen a la muerte neuronal (Fischer et al., 2008).

Las caspasas iniciadoras (2, 8, y 10) activan sefializaciones de muerte en
respuesta a la union de los ligandos con los receptores inductores de muerte (via
extrinseca de apoptosis) o en respuesta a sefales que se originan desde el
interior de la célula (via intrinseca de apoptosis) activando posteriormente a
proteinas pro-apoptoticas (Bid, apoptosoma, smacDIABLO, etc.) y a las caspasas
ejecutoras (3, 6 y 7) que mediaran la sefializacion y la ejecucion de muerte celular
apoptotica (Gewis, 2003).



Durante la apoptosis, la mitocondria sufre dafios en su estructura lo que
resulta en la perdida de su funcion. Las ROS como un segundo mensajero pro-
apoptatico inducen la apertura del poro de transicion de permeabilidad localizado
en la membrana interna de la mitocondria y la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial (Yi et al., 2006). La apertura del poro de transicion de permeabilidad
libera factores pro-apoptoéticos como el citocromo C y el factor inductor de
apoptosis (AlF) hacia el citosol. Estos agentes activan sefializaciones nucleares a
través de la activacion de caspasas, disminuyendo la produccion de adenosin
trifosfato (ATP), lo cual genera muerte celular (Wang et al., 2009; Reiter et al.,
2000).

Los cambios en la expresidén de la proteina pro-apoptética Bax y la anti-
apoptatica Bcel2 controlan la via apoptética mitocondrial. Un incremento en Bax
abre el poro de transicion mitocondrial seguido de la liberacion del citocromo C y la
activacion de caspasas, lo que conducira a la muerte celular (Figura 1; Das et al.,
2008).

A diferencia del proceso apoptético, durante la muerte celular por necrosis,
las neuronas sufren un dafio irreversible, el cual consiste en la pérdida de la
integridad de la membrana, ésta se edematiza y se rompe, liberando
incontroladamente el contenido citosdlico hacia el medio extracelular dafiando a
las neuronas aledanas y generando una fuerte respuesta inflamatoria que

conducira a mas muerte neuronal (Gewis, 2003).
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Figura 1
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Diagrama del proceso de apoptosis. La apoptosis puede ser iniciada mediante la via intrinseca la cual involucra la
disfunciéon mitocondrial y la liberacion del citocromo C que activa la cascada de caspasas. Alternativamente, receptores
membranales de la célula (receptores de muerte) son activados por la union de ligandos especificos y de la misma manera
incrementan la activaciéon de caspasas, a lo cual se denomina como via extrinseca de la apoptosis. Ambas vias conducen a
la apoptosis celular (Modificado de Broughton et al., 2009).

1.2Estrés oxidativo

El oxigeno es imprescindible para el metabolismo y las funciones del
organismo. Tiene un alto potencial reductor debido a que sirve como un aceptor de
electrones en el proceso metabdlico de generacion de energia.
Desafortunadamente, puede dafar a las células si no esta completamente
reducido, su reduccidon parcial es una consecuencia que ocurre durante el
metabolismo aerdbico y genera efectos toxicos mediante la produccion de
moléculas pro-oxidantes que reaccionan con las biomoléculas generando cambios
estructurales y dano celular (Wang y Michaelis, 2010).

El estrés oxidativo (EO) dafia a las neuronas y a las células gliales,
contribuye a la patogénesis del envejecimiento y de numerosas condiciones

neuroldgicas (Reiter et al., 2000). Este proceso es definido como la condicién que
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ocurre cuando el balance fisiolégico entre oxidantes y antioxidantes queda
interrumpido ya sea por un déficit de las defensas o por un incremento en la
produccion de los primeros, generando peligro potencial para el organismo,
alteraciones en la estructura-funcién de cualquier 6rgano y dano a las
macromoléculas causando muerte celular por necrosis o apoptosis (Wang y
Michaelis, 2010; Kaur y Ling, 2008; Venereo, 2002). El EO involucra la formacién
de ROS y RNS, a través de mecanismos como la inhibiciéon de la funcion
mitocondrial, el exceso de calcio intracelular (Ca®*) y formacion de inflamacion
(Lakhan et al., 2009).

El cerebro es particularmente susceptible al dafio que genera el EO por las
siguientes razones: 1) el consumo de O, es mas grande que en otros tejidos, el
cerebro representa el 2% del peso total corporal, sin embargo, consume el 20%
del total del Oy, lo que lo hace propenso a generar y a ser danado por ROS; 2) sus
células poseen altos niveles de acidos grasos polinsaturados, los cuales pueden
ser facilmente oxidados; 3) sus altos niveles de hierro mas perdxido de hidrogeno
mediante la reaccion de Fenton, generan al radical hidroxilo el cual es toxico; 4) el
SNC tiene un sistema de defensa antioxidante relativamente ineficiente; y 5) mas
el hecho de que las neuronas son células que tienen reposicion reducida durante
la vida, lo anterior hace al cerebro altamente susceptible al dafio neuronal por
ROS (Wang y Michaelis, 2010; Kaur y Ling, 2008; Reiter et al., 2005).

Los radicales libres pueden interrumpir el balance redox dentro de las
células sino se eliminan adecuadamente (Wang y Michaelis, 2010). Tienen
acciones benéficas y perjudiciales, niveles moderados activan canales ionicos,
aumentan la transmision sinaptica, promueven la proliferacion y la sobrevivencia
neuronal, mientras que una alta produccion induce la ruptura de la barrera
hematoencefalica y muerte celular (Kaur y Ling, 2008).

Desde el punto de vista molecular, los radicales libres son pequenas
moléculas difusibles que pueden producirse en la cadena respiratoria mitocondrial,
en la cadena de transporte de electrones, en las reacciones de oxidacion y pueden
producir dafio oxidativo al interactuar con las principales biomoléculas del

organismo. Pueden dafar a las neuronas abstrayendo o donando un electrén de
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ellas (Reiter et al., 2004). Son especies quimicas que en su estructura atdmica
presentan un electréon impar en el orbital externo, dandole una configuracion
espacial que genera inestabilidad y una alta reactividad. Tienen una vida media
muy corta por lo que actuan cercano al sitio en que se forman. Las principales
ROS son: el oxigeno molecular ("0,), el anién superoxido (O.7), el peroxido de
hidrogeno (H203) y el radical hidroxilo (OH"; Venereo, 2002) y las principales RNS
(que dependen de nitrogeno): el oxido nitrico (NO"), el anion peroxinitrito (ONOQO")
y el acido peroxinitroso (ONOOH; ver Figura 2; Wang y Michaelis, 2010; Kaur y
Ling, 2008; Guerra, 2001).

La produccién de ROS modifica a las macromoléculas y causa lesion
neuronal (Wang y Michaelis, 2010; Hong et al., 2010): en los lipidos genera
lipoperoxidacion alterando la permeabilidad de la membrana produciendo edema y
muerte celular; en las proteinas se oxidan los residuos de aminoacidos y en el
ADN pueden ocurrir mutaciones, pérdida de expresion o de sintesis de una
proteina por dafio a un gen especifico, delecciones o inducen reordenamientos
cromosomicos (Venereo, 2002).

La mitocondria genera ATP, sin embargo, en este organelo se da la mayor
produccion de ROS producidas por el complejo | y Il de la cadena respiratoria, si
la respiracién mitocondrial se ve bloqueada, la sintesis de ATP disminuye y se
excede la produccién de ROS (Pei et al., 2003). La mitocondria ha sido implicada
como una fuente de ROS en varias patologias, en especial durante un evento de
hipoglucemia severa: la generacion de ROS se incrementa (Suh et al., 2007). La
alta demanda de energia y los bajos niveles de ATP pueden conducir a las
neuronas hacia una crisis energética que puede afectar seriamente su
funcionalidad y morfologia, asi como aumentar el proceso de EO (Wang y
Michaelis, 2010). ElI EO altera la funcién celular, genera excitotoxicidad, dafio

tisular, asi como la estimulacién de reacciones inflamatorias (Hong et al., 2010).
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Figura 2
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Representacion del metabolismo de los radicales libres. La reduccién parcial del O, genera una variedad de especies
reactivas y radicales libres incluyendo al O,", H,O, y OH. La adicién de energia (hv) al O, genera al toxico oxigeno
molecular ('0,), el cual al dismutarse por la accidn de la enzimas superoxido dismutasa (SOD) se convierte en H,0; el cual
es cataliticamente removido por las enzimas catalasa (CAT) y glutatiéon peroxidasa (GPx). La GPx usa como sustrato al
H,0, para reducir al glutatién (GSh) en su forma disulfuro (GSSG), el cual es metabolizado de nuevo a GSh por la glutation
reductasa (GRd). Ademas de éstas sustancias toxicas basadas en el oxigeno, intracelularmente también pueden generarse
especies téxicas basadas en el nitrégeno. Aunque el NO, es cataliticamente formado a partir de la arginina (ARG) por la
6xido nitrico sintasa (NOS) y tiene efectos benéficos, puede llegar a ser téxico y puede producir al altamente reactivo
ONOQO;, el cual puede convertirse a ONOOH y finalmente este puede convertirse a OH (Modificado de Reiter et al., 2000).

1.3Inflamacioén

El proceso de inflamacién es el mecanismo mediante el cual los tejidos
responden a las lesiones. Es caracterizado por la acumulacién de liquido, influjo
de proteinas, diapédesis de neutrofilos, linfocitos T y macréfagos, asi como
produccion de sustancias quimicas (Hong et al., 2010).

Dos conceptos han dominado el campo de la inflamacién: 1) que el SNC es
inmunologicamente privilegiado por la relativa impermeabilidad de la barrera
hematoencefélica y 2) que la inflamacién estd asociada o exacerbada a la
neurodegeneracion. La integridad de la barrera hematoencefalica esta controlada
por la presencia de la matriz extracelular y los astrocitos. Los leucocitos no pueden
acceder al SNC aunque pocos de ellos logran entrar a través del liquido

cefalorraquideo y el espacio subaracnoideo. La barrera hematoencefalica puede
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alterarse por el incremento en los niveles de moléculas de adhesion y degradacién
generados por las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y por el aumento en la
produccion de citocinas (Vexler y Yenari, 2009).

Las células gliales juegan un papel importante manteniendo la homeostasis
del SNC, proveen soporte neuronal, ayudan en la comunicacion sinaptica,
establecen gradientes ionicos, modulan la respuesta inmune en el cerebro, su
funcionamiento es esencial para las neuronas, pero su disfuncion puede
incrementar la vulnerabilidad neuronal a condiciones citotéxicas (Wang vy
Michaelis, 2010). Estudios in vitro, han dado evidencias de que la glia es capaz de
reducir el EO al estimular la actividad de enzimas antioxidantes como la SOD, la
CAT y GPx (Kaur y Ling, 2008; ver Figuras 2 y 3).

En el cerebro, la microglia juega un papel inmunolégico y fagocitico
esencial en el SNC, puede liberar sustancias con efectos citotdxicos o
neurotroficos. La activacidn de la microglia en respuesta a patologias del SNC
puede liberar citocinas pro-inflamatorias como el TNF-a e interleucinas (IL-1B y IL-
6) en un esfuerzo para mantener la integridad y reparar las neuronas dafiadas
(Wang y Michaelis, 2010; Kaur y Ling, 2008). La activacion de la microglia puede
liberar O,7, NO, glutamato, factores de activacion de proteasas y citocinas, que
conducen hacia el dano y muerte neuronal (Shin et al., 2009). Este efecto al
activarse repetidamente puede incrementar la produccion de ROS y otros
mediadores neurotéxicos, los cuales provocan un incremento en el EO, dano a
células endoteliales, a células gliales, a neuronas y lo que contribuye a la
activacién de caspasas que conduciran al dafio neuronal. EI EO y la inflamacion
son dos procesos que estan estrechamente unidos en la génesis de la muerte
neuronal. Establecen una retroalimentacion una vez activadas, las células
inflamatorias generan ROS y estas especies reactivas activan la respuesta
inflamatoria (Wang y Michaelis, 2010; Vexler y Yenari, 2009). El incremento de los
radicales libres de oxigeno puede activar la expresién de varios genes pro-
inflamatorios induciendo la sintesis de transcripcion de proteinas como el factor de
transcripcion nuclear (B (NF-B) y el factor 1 inducible de hipoxia (Lakhan et al.,
2009).
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Figura 3
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Diagrama del proceso de inflamacion. El EO y la excitotoxicidad activan a la microglia y a los astrocitos los cuales
reaccionan secretando citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a), quimosinas (MCP-1a) y MMP’s. Estos mediadores inflamatorios
conducen a una elevacion de moléculas de adhesion celular en las células endoteliales permitiendo el paso de células
inflamatorias, principalmente neutrofilos al SNC. Los neutrofilos también secretan citocinas las cuales causan una mayor
activacion de glias. Este proceso incrementa el dafio tisular (Modificado de Lakhan et al., 2009).

1.4 Excitotoxicidad

La muerte celular por excitotoxicidad es un denominador comun en
patologias del SNC, el incremento de glutamato en el espacio sinaptico induce y
exacerba la muerte celular al activar excesivamente a sus receptores (Kaur y Ling,
2008).

En el caso de la disminucién de O, glucosa o ambos, disminuye el ATP, lo
que causa despolarizacion de las neuronas, la liberacion de potasio (K*) al espacio
extracelular y la entrada de sodio (Na*) al medio intracelular. La concentracion de
Ca®" intracelular, durante un evento excitotdxico aumenta activando diversas
enzimas como proteasas, lipasas y endonucleasas las cuales generan daino
celular. La despolarizacion membranal permite la liberacién de glutamato cuya
concentracion fisiolégica en el citosol es aproximadamente de 10mM. El
incremento de la concentracion en el espacio sinaptico activa a los receptores

NMDA y AMPA, la apertura de estos receptores conduce a una mayor
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despolarizacion y al aumento de la concentracion intracelular del ca? generando
dafo por excitotoxicidad (Doyle et al., 2008), el cual impacta negativamente en las
neuronas y puede incrementar la generacion de ROS (Reiter et al., 2005).

El Ca®* tiene un importante papel fisioldgico, ya que regula y mantiene la
funcién neuronal incluyendo la liberaciéon de neurotransmisores, la excitabilidad
neuronal, la plasticidad sinaptica, la transcripcion de genes y la sobrevivencia
neuronal. Durante el EO, las ROS activan los canales de Ca?* e inhiben las
bombas de Ca?' por lo que elevan la concentracion intracelular de este ion. Una
importante via de acumulacion de Ca’" es a través de la activacion de sinapsis
glutamatérgicas, las cuales permiten la entrada de Ca®** por medio de sus
receptores ionotropicos (Figura 4). La elevacion anormal de la concentraciéon
intracelular de Ca®* producida por la disminucion del transporte citosélico de Ca?*
al medio extracelular o por el aumento del influjo de Ca** a través de sus canales
sensibles a voltaje, representa un estimulo para la disfuncién y muerte neuronal.
Su elevacién intracelular conduce a mas liberacién de Ca®* del reticulo
endoplasmico, a la activacion de vias apoptédticas a través de cambios en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, a la activacion de dehidrogenasas y
al incremento de EO (Wang y Michaelis, 2010).

La muerte celular inducida por excitotoxicidad ha sido involucrada en
lesiones agudas del SNC y en desoérdenes crénicos neurodegenerativos. La
neurona, asi como la glia, pueden ser dafadas por excitotoxicidad. En el SNC, el
ATP extracelular puede actuar como un neurotransmisor excitatorio activando su
receptor ionotropico PoX y su receptor metabotropico P,Y, los cuales son
expresados en los oligodendrocitos y pueden incrementar significativamente la
concentracion de Ca?* intracelular en células gliales (Araiy Lo, 2009).

En la hipoglucemia se incrementa la concentracion de glutamato extracelular
generando un proceso de excitotoxicidad y en consecuencia aumenta la
produccion de O,” y OH', lo que contribuye a la muerte neuronal (Shin et al., 2009;
Suh et al., 2007).
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Figura 4
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La excitotoxicidad puede ser inducida por la elevacion de la concentracion del glutamato en el espacio sinaptico.
Este proceso puede ser causado por el incremento en la liberacién de glutamato o por la disminucién de su recaptura
(EAAT). La excesiva estimulacién de los receptores glutamatérgicos, eleva la concentracion intracelular de Ca”, resultando
en muerte neuronal. La perdida neuronal resultante de este proceso puede causar incremento extracelular de glutamato y
amplificar el dafio excitotéxico (Modificado de Foran y Trotti 2009).

2. Glucosa e Hipoglucemia
2.1Glucosa

Los productos finales de la digestién de los carbohidratos en el tubo
digestivo son la glucosa, la fructosa y la galactosa. Antes de que las células de los
tejidos corporales puedan utilizar la glucosa, esta debe transportarse a través de la
membrana celular hasta el citoplasma, sin embargo, no puede difundir libremente
a través de la membrana, este proceso de su ingreso a la célula es a través de un
trasporte facilitado. En las membranas de las células intestinales y de los tubulos
renales, la glucosa es transportada a través de un co-trasporte activo de sodio-
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glucosa. En todas las otras membranas celulares, la glucosa se transporta a favor
de gradiente por proteinas acarreadoras especializadas. La insulina, hormona
producida y liberada por el pancreas permite el transporte de la glucosa al interior
de la célula, con excepcion de los hepatocitos y las neuronas. Por lo tanto, el
indice de utilizacion de carbohidratos en la mayor parte de las células esta
controlado por la secrecion de insulina. Tras su absorcion en las células, la
glucosa se puede utilizar de inmediato para liberar energia o bien, almacenarse en
forma de glucégeno, especialmente en grandes cantidades en los hepatocitos y en
las células musculares (se induce la glucogénesis, se inhibe la glucdlisis y
gluconeogénesis). Asi como la induccidn de la lipogénesis en los adipositos
(Guyton y Hall, 2000).

Los medios mas importantes por los que se libera energia de la molécula de
glucosa los inicia la glucdlisis, en condiciones de ausencia de oxigeno, este
proceso forma un total de 4 moles de ATP por cada mol de glucosa, sin embargo,
se necesitan previamente 2 mol de ATP para fosforilar la glucosa original para
poder formar fructosa 1,6-bifosfato. Por tanto, la ganancia neta de moléculas de
ATP en el proceso glucolitico completo en presencia de oxigeno es solo de 2
moles por cada mol de glucosa utilizado. En presencia de oxigeno, la glucosa

sigue oxidandose, proceso por el cual se obtienen 38 moléculas de ATP.

2.2 Insulina

La insulina fue aislada por primera vez del pancreas en 1922. Esta
hormona, ejerce efectos sobre el metabolismo de los carbohidratos. Es una
proteina pequefia con peso molecular de 5808 Da. Esta compuesta de dos
cadenas de aminoacidos conectadas entre si por puentes disulfuro, cuando se
separan las dos cadenas de aminoacidos, se pierde la actividad funcional de la
molécula. Es una proteina la cual se sintetiza en las células B del pancreas.
Primero, es formada como preproinsulina, eventualmente se escinde en el reticulo
endoplasmico de la célula pancreatica para formar proinsulina y la mayor parte de
esta es metabolizada en el aparato de Golgi para formar insulina, antes de ser

empaquetada en los granulos secretores. Sin embargo, aproximadamente la sexta
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parte del producto final queda en forma de proinsulina la cual carece de actividad.
La estimulacion de estas células B causa la secrecidn de insulina por exocitosis,
que difundira dentro de la sangre. Esta hormona tiene una vida plasmatica de solo
6 minutos, de forma que en su mayor parte se elimina de la circulacién en 10 a 15
minutos. Excepto la porcion de insulina que se combina con los receptores de las
células diana, el resto se degrada por la enzima insulinasa, principalmente en el
higado, en menor medida en los rifiones, en los musculos y muy poco en la
mayoria de los tejidos restantes.

La insulina se une a una proteina de membrana de gran afinidad por la
hormona que va a permitir un ingreso facilitado a la glucosa a la célula (Figura 5).
Este receptor de insulina es una combinacion de cuatro subunidades que se
mantienen unidas por enlaces disulfuro, dos subunidades a situadas
completamente en la parte externa de la membrana y dos subunidades 3 que
atraviesan la membrana haciendo relieve hacia el citoplasma celular. La insulina
se une a las subunidades a, pero debido a los enlaces con las subunidades B, las
porciones de las subunidades B se autofosforilan. Esto las convierte en una
enzima activa, una proteincinasa local, que a su vez causa la fosforilacion de otras
enzimas intracelulares.

En segundos, aproximadamente el 80% de las células del cuerpo se
vuelven muy permeables a la glucosa. En el interior de las células, la glucosa se
fosforila inmediatamente y se convierte en un sustrato para todas las funciones
metabdlicas habituales de los carbohidratos.

La glucosa en la sangre provoca una rapida secrecion de insulina y esta a
Su vez causa una rapida captacion, almacenamiento y utilizacion de la glucosa por
casi todos los tejidos del cuerpo, pero especialmente por los musculos, el tejido

adiposo y el higado.
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Figura 5
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Estructura del receptor de insulina y su via de senalizacién. A) El receptor de insulina, compuesto de las subunidades a
(amarillo) y de las subunidades B (rosa) unidas por puentes disulfuro. (B) La via de sefializacion de la insulina inicia cuando
el ligando se une y activa la autofosforilacion de la tirosina en las subunidades B, las cuales estimulan las dos mayores vias
de sefalizacion, la via fosfoinositol-3cinasa (PI3K)/Akt y la via de las MAPK, a través de substratos del receptor de insulina
lo cual resulta en diversos procesos celulares (modificado de Chiu y Cline, 2010).

2.3 Hipoglucemia

El nivel de la concentracibn de glucosa sanguinea en ayunas es
normalmente de 80 a 90 mg/dl, se considera que 100 mg/dl representa el limite
superior de la normalidad (Guyton y Hall, 2000). Cuando la concentracién de
glucemia desciende a valores de 70 a 50 mg/dl se considera como un evento
hipoglucémico moderado, el SNC habitualmente se vuelve mas excitable. Se
pueden producir alucinaciones, nerviosismo y temblor. Cuando la glucemia
desciende entre 50-20 mg/dl, es probable que se produzcan convulsiones y
pérdida de la consciencia. Niveles inferiores a 20 mg/dl induciran un coma
hipoglucémico acompafado de muerte neuronal. En resumen, dependiendo de su
severidad y de su duracion, la hipoglucemia puede causar desde irritabilidad, dolor
de cabeza, fatiga, hasta déficits neuroldgicos, convulsiones, coma y muerte (Del

Campo et al., 2009; Suh et al., 2007). La muerte neuronal por hipoglucemia es
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mas pronunciada en poblaciones especificas de neuronas como las del
hipocampo y las de las laminas Il y Il de |la corteza cerebral, las cuales tienen una
alta concentracion pre-sinaptica vesicular de zinc (Zn), estas neuronas son
importantes para el aprendizaje y la memoria, por ello los pacientes que
sobreviven a un coma hipoglucémico pueden quedar con alguna discapacidad
cognitiva (Suh et al., 2007; Suh et al., 2003).

La hipoglucemia puede ser el resultado de una excesiva administracion de
insulina por el intento de controlar los niveles de glucosa en sangre,
investigaciones sugieren que una inapropiada secrecion de insulina puede
incrementar el dafo al sistema nervioso (Tanaka et al., 2008).

Existe una respuesta metabdlica contra la hipoglucemia, sustratos
endogenos como los cuerpos cetonicos, intermediarios del ciclo de los acidos
citricos y aminoacidos son movilizados en respuesta a esta condicion (Auer et al.,
1984).

2.4 Muerte neuronal por hipoglucemia

Hace 27 anos Auer y su grupo (1984), establecieron que una hipoglucemia
severa genera muerte neuronal, la cual puede conducir a deterioros cognitivos y a
un dano cerebral permanente.

Se sabe que los niveles de glucosa en el cerebro son entre 15 a 20%
mayores que su nivel en sangre (Dunn-Meynell et al., 2009). La falla metabdlica y
la disminucion de energia causan desequilibrio en el gradiente idnico, acumulacion
intracelular de Ca®*, Na* y una reduccion del pH. Este desequilibrio traera como
consecuencia la disfuncion del transporte de la membrana, de las funciones
mitocondriales y de la produccion de proteinas, que resultara en una falla de la
cadena respiratoria generando excesivamente ROS que conduciran a la
lipoperoxidacién y al dafio de las membranas celulares y el citoesqueleto. Eventos
pro-apoptéticos iniciaran, tales como la activacion NF- kB y vias dependientes de
p-53, disminucién de Bcl-2 con relacion a Bax, liberacién del citocromo C y
activacion de caspasas, eventos que conduciran al dafio del ADN y a la muerte
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celular (Lin y Lee, 2009). Se ha reportado que la privacion de glucosa también
afecta, dafia y puede inducir la apoptosis de células gliales (Arai y Lo, 2009).

La muerte neuronal que surge después de la hipoglucemia, no es sélo
resultado de la falla de energia por la pérdida de glucosa, también puede ser el
resultado de la activacion sostenida de receptores de glutamato, aumento de la
concentracion de Ca?' intracelular y la de K* extracelular, incremento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, asi como de la muerte celular
programada que se inicia por la reperfusidon sanguinea. La muerte neuronal por
hipoglucemia, es mediada, en parte por la liberacion pre-sinaptica de Zn?* que
activa a la microglia y la translocacion post-sinaptica de Zn?*, que al acumularse
intracelularmente promueve la produccion de ROS a través de la activacion de la
enzima NADPH oxidasa, la cual se considera como fuente primaria de estrés
oxidativo neuronal (Shin et al., 2009; Suh et al., 2007).

El dafio neuronal inducido durante la interrupcién de energia, como en la
isquemia y la hipoglucemia, involucra dafio oxidativo. La produccion de ROS se
encuentra involucrada directamente en la muerte neuronal por hipoglucemia. La
peroxidacion de los lipidos cerebrales se ha observado durante hipoglucemia
inducida por la administracion de 30Ul de insulina en ayuno, midiendo la
concentracion de glucosa en sangre (Haces, 2008). En el SNC, una excesiva
produccion de ROS y RNS es considerada como un mecanismo de
neurodegeneracion asociado con varios insultos a las neuronas, como la

hipoglucemia y la hipoxia (Wang y Michaelis, 2010).

3.- Melatonina
3.1 Sintesis y metabolismo

El estudio de la melatonina data desde 1917, cuando McCord y Allen
demostraron que la piel de renacuajos (Rana pipiens) era aclarada por el extracto
de la glandula pineal de bovinos y a finales de los 50°s, Aaron Lerner y sus
colaboradores aislaron esta hormona pineal, ademas de corroborar que producia
el mismo efecto a partir de pinealocitos bovinos y describieron su estructura

quimica del aminoacido (Zawilska et al., 2009; Dubocovich, 1988). La accién de la
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melatonina al agregar pigmentos (melanosomas) dérmicos de anfibios, postuld la
presencia de los receptores de melatonina y que estos eran asociados a proteina
G (Dubocovich et al., 2010).

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una indolamina enddgena
sintetizada en los pinealocitos a partir de la serotonina, esencial para sincronizar la
actividad bioldgica con los ritmos circadianos y el suefio (Reiter et al., 2007). Su
concentracion fisiologica alcanza su punto maximo durante la noche oscilando de
100-400pM y durante el dia, cae a valores de 30pM. Es sintetizada en la glandula
pineal a partir de la serotonina a través de dos pasos enzimaticos, primero, la
enzima serotonina N-acetiltransferasa [arilalquilamina N-acetiltransferasa (AA-
NAT)] agrega un grupo acetilo a la serotonina para producir N-acetilserotonina y el
segundo paso, involucra la transferencia de un grupo metilo del (S)-
adenosinmetionina hacia el grupo 5-hidroxi de la N-acetilserotonina por la accion
de la hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT) (Dubocovich et al., 2010; Hong et
al., 2010; Tamminga 2006; Akagi et al., 2004; Valdés et al., 2003; ver Figura 6)
para de este modo realizar funciones fisioldégicas dentro de las cuales también
esta el regular la actividad sexual de algunas especies.

En mamiferos, la mayor parte del ritmo nocturno de la melatonina circulante
es abolido por la pinealectomia, aunque no es eliminada totalmente (Raskind et
al., 2007). Existen reportes que sugieren que aproximadamente el 20% de la
melatonina circulante es derivada de otros tejidos como la retina, el intestino, la
medula espinal, linfocitos, piel, testiculos y el nucleo de rafé (Hong et al., 2010;
Reiter et al., 2005). La lipofilicidad de la molécula de la melatonina le permite
difundir pasivamente a través de las barrera hematoencefalica, de membranas y
capas celulares, por lo tanto, puede difundirse desde los pinealocitos tan pronto
como es sintetizada (Dubocovich et al., 2010; Ambriz et al., 2009; Reiter et al.,

2007) y concentrarse mayormente en el nucleo y la mitocondria de las células.
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Figura 6
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Representacion de la sintesis de la melatonina. La melatonina es sintetizada a partir de la serotonina a través de dos
pasos enzimaticos. Primero, la 5-HT es acetilada por la NAT para producir N-acetil-5HT. El segundo paso involucra la
transferencia de un grupo metilo del (S)-adenosinmetionina hacia el grupo 5-hidroxil de la N-acetil-5HTpor la accién de la
enzima HIOMT. Los insertos indican: obscuridad (barra negra), tiempo en el cual se produce melatonina y se reduce la
produccion de serotonina (Dubocovich et al., 2010).
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3.2 Eliminacién de melatonina

La melatonina desaparece de la sangre rapidamente, con una vida media
de aproximadamente de 30min. En el humano, la mayoria de la melatonina en la
circulacion es convertida por el citocromo P450 a 6-hidroximelatonina por el
higado, el cual elimina del 92 al 97% de la melatonina circulante, posteriormente,
la 6-hidroximelatonina es conjugada y eliminada por el rifion, aproximadamente del
50 al 80% como sulfato y del 5 al 30% como acido glucurénico (Dubocovich et al.,
2010; Reiter et al., 2005). El metabolismo de la melatonina en el cerebro involucra
al anillo de pirrol oxidativo, el cual se estima que contribuye aproximadamente en

un tercio del total de su catabolismo (Ambriz et al., 2009). Los metabolitos de la
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melatonina en el cerebro resultantes de la accion del anillo de pirrol pueden
interactuar y eliminar ROS, el N'-acetil-N*-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK),
captura al H,O, y es transformado por la enzima CAT en N'-acetil-5-
metoxiquinuramina (AMK), mientras que la 3-hidroximelatonina ciclica, se forma al
capturar al radical OH' y puede ser transformado a AFMK; ambos metabolitos son
excretados por la orina (Zawilska et al., 2009; Reiter et al., 2007). En otras
palabras, la melatonina y sus metabolitos son capaces de reducir los efectos de
los radicales libres debido a que capturan a estas moléculas, sin mediar para ello

la interaccion con receptores membranales (Dubocovich et al., 2010).

3.3 Fisiologia y funcién de la melatonina

En mamiferos, esta neurohormona es secretada principalmente por la
glandula pineal durante el periodo de oscuridad del ciclo dia/noche y liberada a la
sangre, asi como hacia el liquido cefalorraquideo del tercer ventriculo (Ramirez et
al., 2009; Raskind et al., 2007; Reiter et al., 2005). La sintesis de la melatonina
pineal y su liberacidn son reguladas por células del reloj biolégico localizadas en el
nucleo supraquiasmatico del hipotalamo anterior (NSQ). La biotransformacion de
este aminoacido también se lleva a cabo en las células de la retina
especificamente en los fotoreceptores (Figura 7). En ambos casos el ritmo
biologico y la actividad celular son sincronizados en un periodo de 24 horas por la
luz ambiental (fotoperiodo). La informacion fética es percibida por las células
ganglionares de la retina que contienen un fotopigmento llamado melanopsina, las
cuales transmiten los estimulos luminosos al NSQ via el tracto retinohipotalamico,
de donde la informacién viaja por las neuronas pre-ganglionares simpaticas hasta
llegar a los ganglios cervicales superiores y finalmente a las fibras adrenérgicas
postganglionares que inervan a la glandula pineal (Dubocovich et al., 2010;
Zawilska et al., 2009). La pineal dara informacion al organismo sobre los cambios
de luz en el medio ambiente y la sefial bioquimica se transmitira a través de la
liberacidon de esta hormona regulando funciones como la reproduccién, el apetito y
el suefio (Valdés et al., 2003).
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Figura 7
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Fisiologia de la melatonina. La sintesis de la melatonina y su liberacién por la glandula pineal son inhibidas por la luz y
estimuladas por la obscuridad. Las sefiales neurales provenientes de las células ganglionares son transferidas hacia el
hipotalamo anterior y al SNC por el tracto retinohipotalamico, luego a los ganglios cervicales superiores y finalmente a la
glandula pineal (modificado de Doghramji, 2007).

El mecanismo molecular de la melatonina se caracteriza por la liberacién
nocturna en la glandula pineal de noradrenalina, la cual se une y activa a los
receptores 3 y a adrenérgicos localizados en los pinealocitos para estimular la
actividad de la adenilatociclasa y elevar el nivel de Ca®* y adenosin monofosfato
ciclico (AMP,), lo que aumentara la expresion y la actividad de la enzima AA-NAT
y subsecuentemente incrementara los niveles de N-acetil-5-metoxitriptamina
(Hong et al., 2010; Tamminga 2006).

La melatonina es de gran importancia para la funcion del NSQ el cual
contiene la mas alta densidad de receptores para esta hormona, el tracto retino-
hipotalamico-pineal es capaz de detectar la duracion de la noche para hacer
ajustes apropiados en la secrecion nocturna de la melatonina, es decir, durante los
cambios estacionales, la duracién de la noche se modifica en proporcion directa
con la secrecién de melatonina (Reghunandanan y Reghunandanan, 2006). Su

concentracion endoégena o su administracion exdégena pueden imponer el ritmo
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circadiano a diversas estructuras y actuar directamente en el NSQ modulando el
reloj biolégico, ademas, existen reportes que afirman que es capaz de modular
otras funciones como la visual, la neuroendocrina, la reproductiva, la
inmunoldgica, la fisiologia vascular y la regulacién del dolor (Dubocovich et al.,
2010; Kaur y Ling, 2008).

Después de su administracion periférica, la indolamina aparece en altas
concentraciones en el cerebro, su concentracion difiere entre los organulos
subcelulares concentrandose mayormente en el nucleo y en la mitocondria (Reiter
et al., 2005).

La reduccion en la concentracion de melatonina enddégena por el
envejecimiento o por algunos farmacos puede alterar el metabolismo y la actividad
fisica, es decir, que el incremento del peso corporal y del depédsito de grasa son en
parte explicados por una disminucion en la sintesis y liberacién de melatonina con
la edad (Robeva et al., 2008; Raskind et al., 2007).

Su fisiologia se asocia con la regulacion del sistema inmune, por ejemplo, la
administracién exégena de melatonina antagoniza los efectos inmunosupresores
de la corticoesterona y del estrés agudo. Se ha sugerido que su efecto
inmunoestimulante se produce por un mecanismo mediado por péptidos opioides,
ya que en ausencia de melatonina enddgena, se rompe el ritmo circadico de las
encefalinas y disminuye significativamente su contenido tisular en varias
estructuras del SNC de la rata (Valdés et al., 2003).

3.4 Receptores membranales de melatonina

Los ritmos circadianos en la glandula pineal fueron estudiados por Wilbur
Quay, desde 1963. La melatonina juega un importante rol en la sincronizacién de
los procesos biologicos, sus acciones fisiologicas son mediadas por sus
receptores los cuales se localizan en estructuras como talamo, pituitaria, médula
espinal y principalmente en el NSQ del hipotalamo, ya que reciben y traducen
informacion para influir en los ritmos circadianos y estacionales (Hong et al.,
2010). Los receptores membranales de melatonina son proteinas con una

estructura heterotrimérica con 7 pasos transmembrana con segmentos a-
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helicoidales conectados por lazos intracelulares y extracelulares alternados, con la
terminacion amino localizada en el lado extracelular y la terminacion carboxilo en
la parte intracelular. Estos segmentos contienen de 20 a 25 residuos hidrofébicos.
El NSQ regula la liberacion de melatonina, ésta hormona genera una
retroalimentacion negativa, disminuye el disparo neuronal del NSQ (Doghramii,
2007). La nomenclatura actual clasifica a los receptores clonados de melatonina
en dos tipos: MT4y MT, (Dubocovich et al., 2010).

La via mejor conocida de sefalizacion de los receptores de melatonina es la
inhibiciéon de la formaciéon de AMP. por activacion de la proteina G sensible a la
toxina pertusis (PTX) (Ambriz et al., 2009; Zawilska et. al., 2009). La sensibilidad a
PTX indica la participacién de proteinas Gi/G, en los mecanismos de transduccién
(Reiter et al., 2007). La inhibiciéon de la enzima adenilatociclasa también es otro
mecanismo de sefalizacidon de los receptores MT1y MT,. Puede presentarse una
desensibilizacién de estos receptores por una prolongada y alta concentracién de
melatonina la cual puede afectar a la ritmicidad circadiana y al suefio (Dubocovich
et al., 2010).

3.4.1 El receptor MT;

El receptor MT, fue el primer receptor de melatonina clonado, esta asociado
a la proteina Gy, y es responsable de la inhibicién de la formacion del AMP, en las
células. Se ha indicado su presencia en estructuras como la corteza cerebral, el
talamo, el hipocampo, el cerebelo, la retina, la pituitaria anterior, el NSQ del
hipotalamo y en tejidos como las glandulas adrenales, las arterias, el corazén, los
pulmones, el higado, los rifiones, la piel y los linfocitos (Zawilska et al., 2009). Este
receptor tiene 350 residuos de aminoacidos, siendo aproximadamente el 60% de
estos homodlogos a los que tiene el receptor MT, dentro de su domino
transmembrana. Su terminacién amino contiene dos sitios para glicosilacion y su
parte carboxilo contiene sitios para el reconocimiento de las enzimas caseincinasa
1a, caseincinasa Il y proteincinasa C (PKC). Este receptor esta localizado en el
humano en el gen P48039, en el cromosoma 4 en la region q35.1, esta acoplado a

proteina G sensible (G;) o insensible (Gy11) a PTX y su activacion disminuye la
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formacion, la actividad y la fosforilacion de AMP.. La activacion del receptor MT;
genera distintas respuestas en los tejidos, puede regular el flujo de iones y la
actividad de canales ionicos, genera vasoconstriccion aparentemente regulada por
la disminucién en la fosforilacion mediada por AMP. de los canales de K*
activados por Ca®" (BKca) en musculo liso; inhibe el disparo neuronal en el NSQ
probablemente por la activacién de canales rectificadores tardios de K* (Kir)
incrementado la corriente saliente de K*, asi como regula el cambio de fase de la

actividad del ritmo circadiano (Dubocovich et al., 2010; Doghramii, 2007).

3.4.2 El receptor MT;

Este receptor clonado de melatonina, llamado MT,, también esta asociado a
proteina Gj,, es capaz de inhibir la produccion de AMPg, la formacion de guanosin
monofosfato ciclico (GMP.) y estimular la actividad de la PKC en el NSQ (Mutoh et
al., 2003). Por lo que se sugiere que este receptor de melatonina interactua con la
via fosfolipasa C/diacilglicerol. Inicialmente el perfil farmacologico de este receptor
fue caracterizado en la retina, donde inhibe la liberacién de neurotransmisor a
través de un mecanismo que probablemente involucra la regulacién de Ca*
intracelular, ademas este receptor es expresado en el hipocampo, NSQ del
hipotalamo, el cerebelo y en tejidos como el corazén, las arterias, los pulmones, el
higado, los rifiones, el intestino y la piel (Zawilska et al., 2009). Fue definido por el
uso de sus antagonistas selectivos 4-fenil-2-acetamidotetralin (4P-ADOT) y el 4-
fenil-2-propionamidotetralin (4P-PDOT). Este receptor estd compuesto por 362
residuos de aminoacidos, siendo aproximadamente el 73% de aminoacidos
homodlogos a los del receptor MT4 dentro de su domino transmembrana. Su
terminacién amino contiene solo un sitio para glicosilacion y su parte carboxilo
contiene sitios para el reconocimiento de las enzimas caseincinasa 1q,
caseincinasa |l y PKC. Este receptor esta localizado en el humano en el gen
P49286, en el cromosoma 11 en la regidon q21-22. Puede tener funciones como la
vasodilatacion, la inhibicion de liberacion de dopamina retinal y la regulacion del
disparo neuronal en el NSQ en el cambio de fase del ritmo circadiano (Dubocovich
et al., 2010; Doghramii, 2007).
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3.4.3 Los receptores MT3 y Mel,

El receptor MT3 estéa ampliamente distribuido en el cerebro, el higado, el
corazén, el rindn y los pulmones, pertenece a la familia citosélica de las quinonas
reductasa (Ambriz et al., 2009). Es un receptor-enzima con distinta farmacologia
con agonistas y antagonistas selectivos, tiene una afinidad similar por la
melatonina y por su precursor N-acetilserotonina y puede regular la respuesta
inflamatoria, asi como capturar quinonas (Dubocovich et al., 2010; Reiter et al.,
2007; Doghramii, 2007).

El receptor Meli,, es un receptor de melatonina no expresado en
mamiferos, se encuentra en peces, aves y anfibios, es filogenéticamente mas
cercano al receptor MT, (Dubocovich et al., 2010; Mathes, 2010; Zawilska et al.,
2009).

3.5 El luzindol

El luzindol (2-benzil N-acetiltriptamina), fue el primer ligando descrito como
un antagonista competitivo no selectivo de los receptores de melatonina y ha sido
usado extensamente para validar la accion de la melatonina sobre estos
receptores. Fue el primer antagonista que demostroé la actividad de los receptores
por la presencia de melatonina modulando la inhibiciéon de la liberacion de
dopamina en la retina, disminuyendo el disparo neuronal y el cambio de fase en
los ritmos circadianos en el NSQ de roedores (Dubocovich et al., 2010). Se ha
descrito que es capaz de inhibir el efecto antitumoral (Akagi et al., 2004) e

hipotensor de la melatonina (Chao et al., 2001).

3.6 Efectos de la melatonina

Se ha sugerido que la melatonina puede inducir sus efectos mediante tres
vias: 1) via de sefalizacion membranal, 2) via de sefalizacién nuclear y 3)
eliminacion/captura de radicales libres independiente de sus receptores de
membrana (Ambriz et al., 2009; Reiter et al., 2007).

Esta hormona tiene varios efectos: regula los ritmos circadianos, por ello es

usada contra los desordenes del suefio como el insomnio y el cambio de horario.
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Actua como un antioxidante, puede capturar radicales libres e induce un efecto
neuroprotector en patologias neurodegenerativas (Dubocovich et al., 2010;
Ramirez et al., 2009; Koh P 2008). Se sugiere un efecto anticancerigeno no toxico
(Wang et al., 2009; Akagi et al., 2004). Puede disminuir el proceso de apoptosis y
de necrosis en el SNC, asi como en otros tejidos, disminuyendo la produccién de
caspasas (Hong et al.,, 2010; Das et al., 2008). Durante la hipoxia y la
reoxigenacion, la administracién de melatonina reduce la apoptosis al elevar los
niveles de la proteina bcl-2 en relacion con los niveles de bax (Das et al., 2008;
Ling et al., 1999).

Diversos estudios han comprobado el efecto neuroprotector de la
melatonina en el cerebro y la medula espinal reduciendo el volumen del infarto o
de la lesiéon en diferentes modelos de isquemia en animales, disminuyendo la
formacion de ROS (Koh, 2008; Samantaray et al., 2008; Reiter et al., 2005), asi
como in vitro, protegiendo contra la muerte celular a las neuronas primarias de la
corteza en cultivo inhibiendo la liberacion del citocromo C, del AlIF y la activacion
de la caspasa 3 inducidas por privacion de glucosa y oxigeno. Este efecto puede
ser a corto o a largo plazo y esta asociado con la restauracion de las
caracteristicas citoarquitectonicas de las neuronas (Wang et al., 2009).

Disminuye la actividad de la oxido nitrico sintasa neuronal y del sistema
inmune (NNOS y nNOS) e incrementa la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
(Koh, 2008; Kaur y Ling, 2008). Reduce el dano oxidativo de biomoléculas
capturando ROS y RNS (Hong et al., 2010; Wang et al., 2009; Reiter et al., 2000,
2007), ademas, estimula la actividad de enzimas antioxidantes como la GPx, la
glutation reductasa (GRd), la SOD, la CAT y la glucosa-6-fosfato dehidrogenasa
(G-6-PD) (Hong et al., 2010; Lin y Lee, 2009; Kaur y Ling, 2008). Preserva la
funcion de la cadena de transporte de electrones, previniendo la despolarizacion
de la membrana mitocondrial inducida por la privacion de glucosa y oxigeno,
manteniendo la produccion de ATP y de glutation (Wang et al., 2009; Reiter et al.,
2005; Pei et al., 2003).

Diversas investigaciones han mostrado que la melatonina puede estar

involucrada en la homeostasis de la glucosa, regular el balance energético, los
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niveles de lipidos y el colesterol en el plasma (Robeva et al., 2008; Raskind et al.,
2007; Mahmood et al., 2006).

Estudios muestran que la melatonina es capaz de reducir la inflamacién y la
degeneracion axonal después de un infarto cerebral reduciendo la activacion de la
microglia y la produccion de citocinas, asi como la infiltracion de células
inmunoldgicas (Hong et al., 2010; Wang et al., 2009; Samantaray et al., 2008).
Ejerce este efecto anti-inflamatorio por la inhibicion de la produccion de NO
mediante la supresion de oxido nitrico sintasa (NOS) y de la ciclooxigensa-2 (Pei
et al., 2003).

La melatonina puede atenuar el influjo de Ca®** mediado por el glutamato
(Hong et al., 2010) e inhibe el dano neuronal por excitotoxicidad (Wang et al.,
2009; Reiter et al., 2005). Su deficiencia in vivo inducida por pinealectomia vuelve
a las ratas mas susceptibles a la muerte neuronal por excitotoxicidad inducida por
la administracién de kainato y estudios in vitro, han reportado que puede abolir el
incremento intracelular de Ca®* inducido por el NMDA y aminorar la excitotoxicidad
en areas como el hipocampo, la amigdala, la corteza piriforme y en neuronas del
cerebelo (Lin y Lee, 2009; Pei et al., 2003).

Se ha sefalado que esta hormona modula la diferenciacion y la
neurogénesis en el hipocampo (Ramirez et al., 2009), asi como también se
sugiere un efecto antitumoral (Fischer et al., 2008). Inhibe el crecimiento
neoplasico, retarda el crecimiento tumoral (Akagi et al., 2004) y tiene un efecto

oncostatico e inmunomodulatorio en las células tumorales (Hong et al., 2010).
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Justificacion

La hipoglucemia puede originarse por causas endocrinas, autoinmunes,
lesiones hepaticas, tumorales, por déficit de sustratos metabdlicos o puede ser
inducida por agentes externos como drogas o intoxicaciones. Segun su grado de
severidad puede causar irritabilidad, convulsiones y conducir hasta el coma
asociado a muerte neuronal. Los pacientes que sobreviven a un coma
hipoglucémico cursan con algun deterioro cognitivo y motor (Suh et al., 2007). Los
tratamientos en neuroproteccion tienen como principal objetivo bloquear los
procesos celulares, bioquimicos y metabdlicos durante la muerte neuronal. Son
varios los agentes que han sido probados clinicamente en el campo de la
neuroproteccion, aunque ninguno ha demostrado ser eficaz a pesar del éxito visto
en anteriores estudios en animales (Lakhan et al., 2009; Pei et al., 2003).

Por tal motivo, la justificacion principal de la presente tesis es analizar en
un modelo animal de hipoglucemia severa, el efecto neuroprotector de la
melatonina. Los resultados nos ayudaran a entender los mecanismos de
neuroproteccion que puede tener la melatonina, en un desbalance energético
severo.

La justificacién de usar melatonina para este trabajo es la siguiente: es una
hormona que tiene varios efectos farmacoldgicos vy fisiologicos, tiene capacidad
antioxidante capturando radicales libres, favoreciendo neuroproteccién en
patologias neurodegenerativas, regula los ritmos circadianos, es usada contra los

desordenes del suefio.
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Objetivo General

Realizar un estudio electrofisiolégico y anatdomico para identificar el efecto
neuroprotector de la melatonina en un modelo in vivo de hipoglucemia severa
inducida por insulina. Evaluar si este efecto de neuroproteccion es dependiente de

los receptores de membrana para melatonina.

Objetivos Especificos

e Estudiar el efecto sobre el EEG de la administracién de melatonina durante
una condicion de hipoglucemia severa inducida por insulina en ratas Wistar,
realizando registros de la corteza cerebral frontal y parietal (in vivo).

e Analizar los cambios en los niveles de glucosa durante la hipoglucemia
inducida por insulina y cuantificar el efecto de la melatonina en los niveles
de glucosa.

¢ |dentificar con el uso del antagonista de receptores de melatonina, luzindol,
si el efecto inducido sobre el EEG por la hormona es dependiente de sus
receptores membranales.

e Cuantificar histolégicamente el efecto neuroprotector inducido por la
melatonina mediante la tincion de Nissl de las areas CA1 y CA3 de

hipocampo, asi como en la corteza somatosensorial de la rata.

Variables de Trabajo.

Variable Independiente
Induccion de hipoglucemia severa por ayuno asociado a la aplicacion i.p. de 30 Ul

de insulina.

Variable Dependiente
Validar el efecto neuroprotector de la melatonina: 1) midiendo cambios de la
actividad eléctrica del EEG, 2) de los niveles de glicemia y, 3) a través de un

analisis histologico de los cerebros de estos animales.
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Hipotesis

Si, la melatonina es un capturador de radicales libres y un antioxidante,
entonces, la administracion de esta hormona puede reducir los eventos de muerte
neuronal y los cambios electroencefalograficos inducidos por la hipoglucemia

severa.
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Método

En esta tesis se realizaron 3 técnicas distintas pero complementarias en sus
hallazgos entre ellas: 1) el registro de la actividad EEG; 2) el analisis histolégico
con el uso de la tincion de Nissl; y, 3) la medicién de los cambios de la glucosa
plasmatica bajo condicion control, de hipoglucemia y durante la administracién de

las drogas (insulina, melatonina y luzindol).

Sujetos

El presente estudio se llevo a cabo in vivo ademas de un analisis histologico
post mortem del cerebro de 45 ratas macho de la cepa Wistar (200-3009)
provenientes del bioterio del INPRF, las cuales se dividieron en 9 grupos, con N=5
cada uno. Todos los animales se mantuvieron individualmente en cajas de acrilico,
3 grupos bajo ciclo invertido de luz y 6 grupos bajo condicion de luz continua.
Todos los grupos tuvieron agua y alimento ad libitum, los animales se sometieron
a cirugias estereotaxicas con cuidados post operatorios de antibiéticoterapia. Un
dia antes de la induccion de la hipoglucemia severa a todos los grupos se les
mantuvo en ayuno 24 h, en condiciones estandarizadas de temperatura (20-25°C)
y de acuerdo a las normas establecidas en la guia para el cuidado y uso de los
animales de laboratorio de la Academia Nacional de Medicina (1999). A todos los
animales se les registr6 EEG, durante los registros se obtuvieron muestras de
sangre para cuantificacion de la glicemia y sus cerebros fueron estudiados por
analisis histolégicos. Los detalles de las cirugias, los procedimientos
farmacolégicos y secuencia del disefio experimental se describiran en dos

secciones adelante.

Instrumentos y materiales
Material

Se menciona a continuacion en orden de uso, el material que se empled en
la cirugia estereotaxica: jeringas, guantes de latex, instrumental quirurgico basico,
electrodos epidurales (tornillos de acero inoxidable soldados a pequefas

terminales de cobre), conectores y sutura (seda 00). Registros EEG: cables de
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registro y jeringas. Glucometrias: lancetas y tiras reactivas de medicién
glucométrica. Perfusion intracardiaca: jeringas, instrumental quirdrgico, vaso de
precipitado 100ml, papel filtro, reja de perfusion, caja de petri, equipo de

venoclisis. Histologia: parafina, vaso de precipitado 100ml, porta y cubreobjetos.

Aparatos

Bascula Sartorius.

Sistema estereotaxico de una torre Neuroscience Physiology Research Equipment
Stoelting modelo lab. standard.

Amplificadores modelo P511 Grass.

Glucémetro One Touch Ultra de Johnson & Johnson.

Micrétomo de Rotacion Leica RM2125.

Microscopio Carl Zeiss Axiolab.

Sistema con platina motorizada Optic Scan Il.

Computadora PC software Image proplus.

Sustancias

Alcohol etilico desnaturalizado (D. de Productos Luna, México)
Antibidtico (Benzatina, bencilpenicilina antibidticos de México, S.A. de C.V)
Antiséptico (Microcyn, Oculus Technologies de México)

Formaldehido (Mallinckrodt Baker)

NaCl (Sigma-Aldrich, St Lois, MO, U.S.A.)

Insulina (Humulin regular accion rapida Eli Lilly y Compafia de México)
Lidocaina y epinefrina (265 Laboratorios PiSA de México)

Luzindol (L2407 Sigma-Aldrich, St Lois, MO, U.S.A.)

Melatonina (M5250 Sigma-Aldrich, St Lois, MO, U.S.A.)

Parafina

Pentobarbital sédico (Sedalphorte, Salud y Bienestar Animal de México)
Resina Acrilica (Nic Tone Cross Linked, mdc dental México)

Violeta de cresilo

Xilol
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Procedimiento

Cirugia Estereotaxica

La primera serie de experimentos se realizd para identificar los cambios EEG
inducidos por la hipoglucemia. Datos previos a esta tesis (Del Campo et al., 2009),
cuantificaron que un ayuno de 24 h asociado con la administracion de 30Ul de
insulina produce un estado de hipoglucemia severo; el cual se identifica por un
incremento de la excitabilidad del sistema nervioso que gradualmente lleva a un
proceso de muerte neuronal, el cual es el sustrato neurobiolégico de la aparicion
de la sefial isoeléctrica en el EEG. Nosotros desconociamos si la administracion
previa de melatonina a la aplicacion de insulina podria modificar la actividad EEG
bajo condiciones de hipoglucemia y si la administracion de luzindol generaria un
cambio en el EEG como respuesta inhibitoria al efecto de la melatonina. Para
resolver este cuestionamiento fue necesario realizar cirugias estereotaxicas para
colocar electrodos epidurales a todos los animales para registro de la actividad
EEG.

Cada cirugia se realizé en animales anestesiados intraperitonealmente con
pentobarbital sédico (33mg/Kg de peso; Sedalphorte®), el craneo fue expuesto a
través de una incision longitudinal en la linea media del cuero cabelludo. A cada
rata se le colocaron electrodos epidurales (con el uso un sistema estereotaxico
Neuroscience Physiology Research Equipment Stoelting) mediante pequenas
trepanaciones en ambos hemisferios cerebrales a 2mm de la linea sagital; 2 en la
corteza frontal [CxF] y 2 en la corteza parietal [CxP], 2mm anteriores y 2mm
posteriores a bregma; terminales de cobre de cada electrodo se soldaron a un
conector el cual fue utilizado para los registros EEG. ElI complejo electrodos-
conector fue fijado al craneo con cemento acrilico (Figura 8). Cada animal recibio
dosis de antibidtico profilactico (bencilpenicilina) y se alojo individualmente, sin
ninguna manipulacion durante una semana de recuperacion post-quirdrgica. Este
sistema permite registrar la actividad eléctrica del cerebro en un animal con libre

movimiento en forma cronica.
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Figura 8

A S
"“ Grass 511

Amps.

Esquema de la colocacion de electrodos epidurales en la rata por cirugia estereotaxica. A) Ubicacién de la posicién
de los electrodos epidurales en el craneo de una rata. B) Se muestra el circuito de conexion entre los electrodos vy el

conector para ser utilizados en el registro del EEG.

Registro de la actividad EEG de la corteza frontal y somatosensorial

Después de una semana de recuperaciéon al evento quirurgico y de
habituacion a las condiciones de registro, se obtuvieron 15 min del registro control
de la actividad control EEG de cada animal.

La conexion entre los electrodos y el cable de registro se insertd en dos
entradas multicanal, las cuales envian la sefal bioeléctrica a los amplificadores.
Después de la induccion de la hipoglucemia severa o las aplicaciones
farmacoldgicas, el registro bipolar EEG de cada animal dur6 2 horas. Cada
registro se obtuvo mediante 2 amplificadores Grass P511, la digitalizacién y
grabacion se realizé a una velocidad de muestreo de 100Hz, con una amplificacion
de 20,000 veces la sefial bioeléctrica y la banda de frecuencia de entrada de los
amplificadores se establecié entre 3 y 300Hz. Los registros fueron visualizados y
almacenados en una computadora PC utilizando para ello el software PolyView16.

Se analiz6 la sefial de EEG obteniendo una transformada de Fourier de
cada registro, 15 min previos a cualquier manipulaciéon farmacoldgica, 15 min a la
hora (60-75 min) y 15 min a las 2 h (120-135 min) de la aplicacion de insulina o del

inicio del registro) los espectros de potencia de cada grupo se promediaron. Se
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normalizaron los promedios para obtener un porcentaje de cambio en la actividad
EEG de todos los grupos. Con este analisis se identific: 1) la actividad basal o
control en el EEG, 2) los cambios en dicha actividad y la latencia de aparicion de
la actividad isoeléctrica que caracteriza a la hipoglucemia severa inducida por la
administracién de insulina, 3) el efecto EEG de la melatonina sobre la linea base y
sobre la hipoglucemia severa y, 4) el efecto EEG de la administracion previa de
luzindol sobre la actividad de la melatonina. Se realizé un analisis estadistico del
porcentaje de cambio durante 2h de la actividad EEG de cada grupo, para ello se
utilizé la prueba t de student (no pareada con correccién de Welch con un nivel de
significancia asignado para P < 0.05).

El EEG se empled como técnica en ésta tesis ya que representa el voltaje
registrado entre dos electrodos. El registro obtenido de cada par de electrodos es
algo diferente porque cada par toma una muestra de la actividad de una poblacién
de neuronas en una region encefdlica diferente. Ademas, cada electrodo de
registro puede medir la actividad de una cantidad muy grande de neuronas en las
regiones subyacentes del encéfalo, cada una de las cuales genera un campo
eléctrico pequeio que cambia con el tiempo. Esta actividad, que en su mayor
parte se considera sinaptica, torna al espacio extracelular mas superficial negativo
en relacion con las regiones corticales mas profundas. Cada electrodo del EEG
mide una sefal sincrénica porque miles de células responden de la misma forma
mas o menos al mismo tiempo. En la capa de células piramidales por debajo del
electrodo del EEG, cada neurona recibe miles de aferencias sinapticas. Si las
aferencias son irregulares o se encuentran fuera de fase, su suma algebraica
tendra una amplitud pequefia, como en el estado de vigilia. Por otra parte, si las
neuronas se activan al mismo tiempo, entonces las ondas del EEG estaran en
fase y la amplitud sera mucho mayor, como en las ondas delta caracteristicas del

estadio IV del suefio (Purves et al., 2006).
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Glucometria

Durante los registros de la actividad EEG se midié el nivel de glucosa en
sangre de las ratas a través de una puncidén con sistema de microlanceta en la
cola de cada animal procurando que la manipulaciéon generara el menor estrés
posible.

A todos los animales se les realizaron tomas secuenciadas de glucosa
plasmatica cada 30 min durante las 2h del registro de EEG con el uso de un
glucometro (One Touch Ultra de Johnson & Johnson).

Las glucometrias cuantificaron los niveles basales de glucemia, los niveles
de glucosa inducidos por el ayuno y la aplicacidon de insulina, asi como el efecto
que tuvo la melatonina y el luzindol. El analisis estadistico correspondié a la
aplicacion de una t de student pareada comparando los tiempos (cada 30min) con
el promedio de los niveles de glucemia de los grupos control con respecto a los

grupos que recibieron insulina, melatonina y luzindol.

Histologia

Datos previos a nuestra investigacion muestran que el hipocampo y las
capa corticales del cerebro, laminas Il y Ill, tienen un menor umbral al dafio por
hipoglucemia, es decir, son mas vulnerables a los dafios de una disminucion en la
perfusion, aporte de oxigeno y de glucosa (Del Campo et al., 2009). EI fenémeno
de neuroprotecciéon inducido por melatonina in vivo puede cuantificarse en estas
areas del SNC (Garcia et al., 2008; Gonzalez et al., 2007). El uso de técnicas
simples, como la tincion de Nissl, permite una cuantificacion histologica precisa: es
posible observar en las neuronas el nucleo y el acido ribonucleico (RNA) con lo
que se permite un control especifico del conteo neuronal. La propuesta de estudiar
los cortes de cerebro de estos animales fue la de obtener un correlato anatémico
de la magnitud de la muerte neuronal inducida por la hipoglucemia severa y el
efecto neuroprotector de la melatonina.

Después del registro EEG de todos los grupos, los animales fueron
sacrificados con pentobarbital sédico (50mg/Kg de peso; Sedalphorte®) vy

perfundidos con un catéter a nivel del ventriculo izquierdo del corazén con
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solucién salina (NaCl al 0.9%). Al término de la perfusion, los cerebros se
extrajeron rapidamente y fueron inmersos para ser fijados en una solucion de
formaldehido al 20%.

Posteriormente, los cerebros de cada grupo, se deshidrataron
progresivamente en tres soluciones de alcohol 1) 70°, 2) 96° y 3) absoluto/xilol, y
se incluyeron en parafina. Cada hemisferio cerebral se seccioné en un micrétomo
(Micrétomo de Rotacion Leica RM2125) en cortes coronales de 6 um de grosor.
Se obtuvieron cuatro cortes por cada portaobjetos, teniendo un total de 5
portaobjetos por cada cerebro. Los cortes se desparafinaron en bafos de xilol,
xilol/alcohol, alcohol absoluto (3 ocasiones), alcohol al 96 % (3 ocasiones) y
alcohol al 70%, cada uno de estos procesos de desparafinacion duré 5 min;
posteriormente, se tifieron con violeta de cresilo durante 3-10min y se eliminé el
exceso del colorante con un bafo rapido de agua y de xilol.

Se realizé un conteo neuronal en las areas CA1 y CA3 del hipocampo, asi
como en la corteza somatosensorial (Figura 9), utilizando para ello un microscopio
fotdnico (Carl Zeiss Axiolab) en un campo de 40x/0.65, un sistema con platina
motorizada (Optic Scan Il) y el software Image pro-plus 5.1. El numero de
neuronas se cuantifico a través del método fraccionario (West, 1993). El cual
consiste en: la suma del numero de neuronas en una fraccién de volumen de cada
area por el numero de cortes obtenidos por el ancho de los cortes (6 um).
Posteriormente, se realiz6 un analisis estadistico que valido la diferencia del
conteo por volumen neuronal del grupo control entre cada uno de los grupos de
experimentaciéon + su error estandar, para ello se utilizé la prueba t de student no
pareada (P < 0.05).
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Figura 9
Corteza somatosensorial
Hipocampo area CA1

Hipocampo area CA3

Corte coronal del cerebro de la rata en la que se muestran las zonas de analisis histolégico que se llevo a cabo.
Corteza somatosensorial y las areas CA1 y CA3 del hipocampo.

Con los 9 grupos de trabajo, se realiz6 un disefio experimental de la
siguiente forma: Los grupos 1, 2 y 3 se mantuvieron bajo Ciclo Invertido de Luz
Oscuridad (CILO) 12 x 12h.

1. Grupo Control (N=5): Acceso ad libitum de agua y alimento; se registro la
actividad EEG durante 2 h, sin manipulacion farmacoldgica, se realizaron las
glucometrias cada 30 min y posteriormente los cerebros se utilizaron para
referencia en el analisis histolégico.

2. Grupo Ayuno (N=5): Acceso ad libitum de agua, con un ayuno de 24h
previo al registro de la actividad EEG (duracién 2h), no se llevd a cabo
manipulacion farmacolégica alguna, se midieron las glucometrias cada 30 min y
posteriormente los cerebros se utilizaron para su analisis histoldgico.

3. Grupo Ayuno + Insulina (N=5): Acceso ad libitum de agua asociado a un
ayuno de 24h previo al registro EEG. Se le aplico 30Ul de insulina i.p., se tomaron
las glucometrias cada 30 min, (el registro EEG durdé 2h) y posteriormente, los
cerebros fueron analizados histolégicamente.

Para evaluar la produccién de melatonina endégena y como ésta influye en
los valores de la glicemia, los animales de los grupos 4 al 9 se mantuvieron bajo
una Condicién de Luz Continua (CLC; 50 luxes durante 15 dias) y posteriormente,

se iniciaron las series experimentales.
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4. Grupo Control (N=5): Acceso ad libitum de agua y alimento, durante 2h,
se registro la actividad EEG sin alguna manipulacion farmacolégica, se realizaron
las glucometrias cada 30 min y posteriormente, este grupo los cerebros que se
utilizaron para su analisis histolégico fueron considerados de referencia para los
parametros de comparacion de muerte celular o proteccion neuronal.

5. Grupo Ayuno (N=5): Acceso ad libitum de agua y alimento; un ayuno de
24h previo al registro de la actividad EEG, no se realizé manipulacion
farmacoldgica, se tomo el EEG durante 2h y se midieron las glucometrias cada 30
min. Finalmente, los cerebros se utilizaron para su analisis histologico.

6. Grupo Ayuno + Insulina (N=5): Acceso ad libitum de agua; un ayuno de
24h al cual se asoci6 a una aplicacién i.p. de insulina (30Ul) para después tomar
durante 2h el registro EEG previo al registro EEG. Cada 30min se tomaron las
glucometrias. Los cerebros también fueron tomados para su analisis histologico.

7. Grupo Ayuno + Melatonina (N=5): Acceso ad libitum de agua; asociado a
un ayuno de 24h y una administraciéon i.p. de melatonina (10mg/Kg) previa al
registro EEG (2h), se tomaron las glucometrias cada 30 min y posteriormente, los
cerebros se emplearon para el analisis histologico.

8. Grupo Ayuno + Melatonina + Insulina (N=5): Acceso ad libitum de agua,
asociado a un ayuno de 24h, a los que se les administré melatonina (10mg/Kg
i.p.), 30min después una aplicacion de 30Ul i.p. de insulina. Durante las 2h de
registro EEG se tomaron las glucometrias cada 30 min y posteriormente, a los
cerebros se les realiz6 analisis histologico.

9. Grupo Ayuno + Luzindol + Melatonina + Insulina (N=5): Acceso ad libitum
de agua y alimento. Un ayuno de 24h al cual se le asocio la administracion de
luzindol (20mg/Kg; i.p.), 10 min después una aplicacion de melatonina (10mg/Kg;
i.p.) y 30min después de esta ultima aplicacion se le administré al animal 30Ul de
insulina i.p. El registro EEG durd 2h, cada 30 min se obtuvieron glucometrias,

asimismo, los cerebros de estos animales fueron analizados histolégicamente.
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Cuadro 1. Resumen de los grupos de trabajo.

Ciclo Invertido de Luz Oscuridad (CILO)

Melatonina basal enddégena

. 2

~N

1. Control
Registro EEG (2 h)
Sin manipulacion
farmacoldgica
Glucometria ¢/30min
Analisis histologico

J

4 )

2. Ayuno
Ayuno 24 h

Registro EEG (2 h)
Sin manipulacion
farmacoldgica
Glucometria ¢/30min
Andlisis histolégico

J

\ —~-

\
Condiciéon de Luz Continua

[

3. Ayuno + Insulina \
Ayuno 24 h
Aplicacion insulina (30UI)
Registro EEG (2 h)
Glucometria ¢/30min
Analisis histologico

J

Sin manipulacion
farmacoldgica
Glucometria ¢/30min
Andlisis histolégico

J

(CLC)
G V.
4. Control \ ( 5. Ayuno \
Registro EEG (2 h) e Ayuno 24 h

Registro EEG (2 h)
Sin manipulacion
farmacoldgica
Glucometria ¢/30min
Analisis histoldgico

J

/ 7. Ayuno + Melatonina \

Ayuno 24 h
Aplicacién melatonina
(10mg/kg)

Registro EEG (2 h)
Glucometria ¢/30min
Analisis histologico

/8. Ayuno + Melatonina +\

Insulina
Ayuno de 24h
Aplicacion melatonina
(10mg/kg) y 30 min
después 30Ul de
insulina
Registro EEG
Glucometria ¢/30min
Analisis histologico

J

6. Ayuno + Insulina \
Ayuno 24 h
Aplicacion insulina (30UI)
Registro EEG (2 h)
Glucometria ¢/30min
Andlisis histolégico

/ 9. Ayuno + Luzindol + \

Melatonina + Insulina
Ayuno de 24h
Aplicacion luzindol
(20mg/kg), 10 min
después melatonina
(10mg/kg) y 30min
posteriores a la
melatonina 30Ul de
insulina

Registro EEG
Glucometria ¢/30min

\ Analisis histolégico j




VII. Resultados

Vil.1 Efecto de la aplicacion de la melatonina en una condicion de
hipoglucemia severa sobre el EEG de la corteza frontal.

La primer serie de experimentos se orientd a identificar el efecto de la
melatonina sobre la actividad basal eléctrica de la corteza cerebral, asi como
cuantificar el efecto de la hipoglucemia severa. Los animales se mantuvieron 15
dias bajo ciclo de luz continua y previo a cualquier tratamiento farmacoldgico, a
cada animal de experimentacion, se le cuantifico la actividad EEG basal durante
15 min de la corteza frontal (CxF) y la corteza parietal (CxP). Es de hacerse notar
que ningun animal presenté anormalidades en su trazo EEG como espigas de
gran amplitud o modificaciones en la frecuencia. Al término de la cuantificacion
basal, se inici6 el registro EEG de cada uno de los grupos durante 2 h (N=5 cada
grupo).

Los registros de los grupos: 1) control, 2) ayuno y 3) ayuno + melatonina, no
presentaron cambios significativos en la actividad eléctrica del EEG a lo largo del
curso de los experimentos (Figura 10A y 10B). La amplitud y la frecuencia de la
sefal EEG se mantuvieron sin modificaciones.

En contraste, en el grupo 4) de ayuno asociado a insulina para la induccién
de hipoglucemia severa, a los 60 min, después de la aplicacion de insulina el EEG
presentdé una gradual disminucion de las frecuencias rapidas y un aumento de las
frecuencias lentas de aproximadamente 3Hz . A los 120 min posteriores a la
administracion de insulina, se presentd una reduccion estadisticamente
significativa en la amplitud y en la frecuencia en el EEG, se cuantificé una
disminucion del 97% con respecto a la actividad EEG control (triangulos negros,
Figura 10A y 10B; P<0.0001).

Finalmente, en el grupo 5) la administracion de melatonina previa a la
aplicacion de insulina mantiene la sefial EEG, es decir, la actividad eléctrica
cortical no disminuye, este efecto se cuantificé en el EEG de la siguiente manera:
la actividad EEG no se reduce en su amplitud y en su frecuencia (pentagono,

Figura 10A y 10B, P<0.001) como fue cuantificado por la administracion de
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insulina sola en una condicién de ayuno de 24h. Este grupo no presenté el registro
isoeléctrico, la amplitud y la frecuencia en el EEG fueron semejantes a los

registros de los grupos control en un 90%.

Figura 10

A Inicio 60-75 min. 120-135 min.
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Efecto de la aplicacién de la melatonina en una condicién de hipoglucemia evaluado al EEG de la corteza frontal. A)
Se muestran 15 minutos representativos de los registros EEG de inicio, a los 60 y a los 120 minutos posteriores a la
aplicacion de insulina o melatonina. La calibracion hace referencia a 100uV/5min. B) Noétese que la aplicacion de insulina
(triangulos negros; se grafican promedio + error estandar) induce una disminucién significativa en la amplitud de la sefal
EEG, en contraste, la aplicacion previa de melatonina a la induccion de hipoglucemia (pentagonos blancos) reduce la
disminucién de la actividad cortical, ya que el EEG se mantiene semejante a la actividad del grupo control (circulos negros; *
P<0.001). C) La figura muestra el espectro de potencia de la corteza frontal en condiciones control, de hipoglucemia severa
y de ayuno + melatonina asociado a insulina. Nétese la disminucion de las frecuencias rapidas y el incremento en la
potencia de las frecuencias lentas, aproximadamente de 3Hz (60 min después de la administracién de insulina) vy la
posterior reduccion total del espectro de potencia (120 min posteriores a la aplicacion de insulina). El incremento de las
frecuencias lentas, asi como la inhibicién del espectro de potencia, son atenuadas por la previa administracion de
melatonina a la de insulina.
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VIl.2 Efecto de la exposicion continua a luz sobre la sintesis de melatonina.
Para evaluar la produccion de melatonina endogena y su impacto
neurobiologico en la hipoglucemia, los animales se dividieron en 6 grupos, 3 de

ellos se mantuvieron bajo un ciclo invertido de luz (CILO) 12 x 12h: 1) control, 2)

ayuno y 3) ayuno + insulina, y los restantes 3 grupos estuvieron en condicién de

luz continua (CLC; 50 luxes) durante 15 dias: 4) control, 5) ayuno y 6) ayuno +

insulina, es decir, esta estrategia fue disefiada para evitar periodos de obscuridad
y contrastar la sintesis y liberacion de melatonina por la glandula pineal. De tal
manera que los grupos CLC tienen la siguiente premisa, la produccion de
melatonina esta reducida y en consecuencia, la hipoglucemia severa tendra un
efecto mayor en su reduccién de la actividad del EEG en comparacién con los
grupos que estuvieron ante un periodo de obscuridad (CILO).

La actividad EEG de los grupos control (1y 3) y de ayuno (2 y 4) de las dos
diferentes condiciones de periodos de luz, no tuvo diferencias estadisticamente
significativas; por ejemplo, a los 120 min después de haber iniciado el registro
EEG, la amplitud promedio de los animales sometidos a un ayuno de 24 h bajo
CILO, fue de 94uV, lo cual representa un 94+7% de la actividad basal,
comparandolo con los animales en ayuno en CLC la amplitud promedio fue de
96uV lo cual representa una actividad del 96+9%, (P<0.6; Figura 11, cuadros.
Tabla 1) es decir, mantener a un animal en luz constante no difiere de ponerlo en
un ciclo de luz/obscuridad, en condiciones basales o de una hipoglucemia
moderada, el EEG es semejante en frecuencia y amplitud de su actividad (Figura
11Ay 11B, circulos y cuadros).

En contraste, los animales con hipoglucemia severa (ayuno + insulina) que
estuvieron sometidos a CLC si mostraron diferencias significativas en su
frecuencia y en su amplitud de las ondas de su EEG, comparados con el grupo de
hipoglucemia severa pero en condiciones CILO. Por ejemplo, a los 120 min de
haberse iniciado el registro, los animales con hipoglucemia severa en CLC la
amplitud promedio de la senal del EEG fue de 3+1 uV, sin embargo, en estas
mismas condiciones metabdlicas el grupo mantenido en CILO presenté una

amplitud promedio de 87+ 4 pnV, es decir, se cuantificd una reducciéon del 96% de
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la actividad eléctrica cortical entre estos dos grupos (P<0.0001; Figura 11
triangulos). Estos resultados indican que la luz continua (CLC) impacta
negativamente en la sefial del EEG en condiciones de hipoglucemia severa. El
grupo en CILO conserva la amplitud y la frecuencia en condiciones de
hipoglucemia severa, la sefal del EEG no desaparece. Por lo que se sugiere que
la sintesis y la liberacion de melatonina por la glandula pineal se ve reducida por la
exposiciéon continua a luz (CLC), es decir, el CILO que tiene periodos de
obscuridad permite la formacion de melatonina y en consecuencia el efecto de la
hipoglucemia a nivel EEG es menor comparado con el grupo de animales que no

tuvo un periodo de sintesis de melatonina.
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Figura 11

Cicloinvertido de luz obscuridad (CILO)
A Inicio 60-75 min. 120-135 min.
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Efectos de la luz continua (CLC 15 dias) y ciclo invertido (CILO) sobre el EEG. A) Ejemplos representativos de registros
a una velocidad de muestreo de 100 Hz, en tres condiciones, en los casos de control (circulos) y ayuno (cuadrados): 15, 60
y 120 min después del inicio del registro. En el caso de los grupos de ayuno asociado a insulina (tridngulos) los tiempos
representan los minutos después de la aplicacion de insulina. Nétese que en la hipoglucemia severa asociada a CLC se
cuantificé la apariciéon de una linea isoeléctrica con ausencia de actividad cortical (triangulos blancos). B) Grafica de los
cambios cuantitativos entre los grupos de CLC y CILO. Bajo condiciones control y en ayuno, la actividad de la corteza
cerebral no tiene cambios importantes, en contraste, los animales que estuvieron en CLC en condiciones de hipoglucemia

severa son los que muestran una disminucion significativa de la actividad en el EEG (* P<0.0001).
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VIl.3 Efecto de la aplicacion de la melatonina en una condicion de
hipoglucemia severa: efecto sobre el EEG independiente de la activaciéon de
sus receptores membranales.

En relacién a los resultados anteriores, hemos identificado que la aplicacion
de melatonina es capaz de reducir el impacto negativo de la hipoglucemia en la
actividad cuantificada del EEG. En virtud de este hallazgo, los siguientes
experimentos fueron encaminados para conocer si esta actividad farmacologica es
dependiente de la interaccidn entre la melatonina y sus receptores membranales o
por la captura de radicales libres que tiene esta hormona.

Por esta razdn, en la siguiente serie de experimentos se administré luzindol,
un antagonista de los receptores de melatonina (MT1 y MT;), a una dosis de 20
mg/Kg via i.p; 10 minutos previos a la aplicacion de la melatonina.

Los resultados de este grupo identificaron que el luzindol no modifica la
actividad EEG que exhibe la melatonina (Figura 12, cuadros blancos), la amplitud
promedio de la actividad del EEG fue de 95+2uV, con respecto al grupo de
aplicacion de melatonina asociada a ayuno/insulina que fue de 90+6 pV, en
contraste, en condiciones de hipoglucemia severa la amplitud promedio fue de
3+1 uV, estos valores fueron obtenidos 120 min después de la aplicacion de
insulina, es decir, se cuantific6 una reducciéon solo del 7% entre la actividad
eléctrica cortical del grupo control con respecto de la actividad del grupo que
recibid luzindol previo a las manipulaciones farmacolégicas. La protecciéon que
presenta la melatonina ante una hipoglucemia severa no es bloqueada por el
luzindol. En resumen, el bloqueo de los receptores de melatonina por el luzindol
no cambia la actividad eléctrica que exhibe la melatonina en el registro EEG
(cuadros blancos, P<0.0009). Lo cual sugiere que el efecto EEG de la melatonina
es a través de la captura de radicales libres. Investigaciones previas como las de
Dubocovich et al., (2010) y Hong et al., (2010); afirman que el efecto
neuroprotector de la melatonina es inducido por la captura de radicales libres, un
efecto independiente de la actividad de sus receptores de membrana asociados a

proteinas G.
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Figura 12

A Inicio 60-75 min. 120-135 min.
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El luzindol no modifica el efecto sobre la actividad EEG de la melatonina. A) Se muestran 15 minutos representativos
de los registros EEG al inicio y a los 60 y 120 min posteriores a la administraciéon de insulina. B) La administracion de
luzindol previa a la aplicacién de melatonina (cuadros blancos) no tiene efectos significativos sobre la actividad que muestra
la aplicaciéon de melatonina durante la hipoglucemia severa (cuadros negros; P< 0.1), lo cual, indica que el efecto en el EEG
de la indolamina, no es a través de receptores de membrana. En contraste, el grupo de hipoglucemia severa (triangulos
negros) muestra claramente una importante disminucién en la actividad cortical (P<0.0009). C) La figura muestra el espectro
de potencia de la corteza frontal. A partir de los 60 min de registro EEG posteriores a la aplicacién de insulina se puede
observar una disminucién de las frecuencias rapidas y un incremento en la potencia de las frecuencias lentas, asi como a
los 120 min, una inhibicion del espectro de potencia. En contraste, en el grupo que recibié la administracion de melatonina
previa a la insulina, se puede observar que el incremento de las frecuencias lentas es atenuado y la inhibicién del espectro
de potencia es totalmente suprimida. Del mismo modo, la administracion de luzindol previa a la aplicacion de melatonina no
disminuye las frecuencias rapidas, ni aumenta las frecuencias lentas significativamente sobre el espectro de potencia,

durante la posterior administracién de insulina.
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VIl.4 Los efectos sobre el EEG de la corteza frontal y de la parietal ante la
administracion de melatonina y durante la hipoglucemia severa.

En condiciones de ayuno y 120 min después de la aplicacion de insulina, la
actividad EEG disminuye en su amplitud y frecuencia en forma significativa (Figura
12, triangulos negros), es de hacerse notar que en un analisis cuantitativo de la
actividad del I6bulo frontal con respecto del I6bulo parietal, los cambios en la sefial
EEG por cualquiera de los tratamientos previamente descritos no exhiben
diferencias estadisticamente significativas entre estos dos l6bulos cerebrales, es
decir, que la disminucion de la sefal eléctrica inducida por la hipoglucemia severa
en la corteza frontal (CxF) tuvo valores de 3+1uV con respecto a la corteza
parietal (CxP) que exhibi6 valores de 7+3.3 uV. En el caso de los efectos EEG de
reversion de la hipoglucemia severa por la melatonina, los valores en la CxF
tuvieron una amplitud promedio de 90+6uV, con respecto a los cuantificados en la
CxP (93+3uV); finalmente, la asociacion de la administracion de luzindol y
melatonina, no difiere en su potencia entre ambas cortezas, asi por ejemplo, CxF

(95+2uV) fue semejante a los valores de CxP (95+1.6uV; Figura 13).
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Figura 13
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Actividad EEG (panel superior) a los 120 min posteriores al inicio o a la aplicaciéon de insulina, entre la corteza
frontal (CxF) y la corteza parietal (CxP) en diferentes grupos. Los cambios en la actividad entre ambas cortezas
cerebrales no tienen diferencias significativas.

VI.5 La melatonina modifica la reduccion de los niveles de la glucosa
sanguinea durante la hipoglucemia severa.

Los experimentos anteriores arrojaron evidencias de que la melatonina
induce un efecto de reversion del dafio cuantificado en el EEG por hipoglucemia
severa y que este efecto es independiente de la actividad de sus receptores de
membrana. Investigaciones recientes afirman que la melatonina influye en la
homeostasis de la glucosa y en la regulacion del balance energético en los
mamiferos (Robeva et al., 2008). Sin embargo, se conoce poco el efecto
metabdlico de la melatonina. Es posible que la melatonina ejerza cambios en los

niveles de glucosa antes de ejercer la captura de radicales libres en el SNC. Con
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el proposito de resolver 2 cuestionamientos asociados a estos eventos, se planteo
lo siguiente: 1) s qué le sucede a los niveles de glucosa en sangre de un animal al
que se le administra melatonina previa a la hipoglucemia? y 2) en el caso de
realizar modificaciones a la glicemia, ¢la administracion de luzindol bloquea el
efecto de melatonina?. Para dar respuesta a esto, se realizaron los siguientes
experimentos: a todos los animales del estudio se les cuantifico la glucosa
plasmatica cada 30 min durante las 2 h de registro EEG.

En los grupos control (CILO y CLC), los valores de glucemia durante los
120 min de registro EEG fueron 116+4 mg/dL y 113+4 mg/dL respectivamente,
los cuales no tienen diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(circulos, Figura 14A). Sin embargo, en los grupos ayuno (CILO y CLC; cuadros,
Figura 14A) los valores de glucosa son menores a los cuantificados en los grupos
control, en esta condicion de 24 h de privacion de alimento los valores fueron
7445 mg/dL y 8415 respectivamente. La aplicacion de melatonina en condiciones
de ayuno en CLC fue de 78+1mg/dL (rombos, Figura 14A). Es decir, que el ayuno
reduce un 30% la glucosa basal y que los ciclos de luz (invertido y continuo) asi
como la aplicacion de melatonina en ayuno no influyen en los niveles de glicemia.

Los grupos con hipoglucemia severa (ayuno + insulina), en condiciones
CILO y CLC (triangulos, Figura 14B) muestran la caida de la pendiente en los
valores de glucosa a partir de los 30 min después de haber aplicado insulina, en
promedio 29 y 49 mg/dL, respectivamente, en una evolucién del seguimiento de
los niveles de glucosa a los 90 min la reduccion es estadisticamente significativa
5.245 mg/dL y 24+1 mg/dL (P<0.01). Asimismo a los 120 min después de la
aplicacién de insulina los valores de glucosa se reducen dramaticamente a
Omg/dL. Es necesario resaltar el hallazgo, en el que la aplicacién de melatonina en
estas condiciones, los niveles de glucosa no se reducen radicalmente. La
melatonina, cambia la pendiente de caida de la glucosa plasmatica, a los 90 min,
después de haber aplicado la insulina, en este grupo se obtuvo un valor promedio
de 3242 mg/dL y a los 120 min los valores promedio fueron: 27+2 mg/dL
(estrellas, Figura 14B). Es decir, que la aplicacién de melatonina evita que los

niveles de glucosa colapsen a valores bajos (P<0.0006; Tabla 1). El luzindol es un
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antagonista competitivo de los

receptores de melatonina, sus efectos
farmacolégicos son complejos en tejidos no neuronales (Dubocovich et al., 2010).
De acuerdo a nuestros resultados, y en forma sorprendente, la administracién de
luzindol + melatonina después de haber aplicado insulina, la caida de la pendiente
de los niveles de glucosa plasmatica disminuye, los valores se mantienen en un

rango de 98+18 mg/dL (esferas negras, Figura 14B).

Figura 14
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A) En condiciones control, independientemente de los ciclos de luz (CILO y CLC) los niveles de glicemia son estables
(circulos negro y blanco respectivamente, no hay diferencias significativas entre estos grupos; se grafica el promedio + error
estandar), de la misma forma la condicién de ayuno (cuadrados) y la aplicacién de melatonina (rombos) mantiene los
niveles de glicemia en un 30% menor pero estable que los grupos control (la validacion estadistica indica que no hay
diferencia entre los valores en ayuno). B) Se muestra la pendiente de descenso de los niveles de glucosa en la sangre. Los
triangulos negros indican la aplicacién de insulina en ayuno bajo un CILO, en tanto que los tridngulos blancos indican las
mismas condiciones metabdlicas pero en una CLC. La pendiente se inicia en valores cercanos a 80 mg/dL y en un periodo
de 2 h, las cifras caen a valores de 0 mg/dl. En contraste, la administracién de melatonina (estrella), reduce la caida de los
niveles de glucosa en sangre, 90 y 120 min después de aplicar insulina los valores son en promedio de 32 mg/dl (*P<0.01;
comparando el grupo ayuno + insulina en CILO) y 27 mg/dl (**P<0.0006; comparando con ambos grupos de ayuno +
insulina) respectivamente. La aplicacion de luzindol y melatonina también modifican la caida de la pendiente de los niveles
de glucosa (esferas negras), sin embargo, no se consideraron diferencias significativas en comparacion de este grupo con
cualquier otro.
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VII.6 Neuroproteccion en el area CA3 del hipocampo.

En la primera serie de experimentos de esta tesis registramos el EEG de la
corteza cerebral e identificamos los cambios que se presentan después la
aplicacion de la melatonina en la hipoglucemia severa. Nuestro siguiente propaosito
fue cuantificar histolégicamente el efecto neuroprotector de la melatonina contra la
muerte neuronal inducida por la reduccién de la glucosa plasmatica, en cortes
coronales de 6um de grosor. Para este propdsito se realizé un conteo celular del
area CA3 del hipocampo, se eligié esta estructura subcortical como estudio inicial
de analisis histologico debido a que la mayoria de sus neuronas estan
densamente empaquetadas dentro de una sola capa y en particular suelen ser
altamente susceptibles a procesos como la excitotoxicidad, la inflamacion y al
dano celular inducido por la privacion de glucosa.

En el area CA3 del hipocampo en el grupo control (CLC), se cuantificaron
11,736+360 cuerpos neuronales por mm® respectivamente; las neuronas
mostraron una relacion nucleo con respecto al soma 0.2 (valores normales),
asimismo una homogeneidad en la membrana celular y en el citoplasma sin
alteraciones anatémicas son identificables en este grupo (Figura 15). En contraste,
en el grupo de ayuno asociado a insulina, en el que: hay una disminucion de la
actividad EEG y los valores de glucosa alcanzan valores de 0 mg/dL; se
cuantificaron 1,416+240 neuronas por mm3, es decir, un 87% menor que en las
condiciones control (Figura 15). Asimismo, el analisis histologico de los cerebros
de los animales en los que se administr6 melatonina en forma previa al evento
hipoglucémico, permitié identificar que existe un efecto protector de la melatonina
contra la muerte neuronal, en estas condiciones experimentales el numero de
neuronas por mm?® es estadisticamente diferente al grupo de hipoglucemia severa:
8,688+240 neuronas (P<0.01; Figura 15). Debido a que previamente habiamos
demostrado que el luzindol no modificaba los efectos EEG de la melatonina y que
incluso evitaba la caida de los niveles de glucosa, el analisis celular de los
cerebros de estos animales, también permiten identificar que el numero de
neuronas no es estadisticamente diferente a las cuantificadas en el grupo que

recibi® melatonina: 8280+168 neuronas por mm?®. Lo anterior sugiere que: 1)

58



existe un correlato anatémico e histolégico del cerebro con los eventos
electrofisiologicos asociado a los niveles de glucosa en sangre, y 2) el efecto
neuroprotector de la melatonina en el area CA3 es debido a la captura de

radicales libres e independiente de la actividad de los receptores de melatonina.

Figura 15
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Efecto neuroprotector de la melatonina contra la muerte neuronal inducida por hipoglucemia en el area CA3. A)
Panel de la izquierda, micrografias de esta area del hipocampo mostrando las caracteristicas histolégicas que se
cuantificaron en las barras. Las flechas indican los cuerpos neuronales sanos en el caso del grupo control,
melatonina y melatonina + luzindol; y en el caso de ayuno + insulina, las neuronas lesionadas por esta condicion.
B) Panel de la derecha, nétese, una reduccion estadisticamente significativa del grupo con hipoglucemia severa
(barra gris) con respecto al nimero de neuronas cuantificadas en el grupo control en CLC (barra negra) y con los
grupos que recibieron melatonina (barra blanca) y a la asociaciéon de luzindol y melatonina (barra azul), la

melatonina protege contra el dafio neuronal. El valor de P esta marcado por el asterisco.
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VII.7 Neuroproteccion en el area CA1 del hipocampo.

El hipocampo constituye un excelente circuito neuronal funcional, cuya
integracion sinaptica se conoce con detalle: las neuronas piramidales del area
CA1 reciben las aferencias excitadoras de las neuronas del area CA3; diversas
investigaciones sefialan que las neuronas piramidales de CA1 también son
vulnerables como las del area CA3 al dafo celular por hipoxia, hipoglucemia y
neurodegeneracion (Wang y Michaelis, 2010; Gonzalez et al., 2007). La
hipoglucemia genera dafio neuronal significativo en esta area del hipocampo aun
mayor que condiciones de anoxia (Suh et al., 2007). De esta manera, en la
secuencia del estudio histolégico de esta tesis, también realizamos un conteo
neuronal de CA1 en los cerebros de los animales que previamente se les registrd
el EEG, para corroborar anatomicamente el efecto de la hipoglucemia y la
neuroproteccion de la melatonina.

En los cortes de los cerebros provenientes de los animales del grupo control
(en CLC y acceso libre a comida) se contabilizaron en CA1 un total de
15,096+480 neuronas por mm? (barra negra, Figura 16). A diferencia, el grupo de
animales a los que se les indujo la hipoglucemia severa, en el area CA1 se
cuantificaron 4,368+360 neuronas por mm?®, lo que corresponde a una disminucion
del 71% de la poblacion neuronal de esta area comparada con las condiciones
control (barra gris, Figura 16). En contraste, la administracion previa de melatonina
a la condicién hipoglucémica reduce significativamente la pérdida neuronal, se
cuantificaron 10,224+172 cuerpos neuronales por mm?® (barra blanca; Figura 16,
P<0.04). Estas evidencias anatomicas sugieren una neuroproteccion también del
area CA1 inducida por melatonina. Sin embargo, la administracién de luzindol
previo a la melatonina y bajo condiciones del efecto de insulina, el numero de
cuerpos neuronales es semejante al cuantificado del grupo que recibié melatonina
sola: 10,320+271 neuronas por mm?®, es decir, el bloqueo de los receptores
membranales de melatonina no modifica la neuroproteccion de esta indolamina, lo
cual sugiere que este efecto neuroprotector se debe a la captura de radicales

libres y no por su interaccion con sus receptores (barra azul, Figura 16; ver Tabla

1),
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Figura 16
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Efecto neuroprotector de la melatonina contra la muerte neuronal inducida por hipoglucemia en el area CA1. A)
Panel de la izquierda, se detallan las microfotografias del area CA1 del hipocampo, mostrando las caracteristicas
histolégicas que se cuantificaron en las barras. Las flechas indican los cuerpos neuronales sanos en el caso del
grupo control, melatonina y melatonina + luzindol; y en el caso de ayuno + insulina, las neuronas lesionadas por
esta condicion. B) En el panel de la derecha se muestra una reduccion estadisticamente significativa del grupo con
hipoglucemia severa (barra gris) con respecto al numero de neuronas cuantificadas en el grupo control (barra
negra) y con los grupos que recibieron melatonina (barra blanca) y a la asociacién de luzindol y melatonina (barra
azul), es decir, la melatonina protege contra la perdida neuronal es esta area del hipocampo. El valor de P esta

marcado por el asterisco.
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VII.8 Neuroproteccion en la corteza somatomotora inducida por melatonina.

Bajo la premisa de que la informacidn procedente del hipocampo proyecta
en forma aferente a varias estructuras entre ellas la corteza cerebral, hemos
corroborado que sus areas CA1 y CA3 fueron afectadas negativamente por la
hipoglucemia severa, de la misma forma que el dafio neuronal fue revertido por la
aplicacién de melatonina. El estudio histologico de la corteza cerebral en esta tesis
obedece también a que estudios previos indican que las neuronas piramidales de
las laminas II, Il y V de la corteza cerebral del area somatomotora también
presentan una alta vulnerabilidad al dafio y muerte celular por diversos insultos
celulares como la hipoxia, la hipoglucemia y la neurodegeneracion (Garcia et al.,
2008; Suh et al., 2007).

Semejante a lo que sucede en el hipocampo, el analisis histologico de la
corteza cerebral de los animales del grupo control (acceso libre a comida y en
CLC) permitié cuantificar un promedio de 17,064+600 neuronas por mm?® (barra
negra, Figura 17).Estos datos contrastan en el grupo de animales en condiciones
de hipoglucemia severa, en la corteza somatosensorial de los animales que
recibieron insulina en un estado de ayuno, la poblacion neuronal se ve reducida en
un 78%; la muerte neuronal es significativa, se identificaron 3,648+72 cuerpos
neuronales por mm?® (barra gris, P<0.02, Figura 17). Asimismo, es posible
contrastar el efecto neuroprotector de la melatonina en la corteza cerebral: la
aplicacién previa de la hormona a la hipoglucemia severa reduce el dafio tisular,
en estas condiciones se contaron 10,728+360 cuerpos neuronales por mm?® (barra
blanca, Figura 17).

Finalmente, el analisis histoldégico de la corteza cerebral del grupo de
animales a los que se les administr6 el antagonista de los receptores
membranales de melatonina, luzindol, previo a la aplicacién de melatonina y bajo
condiciones del efecto de insulina (barra azul, Figura 17), el numero de cuerpos
neuronales cuantificado fue de 11088+348 neuronas por mm®. Nuevamente, el
bloqueo de los receptores membranales de melatonina no modifica la
neuroproteccion, lo cual refuerza la premisa de que este efecto neuroprotector se

debe a la captura de radicales libres.
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Figura 17
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Efecto neuroprotector de la melatonina contra la muerte neuronal inducida por hipoglucemia en la corteza

somatosensorial. A) A la izquierda de la figura, se pueden observar las micrografias de la corteza somatosensorial,

mostrando las caracteristicas histolégicas que se cuantificaron en las barras. Las flechas indican los cuerpos

neuronales sanos en el caso del grupo control, melatonina y melatonina + luzindol;

y en el caso de ayuno +

insulina, las neuronas lesionadas por esta condicion. B) En el panel de la derecha se muestra en graficas de barras

la disminucion estadisticamente significativa del grupo con hipoglucemia severa (barra gris) con respecto al

numero de neuronas cuantificadas en el grupo control (barra negra) y con los grupos que recibieron melatonina

(barra blanca) y a la asociacion de luzindol/melatonina (barra azul). La melatonina exhibe neuroproteccion en esta

area del cerebro. El asterisco marca el valor de P.
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TABLA 1

1. EEG amplitud
promedio (pV; 120
min)

3. Neuronas por mm

Area CA1 del
hipocampo

EEG, 2) medicion de los cambios de la glucosa plasmatica y 3) analisis histolégico.

Controles

Ayuno + Insulina

*PSO. 000 1(compa

rado con CLC control)

15120+360 | 15096+480 | 14832+480 14880+720 7800+288 4368+360
*P<0.0145
(comparado con CLC control)

Tabla 1. Resumen de resultados (media * error estandar) entre los grupos experimentales (120 min) en las 3 distintas técnicas empleadas: 1) registro

Ayuno +
Melatonina

14856+432

Ayuno +
Melatonina +
Insulina

90+6
“*P<0.001

comparado con CLC ayuno +
insulina

10224+172
*P<0.045

comparado con CLC ayuno +
insulina

Ayuno +
Luzindol +
Melatonina +
Insulina

9542
=*P<0.0009

comparado con CLC ayuno +
insulina

10320+271
»*P<0.025

comparado con CLC ayuno +
insulina




VIl Discusién

VIIl.1 Neuroprotecciéon y melatonina

La presente tesis es un estudio secuencial de tres enfoques
complementarios e interdependientes: electrofisiolégico, histolégico y metabdlico
(tabla 1). La linea general de este trabajo fue demostrar la susceptibilidad de
inducir proteccion contra de la muerte neuronal, por la administracion previa de
melatonina a un evento hipoglucémico.

La muerte neuronal inducida por hipoglucemia se caracteriza en un EEG
por una disminucién significativa en la actividad eléctrica de la corteza cerebral,
este evento esta representado por la aparicidn inicialmente de una reduccion en la
amplitud que evoluciona a la aparicion de una senal isoeléctrica. En forma
heuristica, se sugiere que este evento bioeléctrico esta relacionado directamente
con procesos de estrés oxidativo, de excitotoxicidad, de inflamacion y de
apoptosis. Es decir, que el colapso metabdlico, la caida de ATP, son la causa de
los cambios en el EEG. Cuantificamos a nivel EEG la induccion de muerte
neuronal de la corteza cerebral por hipoglucemia, la cual tiene una latencia
promedio de 120 min después de la administracion de insulina.

La melatonina, hormona capaz de reducir el dafio celular, evita a los 120
min la aparicidn del registro isoeléctrico, evita la disminucion de la actividad EEG,
mantiene la frecuencia y la amplitud en el trazo EEG similar a la condicién control
(Figura 10; Tabla 1). Estos datos nos permiten sugerir que este efecto
neuroprotector es inducido mediante la disminucion del estrés oxidativo,
excitotoxicidad, inflamacién y apoptosis. En virtud de lo anterior, se fortalece los
efectos que previamente se le atribuyen a la melatonina: captura de radicales
libres.

Desde 1993, Tan y colaboradores reportaron por primera vez a esta
neurohormona como un eficiente antioxidante enddgeno. Se ha descrito que
funciona como un atrapador eficiente de radicales libres, protegiendo a los tejidos
del dafo generado por estas moléculas reactivas (Benitez-King, 2000). Ademas

de reducir el estrés oxidativo, disminuye la excesiva [Ca?"] intracelular, la cual es



el detonador de la excitotoxicidad (Das et al., 2008). Las evidencias mas recientes
que explican el mecanismo por el cual la melatonina tiene estos efectos de
neuroproteccion es el siguiente: dos moléculas de melatonina estan involucradas
en la reduccién del dinulcleotido flavin adenina (FAD a FADH,): una dona un
electréon reduciendo a FAD a FADH, mientras que el cation resultante de
melatonina interactua con O;~ para formar AFMK. El segundo electron requerido
para formar FADH, es donado por otra molécula de melatonina para también
formar AFMK (Fischer et al., 2008).

Niveles fisiologicos y dosis farmacologicas de melatonina promueven la
actividad enzimatica antioxidante, es decir, regula la expresion y la actividad de
enzimas como SOD, CAT y GPx. En complemento, esta hormona también induce
una expresion a la baja (down regulation) de enzimas pro-oxidantes como la NOS
y la lipo-oxigenasa, reduciendo la formacion de NO, de O, y de ONOO™ (Mathes,
2010). Esta hormona es frecuentemente comparada con las vitaminas C y la E, sin
embargo, estudios in vivo han reportado que la melatonina tiene un mejor perfil
antioxidante (Reiter et al., 2007).

Esta tesis identifico que la disminucion de la actividad eléctrica cortical por
hipoglucemia severa (ayuno 24h asociado a la aplicacion de insulina), se ve
exacerbada significativamente por la exposicion continua a luz durante 15 dias
(CLC) comparando con la misma condicidn metabdlica en ciclo invertido de
luz/obscuridad (CILO; Figura 11). Esto significa que, la inhibicién en la formacion y
liberacion de melatonina pineal inducida por la presencia continua de luz hace mas
vulnerable al cerebro a los cambios metabdlicos y a los dafios provocados por
insultos moleculares.

La secrecidn nocturna de la melatonina es independiente del periodo de
actividad del animal: en especies nocturnas y diurnas, los niveles de melatonina se
incrementan durante la obscuridad (Mathes, 2010). La disminucion en la sintesis
de melatonina enddgena consecuencia de la exposicion a la luz, puede estar
asociada a que el ritmo de liberacién de la melatonina es usualmente indetectable
en mamiferos que se han mantenido en iluminacion constante (Zawilska et al.,

2009) y su sintesis se puede inhibir por la exposicidén continua a luz disminuyendo
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la actividad de la enzima AA-NAT (Tamminga, 2006). Uno de los efectos de la luz
es sincronizar el ritmo endoégeno de la sintesis/liberacién de melatonina con el
ciclo de luz obscuridad. La obscuridad despolariza la membrana plasmatica de los
fotoreceptores, produciendo el influjo de ca® y la estimulacién de la sintesis del
AMP.; al final del dia y por la noche. La despolarizacion de la membrana
plasmatica de los fotoreceptores abre los canales de Ca®* activados por voltaje,
resultando en un largo y sostenido incremento de la concentracion intracelular de
Ca** de los fotoreceptores lo que conducira a la formacion de AMP.. El incremento
intracelular de AMP. activa la transcripcion de la enzima AA-NAT y disminuye su
degradacion, lo que consecuentemente estimulara la actividad enzimatica de AA-
NAT vy la sintesis de melatonina. La luz tiene un segundo efecto, la exposicion a
esta durante la noche o en la fase de obscuridad resulta en una rapida
disminucién en la produccién de melatonina suprimiendo la actividad del NSQ. La
exposicidon a la luz durante la noche, rapidamente disminuye la sintesis de
melatonina hiperpolarizando a las células fotoreceptoras reduciendo los niveles de
Ca?" intracelular y de AMP, lo que genera la desfosfoliracion y degradacion de la
AA-NAT (Fukuhara et al., 2004; Reppert et al., 1981).

Sin embargo, es posible que los niveles de melatonina no fueron reducidos
totalmente con la exposicién continua a luz (CLC), dado que la pineal es un
importante recurso de la sintesis y liberacion de melatonina, su extraccion
quirargica no refleja una disminucién total en su concentracion, los niveles de
melatonina residuales en plasma son debido a que la melatonina es sintetizada en
otros organos diferentes a la glandula pineal (Kosa et al., 2001; Reiter et al.,
2000).

VIIl.2 Captura de radicales libres

La primera parte de esta tesis muestra la evaluacidon del efecto
neuroprotector de la melatonina contra la lesion neuronal inducida por
hipoglucemia severa y cuantificada a nivel EEG. En esta etapa demostramos que

el efecto neuroprotector de la melatonina, esta sustentado en la captura de
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radicales libres y no en la asociacion de su actividad con sus receptores de
membrana (Figura 12; Tabla 1).

Si previamente (10 min.) se administra luzindol a una aplicacién de
melatonina, es posible bloquear la interaccion del ligando con sus receptores MT;4
y MT,. En estas condiciones, la induccion de hipoglucemia no genera la
disminucién en la amplitud ni en la frecuencia del EEG a lo largo de los 120 min,
asi como la ausencia del registro isoeléctrico (Figura 12). A partir de lo anterior,
podemos sugerir cuatro efectos que tiene la melatonina en el modelo de
hipoglucemia severa: 1) induce un potente efecto antioxidante, 2) proteccion
contra la muerte neuronal inducida por hipoglucemia, 3) elimina radicales libres y
4) este mecanismo es independiente de la activacion de sus receptores de
membrana.

Trabajos previos han cuantificado que la melatonina actia como
antioxidante capaz de capturar ROS, inhibe la formacion de radicales libres
mediante la donacién de electrones y este proceso no requiere de un sitio de
unién a sus receptores (Dubocovich et al., 2010; Reiter et al., 2007; Fischer et al.,
2008).

No obstante es posible que la funcién antioxidante de la melatonina pueda
estar también mediada por el receptor citosdlico MT3; o por los receptores
localizados intracelularmente, especificamente en el nucleo (Reiter et al., 2004).
En 1993, Menendez-Pelaez, reporté que dado que la melatonina es una molécula
anfipatica, esta difunde libremente a través de las membranas celulares por lo que
su concentracion es alta en el nucleo. Esta observacion permitié saber que existen
receptores nucleares de esta hormona (Reiter et al., 2007), los cuales se han
denominado RZR/RORa y RZR/ROR[B cuya funcién se encuentra en debate
(Zawilska et., 2009; Fischer et al., 2008). Ademas, un punto importante de
discusion en esta tesis, es que se ha demostrado que el sélo uso del luzindol
también tiene un fuerte potencial antioxidante y es capaz de reducir la
lipoperoxidacién in vitro (Mathes, 2010). Esta puede ser la razén por la cual la
caida de los niveles de glucosa por la aplicacion de insulina se vea reducida ante

la aplicacion de luzindol (Figura 14).
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VIIl.3 Glucosa y melatonina

Otro factor involucrado en el proceso de las modificaciones en el EEG es la
disminucion del nivel de glucosa plasmatica provocada por la induccidn de la
hipoglucemia debido a la accién de la insulina.

Al inducir un efecto neuroprotector contra la hipoglucemia podemos sugerir
que al mismo tiempo la melatonina influye en los valores de la glicemia, es decir,
se encarga de facilitar un efecto metabdlico, ya que su administracién amortigua el
detrimento de la glucosa sanguinea durante la hipoglucemia severa (Fig. 14B)

Datos obtenidos de estudios en modelos experimentales in vivo e in vitro,
sugieren que la melatonina puede influir en la homeostasis de la glucosa (Robeva
et al., 2008). Existe evidencia de que la melatonina tiene efectos benéficos en la
captacion de glucosa por su efecto en moléculas esenciales de la cascada de
sefalizacion de insulina. De acuerdo con lo anterior, el efecto neuroprotector de la
melatonina es debido, al menos en parte, por la activacion de la via de
fosfatidilinositol 3- cinasa/AKT y promueve la sobrevivencia neuronal, que junto
con el aumento en la vasodilatacion en musculo esquelético por la activacion de la
eNOS, mantiene la homeostasis de la glucosa, activando en forma importante a la
glucolisis (Sartori et al., 2009).

En modelos experimentales de ratas diabéticas, la aplicacion a largo plazo
de melatonina disminuye su hiperinsulinemia y varios resultados indican que la
melatonina tiene un efecto anti-insulina, el cual puede ser la llave en el
metabolismo de los carbohidratos (Starka et al., 2008). Algunos estudios han
reportado que el tratamiento de melatonina incrementa la glicemia en ratas (Kosa
et al., 2001). Este efecto es sumamente importante en el cuerpo de la discusién de
esta tesis. Esto indica que la melatonina incrementa los niveles de la glucosa en
sangre ademas de los efectos antioxidantes previamente descritos. Lo cual
favorece a la recuperaciéon funcional y reduce el dafo neurolégico que la
hipoglucemia genera.

Sejian y Swaroop, en el 2010 establecieron que existe un incremento
significativo de la glucosa en el plasma sanguineo después de un tratamiento con

melatonina a ratas y mencionan que en 2001, Poon y cols., explican el posible

69



mecanismo por el cual la melatonina controla el nivel de la glucosa: una posible
accion directa de la melatonina sobre los hepatocitos modulando la glucosa
plasmatica (generando glucogendlisis, activando glucdlisis y en su defecto
estimulando gluconeogénesis), esta hipotesis estda apoyada por la presencia de
receptores de melatonina en hepatocitos.

Investigaciones indican que cuando existe una falla en el nivel de glucosa
en el cerebro, se activan mecanismos homeostaticos como el incremento del flujo
sanguineo y un incremento del transporte de glucosa (Silver y Erecinska, 1994).

Bajo condiciones normales, la energia del cerebro es proporcionada por la
glucosa, durante un ayuno prolongado, 60% de la energia que requiere el cerebro
es suministrada por cuerpos cetonicos (acetoacetato, p-hidroxibutirato, cetona). El
acetoacetato asi como el lactato, tienen la habilidad para ser transportados en el
cerebro y ser utilizados en lugar de la glucosa para obtener ATP, o ingresar al
ciclo de Krebs. Un aumento en la concentracion del acetoacetato y de lactato en el
cerebro, sugieren un posible mecanismo alterno en la utilizacién de la glucosa y de
metabolitos intermedios para evitar el colapso energético (Pawlosky et al., 2010).
La concentracion de acetoacetato en el plasma es directamente proporcional a su
concentracion en el cerebro y a su consumo en el sistema nervioso (Deelchand et
al., 2009).

Es posible que el luzindol incremente la lipogénesis y en consecuencia los
sustratos energéticos confluyan a la formacién de glucosa, o también, el luzindol
puede reducir la actividad de la insulina en el higado y en el musculo, lo cual hace
que la glucosa no ingrese a estos tejidos y en consecuencia sus niveles no se
reduzcan en sangre (Figura 15B). Sus efectos farmacoldgicos son complejos en

tejidos no neuronales (Dubocovich et al., 2010).

VIil.4 Citoarquitectura y melatonina

En el cerebro de animales que recibieron la administraciéon de melatonina,
nosotros reportamos que existe un mayor nimero de neuronas por mm? en las
areas CA3 y CA1 del hipocampo, asi como en la corteza somatomotora, en

comparacion con el cerebro de los animales con hipoglucemia severa. A partir de
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este hallazgo se propone que la melatonina induce un efecto protector contra la
muerte neuronal inducida por hipoglucemia en el SNC (Figuras. 15-17; Tabla 1).

Una posibilidad para explicar este mecanismo de neuroproteccién a nivel
anatomico es el conocimiento que se tiene sobre la capacidad de esta hormona
para modificar la organizacibn de los tres componentes principales del
citoesqueleto: los microtubulos, los microfilamentos y los filamentos intermedios,
los cuales se modifican de manera reversible cuando las células se cultivan en
presencia de concentraciones fisiolégicas de melatonina.

Se puede sugerir que en el mecanismo por el cual la melatonina modula el
arreglo del citoesqueleto es a través de las interacciones directas que tiene con las
enzimas: 1) calmodulina (CaM) y 2) la PKC. La melatonina se une a la CaM
localizada en la membrana plasmatica con alta afinidad y en presencia de Ca®,
esta interaccién cambia la organizacién y la polimerizacion de los microtubulos. En
presencia de las proteinas asociadas a los microtubulos (MAPs), el efecto
inhibidor del Ca?* sobre la polimerizacion de los microttbulos se incrementa por la
adicion de la CaM. La melatonina previene este efecto inhibidor de la CaM,
causando el alargamiento de los microtubulos. En los citoesqueletos in situ
tratados con melatonina, los microtubulos son mas largos y gruesos que los de los
citoesqueletos despolimerizados por la activaciéon de la CaM endégena por Ca®*.
Al faltar una CaM activa, la melatonina inhibe la polimerizacion de los
microtubulos. La melatonina modifica la organizacién de los filamentos intermedios
de vimentina. Por otra parte, se sabe que la PKC se encuentra asociada con los
filamentos intermedios. Se ha encontrado que la melatonina activa a la PKC,
aumenta la fosforilacion de la vimentina y rearregla la organizacion tanto de los
filamentos intermedios de vimentina como los activados por la PKC. La melatonina
induce el traslado de la isoforma a de la PKC, pero no de la PKC-¢, lo que sugiere
que la hormona interacciona con las isoformas dependientes de Ca?'. Finalmente,
la melatonina modula el arreglo de los microfilamentos de actina y el transporte de
agua por medio de la interaccion con la CaM y la PKC, las cuales estan
estructuralmente asociadas a los microfilamentos y ambas proteinas intervienen

en la modulacion de la polimerizacion de la actina (Benitez-King, 2000).
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IX. Conclusiones

e La administracion de melatonina es capaz de generar un efecto

neuroprotector contra la muerte neuronal inducida por hipoglucemia.

e A nivel EEG, el efecto neuroprotector de la melatonina se identificé por
bloquear la disminucién de la actividad eléctrica de la corteza cerebral

durante una hipoglucemia severa.

e La muerte neuronal por hipoglucemia tiene una mayor magnitud en al area
CA3 del hipocampo, sin embargo, esta area también tiene un mayor indice
de neuroproteccién por melatonina seguido del area CA1 del hipocampo y

la corteza somatosensorial.
e La caida de la glicemia inducida por insulina es reducida por la melatonina.
e El efecto neuroprotector que exhibe la melatonina durante un evento
hipoglucémico es independiente de la activacion de sus receptores

membranales y se sugiere sea consecuencia de la captura de radicales

libres.
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