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PROLOGO

Dentro del campo de las ciencias naturales el Sis-
tema Nervioso Central (SNC) de los mamiferoc y en espe

cial el del hombre, es una de las barreras a nuestro

conocimiento, la cual se ha mantenido a pesar del impre

sionante desarrollo tecnoldSgico y conceptual de las G1

timas d&cadas. El desarrollo tecnolSgico nos ha permi-

tido elaborar diagramas m3s © menos complejos de la ox
ganizacidn cerebral e identificar en algunos casos, los

sistemas que participan en el funcionamiento de estos

circuitos.

De manera semejante, los conceptos generados por -—
la neurocendocrinologfa han modificado no s6lo el concep
impul

to clisico de la glindula endScrina sino tambié&n
sado el desarrollo del conocimiento de la interrelacidn

entre el SNC y el EndScrino para mantener la homeosta

sis del organismo y de fenSmenos tan integrados como es
sexual, suefio, etc.)

la conducta {(motora,
el estudio de la fi-

Debido a estos conocimientos,
siologfa de la gl&ndula pineal ha adgquirido gran inte-—
r&s ya que este Srgano de secresifn interna pféduce hox
cuya estructura gqufimica, si-

monas como la melatonina,
hacen

milar a la de neurotransmisores como serotonina,
suponer una participacifn en la modulacidn de la acti-

vidad del SNC. Los efectos observados despu&s de la ad



ministracifn de esta hormona (induccidn de suefio, eufo
ria, etc) refuerzan la hip6tesis de que el cerebro es
el Srgano blanco de las hormonas pineales.

Las implicaciones que tiene esta posible actividad
de modulacifn sobre el SNC aunadas a la reciente des——

cripcitn de los efectos terap&uticos de la melatonina

en padecimientos neurcldgicos cuya fisiopatologfa se

ha relacionado con disfuncitn del metabolismo de las

1]

minas biog&nicas gque son probables neurotransmisoxes -—
(ej: epilepsia, parkinson) condujeron a estudiar los -
mecansimos gue operan en los caminos metab&licos influen

ciados por la melatonina.



OBJETIVOS

Afin cuando existe evidencia de gue la melatoni

na modifica la funcifn cerebral, su mecanismo de ac

cifn permanece pricticamente desconocido. Es posible

gque la melatonina exSgena aumente el contenido de

neurotransmisores (serotonina y &cido gamma amino bu

tfrico —-GABA-) (71,72) y probablemente modifigque o-

tros procesos metab8licos particularmente en mesencég

falo e hipotilamo. Sin embargo un cambio en los nive

les de un neurotransmisor no implica necesariamente

una alteracifn de la funcifn. Se puede obtener mayor

informacifn sobre la importancia de estos cambios si

se estudian los factores gue influyen en su biosinte

sis, recambio y catabolismo.
El propSsito del trabajo experimental presenta-—

do en esta tesis estd encaminado a estudiar con mas
detalle las modificaciones gque en la biosintesis y
en la degradacifn de la serotonina cerebral se pre-—
sentan despufs de la administracitn de melatonina,

asfi tambifn como analizar si estos cambios son cau-

sados por factores comunes gque afectan la biosinte—

sis de otros neurotransmisores como es el GABA.

El GABA se forma a partir de &cido glutimico

por medico de la descarboxilasa respectiva. La sexroto
nina es sintetizada a partir de triptofano por la -

triptofano hidroxilasa formando 5 hidroxi triptofano



el cual se descarboxila por la descarboxilasa de los

L—~aminofcidos aromiticos formando la serotonina (fig ¥
4) . Mmbas descarboxilasas usan como cofactor el fos-—
fato de piridoxal, el cual es sintetizado a partir

del piridoxal por la kinasa del piridoxal. Debido a ‘

13
gue esta Gltima enzima se encuentra activada bajo el ;

rfecto de melatonina (75) es posible gque los niveles

de fosfato de piridoxal disponibles para las descaxr-—

boxilasas se encuentren aumentados. Por lo tanto, se

estudisb el efecto de la administracitn de melatonina
sobre la actividad de estas enzimas.

Por otro lado, la actividad de la triptofano hi

droxilasa es muy baja en cerebro, por lo gue se ha ?
postulado como la enzima reguladora en la biosintesis i
de serotonina. Sin embargo, la afinidad gue tiene por
su sustrato es may baja ¥ los niveles de triptofano

en cerxrebro son inferiores a su Km (99). Esto ha suge-—

rido gue la velocidad de sintesis de serotonii:a depen

de de los niveles de triptofano presentes en la neuro
na (99). De acuerdo con estos datos y para investigar
si los aumentos en los niveles de serotonina cbserva-—

dos eran debido a un aumento en la concentracibtn de -

triptofano en cerxebro, &sta se midi6 después de la ad

ministraciftn de melatonina. Se determinaron también

los niveles de serotonina y de dcido 5 hidroxi indol

ac&tico, gue es su principal producto de degradacibn

(100), en los animales tratados con melatonina.



INTRODUCCION

Se tiene conocimiento de la pineal desde hace m&Es
de 2000 afics, sin embargo el concepto actual de este &

gano ha sido elaborado con la investigaciSn realizada en

los filtimos diliez afios.
1. En la literatura hind se consideraba a la pineal co-

mo un Srgano de clarividencia y meditacibn que permitirfa

hombre recordar sus wvidas pasadas.

al
Para Hexr&filo de Alejandria (325-280 A.C.) la gla&ndu-—

2.
pPineal funcionarfa como un esfinter destinado a contro

la
regulando la cantidad de

lar el "flujo del pensamiento”,

sustancia gue pasa del tercer al cuarto ventriculo.
le restS importancia con

H
3
7

3. Galeno de P&rgamo (130~200),
siderdandola tinicamente cSmo una gl&ndula linfitica.
(1596—-1650) considers gque la pineal e-

4. Ren& Descartes
ra el "asiento del alma" donde estarfan localizados la i

maginacifn y el sentido comGn: los ojos percibirian los

acontecimientos del mundo real y transmitirfan la imdgen H

a la glandula, esta responderla mediante humores gque pa— i

sarfan por los nexrvios a .los misculos gque originan la -
i

respuesta apropiada (1).
‘5. A fines del siglec pasado Heubner

i

(2) describi& que ni f
nos con tumores de la glandula presentaban pubertad pre-— §
;
1

coz.



6. En 1958 Lernex (3) aisld y caracteriz6 de la pineal

‘de bovinos un compuesto que denomind melatonina. La me
latonina se identific8t come la N~acetil 5 metoxi trip-—
tamina. Su estructiura quimica, su actividad biolSgica
¥ el hecho de auze en los mamiferos, la glandula pineal
es el fGnjco Sxganc gque la produce, propicisb6 el inter&s
de esta drea describifndose en la Gltima d&cada, los me

canismos que controlan su biosintesis, su relacifbn con

el fotoperiodo y mé&s recientemente su participaciftn en
la modulaci®n del SNC.

Durante muchos afios se sostuvo que la pineal en los
mamf feros era un Srgano vestigiai. En los vertebrados
inferiores la pineal esti representada por una estruc—
tura compleja (parafisis, Srgano parapineal, pineal) (
4) cuya funcibn se fu€ perdiendo progresivamente al as
cender en la escala filogenética. Esta teorfa se basd
en tres observaciones:

1. En la mayoria de los vertebrados inferiores la es-—

tructura de la pineal es semejante a la de las cé&lulas
de la retina y en algunas especies es posible observar
impulsos nerviosos originados por la exposicibn de es
te 6rganc a diferentes longitudes de onda. La informa-
cifn luminosa viaja al cerebro donde se supone integra
la informacibn acerca de la cantidad de caloxr y luz re

cibida por el animal ( 4,8 ).




2. En contraste con la estructura de los vertebhrados
la pineal de los mamiferos carece de com—

inferiores,
Aun wms8s,

ponentes gque puedan ser sensibles a la lu=z.

la extirpacifn de la glindula no se acompafia de efec-—
tos deletereos en el organismo del animal (5).

3. La pineal del humano como la de la mayoria de los

mamfferos sufre un procesco de calcificacifn con la e
dad (6). Este hecho es l&8gicamente asociado con pro-—

cesos de destruccidn y muerte celular (7).
Atin cuando estas observaciones son corrxrectas, la

informacifn obtenida en los filtimos afios ha proporclio

nado una interpretacibn muy diferente.

FILOGENIA DE LA GLANDULA PINEAL.

A lo largo de la escala filogen&tica, la pineal
muestra cambios radicales tanto en sus relaciones ana
t6micas come en su estructura microscSpica. En los -

vertebrados inferiores es un Srgano colocado superfi-

cialmente en la parte dorsal del crineo y su estruc—

tura es la de un fotoreceptor (8). En los mamfferos
por el contrario, la pineal estd situada profundamen—

te en el cerebro y su estructura es glandular (fig 1)

(9).
"Grg_a_

En los peces y en los anfibios parte de los




nos pineales" se han atrofiado, y la pineal muestra una

estructura muy similar a la de la retina de los mamife

ros, En estas especies se pueden distinguir tres tipos

de c€lulas: las c&lulas fotoreceptoras de tipo ciliado,
elementos de soporte y terminaciones nerviosas gque lle

van informacidn del fotoreceptor al cerebro (10).

La actividad fotoreceptora de la pineal en los an-—
fibios fuf& sugerida hace ya 60 afos por los anatomis-—
tas suecos al notar la semejanza de las c&lulas de esta
gldndula con la de los conos de la retina. De aqui paxr

+ti6 la especulacifn de que la pineal de la rana fun-—

ciona como un "tercer ojo" (1,4).

Recientemente, Dodt demostrd gue la frecuencia del

impulso nerxrvioso en los nervios pineales varfa con la
longitud de onda a la que es expuesto el animal (12).
La pineal de los reptiles muestra un aumento en el

nmero de c€lulas secretoras y disminucibn de c&lulas
nerviosas que afin son capaces de respondex directamen—
te a estfmulos luminosos (13).

En los mamfiferos la mayor parte de la pineal esta
constitufda por c&€lulas llamadas pinealocitos y en me-—
nor proporcifn por c&lulas ependimarias y gliales. Los
pinealocitos se encuentran agrupados formando masas s8
lidas separadas entre si por el tejido conectivo gque

penetra junto con los vasos y las separa en lGbulos.



Esta disposicibn es més clara en los individuos viejos.
Las arterias se encuentran s6lo en la periferia y no se
acompafian por la correspondiente vena, las gue se en——

cuentran distribufdas en toda la glindula (14) -
ESTRUCTURA DE LA GLANDULA PINEAL.

La pineal se origina como una invaginacitn del ec—
todermo en la parte posterior del techo del tercer ven
trficulo, justo arriba de la comisura posterior. Las cé&
lulas proliferan ripidamente para formar una estructu
ra s6lida y alrededor del sexto mes de la vida intrau—
terina se diferencfan en pinealocitos (25).

En el adulto, la pineal forma parte del epitiSlamo;
est’d unida al techo del tercer ventriculo por el tallo
pineal que se continua con la comisura posterior y con
la comisura habenular; parte del tercer ventriculo se
prolcnga dentro de ella formando el receso pineal. Tie
ne forma ovalada de color gris, mide de 5 a 9 mm de -
largo por 3 a 6 mm de ancho y 3.5 mm de espesor. Su pe
so oscila entre 100 y 200 mg. Est8 rodeada casi en su
totalidad por la piamadre de donde recibe vasos sangul
neos, nervios sin mielina (uno o dos nervios coronaxi)
y tejido conectivo gque penetra profundamente en 21 pa-_

renguima (4,25) .



Gidndula Pineal

Cerebelo

Protuberancia Anuior
(Puente de Barolio)

N Bulbo raquideo

Gldndulo Pineal

cerebelo
cuerpo

calloso

Fig. 1. Planos sagital y frontal del cerebro mostrando la locali-
zacl8n anatfbmica de la Gl&ndula Pineal (107).

- 10 ~
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MicroscSpicamente los pinealocitos de la periferia

de la glindula son de forma redonda y ovalados en el -
centre de la gldndula (15). El citoplasma contiene abun

"grinulos de secresidfn" y muestra prolongaciones

dantes
en forma de bastbn gque terminan cerca de los capilares.
El nticleo ¥y el nucleolo son muy grandes. Al microsco-—
pio electrbniceo las mitocondrias contienen grdnulos os
nmofflicos de 0.6 a 1.0 mu, probablemente de naturalez=a
lipoprot&ica. El citoplasma es rico en serotonina, &8ci
(16). El1 con

do 5 hidroxi indol ac&tico y noradrenalina
tenido y la distribucidn de los lipidos vaxia con el fo
toperfodo ¥y con el ciclo estral (17).

El tejido neurolSgico de la pineal esti formado pox

astrocitos distribufdos entre los 18bulos o dentro de

al microscopio electrfnico muestran filamentos

ellos,
de 80 a 90 AR‘de difsmetro con procesos palidos y escasas

mitocondrias.

El estroma estid8 formado por linfocitos, c&lulas -
plasmiticas, macr&fagos, c&lulas cebadas, fibroblastos,
fibrocitos y melancocitos. En estas filtimas se acumulan

los pigmentos gue ocasionalmente se ven en la glandula
(18).

La situacibn anatSmica de la pineal hizo pensar du
rante mucho tiempo gue la inervacibn estaba dada por

las fibras nerviosas provenientes del cerebro; en efeg

- 31 -



Fig.2.

it
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mmu‘ﬂ‘mh“m

!
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G.C.S.

Inervacitn autdnoma de la Glandula Pineal de la rata.
Fibras del ganglio cerxrvical superior (GCS) ascienden
a lo largo del tentorium cerebelli (TC) para perfo-
rar la porcifn posterior de la pineal.
pifisial {T.E.) Se muestra conteniendo una fibra co-

El tracto e-—
misural aberrante gque se origina en el epit&lamo y
regresa a esta regi6n sin hacer sinapsis.
sura habenular;

H.C. comi-
C.P. comisura posterior; C.S. confluen
cia de los senos; 0.S. Srgano subcomisural:;
transverso; VMC vena cerebri magna;
cefilica mwmedianaj;
sagital superior.

sS.T. seno
VPM vena prosen—
VSI vena sagital inferior:
(4) .

VSS vena

- 12




to, algunas fibras nerviosas provenientes del epit&lamo
entran a la gl&ndula por el tallo pineal (tracto epita

lamoepifisiario) (19). Sin embargo, estas fibras ya en

el parenguima cruzan la 1Tfnea media 6 giran en 180 gra

dos para regresar al cerebro (20). Es probable gue las

la glindula durante el proceso

(20) .

fibras hayan penetrado a
de invaginacifn y por lo tanto son aberrantes
La inervacisfn de la pineal es autfSnoma y en su ma-

yor parte simp&tica (21); esti dada por las fibras post

sindpticas gue se originan en el ganglio cervical supe

rior homolateral. Las fibras penetran a la gl&ndula a

través del nervio coronari y terminan directamente en
La norepinefrina es el neurotrans

(23) .

el pinealocito (22).
misor postulado en estas terminaciones

En el hombre y en algunos primates, fikbras parasim
pa&ticas provenientes del nervio petroso superior pene-—
tran tambi&n a la pineal y establecen conexidn con neu

ronas intraglanduvlares. La seccifn de las fibras para-—
simpaticas es seguida de degeneracifn transneural de

los pinealocitos (24).

I.A PINEAL COMO UN TRANSDUCTOR NEUROENDOCRINO

Se considera a la pineal como un "transductor neu-—

roendScrino ya gque convierte una entrads nerviosa a una

- 13—
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e iR .
Nervio dptice

Quiagsma dptico

Tracto dptico ac-
cesorio inferior

Buibo ol-

fatorio

Cerebro

Gldnduia
Pituitaria

Pineat

Bulbo
raquideo

Fibrao simpdtica
postganglionar
) ;
Médulo espinal _
1 {3 ;
N
Fibra simpdtica 3
reganglionar 3
pregang L IR )

cerebelo

Gonglio
Cervical
Superior

Fig.3. Bl estfimulo luminoso llega a la pineal a través

del Sistema Nervioso Simpdtico. (109)
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En este sentido esta gldndula

salida endScrina (26).
pertenece al mismo tipo gque las c&lulas hipotal&Smicas

gue reciben una senal nerviosa y producen factores de
liberacin que controeolan la actividad de la hip8fisis
(65). En el sentido clisico la gl&ndula endd-

anteriox
cerina es un transductor humoral-humoral y la neurona es
(30). La entrada de la

un transductor neurconal—-neuronal

informacin a la glidndula estid mediada por la libera-—
en las terminaciones nerviosas

cidbn de norepinefrina
de las fibras postsinf@pticas del ganglio cervical su—

Estas fibras son ia parte final de una via mul

periox.

tisindptica gque l1leva la informacidn generada en los
receptores retinianos por la luz ambiental (fig 3} (27,
Esta informacifn es transformada en la glandu-

28,29).
la pineal, a informacibn de tipo quimico (humoral) me-—

diante la biosfIntesis de melatonina vy quizi de otros

metoxiindoles (29).

BIOSINTESIS DE MELATONINA.

La biosintesis de la melatonina y de los otros me-—

toxiindoles en la pineal (fig 4) se inicia por la cap-—
del triptofanco circulante. -

tacifn por el pinealocito
este aminodcido es convertido a 5

Dentro de la c&lula,
enzima triptofano hidroxilasa,

hidroxi triptofano por la
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Fig. 4, Biosfntesis de
la melatonina




cuya actividad es muy elevada en la pineal (31). E1 5
hidroxi triptofano resultante se dzscarboxila por me—
dio de la descarboxilasa inespecififica de los l—amino-—
Scidos aromAticos (31) para formar la amina correspon-
diente, la 5~ hidroxi triptamina 6 serotonina (5HT).

La acetilacitn de la serotonina produce N-—-acetil sero-
tonina (32). Esta parte de la via metabdlica es comiGn

a muchos tejidos del organismo (cerebro, higado, plague
tas) (33). En los mamiferos, el siguieﬁte paso, la -
transformacifn de N—acetil serotonina a melatonina s86lo
se lleva a cabo en la pineal por la accibn de la hidro
xi indol orto metil transferasa (HIOMT) (34). La HIOMT
pPresente en el citoplasma de los pinealocitos transfie
re el grupo metilo de la S—adenosil metionina al grupo
hidroxilo en posicifn 5 del anillo indSlico. Esta enzi
ma tambi&n puede orto metilar los productos desaminados
de serotonina y convertirlos a los compuestos S—metoxi
lados como son el 5 metoxi triptofol y el 5 metoxi in—
dol ac&tico (fig 5) (35). En la pineal de la rata, la
actividad de la HIOMT (medida in vitro) es la gue mues
tra menor velocidad de las cuatro enzimas involucradas
en la biosiIntesis de melatonina (34), lo gque sugiere
gque es la enzima gue determina la velocidad a la cual
la melatonina es sintetizada "in vivo". Una de las con
secuencias fisiolBgicas importantes de la HIOMT es que

convierte indolaminas como la serotonina que no puede

~17 —
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Fig. 5. Metoxiindoles bproducidos en la Gil&ndula Pineal



cruzar la barrera hemato—-encefilica a compuestos como
la melatonina que tienen un f&cil acceso al cerebro de

bido a su mayor solubilidad en lipidos (36) .

Recientemente, la maguinaria biosint&tica critica
(HIOMT) ha sidc detectada en la glandula de Hardexr (37)

¥ en la retina de la rata (38).

EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA BIOSINTESIS DE MELATONINA.

La actividad de algunas J2= las enzimas que particdi
pan en la biosiIntesis de la melatonina est&3 regulada
por la luz: la descarboxilasa de los aminodcidos aro-
miticos (39), la N-acetil transferasa (40) y la HICMT
(41) .

En la rata, la actividad de la HIOMT muestra un
ritmo diario gque corresponde al fotoperido (41, 42).
La actividad de esta enzima es minima al final del dfa
Y aumenta durante las cinco horas siguientes al inicio
de la obscuridad, para alcanzar su m3xima actividad a
la media noche (42). Esta actividad ritmica desaparece
al colocar a los animales Lbajo condiciones de luz con-—
tfnua (42). En los animales mantenidos en obscuridad,
hay un aumento en la actividad de esta enzima gque se
continfia por wvarios dias. El ritmo tambi&n se pierde

en animales ciegos mantenidos bajo condiciones cicli-
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cas de luz. Debido a &sto se ha sugeridoc gue la activi
dad rIitmica de la HIOMT es una respuesta directa al ci
clo luz/obscuridad natural de 24 horas (43).

La entrada de la informacidn luminosa a el pinealo
cito se lleva a cabo por las terminaciones nerviosas
de las fibras provenientes del ganglio cerxrvical supe-—

rior, las gue liberan norepinefrina en la terminacién

nerviosa-pinealocito (44). El1 efecto de la norepinefri-

na sobre la biosintesis de melatonina se ha comprobado
en experimentos "in vitro” (44).

La pineal de la rata, mantiene su actividad enzimd
tica en cultivo por md3s de 72 horas, en estas condicio
nes al agregar norepinefrina (3x10—4M) se estimula la
sintesis de melatonina a partir de triptofano—cl4. AsI
mismo, se observa un aumento de la captacifn del trip-—
tofano por la gl&ndula (45). La serotonina gque se en—
cuentra a este nivel no produce ninglin efecto (44).
El cultivo de pineales en presencia de propanolol y
de norepinefrina estd mediado por un aumento en la con
centracifn de AMPc ya gque en estos experimentos el di-—
butiril AMP reproduce los efectos de norepinefrina;
con aumento concomitante de la actividad de N-acetil
transferasa, pero sin aumentar la captacibn de tripto-
fano (46).

Por lo tanto, el mecanismo para la formacibfn enzi-—

mitica de la melatonina es influenciado por la norepi-—

- 20-

:
i
|
1
!
i
i
4



nefrina liberada: la norepinefrina estimula la adenil
ciclasa y esto produce un incremento en la concentra-—
cifn intracelular del AMP ciclico:; el aumento de la -
concentracidn del AMPc incrementa la formacifn neta de
la N-acetil transferasa y de la HIOMT, ademis de aumen
tar la poza metabdlica del triptofano disponible (46).

En base a la ritmicidad observada en la actividad

i metabSlica de la pineal, se ha propuesto gue esta glin
f dula en los mamfferos funciona como parte de un "reloj

biolSgico" ue libera sefiales generadas por cambjios en
g q

la iluminaci&n ambiental. Esta sefal informa a centrcs
en el cerebro los gue a su vezZ, sincronizan otros rit-—

mos biolSgicos (47).

EL. PAPEL FISIOLOGICO DE LA SECRESION PINEAL.

El conocimiento de la fisiologfa del producto secre
tor de la pineal es poco satisfactorio. AtGn cuando hay
evidencia experimental de gue la administracitn de me-—
latonina es seguida de cambios en la activiadad de di-
versos Srganos, no es posible por el momento formular
conclusiones generales sobre su papel fisiolSgico o su
efecto farmacolSgico.

El estudio de los efectos de la melatonina enfrenta

tres obsticulos importantes:
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1. Poxr los datos de Axelrod y Wurtman (41, 42) ~e infie
re gue bajo condiciones fisiolbgicas, l1a melatonina es
sintetizada y posiblemente secretada en forma rItmica,
por lo tanto, los niveles de secresifn hormonal se pue-
den representar como una onda sinoidal cuya fasie esta
determinada por el fotoperfodo (42). En contraste, la
concentracidtn de melatonina en la sangre despu&s de su
administraciftn, no reproduce este patxdn "normal" de
secresifén ya gue los niveles de melatonina aumentan ra
pidamente presentando un pico m&xime de muy corta dura
citn (48). Este pico es seguido por una ripida cafda

de tipo exponencial (la vida media de la melatonina en
sangre es del orden de minutos) (48). Por lo tanto, si
la respuesta de los Organo blanco a la melatonina depen
de de su exposiciSn a niveles bajos en forma mis o me-
nos continua, es afortunado gque respondan a cambios brus
cos en la concentracifn de melatonina.

2. La respuesta de los animales de experimentacifn a

los compuestos pineales o a su ausencia (pinealectomia),
varfa importantemente con la edad, el sexo, la especie
vy las condiciones ambientales. Por ejemplo, la pinealec
tomfa tiene poco & ningfin efecto en el peso de las gbna
"das de los hamsters gue han sido mantenidos en condicio-
nes de 1uz normales, pero si son colocados bajo obscuri

dad continua el peso de sus testiculos estd aumentado,
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es decir, el procedimiento blogquea la atrofia inducida

‘por la obscuridad (49). De manera semejante, la pinea-

lectomia suprime el crecimiento gonadal en la codorniz

s6lo cuando se mantienen tanto al grupo experimental

como al control, en un medio luminoso, ya -jue normalmen
te la luz regula este fenbmenoc (50).

3. Finalmente, no se conoce si la pineal secreta su hor-—

mona directamente a la sangre o al liguido cefalorragui
deo (10).

A pesar de estas restricciones, considerable eviden

cia indica que los compuestos secretados por la glandu-
la pineal de los mamiferos actua como sefiales gue modi-—
fica la actividad funcional de Srganos blanco distantes.

Recientemente se ha propuesto al cerebro como el princi

pal Srgano blanco de la melatonina (51).
EFECTOS DE LA MELATONINA ADMINISTRADA.

Los efectos de la melatonina exbgena se pueden cla-—

sificar en dos grupos principales de acuerdo a el Orga

no blanco involucrado: a) efectos periféricos y b) efec—

tos centrales.

Los efectos periféricos observados despu&s de la

administracitn de la melatonina agrupan: a la accidn

sobre misculo liso y a la inhibicibfn de la esteroidegé

nesis por una accifn directa sobre testiculos (52). So

. e gt 1 .



bre el miisculo liso la hormona causa bronceo-dilatacidn

en el perro (53) e inhibici®fn de la contraccifn expon—

t&nea del Gtero aislado de la rata {54). La melatonina

inhibe competitivamente la contraccibfn de miGsculo liso
inducida por la serotonina (duodeno de rata, bronguios

de perro y fGterc de rata) (55).

Los efectos centrales de la melatonina pueden ser

subdivididos en aguellos gue modifican al Sistema En-—

dScrino y agquellos qgue influyen al SNC.

IL.a melatonina disminuye la actividad de wvarias -
glandulas endScrinas como el tiroides (56, 57), las g&
la corteza suprarrxrenal

La informacibn

nadas (58, 59, 60), (61) , y 1la

pars intermedia de la pituitaria (62).

gque tenemos acerca del mecanismo de accifbn de la mela-
la pituitaria son incomple-—

tonina sobre el tirocides y°
tos; sin embargo, es muy probable gque dichos efectos
estén mediados poxr el SNC como se pilensa para los efec

tos sobre la actividad gonadal (63, 64, 65). La adminis

tracifn de melatonina inhibe el crecimiento de los ova—
rios y disminuye la incidencia del estro en ratas madu-—

ras (59). Los implantes de melatonina en la eminencia
media 6 en el mesencé&falo reproducen este efecto al
bloguear la liberacifn de hormona luteinizante (LH) (64)
Implantes de 5 metoxi triptofol, otro metoxi indol pro

ducido éor la gl&ndula pineal, disminuye en nivel de

¥FSH en la hip&Sfisis (65).
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La accifn de la melatonina ex8gena sobre el SNC se
manifiesta por cambilios neurofisiolSgicos, metabdlicos,
terap€futicos y conductuales. AGn cuando los estudios en
este sentido son escasos, los efectos descritos son se
mejantes independientemente de la especie estudiada. La
administracifn de melatonina produce un patrfn de deac
tivacibn electrofisiolbgico en el pollito (66), en el
gato (67) y en los seres humanos (68), en estas espe-—
cies hay tambi&n disminucid®n de los ritmos electrgen—
cefalecgr&ficos (EEG). En el gato (67), el ratbn (29) v
en el ser humano se presenta induccibn de suefio e incre
mento en el umbral convulsivo. En el hombre, la modiffi
cacifn del EEG es concomitante a cambios en el talante
(68) . Recientemente se ha sefialado mejoria de la enfexr
medad de Parkinson por la administracitn de melatonina
(68, 70).

El mecanismo por el cual la melatonina edierce sus
efectos en el cerebro de los mamiferos no esti claro,
sin embargo la similitud gue tienen los diferentes e-
fectos observados sugiere gue el mecanismo gue regula
los efectos electrofisiolbgicos, neuroendbcrinos y en
la conducta, es comiGn.

El mecanismo que participa tanto en los efectos en

dScrinos centrales como en las manifestaciones neurales

observadas despufs de la administracifn de la melatoni
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na, probablemente involucra modificaciones del metabo
lismo de los neurotransmisores. Dos horas despu&s de
la administraci®ftn intraperitoneal de 50 vrg/k de melato—
nina a conejos, se observa un incremento en las concen
traciones de dcido gamma amino butfirico (GABA) en el
hipotdlamo, junto con un aumento en las concentracio-—
nes de Acido glutamico y glutamina (71).

Cuando se sacrifican ratas a los 90 minvtos de ha-
ber recibido 150 1ng de melatonina, la concentracibfn de
serotonina en mesenc&falo se elevd un 63% respecto a -—
los animales controles (72). La concentracifn de sero-—
tonina en corteza cerebral, bulbo olfatorio y tubé&rculo
permanecitt dentro de los valores control (72). Las di-
ferencias entre los niveles de serotonina encontradas
en corteza y en mesencé&falo despu&s de la administra-—
cifn de melatonina probablemente est&n relacionadas al
hecho de gue aunque la serotonina se encuentra distri-
bufida ampliamente en cerebre, su distribucifn no es uni.
forme (73). Este neurotransmisor central se encuentra
preferentemente localizado‘*en las neuronas del nGcleo
de Raphé& en el mesenc&falo ¥y en hipotilamo (74).

Existen varias posibilidades poxr las cuales la me-~
latonina modifica el metabolismo de serotonina en el
cerebro. Por ejempio, el aumento en la concentracién
‘de serotonina en el mesencé&falo puede estar causado por

una disminucifn de esta amina en la terminacifn nervio



sa (mayor liberacifn) y una subsecuente estimulacidn en
la sintesis de serotonina en el cuerpo de la neurona.
Otra posibilidad es gque la melatonina eleve las concen-—
traciones de serotonina por un efecto directo sobre el
metabolismo neuronal. Recientemente se ha demostrxrado -~
gue la melatonina aumenta la actividad de la kinasa del
piridoxal (75), enzima gue participa en la biosintesis
de dopamina, serotonina y GABA ya due es el grupo pros
t&tico de la descarboxilasa responsable de su formacibn
(76,77) .

Esta observacifn apoya la hipbtesis de gue la mela
tonina pudiera afectar los caminos biosint&ticos de se

rotonina y GABA.



MATERIALES ¥ METODOS

Se emplearon ratas hembras, de la cepa Wistar, de
170 a 200 g de peso. Cuando menos dos semanas previas
al experimento los animales se mantuvieron en condicio
nes controladas de luz—-obscuridad (14-10 hrs), con ac-
‘ceso ad libitum de Purina Chow y de agua.

La melatonina se administr8 por via intraperitoneal
en una solucidn de etanol al 1%. Los grupos controles
recibieron la solucién alcoch&lica.

TLos animales se sacrificaron por decapitacibn, los
cerebros fueron extraidos en un tiempo aproximado de
treinta segundos. El manejo posterior del tejido se
hizo a 4°C. En los casos en gque el cerebro se disecs,
las estructuras cerebrales se obtuvieron de acuerdo al

método de Glowinski (79).

Sustancias Quimicas:

Se utilizaron las siguientes sustancias de grado
analftico: Melatonina (Regis). Acido Glutdmico (Mallin
krodt). Acido AscOBxbico (Sigma). Hidr6xido de Hiamina
(Amersham) . Formaldehifido (Merck). Liguifluor (New England
Nuclear Corp. —~NEN-). Iproniazida (Hoffmann La Roche)
Reserpina (Serpasil. Ciba).

Las dem3s sustancias utilizadas fueron de grado reagc

tivo: Etanol (Sigma). Butanol (Merck). Acido tricloroa-—
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c&tico (Baker). NaOH (Baker). FeCL3 {(Merck) EDTA (Sig

ma). Eter (Merck).
Sustancias radiocactivas: dl~38cido glutémico—lcl

(3.8

14

4 (N

EN) (13.1 me/mM) . 5 hidroxi triptofano 3ct?(NEN)

mc/mM), 41~3,4, dihidroxy fenil alanina carboxil C

(DoPAa) (NEN) (3.2 mc/mM).

Resinas: Amberlita CG 50 (malla 200-400) (Dow Chem

Co.) Sephadex G 10 (Pharmacia Fine Chemicals). Dowex AG

50 WX 80 (malla 200—400) (Dow Chem Co.)
An":es de su empleo y cuando la t&cnica asf lo ameri
taron Jlas resinas se prepararon de la siguiente manera:

La resina (454 g) se lav8 con dos litros de
Des~

Amberlita:z
agua agitando hasta obtener un sobrenadante claro.

pues de decantar se agit6 durante tres horas con 675 ml

de acetona seguido de un lavado con agua por dos horas

hasta que la solucibfn estuvo clara. El voltimen final de

agua se ajustd con NaOH 10N (40%) a pH 11, agitidndose

pox tres horas. Se lavS8 nuevamente con agua hasta tener

un pH de 10 y se mantuvo durante 12 horas en agitacidn
con 1660 ml de HCl 3.5 N. Nuevamente se lavé con agua

vy se agitsd con 835 ml de buffer de fosfatos, Na/K20-2M
llevando el pH a 6.1 con NaOH 10N. Se dejd agl

pPH 6.1,
Se lav6 con buffer de fosfatos Na/

tando por 12 horas.
K2 PH 6.1 hasta obtener en el sobrenadante un pH de 6.1
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" Dowex: 454 g de resin: se lavaron tres veces con dos

litros de agua agitando durante 20 min. Posteriormen-—

te la resina se agitd durante 12 hrs. con Na OH 2N y se

lavs con agua hasta tener pH 7.0. Nuevamente se agitd

con HC1l por 12 hrs. ¥y se lav6 con agua hasta tenexr un

PH de 4-—-4.5.
Determinaci®&n de las enzimas.

La actividad de la descarboxilasa del dcido glutd-

mico se detexrmind por el m&todo de Roberts (81l) modifi
cado porxr Tapia y col. (82). El cerebro total se homoge

neiz6 en agua (l1:4). Se tomb 0.4 ml y se incubaron con

buffer de fosfato de sodio 0.08M, pH 6:3; Scido glutsia-

mico 0.033M, neutralizado con buffer de fosfato, a pH

6.3 ¥y 0.2 uc de DL—~glutdmico 1—Cl4. Todo en un volumen

final de 1.1 ml.
La incubacifn se ilevS6 a cabo a 37°C en un disposi

tivo como el de la fig 6.

2—C14 producido en la reaccin es cap-

La mezcla se coloc6 dentro
del tubo y el CO
tado por el hidroxido de hiamina colocado en el fondo
del frasco. Se incub& durante 30 min. con agitacifn con
tfinua.

La reaccibn se detuvo con TCA 10% (0.2ml) inyectado

a travé&s del tapbn y la agitacibn se continuf por otros

30 min. La hiamina se mezcl6 con liguifluor en tolueno

e e e o i . s
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¥y la muestra se cont8 hasta 5000 cpm en un detector de
centelleo l1fquidoy en nuestras condiciones, 1000 cpm e-—
guivalan.a 7.6645 uM de GABA formado por g por hr.

Para la descarboxilasa de 5 hidroxi triptofano (5HTP)

se empled el m&todo de Snyder y Axelrod (83). En este

en buffer de fosfatos

caso, el cerebro se homogeneizs

0.05M, pH 7.4 (1:150). El medio de 1Incubacifn contuvo:

0.1 ml de buffer de fosfatos 0.5M pH 7.4; 0.1 ml de sol.

de iproniazida (lmg/ml), este es un inhibidor de la mo

noamino oxidasa agregado para evitar la degradacifn de

la serotonina); 0.05 juc de SHTP y 0.4 ml del homogenado.

El veolGmen final fu€ de 0.9 ml.
En tubos cBnicos con tapbSn esmerilado se preincubd

la mezcla durante tres minutos a 37°C. Despu&s de agre

se incub8 por 30 min. La reaccidn se

gar el homogenado,
detuvo mediante la adiciln de 0.5 ml de buffer de bora

tos 0.5 M pH 10.0. La serotonina C14 Tformada se extra

6 ml de una mezcla butanol:cloroformo,
10 min. La fase orgi

Jo en 3:2 ¥y se

satur6 con Nacl, se agits durante

nica se lav® con 1.0 ml de buffer de boratos 0.05M pH

10.0 ¥ 4.0 ml de la fase orgSnica se transfirieron a

un frasco de conteo, se evapoirt a sequedad (80°) y se
agregd 2 ml de etanol y 10 ml de lfguido de centelleo.
Se determins la radiactividad de la manera habitual.

1000 cpm equivalen a 1.858476 uM de S5HT/g de tejido/ hora.
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La descarboxilasa de DOPA se determind con el mé&to
do de Snyder y Axelrod (83). Como fuente de la enzima
se utiliz86 un homogenado en cerebro total (1:150) en bu
ffer de fosfatos 0.05M, pH 7.4. El medio de incubacibn
consistid en: 0.4ml de homogenado, 0.1 ml de buffer de
fosfatos 0.5M pH 7.4 y 0.05 ac de DOPA Cl4 en un volG-
men finmwl de 0.9 ml.

La mezcla se incub8 30 min a 37°%y el CO2 producido
se atrapf y midid de la manera descrita para la descar
boxilasa del &cido glutf@mico. 1000 cpm ecquivalen a 2.63
5467 uM de DOPA/ g de tejido/ hora.

La determinaci®&n de triptofano, serotonina y &cido
Z hidroxi indol ac&tico (5HIAA) se llev6 a cabo de a-—
cuerdo a la t&cnica de Diaz (84).

La muestra de tejido se homogeneizb en 6 ml de una
solucifn al 0.5% de &cido ascbrbico en HC1 0.1 N. Se
centrifugb a 3000 g por 10 min y el precipitado se re—
suspendif en 3 ml de la sclucibn ascSrbico—-HCl y se cen
trifugd nuevamente. Los dos sobrenadantes se combinaron
Y se les agregl una gota de EDTA al 2% en agua ¥y se a
justs6 a pH de 6.9 con NaOH 1N. Se centrifugf a 300 g -
por 10 min y el sobrenadante se pas6 por una columna de
amberlita a pH de 6.1 (2 cm.) la cual se lavd previamen
te con 5 ml de buffer de fosfatos Na/K2 pH 6.1. Una vez
que el sobrenadante fué pasado por la columna se agregb
1 ml1 de agua seguidos de 5 ml de buffer de fosfatos Na/
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K2 0.05M pH 6.1. La serotonina se eluy8 con HCl 3.5N
(85)_ .

El primexr efluente se reajust8 a pH 1.5 con HCl
IN y se pas8 a través de la columna de sephadex G10
(0.5 g de sephadex en HC1 0.1N) la cual se lavd previa-—
mente con 10 ml de una solucibn de Acido ascbrbico al
0.1% en HC1l 0.1N. E1l1 efluente se recolectd y se pasd =
por la columna de Dowex (2 cm) previamente lavada con
5 ml de agua. Una vez gue la muestra ha pasado por la
columna esta se lav6 con 50 ml de agua con objeto de e
liminar todo el &cido asc6rbico. El triptofano y otros
aminocicidos se eluyeron con 8 ml de NH,OH (0.5N). E1L 5-
HIAA gqueda retenido en la columna de sephadex de donde
se eluysS despu&s de un lavado de 4 ml de la sol. HCl-
dcido ascbrbico con 2.5 ml de NH,OH 0.02N (86,87) .

La serotonina se cuantific en 3.5N HCl, espectro
fotofluoriml&tricamente ( A de excitacidn 300, A de emi
sién, 540) (88a).

El1 5HIAA se extrajo del elufdo ajustando a pH 2
con HC1l 3.5N y 0.15 ml de &dcido ascSrbico 10% (para preo
teger el indol). La mezcla se saturS con NaCl y se le a
gregf 10 ml de &ter libre de perbxidos. Despuss de agi-—
tar 10 min, 8 ml de &ter se transfirieron a un tubo con-
teniendo 2.0 ml de buffer de fosfatos pH 7.0 y 0.2 ml
de &dcido ascbrbico 1%. La solucibn se agitf por 10 min
Yy se descartt la fase etérea. En la fase acuosa se de-—

terminé el SHIAA formado agregando 0.4ml de HCl 12 N
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(para tener una normalidad final de 3.5) fluorim&trica
mente (300 exc.~ 540 mu emisidn).

La cuantificaciftn de triptofano se efectusd convir-—
tiéndolo a harmalano mediante la adicibdn de HCl concen
trado (pH de 5.0). A dos ml de esta mezcla se agregd

0.1 ml de FeCl 0.01M en TCA 85% y 0.1 ml Formaldehido

3
al 18%; la mezcla se calentS a 100° durante 60 min. E1
harmalano se extrae despufs de enfriar la mezcla median
te la adicibn de 0.3 ml de NaOH 10N y 8 ml de acetato
de etilo agitando 10 min. Se centrifugf a 5000 g por

10 min y 6.0 ml del acetato de etilo se transfirieron

a un tubo conteniendo 2.0 ml de HCl 0.1M agitando por
10 min y centrifugando nuevamente. El1 harmalano fluore
sce en la solucibn acuosa a 370 mpu de excitacidn y 540
mu de emisidn (89).

El mé&todo de Snyder, Axelrod y Zwelg (90) también
se usb para la cuantificaci®n de serotonina. En este
caso, el tejido se homogeneizb en 8 ml de &cido per-—
cl6rxrico 0.4N a 4°C. Despufs de centrifugar a 900 g porxr
10 min se ajustaron cuatro ml. del sobrenadante a un pH
de 10 con NaOH y se transfirieron a un tubo con tapbn
esmerilado conteniendo: 0.5 ml de buffer de boratos 0.5
M pH 10.0, 1.5 g Nacl y 15 ml de butancl. Los tubos se
agitaron por 10 min ¥y se descartd la fase acuosa. La

fase orgf&nica se saturd con NacCl y se agitsf por 3 min

Fd



en presencia de 2 ml de buffer de boratos 0.1M pH 10.0.
La mezcla se centrifugf a 900 g por 10 min y a 10 ml

de la fase org&nica se agregaron 2.0 ml de buffer dJde

fosfatos 0.05M pH 7.0 y 15 ml de heptano.
Despuis de agitar 5 min el tubo se centrifugd, -
1.5 ml de la fase acuosa se transfirieron a un pequeifio
tubo conteniende 0.1 ml de solucifn de ninhidrina 0.1
My Jos tubos se calentaron por 30 min a 75°. Treinta
despufs gse leyd Ffluorom@tricamente a 385-409% mu.

min.
Para la cunantificacidn de triptofano tambi&n se

ussé un método de extraccidn (8%9) en el cual el tejido

se homogeneiz8 en HClO4 O0.4N (1:40) v se centrifugb a
2000 g por 10 min. A cuatro ml del sobrenadante se a—
gregaron 0.1 ml de FeCl3 0.1M en HCl. Esta mezcla se -~

calent8 durante 1 hr a 1007 después de enfriar se agre
a-—

g8 0.2 ml de NaOH 10N ¥y 7.5 ml de acetato de etilo,
gitando por 10 min y el triptofano se extrae en la fa-—

sSe acuosa.

a 373-452 mu.
En todos los experimentos, tanto en las determina

ciones de la actividad de las diferxrentes descarboxila—
triptofano

sas como en la cuantificacifn de serotonina,

blancos adecuados. En algunos

vy BHIAA se corrieron los
experimentos se corrieron tambi&n recuperaciones.
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RESULTADOS

Como se muestra en la tabla 1, despu&s de la admi-=
nistracitn de melatonina, la actividad de las descarbgo
xilasas del dcido glutamico, del 5HTP y de la DOPA no
se modifican, aungue se aprecia una tendencia a su dis
minucifn gue en ningdn caso results significativa. La
falta de cambios se observaron con rangos de dosis de
0.001 mg/k a 4.0 mg/k de peso y con tiempos de sacrifi
cio gue wvariaron entre 10, 15, 20, 30, 40, 45 min des-
puss de la administracidbn de melatonina.

La distribucifn de estas enzimas no es uniforme en
todo el cerebro (la descarboxilasa de los amino&cidos

—arom8ticos se encuentra preferentemente en el tallo
cerebral, el hipotilamo, la formacibn reticular ¥ en

la base del talamo (92)). Si a estc se anade el hecho de
que la melatonina produce cambios diferentes tanto en
la concentracidn de GABA como de serotonina de acuerdo
con la estructura cerebral estudiada (71,72), se deci-
did estudiar la actividad de estas enzimas en la corte
za y en el mesencé&falo ya gue existfa la posibilidad de
gue el cambio se enmascarara por el uso de homogenados
de cerebro completo. La descarboxilasa del &cido gluti
mico y la de SHTP no mostraron cambios en estas regio-—

nes (tabla 2).
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También se explord la posibilidad de que las enzi-
mas se encontraran saturadas por el cofactor (fosfato
de piridoxal) de manera diferente, in vivo, en los a—
nimales tratados con melatonina gque en los animales -
contrxrol. Esta posibilidad se explord midiendo la acti-
vidad de la descarboxilasa de DOPA y la de S5HTP ante
diferentes concentraciones de fosfato de piridoxal.
Los resultados no mostraron diferencias (takla 3).

En ninguno de los experimentos efectuados se obser
v6 aumento en la concentracibn de serotonina después
de la administraci®n de melatonina (tabla 4 vy 5). Con
objeto de descartar la posibilidad de gue esta falla -
en nuestros experimentos, con respecto a los descritos
en la literatura, fuera debida a las diferencias en
el m&todo empleado, se corrieron experimentos paralelos
con el método descrito en el trabajo original (72) y con
el ahora empleado (84). Tambi&n se probsd este dltimo -—
contra la accibdn de neurofsrmacos cuya accibn es bien
conocida (93,94). Con ninguno de los dos m&todos se pu
do observar incremento significativo en los wvalores
de serotonina después de la administracibn de melatoni
na (tabla 6). La administracitn de iproniazida que es
un inhibidor de la monoamino oxidasa y de reserpina que
es un depletor de monoaminas, seAacompaﬁé del aumento
¥y la disminuci®dn correspondientes de serotonina (tabla

6). Por tanto, consideramos gue en nuestras condiciones
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experimentales es vaAlido aceptar que no hay cambios en

los mniveles de serxotonina desptu€és de la administracibn

de melatonina.

Como se observa en lias tablas 4 y 5, tanto los ni
veles de triptofano en mesencé€falo como los de SHIAA en

homogenados de cerebro completo hay un aumento signifi

cativo ( P < 0,02 para triptofano y PLN.001 para SHIAA)
en sus concentraciones. Estos resultados fueron observa

dos con los dos m&todos empleados.




TABLA 1. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD

DE LAS DESCARBOXILASAS EN HOMOGENADOS DE CEREBRO

COMPLETO.
DESCARBOXILASA CONTROL MELATONINA
Scido glutdmico 9080 + 273 8146 -+ 412
5 hidroxl triptofano 886 + 45 973 * 91
2076 + 363 1503 + 186

DOPA

Grupos de 6 ratas recibieron 0.4 mg/k de peso de
Los animales

melatonina por vIa Intraperitoneal.
se sacrificaron 30 min despuSs. Los datos estSn
expresados en CPM + error estindard.



TABLA 2. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS DESCARBOXI-

LASAS DEL ACIDO GLUTAMICO ¥ DEL 5 HIDROXI TRIPTOFANO EN DIFERENTES RE-
GIONES CEREBRALES.

DESCARBOXILASA GRUPO CORTEZA

MESENCEFALO
!
.
=
1
ACIDO GLUTAMICO CONTROL 4555 + 99 4182 + 77
MELATONINA 3763 + 278 3847 + 1
5 HIDROXI TRIPTO-~ CONTROL 788 + 88 1224 + 148
FANO
MELATONINA 802 + 77 976 -+ 84

Grupos de 5 ratas recibieron intraperitonealmente 1 mg/k de peso de melato
nina. Los animales fueron sacrificadlos 30 min despué&s. Los datos expresa
dos en CPM + error est&ndard.




TABLA 3- EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTI-

VIDAD DE LA DESCARBOXILASA DE DOPA.

Grupos Sin fosfato de Con fosfato de
P piridoxal piridoxal
CONTROL 2557 + 684 5228 + &84
MELATCNINA 2434 + 41 4640 + 742

Grupos de 5 ratas recibieron 0.1 mg/k de peso de
tonina pocr via intraperitoneal. Los animales se

mela
sacri

ficaron 30 min después. El medio contenfa 0.1 ml de

solucidn de fosfato de piridoxal (1 mg/ml) . Los
estin expresados en CPM + e.s.

datos
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EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LOS NI\TELES DE TRIPTOFANO,

SEROTONINA Y ACIDO 5 HIDROXI INDOL ACETICO EN CEREBRO COMPLETO.
NIVELES DE

TABLA 4.
GRUPOS NIVELES DE NIVELES DE
TRYIPTOFANO SEROTONINA 5HIAA
CONTROL 3.044 + 0.624%* 0.515 + 0.0658%* 0.141 + 0.012*~*
MELATONINA 4.4632 + 0.442 0.6683+ 0.0707 0.5177 + 0.032
Grupo de 5 ratas recibierxron 200 ug de melatonina. Los animales fueron
Datos expresados en ng de compuestog/g de
* PL0O0.1, ** P<L 0.001.

sacrificados 60 min después.
tejido + error esté&ndard.
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TABLA 5. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LOS NIVELES DE TRIPTOFANO,
MESENCEFALO.

SEROTONINA ¥ ACIDO 5 HIDROXI INDOI, ACETICO EN

SEROTONINA/ g DE SHIAA/

ug DE
g DE TEJIDO

J1g DE TRIPTOFANO/
g DE TEJIDO

GRUPOS
g DE TEJIDO
CONTROL 2.834 + 0.3819* 1.8890 + 0.2423% 0.7250 + 0.2303
MELATONINA 4.4632 + 0.441 2.075 + 0.158 0.5984 + 0.0578
Los

Grupos de 5 ratas recibieron intrapeiritonealmente 200 jnug de melatonina.
*P<0.02, XP<O0.1

animales fueron sacrificados 60 min después.



TABLA 6.

EFECTO DE DIFERENTES FARMACOS SOBRE LA CON

CENTRACION DE SEROTONINA EN EL CEREBRO DE LA RATA.

CONTROLES

MELATONINA

IPRONIAZIDA

RESERPINA

Mg serotonina/ g de tejido

0.5335

0.4923

0.7167

0.2966

+ 0.0682
+ 0.0622*
+ 0.0460**

0.0037%*%x%x

Grupos de tres
ag de melatonina,
mg/k de peso de reserxpina.

ratas recibieron
75 mg/K de pesc de iproniazida y 2.5

Los

intraperitoncalmente 200

animales fueron sacrifi-—

cados para melatonina a los 60 min; para iproniazida a los
120 min y parxra reserpina a los 60 min. Los datos estan
expresados en ag de serotonina/ g de tejido htimedo +
error estidndard.

* P<0.5,

** Pes0.01,

*** PLO.05.
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DISCUSION

Los efectos gue sobre la actividad del SNC tienen
' los diferentes metoxiindoles pineales vy en especial la
melatonina, sugieren gue este tipo de compuestos modu—
lan la actividad de los mecanismos serotoninérgicos ce
rebrales; blogueo de secresidn de LH (64), induccién

de sueno (68), blogueo en la integracifn de la crisis

convulsiva (70), etc. Experimentos (71,71) en los que

se ha demostrado gue la administraciétn de melatonina

produce incremento en la concentraci®n de serotonina

en las estructuras que contienen a las neuronas sero-—

tonin&rgicas (nGcleo de Raph& en mesencé&falo y el hipo

tdlamo) y discreta disminucifn en las regiones que re-—

E ciben los axones de estas estructuras (corteza cersbral),
proveen de un apoyo adicional para esta hipStesis.

: Sin embargo, ya gue los datos experimentales obte—

' nidos en una especie no son posibles de ser extrapola-—
dos a otra (por ej., es bilen sabido que el suefio de on

das lentas es serotonin&rgico en los mamiferos inferio

res (95) y dependiente de catecolaminas en el hombre (

96)), ¥ la escasa informacifn gque se tiene acerca de

los mecanismos mediante los gque la melatonina modifica

la actividad de las neuronas serotonin&rgicas (la con-—

centraciftn de un neurotransmisor no provee de informa-

cifn acerca de la actividad fisiol&Sgica ni de los meca
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nismos del cambio) estas hip6tesis deben ser tomadas

.con precaucidn.

L.os experimentos aquifl descritos fueron disefiados

con 21 objeto de obtener informacidn sobre los posibles

mecanismos mediante los cuales la melatonina modifica
Algunos

la

de los resultados fueron negativos,

actividad de las neuronas serotonin&rgicas.
el resto refuerza
la hip&tesis de gue la melatonina modifica el metabolis
mo de la serotonina cerebral,
se encuentran elevados en las estruc

yva gue los niveles de

triptofano cerebral

turas cerebrales gue sintetizan serotonina y en las

&reas con terminaciones de tipo sercotoninrgico hay un

incremento en la concentracitn de su catabolito, el 5-

HIAD.
Con el objeto de discutir los resultados se revisa

r&8 brevemente la via metabblica de la serotonina cere-—

bral, las dificultades gue entrafia su valoracidn y so-—

bre este esquema, los resultados obtenidos.

La primera etapa en la biosfntesis de serotonina la
constituye la captaciftin del aminodcido triptofano de la

Los niveles de triptofano en plasma y en
(98). La prime

circulacifn.
cerebro presentan fluctuaciones diarias

ra transformacifn en la biosfintesis de serotonina invo

lucra la hidroxilacibn en posicifn 5 del triptofano para

formar el S5HTP. Este aminodcido, al igual gue el de DO



PA, se descarboxila por medio de la descarboxilasa Ade
los l-aminofcidos aromiticos para Fformar la amina bio-
g&nica, serotonina. No se sabe si la hidroxilasa del

triptofano juega el mismo papel que la hidroxilasa de
la tirosina en la sIntesis de catecolaminas. Cin&tica

mente es poco probable debido a gque los niveles de trip
tofano cerebral son bajos y el Km para la hidroxilasa

del triptofano es bastante superior gque para la hidro-
x{lasa de la tirosina (99). Por tanto, el nivel al cual

la hidroxilasa del triptofano est& saturada es mis sig
nificativo en la velocidad de sIntesis de sexrotonina
nicurona. No

b=

)
]
]
1.
il
0
i
!-.l

gue la cantidad de enzima pre
se conoce si la hidroxilasa del triptofano estd sujeta
a una inhibicifn por producto final (sexotonina).

El principal camino para el catabolismo de la sero
tonina involucra la deaminacifn oxidativa (catalizada
oxidasa); el aldehfdo resultante pue-—

monoamino
SHIAA 6 reducido a 5 hidroxi triptofol

por la

de ser oxidado a
No se conoce tampoco si la serotonina liberada

(100) .
terminaciones nerviosas es inactivada por rein-

de las
corporacifn a la membY¥Yana sin&ptica.

Las dificultades en la valoracitn de esta via son:
1. Bl conocimiento incompleto acerca de los procesos
morfolSgicos y metabflicos gue participan en el control
fisiolBgico de la biosintesis de las monoaminas ( inhi
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bicifn por retrwalimentacibn,

2.

inactivacifn) .
No se tiene evidencia que certifigque gque las aminas
biog&nicas se encuentran almacendas en vesficulas en la

terminacibn sinfptica como en el caso de la acetil coli
na. Bste es un punto necesario en los estudios de recam
bio para poder considerarlo como un sistema abierto
donde el recambio representa el equilibrio de f£lujo en

el cual la sintesis y transporte al compartimiento me-—

tab6lico es igual a su degradacifn vy salida.
3. Al estudiar el efecto de las drogas no se puede acep

tar axiomfticamente gue la droga no cambia el proceso

de transporte o© de mezclado

s
\IO} .

El aumento en la concentracibn de triptofano en me
sencé&falo despuss de la administracitn de melatonina -
implicarfa el favorecer la sintesis de serotonina, sin

embargoe, la poza de triptofano cerebral tambi&n provee

de este aminofcido para la sintesis de proteinas. E1 me

canismo poxr el cual se incrementa el nivel de triptofa-
no cerebral no es conocido, es posible gue impligue un

mayoxr transporxte de triptonfano circulante a la neurona.

Indirectamente este dato puede ser apoyado por experi-—

mentos en los gque se ha demostrado gque ratas sometidas
a manipulacitn en el triptofano de la dieta, este me-—

canismo es el gue opera para la regulacidtn de la sinte

sis de serotonina cerebral (201). Ademids drogas como -



reserpina, anfetamina, carbonato de 1litio, etc, gque a

‘fectan la velocidad de sTntesis de la serotonina, in-

crementan los niveles de triptofano en cerebro (102).

IL.os bajos niveles de 5HTP cerebrales implican gue

su descarboxilaciftn es muy rdpida (103). Esta descar-—

boxilasa =2s la misma gue acttia sobre la DCPA (92) y al

igual gue la descarboxilasa del &#HAcido glutdmico es depen
diente del fosfato de piridoxal (104). La administracidn
de melatonina produce un aumento en la actividad de la

kinasa del piridoxal, sin embargo, los experimentos a-—

quf reallizados no mostraron diferencias en la actividad

de las descarboxilasas. Aungque la descarboxilasa del 5

HTP no es reguladora de la velocidad de biosintesis de

este neurotransmisor, se han observado cambios en la agc
tividad cuando se inyecta reserpina (que depleta los ni
veles de serotonina y aumenta su velocidad de siInte-—
sis y catabolismo) (105).

La actividad de la kinasa del piridoxal es influfda

por cambios en los niveles de serotonina, dopamina y no

repinefrina (106). Despufs de la administracifn de i-
SHTP u otras sustancias gue incrementan las

proniazida,
la actividad de la

concentraciones de serotonina (106),

kinasa disminuye (106), sugiriendo una posible autoregu

lacifn. Sin embargo, el alto nivel de recambio gque tie-

ne este cofactor, gque por lo demds participa en otras
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muchas descarboxilaciones, unido al hecho de gue la -
iproniazida por ejemplo, tiene otrxros efectos sobre la
actividad metab8lica cerebral, dificulta la interpre-
tacibn de este hallazgo, por lo gque este posible pa-
pel regulador del fosfato de piridoxal puede ser muy
discutido.

En nuestros experimentos la valoracidn de esta -~
etapa implicd dificultades adicionales: por las condi
ciones "in vitro" suponemos gue la enzima trabaja en
condiciones G6ptimas (concentracitn de saturacibn para
el sustrato, pH 6ptimo, etc.) (81). AdemfAs, la estxruc—
tura celular ha sido destrufda ya gue los experimentos
se efectuaron en homogenados de, cerebro completo.

El producto catab&lico de la serotonina, el S5HIAA
se encontrf elevado s6lo en los homogenados de cerxre-
bro completo y no el mesenc&falo. Las concentraciones
de S5HIAA en un momento dado dependen de la velocidad a
la cual se destruye la serotonina v de la velocidad a
la gue es eliminada del tejido. Los niveles son en ge—
neral bajos debidos a gque el mecanismo de transporte es
extraordinariamente r8pido. De hecho, en nuestras con—
diciones experimentales se bloguea este transporte con
probenacida con chijeto de medir la velocidad a la gue
se acumula este catabolito. Es probable que el incremen

to observado en SHIAA sea debido a su mayor utilizacibn




i
i
i
i

1
34

al nivel de la terminacifn sinfptica y no por inactiva

cibn de la serotonina en el soma de la neurona. De he-—

cho, la porcifn mesencefSlica en la cual se encuentran

pricticamente la totalidad de las neuronas con capaci-

dad de sintesis de serotonina (73, 74) no mostr8 ningtiGn
cambio.

El incremento en la concentraci®n de triptofano en
mesencé&falo y el aumento de 5HIAA en las terminaciones
nerviosas refuerza la hipbtesis de gque la administracidn
de melatonina modifica el metabolismo de la serotonina.

El gue en nuestras manos la concentracibtn de la se—
rotonina se encuentre dentre de lImites semejéntes a
los valores control no invalida los resultados sefialados
en la literatura ni la posibilidad del efecto de esta
hormona sobre su metabolismo, afin cuando experimentos
en los que se midan tanto la velocidad de sintesis como

el recambio de serotonina "in vivo', son indispensables.
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