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I. INTRODUCCION

1. Marco Tebrico:

El estudio de las ciencias bioldgicas puede visualizar-
se en general,vdesde dos perspectivas distintas:la bioclogia obser-—
vacional o descriptiva, en la cual no se tiene el control de las
variables de un fendmeno determinado, y la experimental, donde su-
cede lo contrario. .

Dentro de la biologia experimental, una de las &reas que
ha tenido un desarrollo mas acelerado en el presente siglo son las
llamadas neurociencias; el cfimulo de conocimiento generado en tor-
no a ellas es impresionante. Bisteme mencionar -sin discutir mayor
mente respecto a la legitimidad y lo gue é&ste premio representa-
que de los 74 Nobel en fisiologia y .medicina otorgadbs de 1904 a
1983, 22 corresponden a contribuciones en neurociencia, compartidos
por 41 cientificos de un total de 129. Entre ellos destacan inves-—-
tigadores mundialmente reconocidos como Pavlov, Ramdn y Cajal, Cami
lo Golgi, Otto Loewi, Konrad Lorentz, etc. (50). En 1986 otro -
neurocientifico, Rita Levi-Montalcini, fue distinguido con este ho
nor porxr sus contribuciones sobre factores del crecimiento neuronal.

Otro indicador bastante veraz de tal afirmacibn es la
cantidad de revistas especializadas en esta &rea gque se publican
periddicamente a nivel mundial, la cual excede el nfimero de publica
ciones que hay en cualquier otra especialidad, al menos de biomedi-
cina. N ’ ’

Quiz& el desarrollo tan vigoroso en este campé se deba
a que el estudio del sistema nervioso compete a investigadores
de diversa formacidn profesional: bidlogos, psicdlogos, médicos,
guimicos, etc., a diferencia de disciplinas en donde solo 1os_espg
cialistas de una determinada &rea impulsan su avance.

De este modo, el estudio de la neurociencia se ha abor-
dado desde varios puntos de vista, utilizando distintas estrategias
y abarcando desde los aspéctos basicos de la comunicacidn neuronal

hasta los més integrativos gue involucran funciones tan complejas



como el aprendizaje o los estados de conciencia.

Considerando lo anterior es natural suponer que el cono
cimiento de cada estructura y cada funcidn cerebral ha alcanzado un
nivel de complejidad tan alto que actualmente existen especialistas
dedicados a estudiar una pequefia porcidn de este conglomerado inter
disciplinario gque es la neurobiologia.

Dentro de este panorama general se inscribe la investiga
cibn en torno a la glandula pineal. A pesar de ser uno de los drga
nos que mas pronto suscitd el interés de los naturalistas -a partir
de los juicios de Ren& Descartes quien supuso que en ella radicaba el
sustrato anatfmico del alma (146), elaborando toda una teoria (didp-
trica) para explicar las funciones voluntarias en el hombre- su es—
tudioc se ha formalizado y sistematizado hasta fechas muy recientes.

Dentro de los Gltimos veinte anos ha empezado a emerger
un concepto coherente sobre el funcionamiento de &sta gléndula, el
cual estd basado en estudios fisioldgicos y bioguimicos pPrincipal-
mente.

Desde el punto de vista bioquimico, el aspecto més impor
tante consiste en gue la pineal es la TGnica gue tiene la cﬁpacidad
de sintetizar una hormona llamada melatonina en forma ritmica, a la
cual se le han atribuido propiedades neuractivas .

Fisiolbgicamente hablando, é&ste 6rgano juega un papel re
levante en los cambios reproductivos inducidos por el fotéperiodo
en los mamiferos. . En este sentido, la pineal podria transmitir in-
formacidn acerca de las condiciones de luminosidad diaria hacia di-
versos sistemas hormonales. ’

Pese a que todavia no estd claramente establecido, exis-—
te una creciente evidencia de gque la produccidn de melatonina y los
efectos de esta glandula sobre varias funciones est&n intimamente
relacionados. La convergencia conceptual entre'la fisiologia pineal
y la melatonina se apoya en experimentos recientes, los cuales de-
muestran que la administracidn de la hormona a tiempos precisos pro
voca los mismos cambios qgue las alteracionés en el fotoperiodo

Aungue’ la produccidn ciclica de melatonina y la reproduc
cidn estacional son dos de las caracteristicas mas sobresalientes de
la fisiologia pineal, no son, -con mucho, las inicas. La cantidad




de funciones que actualmente se sabe tienen relacidn con esta glén
dula es tan amplia y diversa que aparentemente estas funciones son

inconexas y stmamente dificiles de integrar; Esto Gltimo es parcial
mente cierto, sin embargo, existen mecanismos en comfin gque han ayu-

dado a establecer una idea general de esta estructura.

La presente tesis forma parte de una linea de investiga
cidn encaminada a dilucidar la relacidn que hay entre la fisiblogia
de la glandula pineal y el mantenimiento o control del estado de
excitacidn a nivel cerebral. Dentro de esta linea se han publicado
suficientes evidencias como para proponer que dicho control neural
es . de tipo inhibitorio, aungque existe controversia respecto al meca
nismo mediante el cual ejerce ésta regulacidn sobre otras estructuf
ras del SNC. Se ha propuesto que la melatonina estd involucrada en
dicha efecto e incluso se le atribuyen-propiédades anticonvulsivas.

En el presente trabajo se abordan de manera preliminar
estos problemas poniendo especial &nfasis en el papel que desempefia
la pineal y la melatonina en condiciones de hiperexcitabilidad ner-

viosa.




2. Aspectos Basicos de la Gl&ndula Pineal.
i) Pilogenia:

La epiphisis cerebri es una estructura cuyo pasado evo-
lutivo se remonta a los primeros cordados. Organismos ancestrales
como los agnatos (lampreas) presentan ya un cuerpo pineal que fun-
ciona como fotorreceptor de alli el nombre gque se la ha dado de
"tercer ojo" (77 ).

Esta estructura se encuentra presente tanto en los peces
oseos (teleosteos) como en los cartllaglnosos (condrlctlos) y apa-
rentemente tiene funciones similares (77 ). Se ha reportado que en
algunés actinopterigios como la carpa - (Carasius auratus) este 6rga-
no interviene directamente en la capacidad del animal para subir a
la superficie del agua. Al parecer esta respuesta tiene una integra
cidn cerebral compleja en donde la pineal participa mediante mecanis
mos de fotorrecepcifny secresidn endbcrina (116). Es importante re-

saltar que esta funcidn en los peces nectdnicos determina su &xito .
alimenticio.

En los actinopterigios, la morfologia de la pineal es muy
variada (77 ), de acuerdo con la gran diversidad y radiacidn adapta
tiva que han alcanzado a través de la evolucidn.

- En los anfibios se observa un desarrollo més claro del
c¢uerpo pineal, convirtié&ndose en un Srgano ovoide con iinervacidn pe
riférica bien establecida. En estos animales se apreciauna transi-
cidn de la funcidn fotorreceptora a la endbcrina (52), siendo més evi
dente &sta filtima en el orden anura (ranas y sapos) gue en los urode
los (salamandras); no se han hecho estudios en &podos, donde posible
mente la pineal esté& atrofiada en vista del h&bitat ;ubterréneo de
estos anfibios. Los anuros ya presentan toda la maquinaria biosinté
tica de la melatonina (10).

La funcidn secretora en los reptiles es primordial, aun-

que persisten reminicencias de fotopercepcidn. En algunos lacértidos




se ha demostrado gue este Srgano juega un papel importante en la'prg
sentacifén y mantenimiento de ciertos ritmos biolbSgicos (128,129) po-

siblemente mediante una regulacidn humoral.

Las aves presentan una pineal morfoldgicamente muy simi-
lar a la delos reptiles y queda inervada Por el ganglo cervical supe-
rior, al igual que en los mamiferos; no obstante, a diferencia de és
tos filtimos, se convierte en un oscilador primario, esto es, en un
marcapasos enddgeno que genera la ritmicidad de algunas funciones
bioldgicas; se ha sugerido que la melatonina estd relacionada con- di
cha funcidn (128,142), 1lo cual pone de manifiesto la actividad end&- -

crina que tiene en estos vertebrados.

Finalmente, la gl&dndula pineal en los mamiferos desempe-
fia una variedad de funciones, muchas de los cuales afin no estfin sufi
cientemente claras; sin embargo la participacidn de este 8rgano en

los mismas es indudable.

Aparentemente, 1a’regu1aci6n de estas funciones, de las
cuales se habl6 someramente en la introduccién,~esté supeditada a la
capacidad enddcrina de la pineal; no obstante, es importante resal-
tar que su funcionamiento puede ser dram&ticamente alterado por las
condiciones de luminosidad, debido a que en los mamiferos esta estruc
tura es capaz de percibir o integrar la informacidn luminica median-
te una via neuronal conocida como el circuito no visual retino-hipo-

talamico-pineal.

ii) Anatomia:s

La situacién anatémica de la epibhisis cerebri en la rata
es similar a la del hombre; en ésta se encuentra descansando sobre
los coliculos superiores mesencefilicos, por encima del cuerpo callo
so y cubierta por las meninges(l04). Sobresale como un pequefio cor-
plisculo esférico de aproximadamente 1 a 1.5 mm de di&metro entre los
l6bulos occipitales de. la corteza cerebral .y el cerebelo. .. Se encuen. . _.
tra unida mediante un pedfinculo de aproximadamente 0.2 mm de di&me-—
tro vy 2.5 a 2.8 mm de largo al resto del encéfalo. “Este pedfinculo

emerge rostralmente a la comisura posterior, unié&ndose a la comisura




‘habenular y al 6rgano subcomisural (142).

Su innervacidn es periférica a través del ganglo cervical
superior, estableciendo la conexitbn final mediante 1los nervids coro
narii (fig. 1 ) ejerciendo un control simp&tico noradrené&rgico (142,107)
A pesar de gque una densa red de tejido conectivo forma una cédpsula
que recubre a la pineal, &sta recibe una irrigacidn muy profusa me-
diante los plexos corroideos formados a partir de las arterias cere-
brales posteriores’( 37); otra caracteristica sobresaliente es su ca
rencia de barrera hematoencefilica, lo cual permite la entrada de di
versas sustancias a los pinealocitos. Tambié&n es conveniente seha-
lar que aungue existe una tendencia de la pineal a caleificarse en
muchos mamiferos superiores, este fendmeno no parece afectar su fun-
cionamiento, alin en condiciones de calcificacién grave (mds del 70%
del tejido parenquimatoso). Por el contrario, aparentemente esta
calcificacidn es un proceso activo, no degenerativo, ya que se ha re
portado una variacibén de la misma de acuerdo al estado fisiol&gico
del animal ( 131,139).

El aspecto ultraestructural de los pinealocitos revela su gran capa-
cidad metabdlica, mostrando un elevado nimero de organelos,principal
mente mitocondrias, ademd@s de un reticulo endoplasmico y un aparato
de Golgi muy desarrollados ( 104).

iii) Fisiologia:

Basicamente se ha especulado gque la pineal desempeﬁé=el
papel de un transductor neuroenddcrino en los mamiferos (111,143).
esto es, que tiene la capacidad de recibir un estimulo proveniente
del medioc ambiente a través de ciertas estructuras del sistema ner-
vioso central y desencadenar una respuesta humoral provocando una va

riedad de consecuencias.

La gran diversidad de los eventos fisioldgicos en los que
se encuentra involucrada esta estructura dificulta el definir una
funcidn precisa para la misma; ademfis, no se ha encontrado una corre

lacibn clara entre la funciétn pineal y la melatonina, ni se conoce

con certeza el mecanismo de accibn de ésta filtima, lo cual hace afin-
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FIG. 1. EsSgquema de un corte sagital del cerebro de la
rata en donde se muestra la situacién anatémica
de la gladndula pineal en relaci6n a otras es-
tructuras del encéfalo.




mis dificil establecer sus efectos como se ha hecho para otras glén
dulas.

No obstante, se han encontrado algunos elementos en co-
min entre estas funciones que ayudan a esclarecer el panorama en
este sentido . Quizd el mas importante de ellos sea el hecho de
que tanto la pineal como la melatonina se relacionan con fendmenos

bioldgicos que describen un patrén ritmico en su presentacidn.

Entre las funciones en las que destaca el papel de este
érgano esti el cilo de actividad-reposo y el suefio. En 1963 Reiss
y cols. (103 ) encontraron que la pinealectomia neonatal resultaba
en un incremento en los periodos de actividad espontdnea, que se
revertia por inyecciones de estracto de pineal. Recientemente se
han publicado diversos articulos que confirman este hallazgo ini-
cial en otros mamiferos(76,109), aves (78 ) y reptiles (127)._

Asimismo ., l1a melatonina interviene en este proceso sir-
viendo como una sefial para. acoplar o sincronizar la ritmicidad de
la actividad al fotoperiodo e incluso puede "entrenar" un ritmo en

condiciones de obscuridad constante ( 99,27).

En la década de los 60 Marczynski y su grupo ( 74 )publi
caron el primer estudio sobre induccidn de suefio por medio de cris
tales de melatonina depositados en la corteza cerebral. Posterior-
mente se ha comprobado este mismo efecto de la indolamina, adminis
trada en varias dosis y por distintas vias, en muchas otras espe-
cies animales como el ratdn (13) el pollo (85), la rata (44,74 )e

incluso el hombre (32, 2 ).

Entre otros hallazgos interesantes gque se provocan por
la inyeccidn de la hormona, estdn el incremento en el tiempo de
suefilo de ondas lentas ( 32,44 ) y la modulacidn de la aparicidn del
suefio de movimientos oculares rapidos (88,75 ), mientras gque la
pinealectomia desacopla el ritmo ultradiano de la presentacidn de

esta fase del sueno (75,82).

Otra funcién bastante estudiada es el control que ejer
ce la glé&ndula pineal sobre el umbral al dolor y la analgesia. En

este sentido se ha observado que la pinealectomia provoca una dis-



minucidn en el umbral analgé&sico endbgeno durante la noche ( 64 ),
ademds de abolir el ritmo diurno de analgesia inducida por morfina
(53,64 ), posiblementea través de la alteracidn en los niveles de
los péptidos opioides (54,62 ) y en la funcionalidad de sus recep-
tores ( 83 ). Por otro lado, la melatonina tiene un efecto anal-
gésico en dosis farmacoldgicas ‘(64 ). La interpretacidn méds inte-
resante, en téminos evolutivos, que puede hacerse del fendmeno an-
tedicho, es que 1la pineal modula la presentacidn circadiana de un
ritmo de analgesia eﬂdégeno en los mamiferos, el cual pudiera tener
relévancia ecoldgica y adaptativa.

Existe una serie de trabajos que ponen de manifiesto la
actividad de este &rganco epificiarioen la regulacidn de los patro-
nes de ingesta alimenticia (54). En esta funcién tambidn tiene "t
gran relevancia la participacién de los péptidos opioides (54,98 );
més afn, algunos péptidos gastrointestinales clésicamente involu-
crados en los fendmenos de aliméntacién y saciedad, pueden jugar

algin papel en esta accidn de la pineal (130) .

La regulacién de la temperatura~corporal, gue es también
un fendmeno ritmico en las aves y los mamiferos, puede ser alterada
driasticamente por manipulaciones de esta gl&ndula: (19, 97 ).

En algunos roedores la pérdida de la pineal resulta en
disfunciones no solo de la termoregulacidn sino tambié&n de los pa-
trones de hibernacién (91 ).

Las relaciones que guarda la epifisis cerebri con el es
tatus hormonal general de los mamiferos es un 4rea muy bien docﬁmeg
tada. La disfuncidn de esta gl&ndula incrementa crénicamente la se
cresidn de varias hormonas.como la aldosterona y la corticosterona
(110), las cuales a su vez pueden llegar a provocar, hipertensifn
arterial . . Por otro lado, la administracidn de melatonina en
dosis farmacolbgica aumenta los niveles de hormona del crecimiento
(GH ) en la sangre (122) y puede ejercer un efecto directo en el
crecimiento tisular (141). Estos reportes contrastan con la idea .
‘general de que la pineal tiene una influencia inhibitoria sobre el
crecimiento; sin embargo, otras publicaciones apoyan este plantea--
miento. Relkin y cols. (106 ) mostraron que al fomentar la funcibn
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pineal por varias métodos, se inhibia la sintesis y liberacibén de
GH; Otros investigadores han encontrado gque no solo reduce el cre-
cimiento en tejido sano sino tambi&n en el tumoral ( 23,20), pro-
bablemente por un factor inhibidor de la proliferacidn celular (16).
En este sentido, se han llevado a cabo un gran niimero de investiga-
ciones tendientesa encontrar alguna relacidn de este drgano con las

enfermedades neoplésicas ( 20,23).

Su influencia .sobre la funcidn tiroidea es bastante
evidente; la actividad pineal reduce el peso de la tiroides y su
capacidad secretora, particularmente aboliendo los niveles de T4
( 135, 136); la melatonina tiene el mismo efecto sobre los niveles
plasméticos de T4 y la hormona estimulante de la tiroides (14,134)
a través de un mecanismo inhibitorio de la sintesis y liberacidn
de hormona liberadora de la tirotropina ( 136 ). Por Gltimo, se
ha encontrado que la melatonina es capaz de reducir la secresibn

de insulina in vitro (110)

La funcidn mas estudiada de la gl&ndula pineal es su
pariticipacidn en la fisiologia reproductiva (103,104) sobre todo
en animales con ciclo estacional ( 126). En este sentido, se ha
propuesto, que este drgano epitaldmiceo ejerza un control inhibito-
rio nuevamente; Asi, la ablacidn de la pineal provoca un incremen-
to en el tamaho de las gdnadas y la actividad sexual, y su disfun-
cidn induce pubertad precoz (43,103 ), mientras que la administra-
cidn de melatonina en horas precisas del dia causa . regresidn gongr
dal y revierte la actividad sexual ( 125 ). Se ha observado que
esta glandula estd asociada no solo al inicio de la pubertad, sino
también al de la menopausia en varios mamiferos, incluyendo el hom
bre (56,67). ' Es posible que dichos efectos esté&n mediados por la
accidn de la melatonina sobre las hormonas sexuales, ya que se ha
demostrado que ésta puede modificar inhibitoriamente la secresidn
de hormona luteinizante (137), folicule estimulante, prolactina'y
hoimonas esteroides (115, 121, 140). A

Finalmente, se sabe que la pineal tiene un papel rele~
vante en la organizacidn cronobioldgica de muchos vertebrados,més
importante en los tetrépodos inferiores, donde funciona como un
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marcapasos enddgneo, que en los mamiferos (129). En estos Gltimos

influencia tanto los ritmos circadianos (con un periodo de 24 hrs)
como los ultradianos (menores a 24 horas) y naturalmente los infra
dianos entre los cuales se encuentran los ritmos mensuales, esta-
cionales y anuales ( 95). La interrelacidn de la pineal con el
fotoperiodo es determinante para su control sobre los bioritmos

( 6 ). Una vez mas, es posible que parte de este aspecto fisio-
16gico de la pineal lo regqule la melatonina, en vista de que tiene
la propiedad de acoplar o poner en fase ciertos ciclos bioldgicos

(99).

En el devenir evolutivo de los cordados la epiphisis ce
rebri ha pasado de ser un &rgano fotosensible a ser uno neuroendd-
crino. - Probablemente durante esta transformacidn paulatina se ha-
va ido modificando el mecanismo mediante el cual esta estructura ox
ganiza varios ritmos bioldgicos, presumiblemente por el incremento

en el impacto de la melatonina y otras sustancias pineales sobre
el SNC ( 95 ).

Del an&dlisis de los efectos que tiene la pineal sobre
las funciones anteriormente descritas se desprende el otro mecanis
mo de accidn comfin que presenta: la modulacidn inhibitoria que ejer
ce sobre todas ellas, en algunos casos mediante la accidn de la me
latonina. Por esta caracteristica se le ha propuesto como un drga

no "tranquilizante" o estabilizador ( 110).
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iv) Biogquimica

La caracteristica biogquimica mas sobresaliente de la gléan
dula pineal es la produccibdn de melatonina en forma ciclica. La
sintesis de esta hormona se divide convensionalmente en dos etapas
(Fig. 2 ) ; la primera parte, la sintesis de serotonina, depende
de la biodisponibilidad del amincacido esencial triptofano. Este
aminodcido que se encuentra en la circulacidn, es capturado por
los pinealocitos y posteriormente se hidroxila formando 5-hidroxi
triptofano (5-HTP) por medio de una enzima llamada hidroxilasa del
triptofano; una vez que esto sucede, el 5-HTP se descarboxila por
accibén de la descarboxilasa de los aminodcidos arométicos y se con
vierte en 5-hidroxitriptamina o serotonina (71,72). Los altos ni-
veles de las dos enzimas mencionadas y su cofactor, la biotina, son
responsables de la enorme concentracidn de serotonina gque se encuen
tra en la glandula, la cual supera a cualquier otro tejido corporal
(71,114).

La segunda parte es la conversidn de serotonina a melato-—
nina; la enzima N-acetiltransferasa (NAT) utiliza como sustrato a
la serotonina y la transforma en N-acetilserotonina. La Gltima
etapa ocurre cuando este derivado ind&lico experimenta una metila-
cidn por medio de la Hidroxindol— -metiltransferasa (HIOMT) y la
adenosilmetionina que actfia como donador del grupo metilo ( 9).
La HIOMT'se encuentra en una alta concentracién dentro del cito-
plasma de los pinealocitos y reconoce como sustrato a cualquier
indol hidroxilado en la posicidn 5, por lo cual esta enzima es
capaz metilar al 5~hidroxitriptofano y a la serotonina convirtién=-
dolos en 5-metoxitriptofano y 5-metoxitriptamina respectivamente.
En la segunda etapa biosint&tica la HIOMT actfia sobre el &cido
5-hidroxi—indolacético, el 5-hidroxitriptofol v la N-acetil-5-
hidroxitriptamina, y los transforma en &cido S5-metoxiindolacético,
5-metoxitriptofol y melatonina respectivamente (ver Fig. 3 ). Es
conveniente resaltar que todos los metoxiindoles mencionados tie-
nenactividad biolégica, e incluso algunos de é¢llos son mé@s poten-—
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&cido tripbofaho. En el esquema se muestran las

dos etapas metab8licas. (ver texto) .
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tes que la misma melatonina, como es el caso del 5-metoxitriptofol.

Una vez sintetizada, la melatonina se libera hacia la san
gre principalmente y en una pequeifia proporcidén al liquido cefalo-
rragquideo; sin embargo, los niveles cerebrales de la hormona son
hasta 8 veces m&s altos que en el suero (86 ), lo cual sugiere que
existen mecanismos de captura en el SNC. La mayoria de los otros
indoles tambié&n difunden hacia el torrente sanguineo, aungue se co

noce poco sobre su papel fisiolbgico.

IL,a melatonina tiene una vida media muy corta. Se han he-
cho estudios usando melatonina marcada radiactivamente gque indican
la ripida desaparicién de la circulacidén a causa de su metabolismo
(61,63). Durante este lapso, la hormona actfia en diversos drganos
blanco atrav€s de un mecanismo afin desconocido, que probablemente
involucra receptores especificos (145). La mayor parte de la mela
tonina se metaboliza en los microsomas hepiaticos por un proceso de
hidroxilacibén en la posicidn 6, seguido de una conjugacidn con &dci
do glucordnico o sulfato (61,63 ). Una via metabdlica alternativa
fue reportada por Hirata y cols ( 41 ), la cual 48 como producto
final a la N-metoxikinurenamina, mediante la participacién de dos
enzimas que rompen el anillo inddlico y descarboxilan un nitrdgeno
adyacente a éste (Fig. 4 ). Otro mecanismo de eliminacidn de la
melatonina es por via renal (20% aproximadamenteé), pasando a la ori

‘na sin ninguna modificacidn.

Por Gltimo cabe resaltar qué ninguno de los metabolitos
mencionados tiene igual o mayor potencia bioclbgica que la melatonina
lo que indica que dicha hormona no se ve activada por las rutas me-—

tabb6licas que se acaban de describir.

La sintesis de melatonina a partir de serotonina se en
cuentra bajo un mecanismo de control neural gque se ha estudiado con
siderablemente en los filtimos 10 afios. Asi, esta tasa metabdlica
muestra un ritmo diario; la relacidn que hay entre la luz ambiental
y este ritmo se observa en la figura 5 : Durante el dia, los ni-
veles de serotonina en la pineal estin elevados y la actividad de la
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enzima NAT es minima. A partir del inicio del escotoperiodo se
observa un incremento gradual muy alto (50-100 veaces) de la acti
vidad de dicha enzima, causando una disminucién de serotonina y
un aumento concomitante de N-acetil serotonina (59 ), que final~
mente resutla en un incremento de la sintesis de melatonina atra-—
vés de un efecto de accién de masas por disponibilidad .del sustra
to, ya que la HIOMT solo muestra una elevacidn minima en su activi
dad durante la noche (57). Cuando reinicia el periodo de luz,
la actividad de la NAT declina, la serotonina regresa a sus altos
valores diurnos y los niveles de melatonina nuevamente decrecen a
concentraciones bajas ( 58). Este mecanismo regulador opera en

todos los organismos gue se han estudiado.

La variacidn circadiana en la melatonina se ha detectado
en la pineal, la sangre, la orina y el liquido cefalorraquideoc de
muchos mamiferos incluyendo el hombre y es independiente del h&bi-
to de vida diurno o nocturno del animal en cuestién. La estrecha
correlacibén que guérdan las concentraciones de esta hormona en la
pineal y en todos los liquidos corporales se debe a que, al pare-
cer, esta gléndula no tiene mecanismos de almacenamiento y libera
cidn de la misma; de esta manera, la velocidad de produccién y el
flujo sanguineo determinan la cantidad de melatonina circulante

(25).

Como hemos wvisto, las condiciones de iluminacién gobier-
nan el ritmo de actividad pineal; en vista de gque en los mamife-—
ros esta estructura carece de fotorreceptores propios, la Gnica
manera en que puede obtener informacidn fética es a través de un

circuito neuronal.

En efecto, se ha logrado mapear una via no visual gque une
a la retina con la pineal (Figs. 6 y 7 ); ésta se origina en la -
capa ganglionar retiniana de la cual emergen un conjunto de £ib-
amielinicas que forman el tracto retino—hipotalémido. Dicho trac
to se dirige hacia el nficleo supraquismdtico del hipot&lamo ante-—
rior (NSQ), donde establece una sinapsis;-de alli, se proyecta cau
dalmente atravezando la regién tuberal hipotal&mica y la formacidn




Bulbo Olfciorlo

Via Ratino '
Hipotolomica

ol « Trocto
Longliudinal
Nugjeo Supruqulcy @ edio
matico dal
Hipotalamo
nv Pineal

Eminencio : ’
Modla

Neurona Simpa'tica
Postgongilonar

HUCLE
BUPRAQUIASHATICO

Formacion Reticular
del tallo Cersbral

\
|
|

JACOPL AMIE NT O

Meédulo éspinul "
Gangltio Cervical (Células de ta Columng 'E TRacTO oscCiLADOR
Superior 00 : RETINOG

Intarmedis Lateral } POT ALAMICO ENDOSENO

A
LIBERACION N
. o SLANDULA PwegaL
’ N - - TAURINA
‘
Tavkma
™
THIPYOFAND lmortamna
HOROXILASA
ruuvr - 1
.
?|wcrasoLsno p
SCANDOKE.. IOHICO 1
ACYIVACIOH SANGLIO -
2 a CERVICAL
SUPERIOR
uonom»o ne Acu’u. FROTXINAS ANP CICLICO
oxtoAsA TRANSFEINABA arcas { sowm vl o
BNTEBIS | cicLasa ADRENENSICA . R
HTOM } MAA .
TenmmaL
HIORDXI = INDOL ~ O ? MAVIONA
MITU.TRANSFERASA
MELATORWA
[evanware}
? YT ,._.cj,, cicLAsa

FIGS. 6 y 7. Representaciones anatfmica y esquemitica de la via
neural responsable de la generacién del ritmo de
sintesis y secrecibn de la melatonina. Las flechas
marcadas con interrogacién (?) indican las hipbte-
sis no comprobadas. (Tomado de Reppert y Klain,
1980).




20

reticular mesencef@lica hasta alcanzar los cuerpos neuronales de
la columna intermedio lateral a nivel tor&cico superior. De este
sitio se originan las fibras preganglionares que inervan el ganglo
cervical superior. Algunas células postganglionares emiten axones
que ascienden por el foramen magno y la tienda del cerebelo forman
do los nervi coronarii gue llegan hasta la pineal (52,60,81). Se
han identificado terminaciones noradrenérgicas a este nivel que
utlraestructuralmente simulan sindpsis ( 90 ) ;cabe sefialar gque en
algunos mamiferos como el conejo existe una inervacibn parasimpati
ca colinérgica ademds de la ya descrita, pero no se sabe gque fun-

cibén desempena.

Las lesiones del circuito retino-pineal a distintos nive
les proyocan diferentes alteraciones. De este modo, la coagulacidn
electrolitica del NSQ o del haz retroquiasmiatico y la seccidn del
ganglio cervial superior resultan en una eliminacidén de la sintesis
de melatonina, mientras que la ceguéra por enucleaciddn de los ojos
y el corte al nivel del tracto retino-hipotal&mico no modifican ma-
vormente su produccidn. Por otro lado, la alteracidn del fotoperio-
do manteniendo un ciclo de luz continua o la estimulacibén con pul-
sos luminosos a lo largo de la noche, provocan la abolisidn del rit
mo de formacidn de esta hormona, enqtanto gue las condiciones de
obscuridad constante solo provocan un ligero corrimiento en este
cicleo circadiano conocido como oscilacidn libre o "f£ree running" ,man
teniendose intacta la amplitud del pico de secresidn de melatonina

(80) .

Estos datos indican que la funcionalidad de la glandula pi
neal estd gobernada por el NSQ, el cual se ha propuesto en inumera
bles trabajos como un oscilador endbgeno. primario o "reloj biolégi
co", es decir, que tiene la capacidad de generar y mantener una rit
micidad en su actividad independientemente de las sehales externas

(xo7) -

Finalmente, es importante senalar que la epiphisis cere-
bri adem&s del metabolismo inddlico, produce y secreta una serie

de compuestos activos de naturaleza proteinica. Algunos péptidos
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1. La Gla&ndula Pineal y su Relacidn con la Excitabilidad Cerxrebral.

Numerosas publicaciones sugieren que la gléndula pineal y su prin-
cipal producto de sintesis y secrecidn, la melatonina, estdn invo-
lucradas en la regulacidn de la excitabilidad del sistema nervioso
central. En los trabajos iniciales se utilizaron extractos acuosos
de glandula pineal de bovinos para observar su efecto en el patrdn
electroencefalogfafico del gato. Asi, Roldén y cols. en 1964 (111)
realizaron la primera aproximacidn en esta linea administrando 5
mg del estracto mencionado mediante una inyeccidn intravenosa a ga -
tos en preparacidn de "encefalo aislado" encontrando una desincro
nizacidn escalonada en varias regiones del cerebro, y concluyendo
que las sustancias activas de la infusidn tuvieron un efecto esta-
bilizador. Posteriormente, Bindoni y Rizzo (17) observaron un pa-
trén epileptiforme hipocampal cuando se estimuld el hipocampo con-
tralateral en conejos pinealectomizados; no se observd tal altera-
cidn en los animales integros. En 1968, se reportd un estudio en
el cual se mostraba claramente una disminucidn de la actividad con
vulsiva inducida por estimulacidn eléctrica y quimica en gatos des
pués de una infusifn i.v. de 2 a 5 mg de extracto de pineal (112)
I.a pinealectomia provoca una sincronizacidn con descargas paroxis-—
ticas esporadicas similares a los que se encuentran durante las
crisis convulsivas en la rata ( 84). Igualmente, se ha reportado
gque la pinealectomia practicada a rataé jovenes a ,los cuales se

les hizo una paratiroidectomia parcial previamente, desarrollan
crisis convulsivas intermitentes que frecuentemente conducen al a-
nimal..a la muerte (101,102) Esta actividad tuvo un pico de inciden-
cia a las 8 horas manteni&ndose hasta por 2 dias; la aplicacibn de
varios agentes anticonvulsivos no modificd sustancialmente el efegf
to de la cirugia (102). Estos hallazgos se hicieron extensivos a
los gerbos (Meriones ﬁnguiculatus) en los cuales se observd activi

dad convulsiva con una latencia menor y con una incidencia del 100%
despué&s ' de :la pinealectomia Gnicamente; en estos roedores, la
denervacidn del ganglio cervical superior, maniobra que provoca la
pérdida de la capacidad para sintetizar melatonina, no desencadend

convulsiones, pero la ‘pinealectomia subsecuente si, en tanto . que
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solo se encuentran en esta gléndula, como. la treonilserinlisina,
la antigonadotropina pineal y la arginina vasotocina, mientras
que otros comc la vasopresina, la oxitocina, el factor inhibidor
de los melanocitos y la hormona estimulante de los melanocitos,
adem&as de la B-endorfina, la hormona liberadora de la tirotropi-
na, el factor liberador de la hormona luteinizante, la angioten-
sina II y la somatostatina, tambié&n se localizan en otras partes
del cuerpo. En torno a las hormonas peptidicas de la pineal se
ha acumulado suficiente informacidn que pone de manifiesto su

participacidn en las diversas funcionés que esté&n relacionadas

con esta estructura epifisiaria (130,138 ).




la administracidn de extractos de pineal no evitd dicha actividad
(92). Mas recientemente, Stockmeier y Blask (123) confirmaron
estos resultados.

A partir de los primeros estudios conductuales en los que se mos-
trd que la pinealectomia, inmediatamente después del nacimiento,
resultaba en un incremento de la actividad motora en la rata y
que esta actividad incrementada podia reducirse en forma dosis-de
pendiente por inyecciones de extractos de pineal (Reiss y cols.,
1963), se especuld sobre la posibilidad de que alguna sustancia
disuelta en &l fuera responsable de dichos efectos. Unos afios an
tes, Lerner y cols.'(ea,eg) aislaron y caracterizaron una sustan-
cia activa a partir de glandulas pineales de bovino, la N-acetil-
5-metoxitriptamina o melatonina, pero no se probd su actividad se
dante sino hasta 1964 cuando Arutyunyan y cols. ( 7 ) mostraron
algunos de sus efectos farmacolbgicos; esta indolamina de la pi-
neal fue capaz de reducir los efectos estimulantes de la anfetami
na y potenciar los hipnéticos de los barbitfiricos y el hidrato de
cloral en el ratdn (33, 13 ). En relacidn a éste Gltimo efecto,
se ha reportado que la melatonina induce la posicidn de reposo y
somnolencia en pollos (13 ) ademis de una actividad electroencefa

logrdfica similar al sueilo de ondas lentas en esta especie (42 );-

un efecto semejante se encontrd tambi&n en el humano (5 ).

Pelham ( 89 ) y Pang y cols. (85 ) observaron una pérdida total
de melatonina despu&s de la pinealectomia en el pollo.y posterior
mente reportaron una desincronizacidn en el EEG provocada por la
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maniobra, la cual se revertia por la administracidn de esta hormo -

na (85 ); sin embargo estos autores juzgaron prematuro el conclu-
ir que el efecto observado después de la ablacidn de la pineal se
debiera exclusivamente a la ausencia de melatonina, ya gque esta
glandula elabora otras sustancias tanto ind&licas como peptidicas
que pudieran mediar este efecto.

La actividad anticonvulsiva de la melatonina en forma aguda sobre

la aplicacibn tb6pica de varios agentes epileptogénicos a nivel

cortical y subcortical fue estudiada por Fariello y Bubenik (1976) ;

estos autores encontraron una pequena modificacidn en la activi--
dad focal epileptiforme adem&s de una supresidn de la actividad
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sensorial evocada a partir del foco inicial (29 ). Un aio més tarde,
el mismo grupo encontrd una evidencia indirecta acerca de la importan
cia que tiene la melatonina en el mantenimiento de la estabilidad
eléctrica del cerebro. Utilizando un anticuerpo contra esta indolami
na, observaron el desarrollo de anormalidades epileptiformes transito
rias y crisis convulsivas ocasionales despfies de una inyeccidn intra-
cerebro—ventricular del mismo, mientras que la inyeccidn de suero no
provocd ninglin cambio (30 ). Tomando en conjunto estos reportes y al
gunos otros, Ramijn publicd una revisidn, en la cual propuso que la
pineal tiene un papel tranquilizante, en el SNC, ( 110).

El efecto protector de la administracidén central de melatonina sobre
las convulsiones inducidas extracerebralmente en la rata fue reporta-
do desde 1973 ( 49). En un estudio posterior se mostrd que esta hor-
mona en dosis farmacoldgicas (50 mg/kg) provoca una ligera modifica-
cidn en el patrén electroencefalogriafico y en ia latencia a las des-
cargas epilépticas inducidas por estimulacidn f&lica en el babuino se
negalés Papio papio (il).

Albertson y cols.,‘( 1) reportaroﬁ un estudio completo sobre las
propiedades anticonvulsivas de la melatonina, utilizando un modelo ex
perimental de epilepsia conocido como fendmeno "Kindling" o encendi-
miento; estos autores trabajaron con el Kindling amigdalino y el qui-
mico. El primero consiste béAsicamente en la estimulacidn elé&ctrica
de alta -frecuencia y baja intensidad (subumbral) aplicada en la amig-
dala del 18bulo temporal; el éegundo, en la administracidn sisté ica
vy reiterativa de pentilentetrazol (PTZ) en dosis subconvulsivas.

- Ambos modelos provocan una evolucidn progresiva de crisis cada vez
més fuertes hasta producir un estado epilético (estatus epilepticus)
en el cual un estimulo finico desencadena la respuesta mé&xima afin des ‘

pués de que el animal no haya sido estimulado en un periodo de tiem-—
po considerable.
Después de lograr el estatus epilepticus estos investigadores evalua

ron la accidn protectora de la melatonina en dosis de 50 a 200 mg/kg,
encontrando un efecto parecido al de algunos anticonvulsivos conoci-
dos, pero solo con dosis muy altas de melatonina cuya aplicacién pro
vocd ataxia y sedacidn.

Recientemente se han reportado evidencias directas del papel inhibi-
dor de’la melatonina. Reyes-Vazquez y cols. (108 encontraron gue
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la inyeccién i.p. de esta indolamina en dosis menores a 1 mg/kg dis-
minuye la frecuencia de descarga de grupos neuronales registrados.en
diversas zonas del cerebro. De manera similar, Bubenik (24 ) logrd
reducir el patrdn de contraccidn espontdnea del ileo aislado de rata
después de la infusidn de la hormona en el medio de perfusidn. Sin
embargo la aplicacidn de otras sustancias, como la N-acetilserotonina,
provocaron una respuesta similar en ambos estudios.

Estos trabajos tienen un gran importancia, ya que muestran que la me-—
latonina ejerce una modulacidn inhibitoria afin en dosis fisioldgicas
Yy, por otro lado, que existen otras sustancias tambi&n secretadas por
la glandula pineal que provocan efectos similares a esta indolamina,
lo cual pudiera sugerir que las alteraciones provocadas por la pinea-
lectomia no se deban a la ausencia de melatonina exclusivamente, como
va se habia hipotetizado previamente (85 ). Asi mismo, estas sustan-
cias de la pineal provocan un efecto sobre la actividad neuronal en
estado basal, lo cual no implica gue necesariamente tengan actividad
anticonvulsiva sino solamente sedante cuando se aplican a estas dosis.
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2 . Supresidn Alcohdlica y Actividad ‘del Sistema Nervioso Central.

La ingesta crdnica de alcohol etilico provoca, tanto en
el hombre como en animales de experimentacidn, la adquisicidn de
tolerancia hacia sus efectos y la dependencia fisica de é&ste. Es
precisamente esta fGltima consecuencia la que induce la presenta-
cidn del sindrome de abstinencia alcohdlica cuando, después de una
intoxicacidn prolongada, se suprime el suministro de etanol o dis-

minuyen sus niveles en la sangre.

Diversos estudios han demostrado gque la abstinencia eti-
lica tiene una variedad de efectos sobre el sistema nerviosoc cen-—
tral, gque provocan fundamentalmente un aumento en la excitabilidad
cerebral y pueden tener distintos grados de severidad, desde el '
tremor leve (119) hasta alucinaciones (132), delirium tremens (133)

y convulsiones esponté@neas ( 34,133).

A partir de gque Isbell y cols. (47 ) demostraron que.
el sindrome de abstinencia etilica pﬁede inducirse en el hombre ba
jo condiciones controladas de laboratorio, se desarrollaron traba—
jos tendientes a implementar un modelo animal que permitiera estu-
diar las alteraciones cerebrales provocadas por la supresidn de e-

tanol.

Freund (34-) mostrd una sucesidn de cuatro estadios con
ductuales caracteristicos durante la abstinencia en el ratén: 1)
hiperactividad espontdnea e inducida, con episodios de tremor gene
ralizado; 2) respiracifn acelerada con sacudidas repetid s del cuer
pro; 3) convulsiones tonicocldnicas recurrentes y carreras sfGbitas,

v 4) muerte durante la convulsidn.

En un trabajo posterior, el mismo autor encontr gque era
posible inducir convulsiones entre las primeras 7 a 25 horas de su-
primido el etanol, mediante la estimulacidn auditiVa,'sugiriendo
que el sindtome de abstinencia es un estado de hiperexdéitabilidad
cerebral parcialmente latente que sucede a la depresidn provocada
por el alcohol (35).
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Se han propuesto algunas hipbtesis para explicar el me-
canismo convulsivo que ocurre durante la supresidn, no soio de eta
nol sino de varias dwogas adictivas. Una de ellas es que se produ
ce una hiperirritabiiidad del SNC despué&s de un periodo de deére—
sién funcional por efecto de la droga; esto resulta en una disminu
cidn del umbral convulsivo (79) el cual tiene una correlacién
electroencefalogrdfica similar para muchos sedantes (12 ). En in-—
vestigaciones recientes se han encontrado anormalidades en el EEG
de estructuras subcorticales y limbicas durante la supresidn (39)
en varias especies animales de manera similar. Dichas alteracio-
nes consisten bisicamente en gque la actividad lenta se reemplaza
por espigas epileptiformes aisladas, las cuales incrementan su fre
cuencia y magnitud organizédndose en descargas paroxisticas; Es-—-
tos patrones de hiperactividad se han observado en registros de di
versas zonas como el hipocampo y la amigdala, adem&s del t&lamo,
el septum y la corteza. Dichas anomalias electrogridficas tienen
lugar un poco antes o simulténeamente al inicio de los signos con-
ductuales.

Los cambios corticales y subcorticales en la supresidn
son del mismo tipo, localizacifn y dispersi&n anatbémica gque en el
modelo de epilepsia experimental llamado "Kindling", en el cual se
utiliza la estimulacidn subumbral, ya sea eléctrica o quimica, en
forma reiterativa. que finalmente resulta en una alteracidn perma-—
nente del estado de excitaidén cerebral; m&s afin, cuando se suprime
al animal repetidamente el umbral convulsivo se alcanzZa con mayor
facilidad y las crisis se vu€lven mas intensas. Esto llevd a Ballen
ger y Post (12 ) a sugerir que el Kindling es un estado anflogo al
sindrome de abstinencia etilica, proponiendo que la hiperirritabi-
lidad l1imbica que ocurre con cada supresién provoca con el tiempo
un incremento en la tendencia de estas estructuras subcorticales
y del sistema nigroestriatal a activarse o "encenderse”; esta acti
vacibn electrofisiol&gica ﬁrogresiva de los sistemas limbico Ynigro
estriatal estd relacionada con el avance de los sintomas de absti-
nencia, desde ligeros como el tremor hasta graves como las convulsio

nes o0 el delirium tremens.
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Posteriormente, Carrington y cols. (26) comprobaron esta
hipdtesis encontrando que el Kindling se acelera en animales suprimi
dos que llegaron a tener niveles sanguineos de etanol entre 300 Yy
500 mg/dl. Igualmente, algunas drogas convulsivdgenas como el pen-
tilentetrazol (PTZ) se han utilizado para evidenciar el sindrome de
abstinencia en dosis subconvulsivas, precipitando asi los eventos

conductuales de la supresidn (45).

Aungue no se conoce con certeza el mecanismo bioguimico
responsable de la tolerancia, la dependencia fisica y el estado de
supresidn provocado por el alcohol, se acepta generaimente gue su
administracibdn prolongada induce alteraciones en la composicidn 1li-—
pidica y fluidez de la membrana celular. En el SNC, esta alteracidn
membranal hace menos exditablesa las neuronas disminuyendo su capa-—
cidad de respuesta ante diversos tipos de estimulacidn.

De manera inversa, durante la supresidén la membrana neu-—
ronal se hace stmamente semsitiva , disminuyendo su umbral de dispa
ro (40).

En suma, el sindrome de abstinencia etilica es un evento
que se presenta como consecuencia de una hiperextciabilidad genera-—
lizada a nivel cerebral, la cual tiene una correlacidn electrofisio
18gica y conductual muy bien establecida. -
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ITIT PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

1. Disefio Experimental.

La relacidn que hay entre la gl&ndula pineal y el estado
de excitaci6n cerebrales un hecho que se basa en miltiples publica-
ciones, la mayoria de los cuales han centrado su interés en el efec-
to facilitador que tiene la pinealectomia sobre el desarrollo de cri
sis convulsivas inducidas por diversos métodos y, por otro lado, en
la capacidad de la melatonina administrada en dosis farmacoldgicas
para controlar la actividad epiléptica.

Racine en 1972 (96 ) mostrd que: el patrdn electroencéfalg
grafico del Kinkdling tiene una estrecha correlacidn conductual, y
propusieron una escala de evaluacidn de cinco estadios. Por otra
parte, se ha propuesto que el sindrome de abstinencia etilica es un
estado andlogo al Kindling (12 ) y es suceptible a ser modificado,
tanto incrementando su severidad como disminuyendo la misma, median-—
te maniobras fisiol6gicas v farmacol8gicas. . Ademés, estas modifica-

ciones tambié&n pueden valorarse conductualmente ( 8 ).

En el presente trabajo se desidid utilizar la supresidn
etilica como modelo de hiperexitabilidad neuronal para probar el pa-
pel inhibitorio que juega la gladndula pineal. en la aparicidn de con-

vulsiones y la severidad de las mismas, y mostrar si dicho efecto es :
t4 mediado por la melatonina.

De este modo se disefi® un. método de supresidn que provo-

cara un estado de exitacidn moderada, el cual permitiera ver cambios
por maniobras contrarias. Una vez implementando, se procedid a la ma
nipulaci®dn de la pineal utilizando tres estrategias:

En la primera se observd el efecto que tiene la pinealec
tomia, con la cual no solo se consigue suprimir la melatonina circulan
te sino tambié&én todas las demf8s sustancias que sintetiza y secreta la )
pineal; asi mismo, se eliminan los procesos fisioldgicos que pudieran

mediarse por esta estructura.. En el siguiente paradigma experimental
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se administrd la hormona en dosis fisiolbgicas bajo esquemas de tra-
tamiento agudo y crdnico, con los que se pretendid observar sus pro-

-

piedades sedantes y probablemente anticonvulsivas.

Finalmente, se evalud el efecto de la ausencia de mela
tonina exclusivamente. Para ello se colocaron a los animales en luz
constante, lo gque, provoca la inhibicifn de las enzimas que sinteti-
zan esta hormona dejando integra a la pineal. Bajo estas condiciones
se suministr® la indolamina,en un esquema de inyecci&n que ha probado
tener eficacia en otros modelos experimentales, con el f£in de méstrar

una reversidn del efecto provocado por la iluminacidn continua.

2. Hipbtesis.

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados anterior
mente, se propone una hipdtesis para cada maniobra experimental:

- Los animales en abstinencia tendr&n un mayor estado de exdtacidn

cerebral evidenciado por la disminucidn en el umbral convulsivo.

- La pinealectomia potenciarad el efecto de la abstinencia etilica.

- La administracién de melatonina tendra una accidn inhibidora en
la presentacidén y magnitud de crisis convulsivas.

—  La iluminacidn constante provocari el desarrollo de convulsiones
mias intensas, las cuales pudieran reducirse en intensidad por el

tratamiento con melatonina. S
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3. OBJETIVOS

i) Generales:

El objeto central del presente trabajo consiste en mos
trar el papel inhibitorio gue desempefia la gl&ndula pineal Sobre
la actividad convulsiva inducida farmacoldgicamente durante la abs
tinencia etilica. Asi mismo, discernir si dicha acci®n es mediada

por la melatonina o por alguna otra sustancia de esta estructura.

1ii) Especificos:

Disefiar un modelo de abstinencia etilica que pérmita
observar cambios en el nivel de exaitaciénneuronal por maniobras

opuestas mediante parametros conductuales.

Observar el efecto gue tiene la pinealectomia sobre la
actividad convulsiva durante el estado de abstinencia alcohBlica.

Evaluar la accidn de la administracidn &x&gena de mela
tonina en dosis fisioldgicas sobre el patrdn convulsivo, y compa-—

rar su eficacia utilizando tratamientos agudos y crodnicos.

Mostrar si el efecto de la deplecidn de melatonina por
luz constante es comparable al de la pinealectomia y ver si es po
sible revertirlo por el tratamiento prolongado con la hormona.
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IV MATERIAL Y METODO

Generalidades:

Para el desarrollo del estudio se utilizaron ratas albinas macho
de la cepa Wistar, con un pesd de 250 a 300 gramos al inicio de
cada experimento. Todos los animales fueron habituados durante
dos semanas como minimo a las condiciones del bioterio: tempera-
tura de 21 t 2° C, ciclo Luz-Obscuridad 12:12, con inicio del fo
toperiodo a las 06:00 horas y teniendo acceso a agua y comida
(purina chow) ad libitum. Bajo estas condiciones se formaron
grupos de 6 a 10 ratas, utilizdndose por separado para cada ma-
niobra expermiental; en ningfin caso se usd un mismo grupo para
distintos experimentos.  Las soluciones alcohdlicas se hicieron
con etanol absoluto (Baker), y se renovaron diariamente. Los f&r
macos y vehiculos usados se describen en los experimentos.

Modelo de Abstinencia Etilica:

Con el fin de encontrar un mé&todo de abstinencia etilica que pro
vocara un estado de hiperexitacibn cerebral suceptible de ser va
lorado mediante cambios conductuales se hicieron una serie de ex
perimentos piloto (no se muestran los resultados) en los cuales
se varid tanto la concentracidn de etanol y el periodo de intoxi
cacidn al que se expusieron los animales, como el tiempo de abs-
tinencia al cual se hizo la evaluacién conductual. Se han re-
portado algunos criﬁerios conductuales gue evidencian el estado
de supresidn alcohblica, como la piloereccidn, la hiperactividad
motora y una conducta esterotipada conocida como "wet dog shake
behavioxr" (WDS) o "Sacudida de perro mojado" que el animal: re
pite frecuentemente. Sin embargo estos par&metros no fueron con
sistentes y por lo tanto fue imposible hacerlos objetivos y cuan
titativos, por lo cual se decidid administrar una dosis subcon-
vulsiva de pentilentetrazol y evaluar la respuesta provocada.

Se utilizaron 3 grupos de ratas: Grupo en abstinencia etilica
(AE), n = 10; sin abstinencia etilica (SAE), n = 8 y Control

(CONT), n = 10. Los dos primeros se sometieron a una ingesta
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forzada de etanol (ETOH) al 5% V/, durante 15 dias, incrementan-
do la concentracidn del mismo al 10% v/V durante. los 15 subse-
cuentes. El volumen del liquido se midi6 diariamente con el fin
de obtener la cantidad aproximada de ETOH ingerida por grupo. E1
grupo CONT permanecid intacto.

Una vez pasado el periodo de intoxicacidn etilica, se sustituyd
el ETOH por agua en el grupo AE, mientras que el SAE continud to
mando la solucién de alcohol, con el objeto de restringir el e-
fecto.a la supresidn. Después de 24 y 48 hrs. se determind el
estado de exitacidn cerebral provocado por la- abstinencia, inyec
tando una dosis subconvulsiva de PTZ (30 mg/kg de peso) disuelto

"en solucidn salina fisiolbgica, por via intraperitoneal(i.p;),

Finalmente, se registxrd la actividad convulsiva de cada animal
por separado en cajas transparentes de polipropileno durante. 30
minutos. Se determind la latencia desde la inyeccidn al inicio
de cada componente convulsivo, asi como el tipo de convulsidn de
acuerdo a la escala de Ito y cols. (48): .
Estadio I, sin respuesta cdnvulsiva; IT, mioclonias faciales,
del cuello y de los miembros anteriores; III, Extensidn tonico-
clénica con torcedura del cuello y la porcidn anterior del cuer-—
po, y mioclonias unilaterales de los miembros anteriérés; iv, le
vantamiento del cuerpo con mioclonias continuas bilaterales,
hasta gquedar apoyado en los miembros posteriores y la cola en
"posicidn de canguro", y V, crisis convulsiva generalizada con
extensidn tonicocldnica sostenida de todo el cuerpo. Si viene
del estadio IV, pérdida del equilibrio y caida violenta hacia
atrés.

El registro se hizo entre las 12:00 y las 14:00 hrs. en todos

los casos. (Fig. 8 ).

Pinealectomia y Falsa operacidn:

Se formaron 3 grupos de 10 ratas cada uno: Pinealectomizado
(Px)-, falsamente pinealectomizado (FPx) y sin opéracién (s0).
La pinealectomia se realizd de acuerdo a la técnica descrita por
Hoffman y Reiter (43b) que consiste bisicamente en tomar la glin-
dula con unas pinzas oftalmolégicas haciendo cuidadosamente a un
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lado el seno venoso longitudinal de la duramadre. Los animales
fueron preparados previamente para la cirugia, anestesidndolos
con pentobarbital monosfédico y monté&ndolos en un aparato estereo
taxico. ‘

El trépano se hizo 1 mm. posterior a la sutura Lamda y se aspird
el exceso de sangre mediante una trampa de vacio. Solo los ani-
males a los que se les extrajo la pineal completa se incluyeron
para el an&lisis estadistico.

-

Los animales FPx siguieron la misma rutina descrita anteriormente,
con excepsidn de qgue una vez hecho el trépano se puso esponja esté
ril (Gelfoam), para contener la hemorragia y se pfocedié a satu-
rar. E1 grupo SO no sufrid ninguna manipulacién quirfirgica.
Después de 2 semanas de recuperacidn, los tres grupos se sometie
ron al modelo de abstinencia alcohdlica descrito en el inciso 2

y se evaluaron del mismo modo, con la salvedad de gque solo se hi-
zo a las 24 horas de supresidn, debido a que en los experimentos
previos no se observd ninguna modificacidn conductual a las 48
horas (Fig. 9 ) .Posteriormente, los animales Px y FPx fueron sa-
crificados para hacer un control anatdmico de la pinealectomia.

Tratamiento con Melatonina:

Cuatro grupos de rataé esﬁuvieron bajo el esquema de abstinencia
etilica mancionado anteriormente y se distribuyeron de la siguien
te manera: Melatonina crdénica (MC), el cual recibid 250 _jug de
esta indolamina al dia por via subcuté@nea (s.c¢.) a las 12:00 hrs;
Vehiculo crbnico (VC), recibid 0.15 ml de ETOH al 1% en solucidn
salina a la misma hora y por la misma via gue la melatonina; am-—
bos grupos tuvieron una n = 6 y se trataron durante los 15 dias
previos a la evaluacidn. Los grupos Melatonina aguda (MA) y Ve-—
hiculo agudo (VA), recibieron respectivamente 10 mg/kg de melato
nina o ETOH al 1% s.c. disueltos en solucidn salina fisioldgica

con un volumen final de 0.15 ml, 30 minutos antes de la inyec-
cidn de PTZ (Fig. 10 ).
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i) Paramétricas: Se utilizd la prueba de t pareada para el ana-
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Experimentos en Luz Continua:

Se formaron tres grupos de 8 ratas cada uno, el grupo Luz-Obscu
ridad (L-0), Luz constante (1,-¢) y Luz Constante mas Melatonina
(L-C + MEL), los cuales estuvieron respectivamente bajo las si-
guientes condiciones: Un ciclo Luz-Obscuridad 12:12 con inicio
del fotoperiodo a las 06:00 hrs.; Iluminacidn constante las 24
horas, e iluminaciéh constante mas la administracidn de melato-
nina por via subcutd@nea en pulsos de 100 pg, tres veces al dia
(10:00, 14:00 y 18:00 Hrs.), durante todo el experimento.

Los tres grupos se sujetaron al mismo modelo de abstinencia y
evaluacidn de los experimentos anteriores (Fig. 11).

Estadistica:

El andlisis de los datos se hizo utilizando medidas de tendencia
central y pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas.
El coeficiente de significancia se determind en las tablas de pro

babilidades correspondientes (120).

lisis de consumo de etanol durante las dos fases de intoxica-
cidn, y la prueba de't de Student para grupos independientes,
en el caso de las latencias a la presentacidn de los parime-

tros convulsivos.

ii) No paramétricas: El estadio convulsivo promedio se analizd
por prueba de U de Mann-Whitney; La incidencia de animales

(expresada en porcentaje) dque mostraron algfin par&metro deter

minado se hiz> mediante prueba exacta de Fisher.
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V RESULTADOS

La excitacidn del SNC inducida por la abstinencia alcohdlica se
hizo patente en los par@metros conductuales mencionados: La pi-
loereccidn asi como la aparicidn de WDS fueron las conductas
mé&s claras, sin embargo se presentaron en fOorma aleatoria y es-

poradica, sin mostrar ninguna correlacidn con algln tratamiento

en particular (TABLA I).

No se observd hiperactividad en forma consistente en ninguno
de los animales sometidos a los distinos tratamientos, aungque

algunos se mostraron agresivos.

El modelo de supfeSién alcohblica utlizado fue iddneo para eva-
luar los cambios provocados por la manipulacidn de la pineal,
va que la excitacidn neural que provoca permitié observar modifi
caciones conductuales en ambos_sentidos, en otras palabras, un
aumento de la actividad convulsiva o una disminucidn de la mis-

ma medida por maniobras diferentes.

Por otra parte, la ingesta forzada de ETOH utilizando una dilu-

sidn al 5% V/v (0.04 g/ml) en la fase incial, resulta en una in

toxicacidn del animal sin provocar la deshidratacidn del mismo,

reflejada en su peso corporal; después de 15 dias bajo estas

condiciones, las ratas aparentemente no resienten el aumento al

10% en la concentracidn de la solucidn alcohblica, ya gue su in
gesta de ligquido es muy similar mientras que la cantidad de ETOH
por kg de peso se incrementa significativamente (TABLA II).

Como se sefiald en el capitulo precedente fue necesaria la admi-
nistracidn de una dosis subumbral del agente convulsivo PTZ pa-
ra evidenciar, desde el puntoc de vista conductual, el efecto

que tuvo, tanto la supresidn alcohdlica como las distintas mani

pulaciones de la gl&ndula pineal.

Efecto de la Abstinencia Etilica:

La supresidn de la solucidn de etanol durante 24 Yy 48 horas pro

vocd los siguientes efectos:
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TABLA I. PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE CONDUCTAS ESTEREOTIPA-
DAS PROVOCADAS POR LA ABSTINENCIA ETILICA.

"Sacudida de perro

G r up o mojado™” (WDS) Piloereccidn
Proporcidn* % Proporcidn* %
Control (0/10) 0 (0/10) 0
sin abstinencia (0/ 8) o] (o/ 8) o]
En abstinencia (3/10) 30 (2/10) 20
Sin operacidn (1/10) 10 (1/10) 10
Fals
pife8fectomia (2/10) 20 (0/10) o
Pinealectomizado(4/10) 40 (0/10)
_Melatonina aguda (1/ 7) 14 (o7 7) -0
Vahiculo agudo (3/ 8) 37 (2/ 8) 25
Melatonina crénica (0/ 6) ' 0 (2/ 6) 33
vehiculo cr8nico (1/ 6) . 16 (1/ 6) 16
Luz-obscuridad (2/ 8) 28 » (1/ 8) 14
Luz constante (1/ 8) 12 (o/ 8) o]
Luz constante mas (0/ 8) (o] (2/ 8) 25
melatonina

Los datos se presentan agrupados de acuerdo a la ma
niobra experimental a la gque estuvieron sujetos los ani-
males. No se encontrd ninguna tendencia clara a la pre-
sentacidn de Flgﬁn componente conductual en particular.

* Se refiere al nimero de animales que presentaron la
conducta sobre el total del grupo. ‘




TABLA II. CONSUMO DE ZTANOL DURBANTE LA INGESTA FORZADA

Consumo en solucidn Ingesta neta de Consumo en soluc}én Ingesta neta‘de
Grupo n al 5% (ml/animal/dia) ETOH (g/Kg/dia) al 10% (ml/animal/dia) ETOH (g/Kg/dia)
Control 4o 45.6 + 3.6 - 44.4 + 2.8 -

Sin abstinencia 8 54.1 + 2.6 6.3 + 0.30 4728 + 2.0 9.9 + 0.49*%*%%*

En abstinencia 10 43.2 + 4.0 6.0 + 0.62 37.3 t 1.7 8.5 i 0.28%**
Sin operacién 10 39.9 '+ 2.4 5.9 + 0.42 34.7 i 1.5 7.4 i 0.32%*

pineaioceamfa 10 44.4 + .6 + 0.54 40.1 + 2.0 8.1 F 0.40%*x

Pinealectomfa 9 40.2 + 2. .4 + 0.32 32.3 + 2.8* 7.2 + 0.56%*
Melatonina aguda 7 51.5 + 4.3 5.5 + 0.43 39.2 & 2.0% 8.47 + 0.54%%x
Vehiculo agudo 8 36.7 + 3.2 5.1 + 0.49 26.1 + 1.5%%* 7.17 t 0.41%*

. -Melgtonina 6 38.0 + 2.0 5.8 + 0.23 31.2 + 2.5% 7.9 ¥ 0.60%
Vehfculo crénico 6 48.0 + 1.4 5.4 + 0.17 38.8 + 1.3%* 8.7 + 0.31%%x%
Luz-~obscuridad 8 46.3 + 6.1 + 0.29 37.0 + 1.8% 8. + 0.29%%**
Luz constante 8 36.7 + 3. 5.2 + 0.68 32.7 t 2.2 8.8 + O.35%k%x*
Duz copstante ¢ g 45.5 + 1. 5.5 + 0.19 36.1 + 1.3% 8.1 + 0.23%xxw

Los datos expresan la X + E.E. de la ingesta de la solucidn ‘etilica durante los
pPrimeros 15 dias (ETOH 5%) y los 15 dias finales (ETOH 10%); las cantidades se presentan
agrupadas de acuerdo al disefio experimental en el que éstuvieron los animales. E1l1 grupo
control (CONT) s6lo consumid agua y se presenta con fines de comparacidn. * pg 0.05;
** pL0.02; **x* pg 0,01, y **** pg 0.001, por prueba de t pareada.

[A7



i)

ii)

iii)

iv)
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Un aumento significativo en el estadio convulsivo promedio al-
canzado por el grupo en abstinencia etilica (f s E.E. = 2.4

* 0.16) en comparacidn con el contreol (1.3 * 0.15, P£0.002) ¥y
con el grupo sin abstinencia (1.5 + 0.32, P£0.02) no encontrég

dose ninguna diferencia entre los dos Gltimos grupos (Fig. 12 ).

Un incremento en el porcentaje de animales gue presentaron al-
gln parametro convulsivo, i.e. estadio II y III, en el grupo
en abstinencia al compararlo con el contreol y sin abstinencia

(Fig. 13 ).

La latencia a mioclonias o convulsiones, en los animales que
las presentaron, no se vio alterada en ninguno de los grupos

experimentales (TABLA III).

No-se encontrd diferencia alguna entre los tres grupos en cuan
to al estadio convulsivo y el porcentaje de animales que pre-—

sentaron convulsiones, después de 48 horas de abstinencia.

(Fig. 12 ).

Efecto de la Pinealectomia:

La extirpacidn de la glandula pineal 45 dias antes de la evalua-

cidn tuvo los siguientes resultados:

i)

ii)

iii)

El estadio promedio de actividad convulsiva en el grupo pinea-
lectomizado (Px) fue de 4.6, mientras gue en el que sufriéffal
sa pinealectomia (FPx) y el grupo sin operar (SO) fue de 2.2 y
2.3 respectivamente. Al comparar el primer grupo con los dos
iltimos se encontrs6 una diferencia significativa de P<0.002
por "U" de Mann Whitney (Fig. 14 ).

El porcentaje de animales que presentaron convulsiones tambié&n
fue significativamente mayor en el grupo Px (100%) en compara-
cién con el grupo FPx (20%) y el SO (40%); (Fig.l15 ).

Se encontrd una incidencia muy elevada (77%) de convulsiones
generalizadas (estadio V) en los animales pinealectomizados.
Asi mismo  se observd un alto indice de mortalidad en este gru-
po en contraste con las ratas falsamente operadas e intactas.




TABLA III. EFECTO DE LA ABSTINENCIA ETILICA SOBRE LA LATENCIA DE APARICION DE

MIOCLONIAS Y CONVULSIONES.

GRUPO MIOCLONIAS
Proporcidn* Latencia

CONTROL 3/10 1.1 + 0.24

SIN ABSTINENCIA 0/8 -

EN ABSTINENCIA 6/10 1.35 + 0.38

0/10
2/8

4/10

CONVULSIONES
Proporcidn*

3.25 +

4.66

Latencia

0.85

1.37

Los datos se muestran en X + E.E.

* Se refiere al niimero de animales que presentaron la conducta

sobre el total del grupo.
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ESTADIO CONVULSIVO

EFECTO DE LA ABSTINENCIA ETILICA SOBRE LA ACTIVIDAD
CONVULSIVA. '

[ conTrROL (n=10)
SIN ABSTINENCIA (n=8)

5
EN ABSTINENCIA (n=10)
4
3-
2 T

7]

s\\\\\\\\\\\\\“ﬂ

24 HORAS , 48 HORAS

’

Fig. 12, Efecto de la abstinencia etilica durante 24 y 48 horas
sobre la actividad convulsiva. Los datos se exprésan en X p E.E.

* P < 0.002. v.s. Control y P < 0.02 v.s. Sin Abstinencia.
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PORCENTAJE

PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE ACTIVIDAD
CONVULSIVA PROVOCADA POR LA ABSTINENCIA
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Fig. 13 . Efecto de la abstinencia etilica sobre el porcentaije

de incidencia de mioclonias y convulsiones.

* P < 0.025 v.s. los grupos Sin Abstinencia y Control.
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ESTADIO CONVULSIVO

a7

EFECTO DE LA PINEALECTOMIA SOBRE LA ACTIVIDAD CONVUSIVA
DURANTE LA ABSTINENCIA ETILICA.

] so (n=10)

5 FPx (n=10) -
Px (n=9)

4.—

3-:

Fig. 14 Efecto de la pinealéctomia sobre la actividad
convulsiva durante la abstinencia etilica.

Los datos se expresan en X ¥ E.E.

* P< 0.002 con respecto al grupo Sin Operacidn (S0) y

el grupo Falsamente Pinealectomizado (FPx) ;




48

EFECTO DE LA PINEALECTOMIA SOBRE EL PORCENTAJE DE
INCIDENCIA DE CONVULSIONES DURANTE LA ABSTINENCIA

ETILICA.
] ParciALES - |
GENERALIZAS ' ' : .
%k
100+
{(9)
w 75+ \QS
- \
& \
w . i
© 50 \
by \
25- \
(n=10) (10) §
- =< NNNNN §\\
SO FPx Px

Fig. 15. Efecto de la pinealectomia sobre el porcentaje.de
incidencia de convulsiones parciales (estadio III) y generaliza-
das (estadio V ) durante la abstinencia etilica.

* P ¢ 0.005, v.s. los grupos Falsa Pinealectamia (FPx) .

y sin operar (SO).
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EFECTO DE LA PINEALECTOMIA SOBRE EL PORCENTAJE DE

INCIDENCIA DE CONVUL SIONES GENERALIZADAS ¥ MORTALIDAD.

] CONVULSIONES GENERALIZADAS
MORTALIDAD

100-
(9)
754 " %
N
N \
50+ §§§§§§ ‘§
N
25- §\
. §\
(n=10) ' (10) §§
S S N I S NN §\§
SO FPx Px

Fig. 11¢. Efecto de la pinealectomia sobre el iIndice de convulsiones
generalizados y mortalidad .durante la abstinencia etilica.

* p £0.005, en comparacidn con los grupos Falsa Pinealectomia (FPx)
&

y Sin Operacidn (S0).
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Estas diferencias alcanzaron una significancia de P< 0.005 en
el porcéntaje de convulsiones y en el indice de mortalidad,
las cuales se muestran en la figura 16 .

iv) Finalmente, hubo una reduccibén en la latencia a la presenta-

cidn de convulsiones.en el grupo pinealectdmizado en relacidn
a los otros dos (Fig. 17-). .

El control anatdmico de la cirugia reveld que uno de los animales

al que se le practicd la pinealectomia, atin tenia parte de.la glén
dula, por lo cual fue eliminado. Por otro lado, se observd la pi-
neal intacta en todas las ratas con falsa operacidn.

Efecto del Tratamiento con Melatonina:

El incremento de los niveles de melatonina circulante mediado por
la administracidn exbgena de esta hormona, tanto en forma aguda -
como crdnica, no tuvo efecto alguno en cuanto al porcentajé de ani
males que presentaron convulsiones ni sobre el estadio convulsivo
promedio. Sin embargo, la latencia al inicio de las convulsiones
fue mayor en las ratas que recibieron melatonina en forma aguda.

" En todos los casos se compararon los grupos tratados con melatoni

‘na contra el vehiculo respectivo (TABLA IV).

Por otro lado, se ha reportado que ia melatonina altera los patro
nes de ingesta de etanol en la rata  ( 36 ,100 , 113 ) provocando

un incremento de la misma; no obstante, no se encontrd ninguna 4i
ferencia en el consumo de la solucidn entre los animales inyecta-
dos con la indolamina o el wvehiculo crénicamente. (TABLA II, Fig.18).

Efecto de la Luz Continua:

Al comparar los grupos que estuvieron bajo condiciones de luz-obs-— .
curidad, luz continua y luz continua mas melatonina, no se observd

ninguna diferencia en el promedio del estadio convulsivo alcanzado




MINUTOS

EFECTO DE LA PINEALUECTOMIA SOBRE LA LATENCIA A
LA APARICION DE CONVULSIONES DURANTE LA ABSTINENCIA

.. [] so(n=4)
5+ Y Fex(n=3)
B Px (n=9)
4 i T '
.
2 § :
il

aparicidn de convulsiones durante la abstinencia etilica.
Los datos se expresan en X * E.E.
* P<£ 0.005 con respecto a los grupos Falsamente Pinealectomizado (FPX).

y Sin Operacidn (SO).
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: TABLA IV. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA
: DURANTE LA ABSTINENCIA ETILICA.

G r up o n Estadio Convuléivo Incidencia (%) Latencia a )

’ Promedio M CcP c G Convulsiones (min.)
Melatonina Aguda 8 2.4 + 0.29 28 57 0 . 5.48 + 0.39%*
vehiculo Agudo 7 2.5 + 0.18 50 50 0 3.81 # 0.55
Melatonina Crdnica 6 2.3 + 0.33 33 50 0 3.55 + 0.70
+ 0.44 50 33 16 4.3 + 0.48

vehiculo Crdnico’ 6 . 2.8

Los datos se muestran en X & E.E. El an@lisis se hizo entre los grupos trata
dos con melatonina contra sus respectivos vehiculos. Las iniciales M, CP y C G

significan Mioclonias, Convulsiones Parciales y Convulsiones Generalizadas, respegc .

tivamente.

* p<«< 0.02 por prueba de t pareada.

Zs



ESTADIO CONVULSIVO

‘EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA
DURANTE LA ABSTINENCIA ETILICA.

3 va (n=8)
MA. (n=7)
vC (n=6)
B3 Mc  (n=6)

M\

Fig. 718 .. Efecto de la administracidn de melatonina en forma aguda
y crénicé sob;:e la actividad convulsiva durante la abétinencia
etilica. Los datos se expresan en X * E.E. Vehiculo Agudo (VA)
v.s. Melatonina Aguda (MA), P = ns; Vehiculo Crdnico (VC) v.s.

«S.

<]

Melatonina Crdnica (MC), P =
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por cada uno, ni en el porcentaje de incidencia de convulsio-
nes (TABLA V).

La latencia a la presentacidn de crisis convulsivas parciales
fue considerablemente mas larga en los animales gue recibie--—
ron melatonina, pero la incidencia de los mismos fue tan baja

que no llegd a ser significativa (TABLA V).

o




TABLA 'V. EFECTO DE- LA TLUMINACION CONTINUA SOBRE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA DURANTE

"LA ABSTINENCIA ETILICA.

Estadio Incidencia Latencia a
GRUPO n convulsivo de convulsiones convulsiones
(% (min)
L ~0 8 2.4 + 0.2 43 3.65 + 0.4
LC 7 2.1 + 0.2 25 - 3.45 + 0.28
LC + M 8 2.0 + 0.3 25 5.7 + 0.44

Los datos se expresan én X + E.E. No se encontraron diferencias significativas
al comparar el grupo que permanecid bajo condiciones de luz—obscuridad (L-0)
con los grupos en luz continua (LC) y luz continua mas melatonina (LC + M)

55
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VI DISCUSION

i) Abstinencia etilica

L.a supresidn de etanol durante 24 horas resultd en un
claro descenso en el umbral convulsivo; sin embargo no llegd a ser
tan severa como para provocar crisis espontédneas o un estado convul
sivo mé@ximo despué&s de la estimulacidn con PTZ. No se encontrd tal
efecto en los animales forzados a beber etanol, pero gue no fueraen

suprimidos, los cuales se comportaron de manera similar al control.

Estos hallazgos confirman que la ingesta‘prolbngada de
alcohol no facilita la presentacidn de convulsiones sino por el
contrario, que es la supresidn del mismo, como se ha reportado am-
"pliamente. Cabe resaltar el hecho de que en la mayor parte de 165
trabajos conductuales se utilizan esquemas de alcoholismo mucho méas
agudos que afectan una variedad de par@metros ademés de la excitabi-
lidad del SNC durante la abstinencia (34,46 ). En el presente estu
dio se usd un modelo de intoxicacidn alcohdlica similar a aquellos -
que provocan alteraciones bioguimicas a nivel central sin afectar
mayormente otros &rganos como el higado (66,70); por tal motivo, es
te método podria tener gran utilidad en estudios posteriores tendien
tes a explorar los mecanismos subyacentes a la hiperactividad provo

cada por la supresidn etilica.

Por otro lado, la abstinencia no provocé ningun cambio
apreciable después de 48 horas. Esto ihdica que bajo nuestras con-
diciones el sindrome de supresidn se manifiesta durante el primer
dia, a diferencia de lo que se ha reportado en los estudios clinicos
(15 ), donde aumenta en severidad a las 48 e incluso a las 72 horas.
No obstante, se han reportado resultados similares al nuestro en o-
tras especies (35;39 ). Al parecer la mapnifestacidén conductual del
sindrome guarda una estrecha relacidén con la concentracidn de etanol
en sangre, ya que se tienen datos de que el alcohol circulante se .
metaboliza en las primeras 30 horas después de retirado, coincidien-
do temporalmente con la fase aguda de la abstinencia.




El efecto de la pinealectomia fue el resultado m&s claro
en este trabajo, observandose consistentemente un aumento de la acti-
vidad convulsiva, tanto en los par@metros de incidencia como de inten-
sidad.

Dicha elevacidn en el estadio convulsivo, el ?orcentaje
de crisis generalizadas y muerte a causa de é&stas, asi como el acor-
tamiento en la latencia a su aparicibn, no se presentaron en el gru-
po falsamente pinealectomizado, el cual se comportd igual al control
indicando gque las alteraciones antedichas no se debieron al trauma
gquirfrgico, sino precisamente a la eliminacidn de la pineal, en con-
traste con otras publicaciones (101). Esta disminucién dram@tica del
umbral convulsivo coincide con numerosos reportes previos de la litera
tura (110,1) y sugiere gue la presencia de esta estructura es necesa-
‘ria para mantener cierto control en la exdtacidn a nivel central, so-
bre todo en estados de hiperactividad neural.

Sin embargo, la mayor parte de los estudios en este.senti'
do refieren que las alteraciones que induce la pinealectomia son pasa
Jjeras y se suscitanen un periodo agudo de unos cuantos dias, posterior
al cual ‘se revierten; no se sabe como sucede tal reversidn, aunque po-
dria especularse que estuviera asociada a un cambio en ciertos neuro-
transmisores de naturaleza indolaminica (124). Los datos presentados
en este trabajo difieren de la observacidn anterior, ya que los anima-
les tuvieron al menos un mes y medio de. recuperacidn antes de evaluar
la abstinencia. Dicho resultado podria sugerir que, aungue las modifi
caciones més aparentes surgen en forma aguda, la pérdida'de la pineal
provoca un desequilibrio permanente en el’éeiébrd, que se hace més evi
dente durante estados de hiperexcitabilidad cerebral generalizada.

El mecanismo celuldar subyacente a la actividéd convulsiva
provocada por la pinealectomia permanece obscuro; no obstante, se han
hecho algunas aproximaciones en este sentido. Usando un modelo de con
vulsiones desencadenadas por la paratiroidectomia seguida de la pinea-
lectomia, Reiter y cols. (101,102 propusieron gue la hipocalcemia provo
cada por la eliminacidén de la gladndula paratiroides podria contribuir
a la aparicidn de convulsiones, pero desafortunadamente las inwyeccio-

nes de grandes cantidades de lactato de calcio no previnieron la inci-
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dencia de las crisis (101). Cabe resaltar que el reemplazo de algu-
nas sustancias de la pineal tales como la melatonina; $- carbolina, tau
rina e incluso extractos de é&sta gléndula no tuvieron ninguna influen-
cia anticonvulsiva tantQ. en ratas (g3 ) como en gerbos (92 ). Estos
datos tomados en conjunto sustentan la hipétesis de que es indispensa-—
ble la integridad de dicha estructura epitalé@mica para mantener su fun

cibdn estabilizadora sobre el SNC.

Por otro lado, Quey mostrd que la pinealectomia disminuye
la capacidad de mantener los niveles de potasio en el cerebro de la ra
ta (94 ). Este hallazgo podria tener relevancia en la interpretacidn
de nuestros resultados, ya gue él potasio juega un papel prominente en
el mantenimiento de la excitabilidad de la membrana neuronal; asi, es
posible que los cambios en el potasio cerebral causados por la pinea-
lectomia contibuyeran a la generacidén de convulsiones durante el esta-

do de abstinencia

Una explicacidn adicional podria ser la siguiente: se sa-
be que al extirpar la pineal disminuye la disponibilidad de norepine-
frina en varias regiones del cerebro (124, lo cual aumenta la respues—‘
ta convulsiva bajo ciertas.condicionés de activacidn neural como el

estrés (123 y posiblemente la abstinencia.

Finalmente, algunas drogas antiepilépticas ampliamente uti
lizadas en la experimentacién y la clinica tienen distintos efectos so
bre la actividad convulsiva inducida por la pinealectomia; por ejemplo
la difenilhidantoina es ineficaz para controlarla, mientras que el
clordiazepoxido y-.el diazepam son capaces de hacerlo (101), probable-
mente g través de un mecanismo que involucra a las aminas cerebrales
(31,118)- Estos mismos f&armacos inhiben las convulsiones asociados a
la supresidn etilica en varias especies (38'), lo cual pudiera sugerir
que el sinergismo en la intensidad de las crisis que provoca la pinea-
lectomia durante la abstinencia, tiene un mecanismoe aminérgico comfn.
Ademés, si consideramos gque en este estudio, el estimulo que precipita
la conducta convulsiva es la aplicacifén de una dosis subumbral de'PTZ,
la hipdtesis mencionada se ve fortalecida, va que, aungue no se cono-
ce con certeza el mecanismo de accidn de esta droga, se ha reportado

que tanto la dopamina y la norepinefrina como la serotonina suprimen
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el desarollo de crisis inducidas pox su administracidn (28,65,144),en
tanto que la deplecidn de norepinefrina y los niveles bajos de seroto-
nina incrementan la duracidn e intensidad de las mismas (55,73 ).

En vista de que la pineal no establece innervaciones con
ninguna estructura gque pudiera estar involucrada en la generacidn de
crisis durante la abstinencia ( 87), es obvio suponer que el descenso
en el umbral convulsivo se debe a la falta de su influencia humoral en
la homeostasis del cerebro. Empero, esta manipulacidn no permite sa-
ber si es la carencia de melatonina el factor responsable de dicho de

cremento, o si se trata de otras sustancias neuroactivas tambi&n secre
tadas por esta glandula.

En lo referente a la administracidn de melatonina, no se
obsexrvd ninguna modificacidn de los parémetros conductuales, excepto
un moderado retardo en la latencia a la presentacién de crisis con la
inyeccidn aguda. '

Aparentemente, la melatonina aplicada en estas dosis tanto
en forma crdnica como aguda carece de efecto anticonvulsivo, aungque se
observa una tendencia‘a mostrar cierta accién sedante (ver figuraqg).
Estos resultados contrastan con la hip&tesis plantéeada, sin embargo,
no son sorprendentes, ya dque la hormona ha probado su eficacia antiepi
léptica soloutilizando dosis farmacoldgicas, las cuales en algunos ca-
sos exceden los niveles end6genos hasta en tres &rdenes de magnitud;
asamismo , los modelos en los que la melatonina tiene actividad depre-
sora sobre el SNC son de tipo fiSiolégico, es decir, no invulucran la
administracidn de ninguna otra droga, por lo que la actividad neuronal
se encuentra en niveles basales (24,;08).

Para el caso del tratamiento crénico, pudiera ser que las
modificaciones provocadas por esta indolamina, tanto en los niveles de
neurotransmisores principalmente GABA y serotonina (3,4 ), como en la
sensibilidad de receptores, no haya sido suficiente para observar al-
gn resultado conductual.

También cabe la posibilidad de que los efectos inespecifi-
cos que provoca el etanol interfieran con la melatonina, en vista
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el desarollo de crisis inducidas por su administracidn (28,65,144Len
tanto gue la deplecidn de norepinefrina y los mniveles bajos de seroto-

nina incrementan la duyracidn e intensidad de las mismas (55,73 ).

En vista de gque la pineal no establece innervaciones con
ninguna estructura que pudiera estar involucrada en la generacidn de
crisis durante la abstinencia ( 87), es obvio suponer que el descenso
en el umbral convulsivo se debe a la falta de su influencia humoral en
la homeostasis del cerebro. Empero, esta manipulacidén no permite sa-
ber si es la carencia de melatonina €l factor responsable de dicho de
cremento, o0 si se trata de otras sustancias neurocactivas también secre
tadas por esta glandula. 4

En lo referente a la administracién de melatonina, no se
observd ninguna modificacidn de los par&metros conductuales, excepto
un moderado retardo en la latencia a la presentacibn de crisis con la

inyeccidn aguda.

Aparentemente, la melatonina aplicada en estas dosis tanto
en forma crdnica como aguda carece de efecto anticonvulsivo, aungue se
observa una tendencia'a mostrar cierta accidn sedante (ver figurai18).
Estos resultados contrastan con la hip&tesis plantéada, sin embargo,
no son sorprendentes, ya que la hormona ha probado su eficacia antiepi
léptica soloutilizando dosis farmacolégicas;'ias cuales en algunos ca-
sos exceden los niveles endSgenos hasta en tres Srdenes de magnitud;
asimismo , los modelos en los gue la melatonina tiene actividad depre-—
sora sobre el SNC son de tipo fisiolégico, es décir, no invulucran la
administraci®n de ninguna otra droga, por lo gque la actividad neuronal

se encuentra en niveles basales (24,;08).

Para el caso del tratamiento cxrénico, pudiera ser que las
modificaciones provocadas por esta indolamina, tanto en los niveles de
neurotransmisores principalmente GABA y serotonina (3,4 ), como en la
sensibilidad de receptores, no haya sido suficiente para observar al-

g@n resultado conductual.

Tambi&n cabe la posibilidad de que los efectos inespecifi-

cos que provoca el etanol interfieran con la melatonina, en vista
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»

de que la fase m&s aguda de intoxicacibn alcohblica fue simultinea
a la administracién de la hormona. Este inconveniente se considerd
en el diseho del experimento, sin embargo, no hubo forma de salvar-

lo, constituyendo una de las limitaciones del presente trabajo.

En el caso del tratamiento agudo, se us6 una cantidad de
melatonina (10 mg/kg) que supera sus niveles endSgenos, pero se en~
cuentra dentro de la dosis férmacolégica més pegquefias que se han uti
lizado. Cabe senalar que la aplicaéién se hizo por via intraperito
neal, lo gque provoca éue una gran cantidad de la hormona se metabolj .

ce rapidamente en el higado. (61) .

) En este esquema se observé el finico resultado significati
vo, gque consistid en la prolongacién de”la latencia a convulsiones.
Este par@metro resultd muy constante a lo largo del experimento, aun-
que es dificil de interpretar; en varios articulos se hampropueSto

que tiene un significado inhibitorio (21).

En suma, el efecto practicamente nulo de esta maniobra se
explica principalmente por el rango de dosis que se administré; dichas
dosis nunca se habian utilizado en esquemas de convulsiones inducidas.
En segundo'térmiho, se puede egpecular con respecto al "enmascaramien-
to® del efecto de la - indolamina debido a la ingesta de etanol. Final-

mente, cabe la posibilidad de que él modelo de abstinencia no sea 1lo

suficientemente sensible para valorar los cambios gue tienen lugar des

pués del tratamiento con esta hormona, gue conforme a lo reportado,
son relativamente sutiles ( 2 ).

La pérdida de la capacidad para sintetizar melatonina gque
causa la luz constante no resultd en ninguno de los efectos observados
por la pinealectomia; estos hallazgos indican que la deplesién de me-
latonina por si misma no provoca‘ningﬁn efecto consistente en el umbral
convulsivo, en contraste con lo reportado por Fariello y cols. en 1977,
quienes encontraron anormalidades eéileptiformes después de inyectar
un anticuerpo contra esta hormona (30). Dicha diferencia Podria debex
se al distinto abordaje metodoldgico empleado en este trabajo. No obs

.
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tante, nuestros resultados son congruentes con muchas otras publi-
caciones qgue demuestran la incapacidad de la melatonina para rever

tir el efecto de la pinealectomia sobre la actividad = epiléptica.

Una manera de explicar esta falta de efecto es que se
haya dado un mecanismo compensatorio que en fGltima instancia condu -
jera al mantenimiento de la actividad eléctrica cerebral en niveles
normales, aunque no exista evidencia directa de este hecho. Por
otro lado, es natural suponer gue no solo la produccidn de melato-:
nina se ve alterada por esta maniobra. Muchas otras funciones fi-
siolbégicas y endbcrinas describen un patrdn circadiano en su préseglh
tacidn, e igualmente se modifican por ‘la carencia de un factor ex-
terno que acople dicho ritmo, en este caso el ciclo luz-oscuridad.

De ellos se puede citar el ritmo de susceptibilidad a convulsiones
inducidas de diversas formas incluso por PTZ, el cual depende de la
luz (117), también se ha descrito un circadio en la gscilacidn de los
niveles de varios neurotransmisores aminérgicos y peptidicos que pu
dieran ser relevantes en el control de la excitacidn nerviosa (62,118).

Por fGltimo, en vista de que no se encontrd ningun cam-
bio sustancial por efecto de la luz constante, es dificil interpre-
tar el incremento en la latencia convulsiva observado después del
tratamiento crdnico con melatonina, gue aungue no fué”significativo,r
pudiera indicar que la aplicacidn de la hormona en pulsos espaciados
a lo'largo del dia tiene mayor influencia que la inyeccibn indivi-
dual diaria. ) ’ ' .

~

Puntualizando los resultados mas relevantes de este es-—
tudio podemos decir que:

-~ La supresibn etilica facilita la actividad convulsiva inducida
por la aplicacidn subumbral de PTZ.

~ La pinealectomia provoca un dramitico descenso del umbral con-

vulsivo durante la abstinencia etilica. .

- El tratamiento con melatonina tanto en forma crdénica como aguda
no previenen la aparicién de conductas convulsivas provocadas
por la abstinencia de etanol. '
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- La luz continua no tiene la misma influencia que la ablaciébn de

la glandula pineal sobre la presentacidn de crisis.

En resumen, los resultados reportados en esta tesis
concuerdan con la idea general que se tiene en torno a la influencia

inhibitoria de la gl&dndula pineal sobre el estado de excitacidén en el

SNC.
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