[image: image1.jpg][lencuentro , ey@ .
e iz Uy
Participacion ge 1,

R e &
=t(Ciencia





EFECTO DE MELATONINA, GABA Y DIAZEPAM  EN REBANADAS DE CEREBRO DE RATA

Jenny Reyes-Flores, Xóchitl P. Vega-Acevedo, Ofelia Espejo-González, Elia B. Naranjo-Rodríguez. 

 Departamento de Farmacia. Facultad de Química. UNAM. Ciudad Universitaria. México, D.F. 04510

jer_flores21@yahoo.com.mx
RESUMEN

La melatonina (MEL) es una hormona secretada por la glándula pineal. Hasta la fecha, no es claro su mecanismo de acción. La MEL tiene efectos en tejidos aislados, por lo que se estudio su efecto en rebanadas de cerebro. Utilizamos rebanadas de hipocampo de rata hembras o machos (Wistar, 40g, Harlan, México, S.A. de C.V.), con perfusión constante en líquido cefalorraquídeo artificial (LCRA), específicamente de la región CA1 (fibras colaterales de Schaffer).Las rebanadas de los cerebros se colocaron en un sistema convencional  “In Vitro” para rebanadas de cerebro. Los registros extracelulares obtenidos se basaron en los siguientes efectos: respuesta repetitiva, con trenes de estimulación de frecuencias bajas  (1Hz), valores de la espiga (amplitud y frecuencia), y se compararon con el control positivo (ATP, GABA o Diazepam). Los datos se capturan en una PC, y se analizarán. Con estos estudios demostramos, como la MEL tiene la habilidad de modular formas específicas de plasticidad, en neuronas piramidales del hipocampo. 

INTRODUCIÓN 

MELATONINA
La melatonina (MEL), fue descubierta por McCord y Allen en 19718, pero fue hasta 1958 cuando  Lerner y cols., la aislaron a través de la pineal de bovinos; el nombre que se le dio a esta hormona, se  le atribuye al hecho de que provoca  una aclaración de la piel de los renacuajos, lo cual implica una acción sobre los melanoforos y la melanina cutánea 2,5,6.

En mamíferos está hormona es principalmente producida y secretada durante la noche por la glándula pineal; existen otros sitios de producción tales como la retina y el intestino, pero no contribuyen significativamente en los niveles plasmáticos, sin embargo pueden ser de importancia local.2,3,5 

La síntesis de la MEL (N-acetil-5-metoxitriptamina) inicia con la captación del de triptofano por los pinealocitos, una vez que  se encuentra en el retículo endoplasmico, se produce una hidroxilación del triptofano transformandolo en 5-hidroxitriptofano (5-HTP), esto ocurre en presencia de la enzima triptofano hidrolasa; posteriormente el (5-HTP) sufre una descarboxilación por acción de la 5-hidroxitriptofano descarboxilasa a 5-hidroxitriptamina (5-HT), comúnmente conocida  como serotonina. Una vez sintetizada la 5-HT a través de la enzima N-acetiltrnsferasa (NAT) es transformada en N-acetil-5-hidroxitriptamina, este es el paso limitante en la biosíntesis de la melatonina. Finalmente con la participación de la enzima hidroxiindol-o-metiltransferasa (HIOMT), la N-acetilserotonina es o-metilada dando como producto a la MEL2,5.
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Figura 1: Estructura química de la MEL5.

En los mamíferos se han descrito la presencia de tres tipos diferentes de receptores a la MEL, los MT1 y MT2 que fueron identificados a través del uso de radioligandos [3H]-melatonina y 2-[125I]-iodomelatonina, contribuyendo con ello a su localización y caracterización de los sitios de unión; y MT3 el cual es clonado. Se han propuesto mecanismos de acción diferentes para los primeros dos tipos de receptores; en el caso de los MT1, se han caracterizado por pertenecer a la familia de receptores acoplados a proteína G y que son capaces de inhibir a adenilato ciclasa, además han sido relacionados con los ritmos circadianos y la reproducción; en cambio los receptores MT2 pertenecen a los receptores que activan la hidrólisis de fosfoinositol vía proteína G, sin embargo su localización presenta dificultades y por tanto es difícil de predecir sus funciones biológicas, en ambos casos estos receptores son dependientes de GTP. Los recetores MT1 y MT2 en humanos, han sido principalmente estudiados a nivel de cerebro, se expresan en los núcleos supraquiasmáticos, cerebelo, corteza, hipocampo hipotálamo y en las aterías cerebrales. MT1 se expresa en retina, tejido adiposo y riñón, mientras que MT2 solo se expresa en tejido adiposo y riñón.2,4,7.

La MEL ha sido relacionada con varios efectos fisiológicos; se dice que previene ataques cardiacos resultantes del estrés, disminuyendo la producción de corticosteroides, puede también reducir  la tensión sanguínea al disminuir el ritmo cardiaco. En el ser humano actúa como un sincronizador de la temperatura, corporal, la secreción del cortisol y la hormona adrenocorticotropica; este efecto permite acelerar el acoplamiento al horario local tras un viaje trasoceánico, reduce el efecto del jet-lag y puede ser útil para personas con turnos rotatorios de trabajo. Una de las funciones descubierta más recientemente sobre la MEL, ha sido la de comportarse como un potente antioxidante natural, con una capacidad antioxidante cinco veces más que el glutatión, y más efectiva en la eliminación de los radicales libres que la vitamina. En años revientes, la posible relevancia terapéutica  de la MEL  en la enfermnedad de Alzheimer  ha sido indicada por estudios “In Vitro”. En cultivos de neuronas, la MEL proteje a estas células contra la tocididad de (-amiloides.2,5
GABA 

GABA (ácido gamma-aminobutírico) es un neurotransmisor en el sistema nervioso; fue identificado como constituyente químico único del encéfalo y considerado como neurotransmisor inhibidor desde 1950. Es sintetizado a partir de la descarboxilación del Glutamato, mediada por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), una vez sintetizado, el GABA es introducido en vesículas y está listo para salir de la neurona presináptica. Cuando se produce el estímulo nervioso, el GABA es liberado de la neurona presináptica y llega hasta la neurona postsináptica donde es reconocido por los receptores GABAA y GABAB. El GABA que no interacciona con los receptores es recaptado bien sea por la célula presináptica o por las células gliales. Una vez allí, mediante la GABA transaminasa es degradado a semialdehído succínico que lo convierte a succinato. 

DIAZEPAM 

Es una benzodiazepina, utilizada para el tratamiento de trastornos severos de ansiedad, como hipnótico de corta duración y se utiliza para el tratamiento del insomnio. También, se utiliza como, sedante, preanestesico, relajante muscular, anticonvulsivo y para el manejo del síndrome de abstinencia por el alcohol.

Como los receptores a benzodiacepinas están acoplados a receptores GABA tipo A (GABA A), facilitan los efectos de GABA por incremento de la afinidad a GABA por el receptor GABA. LA unión del GABA en el sitio abre el canal de cloro (Cl-), resultando una hiperpolarización en la membrana celular que previene la excitación celular10
En base a estos antecedentes nos planteamos los siguientes objetivos. 

OBJETIVOS

· Determinar el efecto de la melatonina en rebanadas de hipocampo de rata  comparándola con los efectos producidos  por ATP, GABA y Diazepam.

· Demostrar la habilidad  de la MEL de modular específicas formas de plasticidad  en neuronas piramidales de hipocampo.
MATERIAL Y MÉTODO

Primeramente se realizó la obtención de las rebanadas hipocampales de un grosor de 400 µm. Para ello se utilizaron ratas Wistar hembra o macho (Laboratorio Harlan, México, S. A. De C.V.) con un peso promedio de de 40(2g, mantenidas en condiciones constantes de temperatura, agua y alimento. Los animales se sacrificaron por decapitación con una guillotina para ratas (World Precision Instruments, Inc. Sarasota, Fl. USA) y se extrajo el cerebro, el cual se colocó en una caja Petri con líquido céfalo-raquídeo artificial (LCRA) a 5 (C estabilizada con gas carbogeno (una mezcla de O2 y CO2 al 95%). El LCRA se preparó con agua destilada a concentración de 120 mM de NaCl, 1.3 mM de MgSO4, 1.8 mM de CaCl2, 26 mM NaHCO3, 3.3mM de KCl, 1.23mM de NaH 2PO4 y 11 mM de glucosa (Sigma- Aldrich, Inc. St. Louis MO, USA). Posteriormente, el cerebro se colocó ventralmente hacia arriba, en una caja Petri con LCRA, cortando la parte anterior del cerebro a la altura del quiasma óptico y por la parte posterior a la altura del cerebelo. Este bloque, se fijó con una capa delgada de  cianoacrilato (QuickTite) a la base de la cámara del  “Vibro Slice” (Vibratome 1000 Plus-Pelco,Ted Pella, Inc. Moutain Lakes Blvd. Redding, CA), las rebanadas se obtuvieron por cortes coronales del cerebro, generalmente las dos primeras rebanadas del hipocampo se desecharon, para asegurar que contengan el hipocampo anterior con la región CA1. Enseguida las rebanadas de los cerebros se colocaron en un sistema convencional “In Vitro” para rebanadas de cerebro, esto es a una cámara de registro con perfusión continua con LCRA para mantenerla en condiciones fisiológicas y se procedió a realizar los estudios. Los registros extracelulares se realizaron utilizando microelectrodos llenos de solución de NaCl 2M. El potencial de membrana de un conjunto de neuronas se medió con un preamplificador Axopatch (Axon Instruments Inc., USA). La salida de este preamplificador se conectó a un osciloscopio (Tektronix, TDS 3032), para observar las señales registradas, las cuales se almacenaron para su posterior análisis en una computadora, con la ayuda de los programas previamente instalados AxoScope y pClamp (Axon Instruments). 
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Figura 2: Equipo para la obtención de registros extracelulares (Barajas-López; yCols1)

RESULTADOS

A) ATP y Melatonina 
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Figura 3. En esta figura se observa que la MEL a las concentraciones de  15, 30 y 45(M, aumenta la transmisión sináptica sobre la región CA1 hipocampal. La curva amarilla representa la respuesta a ATP. Se muestra el promedio de la amplitud de la espiga (% control) en función del tiempo. La MEL y ATP aplicada por 5 min está indicada por la barra horizontal. La terminación por LTP estimula la transmisión sináptica. A los 10 min de iniciado el registro se adicionaron los compuestos.

B ) GABA 
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Figura 4: En esta figura se observa que el GABA (10mM) produce excitación significativa de los potenciales evocados  (espiga poblacional), en la región CA1 hipocampal,  comparados con ATP y MEL a  30(M El tipo de respuesta observada es bifásica dependiendo del tiempo más que de la concentración de GABA. 
C) DIAZEPAM
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Figura 5: En esta figura se observa que el Diazepam a la concentración de 10nM no presenta cambios en esta gráfica. Comparado con ATP y MEL, se observa un incremento de la respuesta (actividad eléctrica de las neuronas del hipocampo). A los 5 min de iniciado el registro se adicionaron los compuestos.
CONCLUSIONES

1. El ATP produce depresión de los potenciales evocados (espiga poblacional), en la región CA1 hipocampal, a 30(M.


2. La MEL produce excitación de los potenciales evocados (espiga poblacional), en la región CA1 hipocampal a las concentraciones de 15, 30 y 45 (M, con mayor duración que con ATP a 30(M.

3. El GABA (10mM)  produce excitación significativa de los potenciales evocados  (espiga poblacional), en la región CA1 hipocampal, comparados con ATP y MEL a  30(M.

4. EL diazepam  produce excitación de los potenciales evocados (espiga poblacional), en la región CA1 hipocampal, comparados con ATP, MEL a  30(M  y GABA a 10 mM.
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