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ABREVIATURAS

‘ADX:

NM:
NT:
POMC:

Adrenaiectomia

Hormona Adrenocorticotropa 6 Corticotropina

Melatonina

B-Endorfina

Benzodiazepinas

Cociente del ligando unido frente al libre

Cociente del ligando unido frente al total

- B-Lipotropina

n° maximo de sitios receptores
Calcio

Cloro

Factor liberador de Corticotropina
Des-Tyrosina-Gamma-Endorfina
Immunoensayo Enzimdtico
Flunitrazepan

Ac. y-aminobutirico
GABA-Aminotransferasa
Glutamato Descarboxilasa
Gangliectomia
5-Hidroxiindolacético
Hidroxi-indol-O-metil-transferasa
Hipofisectomia

5-Hid:oxitriptofano

Concentracién de droga competidora no marcada
Concentracion que inhibe un 50% de los enlaces
Potasio

Constante de disociacion (afinidad)
Constante de inhibicion
Concentraci6n de radioligando libre
Concentracién total de ligando
Mono-amino-oxidasa

Hormona Melanocitoestimulante
N-acetil-transferasa
Neuromodulador

Neurotransmisor

Pm-opio-melanoconina
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Px:
R:

SADx:

SHPx:

SPx:

Vmax:

Pinealectomfa

Concentracion de sitios de enlace libres

Concentracién de receptor unido a cada ligando
Sham Adrenalectomia

Sham Gangucctomia
Sham Hipofisectomia
Sistema Nervioso Central
Sham Pinealectomia
Velocidad médxima
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ACTH y Péptidos Derivados

L-GLANDULA PINEAL Y ACTIVIDAD DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

A.- RECUERDO ANATOMO-FISIOLOGI-
CO DE LA GLANDULA PINEAL

1.-Anatomia: La glandula pineal es una pequeia
estructua que emerge de la porcién pésiero-
superior del diencéfalo y que se encuentra apoya-
da sobre la l4mina cuadrigémina. Estd rodeada
de una rica red vasculo-perviosa y fuertemente
adherida a las meninges, formando parte de los
6rganos circunventriculares. Estd situada en la
depresion existente entre los tubérculos cuadri-
géminos anteriores, unida al cerebro por medio
de un pedinculo que se divide en una cintilla
inferior, que comprende la comisura posterior y
una cintilla superior que incorpora la comisura
nabenular. La mayor parte de la gldndula estd
cubierta por los plexos coroideos. El tercer
ventriculo penetra en la gldndula formando el
denominado receso pineal (Vollrath, 1979).

En la pineal, se encuentran dos tipos de
Gbras nerviosas: aferentes, las propiamente
cerebrales, de procedencia aparientemente comi-
sural (fibras comisurales) y las vegetativas (sim-
paticas y pecasimpdticas). Se han descrito tam-
pbién fibras de caricter eferente, cuyo origen
estarfa en las neuronas del ganglio intrapineal
(Kappers, 1960).

La inervacion simpdtica la proporciona la via
retino-hipmalﬁmico-epiﬁsaﬁa. que es el eje sobre
el que se organiza desde cl punto de vista neural
a relacién de la glindula pineal con ¢l propio

organismo y con el exterior (Figura 1). Estd
constituida en su parte inicial por un tracto de
fibras amielfnicas que se originan en la capa
ganglionar de la retiza. Realiza su primera
sindpsis en el ndcleo supraquiasmético, de donde
se proyecta un haz de fibras que conecta con el
drea periventricular de la regién tuberal ventral
del hipotdlamo (Swanson y colbs., 1975). Las
neuronas de este 4rea conectan con las del
nicleo hipotaldmico lateral; éste a su vez proyec-
ta fibras que hacen sinpsis con ¢l asta interme-
dio-lateral de 1a médula cervical, de cuyas neuro-
nas parten fibras hacia el ganglio simpético
cervical superior. La mayoria de la fibras post-
ganglionares de este ganglio, se dirigen a la
glindula pineal directamente, constituyendo el
nervio coronario, y el resto lo hace a través de

los vasos de la pia que la irrigan (Kappers, 1960).
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TESIS DOCTORAL

Las llamadas fibras centrales o intercomisu-
rales, proceden de puntos no conocidos del
sistema nervioso central y penetran en la gidndu-
la a través de las comisuras habenular y caudal.

* La célula principal de la glindula pineal es
el pinealocito, que representa el 82% del total
glandular, rodeado de elementos gliales. Presenta
una forma caracteristica con una o varias prolon-
gaciones que se originan en el cuerpo celular,
terminando en el espacio perivascular y ocasio-
nalmente cntre los pinealocitos (Wolfe, 1965).

Se distinguen dos tipos de pinealocitos
(Pevet, 1947):

1).- Pinealocito claro o tipo I: con vesfculas
granulares que probablemente son la repre-
sentacién morfolégica del producto de se-
crecién de la gldndula. Presenta las carac-

terfsticas propias de cualquier célula.

2).- f_‘_m_ealocito oscuro o tipo II: no posee grénu-
los, pero presenta también algin material de

secrecion.

Ademds del pinealocito y de las células
gliales, en la pineal aparecen tambien células
nerviosas , epcndimocitos y un némero indeter-
minado de linfocitos, plasmocitos, mastocitos,
melanoforos, fibroblastos y fibrocitos.
2.-Sfniesis de Indoles : Hoy se reconoce que la
bioquimica moderna de la gldndula pineal tuvo
su origen tras el aislamiento de la N-acetil-3-
metoxi-triptamina por Lerner y colbs., (1958,
1960). Posteriormente s¢ enconiré que la pineal
contenia los enzimas necesarios para la sintesis
de melatonina a partir de 12 serotonina (Axelrod

y colbs., 1960), y poco después se estableci6 que

el ciclo luz-oscuridad era un importante factor
que determinaba la actividad bioquimica de la
pineal (Quay, 1964).

La sintesis de melatonina se realiza a partir
del triptofano (Figura 2). La capacidad de la
pineal para producir metoxiindoles es debida, al
menos parcialmente, a los altos niveles de triptd-
fano-hidroxilasa dentro de la gldndula. Después
de la captacion del aminodcido por el pinealoci-
to, el enzima hidroxilante lo convierte ea $-
hidroxi-triptéfanu. Tras este paso, el S-hidroxi-
tript6fano es decarboxilado por la L-aromético-
aminodcido-descaruoxilasa, enzima que estd
ampliamente distribuida en el organismo. Esta
reaccion da como resultado la formacién de
serotonina; el contenido de esta amina €s mayor
en la glindula pineal que en ningun otro drgano
del cuerpo.

La serotonina es el precursor comén de
numerosos indoles formados dentro de la gléndu-
la pineal. En una segunda etapa la serotonina es
convertida en melatonina. En primer lugar la
serotonina es acetilada por el enzima N-acetil-
transferasa (NAT), el producto de esta reaccién
es la N-acetil-serotonina. Este paso requiere un
grupo acetilo proporcionado por el acetil-CoA.
La sintesis de melatonina a partir de Ia N-acetil-
serotonina est4 catalizada por el enzima hidroxi-
indol-O-metil-iransferasa (HIOMT). Durante
esta conversion la S-adenosil-metionina propor-
ciona el grupo metilo.

La serotonina sintetizada por la epfisis sirve
como sustrato para la formacion de otros indoles
pineales. Asf la mono-amino-oxidasa (MAO)
convierte a la serotonina en 5-hidroxi-indol-
acetaldehido, un intermediario inestable que 0
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INTRODUCCION

bién es oxidado a 5-hidroxi-indolacético (5-

HIAA) o reducido a 3-hidroxi-triptofol. Por
accion de la HIOMT el S-HIAA es convertido en
5-metoxi-indolacético, mientras que el 5-hidroxi-
triptofol se transforma en S-metoxi-triptofol
(Cardinali, 1981). Este ultimo indol muestra un
ritmo en sus niveles tanto en la gldndula pineal
como en el plasma de la rata semejante al que
ha sido descrito para la melatonina, y por ello se
le ha considerado como un producto hormonal
pineal importantc (Ebadi, 1984).

Ademds de los indoles, en la pineal estan
presentes otra serie de productos de gran impor-
tancia funcional, como es el caso de los péptidos
pineales que para muchos autores serfan los
responsables directos de muchos de los efectos
hormonales de la pineal; entre estos péptidos
cabe destacar la arginina-vasotocina, un nonapép-
tido que se ha mostrado que posec un efecto
inhibidor sobre el sisiema reproductor (inhi-
‘biendo principalmente a la secrecion hipotalimi-
ca de LH) ejercido a través de sa influencia
sobre el eje hipotalamo-hipofisario (Pavel, 1978).
3.-Regulacion de la actividad pineal: ia conver-
si6n de serotonina en melatonina estd ajo el
control del ciclo luz-oscuridad al cual los anuna-
les estdn expuestos tantc en condiciones natura-
les como en el laboratorio (Figura 3). De forma
caracteristica los periodos de luz se asocian con
altos niveles pineales de serotonina y baja activi-
dad de NAT. Por el contrario, durante el perfodo
diario de oscuridad disminuye la cantidad de
serotonina probablemente por que €5 convertida
en N-acetil-serotonina por la alta actividad de la
enzima acetiladora. La magnitud de este cambio
dia-noche en 1a actividad de la NAT varia entre

— ]
#tgura 3: Ritmos circadianos de algunos compuestos pincales.

las distintas especies; sin embargo, uniformemen-
te la oscuridad se asocia con una elevacion en la
actividad de esta enzima. Como consecuencia de
la actividad incrementada de la NAT durante la
noche los niveles pineales de N-acetil-serotonina
est4n también aumentados. Debido a la amplitud
del ritmo que muestra ci enzima acetilador a
través del ciclo de 24 horas, se ha propuesto que
la NAT sea el enzima limitante en la produccién
de melatonina (Klein y colbs., 1973).

La estimulacion de la pineal durante la
noche tiene como consecuencia un gran aumento

de la concentracion de melatonina deatro de la

gundulaEnlasespeciesenlasqueschan
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TESIS DOCTORAL

medido los niveles de melatonina, la oscuridad se

asocia con grandes elevaciones de esta hormona
pineal (Reiter y colbs., 1971); siendo esta eleva-

cién independiente de si el animal es activo por

la noche o durante el dia (Reiter, 1981).

El camino por el que la luz llega a la pineal
lo propor<iona la invervacion simpatica que llega
hasta la glindula, y que como se dijo anterior-
mente estd constituida principalmente por el ha.
retino-hipotaldmico-epifisirio. El efecto que la
luz y la oscuridad producen en la pineal se lleva
a cabo a través de la noradrenalina de las termi-
naciones simp4ticas. Este neurotransmisor actda
sobre los pinealocitos a través de los B-receptores
(8,) de su membrana modificando su ndmero y/o
sensibilidad a lo largo del ciclo de 24 horas
(Semm y cols, 1981) (Figura 4).

Como resultado de la interaccién noradre-
palina-receptor se va a producir un aumento
brusco en la produccion de AMPc debido al
incremento en la actividad de la adenilciclasa;
esta eleQacién del AMPc media todos los efectos
de la noradrenalina incluyendo el aumento de l1a
actividad de la NAT, disminuci6n de la serotoni-
na y aumento de la N-acetil-serotonina y melato-
nina durante la noche; a su vez el AMPc deter-
mina una elevacién de la NAT, a través de uno
o varios de los siguientes mecanismos: incremen-
1ando el RNAm necesario para su sintesis y/o
aumentado la sintesis de una proteina necesaria
para que la NAT aumente su actividad (Cardinali
y colbs., 1985).

Durante el dia la luz va 2 provocar que a
pivel de las terminaciones simpéticas no se libere
noradrenalina; por tanto, durante el dia hay una
cafda en los niveles de AMPcy una inactivacion

de la NAT, y como consecuencia se produce un
descenso en la produccion de melatonina.

El mecanismc por el cual la luz inkibe la
liberacién de noradrenalina en la gldndula pineal
parece ser el bloqueo de la informacién que sale
del nucleo supraquiasmaitico hacia el ganglio
cervical superior. Por la noche, al faltar la luz, se
desinhibe esa salida del nucleo supraquiasmético,
que: pasa informacion al ganglio cervical superior,
el cual a su vez estimula las fibras postglanglio-
nares simpaticas que terminan en el pinealocito,
liberando noradrenalina.

Aparte de esta regulacion ambiental, la
pineal estd bajo una regulncién‘ central depen-
diente de comunicacines directas entre cerebro y
pineal (Guerillot y colbs., 1979; Ronneljiew y
colbs., 1980). Se piensa que el acido glutdmico y
el GABA. podrian jugar un papel importante en
los citados mecanismos centrales (Figura 4).

Junto a estos dos tipos de regulacion, la
pineal est4 influenciada por miltiples productos
hormonales. Parece claro que la pineal es una
glindula en la que se desarrollan a la vez meca-
nismos de transduccion neuroendocrina y endo-
crina-endocrina, asi como endocrina-neural
(Figura 4). Hasta hace poco el interés residia en
conocer como influyen las gonadotrofinas y los
esteroides gonadales en el metabolismo pineal,
poniendo de manifiesto todos estos estudios 1a
existencia de un eje pineal-gonadal. Debido 2
é hay mucha menos informacién disponible
sobre otras posibles sefiales hormonales que
afecten a la funcion pineal y viceversa, habiéndo-
se descrito otros ejes endocrinos importantes,
como el eje pineal-suprarrenal (Acutia y colbs.
1982; Acufia y colbs., 1984).

4
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La mayorfa de los estudios se han realizado
sobre la actividad dc dos enzimas importantes €n
¢l metabolismo de los indoles de la pineal como
son la HIOMT y la NAT. Los estudios hechos
midiendo la actividad de la NAT han sido desa-
lentadores, pues se comprobo que si bién este
enzima era directamente dependiente del perfodo
de luz, apenas se modificaba en funcién de la
fase del ciclo estrogénico (Weiss y colbs., 1970).
Respecto a la HIOMT, si bién el pico nocturno
se modifica en distintos momentos del ciclo, la
actividad media que presenta no varia demasiado.
En mujeres hay que sefialar que la melatonina
sérica y urinaria s muestra como una funcién
del ciclo reproductivo (Wetterberg y colbs., 1976;
Ferndndez y coibs., 1988, Ferndndez y colbs.,
1990); y asi, los pivelcs de melatonina sanguinea

aparecen bajos en los dias anteriores a la ovula-
ci6n y altos en la menstruacion.

Se ha demostrado la existencia en el pincalo-
cito de receptores para algunos esteroides y
hormonas peptidicas como son: estradiol, tes-
tosterona, dihidrotestosterona, progestcrona y
prolactina (Cardinali y colbs., 1987), a través de
los cuales podrian lievar a cabo su control sobre
la pineal. Una propiedad muy interesante del
control ejercido por las hormonas reproductoras
sobrelapinealcsquepodrlanmodiﬁmrla
actividad neural de los nervios aferentes: tedrica-

te la hormona puedc actuar a cualquier nivel
de la via neural, desde el nucieo supraquiasméti-

pasando por el gangiio cervical superior,
hasta la via postganglionar simpdtica que llega
hasta la pineal (Cardinali ¥ colbs., 1987). Otro

H‘DMHG:II-M
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mecanismo para el cortrol de la actividad pineal
serfa el producidc por la reduccion de una
segunda hormona, por ejemplo la vasotocina
(Cardinali y colbs., 1987).

De todos los esteriodes gonadales, ¢l mds
estudiado hasta ahora ha sido el estradiol, el cual
actda a nivel del metabolismo pineal modificando
el contenido pineal de HIOMT y la liberacion de
melatonina. La integridad de la conexion simpd-
tica pineal es necesaria para mantener un ade-
cuado nivel de receptores pineales para el estra-
. diol: ello serfa una indicacion de la existencia en
el sistema neuroendocrino de un receptor de
hormona controlado por un AEUrOtransmisor, a
través de eventos iniciados por la interaccién de
moléculas transmisoras con los receptores beta-
adrenérgicos (Cardinali y colbs. 1987).

El estradiol afecta a la actividad de la
HIOMT pineal de tal manera que un descenso
del estradiol provoca una estimulacién de la
misma y un aumento del estradiol provoca su
inhibicién (Nagle y colbs., 1972). Ello lo hace de
forma directa, si bien, existen 2lgunas evidencias
que hacen pensar que €s10S efectos sean media-
dos por cambios en los niveles de FSH o LH, o
bien a través de cambios en los impulsos nervio-
sos aferentes que llegan a la pineal (Cardinali y
colbs., 1987). La actividad de la NAT parece
insensible a los efectos del estradiol y del ciclo
ovérico (Illnerova, 1975).

Se ha comprobado que la actividad metab6-
lica de la pineal se modifica ante la administra-
ci6n de testosterona. Se piensa que el efecto de
esta hormona sobre la pineal podria tener lugar
a través de su paso a estradiol, lo cual es posible
ya que existe en la pineal la via metabolica por 1a

cual los andrégenos se transforman en estrogenos

mediante aromatizacién (Cardinali y colbs.,
1974). Independientemente de esta posibilidad, la
testosterona tiene sus propios receptores en el
pinealocito (Cardinali, y colbs., 1987).

En la pineal aparecen receptores especificos
para la progesterona. La epifisis puede ser la
Gnica estructura neuroendocrina en la que la
progesterona tendrfa la habilidad de producir
cambios en su funcién en ausencia de la ad-
ministracién de estradiol, presentando un efecto
predominantemente estimulante (Cardinali y
colbs., 1974).

En cuanto a la prolactina, existen evidencias
sobre la existencia de receptores de alta afinidad
para esta hormona a nivel de la pineal, compro-
bandose ademds que la prolactina condv-  un
incremento en la actividad HIOMT (Cardinali y
colbs., 1976). La pineal controla a su vez la
secrecion hipotaldmica de prolactina por un
mecanismo doble, dependiente ¢ independiente
del nicleo supraquiasmitico (Acufia y colbs.,
1989).
4-Funciones de la glindula pincak Se puede
decir que las secreciones de la pineal participan
en miltiples mecanismos neurales y neuroendo-
crinos, entre ellos control de la funci6n gonadal,
adrenal y tiroides, del ciclo suefio-vigilia, y e
varios ritmos biol6gicos.
a.-Camnldeh;q'Ml:Elprimerﬁmdio
relacionando la pineal y la melatonina con la
reproduccién fue el de Wurtman y colbs., (1961).
Estos autores encuentran que Ia inyeccién de
melatonina en ratas hembras podia suprimir el
crecimiento y la actividad funcional del ovario.
Junto a ésto también se ha visto que la melatoni-

4
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na es capaz de alterar la funcionalidad del tes-
ticulo (Reiter y colbs., 1975) y alterar la secre-
cion normal de gonadotrofinas (Martin y colbs.,
1977, Moguilevsky y colbs., 1976).

Todas estas acciones que la pineal ejerce
sobre los 6rganos y hormonas reproductores se

traducer en dos efectos mndaménlaies:

- Juega un papel fundamental en el inicio de la
pubertad. En efecto, se ha podido comprobar que
el inicio dc la pubertad viene marcado por un
descenso en los niveles de melatonina que va

paralelo al aumento de gonadotrofinas (Silman y
colbs., 1979).

Va a desarrollar una importante funcién en los
~ animales con ciclo reproductivo anual (Reiter y
colbs., 1981). :

b.-Control de los ritmos biolégicos: La pineal de
los mamiferos carece de ritmicidad end6gena, ¢l
reloj que conduce los ritmos pineales se situa en
el nucleo supraguiasmatico. La actividad bioqui-

mica de la pineal est4 estrechamente ligada a la

luz ambiental, ya que el fotoperiodo marca el

ritmo de oscilacion del reloj bioldgico (nucleo
supraquiasmatico) y este a su vez genera impul-
sos que llegan a la pineal.

Es en esta glindula en donde, por medio de
la secrecion de melatonina, se sincroniza el resto
del sistema neuroendocrino (Wurtman y colbs.,
1961), asf como s regulan otras funciones supe-
riores del sistema nervioso central.

Esta sincronizacion no se restringe al sistema

reproductivo. En efecto, los productos secretorios

de la pineal ajustan la totalidad de la fisiologfa

: 3 = : % cirmes-
del organismo segin ritmos circadianos

tacionales y circaanuales, asegurando que el
animal est¢ fisiologicamente preparado para los

diversos cambios ambientales que tienen lugar a

lo largo del afio (Reiter y colbs., 1987). :
c.-Control de la actividad del Sistema Nervioso

Central: La pineal parece controlar la actividad
eléctrica cerebral; prueba de ello es que la pinea-
lectomia da lvgar a convulsiones y muerte en ani-
males de experimentacion, (Reiter y colbs., 1972)
mientras que la administracién de melatonina se
ve seguida de sedacién y somnolencia (Anton-
Tay, 1971).

d.-Otras funciones: La pineal es capaz ademds, de

controlar el funcionamiento de otras gldndulas
tales como tiroides (Nir y colbs., 1978), supra-
rrenales (Motta y colbs., 1971; Ogle y coibs,,
1978; Acuiia y colbs., 1982; Acufia y colbs., 1984)
y péncreas (Bailey y colbs., 1974). Incluso va a
ser reponsable de controlar su propia funcion a
través de sus productos de secrecién que, COmO
la melatonina, presentan receptores especificos
en el pinealocito (Fiskie y colbe., 1968).

Otra funcién de la pineal, que empieza 2
reconocerse ahora como de gran imponancia, es
la relacionada con la regulacion del sistema
inmune por la melatonina, lo que se comoce
como neuroinmunologfa. En este seatido, parece
que la melatonina es capaz de estimular la
actividad de las células NK del sistema inmune,
asi como estimular la capacidad de sintesis de
anticuerpos por el linfocito T (Maestroni Y
colbs., 1989 b).

Asimismo, se ha reconocido 1a existencia de
un eje pineal-sistema opioide, por medio del cual
los péptides opidceos como la p-endorfina con-
trolarfa ia funcion pineal (Gaffori y colbs., 1983;
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Kumar, y colbs., 1984; Maestroni y colbs., 1989

a). A su vez, parecer ser que una de las vias por

las que la melatonina ejerce sus efectos, como los
que presenta sobre .l sistema inmune, serfa a
través de los receptore:, opidceos, por medio de
la p-endorfina (Lisscui y colbs., 1985).

B.- GLANDULA PINEAL Y MODULA-
CION DE LA ACTIVIDAD CEREBRAL

1.- Pineal y actividad cerebral: Se sabe desde hace
algin tiempo que la pineal controla el funciona-
miemo de! Sistema Nervioso Centrl. Prueba de
ello es que en animales sometidos a pinealecto-
mifa (Px) aparece una marcada tendencia a sufrir
convulsiones (Reiter y colbs., 1973) y que la
administracién de melatonina en animales de
experimentacién y en el hombre da lugar a seda-
ci6n e hipnosis (Anton-Tay y colbs., 1974).

Los primeros estudios que intentaron rela-
cionar glindula pineal y cerebro se centraron €n
el estudio de los efectos que Ia Px tenia sobre el
sistema nervioso central. Los distintos estudios
mostraron que la Px daba lugar en muchos casos,
a convulsién y muerte (Reiter y colbs., 1972).
Ademis existen datos que indican que la Px
altera la actividad eléctrica cerebral dc conejos y
ratas, y esto puede hacer 2 estos animales mds
sensibles a suffrir convulsiones (Bindoni y colbs.,
1965).

Estudios posteriores mostraron que la
administracién de melatonina tanto en animales

de experimentacién como en el hombre, daba -

lugar a diversos efectos importantes sobre la

actividad de! sistema nervioso central, como son:
a.-Efectos metabdlicos: Entre los que cabe sefialar
un aumento en los niveles ' GABA en hipotdla-
mo (Anton-Tay, 1971),au: .nto de los niveles de
serotonina en ¢l cerebt e rata (Anton-Tay y
colbs., 1968) y aumentc  la actividdd piridcal
fosfoquinasa cerebral (A 'n-Tay y colbs., 1970).
Estos tres efectos ocur ~ paralelamente, y es
muy posible que el aum. ‘0 observado tanto en
los niveles de GABA cc. ) Ge serotonina sean
un reflejo del aumento de la actividad piridoxal
fosfoquinasa, ya que este enzima va dar lugara la
formacién de fosfato de piridoxal que es un
grupo prostético de la L-aminoacido-descar-
boxilasa y de la 4cido glutdmico descarborilasa;
enzimas que intervienen en la sintesis Ge seroto-
nina y GABA respectivanuente.

En trabajos recientes (Lissoni y colbs., 1985)
se ha visto ademds, que la »dministracién de
mclamninadalugaranndescensoenknnivelﬁ
de B-endorfinas, mientras que estas dltimas son
capaces de aumentar la sfntesis del indol pineal,
por loquesepuedepemquemuchmdelm
efectos de 1os opidceos pueden estar mediados
por la melatonina.

Todos estos datos dejan claro que la melato-
nina presenta un importante efecto inhibidor
sobre la actividad eléctrica cerebral.
h-ﬂmm&hawmpqu“h
administracién de melatonina a animales de
experimentacic se traduce. por a aparicidn de
sucso y sedacion (Mendelson y colbs., 1960:
Satake, 1979), mientras que €n ¢l hombre apare-
ce sedacion, somaolencia y seasacion de bicncs-.
1ar y confort (Anton-Tay ¥ colbs., 1971; Papava-
silov y colbs., 1973). Se ha podido comprobar
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que la melatonina no solo ejerce estos efectos
por si misma, sino que ademas media los efectos
sedantes de otros productos como la serotonina
(Satake, 1979)

c.-Efectos terapeiticos: En los ultimos ados se
han hecho miltiples estudios que han intentado
relacionar la gldndula pineal con distintos sindro-
mes ncurologicos y desOrdenes afectivos. Los
resultados por ¢l momento son alentadores.

En este sentido, los estudios realizados en
pacientes con cnfermedad de Parkinson han
puesto de manifiesto que la administracion
continua de melatonina a estos pacientes da
lugar a un control del tremor y a somnolencia
(Cotzias y colbs., 1971) asf como a una mejora
para la realizacién de sus actividades de la vida
diaria (Anton-Tay y colbs., 1971).

Ciertos enfermos depresivos presentan un
ritmo anormal de melatonina a lo largo de las 24
horas, con daaparicidn del pico nocturno del
indol pineal (Menscewicz y colbs. 1979). Parece,
por tanto, que la melatonina podria estar en
relacion con la patogenia de ciertos sindromes
depresivos. Apoya esta idea la observacion de
que cuanto més bajos son los niveles de melato-
nina en suero y orina, mucho més pronunciados
son los sintomas de estos pacientes (Almay y
colbs., 1987).

Un gran nimero de psicotropos, como los
antidepresivos y 10§ neurolépticos, afectan tanto
a la sintesis como al turnover de melatonina
{anto “in vivo" como "in vitro®. Y asi, 1a adminis-
tracién de antidepresivos triciclicos es capaz de
adelantar la aparicion del pico nOCIUrnO de
melatonina (Moyer y colbs., 1979) y de aumentar
la secrecion diaria de este indol (Thompson Yy

colbs., 1983). Por estos motivos, se puede pensar

que el efecto terapeutico que estos firmacos
ticnen en lo; pacientes depresivos puede ser
llevado a cabo a través de la melatonina.

La administracién a humanos de melatonina
se traduce en la aparicién de cambios electroen-
cefalogréficos (Anton-Tay, 1971), con un aumen-
to en la magnitud del ritmo «. Ademsds, estos
sujetos refieren sensacion de bienestar y confort.

Otros. autores (Brueske y colbs., 1980)
cuantificaron la actividad 'éctrica de nifios con
convulsiones, observando que durante la ad-
ministracion de aMT en infusién continua, esta
actividad disminufa para aumentar de nuevo 30
minutos después de terminada la infusién.

De igual manera se compruecba que en
pacicntes epilépticos la administracién de aMT
se corresponde o~n un aplanamiento de su EEG
y una disminucion de la actividad eléctrica del
l6bulo cerebral afectado (Anton-Tay, 1971)
(Figura ). Todos estos datos dejan claro que 1a
aMT presenta un importante efecto inhibidor
sobre la actividad eléctrica cerebral.

Se ha comprobado que la administracion de
aMT a animales de experimentacién se traduce
por ia aparicion de suefio y sedacion (Mendelson
y colbs., 1980; Satake, 1979), mientras que e el
hombre aparece sedacion, somnolencia y sensa-
cién de bienestar y confort (Anton-Tay, 1971;
Papavasilov y colbs., 1972). Se ha podido com-
pmbarquelaMnosOIoejercemem
pors!mismsmo‘l“‘mm“m
sedantes de otros productos como la serotonina
(Satake, 1979).

2 Las coavaisioncs inducidas por la pincalecto-
mis: La asociacion de la pineal con actividad
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convulsiva fué demostrada primeramente ¢n
1938, cuando se observé que la extirpacion de la
gléndula aumentaba la sensibilidad de los anima-
les a convulsivantes como el benzoato s6dico de
czfefna, picrotoxin y cardiazol (Kitay y Altschule,
1954). Como se ha mencionado anteriormente,
otros estudios mostraron que la Px daba lugar en
muchos casos, a convulsién y muere (Reiter y
Morgan, 1972; Reiter y colbs., 1973). El meca-
nismo por el que la Px da lugar a estos efectos
nomtaﬁnclaro.Schavistoquelosanimalw
pinealectomizados presentan un aumento de la
excitabilidad neuronal (Quay, 1965) ya que las
ratas pinealectomizadas y sometidas a una dicta
deficiente en sodio, tienen dificultades para
mantener unos niveles adecuados del potasio

cerebral. Esto puede conducir a una disminucién
del potencial de membrana con la consiguiente
cafda del umbral de activacion neural (Bindoni y
Rizzo, 1965; Nir y colbs., 1969).

Se ha observado que la tiroparatiroidectomia
realizada en ratas pinealectomizadas produce
severas contracciones tonico-clénicas de la mus-
culatura del tronco y extremidades, y causa la
muerte a los animales en unas 12 horas (Reiter
y colbs., 1972). La causa de la muerte se debe
posiblemente a asfixia por espasmo laringeoy de
misculos tordcicos. La pinealectomfa sélo no
produce ataques convulsivos como los descritos
aqui. Esta condicién no ¢s restrictiva a ratas, ya
que otros animales experimentan similares efec-
tos tras ambas extirpaciones. Se produce una
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caida de los niveles plasmaticos de calcio tras Ia
paratiroidectomia. que no se atecta por la pinea-
lectomia posterior. Esto sugiere que los espasmos
no se deben a tetania por caicio bajo. Los niveles
de potasio se elevan tras la pinealectomfa inde-
pendicmememe del estado de las gldndulas
tiroparatiroides. Sin embargo, este aumento de
potasio no explica tampoco un aumento de
excitabilidad muscular y espasmo. Asimjsmo,' los
niveles de magnesic (cuya deficiencia puede
también inducir episodios de tetania) no varian
significativamente (Reiter y colbs., 1972). Posi-
biemente, la falta de aMT pueda influir sobre los
flujos neuronales i6nicos, la excitabilidad neuro-
muscular o la transmisién sindptica a ciertos
aveles.

Poco después de estos trabajos, se comprobo
jue el modelo convulsivo en la rata, de Px+para-
oroidectomia producfa cambios en las aminas
cerebrales asociados a convulsiones (Herrera y
colbs., 1975). Debido a la compiejidad de este
mode!~, se encontré otro, ¢l gerbil (Meriones
unguiculatus), que convulsiona poco después de
la Px sélo, manifestando actividad epileptoide.
En este inodelo se ha demostrado que la depre-
sion de noradrenalina tras la Px facilita las
convulsiones, mientras que la serotonina es de
menor importancia ( Philo y Reiter, 1981). Ade-
mds existen datos que indican que la Px altera la
actividad eléctrica cerebral de conejos y ratas, y
esto puede hacer a estos animales mds sensibles
a suirir convulsiones (Bindoni y Rizzo, 1965).

Se sabe que la serotonina tiene un profundo
efecto en la induccién de sueilo en mamiferos y
aves (Mantegazzini, 1966), efecto que €S compar-
tido por uno de sus productos metabolicos, 1a

aMT. Este efecto de la aMT sobre ia sedaci6n se
explico en base a que la aMT aumenta la concen-
tracion de serotonina (Cramer y colbs., 1974).
Esta hipGtesis puede ser razonable, ya que la
aMT inhibe la MAOQ, lo que a su vez disminuye
la catabolizacién de la serotonina (Ellis, 1976).
El aumento de la concentracion cerebral de
serotonina estd regulada por |2 ingesta diaria y
los aminodcidos plasmaticos neutros (Fernstrom
y Wurtman, 1972). En el pez (Carassius aura-
tus), la administracién de un inhibidor de la
sintesis de aMT, la escotofobina, intefiere con el
efecto sedante de la serotonina. El efecto de la
escotofobina no se debe a un efecto directo sobre
la respuesta motora, y parece ser que la serotoni-
na causa sedacion debido al aumento de la
sintesis de aMT que su administracion conlleva
(Satake, 1979).

Las drogas anticomvulsivantes, como las
hidantofnas y barbitéricos, inhiben la aldehido
reductasa cerebral, y se ha visto que el triptofol,
un metabolito neutro de la serotonina, suprime
ias convulsiones inducidas por el 1.5-pentiiente-
trazol, y que este efecto €s inhibido por pretrata-
miento con inhibidores de l1a aldehido-reductasa
cerebral (Satoh y colbs., 1979}. Estos efectos
sugieren que no slo la serotonina, sino sus
metabolitos estdn implicados en el control del
umbral de las convulsiones.

/.nticonvulsivantes como las BNZ aumentan
s niveles cerebrales de serotonina v 5-HIAA
(Chadwick y colbs., 1978). El tratamiento con p-
clorofenilalanina {pCpA), inhibidor de la tript6-
fano hidroxi'."a, no cambia la severidad de las
convulsiones, lo que concuerda con el hecho de
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que la depleccién de serotonina cerebral por

PCpA no altera el umbral para el componente
cl6nico de la convulsién por pentilentetrazol
(PTZ) en el ratOn; En conclusién, la accién
anticonvulsivante del triptofol es mediaca direc-
tamente por su methbolito activo 1AAld, y la
alteracion del metabolismo enddgeno de seroto-
nina tras el triptofol es un efecto secundario
(Fukumori y colbs., 1980).

Se reconoce a la gldndula pineal un papel
importante en la regulacion y estabilizacion de la
actividad eléctrica del SNC, asf como del sistema
endocrino (Romijn, 1978). Extractos de pineal
evocan desincronizacion generaiizada en el EEG
de gato (Rolddn y Anton-Tay, 1968), y elevan el
umbral cortical de la esumulaciéa eléctrica
cerebral. Otros estudios han demostrado que las
ratas pinealectomizadas justo después del naci-
miento tienen significativamente mayor actividad
motora que los otros, lo que puede reducirse de

una forma dosis-dependiente por extractos de

pineal (Albertson y colbs., 1981).

En las convulsiones inducidas por manipula-
ciones de la amigdala, la aMT significativamente
reduce la duracién de la posidescarga, siendo
este efecto mds significativo cuando las convul-
siones epilépticas se deben a la administracion de
pentilentetrazol (Albertson y colbs., 1981).

Los estudios para determinar la distribucién
de la aMT tras su inyeccién intraventricular o
intravenosa indican que los niveles més altos ¢
alcanzan en las estructuras del mesencéfalo, b'po-
t4lamo, hipocampo y protuberancia-bulbo. El
cortex tiene los niveles més bajos de aMT (4.0-
ton-Tay, 1971). Las limitaciones de la activic:d
anticonvulsivante de la aMT pueden entonces
deherse a las limitaciones regionales asf como a
su afinidad de sus receptores. La naloxona, que
revierte la catatonia inducida por ketamina y la
.da por aMT, es incapaz de rever-
tir los efectos sedantes y anticonvuisivantes de
ésta (Winters y Lakin, 1980).

analgesia ir

H.-MECANiSMO DE ACCION DE LA MELATONINA

A.- PROPUESTAS PARAUN MECANISMO
DE ACCION CENTRAL DE LA aMT

Hoy se acepta que el GABA es el mayor
peurotransmisor inhibidor del Sistema Nervioso
Ceatral (Olsen, 1982). Su accion la lieva a cabo
a través de su receptor especifico; ya que 1a
uni6n del neurotransmisor al i’eccptor origina un
incrcinento en la conductancia del cloro en la

peurona. E1 complejo receptor GABA contiene
ademds receptores asociados para benzodiazepi-
pas (BNZ) y barbitdricos, que van a modular la
respuesta del GABA, potencidndola (Harrison y
Simmonds, 1983).

La principal funcién de dicho complejo
receptor €s mediar la conductancia al cloro a
través de 1a membrana neuronal en respucsta a
ja liberacion de SABA cn las terminaciones
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nerviosas. En ausencia de GABA los canales del
cloro estdn cerrados: cuando hay GABA unido al
receptor se abre ¢l canal y el cloro pasa a su
través a favor de un gradiente de concentracion
v dependiendo del potencial de membrana exis-
tente. El influjo de cloro condiciona la hiperpo-
larizacién de la membrana (aumenta el potencial
de transmembrana) y el flujo la despolariza
(disminuye ¢l potencial de membrana). Estos
cambios son la base de accién del GABA a
través de su receptor (concretamente, a través del
subtipo GABA,,) (Olsen, 1982).

Por su lado, las benzodiazepinas s¢ unen a
un receptor especifico en el complejo receptor
GABA-BNZ, potenciando la unién del GABA y
favoreciendo la inhibicion postsindptica (Haefely,
1988). Debido a que los efectos de la administra-
ci6n de aMT, tanto en animales de experinienta-
cién como en humanos, se asemejan a los produ-
cidos por la administracién de BNZ, se propuso
a la aMT como ligando endGgenc del receptor
central de BNZ, aunque hoy en dia se ha descar-
tado. Por estos motivos, se ha propuesto que los
efectos que la aMT y la glandula pineal tienen
sobre ¢l sistema nervioso central podrfan estar
mediados por el complejo receptor GABA-BNZ,
potenciando su accién inhibidora. Asimismo, no
sedmnaunaacciéndclaaMTsobrelamuﬁ-
pa, un aminodcido inhibidor, qu¢ potencia al
GABA, y cuya corcentracién en pineal y bulbo
olfatorio es muy elevada.

Otro lugar de accién de la aMT serfa sobre
los mecanismos i6nicos de membrana (bomba de
sodio), alterando su potencial de reposo (hiper-
polarizdndoia), para as{ ejercer sus efectos inhibi-

dores centrales.

B.- ESTRUCTURA Y FUNCION DEL
COMPLEJO RECEPTOR GABA-BNZ.

1.-El GABA: El 4cido r-aminobutirico (GABA)
es el amino4cido neurotransmisor mejor conoci-
do. Su presencia en el SNC fue descubierta en
1950 (Mandel y colbs., 1981), aunque su funcién
como un factor inhibidor se estableci6 unos afios
después por su accién inhibidora postsindptica en
neuronas corticales (Krnjevic y Schwartz, 1967).
a.-Bioquimica del GABA: El1 GABA se produce
principalmente de la‘ glucosa, aunque el piruvato
y otros aminodcidos son también precursores. Su
metabolismo estd (ntimamente ligado al del
glutamato y la glutamina (Figura 6).

El GABA se origina a partir del ciclo de
Krebs, donde el a-cetoglutarato es transaminado
a glutama , el cual es descarboxilado por el
enzima glutamato descarboxilasa (GAD) para
producir GABA. Este a su vez ¢s transaminado
por la GABA aminotransferasa (GABA-T) a
semialdehido succinico, que es rdpidamente
oxidado a 4cido succinico por la SSA dehidroge-
nasa (SSADH), y vuelve al ciclo de Krebs. En la
transaminacion de GABA a SSAD, el a-cetoglu-
tarato es el aceptor del grupo amino produciendo
glutamato, cerrando asf el shunt del GABA y
mantenienio el aporte de este precursor de
GABA (De Robertis, 1985).

GAD
QUTAMATO ————> COg ¢ GABA
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La concentracién de GABA en la términal
nerviosa es de 50 a 150 mM, la mayor parte
unida a las vesiculas. El nivel extracelular de

GABA (en LCR) es bajo, probablemente debido

a la existencia de unos buenos sistemas de capta-

cion. El GABA en el LCR se conjuga en su
mayor parte en forma de homocarnosina (Ham-
berger y colbs., 1981).

b.-Orgnnizacién estructural de la sindpsis GA-
BAérgica: E1 GABA, sintetizado desde su precur-
sor glutdmico, y almacenado en las vesiculas
sindpticas, es liberado por un mecanismo calcio-

dependiente en respuesta a los potenciales de

accién que legan a la terminal nerviosa. Una vez
en la sinapsis, e GABA interacciona con los
receptores en la membrana sindptica (del cuerpo
celular, dendritas o axon) de la neurona. Estos
receptores se clasifican farmacolégicamente en
dos tipos, GABA, y GABAg (Tabla I).

El receptor GABA, estd directamente
acoplado a (y realmente forma parte de €l) un
canal de cloro que estd en su conformacion
cerrada, es decir, impermeable a los iones, en
ausencia de GABA. Cuando el GABA se une a
su sitio receptor en el complejo receptor-canal de
cloro (probablemente €S necesario que dos
moléculas de GABA se unan a dos sitios separa-
dos), la conformacion (1a estructura tridimensio-
nal) del receptor del GABA y del canal de cloro
se altera, dando lugar a la apertura de dicho
canal. Los aniones CI' pueden ahora atravesar el
canal: la conductancia al cloro se eleva a través
de la membrana. La direccién del flujo de los
jones de cloro estd determinada por ¢l gradiente
de concentracion de cloro entre el espacio extra-

celular y el citoplasma, asf como por el potencial

Canal de CT

Bl

Modulacié Barbiters

alostérica Algunos onvul-
sivantes

_ﬂ

de membrana en ese momento.

Generalmente, la activacién del receptor
GABA,, induce un influjo de iones CI" al interior
de la célula, quedando la negatividad deatro ¢
hiperpolarizando la célula. El influjo de CT
desplaza el potencialdemembnulmisallidel
nivelmﬁcoalcualpuedegmmseunpownaﬂ'
de accion, lo que hace a la célula menos sensible
a las sefiales excitadoras despolarizantes que
llegan a la sinapsis (Haefely, 1990). En aigunas
células, el potencial de equilibrio del cloro (el
potencial al cual no hay flujo neto de cloro) es -
menos negativo que el potencial de membrana,
forzando los iones cloro a dejar la célula durante
la activacion del receptor GABA,. Esto induce
una ligera despolarizacion. Independientemente
de ésto, la conductancia de cloro inducida por el
GABA, sea hiper o despolarizante, seprime 1a
excitabilidad de membrana.

Un segundo tipo de receptores de GABA
son los lamados GABAg (Tabla D). Este tipo de
receptor de GABA 10 estd acoplado a ningén

-14-
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canal aniénico, siné a un canal de potasio (al
cual activa), asf como a un canal de calcio y de
adenilato ciclasa, a los que inhibe. El receptor
GABAg juega un papel menos importante en la
mediacidn de los efectos del GABA y no estd
modulado por las benzodiazepinas (Hafely,
1990).

c.-El complejo receytor GARA-BNZ: El receptor
GABA, los rcceptorcs de benzodiazepinas
(BNZ) unen BNZ y otros ligandos con alta
afinidad y especificidad, lo que puede estudiarse
por medio de ligandos marcados radioactivamen-
te. Los radioligandos permiten estudiar la afini-
dad de cada uno de ellos, asf como el ndmero de
sitios de unién en una cantidad dada de tejido
(Hantraye y colbs., 1988). Los receptores de BNZ
se colocalizan bastante exactamente junto a los
receptores GABA,, marcados con un agonista
selectivo GABA ,, como el muscimol. A su vez,
los receptores de ENZ pueden unirse covalente-
mente a radioligandos especificos, como el 3H-
flunitrazepan, por medio de luz ultravioleta del
inicialmente reversible complejc receptor-ligan-
do. Este marcaje por fotoafinidad fué muy util
para la purificacion de la molécula receptora. La
protefna receptora, una vez purificada, s¢ un¢ a
BNZ y a muscimol. Los an4lisis de este material
revelaa la presencia de al menos dos subunidades
proteicas diferentes, « y B, 1as cuales no estin
unidas covalentemente entre ellas, y que forman
un complejo hétero-oligomérico (tetra © penta-
mérico) conteniendo sitios de union para GASA
yBNZy acopladas de 1al forma que proporcio-
nan un canal de cloro activable por el GABA. La
presencia de dos sitios de uni6n difereates en el
mismo complejo fué arduamente sugerido al

principio por el hecho de que el GABA aumenta
la unién de las BNZ y que las BNZ aumentan !a
unién del GABA. Esta interaccién de dos sitios
de union diferentes en un complejo proteico se
llama alostérica (Haefely, 1988).

Mediante técnicas de genética molecular
(Schofield y cclbs., 1987) han demostrado que el
complejo receptor-canal totalmente activo y
funcionante « Jntiene las subunidades « (S0 kD)

y B (55 kD) en una estequiometria probable

a,f8,. La estructura primaria muestra csas dos
subunidades como protefnas de membrana, ancla-
das en la bicapa lipidica, pero con las cadenas
acompafiadas por cuatro prolongaciones peptidi-
cas con una cadena larga N-terminal - aracelul” s
v una més pequefia citoplasmética. La estructura
terciaria y cuaternaria dei complejo recuerda a la
de otro receptor-regulador de canales i6micos,
como el nivotinico y el de glicina, que pertenecen
a la superfamilia de receptoresicanales.
Estudios de varios laboratorios han demos-
trado que la situacién del complejo GABA, no
s tan simple como parece. En primer lugar, s¢
han encontrado varias subunidades a y B que
difieren ligeramente en su estructura primana en
el cerebro de vaca, rata y humano. Eo segundo
lugar, la expresion de varias de esas subunidades
proporcionan resultados discrepantes en relacién
a 1a conductancia del canal, cinética de la activa-
cion de GABA Y modulacion alostérica por los
ligandos de BNZ. Parece que la poblacién de
receptores d¢ GABA, en el SNC consiste en
variantes constituidas de combinaciones de
subunidades (sobre todo a) li=-ramente diferen-
tes codificadas por distintos genes (Schwanz,
1988). A pesar de ello, el modelo de la Figura 7
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debe ser suficiente para

explicar su funcién.

El modelo muestra el
acoplamiento aproximado
de 4 subunidades. La
subunidad B, segin este
modelo, lleva el sitio de
unién de GABA. En esta
unidad también existirian
sitios alostéricos modula-
dores para los oarbitiri-
cos, ciertos esteroides v
otros agentes, asf como
para los agentes procon-
vulsivantes, como la picro-
toxina. La subumidad «
lleva los sitios de union de
las BNZ y andlogos. La
funci6u principal del com-
plejo es formar un canal

Figura 7: Modelo del complejo receplor GABA 4-Benzodiazepinas.

abierto para aniones tras

la activacion por el GABA. El efecto del GABA
es bloqueado por antagonistas competitivos del
GABA, como la bicucullina, que s¢ une al sitio
de GABA (Hamberger y colbs., 1981). La fun-
ci6én del GABA como puerta del canal del cloro
puede modularse alostéricamente por ligandos
que se unen 3 OLros sitios. Esos moduladores
alostéricos facilitan (moduladores positivos) 0
inhiben (moduladores negativos) dicha funcin
bién alterando la afinidad del GABA a su recep-
tor o bién alterando 1a conformacion durante 1a
transicién del canal de la forma cerrada a 1a
abierta. Como veremos, el receptor de BNZ
puede mediar tanto la modutacién positiva como
la negativa (Haefely, 1990).

Ademis de los barbitiricos y las BNZ, gran
nimero de otros compuestos modulan el recep-
tor de GABA . As, el alcohol y los anestésicos
vol4tiles (Huidobro-Toro y colbs., 1987) estimu-
lan el flujo de cloro. La alfaxalona, un esteroide
anestésico, también aumenta las acciones inhibi-
doras del GABA (Harrison y colbs., 1987). De
forma similar, los metabolitos paturales de la
desoxicorticosterona y proge#terona estimulan el
flujo de cloro directamente, potenciando la
inhibicién del GABA (Morrow y colbs., 1987).
Otros autores refieren al sulfato de pregnenolona
como inhibidor del flujo uv cloro mediado por
GABA (Majewska y Schwartz, 1987).
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2-las Benzodiazepinas (BNZ): El 1érmino
benzodiazepinas (BNZ) frecuentemente se usa de
forma muy amplia. Los derivados de BNZ se
refieren a los compuestos estructuralmente
relacionados con la estructura bdsica benzo-14-
diazepina (Haefely, 1988) (Figura 8).

Para su clasificacién los dividiremos en
agonistas, cuando producen el efecto cldsico de

las BNZ, agonistas inversos, cuando tienen los

efectos opuestos, y antagonistas cuando bloquean

cualquiera de los dos efectos aateriores (Tabla
IN). Entre estos tres grupos de ligandos posibles
del receptor de BNZ, existen diversos compues-
tos con afinidades intermedias.

a.-Mecanismo de: accién de las BNZ: Sobre 1958,
se sintetizd un compuesto, llamado clordiaze-
poxido (Librium®), que se comprobd tenfa intere-
santes efectos biolégicos. Fué introducido en
terapeiitica en 1960, y aparecieron poco después
otros derivados mas potentes (diazepam y oxaze-
pam). Hoy en dia existen al menos unas 50 BNZ
con difesentes propicdades farmacolégicas, con
efectos ansiolfticos, anticonvulsivantes, sedantes,
estabilizantes autonomicos y relajantes muscula-
res centrales (Haefely y colbs., 1985).

Su estudio comenzé desde ¢l momento €n
que, alrededor de 1970, se identificé al GABA
como el neurotransmisor inhibidor principal en
el SNC. En 1974 se presentd evidencia que
proponia 1a facilitacién de la neurotransmision
GABAérgica por las BNZ (Costa y colbs., 1975).
En 1977, sc describieron los sitios receptores €n
la membrana a los que las BNZ se unfan para
producir sus efectos (Squires y Braestrup, 1977),
encontridndose que Su distribucion se correlacio-

paba con los del GABA.

Figora & Estrucnga bdsica de las benzo-1,4-diazepinas

En 1979, dentro de una seric de nuevos
derivados de BNZ, se encontraron compuestos
con alta afinidad para el receptor de BNZ, peru
sin el efecto tranquilizante. El anélisis de todos
estos datos llevé al descubrimiento del primer
antagonista especifico, el flumazenil (Haefely y
Hunkeler, 1988). Por esas fechas, se aislé un
derivado, la B-carbolina-3-carboxilato, como un
artefacto en el producto de extraccién de orina
humana (Bracstrup y colbs., 1980). Algunas B-
carbolinas no s6lo bloquean los efectos tranquili-
santes de las BNZ, actuando como antagonistas
de las BNZ, sin6 que ellas mismas producen
efectos que son Ia imagen especular de las BNZ,
y pueden ser bloqueados por el flumazenil. Estos
hechos demostraron que los receptores de BNZ
pueden mediar los efectos opuestos, acufidndose
los términos de agonista y agonista inverso (Polc
y colbs., 1982).

Gran nimzro de observaciones han demos-
trado que los sitios de unién para GARA y BNZ

- estdn {ntimamente conectados funcional y fisica-

mente, constituyendo un complejo macromolecy-
lar (Haefely y colbs., 1985). En 1987 se determi-

17-
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Tranquilizante, anticonvulsi-
vante

Efecto sobre el GABA Potenciacién

Uni6n al receptor en pre-
senca de GABA

Aumenta

né la estructura primaria del complejo receptor

. GABA ,-BNZ-canal de CI" por medio de técnicas
de genética molecular (Schofield y colbs., 1987).
b.-Tipos y caractertsticas de los receptores de BNZ:
La caracterizacién farmacolégica de los recepto-
res de BNZ ha permitido el reconocimiento de la
existencia de varios subtipos de receptores. Dos
tipos, BNZ, y BNZ,, llamados ahora @, y
(Langer y Arbula. 1988) estdn presentes en el
cerebro y son responsables de las propiedades
neurofarmacolégicas de las BNZ. Ademds, existe
un tercer tipo, el w,, muy abundante en tejidos
periféricos (llamado también receptor periférico),
aunque también se ha localizado en el SNC
(Dubois y colbs., 1988). Este sitio de unién de
BNZ no est4 relacionado con el complejo recep-
tor GABA,,.

Los tipes @, ¥ w; se definieron inicialmente
por su afinidad alta y baja a la triazolopiridazina
CL 218872 y a la p-carbolina etil-B-carbolina,
respectivamente (Klepner y colbs., 1979). Estu-
dios posteriores han establecido que, en laratay
el hcmbre, la distribucion relativa de los tipos
y w, varia en el SNC: el cerebelo es rico en el
tipo 1, mientras el hipocampo es rico en tipo 2
(Niddam y colbs., 1987). Esos dos tipos parecen
representar distintas entidades moleculares (quizd

Sin actividad intrinseca; blo-
que los efectos del agonista y
del agonista inverso

Ninguno; bloque los efectos
de agonistas y antagonistas

No afecta

diferencias en la glicosilacién proteica), y tienen
diferente ontogenia (Watanabe y colbs., 1985).

Recientemente se ha caracterizado su distri-
buci6n en el cerebro humano, encontrindose que
el tipo w; se localiza preferencialmente en las
regiones sensoriomotoras, y el tipo w, en las
dreas lfmbicas, sugiriendo que estos dos sitios
pueden estar asociados, respectivamente, con las
propiedades de los agonistas de BNZ hipnoGticas-
sedantes y ansiolfticas-anticonvulsivantes (Dennis
y colbs., 1988)
c.-Funcién moduladora alostérica de las BNZ: El
receptor de BNZ en la subunidad « del receptor
de GABA, modula la funcién del receptor de
GABA,, sobre el canal de cloro. Ya que lcs
sitios de unién de GABA y BNZ son diferentes
zonas del mismo complejo receptor, esta modula-
cién se llama alostérica. Asf como el GABA
aumenta la unién de los agonistas de BNZ, éstos
{ambién aumentan la unidn del GABA a su
receptor.

En la Figura 7 representibamos un modelo
hipotético del complejo receptor GABA,. E
sitio de uni6n de GABA se localiza en la subuni-
dad B, mientras que los de BNZ se localizan en
la « (tres circulos abiertos). La ocupacién del
sitio de GABA por GABA induce un cambio

Maria Dolores Gomar Aragin




INTRODUCCION

El Compiejo Receptor GABA-BNZ

conformacional que lleva a la apertura y estado
conductor del canal de cloro. Los ligandos de
BNZ pueden alostéricamente modular la afinidad

del GABA vy asf afectar a la transicién del canal

del estado cerrado al abierto (Héefely, 1988).

El receptor de BNZ es tnico por su capaci-
dad de mediar dos efectos opuestos (Mendelson
y colbs., 1980). La Jigura 9 esquemdticamente
representa esta situacion. Tres clases de ligandos
interaccionan con el receptor de BNZ Los
agonistas facilitan el receptor GABA, en una
manera positiva; presentan una eficacia intrinseca
de +1. Los agonistas de BNZ potencian el efecto
del GABA sobre la conductancia del cloro. Asf,
en presencia de un agonista de BNZ, la curva
logaritmica dosis-respuesta del GABA para la
conductancia del cloro es desplazada a la izquier-
da (aumenta la potencia del GABA), sin aumen-
tar la conductancia méxima al cloro. El desplaza-
miento mdximo de esta curva hacia la izquierda
os una medida de su eficacia intrinseca. A nivel
de un s6lo canal, el efecto de un agonista de
BNZ se ve como €l aumento de la probabilidad
de abrirse el canal en respuesta a una concentra-
ci6n dada de GABA.

Los agonistas inversos reducen la funci6n del
receptor GABA, actuando como moduladores
alostéricos negativos. Su eficacia intrinseca es de
-1 para los agonistas inversos puros. La curva
dosis-respuesta del GABA ¢s desplazada a la
derecha, y la conductancia méxima al cloro es
reducida. E1 maximo desplazamientoa la derecha
mide 1a eficacia intrinseca negativa. La prrbabili-
dad de que un canal de cloro se abra en respues-
ta al GABA se reduce.

Los antagonistas de BNZ son ligandos que

Agoristas
Agonglas  Antagosias  inversos Agonaitas
. . W

: v .-}

. -2 -8

marcem Ao 16-6028 Armesew R 154513 o 19-4803
i : :
‘ |

a s
RECEPTOR
DE GABA

Figera 9: Ligandos del receptor de BNZ con diferense

eficacia ingrinseca.

se unen al receptor de BNZ sin alterar la funcién
del receptor de GABA,,. Actdan, por tanto, con
una eficacia intrinseca de cero. Sin embargo, los
antagonistas bloquean el efecto de ambos agonis-
tas y agonistas inversos en una manera competiti-
va. Los ligandos con una eficacia intrinseca eatre
+1y 0 se llaman agonistas parciales. Producen
un desplazamiento de la curva menor. Aunque
recuerdan a los agonistas puros en algunos de sus
efectos en ¢l SNC intacto cuando se administran
solos, son también capaces de antagonizar otros
de sus efectos, por lo que actan como agoaistas-
antagonistas. Los ligandos con eficacia intrinseca
entre -1 yOseuamanagonisusinvetsOSparcia»
les. Disminuyen los efectos del GABA ligeramen-
te, y antagonizan los efectos de agonistas puros
y pan:iz;ls (Haefely, 1988).

Hay dos fomasdeexplimlafuncidndel
receptor de BNZ (Kellog, 1988). En primer
lugar, s¢ puede asumir que los agonistas inducen
una clase de conformacicn (conformacién agonis-

* 1a) que aumenta la funcién del receptor GABA ;

que los agonistas inversos inducea una conforma-
cién diferente (conformacién agonista inverso)
que induce una inhibicion del receptor GABA,,

ll'mam-m
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Y que los antagonistas no alteran la conformacion

de reposo o inactiva del receptor de BNZ. Alter-

nativamente, el receptor de BNZ puede existir en

dos conformaciones interconvertibles: agonista y
agonista inversa. El equilibrio entre esas dos
puede definirse como el punto de reposo para la
funcion del receptor de GABA,,. En este mode-
lo, los agonistas de BNZ tienen afinidad prefe-
rente por el estado agonista. Estabilizando el
receptor de BNZ en esta conformacién, pueden
desplazar el equilibrio hacia el estado agonista.
De forma similar actuarfan los agonistas inversos.
Los antagonistas puden unirse a ambas confor-
maciones de forma similar, y no desplazan el
equilibrio hacia ninguin lado.

Se ha sugerido la existencia de receptores en
dos estados interconvertibles asf como la existen-
cia de ligandos con eficacia intrinseca negativa y
que producen efectos opuestos a los agonistas
(Thorn, 1973), lo que se debe probablemente al
hecho de que el receptor de BNZ no es un
receptor primario (sus ligandos no producen
cambios en el estado del canal en ausencia de
GABA), 5ino que es un receptor secundario, que
modula alostéricamente al primario, que es el de
GABA .

Ligandos endogenos de las BNZ: A pesar de los csfucrzos
realizados, 00 sc¢ ha encontrado todavia un compuesio
mwyn(uﬁdnmdmcmehammu
ligando fisioldgico o patokigico cn ¢l reocplor de BNZ
(Haclely, 1988). En principio, tal ligando enddgeno podria
\ener eficacia intrinseca positiva O DEgativa y actuar scgin

un péptido inhibidor de la uniéa de diazcpdm
pam-bmdluuhbmt) (Cmuy(}uidoui. 1¢88). Sin emb=.0,
waud-muuﬁpmmndmpnwmnhr

para actuar en el receptor de BNZ. Hay alguna evidencia que,
cnhinauﬁdmmmmm“Ldm“BNz
U ea la conformacién agonista. Es posible que ia severa
alleracién metabdlica en la insuficiencia hepdtica produzca
una acumuiaciéa de un compuesto con propiedades agonistas.
Ea Giima instancia, se podria pensar que puede existir el
receptor de BNZ sin necesidad de ligando enddgeno. pero
cste punto no tieae sentido (Haetely, 1988). Se ha sugerido
que las BNZ podrisn ser de origen natural, y por tanto, ser
ingeridas y/o sintetizadas p.>r el c.ganismc, por lo que estarfan
actuando antes de su descubrimienio y sintesis de laboratorio
(Unseld, 1989), y podrian ser entonces los auténticos ligandos
enddgenos del receptor de BNZ

El receptor de BNZ no es ¢l tnico sitio modulador en
el complejo receptor de GABA,. Varics coovulsivante
(picrotaxin, pentetrazol, penicillin, y similares) tanto como los
barbitdricos y otros hipnético-sedantes actdan en un todavia
mal definido sitio receptor para aumentar o inh’bir respectiva-
ment:.hiunddnddGABAA.ElmepW'debuhm“’ icos €3
de interés, ya que media algunc 2= los muchos efectos de
estas drogas. A concentraciones bajas, sstas drogas sumentan
l promedio de vida media de apertura del canal de cloto por
¢l GABA, efecto bisicamente diferente al de los agonistas de
BNZ.queJoanmnaltienpdupmmmompmuw-
dad de abrirse (Haefely y Polc, 1986). Ademss, ca contraste
con las BNZ, altas concentraciones de barbit¢ricos pueden
abrir ¢l canal de cloro en ausencia de GABA. Los coavalsi-
vuntes actdan en un sitio e algin modo relacionado con el de
lalbarbimﬂmmudeuosopuﬂmhloell.tchmsih
mywmmﬂmﬂ&m“m«
comdn.

lmﬁpndudeBNZyburbimioupndenmmaw
enmuebmniveiuudSNCaniveldelmphjoGABAA.
El aumento del promedio de apertura del canal de cloro,
jumalaumodehplohhﬂidaddemwm
undeﬂo.ditim.l’ordmhdulmmmdels
BNZMmmmmudmd:imm
(_pmiblanemcpordiminuirla,muhﬂidaddcapmﬂﬂ)
(Polc y colba., 1982).
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C.- LA GLANDULA PINEAL Y EL COM-
PLEJO RECEPTOR GABA-BNZ.

1.-El sistema GABA-BNZ pincal: En la glindula

pineal existe un proceso de sintesis activa de

GABA, asf como de su metabolismo (Ebadi y

Chan, 1980). Asimismo, se ha demostrado la
existencia Jde un mecanismo de captacién de
GABA Na-dependiente, similar al existente en
utras 4reas del SNC. Con el uso de *H-GABA
como radioligando, se han descrito dos sitios, de
alta (Kd= 16 nM) y de baja (Kd= 0.6 uM) afini-
dad en la pineal bovina (Ebadi y Chan, 1980). En
la rata, el GABA tiene un efecto ligeramente
estimulante sobre la N-acetiltransferasa (NAT)
pineal in vitro, enzima que juega un papel crucial
en la statesis de aMT (Schon y cul*s, 1975;
Ebadi y colbs., 1982). E! GABA no altera los
niveles basales de GMPc, pero bloquea el acamu-
lo de GMPc inducido por la NA (Klein, Auer-
bach v Weller, 1981). Basados en la localizacién
autorradiografica del *H-GABA y en que la
captacion de *H-GABA en pineales de animales
controles y gangliectomizados es similar, se ha
propuesto que las células gliales son el sitio
primario de la sintesis y captacion de GABA en
la pineal. E! contenido pineal de GABA perma-
nece inalterado hasta 8 semanas tras la gangliec-
torafa cervical superior (GCSx) en 1a 1ata (Wa-
pieswki y Suria, 1980).

Al contrario de lo que ocurre en la rata, se
ha observado que el GABA inhibe de forma
significativ2 1a estimulacién por NA de la NAT
en la pineal de otras cspecies animales (Ebadi y
Chan, 1980; Schon y colbs., 1975). Fste efecto

inhibitorio del GABA es bloqueado por bicucu-
llina y no se ve en un medio libre de CI".

De los dos tipos de receptores de BNZ, el
central y el periférico, este Gltimo se ha descrito
en la pineal, al igual que en otros Grgancs cir-
cunveatriculares como el plexo coroideo, y en
otras estructuras como el bulbo olfatorio (Mat-
thew y cobs., 1984). Se ha descrito también an
mecanismo de captacién de BNZ muy activo en
la gléndula pinecal (Km= 1.8 pM, Vmax= 13
pmol/min/mg), en estudios in vitro en explantes
de pineal, con una capacidad de concentracién de
alrededor de 12, que no es alterado por la gan-
gliectomia cetvical superior (GCSx) (Lowenstein,
Gonzilez Solveyra y Cardinali, 1983).

La pineal de la rata contienc exclusivamente
siﬁosmpwresdeﬁpowiﬁ&loodem
segin se ha demostrado por autoradiografia con
31-Ro5-4864 (agonista periférico) y por estudios
de ligando (Matthew y colbs,, 1984). Por medio
de YH-FNZ se¢ ba caracterizado ua s6lo sitio
receptor en homogenados de pincal (sobrena-
dante de 3000 g), con una Kd= 97-102 nM y
Bmax= 6.5-9 finol/mg prot. Asimismo, el orden
de afinidad de difereates BNZ demuestra que s¢
wrata de un sitio receptor periférico.

TtaslaGCSX.IauniéndeBNZalapinul
disminuye un 30-60%, dependiendo del método
(autorradiografia o ligzndo), asf como del radioli-
gando empleado. Esos resultados sugieren que
los sitios de unién de BNZ est4n bajo control, al
menos parcial, de los nervios simpéticos pineales.
En ratas, laadminismciOni.p.dzmmykgde
diaz=pan, un agonista inespecifico (central y
periférico), bloquea |a elevacién nocturna, aun-
que no ¢l aumento inducido por isoproterenol,

M* Dolores Gomar Aragon
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de 1a NAT pineal (Matthew y colbs., 1984). Este

dato, que indica un efecto presindptico de las
BNZ, s¢ ha ampliado a observaciones recientes
que muestran que el Ro5-4864 disminuye la
liberacion de NA pineal a conceu‘raciones
submicromoleculares (0.1 uM), mientras que el
clonazepan no tiene efecto significativo. Posible-
mente, el efecto observado cstd relacionado al
bloqueo del canal de Ca** activado por voltaje
asociado a sitios periféricos d¢ BNZ. A mayor

concentracion, las BNZ aumentan la sintesis

pineal de aMT, y solamente el efecto del RoS-
4864 es detectable en pineales de ratas GCSx.

A diferencia de la rata, en la pineal bovina
y humana existe una significativa poblacién de
sitios receptores centrales de BNZ (Lowenstein
y colbs., 1985). En la pineal bovina, se localiza
un solo sitio receptor para BNZ, con una Kd=
31 + 05 oM y Bmax= 60 fmol/mg prot. El
GABA y el pentobarbital estimulan 12 uni6n de
BNZ a este sitio. Asimismo, se ha encontrado un
sitio receptor para las carbolinas (que tienen un
efecto opuesto a las BNZ, actan como agonistas
inversos), mediante el uso del éster de H-etil-B-
carbolina-3-carboxilato como ligando, proporcio-
pando una constante de disociacién, Kd= 1 *
0.1 oM y Bmax= 20 fmol/mg prot. (Lowenstein
y Cardinali, 1983). .

De esta forma, se ha propuesto la clasifi-
cacién de las pineales en dos tipos, segdn su
poblacién de receptores de BNZ (Lowenstein y
colbs., 1985): tipo L, con receptores de BNZ
centrales y un mecanismo inhibidor de GABA
(bovina, ovina y humana), y tipo I, con ul
receptor de tipo periférico de BNZ, y sin meca-
nismo inhibidor GABArgico (rata).

Z2-La giéndula pineal y ¢l compiejo GABA-BNZ
¢a la corteza cerebral de la rata: En un intento
de averigiiar si las manifestaciones convuisivas de
los animales pinealectomizzdos se debfan a algin
efecto de la pineal y/o la aMT u otro:  upues-
tos pineales sobre los mecanismos de inhibicién
centrales. se hicieron una seric de estudios
bioquimicos para comprobar si el complejo
receptor GABA-BNZ se alteraba por manipula-
ciones de la pineal, y en caso positivo, cudl o
cuales serfan los mecanismos por los que la aMT
podria producir esta modulacién de la neuro-
transmisién inhibidora ceatral

a-La aMTy el recepeor GABA , del cdriex cercbral
de la rata: Como se ha gicho, la pineal es una
estructura homeost4tica que controla la excita-
bilidaa del SNC (Reiter, Sorrentino y Hoffman,
1972; ; Kramer y colbs., 1974; Chadwick y colbs.,
1978; Romijn, 1978; Satake, 1979; Wiaters y
Lakin, 1980; Albertson y colbs.,, 1981; Philo y
Reiter, 1981). Ya que la inhibicién del sistema
GABAérgico del SNC induce convulsiones en
mamiferos y la Px disminuye los niveles de
GABA en el cerebro (Anton-Tay, 1974), s ha
examinado la relacioz entre los receptores de
GABA en la corteza cerebral de la rata y Ia
glindula pineal.

El estudio de los receptores de GABA se
rolzé usendo *H-GABA como liggado 0
preparaciones de membranas (sinmm) de
corteza cerebral de Fatas magptenidas en un ritmo
de luzobscuridad de 12:12 h (Acufia y colbs.,
1986). Yaqumcfmahpmmoﬂhm
tempo-dependicates, se hicieron estudios (-
rentes intervalos de tiempo ms los procedi-
mientos experimentales. Asimismo, ya que una

-2-
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de las caracteristicas de las funciones del organis-

mo Vivo es su ritmicidad, que en gran parte estd
determinada por la actividad de la pineal, se han
estudiado los ritmos circadianos de los receptores
de GABA vy su alteraciCn en diferentes situacio-
nes experimentales. El receptor estudiado es el
GABA,,, ya que se realizo en un medio libre de
sodic (eliminando asf los sitios de captacion) y
libre de caticnes divalentes (necesarios para el
estudio del receptor dc GABAg (sitio baclofén-
sensible) (Eana y Mohler, 1987). _
Para el estudio del ritmo circadiano de
receptores de GABA, se hicieron varios grupos
de ratas normales que se sacrificaron a inlénralos
de 6 horas a lo largo del ciclo de 24 h. En ratas
coniroles, y en el rango de concentracion de
GABA usado (16-210 nM), se encontrd sélo un
sitio de unién, con una Kp= 20-50aM y B .=
200-500 fmol/mg prot., compatible con el sitid
reccptor de alta afinidad de-crito para el GABA
(Grecalee, Van Ness y Glsen, 1978; Guidotti y
colbs., 1979), mientras que no aparece e sitio de
baja afinidad también descrito, posibt-mente
porque nOSOLros usamos membranas preparadas
y tratadas con Tritén X-100, un detergente que
potencia el sitio de alta afinidad (Olsen, 1982).
El estudio del ritmo indica (Figura 10) un mini-
mo en la B, por 1a noche, aumentando por el
dia. Asimismo se observa un descenso <_cnifica-
tivo de la afinidad por la mafiana. ;
Elcfeﬂodeia?xseobscmtambienenla
rgmmruededemosmrscqwlal’!inm-
menta la B, del GABA en todos los puntos
honﬁos.almandOsuritmonormal.deforma
que durante 1a poche no s6lo anula ¢l minimo eo

la B, sind que produce la aparicin de un pico

1200‘3M_§_)t_j_imna!mg prot. nM) Kd (nM)

.
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Figws 10: Efecto de la pinealectomia (Px) sobre el riono
circadiano del recepeor de GABA.

con un méiximo en la By, La afinidad del
GABA desciende de forma significativa hacia el
ﬁnalde.hfasemumaypﬁmmuh
mafana. Estos efectos son similares en las ratas
Px y con operacion simulada.

En la Tabla II se representan los datos ob-
tenidos en ratas sometidas a Px, gangliectomfa
cervical superior (GCSx) y sus controles res-
pectivos. La B, (fmol/mg prot. aM) de la
unién del GABA, medida al mediodfa, alcanza
los valores méximos a los 5-10 dias tras la Px,
descendiendo ligeramente 5 dias después. Los
animales con operaciénsimuladauhibensdloun
aumento transitorio en la By, hasta los 10 dias
de la operacién, velviendo a sus valores normales
a los 15 dias. No se encuentran cambios significa-
tivosenlaKD.Sinembargo,laG(&.qneno
afeuaalaBmdelGABAdumtcmtiempo,
aumenta en todos los casos significativamente la
aﬁnidaddelauniOndelGABAasurewptor.
Conclﬁndcobscrvarsimosefectosdelal’x
enndehidosala[almdeam,,einyeaﬁam
adifercnmdosisenanimalei!’x.obsam
quennadosisdezspykgdcpesoyaesefeum
pmmnuanesmrclaumenminduddoporhl’x-

rmau-m
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M

Tiempo trasscarvido tras la operacida

S dim

Snex K

L.

10 dis 15 diss

%p L

997 = 51 386 x 48

729 = 60 370 £ 49
52 x 40

437 + 65

170+ 12

Sham-GCSx 407 x52

1.043 = o7

818 + 61
428 + 28
496 + 37

Xp

436 £ 4.7 426 + 42

739 = 55

336 = 46 562 + 35

U620

60 £ 05 555 x 40

S12+x28

105 £ 40

459 £ 40 P4+ 41

Px pinealectomfa; GCSx: gangliectomfa cervical superior. Los grupos Sham indican operacién simulada (controles).

Sin embargo, estos efectos de la aMT no son
-dependienics de un efecto directo de esta hormo-
na sobre ¢l receptor de GABA, ya que hasta
concentraciones tan elevadas como 107 M, la
aMT no interfiere con la uni6n del GABA a su
receptor in vitro.

Estos resultados sugieren la existenci~ de un
ritmo circadianc de receptores de GABA modu-
lado por la gldndula pineal y/o el ganglio cervical
superior. A su vez, la aMT afecta al receptor de
GABA, lo que sugicre un papel especifico de
esta hormona sobre los procesos dependientes
del GABA. y asf pueden explicarse hechos como
el efecto protector del tratamiento con aMT
contra las convulsiones inducidas por algunos
farmacos, focos epilépticos, etc (Acuha y colbs,
1986a).

Este estudio se realizo en ratas mantenidas
en condiciones similares a las de los experimen-
tos del GABA, estudidndose los reccptores de
BNZ por medio del *H-FNZ, ligando especifico
del receptor central de BNZ, en preparaciones de
membranas ligeramente purificadas (AcuBia y
colbs., 1986b).

Los resultados obtenidos demuestran tam-

bién la presencia de un ritmo circadiano de
receptores de BNZ en la corteza cerebral de la
rata (Figura 10). A diferencia del ritmo de
GABA, se observa un méximo en la B a
medianoche, mientras que en ¢l resto del dia los
valores son mds bajos. La afinidad no varfa en
funcién del momento del dia. La Px (Figura 11)
anula completamente el ritmo circadiano de
BNZ, mostrando ademds una depresion ea la
By, 3 mediodfa. Tampoco en este Caso se
observan cambios significativos en la afinidad ea
ningin momento.

Las constantes cinéticas encontradas para el
receptor ye BNZ fueron: Kp=19= 02 oM,y
Byg= 384 * 43 fmol/mg prot,, que concuerdan
oonlasdelreceptoroenualdealmlaﬁnidadde
BNZ en el SNC.

La administracion de aMT a ratas Px, en
dosis de 10-800 pg/kg 3 horas antes del sacrificio
(amediodla)mdianqucyaadosisdezspm
laaMTrevieﬂclosefeuOSdclan.sinvuiarla
afinidad. Sin embargo, tampoco la aMT compite
inviuooonelFNZporelsitioreoeptordelas
BNZ, de nuevo indicando que posiblemente los
efeaosdelzpinulylaaMTsobtcelcompleio

Maris Dolores Gomar Aragin
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GABA-BNZ se¢ produzcan por otra via. Estos
efectos de la Px se mantienen al menos hasta los
15 dias Ge la operacion, de forma similar a lo
que ocurria con el GABA.

Estos resuliados implican a la gldndula
pineal y su hormona aMT en la modulacion del
principal sistema neurotransmisor inhibidor en el
SNC de la tata, pudiendo estar implicados en la
regulacion de diversos mecanismos centrales de

homeostasis frente a agentes convulsivantes.

D.- GLANDULA PINEALY MECANISMOS
IONICOS DE MEMBRANA

1-La Na*, K*-ATPasa Cercbrak: La Na*K"-
ATPasa posee una gran actividad en el Sistema
Nervioso Ccatral. La interaccién de la ouabaina
con su receptor ocasiona alteraciones en muchas
funcicnes que son controladas por este sistema
enzimético, cOmMO SOM:

a.-La actividad eléctrica de 1as neuronas se modi-
fia cuando se produce una inhibicién de la
Na® KT-ATPasa ya que el aumento de sodio a
nivel intracelular da lugar a la despolarizacion de
la membrana celular (Lichtstein, 1982).

b.-Se produce liberacion de neurotransmisores de
las sinapsis neuronales centrales y periféricas
(Gillis y Quest, 1980). Aunque este efecto fue
descrito por primera vez hace veinte afios (Birks,
1963) el mecanismo por ¢l cual la inhibicién de
Ja Na* K*-ATPasa por los digitdlicos produce
esta respuesta sigue sin conocerse completamen-
te. Se demostro ( Raiteri y colbs., 1979) a nivel

hipotaldmico uni liberacion de dopamina Yy

noradrenalina mediante un sistema transportador
Ca™ ™ dependiente que se produce cuando la
bomba de sodio es inhibida por la ouabaira. El
Ca** juega un papel fundamental en este prove-
SO ya que su ausencia en el medio evita total-
mente la acci6n estimuladora de la liberacién de
neurotransmisores que prodnce la ouabaina
(Tagliatela y colbs., 1988).

c.-Madifica los efectos que producen algunos
neurotransmisores. Por ejemplo, la ouabaina
inkibe la estimulacion adrenérgica que 2umenta
la actividad de la N-acetiltransferasa (NAT) a
nivel de la gléndula pineal. Como consecuencia
se altera el metabolismo del triptéfano y no se
produce aMT que es su principal hormona. Este
efecto es de gran interés ya que indicaria que la
induccién de muchos enzimas que son reguladas
por neurotransmisores en ¢l Sistema Nervioso
Central, requieren la existencia de un cierto
grado de hiperpolarizacion el cual se dificulta si
hay un bloqueo de la bomba de sodio causado
por la ouabaina (Gonzdlez Garcia, Cefia y Klein,
1987).

d -Alteracién en la composicion idnica del liquido
intersticial cerebral y en la sintesis de LCR ya
que los receptores de ouabaina se encuentran en
las células endoteliales de los capilares cerebrales
y en el plexo coroideo (Harik, Doull y Dick,
1985).

2 Gléndula pincal, aMT, y ¢l reccptor de alta
afinidad de la Na* K*-ATPasa cerebral: Recien-
remente, se ha podido comprobar que Ia pineal
y 1a aMT son capaces de alterar las caracterfsticas
del receptor de ouabaina cerebral Asi, (Del
Aguila, 1990, Del Aguila y colbs., 1990) se ha
visto que la Pxen la rata modifica los pardmetros

M Dolores Gomar Aragon
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Figura 11: Efecio de la Px sobre el recepior de ouabaina.

de Ky y Bmax d:! receptor, provocando un
aumento significativo de ambos a los 7 dias de 1a
operacion; este efecto es revertico por la admi-
nistracién de aMT en dosis de 400 pg/kg (Figura
11) (Acuna y colbs., 1992a).

El efecto encontrado, sin embargo, no pare-
ce deberse a una accion directa de 1 aMT sobre
el receptor, ya que este indol pineal 10 fue capaz
de desplazar a la *H-ouabaina de su receptor. En
cualquier caso, los resultados demauestran que
existe una relacion entre el receptor de ouabaina
de la Na* K*-ATPasa cerebral y la pineal, por o
que podria pensarse que los efectos que la pineal
siene sobre el sistema nervioso central pueden
estar mediados por este complejo enzimatico.

En un intento de estudiar si la pineal tiene
algo que ver con los receptores de ouabaina, en
auestro laboratorio s¢ han hecho recientemente
unos estudios que apuntan hacia un papel de 1a
pineal en la modulacién de los receptores de
ouabaina. As{, hemos observado la existencia de
un ritmo circadiano de los receptores de ouabal-
na en la corteza cerebral de la rata, con un

mmimoalas4dclamrde,yunmAximoalas4
de la maiana (Figura 12).

La pinealectomfa altera este ritmo, haciendo
desaparecer el mfaimo diurno, y elevando la

Bmax en todos los puntos horarios, con un

‘mayor incremerto del pico nocturno (Figura 12).

Los efectos de la pinealectomia son neutrali:::.. )s
por la administracién de aMT, que con dosis de
s6lo 25 pg/kg de peso, s.c., es capaz de reverary
normalizar los valores de B, (Acufia y colbs.,
1992b).

3.-iLa aMT como modulador alostérico de la
Nat,K*-ATPasa cerebral?: La aMT no compite
in vitro con el receptor de ouabaina, por lo que
su sitio de accién debe ser otro. Sin embargo,
cuando se incuba ouabaina en presencia de aMT,
ésta es capaz de estimular la afinidad de la union
de la ouabafna por su receptor, potenciando as{
el efecto inhibidor de la droga sobre la bomba de
sodio. Este efecto simula perfectamente un
mecanismo de regulacion alostérica, y la repre-
sentacion de Lineweaver-Burk as{ lo indica
(Acutfia y colbs., 1991).

Para comprobar m4ds precisamente este
punto, se hicieron otros experimentos para
determinar cinéticamente la funcion de la bomba
de sodio durante su actividad normal.

En este estudio se han utilizado hematies
humanos precargados con sodio lo que permite,

8

§

Kd (nM)

Bmax tmai/mg pret amMl

s

oa00 1200 1600 2000 2400 0400

TIEMPO (hores)

szEﬁcmdekmecdmaMddmw
de ouabatna.
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Figura 13: Efecto de la aMT sobre la actividud de la
bomba de sodio.

tras su incubacion posterior en un medio adecua-
do, el cdlculo de los pardmetros cinéticos que
definen la actividad de dicha bomba (velocidad
méxima, Vmax, y Km) (Figura 13). Los hematfes
se incuban en presencia y ausencia de ouabaina.
Una concentracién maxima de ouabaina bloquea
totalmente la bomba de sodio y nos sirve para
determipar la actividad residual. Si afiadimos al
medio de incubacién ouabafna suficiente para
inhibir 1a actividad de la bomba de sodio a la
mitad (ICsg), 1a adicion posterior de aMT poten-
cia el efecto bloqueante de la ouabaina, inhibien-
do ain mis la actividad enzimdtica. Este efecto
de la aMT parece ser dosis-dependiente, y estos
resul1,dos sugieren una vez mas que la Na*, K*-
ATPasa cerebral puede tener un sitio receptor
para la aMT, de forma que ésta pueda actuar
alostéricamente sobre la union de la ouabaina a
su receptor. Esta hipotesis se refuerza con el
hecho de que ia administracién de aMT, tanto cn
los experimentos in Vitro como en los de los
hematies, sin la presencia de ouabaina, carece de
efecto. Indudablemente, no s€ puede descartar u
efecto de 1a aMT a través de otros canales ioni-
cos de membrana (Acuiia y colbs., 1992a).

D.- GLANDULA PINEAL Y PEPTIDOS
HIPOFISARIOS

1.-Introdeccién: Durante las dltimas décadas se

han presentado muchas evidencias que indican la
intervencién de hormonas de diferentes lugares

(incluyendo la hipofisis) en la regulacién de las
funciones del cerebro y en el comportamisato.
En particular, s¢ ha estudiado ACTH y sus
péptidos anslogos comprobandose que afectan
profundamente el comportamiento adaptativo en
los animales y en el hombre (De Wied y Jolles,
1982).

La ACTH es un neuropéptido endégeno
derivado de una gran molécula precursora deno-
minada pro-opiomelanocortina (POMC), de la
cual también pueden ser generados enzimtica-
mente otros neuropéptidos (a-MSH, B-LPH,
endorfinas) (Mains y colbs., 1977) (Figura 14).

Hay células en el cerebro que sintetizan
estos péptidos y son completamente distintas de
las celulas de la hipofisis que sintetizan los
mismos péptidos (Watson y colbs., 1978b). Estas
celulas estan localizadas en el hipotalamo ventral
(nucleo arcuato), contienen -LPH, B-endorfinas
y ACTH y constituyen un sistema neuronal con
proyecciones difusas a través del cerebro (Watson
y Akil, 1981). De este modo,los neuropéptidos
andlogos a la ACTH pueden ser producidos y
liberados por NEUTONAs para actuar €OmMO Deuro-
u'ansmisomoneummodlﬂadom.’l‘als péptidos
alteran el metabolismo de 4c. nucleicos, proteinas
y aminas biégenas en el SNC tanto in vitro cOmo
in viv; (Dunn y Gispen, 1977). Estos neuropép-
tidos transfieren informacion a sus celulas diana
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y por tamto cambian ei

metabolismo celular vy en

definitiva alteran el com-

portamiento del organis-
mo.

2-Acciones Ceatrales de
la ACTH y péptidos ans-
logos: Después del descu-

brimiento de los péptidos

end6genos y exdgenos, de
los receptores opidceos y
de la indiscutible demos-
tracién del sistema pepti-

dérgico neuronal en el

cerebro, con sus implica- o # |

ciones farmacologicas y
fisiopatologicas, el interés
de ACTH y MSH como
neuropéptidos se ha eleva-

oy o B, wom grbepialin mpemts.

Figura 14: Péptidas de rivados de la POMC.

do considerablemente. Sin

embargo surgen problemas, tales como si las

acciones centrales de la melanocortina estdn
mediadas por la misma configuracion molecular
6 si las diferentes respuestas estdn mediadas por
diferentes conﬁgumdonﬁ quimicas  activas
presentes en la molécula; si las diferencias en 1a
respuesta dependen de diferente poblacién
neuronal estimulada, 6 de la dificultad del pépti-
do para alcanzar diferentes lugares de accién (De
Wied 1986). De hecho, ACTH y MSH no sola-
mente influencian la memoria y los procesos de
aprendizaje y atenci6n (De Wied y cols. 1966)
sino que también inducen crecimiento, modifica-
ciones de la funcion sexual en ratas macho y
hembras, disminuye el umbral para el dolor
(Bertolini y cois. 1986), antagoniza diferentes

respuestas a la morfina € interfiere con la depen-
dencia a la morfina (Stewart, 1986; Bertolini y
cols., 1986), influencia marcadamente el mecanis-
mo de amplitud suefio-despertar (Rubin, 1975;
Stewart, 1986) y produce cambios tipicos en la
posicién y en la locomocion (Jacquet, 1978).

a-ACTH y Convulsiones: Las acciones anticon-
vulsivantes de ACTH y ~~tlicuoicroides en el
tratamiento de los espas fantiles han sido
documentadas durante los pasados 34 afios, pero
¢l mecanismo principal de su accién terapedtica
es desconocido. Datos clinicos concernientes a
sus efectos, lugar y modo de accion, actividad
peuroquimica sobre el cerebro y LCR son toda-
via controvertidos. La causa de los espasmos
infantiles parece ser ut disturbio en la regulacion
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de la neurotransmision neural central en una fase
especifica del desarrollo del cerebro (Riikonen,
1987).

Estudios en animales usando antisuero para
ACTH sugieren que las neuronas de ACTH se
originan en e! hipotdlamo (micleo arcuato) y
viajan 4 numerosas dreas: region de la comisura
anterior, talamo y tallo del cerebro. Los péptidos
andlogos a ACTH también se encuentran en
otros tejidos ademds de en la hipdfisic, por
ejemplo tracto gastrointestinal, placenta y cere-
bro (Krieger, 1980). El efecto de ACTH sobre €l
cerebro puede ser mediado indirectamente
(mediante estimulacién de hormonas adrenocor-
ticales) 6 directamente. Los efectos directos han
sido estudiados en nifios con insuficiencia adre-
nal congénita 6 yatrogénica (Lagenstein, Willing,
y Kuehne, 1979) y mediante el uso de fragmentos
de ACTH (Reith, Schotman, y Gispen, 1974;
Fehm, y cols. 1981).

Algunos mecanismos accién de la ACTH
sobre el cerebro pueden ser los siguientes:

1.- Los espasmos infantiles estdn muy direc-
tamente relacionados con la edad y tienden a
desaparecer conforme €sta avanza. La ACTH
acelera muchos procesos fisiologicos: actia como
inductor de muchas enzimas del cerebro (Ar-
naud, Nobili, y Boyer, 1981), estimula la sintesis
de RNA/DNA (Ardeleanu, y Sterescu, 1975),
acelera la form=ci6n de mielina (Palo, y Savolai-
nen, 1974) y en los cultivos celulares los gluco-
corticoides aceleran el crecimiento de neuro-
plastos (Kahri, Salmempera, ¥ Voutilainen.
1979). Asf pues, mediante terapia con ACTH,
muchos de estos procesos fisiol6gicos sucederian
en un estado més temprano del desarrollo del

cerebro. Esta es la teorfa mds aceptada (Riiko-
nen, 1987).

2.- En la etapa cronoidgica en que se desa-
rrollan los espasmos infantiles, para el desarrollo
del cerebro se requiere gran cantidad de energfa.
Se ha demostrado en animales de experimenta-
ci6én, que durante una actividad ccovulsiva pro-
longada, el nivel de glucosa cerebral desciende
significativamente (Wasterlain y Duffy, 1986) y
también se produce cetonemia (Thurston y cols.
1978).

Sin embargo, recientes estudios en el desa-
rrollo de animales han mostrado que los corticos-
tercides incrementan el contenido de glucosa
cerebral y la reserva de energfa (Tharston, y cols.
1978); también es bien conocido el valor de una
dieta cetonémica ¢n el control de las convulsio-
nes infantiles (Huttenlocher, Wilibourne, y
Signore, 1971).

3.- Los glucocorticoides hiperpolarizan la
membrana de ia celula nerviosa descendiendo
por tanto, la probabilidad de descarga neuronal
(Haynes v Larrer, 1977).

4- La ACTH acita como neuroregulador
(Dunn y Schotraan, 1981). Existe un disbalarce
en los niveles de ciertas aminas biégenas en
sangre y LCR de nifios con €spasmos infantiles.
Las alteraciones en el metabolismo de 1a seroto-
nina pueden jugar algin papel en la fisiopatolo-
gia de los espasmos infantiles:

Niios con trisomia 21 tratados con S-HTP tripté-
fano (precursor de 1a serotonina), desarrollaron €spas-
mos infantiles (Coleman, 1571; Airaksinea, 1974).
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-En un modelo amimal, las convulsiones fueron
reproducidas por S-HTP y abolidas enteramente por
esteroides vy antagomstas de la serotonina (Nausieda,
Carvey, y Braun, 1982).

-Las neuronas serotoninérgicas del cerebro estdn
concentradas cerca de la linea media (regién del rafe)
y en la parte superior del tallo cercbral. Estudios en
animales y en humanos (Leini y colbs., 1980) hablan en
favor de una sobreproduccién central de serotonina.

Estudios posteriores han determinado algu-
nas concentraciones de metabolitos en LCR de
nifios con espasmos infantiles, encontrandose una
disminucién del 5-HIAA y GABA (Loscher y
Siemens, 1985). Los bajos niveles de GABA no
se correlacionan con la activicad convulsiva, la
cual se debe probablemente a dafio difuso en el
cerebro. El tratamiento con ACTH redujo signi-
ficativamente los niveles de 4cido homovanilico
(HVA) y detuvo el estado epiléptico (Ito y colbs.,
1980), debido a un descenso de la actividad
dopaminérgica. La ACTH tuvo un menor efecto
sobre GABA (Ito, Mikawa, y Taniguchi, 1984).

Se ha demostrado que la ACTH causa un
incremento en la uri6n de GABA a su receptor
en el cerebro medio y cuerpo estriado (Kendall,
McEwen y Enna, 1982). Esto podria explicar el
descenso en la concentracion de GABA en LCR
depués de la terapia con ACTH.

En otro estudio, se encontraron €n LCR de
pifios con espasmos infantiles, bajos niveles de
ACTH pero normales de B-endorfinas (péptido
opidceo que ha demostrado tener up componente
epileptogeno en animales de cxpeﬁmentaclan), lo
que sugiere deficiencia de ACTH a nivel central
y/o disbalance en la formacion de neuropéptidos
(Facchinetti y cols., 1985). Asimismo, la seroto-

nina y acetilcolina tienen un efecto estimulante,

micntras que la dopamina, noradrenalina y el

GABA poseen un efecto inhibitorio sobre CRH
y ACTH (Lancranjan, 1980).

La ACTH actia como un neuroregulador
afectando el metabolismo de varios neurotrans-
misores (NT). Tres posibles modos de accién
son: como NT propiamente dicho, como modula-
dor de 1a neurotransmision alterando el efecto de
los NT clisicos, 6 como hormona tréfica (via
cambios en la sintesis de proteinas, formacién de
nuevas sindpsis 6 cambios de los contactos ya
existentes). Se han obtenido evidencias de estos
tres modelos en estudios citoquimicos en anima-
les y humanos (Dunn y Schotman, 1981).
b.-HPx y Epilepsia: Para verificar el papel de la
adenohipofisis en la induccion, se desarrollaron
estados convuisivos por estimulaciones inducidas
en grupos de ratas intacias € hipofisectomizadas,
obteniénduse diferente respuesta a la induccién
de la epilepsia en ambos grupos. Las ratas hipofi-
sectomizadas no alcanzaron nunca el estadio 5 de
convulsién, no mostraron un desarrolio normal
(gradual) en la aparici6n de las convuisiones sino
que éstas se desarrollaron tardiamente. Otra
diferencia en la respuesta de ambos grupos atafie
al porcentaje de estimulaciones, ya que los
animales hipofisectomizados con mucha mas
frecuencia no respondieron a Ia estimulacion
respecto a las ratas normaies (Rogers y Jackson,
1987).

Se ha demostrado que la hipofisectomia
altera el comportamiento normal y la respuesta
electrocardiogrificaa la estimulacién. Sin embar-
g0 iqué sustancias de 12 hipdfisis son criticas €q

este proceso de induccién? Para averiguar ésto se
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implant6 una canula en ¢l ventriculo lateral
izquierdo de cada animal del experimento ante-
rior y se inyectaron diferentes péptidos de ACTH
¢n ambos grupos (ratas nc malcs e hipofisecto-
mizadas) comprobdndc  yue en ratas hipofisec-
tomizadas los patro i.s normales de induccion
fueron restaurados al nivel de las ratas controles
a las 2-4 semanas siguientes a la hipofisectomia
por administracion de ACTH, o, ACTH 4 ¥
ACTH, , (De Wied, 1973). El grupo inyectado
con ACTH, ,, alcanzo las convulsiones mds
tardfamente, pero la amplitud de la convulsién
fué mds elevada. En este experimento se ha
constatado la capacidad de los péptidos derivados
de ACTH para restaurar el comportamiento y los
cambios electrocardiograficos de la estimulacion
tras HPx. Pero una limitacion de este experimen-
to es que nc fueron examinados los efectos de la
ACTH en ratas controles. Sin embargo, los
estudios previos indican que la cortisona y la
ACTH generalmente elevan la excitabilidad
neuronal (Woodbury, 1954). De este modo,
parece improbable que los efectos de estos
péptidos derivedos de ACTH sean debidos a una
accion no espectfica. Asimismo, ya que los pépu-
dos derivados de ACTH se asocian con poca 6
ninguna actividad esteroidogénica, los datos del
presente estudio indican que el efecto de ACTH
es independiente de la liberacion de corticoste-
roides. Aunque €stos péptidos son plenamente
efectivos en la restauracion del comportamiento
provomdo por hipoﬁsectomia. carecen esencial-
mente de accion adrenocorticotropa y no mejo-
ran la salud 6 condiciones generales de los

sujetos hipoﬁseclomimdos (Rogers y Jackson,
1987).

Para descubrir qué lugar del cerebro media-
ba la restauracion de la epiiepsia inducida tras

tratamiento con ACTH, se utilizaron ratas hipo-

fisectomizadas a las que, ademds de implantacién
de electrodos y canulacién intracercbroventricu-
lar, se les produjeron lesiones bilaterales en el
nuclec parafascicular del tdlamo (animales
tomados como control se lesionaron en la corte-
za directamente encima del nucleo parafascicu-
lar). Se comprobé de esta forma que, lesiones
bilaterales del tdlamo medio posterior bloquea-
ron la restauracién de la epilepsia inducida por
infusion de ACTH,,, en ratas hipofisectomi-
zadas. Estos resultados indican que l1a accién de
la ACTH depende en parte de mecanismos que
radican en el tdlamo. Todas estas posibilidades
representan mecanismos importantes ea los
fenémenos de induccién de determinados com-
portamientos, pero el hecho de que la ACTH,
actuando a través de mecanismos centrales, sea
importante para ambos, resulta incuestionable.
c.-Efecto de la Gléndula Pineal sobre los niveles de
ACTH: La glandula pineal controla de algin
modo los niveles de ACTH (Motta, y colbs.,
1971; Vaughan y colbs., 1972), atribuyéndose el
control de su secrecion a los 6rganos sensoriales
y a la glandula pineal.

La glindula pineal puede controlar la fun-
cion suprarrenal, y la administracién de melato-
nina inhibe la liberacion de corticosterona por 1a
suprarrenal de la raia (Acufia y colbs., 1982). Se
ha demostrado que 13 pinealectomia induce un
aumento significativo de la ACTH paralelamente
al aumento de corticosterona (Acufia y colbs.,
1984). Ademis, resultados de otros estudios

indican que la melatonina juega un papel impor-
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tante en la regulacion hormonal central especial-

mente en el eje hipotdlamo-hipofisario-suprarre-
nal, y que tiene efectos inhibitorios a este nivel
(Ogle y Kitay, 1978; Vaughan v colbs., 1972). No
estd claro el lugar en el cual la melatonina ejerce
esta accién. La melatonina, a dosis fisiolGgicas,
no tuvo efecto significativo sobre la liberacion de
ACTH (tanto de la basal como de la estimulada
por CRF) en cultivos celulares de la hipdfisis de
la rata (Rosenthal y Strasman., 1988). Sin embar-
go, a dosis farmacoldgicas, la melatonina incre-
mento significativamenie la liberacién de ACTH
estimulada por CRF y este efecto no fué mis
significativo al aumentar la dosis de CRF, lo que
indica que existe cierta actividad agonista intrin-
seca entre melatonina y CRF pero no estd claro

un efecto aditivo. Asf pués, podemos decir que la

melatonina ejerce un efecto inhibitorio sobre el :

eje hipmﬂammhipéﬁsario-suprarrcnal.y queeste
efecto no se produce a nivel hipofisario (Ro-
senthal y Strassman, 1988).

La escasa influencia del eje hipofisario-
suprarrenal sobre €l contenido de melatonina de
la gldndula pineal de la raia est4d constatado por
Mark y colbs., 1989, demostrando que un aumen-
1o en la densidad de los receptores de glucocorti-
coides en el SNC no altera la produccion noctur-
na de melatonina por la pineal.

En base a todo lo anterior podemos concluir
que los Organos sensoriales intactos y la gldnduia
pineal son capaces independientemente de limi-
war la elevacion en los niveles de ACTH que
aparece en ratas suprarrenalectomizadas pero
juntos potencian su efecto ya que se ha demos-
trado que hubo un mayor incremento en los
niveles de ACTH de ratas suprarrenalectomi-

zadas sometidas a deprivacién sensorial y a
extirpacion pineal que el obtenido en ratas
controles, solo pinealectomizadas o solo senso-
rialmente deprivadas (Vaughan y colbs., 1980).
3.-Sintesis y Liberacién de Péptidos Opisiceos: Se
han identificado tres familias de péptidos opid-
ceos end6genos: encefalinas, endorfinas y dinorfi-
nas. Cada familia deriva de un polipéptido pre-
cursor genéticamente distinto y tiene su distribu-
cién anatomica caracteristica. En la actualidad, a
estos precursores se¢ los suele designar como
proencefalina (también proencefalina A), proo-
piomelanocortina (POMC) y prodinorfinia
(también proencefalina B). Cada uno de estos
precursores contiene una cantidad de péptidos
biologicamente activos, opidceos y no opidceas,
que se detectaron en la sangre 'y diversos tejidos.
Asf, la POMC contiene la secuencia de aminodci-
dos de la hormona melanocitoestimulante (y-
MSH), adrenocorticotropina (ACTH)yB-lipotro-
pina (8-LPH); enla secuencia de 91 amino4cidos
de la B-lipotropina estdn la pB-endorfina y la B-
MSH. :

La POMC solamente produce un péptido
mayor (Nakanishi y colbs., 1979), llamado B-
endorfina, que es la secuencia C-lerminal del
aminodcido 31 de p-lipotropina, pero también
contiene las hormonas hipofisarias ACTH y
MSH. Otros productos identificados como deri-
vados de POMC y de significado incierto son: a-
endorfina, y-endorfina, 1a secuencia terminal 1-
16 de B-endorfina y la secuencia N-terminal 1-17
de B-endorfina. Las concentraciones mas altas de
los péptidos derivados de 1a POMC estdn presen-
tes en la hipofisis. También s¢ encuentran en el

hipotilamo, cerebro, tiroides, tmo, intestino,
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médula adrenal, pancreas, macrofagos del bazo,
placenta, testiculos v ovario, y parece ser sinteti-
zada por la mayorfa de ellos (Krieger, 1982;
Loliat v colbs., 1984; Imura, 1985).

En las células corticotropas de la hipofisis

anterior, el principal producto del procesamiento

de POMC es 8-LPH (con su producto opioide

primario B-endorfina), ACTH y el polipéptido
aminoterminal N-POMC 1-76.

Mains y Eippcr' (1981) encontraron que la
liberacion basal de peptidos opidceos de celulas
de la hipofisis del ratom, incluye cantidades
equimolares de ACTH, y-LPH y f-endorfina. La
noradrenalina estimui6 la liberacién Ca-depen-
diente de estos péptidos y no se encontrd autoin-
hibicion de los péptidos para su liberacion.

Varios autores han estudiado la liberacién
de ACTH y endorfinas. Allen y coibs. (1978)
mostraron que un extracto hipotaldmico que
contenfa CRF, estimul6 significativamente la
liberacion de péptidos en una linea celular del
ratén asf como en cultivos primarios de 1a hipofi-
sis anterior. Esta liberacion fué inhibida por
dexametaxona. Posteriormente, Przewlocki, Holet
vy Herz, (1980), observaron que B-endorfina es
liberada de la hip6fisis anterior en respucsta a K
y a Cay que esta liberacién se incrementa tras
administracion de extractos hipotaldmicos que
contienen CRF 0 de lisina-vasopresina. Corticos-
terona inhibi6 1a liberacion estimulada pero no
la basal.

Vemer y coibs. (1980), también estudiaron in
vitro la liberacién de B-endorfins y B-lipotropina
de la hipofisis de la rata. Descubrieron que el
material liberado de la hipofisis anterior no
estimulada era 70% 8-LPH y 30% g-endorfina.

Extractos hipotaldmicos v lisina-vasopresina
incrementaron en 3-4 veces la liberacién de
ambos péptidos. Por el contrario, en el lobuio
intermedio, el 97% del matenial liberado era 8-
endorfina. La isoprenalina incrementé en 34
veces la estimulacion de la secrecién esponténea
de B-endorfina, y dopamina la inhibi6. Asf pues,
los esteroides adrenales y los extractos hipotalé-
micos tienen poco efecto en el lobulo interme-
dio, aunque sf lo tienen en la hip6fisis anterior.
‘En el cerebro, las concentraciones de 8-
endorfina no se afectan por hormonas esteroi-
deas 6 stress (Rossier y colbs., 1979). La adminis-
tracién cronica de opidceos hace descender la
concentracién de B-endorfina en la hipofisis y en
el cerebro (Holit y colbs., 1978b).
a.-Receptores Opidceos: Los estudio. farmacold-
gicos que utilizan una gama de ligandos opificeos
indican que dichos receptores se presentan en
maltiples formas. Martin y cols. (1976), origi-
palmente propuso la existencia de tres tipos
distintos del receptor opidceo, pero en los afios
recientes se han obtenido evidencias de la exis-
tencia de un gran nimero de tipos adicionales.
El significado fisiologico del receptor opidceo
miiltiple no esté claro, porque no se sabe si los
tipos de receptor Lupuestos son estructuras
independientes o simplemente, diferentes lugares
de uni6n de un complejo receptor opidceo. Sin
embargo, el concepto de reccptores midltiples es
de gran interés ya que diferentes receptores
pueden mediar especificamente ciertos procesos
fisiologicos, y por tanto, pueden ser activados 0
bloqueados selectivamente por agentes terapéuti-
cos disefiados épropiadamente. En el campo de

la neuroendocrinologfa, emergen estudios que
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sugieren que el efecto de los péptidos opidceos
sobre sistemas endocrinos diferentes, ests media-
do por diferentes tipos del receptor; por la
especificidad de sus efectos, parece que algin
grado de selectividad les ha de ser confcrida. Sin
embargo, todos los ligandos opioides conocidos
poseen alguna capacidad para unirse a los tipos
de receptor identificados.

La clasificacién de Martin de los receptores
opidceos multiples incluy6 un receptor u 0 recep-
tor de morfina, un x o receptor de ketozyclazoci-
na y un o o receptor de N-alilnormetazocina.
Después fueron postulados un encefalin o recep-
tor & y un B-endorfin o receptor e. Resultados de
estudios recientes apoyan el concepto de multi-
ples tipos de receptor (0 21 menos lugares de
union miltiples); sin embargo, en térmicos de
respuesta funcional y afinidad de uni6n solamen-
te pueden distinguirse tres tipos de receptor (u,
5 y x). El tipo p es el clic’co receptor para
morfina y es considerablemente mas sensible al
antagonismo por naloxona. El tipo & puede no
ser verdaderamente opidceo, ya que no presenta
la actividad estereoespecifica de los otros tipos
de receptor opidceo. Ademds, no todos los
efectos mediados por esta clase de receptor son
naloxona reversibles, y por tanto parece queé el
receptor posee caracteristicas opioides y 0O
opioides.

El aislamiento de varios péptidos opidceos v
su clasificacion en familias permite catalogar los
tipos de receptor en asociaciones selectivas, y han
sido identificados péptidos con selectividad
relativa para & (encefalinas) y (dinorfinas) pero
no para el receptor . Sin embargo, ninguno de
los péptidos opidceos presenta especificidad por

¢l receptor y exhiben grados variables de selecti-
vidad. Ya que los péptidus opidcens contienen la

secuencia Met-encefalina o Leu-encefalina, es

muy probable que la selectividad sea conferida al
receptor por la adicién de residuos a los frag- .

mentos C-terminales de estos 'pcntapépudos. B-

endorfina es un potente agonista de ambos
receptores, « y 6, con una ligera preferencia por
6, al menos in vitro; no presenta actividad poten-
te para los receptores x. Todas las encefalinas
son potentes & agonistas y las dinorfinas x
agonistas.

Los descubrimientos anteriores enfatizan el
importante papei que ¢l procesamiento post-
translacional pudiera jugar en la modulacion de
la actividad de los péptidos opidceos.

La existencia de tipos y subtipos de receptor
no definidos es otro factor a estudiar ya que se
ha demostrado que la dinorfina (1-8) actda en
ciertas preparaciones en otro receptor diferente
a los tipos p, 8 y x (Carter y Lightman, 1986).
b.-Significado Fisioldgico de los Péptidos Opidceos:
Dado el estado dindmico de la investigacion en
torno a los péptidos opidoeos, es dificil unificar
conceptos de su funcién fisiologica. Sin embargo,
su distribucion anatémica en el sistema neuroea-
docrino pone de manifiesto su crucial contribu-
cién en el mantenimiento de la homeostasis.
Actualmente se crec que los péptidos opiaceos
ejercen su efecto neuroendocrino por medio del
cerebro (principalmente del hipotdlamo) y no a
través de una accion directa sobre ‘a hipofisis;
sus efectos a través del hipotdlamo estan intima-
mente asociados con el sistema aminérgico. Esta
asociacion tambien se extiende al sistema nervio-
<o aut6nomo y a las dreas centrales que regulan
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las funciones autondmicas (tales como el nicleo
del tracto solitario) va que poseen inmunoreacti-
vidad a los péptidos opidceos v a los receptores
para ellos (Carter y Lightman, 1536).

Algunas consideraciones, tales como la
distribucion de los péptidos opidceos en el hipo-
idlamo, hipofisis y médula adrenal; el hecho de
Gue ias B-endorfinas plasmaticas se originen de
las celulas corticotropas de la hipdfisis ep cose-
crecron con ACTH y en respuesta a CRF y a
arginipa-vasopresina (Owens y colbs, 1984;
Imura, 1985), nos lieva a la conclusion de que las
tres familias de piptidos opidceos participan en
el sistema que regula la respuesta fisiologica al
_ styess, modulando los sistemas hormonales
hipofisarios anterior y posterior (Carter y Light-
man, 1986).

Una teorfa habla en favor de que estos
péptidos, para ejercer su accion en la analgesia
asociada al stress han de alcanzar los receptores
opidceos del SNC a través del LCR (Gerner y
coibs., 1982). Algunas expericrcias apoyan esta
teoria. Asf se ha comprobado que 1a hipofisecto-
mfa produce una caida de -endorfinas en plasma
y LCR (Schlachter y colbs., 1983); la inyeccién
intravenosa de B-endorfina a conejos produce su
acumulacion en LCR (Houghten y colbs.. 1980).

Otra teorfa referente a como ejercen los
péptidos opidceos su influencia acte el stress
apoya que estos péptidos se segregan dentro del
cerebro durante ¢! stress agudo y rapidamente se
metabolizan o se reabsorben sia alterar significa-
tivameL!® sus concentraciones en LCR. Asi, el
stress inducido en monos incrementa las concen-
traciones plasmaticas de ACTH y p-endorfinas,

pero no altera las concentraciones de estos

péptidos en el LCR (Kalin y colbs., 1985). De

igual modo se comprob6 que el stress por inmo-

vilizacién no tuvo efecto significativo sobre las
concentraciones de ACTH y B-endorfinas en el
LCR de ratas con la cisterna magna canulada
(Kiser y colbs., 1983).

Entre otras posibles acciones de los péptidos
opidceos se incluyen el control de 1a secrecion de
gonadotrofinas (Everitt y Keverne, 1986), la
regulacion ae la glucosa sanguinea (Reid y Yen,
1981) y la activacién del sistema inmune (Blalock
y colbs., 1985). Pueden ejercer un efecto impor-
tante sobre otros sistemas funcionales, por
ejemplo sobre la respiracion (Florez y colbs.,
1980; Pokorski y colbs., 1981), comportamiéato
sexual (Meyerson y Terenius, 1977), regulacion
neuroendocrina (Meites y colbs., 1979), fen6me-
nos cardiovasculares (Holaday y Faden, 1978;
Carter y Lighuman, 1986), actividad ansiolftica
(Duka y colbs., 1982), actividad convuisiva y anti-
convulsiva (Frenk y colbs., 1978), digestion (Kon-
wrek, 1978) y anestesia (Stoelting, 1980), la cual
puede cambiar e incluso revertir el efecto produ-
cido por opidceos exdgenos (Carter v Lightman,
1986).
c.-Péptidos Opidceos en la Integracion Newroen-
docrina: Desde que se conoce la distribucion de
los péptidos opidceos y de sus reccptores en el
hipotslamo y en Ia hip6fisis, podemos decir que
¢l sistema opioide forma pane iniegral del eje
neuroendocrino. Los péptidos opidceos pueden
e,ercer su contro! hipofisario a tres niveles:
actuando como peurotransmisores/neuromodula-
dores (NT/NM) en el cerebro y en la neurohipd-
fists, como factores reguiadores transportados por
el sistema sanguineo portahipofisario 6 como

M® Dolores Gomar Aragin

-35-




TESIS DOCTORAL

factores paracrinos en el interior de la hip6fisis.

1.-Pépridos opidceos como NTINM: Una
sustancia funciona como NT si ejerce su efecto
sobre la actindad neuronal después de la activa-
cion de receptores neuronales (Frederickson,
1977, Duggan, 1980). En base a esto y a otros
criterios las encefalinas fueron consideradas
cOmo sustancias neurotransmisoras casi desde su
descubrimiento (Frederickson, 1977, Snyder,
1980).

La accion predominante de los péptidos
opidceos se basa en una depresion de la actividad
espontinea en la mayorfa, si no en todas las
neuronas cerebrales. Los mecanismos iénicos de
esta inhibicion pueden variar segin los diferentes
tipos de receptor. De este modo, €n unos casos
interviene un incremento en la conductancia al
potasio (receptor ), mientras otros ejercen su
efecto reduciendo la entrada de calcio en las
terminales nerviosas (receptor x) y finalmente,
cada tipo participa en un sistema diferente de
segundos mensajeros (Carter y Lightman, 1986).

En contraste con sus acciones inhibitorias
sobre la mayorfa de las neuronas, se ha compro-
bado que los péptidos opidceos estimulan las
celulas piramidales del hipocampo. Esto se ha

atribuido m4s a una desinhibicién que a una

estimulacios uirecta, ya que resulta de una
inhibicién de las interneurcaas GABAérgicas
(Lee y colbs., 1980; Gahwiler, 1980). Nicoll y
colbs. (1980) demostraron una accién similar de
los péptidos opidceos €n OLros circuitos neuro-
nales y sugirieron que esta desinhibicién puede
ser un importante mMecanismo de accion de los
péptidos opidceos €n el SNC, y que las interneu-
ronas inhibitorias GABAGérgicas son los primeros

lugarcs de intercambio de los sistcmas encefali-
nérgicos. £n estudios posteriores se han encon-
trado conexioncs entre el sistema opioide y los
sistemas GABA-€rgico y dopaminérgico, compro-
bandose que morfina y.8-cndorfinas modulan la
actividad de las nevsonas dopaminérgicas (Kama-
ta, 1987).

Los estudios de Hokfelt y colbs. (1980) reve-
laron la coexistencia en una misma neurona de
péptidos como met-encefalina o sustancia P y
norepinefrina o serotonina. Una de estas sustan-
cias actuaria como NT y la otra como NM; en
este caso, segin Costa y colbs. (1981), el modula-
dor es el péptido. En el caso de las p-endorfinas,
su poca susceptibilidad a la degradacion enr'mé-
tica, su accion de larga duracion y ia estratégica
localimcidn de sus cuerpos celulares y terminales
para su liberacion al interior del sistema ventri-
cular, son circunstancias que implican su papel
geurohormonal. Ademds, su papel como NT no
puede ser discutido (Frederickson y Geary, 1982).
Mis tarde, Carter y Ligntman (1986), se postula-
ron a favor de que quizds sea nmecesario un
coktail de péptidos opidceos para aumentar
apropiadamente una respuesta postsindptica.
Uno de estos co-transmisores podria actuar como
modulador postsindptico (terminando la respues-
ta del transmisor primario) o presindptico (inhi-
biendo 1a liberacion de otros péptidos opisceos).
As{ pues, el mecanismo de accion de los péptidos
opificeos en otros lugares del cerebro pucde
resultar de una interaccion con el sistema de
aminas bi6genas. Como resultado de esta interac:
cion, los péptidos opidceos pueden modular la
actividad hipotaldmica 0 afectar directamente la
secrecion de factores hipofisiotropos. Tras algu-
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nos estudios se ha sugerido que tales mecuni .mos

modulatorios se localizan en el nucleo arcuato y

en el nucleo del tracto solitario (Carter y Light-
man, 1986). Pero el principal mecanismo por el
cual los péptidos opidceos coatrolan la funcion
hipofisaria parece ser una accion moduladora
pre-terminal sobre las neuronas neurosecretoras.
A nivel de la hipofisis anterior, probablemente
actiea los opidoeos modulando 1a secrecion de
factores hipotaldmico-hipofisarios (ya que se
encuentran péptidos opicides y receptores para
ellos en la eminencia media y en la neurohip6fi-
5is), aunque también es posible un efecto directo
sobre sus celulas (Carter y Lightman, 1986).

2-Efectos Paracrinos de los Péptidos Opid-
ceos: Que los péptidos opidceos hipofisarios
puedan ejercer efectos iocales 0 paracrinos sobre
la secrecion hormonal ain estd por demostrar.
Sin embargo, se han obtenido pruebas experi-
mentales que apoyan el papel de las p-endorfinas
del lobulo intermedio (y posiblemente del ante-
rior) en la 7egulacion de la liberacion de AVP de
la hipofisis posterior. Los bajos niveles de ence-
falinas y dinorfinas en la hipofisis anterior pue-
den ser funcionalmente relevantes en este contex-
to (Carter y Lightmian, 1986).

3.-Papel de los Péptidos Opidceos en el con-
trol de la Hipdfisis: Pechnick y colbs. (1985a,b)
han mostrado que los cambios inducidos por los
opidceos en la liberacion hormonal de 1a hipofi-
sis anterior estan mediados por miltiples recep-
tores opidceos y que en la secrecion de ciertas
Lormonas puede parti_ipar més de un tipc e
receptor. Los péptidos - piiceos ejercen su efecto

modificando la Liberacion de CRF hipotaldmico;

asf pues, se ha comprobado que las concentracio-

nes sistémicas de morfina producen cambios en
el contenido hipotalimico de CRF, y que morfi-
na estimula la secrecion de CRF de islotes
hipotaldmicos (Buckingham, 1982).

Se ha demostrado que la administracion
crénica a ratas de agonistas opifceos provoca una
supresién del eje hipofisis-adrenal; por el contra-
rio, el tratamiento con naloxone estimula la
secrecion de ACTH (Grossman y Rees, 1983).

Lamberts y colbs. (1983) postulan que la
hipofisis es un posible lugar de acri6n de esta
supresion en la secrecién de ACTH causada por
opisceos; sin embargo, los experimentos realiza-
dos in vitro aportan resultados cortradictorios
(Carter y Lightman, 1986). También hay pruebas
de una modulacién opioide directa sobre la
corteza suprarrenal, pero no son del todo convin-
centes (De Souza y Van Loon, 1982).

Siegel y colbs. (1982) comprobaron que en
r2'1s tratadas con naloxone se potencia la secre-
cion de ACTH inducida por stress, y que el
\ratamiento con dexametasona bloquea ambas
respuestas. Estos autores piensan que la regula-
ci6n por los pe, tidos opidceos de la liberacién de
ACTH inducida por stress se produce a través
del eje hipotdlan. -hipdfisis, y2 que demostraron
que cambios o diferenciaciones hipotalimicas no
modifican significativamente el efecto de naloxo-
ne. Otras teorias proponen usa inte ccion eatre
péptidos opidceos y actividad noradrenérgica en
1a secrecion de ACTH ligada al stress (Szafarczyk
y colbs., 1983).

Asi pues, muchas cvidencias indican una
participacion de los péptidos opideos en 13
liberacién de ACTH durante el stress, pero lo.

mecanismos implicados no 5¢ COROCEN.
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Stubbs y colbs. (1978)  Volavka y colbs.
(1¥79) comprobaron que la administracién de
agonistas opidceos conlleva una disminvcion eu
los niveles circulantes de ACTH y cortisol; si por
el contranv, damos antagonistas opidceos, au-
menran ACTH y cortisol.

El naloxone potencia la respuesta secretora
de cortisol ant el stress inducido poi gastrosco-
pia (Morley y colbs., 1980), mientras que morfina
inhibe la elevacion de cortisol durante la cirugfa
(Reir y colbs., 1973).

La elevacion de cortisol inducida por naloxo-
ne, puede sci bloqueada administrando previa-
mente antagonistas a-adrenérgicos, lo que sugiere
que los péptidos opidceos inhiben €' <je hipofi-
sis-suprarrenal en humanos, a través del sistema
noradrenérgico (Grossr an y Besser, 1982).

Los péptidos opisiceos pueden actuar dismi-
nuyerdo la serrecion de TRE  bloqueando el
fecto de TRH a nivel hipofisario (Judd y Hedge,
1982). También descienden los nive < plasmati-
cos de PRL (Kiss y colbs., 1985).

Sobre la hipofisis postenior, las evidencias
indican que los pépiidos idcecs ejercen un
efecto regulador de ia liveracion de vasopresina
en relacion con la respuesta ante el stress (Carter
y colbs.,1985;). También se ha comprc vado que
la encefalina oloquea la estimulacion d¢ la libera-
cién de AVP producida por amgiotensina IL
Asimismo, los péptidos opidceos suprimen la
respuesta de oxitocina en la lactacion (Clarke y
colbs.,1979).
d.-Péptidos Opidceos y Analgesia: Parece ser que
el circuito de sccién de la analgesia inducid- por
stress y de 1a estimulacion opioide empieza cr. la

sustancia gris periacueductal ( PAG). La microin-

yeccién de opidceos en esta regin produce

analgesia que puede ser bloqueaua por naioxone
(Mayer y Price, 1976; Yaksh y Rudy, 1978). La
estimulacion cléctrica de esta zona también
producc anzlgesia que pacde ser, al menos nar-
cialmente, antagonizada pur naloxone (A ms,
1976; Hosobuchi y colbs., 1979). Estos resultados
son sorprendentcs ya que los péptidos opidceos
generalmente tienen efectos inhibitorios sobre
neuronas aisladas, incluidas las del drea gris
penacueductal (Frederickson y Norris, 1978;
Wolstencroft y colbs., 1978). Sin embargo, otros
udios demuestran que los péptidos opidceos
localizados en ¢l P AG causan un incremento en
su actividad (Urca y coibs.,1977). Los hallazgos
anteriores podrian explicarse si los péptidos
opidceos tavieran una accion desinhibidora en el
PAG, y esto también ha sido postulado (Frede-
ri~on y Norris, 1978; Zieglgansberger, 1979).
As{ pues, el circuito serfa el siguiente: cual-
quier estimulo doloroso o un. estimulacién
eléctrica produce una activacién de las neuronas
encefalinérgicas del PAG, ésta a - vez inhibe la
actividad tOnica de la interneurona inhibidora
GABA-érgica y como resultado de sta desinhibi-

cién se activa un sistema descendente espinal

‘cuya printera comexion es el nicleo del rafe

magnus (NRM). Existen datos anat6micos (Ga-
llager y Peit, 1978; Abols y Basbaum, 1979) y
electrofisiologicos (Shah y D ‘rovsky, 1980) de
la existencia de upa COREXiOu directa entre el
PAG y el NRM. La estimulacién del PAG (Fi-
elds y Anderson, 1978), la inyecci6n sistémica de
morfina (Oleson v Liebeskind, 1975) o la mi-
croinyeccion de morfina en <l PAG (Bebbehani
v Pomeroy, 1978) estimulan las neuronas del
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NRM. La estimulacion de estas neuronas pio.0-

ca inhibicion de las neuronas espwnotaldmicas
(Giesler y colbs., 1981) y causa analgesia (Olive-
ras y colbs., 1975).

Este sistema descendente dorsal de la médu-
la espinal parece ser, al menos parcialmente
serotoninérgico. Se ha comprobado que la de-
pleccion de serotonina en el NRM redujo la
aralgesia inducida por estimulaciéon (Akil v y
Licbeskind, 1975 v por microinyeccién de morfi-
na (Monrland v Gebhart, 1980) en el PAG.
Ademas, la administracion sistémica o intratecal
de antagomistas de serotonina, pero no en el
PAG, redujeron la analgesia inducida por admi-
nistracion de morfina en e: PAG (Yaksh, 1979b)
0 por estimulacior. del PAG (Hayes y colbs.,
1977).

Esta analgesia puede manienerse durante
periodos de actividad continua (como tras ¢sii-
mulacion eléctrica del PAG) pero no por las
encefalinas liberadas que se inactivan rapidamen-
te después de que cese el estimulo). Sin embargo,
algunas formas de analgesia tienen mayor dura-
cion que el estmulo original. Es nrobable que tal
analgesia sea resultado de una liberacion de
B-crdorfinas al LCR desde doade alcanzan los
receptores en el PAC y se activa el circuito para
largos periccus de tiempo, y2 que las p-endorfi-
nas SOn muy resistentes a la degradacion enzima-
tica (Marks y colos., 1977). Pero éste no es el
dnico sistema capaz de producir analgesia, hay
otros lugares del cerebro ademas del PAG a
través de los cuales puede actuar la morfina para
producir tal respuesta (Satoh y cols. 1980
Millan y cols., 1980).

Como va se ha dicho anteriormente, los

peptidos opidceos actian modulando los proce-
s0s nociceptivos. De tal modo reaccionan en la
analgesia producida por acupuntura o por esti-
mulacion cléctrica (Chiang y colbs., 1973; Mayer
y Price, 1976). Para probar ésto se ha estudiado
la interferencia en la actividad del sistema opioi-
de endégenv mediante el antajonista aarodtico
naloxone, que es capaz de tloquear tal analgesia
(Willer y colbs., 1981: Chiang y colbs., 1973) y de
producir hiperalgesia en 1oedores (Jacobs y
colbs., 1974) y en humanos (Lasagna, 1565; Levi-
ne 'y colbs., 1978b).

Para estudiar mejor <ste bloqueo en la
actividad anmalgésica de los péptidos opidceos
producido por naloxone, s¢ han administrado
intracerebral o intraventricularmente encefalinas
(Frederickson, 1977) y B-endorfinas (Pert, 1976;
Frederickson, 1977), demosirdndose que produ-
cen anaigesia. Més tarde se comprob6 que esta
analgesia pudo ser bloqueada por naloxone, lo
que indica una accién sobre los receptores Opid-
ceos (Frederickson y Geary, 1982).
e.-Péptidos Opidceos y Gléndula Pineal: No hay
ninguna duda acer~ de la existencia de opioides
en la glandula pineal. Mediante estudics inmu-
nohistoquimicos se ha verificado que pequefias
neuronas ‘ocalizacas en el septo y a lo largo de
la cdpsula de la gldndula, presentan inmunoreac-
tividad 2 la encefalina. Estas neuronas se locali-
zan principalmente en zonas vasculares pero
pueden alcanzar los lobulos de la glandula y
exte. se entre las celulas parenquimatosas
(Moore y Sibony, 1988).

Se ha investigado en ratas el efecto de des-
Tyr-y-endorfina (DT y E) (administrando 2 ugr

de forma cronica o en una dosis aguda de 03

M'deu(}amrm
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ugr) sobre el contemido pineal de melatonina.
Comparado con los controles, DT y E elevo
significativamente e; contenido pineal de melato-
nina y ¢l maximo incremento se produjo con la
dosis agudz (King y colbs., 1951).

En animales de edad avaazrda descienden
los niveles de varios neuropéptidos (incluidos 8-
endorfin. 5 y encefalinas) en drear espectficas del
cerebro (Pradhan, 1580). Lz actividad biosintética
de ia glandula pineal también declina con la edad
(Reiter y colbs., 1981) y se reduce el pico noctur-
no de melatonina en animales y humanos (Toui-
tou y colbs., 1981, Iguchi, Kato ¢ ibayashi. 1982).

Se ha demostrado que tamtién el efecio
anulgésico opioide es menor conforme avania la
edad, tanto en niveles absolutos como ritmicos
(Spratte y Dorio, 1978). Si a ratones de tres
grupos diferent . de edad administramos melaio-
nina, aumenta el efccto analgésico opioide ec 10s
tres grupos duran:e el dia y revierte el descenso
nocturno producido en el grupo de mayor edad
(Krvaliers, Hirst y Teskey, 1983). Sin embargo,
un bloqueo cn la actividad de la glandula mini-
miza la dependercia entre anaigesia opioide y
edad, lo que indica que la glandula pineal modu-
[a el efecto avaigésico de los péptidos opidceos v
también juega un papei importante €a la res-
puesta a los opioides dependiente de la edad

(Kavalier. Hirsi y Teskey, 1983).
F.- ELEIE PINEAL/H-H-SUPRARRENAL Y
EL COMPLEJO RECEPTOR GABA-BNZ

La gldndula pineal puede controlar 1a fun-
cion suprarrenal, y 2sf, la administracién de aMT

inkibe la liberacién de ccrticosterona per la

suprarrenal de la 7ata, ya que estimula la S-a-
reductasa, enzima que cataboliza el estervide a
dihidro y teirahidroderivados inactivos. Este
efecto, primeramente observado en ratas hemera
(Acuiay colbs., 1982), lieve) a postular la hip6ie-
sis de que 1a aMT, ai inhibir la esteroidogénesis
ovérica, disminufa los esteroides sexuales que,
como el estradiol. inhiben la S-a-reductasa, por
lo que el efecto de la administracién :l¢ {a hor-
monz pincal era mediado por Ja funcién ovérica.
Sin embargo, estudios postcriores har demostra-
do ur efecto similar ¢n la rata macho, lo que
llevo a la postulacion de la existencia de un eje
pineal-suprarrenal, en el que 'a aMT estd directa-
menie involucrada en la regulacion de la funcion
suprarrenal (Acufia y colbs., 1984). La pinealec-
tomfa también induce un aumento significativo
de! ACTH paralelamente 2l aumento de corticos-
terona (Acuiia y coths., 1984), aunque no se sabe
si este aumento del ACTH se debe a un efecto
primario de la aMT.

Por otro lado, hay evidencia que indica que
las hormonas de la suprarrena! (y de la hipofisis)
pueden influenciar la actividad del SNC (McE-
wen y colbs., 1979). La corticosterona 'y otros
glucocorticoides afectan cicrio tipo de conductas
en oosores y humanos (Bohus, 1979), que s¢
acompafian de un desceiso de noradrenalina y
un aumento Ge serotonina en €l cerebro (Fuxe y
colbs., 1970). A su vez, los esteroides suprarre- -
nales regulan los receptores de BNZ en el cere-
bro del ratén (Milier y colbs., 1988), mientras la
ACTH regula los receptores de GABA en ratas
(Kendall, McEwen y Enna, 1982). Todos €s103

heckos pueden implicar a 1a existencia de un me-
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canismo periférico, dcpendiente de los corti-
coides suprarrenales, mediante ¢l cual la aMT
podria ejercer sus efectos sobre el compiejo re-
ceptor GABA-BNZ <n la corteza cerebral de 12
rati.

En este sentido, recientemente hemos com-
probado gue ia adrenalectomia bilateral induce
un aunente significativo en la B, de los recep-
tores de BNZ en la corteza cerebral de la rata a
o largo de las 24 horas de su ritmo circadiano,
CON un mayor incremento que se presenta a

medianoche (Acuia y coibs., 1990), mieutras que

la hipofisectomfa sola tiene un efecto mucho
menos notable. La hipofisectomia realizada en

ratas adrenalectomizadas no modifica el efecto de

ésta. La administracién de corticosterona (5 mg

i.p.) 24 h antes del sacrificio, normaliza los
valores de B_,, en ratas adrenalectomizadas.
Este efecto de la corticosterona no se realiza
sobre los sitios receptores de BNZ, ya que en los
experimentos realizados in vitro, no se ha visto
competencia entre ¢l esteroide y el ligando usado

para caracterizar el receptor de BNZ (*H-fluni-
trazepan.







Si bién los resultados anteriores implican a
1a pineal y su hormona aMT en la modulacién
del complejo GABA-BNZ de la corteza cerebral
de la rata, el mecanismo de accién por el cual la
aMT ejerce este efecto no estd adn aclarado. Hay
que tener ea cuenta que los efectos centrales de
la aMT pueden estar mediados por otros com-
puestos, como los péptidos opidceos (Schroeder
y colbs., 1988), mientras que no puede descartar-
s un mecanismo en el que intervengan hormo-
nas periféricas, como los corticoides suprarrena-
les 0 la ACTH y péptidos derivados (Acuna y
colbs., 1982; Acuiia y colbs., 1984; Acufiay colbs.,
1990).

En este sentido podemons .ndicar que la
suprarrenal puede modificar los receptores de
BNZ en la corteza cerebral de la rata, con la
corticosterona como efector principal, y que en
todo este mecanismo puede existir la integracion
del eje pineal-suprarrenal para moduiar la neuro-
transmisién inhibidora central. El papel que
pueda jugar la hipofisis, a través de la secrecion
de ACTH estd menos claro, aunque no se puede
descartar que derivados del ACTH, como los

péptidos ACTH ;o y ACTHy gy que presentan

imponantes efectos conductuales a nivel del

sistema nervioso central, pero pocos 0 ningin

efecto corticotropo, puedan tener algo que ver
con estos efectos.  En consecuencia, nos hemos
planteado como objetivo principal de este trabajo
que se presenta como Tesis Doctoral, el estudio
de los mecanimos centrales de accién de la
melatonina sobre ¢l receptor de benzodiazepinas
en la corteza cerebral de la rata, mediante el
analisis de dicho receptor por medio de las
técnicas cldsicas de uni6n de ligando radioactivo,
utilizando para elic el [*H]-flunitrazepén, un
agonista del receptor central de alta afinidad de
las benzodiazepinas, que NOS permite caracterizar
muy precisamente dicho receptor. En este estu-
dio pretendemos comprender si el efecto modula-
dor de la aMT (y la glindula pineal) sobre dicho
receptor central de BNZ es mediado por un
mecanismo periférico (a través del eje pineal-
suprarrenal, via corticoides suprarrenales), 0 a
través de un mecanismo central, en el que estén
comprometidos algunos péptidos hipofisarios,
como la ACTH y péptidos derivados, y los pépti-

dos opidceos.







MATERIALES Y METODOS

L- INSTRUMENTAL, REACTIVOS Y AN!-

MALES DE EXPERIMENTACION.

A.- INSTRUMENTAL.

- Matenal quirurgico: pinzas, tijeras, bisturf etc...

- Espongostan.

- Algodon

- Gasas estériles.

- Cementc dental v disolvente (Idopol).

- Arcon congelador (-20 °C).

- Congelador de -70 °C.

- Nitr6geno liquido.

- Estereotéxico Stoelting CO.

- Homogenizador Polytron (Kinematica, Suiza).
- Centrifuga refrigerada Damon/IEC B-20A.
- Contader de centeileo Betamatic (Kontron).
- Viales de contaje (Pharmacia).

- Agitador de tubos Termoline-Maximix.

- Agitador magnético Agimati 243.

- Balanza de precision Saitei 414.

- Balanza de precisién Sartorius R 200 D.

- PHmetro Crison 2001.

- Espectrofotémetro Bausch & Lomb.

- Harvester cell LKB-Wallac 1295-001.

. Sistema de filtracién Harvester Milliporz.
- Bomba de aspiracién [PS-12 de Ismantex.
- Filtros de fibra de vidrio GF/B.

- Tubos de incubacion.

. Placas de incubaci6n tipo ELISA.

- Tubos de centrifugacion Damon/IEC.

- Pipetas de vidrio.

- Micropipetas de vidrio.

- Pipetas automdticas de 10 a 1000 pl.

B.- REACTIVOS.

1.-Soluciones y tampones utilizados: Se han
utilizado las siguientes soluciones:

Disolucién de sacarosa (Panreac): 032 M. |
Tampo6n de lavado TRIS-CIH: solucién 50
mM de TRIS (Panreac), que se lleva a pH
7.4 a 4°C con CIH al 5%.

2.-Liquido de ceatelleo: Se utiliza un cocktel
liquido y1 preparado, biodegradable, no toxico y
no inflariable, que se obtiene comercialmente de
LKB-Pharmacia con la denominacién de OptiS-
cint "HiSafe’.

3.-Drogas y radioligando: Para los estudios de
unién de ligando, se us6 el [*H]-flunitrazepdn
(PH]-FNZ) como radioligando. con una activi-
dad especifica de 83.00 Ci/mmol (56,7 dpm/fmol),
suministrada por New England Nuclear (UK.).

Las otras drogas que se han utilizado sca:

-Flunitrazepan (FNZ) (Roche).
- ACTH, ¢

- ACTHy o

- B-endorfina (B-END).

- B-lipotropina (8-LIP).

- Melatonina (aMT).

- Naloxone.

Todas ellas, excepto el FNZ, han sido sumi-
nis.radas por Sigma Chemical Co., St Louis
(M.O., USA).
4.-Detcrminacién de proteinas: Se sigue el proce-
dimiento de Lowryy colbs. (1951), que utiliza los
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siguicntes reactivos:

a.-Solucion estdndar de albimina bovina: Se¢

realiza una solucion madre diluyendo 1 mg de

albumina en | mililitro de agua destilaca. A
partir de €sta se construye una curva estindar de
ocho puntos (entre 20 y 600 pgr/ml).
h.-Reactivo de Lowry. Estd compuesto por la
mezcla de las siguientes soluciones, que se con-
servan a 4 °C en cdmara frfa.
(1).-Solucién A: -Carbonato sodico al 2% (Pan-
reac).
-Hidréxido .odico 0.1 N (Pan-
reac).
(2).-Solucién B: -Tartrawo sédico potdsico al
29% (Merck).
(3)--Solucién C: -Sulfato de cobre al 1%
(Merck).

Se prepara inmediatamente antes de su
utilizacién, mezclando SO partes de A con una
parte de B y una parte de C
c.-Reactivo de Folin-Ciocalteaus: Se obtiene

comercialmente de Merck v su composicion es:

. Wolframato sddico: 100 gr.

- Molibdato sodico: 25 gr.

. Acido fosf6rico al 85%: 50 ml.
- Sulfato de litio: 150 gr.

- Bromuro sédico: 1 gr.

. Acido clorhfdrico 12 N: 100 ml.
- Agua destilada: 1 T.iro.

5.- Anestesia: todos ios animales, €xcepto el grupc
de ratas gangliectomizadas (que como se explica
més adelante se anestesiaron con éter, por la

corta duracion de la operacion) se haz inestesia-

do con Equithesin, cuya composicion es:

21.25 gr de hidrato de cloral (Merck), disuel-
tos en 49 ml de etanoi (Panreac).

4.86 gr de pentobarbital s6dico (Sigma).
198 ml de propilen-glicol (Panreac).

10.636 gr de SO,Mg 7 H,0 (Merck) disuelto
en agua destilada.

Se agrega agua destilada hasta completar 500
ml.

C.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Sc utilizaron ratas Wistar macho de 200-230
gr. de peso, que se mantuvicron en un ciclo de
luz-oscuridad de 12:12 horas, temperatura am-
biente de 22 * 2 °C, y libre acceso a comida y
agua. Las ratas recién operadas se colocan indivi-
dualmente en jaulas de pldstico transparente
durante al menos los tres dias siguientes a la
cirugfa, para evitar en lo posible las infecciones.

A las rauwas hipofisectomizadas se les dié para
beber una solucién de sacarosa al 5% contenien-

do, en mg/l:

- CINa: 2.03

- CIK: 86

- Cl,Ca: 36

- Cl,Mn: 154
- ClyZn: 1.0

- ClyFe: 0.06
. CllMg: 0.12.
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IL- MANIPULACIONES EXPERIMEN-
TALES.

A.- PINEALECTOMIA.

Se sigui6 la técnica descra inicialmente por
Hoffman y Reiter (1965), que ha sido modificada
POT NOSOtros.

Se anestesia ¢l animal con Equithesin a dosis
de 0.2 ml/100 gr. de peso por via peritoneal. Una
vez anestesiado, se corta el pelo de la zona que
recubre la calota. Sobre esta zona se dan unas
pinceladas de povidona iodada y se practica una
incisién longitudinal que deja al descubierto
fascias y periostio los cuales son eliminados
mediante un cuidadoso raspado.

Cuando el hueso queda totalmente limpio y
al descubierto, se abre una ventana circular en la
calota cuyo centro es el punto de unién de las
suturas laterales con la longitudinal. Abierta
dicha ventana y levantada la tapa del hueso,
quedan al descubierto 108 senos venosos (longitu-
dinal y laterales) y ia duramadre (Figura 15).

La pineal queda situada bajo la interseccion
de los tres senos venosos (Figura 16). Para su
extraccion s¢ abre un pequefio ojal transversal en
la duramadre por el Jue se introducen unas
pinzas curvas que S€ deslizan hacia delante bajo
la misma, cerrdndose cuando se encuentran justo
bajo la confluencia de los senos venosos. En este
momento, s€ fetiral suavemente hacia atrds,
extrayéndose asf la gldndula.

Las ligeras hemorragias que s€ producen

durante todo €l proceso se coartan con €spongos-

tan. Finalizada la operacién se colocan unos

pequefias porciones de espongostdn sobre el
orificio abierto en el créneo y se procede a

suturar la piel y administrar a la rata 0.2 ml de
gentamicina por via intramuscular.

La principal modificacion de esta técnica con
respecto a la de Hoffman y Reiter (1965) consis-
le en que estcs autores para extraer la pineal
seccionan y ligan uno de los senos venosos, para
posteriormente levantarlo y extraer la pineal por
la zona descubierta, mientras que nOsotros
dejamos intactos los senos.

Como controles se utilizaron animales con
operaci6n simulada. En estos animales sc realiza
tndo el procedimiento quirtrgico des<tito, inclu-
yendo la introducci6n de las pinzas por ¢l ojal de
la duramadre, pero sin llegar a cerrarlas para
extirpar la gldndula.

B.- HIPOFISECTOMIA.

Se utilizaron dos grupos de ratas : uno
corresponde a animales ya hipofisectomizadas
adquiridos a través de Panlab (Barcelona). El
otro grupo fué hipofisectomizado por ROSOLIOS
en ratas anestesiadas con equithesin (0.2 m/100
gr. de peso, i.p.), siguiendo el procedimiento
inicialmente descrito por Sato 'y Yoneda (1966),
modificado por nosotros. Esencialmente, utiliza-
Mos un aparato estereotdxico Stoelting, que tiene
la particularidad de poscer las fijaciones auricula-
res huecas longitudinalmente y reguladas por
sendos tornillos micrométricos (Figura 17). De
esta forma, una vez colocado el animal en posi-
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cién estereotdxica, se introduce una aguja hipo-

dérmica por wna de las fijaciones auriculares,
avanzando suavemente a lo largo del canal
auditivo, hasta que un ruido caracteristico (un
chasquido seco) indica que se ha perforado la
' membrana timpdnica. Se mueve entonces el
tornillo micrométrico regulador de la fijacion
auricular hasta que dicha fijacion (y la aguja que
lleva introducida) forma un dngulo de 90° con el
eje lougitudinal de la rata. Se introduce entonces
la aguyja hacia delante hasia que el bisel (hacia
abajo) qued: sobre la hipOfisis. Para conseguir
esta posicion. se realiza previamente en ratas de
similar peso v edad una serie de pruebas condu-
centes a determinar 12 profundidad a ia que hay
que introdulii ia aguja para situarla sobre la
glindula. Una vez medida esta distancia, se
coloca un tope en la aguja, consistente €n un
ani'lo metdlico con un tornillo, que nos marca
exactamente la profundidad a la que la introduci-
remos en los animales de experimentacion.
Cuando dicha aguja estd en posicion, se adap's
una jeringa a la aguja, y s€ aspira firmemente con
suaves movimientos de a ambos lados, hasta
aspirar la glandula entera. En la mayorifa de los
casos es posible extraer la gindula en una pieza.
Sélo se incluyeron ¢n los experimentos los
animales en los cuales la hipofisectomfa (HPx)

fué completa (lo que s¢ verifica por autopsia).

C.- EXTIRPACION DEL GANGLIO CER-
VICAL SUPERIOR.

Se anestesia el animal introduciéndolo en un

recipienie cerrado herméticamente dur2zte unos
segundos, en donde colocamos unos algodones
empapados en éter etflico.

Una vez anestesiado el animal, se hace una
incision longitudinal en el cuello, a ambos lados
de la trdquea. La incisién descubre fascias y
planos musculares que se separan cuidadosamen-
te hasta encontrar la bifurcacion carotidea.

El ganglio cervical superior queda situado
justo en el lado interno de la bifurcacién carotf-
dea; para su extraccién se utilizan unas pinzas
curvas de punta muy fina con las que se tira de
¢l hacia fuera lenta y progresivamente.

Las pequefias hemorragias que se producen
durante todo ¢l proceso se coartan con bolitas de
algodoa muy pequeiias. Finalizada la operacion
se procede a suturar por planos.

Como controles se utilizan animales con
operacion simulada, a los que se les realiz6 todo
el procedimiento quirdrgico descritc, pero sin
llegar a extirpar el ganglio.

D.- EXTIRPACION DE LAS GLANDULAS
SUPRARRENALES.

Se anestesia el animal con Equithesin a dosis
de 0.2 mi/100 gr. de peso por via peritoneal.

Una vez anestesiado, se corta el pelo de la
zona dorsal que recubre el polo renal. Sobre esta
zona se dan unas pinceladas de povidona iodada
y se abre un ojal en 1a piel con unas tijeras. La
incision deja al descubierto fascias y musculos
que también se corian.

Abierto el orificio, se introducen unas pinzas
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Manipulaciones Quirdeg

rectas de pumta gruesa con las que se extrae el
rinon para localizar las glindulas suprarrenales
entre la grasa del polo apical renal, procediendo
entonces 2 una cuidadosa extirpacion de dichas
gldndulas. Se introduce de nuevo el rifién en el
peritoneo, y se sutura por planos.

Se procede del mismo modo en el lado
contralateral. Finalizada la operacion se adminis-
tran a la rata 0.2 mi de gentamicina por via
intramuscular. Como controles se utilizaron
animales con operacion simulada, a los que se les
realizo todo el procedimiento quirirgice descrito,

pero sin llegar a exvirpar la glandula.

E.- IMPLANTACION INTRACEREBRO-
VENTRICULAR DE UNA CANULA.

Se anestesia la rata con Equithesin a una
dosis de 0.2 m1/100 gr de peso por via peritoneal.
Una vez anestesiada, se corta el pelo de la zona
4ue recubre la calota y se coloca al animal en el
estereotaxico.

Sobre la zona a operar se dan unas pince-
ladas de povidona iodada y se incide longitudi-
palmente. La incisi6n deja al descubierto fascias
y periostio que s¢ eliminan mediante un cuidado-
so raspado de las mismas.

~ Cuando el hueso queda totalinente limpio y
al descubierto, se toma como punto de referencia
la interseccién de la sutura longitudinal con
ambas suturas fronto-parictales. A un milimetro
lateralmente de este punto de referencia, se abre
un orificio puntual en la calota y se intrcéuce

una cdnula de acerc inoxidable (de 0.6 mm ce

didmetro y 1 cm de longitud) a una profundidad

de 3.5 mm a partir de la duramadre (Figura 18).

La salida de LCR por la cdnula, asf como su obs-
truccion se evitan mediante la colccacion de un
fiador en la misma. Las pequefias hemorragias
que se producen durante el proceso se coartan
con espongostan. Finlizada la operacion, se fija
la cdnula mcdiante cemento dental, de forma que
el reborde del cemento quede por encima del
nivel de la cdnula, para evitar que la rata se la
arranque. Posteriormente se procede a suturar la
piel y se administran a la rata 0.2 ml de gentami-

cina por via intramuscuiar.

F.- ADMINISTRACION DE DROGAS.

Alos3dias(yenestudiosseﬁadosalos7y
15 dias también) del procedimie1ito quirtrgico, se
procede a la administracién de las diferentes
hormonas ¢ drogas utilizadas (melatonina, corti-
costerona, ACTH, ;o » ACTH, o , B-cndorfina,
B-lipotropina, naloxone).

Las vias de administracion fueron: a) sisté-
mica (subcutinea © intramuscular), para ver
efectos generales, y b) intracerebroventricular,
para descartar los efectos periféricos (Figura 18).
Las dosis utilizadas se calcularon para obtener
unas concentraciones en plasma o cerebro equi-
parables a las concentraciones fisioldgicas de
cada una de las hormonas. En este sentido, las
dosis de melatonina usadas por via subcutdnea
fueron de 10-800 ug/kg de peso, y las de corticos-
terona por via intramuscular de 5-10 mg'kg de
peso. En administracién intracerebroventricular
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se utilizaron dosis de 5-20 ng para cada una de
las hormonas v drogas. La administracién tuvo

lugar siempre a la misma hora para cada grupo.

Transcurnda una hora después de la inyeccion,
las ratas sc sacrifican por dislocacion cervical
para su estudio.

Como controles se utilizaron animales con
cdnula implantada y, en su caso, oper i6n
simulaga, a ios que se les inyvectaron 5 wl de

solucién salina estérii.

IL- METODOS BIOCQUIMICOS EM-
PLEADOS.

A.- PREPARACION DE MEMBRANAS.

El animal se sacrifica mediante dislocacion
cervical y, tras cortar el crineo, se extrae ¢i
cerebre inmediatamente y se coloca en una placa
ds petri sobre hielo picado (04 °C). Se aisla la
corteza cerebral, se diseca cuidadosamente 'a
sustancia blanca, y se homogeiniza la sus*ancia
gris en 12 voldmenes de sacarosa 032 Men la
posicién 5 de un homogenizador Polytron duran-
te tres perfodos de 5 segundos cada uno. El ho-
mogeneizado se centrifuga a 3.000 rpm durante
10 minutos a una temperatura d¢ 4 °C. El sobre-
nadante se centrifuga de nuevo a 17.000 rpm
durante 30 minutos. El precipitado obtenido se
resuspende en tampon Tris CIH pH 74, 5¢ mM
y se centrifuga a i7.000 rpm durante ouus 30
minutos. Este paso se repitc una vez mis. El

precipitado resultante con los sinaptosomas, S¢

congela a -20 °C hasta el ensayo (Figura 19).
En estudios prevics hemos comprobado que

hasta 30 dias la congelacién no afecta significati-

vamente a la cinética del enlace. De todas for-

mas, los experimentos de enlace se realizaron
normaimente entre 24-72 horas.

B.- DETERMINACION DE LA CON-
CENTRACION DE PRUTEINAS.

1.-Principio: El método, descrito por Luwry ;
cols. (1951), es un procedimiento colorimétrico
en el que el color final es resultado de la interac-
cién de proteinas y cobre en el medio (reaccion
del biuret) y de la reduccién del reactivo fosfo-
molfbdico por la tirosina y'el tript6fano presen-
tes en la muestra problema.

2.-Procedimiento: Para preparar la curva estindar
de albimina se toman 20, 50, 100, 200, 300, 400,
500 y 600 ui de la solucién madre de albimina
bovina (1 mg/ml), que se completai hasta un
mililitro con agua destilada. De cada una de estas
Jisoluciones se toman 50 ul de muestra (que
contienen 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 pgr de
protcina), por triplicado (Tabla IV). De la mues-
tra también se toman 50 ul p~r triplicado.

A continuacién, aiadimos 1 ml de reactivo
de Lowry, recién preparado. a cada uno de los
tubos. Se agitan y dejan incubar a temperatura
ambiente. Pasados 30 minutos, la re2 xi6n ha
terminado y el color €s estable. La densidad
optica se mide en un espectrofotometro. Este
aparato es ajustado con los blancos (tubus que

contienen todos los reactivos perc no proteinas)

-
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constante, estudiar la union ac. ligando rad’ victi-

VU a su receptor.

a.-Principio: |a incubacion de membranas plasma-

ticas de corte.. vebral de rata con concentra-
ciones crecientes de | H]-FNZ, cu presencia y

ausencia de un exceso de FNZ no radioactivo v

la posterior medicion de la radiactividad emitida- -

por aquellas, nos permiten calcular la afinidad
del radioligando para su receptor y extrapolar la
concentracién de receplores exisientes en este
tejido, mediante la trasnformacidn de Scatchard.

La radiactividad del [°H]-FNZ unido a !as
membranas en ausencia dc FNZ frfo (desplaza-
dor) reprccenta a la totalidad de 10s sitios de
unién existentes en las mismas. El radioligando
no se une exclusivamente a sus receptores especi-
ficos, sino que tambien !0 hace a otras pr. *einas
de la membrana de forma inespecifica. La deter-
minacion de estos sitios de unidn inespectficos se
realiza mediante la adici®n de una concentracion
saturadora de FNZ frfo que compita con el
radioligandc por los sitios de unién espectficos
(receptores). La diferencia entre las uniones
totales medidas en ausencia de FNZ frfo y las
que permanecen € presencia del desplazador
representan las uniones al recepior especifico.
b.-Realizacion del ensayo: a partir de 1a disolucién
comercial, que presenta una concentracion de
[PH]-FNZ de 10.83 uM, se construye una curva
estdndar de “H-FNZ de seis puntos con concen-
traciones finales en el medio de incubacion
comprendidas entre 0.5 y 6.5 1M (Tabla V). Las
diluciones se realizan en etanol inmediatamente
antes del ensayo y s€ mantienen a (-4 °C.

La solucion desplazadora se prepara el

DG.=a. 7 Ixirotereal+6.75 /'

DENSIDAD OPTICA (nm)

15 20 28 30
PROTEINAS (sg/50 mi}

Figura 26 Curva de calivracion de protetna:.

mismo dia del ensayo mediante la disolucién de
flvnitrazepan en etanol, para al.1nzar uba .-
centracion final del ligando frio en el medio de
incubacioén de 10 uM.

Los sinaptosomas obtenidos del ocortex
cerebral se incuban con 5 ul de [*H]-FNZ en
concentracior : crecientes (0.5 a 6.5 nM, Tabla
V, y 10 ul de FNZ frfo 10 uM. Para ello resus-
pendemos las membranas (que tenfai:os congela-
das a -20 °C) en buffer de incubaci.n Tris-CIH
50 mM, pH 7.4, tomando 250 pl de ¢sta suspen-
si6n que colocamos en los pocillos respectivos de
una placa de ELISA, de 400 ul de capaci;iad
total cada uno. | as membranas se incuban por
tripu.cado para cada concentracion de [*H}-FNZ
a 04°C durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, la reaccion se para por filtracién rdpida
bajo presion negativa de las muestras incubadas,
utilizando para ello un sistema de filtracién tipo
Harvester, y filtros de fibra de vidrio .ipo GF/B.
Los pocillos de 1a placa se lavan con un volumen
total de 3 m! de buffer de lavado (cuya composi-
cién es identica 2 la del buffer de incubacion). El

tiempo transcurrido en todo el procaso de filtra-
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TABLA V

Curva de ["H]-FNZ. a partir de la sobucién comercial de 1083 uM

Concentracién en 1000 ul
de volumen de incubacin

Soluciones madre que
5 pCparamos
o (@M)

Modo de preparac

6.5

800
600
A5

4

100

1.300

18 ui de 10.83 pM + 130 ul etanol
100 pl de 1.300 nM + 60 ! etanol
100 ul de 800 nM + 30 ul etanol
80 ul de 600 nM + 40 ul cianol
60 pl de 400 nM + 60 pl etanol
60 pl de 200 nM + 60 ul etanol

do no excede de 5 segundos, lo que impile .
disociacion del radioligando de su receptor.

Los filtros se secan durantc 1 hora a 80 °C
en una estufa, se dejan enfriar, v se introducen
en viales con cuatro mililitros de liquido de
centelleo. Estos viales se dejan en obscuridad
jurante toda la noche, y s¢ cuenta al dia siguien-
e 1a radioactividad em°tida durante cinco minu-
tos en un contador de centelleo liguido.

Definimos entonces las uniones especificas
(del radioligando con su receptor) a la cantidad
de uniones totales que son desplazadas por un
exceso de FNZ no radioactivo, y que en todos los
casos fué mavor del 70% de las uniones totales.
El nimero miximo de sitios de unién (B ¥
la constante de disociacion (Kp), fueron calcula-
das por medio del Ligand-PC, un programa de
software que nos proporciond amablemente el
Dr. P. J. Munson (Laboratory of Theoretical and
Physical Biology, NIH. Bethesda, Md.), y cuyo
fundamento mds adelante s¢ explica.
2.-Estudios de competicién: €n este caso determi-
namos la capacidad de union del ligando varian-
do la actividad especifica.
a.-Principio: 1a incubacién de membranas plasma-

licas de corteza cerebral de rata con cantidades

—_— ]

fijas de [H]-FNZ (1 nM) y concentraciones
crecientes de FNZ frfo (1-10 nM), y la posterior
medicion de la radiactividad emitida nos permi-
ten calcular la afinidad del radioligando para su
receptor, y extrapolar la concentracién de recep-
tores existentes en este tejido, mediante el re-
célculo de las actividades especificas.

La determinacién de los sitios de unién
especificos se¢ hace de forma similar a los expen-
mentos de saturacion.
b.-Realizacién del ensayo: las membranas sc
incuban con cantidades fijas de [*H]-FNZ (1 aM)
y 10 pl de FNZ no marcado en concentraciones
crecientes (0.625 a 10 nM, Tabla VI). Las dilu-
ciones se realizan en eianol inmediatamente
antes del ensayo y se mantienen a 0-4°C. En cada
dia de experimento s€ realiza una nueva curva de
FNZ frio para eviter cualquier posible degrada-
ci6n de la droga.

En el momento de la incubacién resuspende-
mos las preparaciones de membranas (que tenfa-
mos congeladas a -20 °C) en tampon de incuba-
cién y tomamos 250 ul de esta suspension para
carla pocillo de la placa de ELISA. La incubacién
de los sinaptosomas s€ realiza por triplicado para
cada concentracion de FNZ frfo. Tras la incuba-
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cién a .U"'*DC durante 30 minutos se detiene la
reaccion mediante una rapiua filtracion del
contenido de los pocillos de la placa bajo presion

negativa a través de filtros de fibra de vidrio tipo

GF/B, mediante un sistema de filtracion tipo

harvester, al igual que en el caso de los experi-

mentos de saturacion.

Asimismo, ¢l medio de incubacion y los
procedimientos de contaje son similares a los de
los experimentos de saturacion. El ndmero
maximo de sitios de union (B, _.), y 1a constante
de disociacion (Kp), se calcularon igualmente
mediante el programa de cdlculo Ligand-PC,
siendo la unica diferencia con respecto al proce-
dimiento de contaje por saturacion la necesidad
del recilculo de las actividades espectficas, como

se ha comentado.

[V.- ANALISIS MATEMATICO

A.- ANALISIS DE LOS DATOS DE LA
UNION DRCGA-RECEPTOR.

1.-Introducci6n: el objetivo de este capftulo es la
exposicion de los principales tipos de andlisis
matemiticos usados para transformar los datos
obtenidos en los experimentos de unién a recep-
tores, a pardmetros mas comprensibles y de
mayor significado como constantes de afinidad,
de disociacion y densid~1 de receptores (Bylund,
1980).

Es necesario tener en cuenta que el modelo
matematico asf y 1as ecuaciones mas usadas eq el

estudio del enlace droga-receptor equivalen a 10s

de la cinética enzimatica.

Un experimento de unién de un ligardo 3 su
receptor, en el que es vdlida la Ley de Acci6n de
Masas, puede representarse como sigue:

R+L +I=RL +RI )
siendo:
R = concentracion de sitios de enlace libres
L = concentracién de radioligando libre
! = concentracién de droga competidora no
marcada.
RL y RI = concentracién de receptor unido a
cada ligando. RL son los enlaces especificos que
medimos experimentalmente.

La concentracién total de ligando (L) es
también conocida y estd relacionada con la
concentracién de ligando libre mediante la
expresion:

Lr=L +RL @
En un sistema que siga la ecuacién (1), pueden
realizarse tres tipos de experimentos de union:
a.-Experimentos de saturacion: en los que se
aumenta L de forma progresiva y se determina
RL en el equilibrio (I = 0).
b.-Experimentos cinéticos: cn los que RL se
determina en funcion del tiempo, permaneciendo
L constante.
c.-Experimentos de competicion: también llamados
de inhibicion 6 de desplazamiento, en los que se
determina RL en funci6n de la « oncentracién de
droga fria permaneciendo Ly constante.
2-Experimentos de saturacidn: €n un experimen-
1o de saturacion, la concentracién de receptores
permanece constante y RL se determina en €l
equilibrio en funcién de L. Por tanto la ecuacién

(1) se convierte en:

M* Dolares Gomar Aragin
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TABLA VI

(hwdeFNZﬁ-b(mmMm)npwﬁ-dcwmnom

Concentracion en 265 gl
de volumen de incubacion

() (aM)

Solucioncs madre que
preparamos

Modo de preparacitn

10 250
73 187.5
5 125
2.3 62.5
31.25
15.625

Rel «BL 3

Podemos definir la constante de disociacion

en el equilibrio (Kp) como:

L
T 4
ot “RL @)

Como la concentracion total de receptores

] T RS N ot DR (L
R ¢s 14 suma ¢e las concentraciones de receplo-

res ocupados y libres:
Rr =R +RL (5)

combinando las ecuaciones (4) y (5) obtenemos

como resultado:
RLxKD=(RT>(L)'(RL’<L) ©6)
y d&spcjandd RL:

L

RL:RTXKD.'.L

ecuacién que describe una hipérbola rectangular

y es mateméticamen. equivalente a la ecuacion

50 pl de 9.6 uM + 1870 ul etanol
500 g2l de 250 nM + 166 i etanol
300 ul de 187.5 aM + 150 pl etanol
200 wl de 125 nM + 200 ul etanol
200 pl de 62.5 aM + 200 pl etanol
200 ul de 31.25 oM + 200 ul etanol

de Michaelis-Menten de una cinética enzimé4tica
(Figura 21). Cuando L = Kp, la ecuaci6n (7) se
transforma en: :

RL=RTK L -lR

L+L T !

Por tanto, la constante de disociacién en el

equilibrio (Ap, <5 igual 2 la waccauacion de

ligando (L) que ocupa el 50% del total de recep-

tores.
3.-Anélisis de Scatchard (Rosenthal): 1a ecuacion
(7) (Figura 2I) es una relacion no lic2al, por lo
que Ry y Kp no se pueden determinar con facili-
dad mediante andlisis grafico. Sin embargo, esta
ecuacion puede transformarse de varias manera
para obtener una relacion lineal. La transforma-
ci6n méds comunmente usada en los estudios de
enlace a receptores es andloga a 1a desarrollada
por Eadie (1942) y Hosfree (1952) para la cinéti-
ca enzimitica y fué propuesta por Scatchard
(1949) para la interaccion de proteinas con
pequefias moléculas.

En algunos estudios de enlace cn los que s€
conocen la concentracion y el p-s0 molecular de
la macromolécula es adecuado usar la representa-

M® Dolores Gomar Aragon
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cion v el andlisis de Scatchard. Sin embargo,
como en la mayorfa de los estudios de enlace los
dos parametros anteriores son desconocidos, se

usa la representacion propuesta por Rosenthal

(1967). Hay que tener en cuenta que estas tres

transformaciones son matematicamente equiva-
lentes y, de hecho, la representacién de Ro-

senthal se conoce rutinariamente ¢ 110 grafica de

Scatchard.
La ecuacién de Rosenthal se deriva facil-
mente de las ecuaciones (4) v (5), obteniéndose

la siguiente expresion:

RL Rr

RL R
1 -

&)

EREER T
K, Kp

Los pardmetros de la ecuacién anterior se
representan por una serie de sfmbolos diferentes:
RL = B (Bound); L = F (Free = libre),y Rt =
B

Sustituyendo en la ecuacion anterior (9):

max (DUMEro méximo de sitios de enlace).

IRL)=1/2(R

Figura 21: Curva de sawracion del recepior.

Los datos obtenidos en un experimento
tipico de saturacién ccn [*H]-FNZ en sinaptoso-
mas de corteza cerebral de rata se presentan en
la Tabla VII, y nos permiten representar grafica-
mente la ecuacién (10) (Figura 22). Las tres
primeras columnas son las de los datos experi-
mentales del ensayo. En la primera de ellas se
listan las concentraciones tedricas del radioligan-
do en el volumen final de incubacién (Sl de
[PH]-FNZ en 265 pl), y en la 2* columna las
concentraciones reales calculadas tras contar la

radioactividad de la curva. Las columnas Py 4

TABLA VII

Transformacidn aw«ummmmwk-mﬂ P:n-mzmwam
mem(mmkwazmmqqﬁmuﬂmﬂz: 128 dpmifimol)
F BF

dpm  dpm

real
(aM)

tedrico
(aM)

dpm

Totsl  Inespec  Especifico

PHHFNZ R
onido { fmol/mg,
(fmol/ml) prot.)

(M)  (fmolimg

proc M)

158
117
230
540
526
1397

1606
2333
3459
4212
4656

043
0.88
153
270
386

549.23
404.69
131.70
209.73
16336

039
081
1.44
259

4284 214.20
65.56 327.80
9553 477.65
108.64 543.20
12219 610.95
123.14

587
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son las dpm totales ¢ inespecificas unidas (defini-
das por 10 uM de FNZ frio), respectivamente.

La 5% columna lista las dpm especificamente
unidas, esto es, la diferencia entre las columnas
3* y 4* La 6* columna es la concentraciéon ce
radioligando unido, expresada ¢n fmoles/ml,
obtenida dividicndo las dpm especificamente
unidas por la actividad especifica del radioligan-
do y por el volumen de incubacion. La 7* colum-
na ¢s la concentracion de receptores (B), expre-
sada en fmoles/mg de proteinas, para lo que se
dividen los fmoles unidos entre los mg de protei-
nas presentes en la suspension de membranas.

La concentracion de radioligando libre (F,
oM: columna 8?%), se calcula restando a la con-
centracion total afiadida (columna 2*) la concen-
tracién unida especificamente (columna 6%). En
la columna 9* se representa el cociente B/F.

En consecuencia, de la Figura 22 podemos
obtener ios valores de la Kp, ya que ésta es
auméricamente equivalente a la inversa negativa
de la pendiente de I recta. Ademds, la intersec-
cién en el eje de abscisas (€S decir, cuando el
cociente B/F = 0) representa la concentracion de
sitios receptores, y €s igual a B, Por lo tanto,
es relativamente facil calculer Kp ¥ Bpap bién
graficamente 0 por andlisis de regresion lineal de
B/F vs B.

4.-Andlisis de Hill: 1a ecuacion:

B/F (fmol/mg prot nMl

B (fmol/mg prot)

Figura 22: Transformacion de Scatchard de los 6. - represen-
tados en la Tabla IV.

es una forma generalizada de la ecuacién (7),
empleada por Hill (1909) para describir 1a unién
del oxigeno a la hemoglobina. En este sistema,
llamado de cooperatividad positiva, el cnlace de
cada molécula de ligando a la proteina favorece
el enlace de la siguiente molécula. La ecuacién
de Hill es una transformacion logarftmica de la

ecuacion anteriormente enunciada:

B
L =n loF-loK’
OSB =3 x 10g g &p

La representacion grifica del log

B
B -B

frente al log F, da lugar a una recia cuya pen-
diente corresponde al llamado ndmero 6 coefi-

ciente de Hill. Si la representacion no s lineal,

ny es la pendiente cuando B = = Bpyy, €8 decir,

B
e ® )
cuandologB =3




L e
o
Y= 10128 x + 4.497 1E-02

000 : A(/'//
L//

n=QQ@972
=050
=050 Q00

Log {(B/B,.-—Bl}

Log F

Figura 23: Represeniacion grdfica de Hill

Para los sitios de union con cooperatividad
altamente positiva, ny; indica el nimero de sitios
receptores. En el caso de sitios que no son
altamente cooperativos, se obtienen valores de
ny no integrables, por lo que ny; nunca podrd
exceder al numero de sitios de enlace.

En la Tabla VIII se representan los valores
obtenidos a partir de la transformacin logarftmi-
ca de los datos obtenidos por el andlisis de
Scat. - d del ejemplo anterior (Tabla vil y
Figura 22), 10 que nos permiten obtener la repre-
sentacion de Hill, que se refleja graficamente en

la Figura 23.

4. Experimentos de inhibicion del enlace: el
tercer tipo de experimentos basados en la ecua-
cién (1), consiste en mantener Ry RL constan-
tes y variar la concentracién d:1 ligando no
marcado. Como podemos observar en la ecuacién
(1), paralelo al aumenio de /, se incrementard RI,
a la vez que el descenso de R ocasionard una
reduccion de RL. Puesto que s¢ trata de una
inhibicién competitiva, estos experimentos son
llamados a menudc estudios de competicion.
Para un sistema en el que sea vdlida la Ley
de Accién de Masas, la siguiente ecuacion puede

derivarse a partir de la ecuacion (1):

B

max

x F
8-

I
F"‘KDX{l*‘—)
KI'

en donde K; (constante de inhibicién) es la cons-
tante de disociacion en el equilibrio, definida

1

como K,-=Rxl_u.. . Cuando I = 0,

Ia ecuacién (13) se reduce a la ecuacién M. la
utilidad de estos estudios radica en la fécil deter-
minacién de la potencia de cualquier droga para

el sitio de enlace del radioligando.

maﬂmamﬁhmmmuw&WAmmhw
_B) F LogF

B
(fmol/mg prot.)

= =

(aM) (aM)

BM'B
(fmol/mg prot.)

Log BAB . r
T @M

21420
32780
477.65
543.20
610.95

05 043
1 0.88
2 153
3 270

386

515.80
402.20
25235
186.80
119.05

0.408
£0.091
0.158
0.413
0572
0.768

039
0.81
1.44
259
3.74
5.87

0387
0.09
0276
0.462
0.710
0.730

1.89
290
513
538

4 E
65 649 615.70 11430

M‘Douu(iumrm;‘ll




MATERIALES Y METODOS

La relacion entre K; ¢ IC,, se puede derivar
facilmente. Per definicion, /Ce; ¢s la concen-
tracion de competidor que inhibe ¢l 507% de las

unicnes del radioligando. De la ecuacion (13):

B x F B

max " me

F+KD

(19)

La ecuacién (14) se emplea rutinariamente
para calcular la K; a partir del valor de ICsg

hallado experimentaimente (ecuacion de Cheng

y Prusoff, 1973).

a.-Determinacion del ICy El método mas simple
para la determinacion del IC;, de una droga
determinada es la grifica semilogaritmica dosis-
respuesta. El logaritmo de la concentracién (en
abscisas) se representa frente al porcentaje de
uniones especificas (en ordenadas).

La Tabla IX representa los datos abtenidos
para un experimento de inhibicion del enlace de
[*H]-FNZ con diferentes concentraciones de
FNZ no marcado. La concentracién que inhibe
un 50% de los enlaces (ICq) estd oomprendidh
entre 1.8 y 2.6 nM. Las uniones inespecificas
(294 dpm) se definen con una concentracién de
10 uM de FNZ frio.

B.- ANALISIS DE LOS DATOS DEL ES-

TUDIO DE RECEPTORES.

El programa Ligand-PC, desarrollado por
Munson (1980-1984), es un sistema que permite
el andlisis y representacion grafica, segan el
modelo m4s adecuado (utilizando para ello un

TABLA IX

Mquhm&wmdew&ﬂm

FNZ por FNZ flo (PH]-FNZ= 161 nM; [proc]= 1.08 mg
=567 dpm/fmol).

———— e

Uniones Totales
(dpm)

PHHNZ

fifo
(nbd)

Uniones Especificas
(dpm)

9% Uniones Especificas %
Enlace

0 5385
4435

3626

1.25 324

25 2748

5 2308

75 ‘ 1374
494

10000 294

5091
4141
1332
2930
2454
2014
1080
200
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meétodo de cdlculo iterativo que realiza el mejor
ajuste de los puntos a la recta correspondiente),
de los datos obtenidos en los experimentos de
-union a receptores; realizando una estimacion de
los pardmetros cinéticos del receptor. Es muy
simple de utilizar y no requiere el aprendizaje de
ningun lenguaje de ordenador va que se utilizan
los datos experimentales sin transformar respon-
diendo a cuestiones sobre la concentracion, peso
molecular o actividad especifica del ligando/s
utilizados.

El Ligand-PC estd estructurado en cuatro
programas.' Los dos primeros, Scapre y Scahot,
estdn disedados para transformar los datos
obtenidos por el investigador ¢n el formato
requerido por el tercer programa, Scafit, para
realizar su procesado. Scrape se usa para 1os
experimentos de desplazamiento, permiiiendo el
uso de varios ligandos al mismo tiempo. Para los
experimentos de saturacion se usa Scahot. El
cuarto programa, Scgraf, realiza la representacion
grifica de los datos, permitiendo al usuario
observar la bondad de los mismos y si siguen el
modelo propuesto. Realiza dos tipos de represen-
taciones graficas: desplazamiento (BTvsT,yla
representacion de Scatchard (B/F vs F).

En la mayorfa de nuestros experimentos,
hemos utilizado el procedimiento de competicion
para el andlisis cinético del receptor de alta
afinidad de FNZ, ya que este tipo de experimen-
tos permite un ahorro importante de radioactivo,
con el consiguiente (¢ importante) ahorro econd-
mico. El Ligand-PC, a partir de los datos obteni-
dos por inhibicion, traza una curva de competi-

ci6én y obtiene el ICso. Esta curva se representa

% Unién (dpm)

-Log IM]

Figura 24: Curva de compericion. Dazos de la Tabla V1.

en la Figura 24, obtenida a partir de los datos de
la Tabla IX.

Por otro lado, el Ligand-PC mediante el
recdlculo de las actividades especificas de cada
uno de los puntos usados en el experimento,
realiza la transformacién de Scatchard de esa
curva de competicion, lo que hace mds fdcil la
determinacién de los pardmetros cinéticos de
interés (Kp ¥ Brax)-

En sintesis, el recdlculo de las actividades
especificas €s necesario puesto que al utilizar una
concentracion constante y pequefia de ligando
radioactivo (alrededor de 1 aM) en el medio de
incubacién, al que se aiaden cantidades crecien-
tes y mayores de la misma droga no radioactiva
(1-10 nM), se diluye progresivamente la actividad
especifica original. Por tanto. para una correcta
cuantificacién del ligando necesitamos hacer esta

correccién, siguiendo la siguiente férmula:
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donde,
[Cpy= concentracion total (radioactivo mas (ro)
de 1a droga en el medio de incubacion.
[C"]= concentraci6n del radicactivo en el medio
de incubacidn.
4.0= actividad especifica del radioligando usada
en los experimentos.
A= actividad especifica recalculada.
f= factor de correccion.

La Figura 25 representa un Scatchard obteni-
do a panir de los datos representados ep la
Tabla 1X (y Figura 24), después del recdlculo de

L.« -tividades especificas.

C.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados presentados s¢ expresan cn
todos los casos como la media + el error estan-
dar de la media (ESM). El nimero de animales
utilizado en cada grupo es variable, dependiendo
del tipo de estudio realizado (ritmo circadiano,
cinética tiempo-dependiente, estudios agudos 0
crénicos, etc.). Por ello, para facilitar su lectura,
ea cada tabla se indica el nomerc de animales

utilizado para cada grupo.

Ko= 1.2 nM

B pan =620 fmoi/mg prot

B/F (tmol/mg prot.nM)

B (fmol/mg prot)

Figura 25: Scaichard obtenidc de una curva de compencion,
por recdlculo de las acvidades espectficas.

Cuando se trata de comparar las medias de
dos grupos experimentales, se utiliz0 el test dela
t de Student.

Parz el andlisis de la significacién de los
puntos obtenidos ex los estudios de ritmo circa-
diano, se us6 el apAlisis de la varianza (ANO-
VA), al igual que cuando se trataba de comparar
més de dos grupos experimentales. En su S0, s€
aplico el test de Studenx-Newrnan-Keuls.

Todo el analisis estadistico se realiz6 me-

diante el paquete de estadistica BMDP (v. PC90).







RESULTADOS

Flectos Periféricos de la Pineal

L-DE LAS MANIPULACIONES DE LOS EJES PINEAL-SUPRARRENAL E HIPOTALA-
MO-HIPOFISARIO-SUPRARRENAL SOBRE LA CINETICA DEL RECEPTOR CEN-
TRAL DE ALTA AFINIDAD DE FNZ

En una primera etapa de este trabajo, hemos
estudiado el ruceptor de alta afinidad de benzo-
diazepinas en la corteza cerebral de la rata,
mediante el uso de [*H]-FNZ como ligando,
determinando los parametros Ky y Bp,, que
caracterizan la cinética del enlace. El paso si-
guicnie consistio en estudiar el efecto que la
pinealectomia (Px) y la denervacion de la pineal

tienen sobre dichas constantes cinéticas. Con el

A- EFECTOS DE LA MANIPULACION
PINEAL.

1.-Resultado de 1a Px En la Tabla X se represen-
tan los cambios en la Kp y By, encontrados en
las preparaciones de membranas de corteza
parietal de ratas Px 0 SPx v sacrificadas (entre 9-
11 a.m.) a los 7 dias de la operacicn. La B, de
la uni6n de alta afinidad del FNZ disminuye

significativamente tras la picealectomfa, mientras

TABLA X

Em&hn;ua&mdwwﬂ
de BNZ '

M
Grupo Experimental . Kp Brax

s

SPx 1.01 £ 03

Px 1.23 £ 04
SGCSx 111 £ 02
GCSx 098 £ 02

n= 6 a: p<0.05

fin de comprobar la existencia de un mecanismo
periférico de accion de la melatonina (aMT),
estudiamos el efew.o de la suprarrenalectomia
sobre la cinéuca de dicho receptor central de
BNZ. En iltimo lugar, se estudio si tanto la aMT
como la corticosterona pueden afectar al recep-
tor central de BNZ por un mecanismo directo, €s
decir, si existe 0 no competencia directa de esas

hormonas por dicho receptor.

que la afinidad (Kp) no muestra cambios signifi-
cativos. L2 Figura 32 representa las gréficas de
Scatchard tipicas de la union de [°HJ-FNZ en
dichos grupos.

2-Resultado de la GCSx De forma similar al
andlisis anterior, se estudio el efecto de la GCS«
y SGCSx sobre la Kp y By, en la corteza
parietal de ratas a los 7 dias de la operacion,
presentdndose los resultados en la Tabla X Se

observa que, andlogamente al caso anterior, la

Py

B/F (fTmolmg prot.)

8 (Tmolimg prot. nM)

mnﬁfmahhmhmwFNz
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Figura 33: Efecto de la GCSx sobre la unidn de FNZ

gangliectomfa induce un descenso significativo
del nimero de sitios receptores (Bg,.), sin
cambios significativos en la afinidad (Kp). En la
Figura 33 se presentan los Scatchard tfpicos de
este grupo.

3.-Ritmo circadiano del receptor de alta afinidad
de FNZ en el cerebro de la rata intacta: Los
cambios en la B_,, y Kp, obtenidos en cerebros
individuales de las ratas sacrificadas cada 4 horas
durante un ciclo de 24 h, se representan en la
Figura 34. Los valores de By, indican una
oscilacién diaria, con un méximo de sitios de

unioén a las 24 h. Asimismo, se observa un signifi-

E_mﬁmax (fmot/img prot. np)
®—®Bmax &

-*

.’A\

A\

A -AKd

ik £

0800 120G 1600 2000 2400 0400 0800

TIEMPO (horas)
Figura 34: Ritmo circad-ano del receptor de FNZ

cativo descenso de la afinidad (valores més altos
de Kp) durante la noche, coincidiendo con el
méximo en la B,

4.-Efecto de la Px sobre el ritmo circadiano del
receptor de alta afinidad de FNZ ea el cerebro
de 1a rata: Enda Tabla XI se representa la varia-
cion diaria de la Kp y B,,, de diferentes grupos
de ratas pinealectomizadas y sham-pinealectomi-
zadas 7 dias antes y sacrificadas cada 4 horas
durante un ritmo de 24 b. Se observa como mas
caracteristico el hecho de que la Px disminuye de

forma significativa la B, a lo largo del dfa,

anulando el ritmo circadiano que se produce en

TABLA X1

200 = 05 460 = 213 400 + 284

141 =02 430 + 235

180 + 06 410 £ 542 280 + 13.1°

200 + 04 390 + 35.1

240 = 0.6 430 + 481 405 + 228

1.00 = 03 420 + 388

1.40 £ 05 430 £ 23.1 200+ 05 410 £ 448 410 = 375

130 + 04 720 + 426° 210 + 03 730 + 5647 420 + 324

120 £ 03 560 + 374 210 + 03 580 £ 352 380 + 276

p= 6 para cada punto ho a p<0 resto .A
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ratas intactas. Ademds, la Px produce un signifi-
cativo descenso de la B, a las 12 h. La afinidad
sigue unas variaciones paralelas a las de la B,
disminuvendo por la noche, aunque los cambios
no son muy significativos.

5.-Efecto de la aMT sobre la unién de [*H]-FNZ
en el cerebro de 1a rata Px Para comprobar si la
aMT, una hormona de la glidndula pineal que
presenta unos efectos endocrinos y conductuales
importantes, pudiera ser la responsable de los
efectos que la Px prodvce en la union del H}-
FNZ a las membranas de corteza parietal de la
rata, se hizo un estudio dosis-respuesta de ese
indol, cuyos resultados se indican en la Tabtla
XIL De esta forma, podemos apre .ir que una
dosis tan pequena de aMT como 25 ug/kg de
peso, produce ya una respuesta significativa y
revierte el efecto de la Px. La aMT se inyect6 via
s.C. a las 9 h de la mafana en ratas pinealectomi-
zadas 7 dias antes, y los animales se sacrificaron
3 h mds tarde. El efecto de la aMT se manifiesta
fundamentalmente sobre 1a B, sin efectos
aparentes en la Kp. Los Scatchards correspon-

dientes a estos experimentos dosis-respuesta de

TABLA X1

Epwdmmam
ﬂdwm&nﬂmmrx
Dosis de aMT Kp R
(ughe)
0 240 £ 02

410 £ 212
10 200 = 05 440 + 23.2
240+ 02 650 = 28.6°
260 + 04 880 + 4437

790 + 52.69

25
100
400 290 £ 0.1
800

1.80 £ 02 710 = 43.7

n= 4; a: p<0.05

B/F (fmol/mg prot.)

B (fmol/mg prot. nM)

Figura 35: Efecto dosis-respuesia de la aMT.

aMT se representan en .a Figura 35.

6.-La aMT no compite "in vitro® con el receptor
de alta afinidad de FNZ ca el cerebro de rata:
Los efectos anteriores, que demostraban jue la
aMT era la hormona de origen pineal responsa-
ble de los efectos de la Px sobre el receptor de
FNZ en la corteza parietal de ia rata, nos llevo
a investigar si este indol producia sus efectos por
competicién con el FNZ en su sitio receptor.
Como puede observarse en la Figura 36, el papel
que la aMT tiene sobre los sitios de unién de
FNZ no depende de un efecto directo de la

hormona en esos sitios, ya que concentraciones

% FNZ specifically bound
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TESIS DOCTORAL

de aMT tan elevadas como 10° M no interfieren

¢on la unién del FNZ "in vitro™.

B.- EFECTOS DE LA MANIPULACION
SUPRARRENAL.

1.-Efecto de .a suprarrenalectomfa sobre el ritmo
circadiano del receptor de alta afinidad de FNZ
en el ceredro de rata: La Figura 37 muestra las
representaciones de Scatchard de la union de
[*H)-FNZ a las membranas de corteza parietal de
grupos de ratas ADx o SADx sacrificadas 7 dias

después de la cirugia a seis diferentes intervalos

Bound/Free, fmol/mg prot. nM

280 500 780 1000

de tiempo a lo largo de un ciclo de 24 h. Puede
observarse la presencia de un s0.0 sitio receptor
u FNZ, al igual que en los casos anteriores, cua
unos valores de K, que oscilan entre 1.1y 2.2

n. 4,y de B ., entre 350-750 fmol/tag prot en el

grupo SADx. La ADx produce un significativo

aumento en la B, .. en todos los puntos horarios
estudiados. En la Tabla XIII se representan los
cambios en la Kj y B, obtenidos en membra-
nas de corteza parietal de ratas ADx y SADx
sacrificadas durante el ciclo de 24 h. Se observa
que la B, que presenta normalmente un

mdximo hacia las 24 h en el grupo control,

290 S00 730 1000

FNZ specifically bound, fmol/mg prot.

anﬂ:ScmdwdlddrimcirmdiamddmcpmrdeFNZm

ratas normales y ADx.
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Flectos Periféricos de b Pinesl

TABLA XIn
I&MMHWMkMZHMyA&

%mm
Normaies 5 SADx ADx
140 = 03

460 = 175 150+ 02 620 + 45220

460 = 40.1

430 = 135 1.40 £ 05

200 = 04 390 = 35.1 190 + 0.7 410 = 442 190 + 0.6

1.00 = 0.2 420 + 528 120 + 0.4 430 = 41.1 130 + 04 500 + 423

675 + 38650
950 + 67950
810 = <9.6%P

140 = 0.5 430 = 131

720 + 68.59

560 + 37.2

140 = 04 410 £ 476
730 + 26.4°

580 + 45.2

1.00 £ 02

130 + 03 120 £ 03 110 £ 013

1.20 = 0.4 120 £ 02 120 - 0.2

n= 6 para cada punto horario; a: p<0.05 vs resto puntos horarios; b: p<0.05 vs SADx y normales

aumenta considerablement : en las ratas ADx, sin antes), y de ratas ADx 15 dias antes ¢ HPx 3 dias

antes del sacrificio, asi como sus respectivos
controles. La B, de ratas ADx alcanza su

alterarse el patrén del ritmo circadiano. No se

observan cambios significativos en la afinidad en

estos grupos, y las variaciones de la Ky en el
grupo ADx fueron esencialmente las mismas que
en el grupo control SADx.

2.-Efectos tiempo-dependientes de la ADx y 1a
HPx sobre el receptor de alta afinidad de FNZ
en el cerebro de rata: En la Tabla XIV se indican
los cambios en la Kp y By, de la union de
[*H]-FNZ a membranas de corteza parietal de
ratas ADx (3, 7 y 15 dias antes), HPx (3 y 7 dias

méximo valor a los 3-7 dias de la operacién,
descendiendo ligeramente a los 15 dias. Asimis-
mo, los animales SADx exhiben un aumento
transitorio en la B, a los 7 dias, que desciende
los valores normales a los 15 aias. El efecto de la
HPx es menos importante, aunque también
aumenta significativamente la By, alos 3y 7
dias, sin variaciones significativas en el grupo
SHPx. Asimismo, las ratas con ADX de 15 dias,

TABLA XIV

L e o dgmdiow de e A by e O e

Ticmpo transcmido tras Is ciregia

Grupo 3 diss

7 diss 15 diss

| Kp .

) g 5o ne

151 £ 03 440 + 285
220 + 03 680 = 3619
120 = 0.2 420 = 308

140 + 04 635 + 4420

1.80 + 06
392 + 049 787 = 422°
130 + 0.1
1.60 = 05

170+ 05 405453

151 + 03 650 + 2949

510 + 68.1

430 + 68.1 . .
682 + 41.1° = .
. 190 £ 07 410 £ 531

1 va SHPx ¢ p<0.01 vs SADx+SHPx
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que fueron hipofisectomizadas . dias antes del
sacrificio (en el dia 12), muestran unos cambios
en la B, similares a los observados con la
ADx s6lo. No se han observado cambios signifi-
cativos ea los valores de la K en los grupos
anteriores ¢+ '2pto en el grupo de ADx de 7 dias,
en el cual se observd un aumento significativo en
la constante de afinidad.

3.-Efecto de la administracién de corticosterona

sobre el receptor de alta afinidad de FNZ en el

cerebro de ratas ADx y/o HPx: Las Figuras 38ab

O AQx + velwCle

& Alx +
SO TICOS lerone

8/F, Imol/mg prot. nM

[} 280 600 780 1000
B, fmol/mg prot.

Fyn.ﬂﬂ:Efecwde.’acorﬁcammmrmAﬂz

representa el efecto de la corticosterona sobre la
union de [*H]-FNZ a preparaciones de membra-
nas de corteza parietal de ratas ADx y/o HPx La
corticosterona se administré en una sola dosis de
5 mg i.m. 24 h antes del sacrificio. Como puede

S5 O ADx + HPx *
[\ vaucle
@ AQx + HPx *

e \KD-‘L!PM

\/

R
-\\_/{
L

080!007301“0

= 13 ™

8{F tmolmg prot. nM

8, fmol/mg prot.

M.T&Efmwhcmmwﬁmm+ﬂh

% FNZ specifically bound

N0 49 4 7T 4 4

log (M)
Figwra 39: C - de competicion de corticosierona.

apreciarse en la Figura 38a, el tratamiento con
corticosterona a ratas ADx de 15 dias (a= 7)
induce un descenso significativo de las uniones
de FNZ, contrarrestando asf el aumento inducido
en la B, por la ADx, sin presentar cambios
significativos en la Kpy. En el grupo de ratas ADx
de 15 dias con HPx de 3 dias, Figura 38> (n=7),
la administracion de corticosterona a la misma
dosis también revierte el efecto de la ADx+HPx
sobre la B,

4.-La corticosterona tampoco compite “in vitro®
con el receptor de alta afinidad dc FNZ ca el
cerebro de rata: En un intento de estudiar si
estos efectos de la corticosterona pudieran ser
producidos por un mecanismo central, actuando
6 coxﬁpitiendo en el aismo sitio receptor del
FNZ, se hicieron una serie de curvas de competi-
cion para este fin. La Figura 39 demuestra que, al
igualqueocuﬂiaconlaaMT.loscfeaosdela
corticosterona en la corteza cerebral de rata no
dependen de un efecto directo del esteroide
sobre los sitios receptores, ya que CONCEntracio-
nes de hasta 10 M de corticosterona no interfie-

ren con la unién del FNZ "in vitro".




RESULTADOS

Efectos Centrales de ka aMT

IL-DE LA ADMINISTRACION INTRACEREBROVENTRICULAR DE MELATONINA Y
PEPTIDOS HIPOFISARIOS SOBRE LA CINETICA DEL RECEPTOR CENTRAL DE
ALTA AFINIDAD DE FNZ

Una vez conocidos los efectos de la adminis-
tracion sistémica de las hormonas estudiadas en
los grupos anteriores, y con el fin de comprobar
si estos efectos se debfan a una accién periférica
o central, decidimos hacer un estudio similar
pero inyectando directamente en el SNC dichas
hormonas. Para ello, colocamos crénicamente

una cdnula en uno de los ventriculos laterales

A- EFECTOS DE LA MANIPULACION
PINEAL.

L—Rﬁultadmdelainyeu:idndeaM'l‘.En la
Tabla XV se representan los valores de la cons-
tante de afinidad (KD) y del méximo nimero de
sitios receptores (ﬁma,) correspondientes a la
unién del [PH]-FNZ con su receptor de alta

afinidad en la corteza cerebral de rata. Las ratas

(generalmente en el ventriculo lateral derecho),
que se mantenfa permeable mediante la coloca-
ci6n de un fiador. A través de esta cinula se
inyectan en su momento la melatonina y los
péptidos hipofisar:os, estudiando su efecto sobre
el receptor central de alta afinidad de FNZ bajo
diferentes disefios experimentales.

fueron implantadas con una cdnula en el ven-
triculo lateral derecho, y en la misma operacién
se practico 1a pinealectomia (Px) o la gangliecto-
mifa cervical superior (GCSx), 0 sus correspon-
deintes operaciones simuladas (SPx y SGCSx,
respectivamente), COmO ¢ indic6 en Materiales
y Métodos. A los siete dias de la operacion, se
inyectan a los animales 5 ul de solucién salina
por la cdnula conteniendo la substancia a estu-

Px + Salino
Px + aMT
SGCSx + Salino
GCSx + Salino
GCSx + aMT

16002 1M3% 6538

L1508 150% 55.6%

150+ 04 16532 7189

183+06 1762% s

hosrchcoMnacs:osGazmpmommm

g= 6/grupo; & p<0.05 vs control; b: p<0.01 v&

Enﬁuoﬂw
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diar, en este caso melatonina (aMT), en una
dosis de 5 ng en los 5 ul de salino. Al cabo de

una hora, se sacrifican los animales por disloca-

cion cervical y se preparan sus cerebros para el

posterior estudio de los receptores.

Como puede apreciarse, la pinealectomia
induce un significativo descenso en gl numero de
sitios receptores (B,,) sin cambios importantes
en la afinidad (Kp), como ya habfamos visto en
la Figura 32. La inyeccion de aMT produce, ya a
la dosis de 5 ng, un aumento de la B ,, hasta el
doble, sin que se acompanien cambios signifi-
cativos <n la K. Dosis mayores de aMT (10y 20
ng/Sul) producen un mayor incremento en la
By, d¢ una manera dosis-dependiente. Este
efecto se produce también en el animal gangliec-
tomizado, en el cual las dosis de aMT de 5 a 20
ng/S ul inducen un aumento dosis-dependiente de
la B, incluso mayor que en el caso de la rata
Px. Al igual que en la Px, la GCSx no s¢ mani-
fiesta en cambios de la afinidad, manteniéndose
en valores similares la Kp,
2.-Resultados de la administracién de peptidos
derivados de ACTH: Los efectos de la inyeccion

intracerebroventricular de dos péptidos derivados
de ACTH, ACTH, o y ACTH,_,, en ratas Px se
representan en la Tabla XVL La ACTH, ,,, que
presenta un efecto dosis-dependiente en ratas
controles (SPx), es capaz de revertir el efecto de
la Px sobre la B, del receptor central de FNZ,
de una forma similar, aunque algo menos poten-
te, que la aMT. La inyeccion de ACTH,,,
también incrementa de forma notable \a B__, de
receptor de FNZ, con una potencia mucho mayor
que la ACTH, ,, Sin embargo, no hay efecto
dosis-respuesta, ya que con la dosis minima
inyectada, 5 ng/5 p!, se alcanza el efecto mdximo.
Asimismo, en ratas Px, la inyeccién de este
péptido a dosis de 10 ng/5 p1 no sélo revierte el
efecto de la Px, sin6 que incrementa bastante
més la B, alcanzando el doble del efecto
producido por la ACTH, o

3.-Resultados de la administracién de péptidos
opisiceos: Los ctectos de la inyecciOn intracere-
broventricular de S y 10 ng/Sul de B-endorfina y
B-lipotropina sobre el receptor central de FNZ
se representan en la Tabla XVIL La administra-

cion de B-endorfina en ratas controles eleva

SPx + ACTH; ;o
SPx + ACTH, ;9

S o 475 + 131
Px + ACTH, 59

Px + ACI'H4_,0 7 2

21+07 2040 =614

+ 6349
21+06 2560 68.19 23 + 04 2480

15+05 880 % 264°
20405 1755+ 152

vs SPx+Salino; b: p<0.01 vs otras dosis; ¢ p<0.01 v8 Px+Salino

____M
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TABLA XV

5 ng Péptido 6 S ul Salino

p Bmax

1.01 = 03

TR Ao 040 + 135

490 + 1.2% 1156 + 1.2

a2 =114 780 = 2190

SPx +8-
+B8-END 486+ 139 975 + 441

SPx + B-LIP 613+ 1.4%9 996 = 26.4°
Px + Salino

0.88 + 03 475 = 131

Px + B-END

Px + B-LIP

2120 = 04 1388 + 46.9°

21+ 07 540 + 218°

n= 7/grupo; a, b: p<0.01 vs SPx+Salino; c: p<0.01 vs Px+Salino

significativamente la B, con un desceaso
paralelo en la afinidad (aumento de la Kp). Algo
semejante ocurre en Otro grupo de ratas tras la
administracion de pB-lipotropina a las mismas
dosis de 5 y 10 ng/5 ul: en este caso ¢l aumento
observado en la B, es ligeramente menor que
con la B-endorfina, pero el descenso de la afini-
dad, representado por un significativo aumento
de la K, es mayor a la dosis de 10 ng/S ul. En el
caso de las ratas pinealectomizadas (operacion
realizada 7 dias antes), la inyeccion de B-endorfi-
na a dosis de 10 ng/5 ul induce también un signi-
ficativo aumento de la Bg,,, mayor que en el
caso de las ratas controles, pero en este €aso 0o
hay cambios importantes en la afinidad. Por su
parte, la inyeccion de B-lipotropina a esta misma
dosis de 10 ng/3 ul en ratas pinealectomizadas
muestra un efecto opuesto al que producia tras
su inyeccién en ratas éonuolﬁ, ya que no s6lo
no aumenta el nimero de sitios receptores

(B pay)» SiDO QuE jos disminuye significativamente.

Tampoco en este caso se encontraron cambios

estadfsticamente importantes €n la afinidad con

respecto al grupo control.

B.- EFECTOS DE LA MANIPULACION
DEL EJE H-H-ADRENAL.

L-Resultados de la administracién de aMT: La
Tabla XVIII muestra los valores de la B, y 1a
Ky, correspondientes a la unién del [PH}-FNZ a
preparaciones de membranas de corteza cerebral
de rata en animales suprarrenalectomizados
(ADx) y/o hipofisectomizados (HPx). La ADx
induce un aumento significativo de 1a By, y un
descenso ligero en la afinidad (aumento de la
Kp). La inyeccién de aMT en ratas ADx no tiene
efecto significativo a dosis de 5 ng/Sul, pero a
dosis de 10 ng/S p1 aumenta significativamente la
By, COD un descenso también significativo en la
afinidad (incremento de Kp).

Por su parte, la HPx induce también un
aumento del nimero de sitios receptores, Bper
aunque en menor grado que la ADx, y no modifi-
mlaaﬂnidad.Lainy_eu:iOndeaMl‘cnme
grupo de ratas no tiene efecto significativo en
comparacién con la HPx sola, con s6lo un ligero

incremento de 12 By

H"Dduua_m




TABLA XVII

SADx + Salino 610 + 279

ADx + Salino 390 + 0.49 887 + 3220
ADx + aMT 308 + 1.1 753 = 1.2 1538 + 58.6°
SHPx + Salino 130 + 0.1 605 + 284

HPx + Salino 161 + 0.2 710 + 29.5¢

HPx + aMT 851 + 3364

SPx + SADx + Salino 1.61 =02 620 = 30.1

Px + ADx + Salino 238 + 0.1 1196 + 32.5°

Px + ADX + «MT - - 107 £ 0.7 1186 + 47.8°

n= 8/grupo; a, b: p<0.05 vs SADx+Salino; c: p<0.01 v ADx+aMT; d: p<0.05 vs SHPx, e: p<0.01 v
SPx+SADx+Salino

:ﬁw

La extirpacion de ambas gldndulas suprarre- ?.-Runltado; de la administraci6n de péptidos
nales v pineal 7 dias antes (ADx+Px), produce dersivados de ACTH: En la Tabla XIX se presen-
un aumento significativo en 1a By, con s6lo tan los resultados de la By, y Kp correspon-

«geras modificaciones en la Kp. Asimismo, la dientes a la union de FNZ en preparaciones de
inyeccién de aMT en este grupo, a dosis de 10 membranas de corteza cerebral de rata, en los
ng/5 pl, no m. 13 sustancialmente los ya grupos de ratas suprarrenalectomizadas y pinea-
elevados valores de 1a B,, en el grupo ADx+Px, lectomizadas (ADx+Px) e hipofisectomizadas

asf como tampoco los valores de 1a Kp. (HPx) 7 dias antes. La inyeccién de ACTH, o, 2

Kp L7 S

161 = 02 : 7

ADx + Px + Salino 238 + 0.1 1196 = 32.5° - ?

b
ADx + Px + Péptido 285 + 06 1318 + 6.7 203 + 09 1462 + 57.6

SHPx + Salino 130 = 0.1 605 + 284
HPx + Salino 1.61 £ 02 710 = 295° 2 :
HPx + Péptido 315 + 14 1270 + 5689 516 + 1.7 663 + 442

8/grupo; 1, b: p<001 vs SADx+SPx+Salino; b: p<001 v ADx+Px+Salino; ¢, d: p<0.05vs SHPx+Salino;
n= ; 3 .

d: p<0.01 v HPx+Salino L




TABLA XX

Efecso de ACTH ) 10y ACTH 1

i ACTH, ;4 (10 ng) + aMT (10 ng)

Experimental

sobre la accién de la aMT en rasas Px

Xp

ACTH, ;9 (10 ng) + aMT (10 ng)

S$Px + Salino 1.01 £ 03

Px + Salino 088 + 03

Px + ACTH + aMT 1.1 £02

640 + 135

2390 + 89.5° 11+03

%o Brar

475 + 23.19

2126 + 87.4°

n=8/grupo; a, b: p<0.05 vs SPx+Salino; b: p<0.01 vs Px+Salino

dosis de 10 ng/5 ul, a ratas ADx+Px significativa-
mente aumenta la B, sin cambios importantes
en la Kpy. Sin embargo, en ratas HPx, la adminis-
tracion de este péptido incrementa de forma
importante la B, reduciendo paralelamente la
afinidad (aumento de la Kp). Por su parte, la
inyeccion de ACTH,_,, a la misma dosis de 10
ng/S ul produce un efecto similar sobre la By,
al que producfa la ACTH, , en el grupo de
ratas ADx+Px, aunque cuantitativamente mayor,
permaneciendo sin modificarse la afinidad. En
ratas HPx, la administracion de ACTH,_,, s6lo
desciende ligeramente la B, con respecto a ias
ratas HPx, aunque s{ disminuye significativamen-
te la afinidad.

C.- MODULACION DE LA ACCION DE
LA aMT POR LOS PEPTIDOS HIPOFI-
SARIOS.

1.-Efectos de la ACTH, ;o y ACTH, ;¢ sobre la
accién de la aMT en ratas Pr La Tabla XX
muestra el efecto de la administracién conjunta
intracerebroventricular de una dosis Gnica de 10
ng/5 ul de ACTH, 190 ACTH, oy 10 ng/5 pul de
aMT en ratas controles y pinealectomizadas.

Tanto la ACTH, ,, como la ACTH,_,4 potencian
significativamente el efecto de la aMT séla
(Tabla XV), incrementando de forma manifiesta
los valores (‘e la B, andlogamente para ambos
péptidos, y sin cambios significativos en la Ky,

2.-Efectos de la f-endorfina sobre la accién de la
aMT en ratas con o sin denervacién pineal: La
Tabla XXI muestra el efecto de la inyeccion
conjunta de 5 ng/5 ul de B-endorfina y 10 ng/5 ul
de aMT en ratas pincalectomizadas o gangliecto-
mizadas. En ratas controles (SPx), la g-endorfina
induce un significativo aumento de 1a B,,, sin
cambios notables en la Kp. Este efecto es blo-
queado totalmente por la inyeccién simultdnea
de 10 ng/5 ul de naloxone. En la rata con la
pineal denervada (GCSx), _la administracién de
naloxone junto a la de B-endorfina y aMT, a la
misma dosis que antes, no es capaz de bloquear
¢l efecto de la p-endorfina+aMT, y s6lo disminu-
ye en parte la B, Tampoco se observan cam-
bios significativos en la afinidad en este grupo.

3.-Efecto de la g-lipotropina sobre la ac6n de
haMTen ratas controles: La Tabla XXII repre-
senta los resultados obtenidos sobre 12 B ¥ 12
Kp en ratas controles (Si’x). La inyeccién con-
junta de 10 ng/5 ul de B-lipotropina y 10 g/5 i

M‘Duhu('k—'m




TABLA XXI
Efecto de p-endorfina sobre ia accién de la aMT en ratas comroles

B-END (5 ng) + aMT (10 ng) +
NALOXONE (10 ng)

Xp Bng Kp Bmax

SPx + Salino 101 = 03 640 = 135

Gr‘lpo B-END (5 ng) + aMT (10 ng
Experimental 6 5 ul SALINO :

SPx + Péptido 22 = 1.1 1247 + 87.2¢ 1507

SGCSx + Salino 1.23 = 04 630 = 14.7

GCSx + Peptido 52+ 07 1491 + 64.2% 209 + 09 1185 = 45.2

n=8/grupo; a: p<0.01 vs SPX+Salino; b: p<0.01 vs SGCSx+Salino

de aMT aumenta de forma significativa la B,
asf como también disminuye muy significativa-
mente la afinidad (aumento de la Kp). Sin
embargo, estos efectos de la -lipotropina no son
totalmente bloqueados por la inyeccién simultd-
nea de 10 ng/S pl de naloxone, ya que encontra-
mos que, si bién la afinidad vuelve a presentar un
valor equivalente al control, la B 00 s6l0 O
disminuye, sino que se eleva todavia méds por la
accion del naloxone.

4.-Efectos de la -endorfina sobre la acci6n de l1a
aMT en ratas HPx La Tabla XXIII presenta los
resultados obtenidos tras la administracion
intracerebroventricular simultdnea de 5 ng/5 ul
de B-endorfina y '10 ng/5 pl de aMT en ratas
hipoﬁsectomimdas 7 dias antes. Los valores de

B Y2 de por sf elevados por la HPx, aumentan
todavia mas al inyectar B-endorfina+aMT, sin
observarse cambios significativos en la Kp. La
administracion simult4nea de naloxone juntoa la
B-endorfina y aMT a este grupo de ratas bloquea
parcialmente el efecto estimulante sobre la Bpar
de forma que el naloxone a esta Josis desciende
los valores de la B, sin modificar significativa-
mente la Kp,. Estz efecto bloqueante 0 antag6ni-
co del naloxone se manifiesta muy significativa-
mente cuando se¢ administra dicha droga junto
con aMT solamente; en este caso, ¢l naloxone €s
capaz de bloquear completamente el efecto
estimulante de la aMT sobre 1a By, de ratas
HPx, como se habfa visto en la Tabia Xvil,
aunque no modifica la Kp

TABLA XXII

—_————

m(lo:g)-i-ﬂfl'(wﬂs)
Gepe 65 sl SALINO

Experimental

Efocso de f-ipowoping sobre la accitn de la sMT & 728 2

B-LIP (10 ng) + aMT (102g) +
NALOXONE (10 2g)

B

Kp B %p

640 + 135

SPx + Salino 101 = 03

SPx + Péptido 5.75 + 114

bgao + 472 21£07

1147 = 222

n=6/grupo; a, b p<00l vs SPx+Salino

u'nduu(h—'w




TABLA XX
Efecto de la administracion de B-endarfina sobre la accidn de la aMT en rasas HPx

Grupo B-END (5 ng) + aMT (10 ng)

1 i ! B-END (S ng) + aMT (10 aMT (10 ng) + NALOX

ng)

+ NALOX (10 ng) (10 ug)

- SHPx + Salino 130 = 0.1 605 = 28.4

T . B p g

HPx + Salino 161 = 0.2 710 + 2959
HPx + aMT

168 + 04 1384+ 34°

HPr + B-END 223 + 05 1031 + 428° 257+ 06 873 6819

n= o/grupo a: p<0.05 vs SHPx+Salino; b: p<001 vs I{Px+811mcr c p<001 v HPx+Slhn0. d. p<0.05ul{|'x+Slllm

S.-Efectos de los péptidos hipofisarios sobre la
accién de la aMT en ratas HPx La Tabla XXIV
muestra los resultados obtenidos tras la inyeccion
intracerebroventricular conjunta de 5 ng/5 ul de
B-endorfina, 10 ng/S ul de aMT y 10 ng/5 ul del
péptido ACTH, ;o No se estudi6 el péptido
ACTH, ;o puesto que ticne un alcance menos
significativo sobre el receptor de FNZ, por
cuanto no presenta un claro efecto dosis-respues-
1a sobre su cinética. Puede observarse que el

esquema de inyeccion propuesto no modifica

significativamente los valores del nimero de
sitios receptores de FNZ (B,,,,), asf como tam-
poco los valores de su afinidad (Kp), con res-
pecto al grupo control. Sin cmbargo, la admi-
nistracién simultAnea de 10 ng/5 ul de naloxone
es capaz de incrementar significativamente la
By, 3unque no haya variaciones la afinidad.
Este es otro de los efectos paraddjicos del nalo-
xone, en principio, que se han encontrado en el
presente estudio, y que se discutird ms adelante.

p.m(s-g)um‘(wlc)*'mr-w
(10 ng) + NALOXONE (10 ng)

Kp P

130 = 0.1
161 + 02 710 + 2957

219 + 07 614 + 272

257 + 06 g0 + 23

n=6/grupo; & : p<0.05 v SHPx +Salino: b:p<oOlv HPctSOD







Vias de Accidn de la aMT

L-DE LAS POSIBLES VIAS DE ACCION DE LA aMT.

De entre las funciones de 1a glindula pineal
méis caracteristicas estdn el control de la
reproduccion estacional en diversos animales, su
papel en la sincronizacion de diversos ritmos
biol6gicos, y 1a modulacién de ciertas funciones
del sistema nervivso c. .tral (SNC). Estos efectos
los realiza la pineal por medio de su hormona
melatonina (aMT), que puede actuar a distintos
niveles tanto en el SNC como en territorios
periféricos. En el SNC, la aMT interactia con su
receptor especifico poniendo en marcha diversos
segundos mensajeros, COmo los nucle6tidos
ciclicos, protaglandinas y calcio en células
neuronales y de la glia. A su vez la aMT, que se
segrega de forma rtmica o circadiana, con un
pico nocturno que codifica la informacién diaria,
estd regulada en primer lugar por sefiales
neuronales proporcionadas por fibras
pinealopetas centrales y periféricas y en seg_undo
lugar por influencias moduladoras
proporcionadas por determinadas hormonas.

Los efectos centrales de la pineal implican la
acci6n de la aMT sobre ciertos procesos
cerebrales, y presentan cOmo caracterfstica
comtn una inhibicién de la actividad cerebral, lo
quepodﬂavenirdeteminadOporunefectodela
pineal sobre los mecanismos centrales de
inhibicion, representados principatmente por el
complejo  receptor GABA-benzodiazepinas
(GABA-BNZ). Esta suposicion partc del hecho
que la administracién de aMT induce un
aumento de los niveles de GABA en el

hipotdlamo, as{ como aumento de los niveles de
serotonia y de piridoxal fosfoquinasa cerebral
Estos tres efectos ocurren paralelamente, y es
muy posible que el aumento tanto de los niveles
de GABA como de serotonina sea un refiejo del
aumento de la actividad piridoxal fosfoquinasa,
ya que este enzima va a dar lugar a la formacién
de fosfato de piridoxal, qne a'u,n grupo
prostético de la L-aminodcido descarboxilasa y de
la 4cido glutmics descarboxilasa; enzimas que
intervienen en la sintesis de serotonina y GABA,
respectivamente.

En trabajos recientes se ha visto ademis que
la adminisiracién de aMT da lugar a un descenso
en los niveles de 8-endorfinas, micntras que estas
ulﬁmassonmpwsdewnenmhmw
indol pineal, por lo qu s¢ puede pensar que
muchos de los efectos de los opidceos pueden
estar mediados por la aMT, y viceversa.

De los datos de esta breve introduccion cabe
pcnsarqulosefeanscenmlﬁdellm
pueden producirse a varios niveles, ya que esta
hormona puede modificar los niveles ylo la
actividad del complejo GABA-BNZ cerebral,
bién directamente, bién a través del sistema
opisceo, 0 bién a través de Otros compuestos
mpommmjoosohipoﬁsmﬁ‘l““my
concretamente los péptidos derivados ACTHy. 10
y ACTH,,, interaccionan con i i
opidceo cerebral

Ademss, ya que la gléndula pineal € 18
émmnm,umedOndeM(]
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de otros compuestos pin=ales) se realiza tanto al
LCR como a la circulacion sistémica, por lo que
es perfectamente 10gico pensar que incluso los
efectos centrales de la aMT puedan ser mediados
porau:iOneSpeﬁféliQSdedichahomona._En
mmﬁdo.hayqupemarquehuktendade
un eje pineal-suprarrenal puede participar eu la
regulacion del complejo GABA-BNZ cerebral, ya
quelaoonioosteronaylaACTHmodiﬂmel
~ receptor de GABA.

Por tanto, para un mejor planteamiento de
ladiscusidnqucsehacedelosrﬁulﬂdﬂs

obtenidos em este trabajo, ¢l esquema
representado en la Figura ldpropone los dos
mecanismos fundamentales de accion de lu pincal
(amvéSdelaaM'nsobreelwmplejoreceptor
GABA-BNZ:unavhpeﬁmenhquesm
relacionadas las gléndulas suprarrenales y su
mecanismo de retroalimentacién sobre ¢l eje
Mpotﬂam—hipoﬁsaﬁo,ymmeenml.ama
de la cual la aMT modificaria la actividad de
dicho complejo receptor sin necesidad de la
circunvalacién periférica. En sintesis, 1a aMT
segregada por 1a pineal actgia sobre ias ghindulas

-18-
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suprarrenales para disminuir los niveles
circulantes de cortisol y corticosterona, ya que la
aMT estimula la S-a-reductasa suprarrenal, y por
tanto estimula el catabolismo de dichos
esteroides a di- y tetrahidroderivados,
hormonalmente inactivos. El descenso de estos
corticoides produce, a su vez, una disminucion de
la retroalimentacion negativa ejercida sobte el
eje hipotdlamo-kipofisario, con el consiguiente
aumento de la liberacién de ACTH y péptidos
derivados. El aumento de la ACTH estimula la
peurotrasmision GABAérgica al aumentar el

pimero de los sitios receptores para el GABA

(Bpay)» sin  modificar significativamente la
afinidad (Kp)-

Ademds de estos efectos, la aMT puede
actuar directamente sobre el hipotdlamo y/o la
hipofisis, para inhibir la sintesis o la liberacién
de péptidos opidceos, que a su vez pueden
modificar la neurotransmisién inhibidora central
actuando sobre el complejo GABA-BNZ

A partir de est¢ esquema, Vamos entonces a
discutir nuestros resultados comenzando por
aquellos obtenidos tras el estudio de los
mecanismos periféricos de accién de la gléndula
piacal y la aMT.

IL-DE LOS EFECTOS PERIFERICOS DE LA aMT.

A- LaG. PINEAL COMO MODULADORA
DEL RECEPTOR CENTRAL DE BNZ

El estudio de la influencia de la gldndula
pineal sobre el complejo receptor GABA-BNZ
sehaplantcadowmounpmyectode
investigacién amplio que, para una mejor
planificacion, 10 hemos separado en dos vias de
trabajo paralelas pero separadas. Esta parte del
proyecto s¢ refiere a la regulacién del receptor
central de BNZ, que constituye el receptor de
BNZ ligado al del GABA,.

Cuando sc trabaja manipulando 13 gidndula

pinmlpmobsemrsuseteaos.hayquemlim
conuﬂdadodosaspectosimpomntes:l)quelos
efectos de la pinealectomia (Px) son en muchas
ocasiones tiempo-dependientes, y por tanto hay
qm:serpmt:micIOS.'alahoraltlm'.nesuu!im'a‘l'le
uempomlahseamnnsmmoh
que es mejor, hacer estudios tiempo-
dependienm:Z)LaaMTseSGMdem
ritmica, circadiana, y por tanto bay que teact 7
cuenmmnmlahoradesumin'nmmo

lasincroninciéndesuritmomnomﬁm

circadianos.
Nwmmmmmmhmmde

unrinnocimdianoenelnﬁmerodestﬁm

u'mmleﬂlm
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receptores de BNZ en la

corte a cerebral de la rata. 800 BMAax

(fmol/mg prot.

Estos resultados confirman y
amplian unos datos
previamente publicados
(Kafka y colbs.,, 1982),
utilizando para su
determinacién [*H]-diazep4n.

Con este ligando, dichos §mmaz=as

sma=TIIZI

autores dmjbcn la existencia

en preparaciones de 0 4

@ —® Sham—Px
Bmax
Q---0 Sham—Px
Hd
A—APx
Bmax
A---APx

3= e
§ i SEemE T
N’ TR, e - o PR St
~ Sme, -
o

o A A

1 L

0800 12. !
S b e 0 1200 1600 2000 2400 0400 0800

completo un méximo de union

TIEMPO (horas)

a la npoche. Sin embargo, Figera 41: Efecto de la Px sobre el rizmo circadiano del recepior censral de BNZ.

Kafka y colbs., (1982) utilizan

para su determinacién experimentos con sélo
puntos m4ximos, es decir, una s6la concentracion
saturante de ligando radioactivo, lo que sélo les
permite exponer la existencia de un méximo de
sitios de unién durante la noche, pero no pueden
determinar el némero de sitios receptores reales
ni su afinidad por el ligando. En nuestro caso,
pemos utilizado como ligando radioactivo [*HJ-
flunivrazepan  ([PH]-FNZ), con dos claras
diferencias con respecto a los experimentos
publicados anteriormente: 1) el [*H])-FNZ tiene
una afinidad mucho mayor que el [H]-diazepan
sobre el receptor central de BNZ (alrededor de
1 oM de K del FNZ, frente a los 10 nM del

diazepdn); 2) en NUESLOS experimentos hemos
realizado un andlisis completo de Scatchard en

de rata que, en grupos de 4-6 animales, fueron
sacrificados a seis intervalos diferentes durante
MpeﬂodOde%h.Delosresqudosm
demuestra que el nimerc méximo de sitios

receptores (B,,) alcanza un méximo hacia
medianoche (24 h), mientras que en el resto de
los puntos horarios estudiados sc mantiene en
unos niveles m4s 0 menos constantes y similares.
La afinidad del receptor por su ligando no se
modific significativamente a lo largo del ciclo
horario. Si la gldndula pineal pudiera temer
alguna influencia sobre dicho ritmo circadiano
fué el aspecto Jue a continuacion estudiamos.
Efectivamente, como puede observarse en la
Figura 41, 1a Px induce una alteracion importante
en dicho ritmo circadiano, ya que tras la
extirpaci6n pineal desaparece el pico nocturno ©
méximo en la B, al mismo tiempo que aparece
una depresion en la By, al mediodia (12 h).
Estos resultados indican que la Px produce un
desfase ¢ inversion del ritmo circadiano normal,
apareciendo ahora con un minimo a las 12 del
mediodfa, mientras que en ¢l resto del ciclo los
piveles se mantienen més O menos constantes y

por encima de los de ese minim~

a0
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Cuando se intenta explicar la presencia de
este ritmo circadiano de los receptores de BNZ.
debemos de pensar que en nuestro caso, hemos
utilizado preparaciones de membranas crudas, no
muy purificadas ni tratadas con detergente para

eliminar del medio todos aquellos agentes que

pudieran afectar a la union del [*H]-FNZ a su

receptor. Por este motivo, los cambios en la B
observados pueden deberse anto a verdaderas
modificaciones de los sitios de uniébn o a
variaciones en la concentraciébn de alpunas
pequedias moléculas, como posibles ligan'os
:nd6genos (Hamon y Soubri€, 1983) o el mismo
3ABA (Olsen, 1981), que pueden modular la
mién. Sin embargo, ya que las preparaciones de
1qembranas fueron realizadas por el mismo
j rocedimiento en cada punio horario, cabria
pensar en una verdadera modificaciéon de los
itios receptores de BNZ a lo largo de las 24 h,
més que en artefactos de origen metodoldgico.
Al igual que otros autores (Lowenstein ¥
colbs., 1985), encontramos que la Px causa un
significativo descenso ¢n el numero de sitios
receptores de [*H]-FNZ, mas significativo a los
7 dias de la operacion, y que s¢ mantiene hasta
al menos 15 dias. Estos resultados indican una
més estrecha relacion entre glindula pineal y
receptor central de BNZ y sugieren un papel
més especifico de la pineal en 1a homeostasis del
SNC. En este sentido, es conocido el hecho de la
aparicion de hiperexcitabilidad, status convulsivo
que llega a convalsionas clonico-16nicas y muerte
de las ratas Px (Reitery colbs., 1973; Yamaoka,
1981). Estos efectos son comparables a aquellos
que se¢ manifiestan €n situaciones asociadas a

alteraciones  del  receptor de BNZ vy

caracterizados por ansiedad, insomnio y estados
de crisis convulsivas. En consecuencia, puede
decirse que los efectos homeostaticos de 1a pineal
sobre el SNC (Romijn, 1978) pueden deberse, al
menos ea parte, a su modulacién del receptor
czntral de BNZ, asociado al receptor de GABA .

Si la glénduia pineal modifica de forma
significativa al receptor central de BNZ, y ya que
la aMT presenta efectos que antagonizan la
“iperexcitabilidad del SNC dependiente de la Px,
dicho indol es un buen candidato para mediar los
efectos de la pineal que hemos descrito
anteriormente. En trabajos previos (Lowenstein
y colbs, 19°5) se ha observado que la
administracién de aMT a dosis farmacolégicas es
capaz de normalizar la By,, del receptor de BNZ
deprimida por la Px. Sin embargo, s interesante
estudiar si la aMT media los efectos de ia pineal
a dosis fisiologicas y no farmacoldgicas, para lo
cual debe presentar esos efectos 2
concentraciones de alr “sdor de 1 nM, por dos
motivos: 1) La concentracién media de aMT en
el SNC ronda los 1-5 nM; 2) La constante de
disociaciéu (Kp) del receptor de alta afinidad de
BNZ que hemos estudiado aqui, es del orden de
1-3 aM, lo que indica que para ser u modulador
efectivo, la aMT deberfa actuar a €sas
concentraciones.

Nosotros hemos realizado una serie de
experimentos conducentes al eswdio de los
efectos dosis-respuesta de distintas
concentraciones de aMT inyectadas s.C. 4 varios
gruposderalnsaIaSthelamaﬂanay
sacrificadas 3 horas después. Los resultados
indican que dosis de aMT tan bajas como 25

ughkg de peso ya provocan Ul aumento

M® Dolores Gomar Aragén
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significativo de la B, er ratas Px. Ya que de la

aMT inyectada, aproximadamente e! 0.02%
alcanza la pineal, se obtendrdn unas
concentraciones en el SNC en el rango de 1-5
nM, y por tanto se trata de un efecto fisiologico
y no farmacolégico de la normona. Estos
resultados indican asimismo «ue los cambios
circadianos del receptor de alta afinidad de BNZ
aquf descritos cstdn relacionadcs en algin grado
con la secrecién ritmica ae aMT.

Otro aspecto que hemos considerado en éte
estudio es el grado de participacién de la
glindula pineal en todos estos cambios del
receptor de BNZ. La secrecién ritmica de aMT
depende fundamentalmente de la inervacién que
por medio de una via postganglionar simpatica,
enlaza la retina y el nicleo suprayuasmético, a
través del ganglio cervical superior, con la
glindula pineal. La gangliectomfa cervical
superior va a dejar sin inervacion simpdtica a
dicha gldndula, y por tanto, pierde su capacidad

regulatoria de la sintesis y liberzcién ritmica de
aMT. En nuestros resultados, observamos que la
gangliectomfa produce esenciaimente 105 mismos
resuitados que la pinealectomia, es decir,
disminuye significativamente el ndmero de sitios
receptores de BNZ (Bpyy): SiB cambios
significativos cn la afinidad (Kp). Estos datos
concuerdan de nuevo con que es la secrecion
dtmica de aMT por la gidndula pincal
(condicionada por su inervacién simpdtica), 13
responsable de los cambios circadianos del
receptor central de BNZ

B.- MEDIACION DEL EJE PINEAL-
SUPRARRENAL

Una vez conocida la modulacién por la
glindula pineal del receptor de alta afinidad de
BNZ en la corteza cerebral de la rata, se plantea
la siguiente pregunta: ies este efecto derivado de
una accién directa de 1a aMT sobre el receptor
de BNZ? o ies un efecto mediado por otras vias
0 compuestos intermedios?. La primer= pr.zunta
se responde inmediatamente, puesto que la
presencia de aMT en prepanciow‘ de
membranas no afecta en absoluto a la unién de!
PH]-FNZ a su receptor, incluso 2
concentraciones tan altas como 10> M. Los
resultados por tanto nos indican que la aMT no
compite in vitro con el sitio de unidn del [*H]-
FNZ, por lo que su efecto modulador sobre
dicho receptor tiene que realizarse a otro nivel.

En este sentido, Kendall, McEwen y Eana
(1982) describen que tras la suprarrenalectomia
bilateral (ADx) hay un significativo aumento €n
el nimero de sitios receptores al GABA en el
SNC, a los 3 dias de la operacién; estos efectos
son contrarrestados por la administracién de
corticosterona. Asimismo, Kendall McEwen Y
Enna (1982) encuentran que 13 hipofisectonifa
(HPx), al contrario que la ADx, disminuye
signif . tivamente la union del [H)-GARA enel
SNC, y este efecto DO €S revertido por la
corticosterona. También estos autores muestran
que la administracién sistémica de ACTH; 3 ©
ACTH, o induce un aumento de 1a By, del
[*H]-GABA en el SNC en ratas normales similar

M'Dd:lﬂ(im-m
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al que ocurre tras la ADx

Este ctecto de la ACTH
parece que se debe a la
aparicion de sitios de union de
alta capacidad vy baia afinidad,
que no se observan en
animales controles. Por tanto,

estos datos sugieren también

Fmol of FNZ bound/mg prut.

que el receptor GABAérgico

Kp of FNZ binding. nM

i = 1

central puede modificarse por
los niveles circulantes de
ACTH.

Estos datos pueden estar relacionados con la
existencia de un eje pineal-suprarrenal que se ha
descrito anteriormente (Acufia y colbs., 1982
Acugia y volbs., 1984), por lo que es posible

oa.00

suponer que los efectos de la aMT sobre el

receptor ceniral de BNZ que hemos encontrado
en el presente trabajo, puedan mediarse por esta
via periférica.

Como paso previo a esic andlisis, estudiamos
el efecto ¢ la ADx sobre el ritmo circadiano del
receptor central de BNZ, encontrando que la
ADx bilateral (Figura 42) produce un aumento
en el nimero de sitios receptores €n todos los
- puntos horarios estudiados, con un mayor
incremento en €l pico nocturno de B, ¥ sin
modificaciones significativas de I afinidad (Kp)-

Como caracteristica cabe destacar que los
cambios inducidos por la ADx no modifican
esencialmente el patron oscilatorio circadiano de
la B, con respecto @ los animales controles. De

esta forma, las glandulas suprarrenales parecen

actuar sobre el sistema de peurotransmision
inhibidora central en conjunto, ya que 12 ADx

1ambién modifica 1a captacion de taurina y de

1200 1600 2000 2400 0400 0800

Time of day

mnzamammmammmumcm&m

GABA en el SNC de la rata (Acufia y colbs.,
1987; Kendall, McEwen y Enna, 1982).

Los efectos de la ADx sobre el receptor
central de BNZ en corteza cerebral de rata que
hemos encontrado en este trabajo son similares
a los descritos para otras estructuias cerebrales,
en Iasquesedcsm'blatambienunaumemodeh

By, de FNZ tras la ADx (Miller y colbs., 1988).

Esos efectos de la ADx podrian producirse por ia
propia manipulacién quirdrgica, ya que se ha
descrito un aumento de los receptores de BNZ
en el cerebro de rata minutos después de una
actividad de estrés como la inmersién en agua
(Havoundjian, Pauly Skolnick, 1986). Asimismo,
la laparotomfa induce un aumento de los
recepiores dc BNZ en el cortex cerebral de rata
hasta 3 dias de la operacion, aunque este efecto
desaparece y los niveles de B, vuelven a sus
valores normales (Okun y colbs., 1988).
Precisamente para teper €n cuenta los
efectos no especificos debidos al estrés de la
cirugfa, hemos estudiado 1a union del (*H}-FNZ
a preparaciones corticales de membranas 2 los 3,
7y 15 dias de 1a ADx. Encontramos uf aumento

wnmcm-rm
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transitorio en la B, a los 7 dias en los animales
con operacion simulada (SADx), aunque no fue
significativo. El hecho que la ADx aumente la

Bpax del FNZ en todos los puntos horarios del

ritmo circadiano sugiere un papel para las

hormonas suprarrenales en la modulacién del
receptor central de BNZ en la rata. Asimismo, el
hecho observado del mayor incremento del pico
nocturno de la B, tras la ADx prueba todavia
mds la existencia de una participacion mds
especifica de las hormonas suprarrenales en la
modulacién del receptor de BNZ

La administracion de corticosterona a una
dosis unica de 5 mg i.p., 24 h antes de sacrificar
ala rata, previene totalmente el efecto de la ADx
sobre la unién del [*H)-FNZ a su receptor, lo
que indica que el esteroide suparrrenal que
regula ese receptor es la corticosterona, sin que
é&to implique que otras hormonas de origen
suprarrenal puedan también tener efecto. Este
efecto de la corticosterona es interesante, ya que
puede explicar el mayor incremento én 1a By
del receptor de BNZ que se observa por la
npoche: ya que en ratas normales, la secrecion de
corticosterona  disminuye por la noche
(Outenweller y Meier, 1982), coincidiendo con el
pico nocturno de la By, del receptor de BNZ,
mientras que por la mafiana los niveles altos de
corticosterona se acompafian de un descenso del
aGmero de sitiGs receptores de BNZ, esto sugiere
que la ausencia de corticosterona debido a la
ADx induce un mayor aumento de la elevacion
pocturna de la B, (hay una menor inhibicion).
Recientemente s ha descrito también un efecto

similar de la corticosterona ¥

desoxicorticosterona  (aunque 0O de Ila

dexametasona) en el cerebro de ratén (Miller y
colbs., 1988). Todo ello sugiere un efecto
modulador de los esteroides suprarrenales en la
unién del [*°H}-FNZ al receptor central de BNZ,
posiblemente via del subtipo mineralcoi..coide
del receptor corticoide.

Sin embargo, y al igual que ocurrfa en el
caso de la Px, los resultados experimentales no
indican si los cambios que se observan en el
receptor central de BNZ tras la ADx estdn
relacionados directa o indirectamente con la
accién (o la faita de accién) de la corticosterona.
Una explicacion es que estos efectos sean
debidos « la elevacién en la ACTH que tiene
lugar en las ratas ADx y que, segin el esquema
de 1a Figura 40, incrementa el nimero de sitios
receptores de BNZ, ademds de influenciar otras
funciones cerebrales (De Wied y Jolles, 1982).

En consecuencia, se plantea la tercera
posibilidad de accién de 1a aMT, y es que sus
efectos sean mediados por 1a ACTH hipofisaria.
Para probar esta posibilidad, se hicieron otra
serie de experimentos en los que se determiné la
unién de [*H}-FNZ a preparaciones de
membranas corticales de ratas hipofisectomizadas
de 3 y 7 dias (HPx) que adcmds habfan sido
previamente suprarrenalectomizadas 15 dias
antes. Como controles se usaron ratas HPx con
suprarrenalectomfa simulada. Los resultados que
se observan estdn de acuerdo con OLrvs previos
(Millez y colbs., 1988), ¢ indican un aumento
ligeramente menor de la unién del H]-FNZ a
sus sitios receptores en ratas HPx que en ADx
Ademds, el efecto de 'a HPx en ratas ADX no €S
significativamente diferente del visto en ratas
ADx solamente. También, 12 administracién de

84
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corticosterona a ratas HPx o HPx+ADx induce
¢l mismo efecto que en ratas ADx solo, es decir,
revierte la modificacion de la B, devolviéndola
4 su valor normal correspondiente a las ratas
intactas.

Los efectos de la corticosterona sobre los
receptores cerebrales de BNZ no tienen lugar
sobre los sitios receptores mismos, yé que la
presencia de corticosterona en preparaciones de
membranas no desplaza al [*H]-FNZ in vitro.
Los corticoides pueden afectar a los receptores
centrales de BNZ a través de un mecanismo
GABAérgico, ya que una clevacion en los niveles
de GABA puede aumentar la unién del *H)-
FNZ en el cerebro de rata (Gavish y Snyder,
1980; Cardinali y colbs., 1986).

Se ha demostrado que la HPx reduce
significativamente la unién del GABA a su
receptor mediante la regulacién del nimero de
sus receptores (Kendall, McEwen y Enn, 1982),
aunque no se ha precisado ia existencia de un
efecto sobre las BNZ. A su vez, los cfectos de ia
suprarrenal sobre 1a uni6n del GABA parecen
ser mediados por la ACTH, un factor
potencialmente capaz de modificar el turnover de
GABA, ya que ni ¢l GABA cnddgeno ni la
actividad de glutamado descarboxilasa (GAD), mi
la recaptacién de GABA cambian
significativamente en ratas ADx de 15 dias
(Leonard, 1974; Sadasivudu, Rao y Murthy, 1977,
Kendall, McEwen y Enna, 1982).

Ya que la ADx aumenta la uni6én de GABA
y de BNZ, y la HPx disminuye la unién de
GABA que s¢ acompaiia de un aumento de la
unién de BNZ, aunque en menor grado que la

ADx, v la administracion de corticostierona

previene esos efectos, estos resultados implican

que la ACTH hipofisaria no parece jugar un

papel esencial en la modulacion del réceptor de
BNZ, mientras que la corticosterona parece estar
significativamente implicada en este fen6meno.

Debe notarse que la afinidad presenta
algunos cambios principalmente en el grupo de
ratas ADx de 7 dias, en el que se observa un
aumento de la K, de 3 a 4 veces su valor basal.
Esos cambios pueden deberse a una alteracién en
la actividad de algunos moduladores cercbrales.
Es posible, sin embargo, que esos cambios en la
afinidad de la unién del [*H]-FNZ puedan
también deberse a un mecanismo indirecto
relacionado con el ganglio cervical superior, ya
que se ha demostrado su participacion en la
afinidad de la unién del [PH]-GABA en el
cerebro de rata (Acufia y colbs., 1986a). Ya que
se han descrito receptores glucocorticoideos en
preparaciones de membranas de origen citos6lico
del ganglio cervical superior (Warembourg,
Otten y Scwab, 1980), y el ganglio cervical
superior proporciona iervacién simpatica a
estructuras extra ¢ intracraneales importantes
inclutda la hipofisis (Friegood, 1970; Cardinali,
Vacas y Gejman, 1981), esta posibilidad es
bastante aceptable. Sin embargo, en DUESIIOS
resultados no hemos encontrado cambios
significativos en al Kpy dela union del [PH]-FNZ
tras la gangliectomfa en preparaciones de
membranas corticales de rata, descartando, ¢€n
principio, esta posibilidad.

El ligeramente menor incremento en la
unién de [PH]-FNZ observado en ratas HPx
comparado con las ADx puede deberse a un
descenso en la sfntesis /0 liberacion
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decorticosterona que ocurre en esa situacion de
deficiencia de ACTH. Sin embargo, la existencia
de péptidos andlogos a la ACTH, como la

ACTH, o, que tienen efectos conductuales y no

corticotropos (De Wied y Jolles, 1982) hacen
necesario el estudio de sus posibles efectos sobre
el receptor central de BNZ

ML-SOBRE LOS EFECTOS CENTRALES DE LA aMT.

A- DE LA MANIPULACION DE LA
GLANDULA PINEAL.

La administraci6n intracerebroventricular de
aMT nos permite discernir si los efectos de esta
hormona sobre la unién del [PH]-FNZ a su
receptor se realizan directamente actuando a
nivel del SNC o, como vimos anteriormente, son

efectos periféricos. Indudablemente, hay que

-« p<0.001 vs vehiculo

A

—
T

'

Bméx (fmol/mg prot.)
g

- -
-
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tener en cuenta que la 2M |’ atraviesa facilmente
la barrera hematoencefilica, y por tanto, la aMT
inyectada en el ventriculo cerebral de la rata
puede alcanzar la circulacién sistémica. Sin
embargo, las dosis de aMT empleadas en
nuestros experimentos (se han inyectado 5-10 ng
de aMT/rata) hacen que la cantidad que pueda
alcanzar la circulacién geoeral sea muy pequeiia
y, en su caso, se diluya tanto en el volumen
sanguineo total que ya no
llegue a alcanzar
concentraciones significativas.
Con estas premisas, podemos
suponer que los efectos que
veamos tras la inyeccion
cerebral de aMT, se deberdn
casi exclusivamente a efectos
mediados por estructuras
cerebrales.

Los resultados obtenidos

Vehic. S5ng 10ng 18ng 20ng
Dosis (ng)

mllsﬁmmw&dehm

en la primera serie de estos
experimentos nos indican que
la inyeccion de aMT en el
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ventriculo  lateral derecho de la rata
pinealectomizada y canulada 7 dias antes produce
un efecto dosis-dependiente significativo sobre la
unién del [*H)-FNZ en la corteza cerebral de
rata (Figura 43). Ademds, el efecto de la dosis
mds pequena usada, 5 ng/rata, fue
significativamente mayor sobre la B_ . del
receptor central de BNZ que en los experimentos
anteriormente discutidos en los que la aMT se
administraba por via sistémica (s.c.). Este efecto
es similar al que se observa tras la inyecaén
cerebral de aMT en ratas gangﬁectomizadas, en
las que la extirpacion del ganglio cervical
superior elimina la inervacién simpdtica (y por
tanto la regulacion circadiana) de la glindula
pineal, disminﬁyendo significativamente la
sintesis de aMT. Por tanto, el efecto parece
depender fundamentalmente de la aMT actuando
sobre estructuras que modifican a su vez el
receptor de BNZ.

Uno de los mecanismos por los que la aMT
inyectada pudiera provocar esos efectos, seria
actuando sobre la sintesis y/o liberacién de
determinadas hormonas hipotdlamo-hipofisarias,
y concretamente, ACTH y péptidos opidceos,
derivados todos ellos de un precursor comin, la
POMC (pro-opiomelanoconina). Los efectos de
la aMT sobre el eje hipot4lamo-hipofisario 0o
estdn claros. Por un lado, 1a ACTH estimula la
sintesis proteica en la pineal, lo que podria llevar
al aumento de la NAT (N-aCeliltransfcrasa) yde
Ia sintesis de aMT (Schotman, Allaart y Gispen.
1981). Por otro lado, la Px induce un aumento
significativo de corticosterona en la rata, asf
como un descenso paralelo de la ACTH en
plasma (Acufia ¥ colbs., 1982, 1984), aunque

Ffectos Centrales de la aMT

estos dos cambios endocrinos dependientes de la
Px no parece que se¢ deban a un mismo
mecanismo. La administraci6n s.c. de aMT
revierte esos efectos de la Px sobre el eje H-H-
suprarrenal, quizd debido fundamentalmente a
que disminuye los niveles elevados de
corticosterona y este descenso, a su vez, deje de
inhibir a la ACTH. Si la aMT tiene efecto
directo sobre la ACTH es todavia dudoso, pero
parece que al menos no inhibe la liberacién de
ACTH inducida por el CRF hipotaldmico
(Rosenthal y Strassman, 1988).

La participacion de la ACTH en los cambios
del receptor de BNZ inducidos por la aMT
pueden deberse a varios mecanismos: por un
lado, la ACTH vy algunos péptidos derivados,
presentan importantes efectos conductuales a
nivel del SNC. Concretamente, el ACTH4 o
facilita varias formas de plasticidad del SNC
(Stewart, 1986). Aunque no s¢ conoce Su
mecanismo de accion, se sabe que este fragmento
carece de actividad corticotropa, y por tanto
actGa solo sobre €l SNC. Asf, la administracion
de este péptido acelera la recuperacion
conductual en animales con laberintectomia
unilateral. Este péptido, junto con el 47, esel
m4s cOrto con una potencia comparable a la de
la molécula entera. Los. péptidos ACTHy 40 ¥
ACTH, ,, tienen una afinidad apreciable para los
sitios de unién esteroespecificos del receptor

opidceo en sinaptosomas cerebrales (De Wied,
1982). ;
Si tenemos en cuenta queé el estrés es un

estfmulo que dispara la secrecion hormonal de
aquellas hormonas que, precisamente, s¢ llaman
hormonas de estrés, como los corticoides
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efectos de la ACTH son
centrales 6 periféricos.

Como podemos ver,
(Figura 44) la inyeccién del
péptido ACTH,,, en ratas
controles produce un efecto
dosis-dependiente sobre la
B del receptor de BNZ,
aunque la dosis minima usada,
S ngfrata, ya presenta un

Vehic. 5ng 10ng 18ng 20ng

Dosis (ng)

Figra 44: Efecio dosis-respuesta de las pépudos hipofisarios en ratas controles

suprarrenales, ACTH, B-endorfina y aMT, entre
otras, y el estrés agudo es ademds un estimulo
que disminuye el nimero de sitios receptores de
BNZ en el SNC de la rata (Medina, Novas y De
Robertis, 1983), nos encontramos con que los
efectos de la pineal, a través de la aMT, sobre el
receptor central de BNZ pueden ser mediados
por péptidos derivados de la POMC.

Esto nos llevo a estudiar, en ratas normales
y Px, el efecto de la ACTH sobre la uni6n del
[*H]-FNZ a la corteza cerebral de la rata. Con el
fin de eliminar la posibilidad de que la ACTH
produjera sus efectos alterando el metabolismo
suprarrenal, decidimos utilizar dos péptidos
derivados de la ACTH, el péptido ACTH, ;o €l
ACTH, ;o E! primero de ellos, el ACTH, ;¢ sf
presenta ciera actividad corticotropa ademis de
la conductual, pero el ACTH,,, carece
totalmente de actividad corticotropa, y sélo
presenta efectos centrales, con lo que el uso de

estos dos péptidos nos puede discernir bién si los

significativo aumento de la
By No se observan
variaciones significativas en la
afinidad (Kp), indicando que
se trata s6lo de un cambio en
¢l nimero y/o expresién de los sitios de unién.
La inyeccién de ACTH,,, también induce un
significativo aumento de la By, sin cambios
significativos en la afinidad, pero en este caso no
se ha visto un efecto dosis-respuesta; el efecto es
méximo con la minima dosis usada. Esta falta de
dependencia de la dosis puede deberse a que el
ACTH, ;o tiene una menor relevancia en la
regulacién fina del receptor de BNZ,0aqueya
la dosis minima usada (S'nglrata) es ya
suficientemente elevada para provocar el efecto,
por lo que serfa necesario utilizar dosis mds bajas
para comprobar este punto.

En ratas Px, la administracién de ambos
péptidos también significativamente aumenta el
atmero de sitios receptores (Byy,) sin cambios
sustanciales en la Ky, (Figura 45). Teniendo en
cuenta que en la rata Px la By, ecsud
significativamente mds baja, el incremento €4 el
némero de sitios producido por la inyeccion de
dichos péptidos es, porcentualmente, igual que
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Figura 45: Efecto de los péptidos hipofisarios en raias Px.

en el caso de la inveccion en ratas coatroles, lo
que indica que el efecto de estos péptidos ACTH
derivados no depende de la existencia de una

pineal intacta. Ademds, el hecho de que tanto la

inyecci6n de ACTH,,, como de ACTH,,q -

tengan similar efecto (aunque mds potente el del
ACTH, (), indica que no es un efecto mediado
por un mecanismo periférico, dependiente de
suprarrenales, ya que, como hemos dicho, el
ACTH, ,, no tiene actividad corticotropa.

En consecuencia, los péptidos derivados de
la ACTH tienen un efecto significativo sobre el
receptor central de BNZ y, aunque no esté claro
su mecanismo de accion, al menos s trala de un
efecto central, no periférico. Una posibilidad es,
por tanto, que actéien a través de un receptor
propio © "prestado”. Muller y colbs. (1988)
proponen que la ACTH no es rzsporsable de los
cambios que se producen €n ¢l recepror central
de BNZ tras un estimulo de estrés, ya que los

mismos cambios S€ observan e¢n ratas

hipofisectomizadas. Esta observacion €s muy

discutible, ya que los llamados neuropéptidos,

Px

Efoctos Centrales de la aMT

que incluyen, entre otros, a la
ACTH, existen en otras partes
del SNC, y la hipofisis no es la
tnica fuente, y quizds ni la
mds importante fuente de
origen de esos péptidos (De
Wied y Jolles, 1982). Ademds,
la POMC, originada
principalmente en el nicleo
arcuato, es transportada via
neuronas peptidérgicas a
estructuras del sistema

limbico, y después es rota en
sus péptidos correspondientes, por lo que dichos
péptidos se pueden localizar en muchas otras
estructuras que la hipofisis (Watson y colbs,
1978). '

Por tanto, si consideramos a estos péptidos
posibles candidatos a la regulacién central del
receptor de BNZ, podemos considerar su
mecanismo de accion. En este sentido, estd
demostrado que ambos péptidos ACTHy o ¥
ACTH, o, actdan de forma especifica sobre el
receptor central opidceo de las p-endorfinas. Es
por tanto interesante estudiar si los péptidos
opidceos tienen también algin efectr .obre el
receptor de BNZ

En consecuencia, la inyeccién
intracerebroventricular de p-endorfina en ratas
controles induce un significativo aumet.t0 de la
By 3 dosis de 5 ngrata. Este efecto se
acompaiia también de un significativo descenso
en la K, (afinidad), lo que parcce indicar que la
inyeccion de f-endorfina provoca la aparicion de
sitios de uni6n de baja afinidad y alta capacidad,

po vistos en animales controles (Kendall,
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B.- DE LA MA!IPULA-
CION DEL EJE H-H-
SUPRARRENAL.

Vistos los efectos de la
inyeccién de aMT, asf como
de la posibilidad de que acte
a través de determinados

8Px Px  8Px neuropéptidos, debemos

Figura 46: Efecto de los péptidos opioides. estudiar ahora si la aMT

inyectada que, como hemos

McEwen y Enna, 1982) (Figura 46). No se visto, pasa a la circulacion
observa un efecto dosis-dependiente de la accién sistémica, tiene algn efecto periférico que
de la B-endorfina, ya que la inyeccion de una implique su activided cenxeal. Faek elic, 68 05

dosis doble (10 ng/rata), produce esenciailmente seiie de experiianIon, inyCEMES ST 8
normales, ADx e¢ HPx Los resultados
encontrados (Figwa 47) indican como la
administracién de aMT a dosis de 5 ng/rata no
modifica la By, de la union del [*H]-FNZ en
ratas ADx, en las que ya la By, esid
significativamente elevada, como habfamos visto.
A dosis mayor, de 10 ng/rata, la aMT si aumenia

Bmax (fmol/mg prot. nM)

el mismo efecto. Sin embargo, la inyeccién de 10
ng/rata de B-endorfina en ratas Px, provoca un
mayor aumento de la B, que el presente en
ratas controles, lo que quizd indique que la
presencia de aMT compite con la B-endorfina en
algin sitio para regular el receptor de BNZ

. La administracion de otro
opioide, la pB-lipotropina, a
las mismas dosis que la p-
endorfina en ratas controles
aumenta ligera, aunque
significativamente, 12 B, del
receptor de BNZ,
disminuyendo también de
forma significativa su afinidad.
De otro lado, la inyeccién de

Bmax (fmcl/mg prot. nM)

B-lipotropina en ratas Px sélo

ADPx
aumenta ligeramente 12 Bpyp S Mm A S Wm W A
sin cambios en 1a Kp- Mﬁsfmndmmﬁmmym
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Figa 48: Efecto de los péptidos hipofisarios en rasas ADx y HPx.

significativamente la Bpay 4l mismo tiempo que
disminuye significativamente la afinidad. Por
tanto, en ausencia de corticoides y de una ACTH
clevada, como ocurre en las ratas ADx, la aMT
solo modifica el receptor de BNZ :i se
administra a una dosis alta, ya que de por sf la
By, cstd elevada. Por consiguiente, los efectos
de la aMT sobre el receptor de BNZ son
directamente efectuados en el SNC, y no
pecesitan estar mediados por los corticoides
suprarrenales, aunque la presencia de cstos
esteroides (0 Su ausencia) contribuyan a la
regulacion del dicho receptor.

En ratas HPx, en las que hay ya un ligero
aumento de 1a B,y 1a inyeccion de aMT solo
‘aumenta ligeramente el nimero de sitios
receptores, lo que parece indicar que la presencia
de ACTH y peptidos derivados puede ser
necesaria para actuar sinérgicamente con la aMT
sobre el receptor de BNZ.

Elhochodequeelefeﬂodclaam
dependa del nivel previo de la By, pard
modificar este pardmetro O n6, parece quedar
algo mds claro €n el experimento en ¢! cual se

inyecté6 aMT a un grupo de
ratas Px+ADx. En este caso,
se trata de dos manipulaciones
quinirgicas que ticnen efectos
opuestos sobre el receptor de
BNZ: la Px disminuye 1a By,
mientras que la ADx la eleva.
Aunque el efecto de la ADx
parece predominar sobre el de
Ia Pz, ya que el resultado final
de ambas operaciones es un
amento de la Byy OB
respecto a la rata control, la administracion de

aMT a dosis de 10 ngraa e incapaz de

modiﬁwrenningﬁnscngidol'aBn‘;yg.quel
efecmdelaaMI‘aeldcaumm-hB”_
parece como si los niveles ya eclevados del

reccptor impidan una posterior elevacién sn por

efocto de la aMT. Es decir, la exirpacion de
suprarrenales y pineal disminuye ia actividad
estimulante de la aMT. No hay que descartar, sin
embargo, que losnivelﬁelevadosdeACl'Hy
péptidos derivados que se producen tras la ADx

(Stewart, 1986), ocupen ya todos sus sitios

receptores, asf como los de la p-endorfina,
impidiendo un efecto de ia aMT.

Para comprobar est¢ punto (Figura 48), se
inyectaronenmasAnyPXOHPx.losdos
péptidos derivados de la ACTH, el ACTH, 1o ¥
el ACTH, o 2 dosis de 10 ng/rata, que ya
sabemos que son efectivas. Los resultados indican
que en ratas Px+ADx, tanto el ACTH, ;o COMO
el ACTH, ; son efectivos pard aumentar 1a By,
del receptor dc BNZ, demostrando que no hay
esa ocupacién mixima del receptor al que antes
aludfamos. Sin embargo, B ratas HPx, 1a

M Dolores Gomar Aragén

91-




TESIS DOCTORAL

LS s W e : y los péptidos opidceos.
FMET W e El primer dato interesante
€s que en ratas controles, la
administracién simultdnea de
aMT (10 ngraw) y &
endorfina (10 ng/rata) prc. ce
un significativo aumento ue la
By Sih cambios sustanciales
en al K, (Figura 50). Estos
efectos son bloqueados

Bmax (fmol/mg prot. nM)

totalmen la inyeccién
te por i
Figwa 49: Efecto de los péptidos hipofisarios sobre la accidn de la aMT.

simultinea de naloxone a
efectividad del ACTH, ;, es menor que la del dosis de 10 ng/rata, réstaurando a sus niveles

ACTH, ,,, indicando algin mecanismo diferente basales la B, Por su parte, en la rana
de accion de ambos péptidos. gangliectomizada, en la cial falta la inervacion
Ademds, en ratas Px s6lo, a administracién simpética pineal, y por tanto el control ritmico
conjunta de ACTH,,q 6 ACTH. o y aMT de la secrecién de aMT (equivale en certa
~ produce una potenciacién de los efectos de la medida a una pinealectomia), y que presenta
administracion individual del péptido o del incol. unos valores de B, similares a los de las ratas
ya que hay un incremento mucho mayor de la Px.laadminismddnconjuntade?—endmﬁmy
By (Figura 49). aMT a las mismas dosis que antes, produce
similamefectosa'losdehsnusqonmles.‘

aunque con un mayor incremento de la By, Sin

C-DE LA MODULA-
' CION DE LA ACCION
DE LA aMT POR LOS
NEUROPEPTIDOS.

Llega ¢l momento de
discutir si los efectos centrales
de 1a aMT sobre el receptor
de BNZ son modulados por
los neuropéptidos hasta ahora
estudiados, €S decir, los prapepemm—— e
péptidos derivados de ACTH Figws S& Efecto de la f-END sobre la accidn de la aMTT.

Bmax (fmol/mg prot. nM)
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embargo, la inyeccion simultinea de naloxone
(10 ng/rata) en este Caso no es capaz de bloquear
la respuesta. Hay que tener en cuenta que la
inervacion simpdtica que se elimina al extirpar el
ganglio cervical superior no sélo inerva la
gisndula pineal, sino muchas otras estructuras
cerebrales, inclufda la hipofisis (Cardinali, Vacas
y Gejman, 1981), y posiblemente la integridad del
" sistema nervioso simpatico sea mecesaria para
una adecuada accion de determinadas hormonas,
como es el caso de 1a ACTH (Guarini, Ferran v
Bertolini, 1988).

En el caso de la B-
lipotropina, su inyeccion
juntamente con la aMT no
modifica sustancialmente el
efecto del péptido solo, que
induce un aumento
significativo de la Kp
(descenso de la afinidad), y un
aumento también de 1a Bpyo
sugiriendo  igualmente i
aparicion de sitios de baja

Bmax (fmol/mg prot. nM)

administracién concomitante
de naloxone no bloquea el
efecto de la p-lipotropina
(Figura 50)

Si extirpamos la hipdfisis, -
para eliminar los efectos de la
ACTH y péptidos derivados, la
administracién simulténea de
p-endorfina y aMT a las
mismas dosis que antes,

produce un incremento de la

| B,, similar al obervado
anteriormente en la rata control, siendo este

efecto sOlo parcialmente bloqueado por el
naloxone (Figura 51). Sin embargo, el naloxone
s{ es capaz de bloquear totalmente ¢l aumento de
la By, que se produce en ratas HPx tras Ia
inyecddndeaMT.Estonuﬂmadedrqned
efecto de la aMT, al menos parcialmente, sobre
elreoeptorccnualdeBNZ.umdmporel
receptor de -endorfinas.

La administracion simultdnea de aMT, -
endorﬁnayACl'H'l_w en ratas HPx no modifica

mmm

afinidad en &l medio. L2 mnsrwwamwwm“m
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sustancialmente la B, en relacion a las ratas
HPx, cosa por otro lado l6gica si se tiene en
cuenta que si la ACTH, ,, vy la B-endorfina

actian sobre el mismo receptor (y quizds la

aMT), puede existir competitividad entre las

drogas para el mismo sitio de union, y por tanto,

se anulan sus efectos (Figura 52). Por esta razon,
la inveccion simultdnea de naloxone no produce
ningin efecto a la dosis usada.
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CONCLUSIONES

El sitio de union del I°H]-FNZ aqui estu-
diado presenta unas constantes cinéticas de
disociacion (K= 3 nM) y numero de sitios
receptores (B, = 250 fmol/mg prot.)
compatibles con el receptor central de aita
afinidad de BNZ Dicho receptor exhibe un
ritmo circadiano con un maximode laB_
a las 24 h, y unos valores més bajos el resto
del dfa, sin cambios significativos en la
(Kp)-

La pinealectomia anula el pico nocturno v
depnme la B_,, a las 12 del mediodia,
invirtiendo el ritmo circadiano, sin afectar
significativamente a la afinidad (Kp). Este
efecto depresor de la Px sobre la B, es
similar al obtenido tras la denervaci¢n
simpatica de la pineal por extirpacion del
ganglio cervical superior.

El descenso e la B, tras la Px es contra-
rrestado por la administracion de aMT a
dosis de 50 pg/kg de peso, indicando un
efecto fisiolégico de la hormona. Sin em-
bargo, este efecto de la aMT no depende de
una accién directa del indol sobre el recep-
tor de BNZ, ya que hasta concentraciones
de 10%, 12 aMT no compite con la uiion

del [PH]-FNZ a su receptor in vitro.

La suprarrenalectomia eleva significativa-
mente la B, en todos los puntos del
ritmo circadiano del receptor de BNZ, con
un mayor aumento de su pico nocturno, sin

cambios significativos en la Kp. La presen-

cia de una hipofisis intacta no es necesaria
para ¢l desarrollo de los efectos de la ADx,
ya que las ratas ADx ¢ HPx muestran uncs
valores de B, ., similares a los de las ratas
ADx solamente. Este efecto de la ADx se
revierte por una sola dosis de corticostero-
na (5 mgfraa i.p, 24 h antes), la cua
tampoco compite in vitro con la unién del
{*H]-FNZ a su recentor.

La administracién intracerebral de aMT en
ratas Px produce un efecto dosis-respuesta
sobre la union del [*H]-FNZ en la misma
direccion, aunque dc mayor magnitud, que
la administracién sistémica de dicha hormo-
na. Este efecto es similar al obtenido en
ratas gangliectomizadas. En ratas ADx, la
administracion intracerebral de aMT incre-
menia todavia mds la B, de la unién del
{*H]-FNZ, con un descenso significativo en
la K, mientras que en ratas HPx, el efectu
de la aMT es mucio menos significativo.

La administracion intracerebral de los
péptidos ACTH, 1o ¥ ACTF, ;o €n ratas

+roles eleva significativamente 1a By,
siendo el efecto dosis-dependiente para la
ACTH, ;o En ratas ADx+Px, el efecto de
la administracion de dichos péptidos es
menor, al igual que lo que ocurre €n ratas
HPx El efecto de la ACTH, ;o €5 sinérgico
con el de la aMT, produciéndose la suma-
ci6n de los efectos de ambos tras su injec-

cién conjunta.
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La injeccion intracerebral d: los péptidos

opioides B-endorfina vy B-lipotropina en
ratas normaies y Px producen un aumento
significativo de la L., siendo este efecto
cuantitativamente mayor en el caso de la -
endorfina. En controles, la inyeccion intra-
cerebral de aMT no modifica los efectos de
la B-crdorfina sobre la B,.. Sin embargo,
la administracién concomitante de naloxone

bloquea dicho efecto estimulante.

En ratas HPx, la inyeccion intracerebral de
aMT aumenta la B_ ., cfecic que es blo-
queado por la inyeccion :imultdnea de
naloxone. Asimismo, el efecto estimulante
de la administraciop de B-endorfina y aMT
en ratas HPx, es bloqueado también por el
naloxone.

El efecto de la administracion simaltinea
de los tres compuestos con efecto estimula-
te sobre la B_,,, B-endorfina, ACTH, ;o ¥
aMT., en ratas HPX, no produce un efecto
sumatorio total, ya que no altera significati-

vamente la B, de las ratas HPx. Ademds,

la administracién de naloxone no modifica

el valor de la Boor

Podemos decir, en corsecuencia. que la
aMT ejerce un efecto periférico regulador
del receptor central de aita afinidad de
BNZ en la corteza cerebral de la rata.

~ Dicho efecto, mediado por los corticoides

suprarrenalcs, no parece necesitar de la
actividad hipofisaria.

En segundo lugar, la aMT parece ejercer
un efecto regulador central sobre icho
receptor de BNZ en la corteza cerebral de
1a rata, efecto que parec: mediarse a través
del receptor opioide ceatral de la B-en-
dorfina. :

En tercer lugar, los péptidos conductuales
ACTH, ;oY ACTH_,, presentan un efecto
modulador sobre dicho receptor central de
BNZ que comparten con la aMT. Dicha
modulacién puede realizarse a través del
receptor opioide central, o del propio
receptor de ACTH.
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