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... The captain at last said, he had one question to 
ask me, to answer with all truth. It was, "Whether 
the ladies of Buenos Ayres were not the 
handsomest in the world". I replied, like a 
renegade, "Charmingly so" ... 
... Police and justice are quite inefficient .... 
Sensuality, mockery of all religion and the 
grossest corruption, are far from uncommon. 
Nearly every public officer can be bribed... 

Charles Darwin: " B u e n o s  
Ayres", El viaje del Beagle, 
1839 

All4 en el fondo del reloj esta la muerte, per0 no 
tenga miedo. 

Julio Corttbar 
Historias de Cronopios y de 
Famas. 1962 
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1.1 ~ L o s  ritmos biolbgicos? 

En el principio fue la nada. Despuds se crearon los,dias. Y despuds la 
sucesidn de 10s dias y las noches (al menos, asi lo cuenta el Gdnesis). En ese 
momento podriamos afirmar que lo mds importante ya existia: una materia 
inorgdnica con elementos periddicos impresos de tal forma que la vida que 
pudiera auto-organizarse en torno a ella tuviera que ser necesariamente 
ritmica. Cotidianamente, nos enfrentamos con una realidad de nuestra 
constitucidn bioldgica: somos organismos periddicos, en fase con ciclos 
geoflsicos de gran regularidad, el dia, el mes o el afio. 

Los organismos son depositarios tanto de un reloj como de un calendario 
bioldgico. La Cronobiologia, persigue comprender y explicar las bases 
bioldgicas de estas variaciones, es decir, cdmo percibimos, reaccionamos, 
actuamos, aprendemos y recordamos de manera peri6dica (1 6, 144, 56). 
Claramente somos organismos de costumbres. Y l a s  costumbres, Andre, son 
&lo una expresi6n del ritmo. Son la cuota del ritmo necesaria para vivir", como 
dijo Julio Cortkar, uno de nuestros m& grandes cronobiologos, en Bestiario 
(1 960). 

Podemos afirmar que el cambio continuo caracteriza tanto a 10s 
organismos vivos como a su medio ambiente. Muchos de estos cambios se 
dan irregularmente, es decir, son aperiddicos. Ejemplos son las variaciones 
irregulares en temperatura, luz, humedad y otros factores fisicos asociados 
con 10s sistemas meteorol6gicos. Aperiddicas son tambien las fluctuaciones 
bioldgicas que se originan en respuesta ante dichos cambios ambientales (5). 

Por el contrario, existen variaciones ambientales periodicas, cambios 
regulares que se repiten a intervalos de tiempo constantes. Ejemplos 
conspicuos de periodicidad ambiental son las fluctuaciones naturales en las 
horas diarias de luz y oscuridad (16), o en las mareas (145). Las variaciones 
diarias y mareales en plantas y animales que responden y se ajustan a estos 
cambios ambientales, son, por lo tanto, periddicas. Se ha propuesto que 10s 
cambios ambientales periddicos son 10s que han tenido mayor influencia para 
modelar la evolucidn biol6gica (5) 

La vinculaci6n de la periodicidad bioldgica con 10s ciclos geofisicos 
posee dos ventajas objetivas: la predictibilidad - por ejemplo, el period0 medio 
de la rotacidn de la Tierra ha disminuido sdlo unos veinte segundos en el 
rjltimo milldn de afios - y la posibilidad de detectar cambios de amplitud 
suficiente en el medio ambiente. En Qste rjltimo aspect0 es clara la influencia 



que 10s ciclos geofisicos ejercen en particular, sobre la iluminacibn y la 
temperatura. Asi, por ejemplo, la iluminacibn puede variar desde 105 lux en el 
mediodia de un dia soleado hasta 103 lux en una noche de tormenta con cielo 
encapotado (1 lux es equivalente a aproximadamente 1/10 de una "bujia/pien, 
la intensidad de iluminacidn vista a 12 pulgadas de una bujia incandescente). 
En regiones continentales de las zonas templadas (de alta latitud, alejadas del 
Ecuador) la temperatura puede variar desde mAs de 35% en verano, a varios 
grados bajo cero en invierno. La amplitud de estos cambios hace que Sean 
detectados por una amplia gama de organismos vivientes. 

No es de extraiiar, entonces, que la conducta y fisiologia de la inmensa 
mayoria de las especies se haya adaptado y muestre periodicidades acordes 
con 10s ciclos geoflsicos. La diferenciacidn en especies con actividad diurna, 
nocturna o crepuscular indica la poderosa funci6n modeladora que la noche y 
el dia han tenido en el proceso evolutivo. Dicha funcidn modeladora fue 
ejercida tambien por 10s ciclos anuales, como lo podemos apreciar en 
conductas bioldgicas como la hibernacidn o la reproduccidn estacional. 

Las variaciones ritmicas encontradas en 10s sistemas vivientes abarcan 
un amplio espectro de frecuencias (Tabla 1 ). Las hay de muy aha frecuencia, 
como el batir de las alas de un insecto (20-2000 ciclos por seg), las ondas 
cere brales del electroencefalograma (1 -60 ciclos por seg), la contraccidn del 
m~lsculo cardiac0 (20-1000 ciclos por min), o el ritmo respiratorio (4-250 ciclos 
por min). a 

TABLA 1 : Frecuencias de 10s ritrnos bioik$icos 

ALTA FRECUENCIA FRECUENCIA MEDIA BAJA FRECUENCIA 
T4.5 h 0.5e<3 d -3 d 

Regiones de ~=0.10 seg Ultradiano: 0.5 hcre2O h Circaseptano ~ = 7 d  
10s ritmos 

~=0.01 seg Circadiano: 20 hcrc28 h Circadiseptano 4d 
etc. Infradiano: s>28 h Circavigintiano ~ 2 0 d  

Circan'preal: ~ 1 2  h Circatrigintano ~ = 3 0 d  
Circanual -1 a h  

Ritmos en: Electroencefalograma SuenO-Vigilia Apareamiento 
Electrocardiograrna Reposo-actividad Migraci6n 
Respiracidn Movirnientos oculares Menstnraci6n 
Peristalsis Componentes en sangre, 

orina, etc. 
Tenperatura 
Procesos metab6licos 



Otros ritmos bioldgicos presentan sdlo unos pocos ciclos diarios. 
Ejemplos de ellos son las variaciones en actividad de 10s recien nacidos, en 
10s estadios del sueflo en 10s adultos, en el crecimiento de las plantas, o en 
varias funciones corporales durante la enfermedad. Periodos aOn mayores (de 
varios dlas a varios aAos) comprenden las recurrencias de fiebre en el 
paludismo, o 10s ritmos reproductivos en 10s mamlferos, o 10s ritmos en guerras, 
en prosperidad economica de las sociedades humanas, o en democracias y 
dictaduras en Latinoamerica (jes que ser& realrnente dste Oltimo, un ritmo 
inescapable?). Estas fluctuaciones periddicas funcionales en 10s seres 
vivientes se dan en cada nivel de organization, desde el celular a la actividad 
del organism0 como un todo, y por ende, el social. 

Las variaciones biologicas rltrnicas con correlates geofisicos presentan 
periodos fijos y son relativamente resistentes para cambiar su frecuencia ante 
drogas o la temperatura. A primera vista estos ritmos bioldgicos parecen ser 
una respuesta de tipo "causa-efecto" ante las variaciones periodicas del 
arnbiente. Pero no nos apresuremos. La estabilidad en el period0 de estos 
ritmos biologicos se debe, no a que son consecuencia directa de 10s cambios 
producidos por 10s ciclos geofisicos, sin0 a que dependen de un mecanismo 
endogeno, que m& adelante analizaremos. 

Esta capacidad temporal de 10s seres vivos es de mAxima utilidad 
adaptativa, ya que les permite anticipar y explotar a su favor 10s momentos m& 
adecuados del dia, mes o aflo para su fisiologia, y les sirve para sincronizar su 
capacidad reproductiva a las condiciones de mayor probabilidad de exito. .Se 
ha propuesto la denominacidn gendrica de "homeostasis predictiva" para 
estas propiedades anticipatorias (1 43). 



1.2 Si, 10s ritmos bioldgicos 

Los ritmos de 24 horas esthn presentes en casi todos 10s organismos 
vivos; una excepci6n la constituyen 10s procariontes ("). Estos ritmos son 
consecuencia del proceso de evolucidn de la vida en la Tierra, el que se ha 
dado en la direction de la utilizaci6n maxima de cada nicho habitable por 
especies capacitadas para aprovechar toda clase de nichos ecol6gicos. 

Tal especializaci6n esta relacionada no s61o al espacio sino tambien con 
tiempo. Algunos organismos estan especializados para el ambiente oscuro, frio 
y hlimedo de la noche; otros, para la luz, altas temperaturas y clima seco del 
dia; otros, en fin, son activos en las transiciones luminosas del alba y del 
creplisculo. Es decir, el uso del ambiente es "a tiempo completo" y para su 
maxima eficiencia 10s diversos organismos se organizan en verdaderos "turnos 
de trabajo". Ratones, cucarachas, escorpiones, vampiros o croupiers forman 
parte del "turno nocturno"; diversas aves, lagartijas, mariposas, abejas o 
panaderos constituyen el "turno diurno". Las plantas verdes alternan entre la 
fotosintesis diurna y la asimilacidn y crecimiento nocturnes. Algunas plantas 
abren sus flores por la noche y otras por la manana, en coincidencia con el 
esquema de actividad de 10s insectos y aves que las polinitan. 

El ejemplo de las plantas que abren y cierran sus flores a diversas horas 
del dia es muy interesante y llev6 a Linneo a disenar su "reloj floral", en el que 
la hora se mide romanticamente mediante la obsewacidn de flores que se 
abren o cierran a horas precisas del dia. AsC que, atencidn a 10s nifios 
exploradores: una forma - bastante precisa, por cierto - de saber la hora del 
dia sera remitirse a la tabla de hora de apertura y cierre de distintas especies 
de flores, dependiendo de la estacidn y de la zona geografica de exploraci6n. 

La actividad de 24 horas de un organism0 es el resultado de m6ltiples 
procesos ritmicos bioquimicos y fisioldgicos. En el hombre, por ejemplo, la 
alternancia diaria de suefio y vigilia se acompaAa de numerosos ritmos diarios 
en la funcibn neural y endocrina. Se producen variaciones diarias en la 
temperatura corporal, las frecuencias respiratoria y cardiaca, y en la presi6n y 
composici6n de la sangre, asi como en priicticamente todas las demhs 
funciones corporales. 
...................................................................................... 
("): El hecho de que se requiera una estructura de membranas organitadas, y una zona 
especializada en la organizaci6n genetics, como el ndcleo, para poseer una estructura 
cronobiol6gica, nos hace pensar en otra evidencia de que 10s ritmos bioldgicos tienen una 
base enddgena, basada en la organizacidn gendtica del individuo. De cualquier manera, en 
muchas especies de bacterias se encuentran ritmos asocialesa o "poblacionalesa, esto es, el 
conjunto de organismos tiende a sincronizar sus actividades. 



Asimismo, y como resultado de estas variaciones, existen cambios diarios en 
la susceptibilidad a agentes fisicos o quimicos (1 28, 179). Las dosis de rayos 
X que en ciertos momentos del dla producen la muerte de todos 10s animales 
en experimentacidn, en otros mata a algunos pocos. Dosis de venenos letales 
son, en ciertos horarios, de mucho menor potencia que' en otros. Un ruido 
suficientemente intenso como para producir convulsiones en todos 10s ratones 
expuestos, es inocuo en otros horarios. La efectividad del alcohol, aspirina o 
insulina varia sistemdticamente con la hora del dia. En 10s insectos, el grado 
de resistencia a 10s insecticidas o a la exposicidn a altas temperaturas 
depende de la hora del dla. Aquellos ledores familiarizados con la accidn de 
drogas encontrardn un mundo nuevo al agregar un simple "crono" a sus 
conocidos conceptos; aparecerdn asi disciplinas como la cronofarmacologia, 
la cronotoxicologia o la cronoterapia. 

Otro fendmeno ambiental peric5dico de importancia es el de las mareas; 
ellas determinan, en plantas y animales marinos y en las especies terrestres 
que viven de ellos, ritmos mareales (165, 145). Las mareas dependen 
primariamente de la fuena de atracddn de la Luna, y varias especies costeras 
de plantas y animales presentan ritmos en fase con ellas. Varios de 10s 
organismos que viven en las regiones intermareales, como algunos caracoles 
y ostras, son mds activos a1 quedar sumergidos por la marea alta. Otras 
especies, como aves costeras o cangrejos, estdn especialmente adaptadas 
para alimentarse durante la marea baja. Estos son ejemplos de 10s "turnos de 
trabajo" que menciondramos m b  arriba. 

En varios primates del viejo mundo se han registrado periodos 
menstruates que se inician con la luna nueva. Esta obsetvacidn dio origen a la 
especulaci6n acerca del vinculo entre el periodo del ciclo menstrual humano 
y el mes lunar (o "sinddico"). Existen observaciones sobre la regularizacidn de 
10s ciclos en mujeres por exposicidn a luz durante ciertas fases de ciclo. 
Asociados con las variaciones menstruates, existen ritmos en gran n~lmero de 
funciones biologicas en la mujer. 

Pero no s61o del dia y la noche viven 10s relojes bioldgicos. Otro periodo 
de importancia para 10s seres vivos es el afio. En todas las regiones del globo, 
con excepcidn de la zona ecuatorial, tienen lugar cambios estacionales 
marcados en luz y temperatura, que se correlacionan con ritmos biologicos 
anuales en actividad, reproduccidn y crecimiento (16). La floracion en zonas 
templadas del globo se da en 10s meses didos; en 10s oc6anos, existen ritmos 
anuales de abundancia de plancton; la reproduccidn es tipicamente 
estacional en las diversas especies animales a fin de asegurar la sobrevida 
del recien nacido. La hibernacidn de ciertas especies, que cubre el periodo 
m& frio del aAo, y la estivacidn de otras, que evita la sequedad extrema del 
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desierto, son tambien ejemplos de ritmos anuales. Estas variaciones anuales 
claramente identificables se acompafian de un sinnrimero de cambios 
fisiol6gicos y metab6licos en 10s seres vivientes que las experimentan. 

1.3. Relojes enddgenos 

Numerosos organismos, entre ellos el hombre, a1 aislarse de su ambiente 
natural y ser colocados en condiciones constantes de laboratorio, repiten el 
ritmo que habian experimentado antes del aislamiento, aunque con ligeras 
diferencias en la longitud de su perlodo (15, 234). En la prdctica puede 
afirmarse que todo organism0 viviente funciona como si tuviera un reloj 
biolbgico end6geno. Las caracteristicas especiales de este reloj sugieren que 
implica alglln mecanismo o propiedad rinica de la materia viviente. Una 
manera de conocer las propiedades del reloj es a trav6s de la rnedici6n 
indirecta de 10s ritmos bioquimicos, fisiol6gicos y conductuales que regula. 

Los relojes circadianos, que "miden" el dia solar, o sea el periodo de 
rotaci6n de la Tierra sobre su eje, han sido 10s m& estudiados. Con la rinica 
excepcidn de las bacterias, estos relojes circadianos estan presentes en todos 
10s seres vivientes. Se conocen hoy varias de las propiedades de estos 
relojes circadianos (16, 140, 172, 209). En primer lugar, en aislamiento de 
todo sincronizador ambiental, el periodo del ritmo cambia ligeramente, 
haciendose m& corto o m& largo que 24 horas. Los animales diumos como el 
hombre tienen un periodo circadiano de m6s de 24 horas; 10s animales 
nocturnes como el hamster presentan un periodo circadiano de menos de 24 
horas. La rata es una excepci6n en que a pesar de ser un animal de actividad 
nocturna tiene un periodo de m& de 24 horas (140, 209). 

Claro esta que para que un ritmo bioldgico tenga significado adaptativo, 
no sera muy conveniente que se exprese su periodo end6geno de "libre 
curso" (esto es, en ausencia de pautas ambientales), ya que se ird desfasando 
continuamente de las condiciones periddicas ambientales. Lo que hacen 10s 
factores ex6genos (ciclo luz-oswridad, ciclo de temperatura, ciclo de mareas, 
etc.) es "poner en hora" ciclo a ciclo a 10s ritmos biol6gicos (Fig. 1). 
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Flgura 1 : Componentes endheno y exdgeno de 10s ritmos biol6gicos 

El periodo de "libre cursow ("free-running") de 10s ritmos bioldgicos es 
sumamente estable y refractario a modificaciones por drogas o temperatura. 
Uno de los agentes que 10s modifica es el agua pesada; la melatonina, las 
benzodiacepinas (BZP) o el litio tambidn producen cambios en el periodo del 
"free-running", como veremos m& adelante (1 40, 209). 

En cambio, el periodo circadian0 sdlo puede ser levemente alterado por 
modificaciones en la iluminacidn ambiental o en la temperatura. Un incremento 
de 10QC en la temperatura cambia el periodo (en general acortamiento) en no 
mds de un 10%. Este modesto cambio contrasts con el dramatic0 incremento 
de 200 a 300% en la velocidad de 10s procesos bioquimicos o fisiologicos 
normales ante un incremento de temperatura semejante. Algunas veces, 10s 
ritmos circadianos desaparecen en condiciones constantes por unos pocos 
perlodos para recomenzar despuds. En otras situaciones, dichos ritmos se 
incrementan en amplitud en condiciones de libre curso. Los inhibidores 
metabdlicos, como el aanuro o el enfriamiento, reducen la oscilacidn del reloj, 
pero &lo por poco tiempo, para reiniciarse at desaparecer el efecto (75). 

Existe un componente gendtico en la organizacidn circadiana. Distintos 
organismos desarrollados a partir de huevos mantenidos en condiciones de 
temperatura y luz constantes myestran ritmos circadianos. Plantas 



seleccionadas con distintos periodos de "free-running" dan origen a 
generaciones de plantas de perlodos cortos, largos o intermedios. Estos 
resultados avalan la determinacidn gen6tica de la longitud del periodo de 
"free-running". Por otra parte, se han aislado y caracterizado mutantes con 
periodos de libre curso diferentes al normal, en organismos tales como 
Drosophila ( 1  1 7) ,  hamster (M. auratus) (1 76) o Neurospora (72). Los estudios 
de gendtica molecular indican que existe una importante homologia entre 10s 
genes afectados por las mutaciones de perlodo (1 89). 

La adaptacidn de 10s ritmos circadianos a nuevos horarios, como por 
ejemplo, luego de vuelos transmeridianos, no es inmediata. Durante 10s 
primers dias que siguen a la transferencia de abejas y cangrejos a trav6s de 
varios husos horarios se mantiene la periodicidad de origen. Asi, abejas 
entrenadas para volar en blisqueda de -comida en una direccidn determinada, 
y a una determinada hora del dia, mantenddn la relacidn espacial de origen 
con la posicidn solar en su nueva locacidn, es decir, volarAn, en el horario 
determinado, con un desvio semejante al cambio de posicidn solar. En el caso 
de 10s cangrejos, estos mantienen el ritmo de actividad y variacidn de color 
del lugar de origen por unos dias luego del vuelo. Este cuadro de 
desincronizaci6n es bien conocido por 10s viajeros transmeridianos ("jet-lag", 
232). 

Hemos ya sefialado que no sdlo 10s ritmos circadianos presentan 
periodos propios de "free-running". En el caso de 10s ritmos mareales, se ha 
verificado que persisten en condiciones constantes de laboratorio. En la 
naturaleza, el periodo de estos ritmos es de 12 horas 25 minutos, o 24 horas 50 
minutos para el ciclo doble. 

Los ritmos circanuales persisten en situaciones de iluminacidn y 
temperatu ra constantes. Esto se ha demost rado para diversas funciones 
fisioldgicas en especies animales y vegetales. Las sernillas tienen un ritrno 
anual en su capacidad germinativa y metabolismo. Varias aves muestran 
ritmos circanuales precisos en la reproduccidn o en la alimentacidn, 
IlegAndose a registrar estas variaciones periddicas en laboratorio durante 
afios (16). Como en el caso de otros ritmos, estas periodicidades son 
relativamente independientes de la temperatura o de la acddn de drogas. 

1.4 Adaptatividad de 10s ritmos bioldgicos 

No sabemos nosotros, pobres mortales, si el tiempo ha sido eterno o no. 
Al menos, podemos afirmar, sin temer a equivocarnos, que la sucesidn de dias 
y aAos existe desde bastante antes que el origen de las especies. A diferencia 
del ambiente ecoldgica que ha ido cambiqndo notoriamente (es, justamente, la 



aparicidn de las especies terrestres uno de 10s factores que desencadena los 
cambios en la geografia), el ambiente temporal se ha mantenido constante a lo 
largo de las eras. 

Marcelino Cereijido (20) propone una seleccidn evolutiva de aquel 
hominido que present6 una definitiva "angustia frente a lo desconocido", 
gracias a la cual pudo encontrar elementos que le permitieron conocer, y 
finalmente domesticar, a un ambiente hostil. En una tesitura semejante, 
podriamos postular que otro elemento de seleccidn debe haber sido la 
capacidad de "prediccidn frente a lo conocido", particularmente en el dominio 
del tiempo. Esta liltima funcidn se vincula con 10s ritmos bioldgicos. 

La conducta ciclica de dlulas, tejidos u organismos es probablemente 
tan antigua como la vida misma. Es posible que las fuerzas de la evolucidn 
hayan seleccionado a aquellos organismos que presentaron- una actividad 
sincr6nica con 10s ciclos ambientales (5). Es decir, que si bien por mucho 
tiempo se pens6 que las variaciones ambientales eran el factor condicionante 
de 10s ritmos bioldgicos, hoy es claro que estos ritmos estAn codificados 
gendticamente. En el hombre, por ejemplo, las caracteristicas periddicas del 
ritmo cardiac0 en gemelos univitelinos criados y educados en ambientes 
familiares separados (un experiment0 natural muy empleado en estudios 
gendticos humanos) son las mismas (1 6,144,234). 

La sucesidn de 10s dias es posiblemente el aspect0 ambiental que mAs 
model6 la cronofisiologia de 10s organismos. Los ritmos bioldgicos surgen asi 
como propiedades anticipativas regulares de 10s organismos. Para entender 
esto, podemos remontarnos al concept0 que en Ecologia se conoce como 
"nicho". El nicho ecoldgico de un organism0 dado comprende todas las 
dimensiones en que dste desarrolla su vida: su hhbitat, su alimentacidn, sus 
relaciones de predador y de presa, su organizacidn social, etc. Un 
componente de estos nichos es la situacidn temporal, es decir, cuhndo realiza 
el animal sus diversas actividades. Asi, encontraremos organismos diurnos o 
nocturnos, o de reproduccidn invernal o estival, o cuya actividad responde a 
10s ciclos de mareas, es decir, en todos 10s casos confinados en nichos 
temporales precisos. 

El valor adaptativo de 10s ritmos bioldgicos es tan importante que 
prActicamente todos 10s organismos vivos, desde 10s unicelulares hasta el 
hombre, muestran ritmicidades propias. La consideracidn del tiempo como un 
factor fundamental en la evolucidn y modelacidn de 10s organismos vivos 
introduce una nueva variable, novedosa, acerca de procesos evolutivos 
bhsicos. 



1.5 Caracterizacidn de 10s ritmos bioldgicos 

Los cientificos pueden ser considerados, con derta razbn, una clase de 
individuos obsesivos, analiticos y clasificadores de las cosas que ven y 
estudian. Los cronobiblogos no escapan a esta regla (") y han tratado por 
todos 10s medios a su alcance de establecer una caracterizacidn y 
clasificacidn adecuadas de 10s ritmos biolbgicos (10s ritmos no bioldgicos 
merecen otros estudios, y posiblemente otros libros, aunque es pertinente 
preguntarse hasta qu4 punto son "no biolbgicos" un tango, un merengue o el 
rock 'n roll). Cualquier evento "recurrente", ya sea el ciclo celular, la siesta o 
alguna secrecidn hormonal, que ocurra con una cierta periodicidad, puede 
ser considerado un ritmo biol6giw. 

Analicemos cudles son 10s componentes caracteristicos de una funcidn 
ritmica (98). Para ello nos basaremos en una simplificacidn geombtrica, 
representando a nuestro "ritmo biol6gico tipo" por una funcidn cosenoidal (Fig. 
2). lnmediatamente son aparentes dos componentes fundamentales de la 
funcidn: su amplitud - la fluctuacidn entre valores mkimos y minimos, medida 
en las unidades que correspondan a la variable: grados, gramos, indices de 
estado de dnimo, etc. -, y el perlodo, o sea el tiempo transcurrido desde que la 
funcibn atraviesa un valor determinado de su amplitud hasta que vuelve a1 
mismo valor. El periodo se representa por la letra griega tau (7). 

Muchas veces es m b  c6modo hablar de frecuencias en lugar de periodos, o 
sea del nlimero de ciclos que ocurren por unidad de tiempo. Claro estd, la 
frecuencia no es otra cosa que la inversa del periodo. Por ejemplo, si entre la 
aparicidn de un evento y el momento en que dicho evento se repite 
transcurren 30 minutos, y la unidad de tiempo es la hora, entonces en la 
unidad de tiempo ocurrirdn dos ciclos wmpletos. Por lo general, la frecuencia 
se utiliza para caracterizar ritmos m& bien r6pidos (como el del electroencefa- 

r): nos referimos a que no escapan a la regla de ser clasificadores exhaustivos. Algunos 
lectores suspicaces tal vez se preguntaran si no escapan a la regla de ser "cientificos", ya que 
la joven Cronobiologia no goza aljn de buena prensa, en un universo plagado de biorritrnos, 
"manosantas", "dietas de la krna" y otras pseudocronobiokgias. Baste destacar que el rSnico 
libro "serio" sobre el tema en idiorna esp-1 - una vieja y Wl traducd6n de 'Les rhytmes 
biologiques' de Reinberg - no serd encontrado en las Dbrerias en bs  anaqueles de ciencia, 
medidna o biologia. Por el contrario, el lector curioso debera procurarse su ejemplar 
revolviendo entre libros de bionitmos, dietas y astrologla (sin querer desrnerecer estos 
brillantes aportes de la ciencia modema). 



lograma o el del electrocardiograms). Cuando la frecuencia se mide en ciclos 
por segundo se utiliza la unidad "hertzw: un ritmo de 3.2 Hz es aquel en el que 
se dan 3.2 periodos de la variable ritmica por segundo. 

Flgura 2: una funcidn cosenoidal representando un ritmo biol6gico. M: mesor, A: 
arnplitud, z: perlodo, 4:acrofase. 

La amplitud, si bien de enorme importancia para la fisiologia clbica, es 
demasiado variable como para ser considerada un marcador ljtil de 10s ritmos. 
Supongamos que estamos considerando la fluctuacidn de la glucemia en un 
grupo de voluntarios sanos a lo largo del dia. Mds all& de la existencia de un 
presunto componente enddgeno de esta fluctuacidn (hoy discutido), la 
cantidad de azllcar reflejarA fielmente la ingesta de alimentos realizada a 
intervalos determinados durante el dia. Claro que siempre pueden 
estandarizarse las condiciones de las mediciones (por ejemplo, toma de 
muestras en ayunas, o luego de una comida tipo), pero aljn asi la amplitud 
presenta una incdrnoda dispersidn interindividual que invalida en gran parte 
su utilidad. 

Para aclarar mds este concepto, es interesante que el lector reflexione 
por un instante sobre lo que resulta lo fundamental en un reloj de pie: i l a  
intensidad de sus campanadas o que Ostas suenen a intervalos fijos?. Sin 
duda, preferira su precisidn (peqlodo), mAs que el volurnen de las 
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campanadas. Sin embargo, la amplitud no deja de tener cierta importancia 
cronobioldgica en algunos problemas concretes, como la adaptacidn a turnos 
de trabajo rotativos o el debilitamiento de algunos ritmos con la edad. 

A esta altura, y ya satisfechos con nuestros perlodos y amplitudes bajo el 
brazo, podemos salir por el mundo a diferendar y dasificar ritmos bioldgicos. 
Sin embargo, existe otro componente fundamental de 10s ritmos bioldgicos, no 
mendonado hasta ahora: su fase. La fase describe en qu6 momento de la 
escala temporal estA ubicado el ritmo biol6gico en estudio; a qu6 hora ocurre 
el pico diario de temperatura, o en qu6 estaci6n del aRo se aparea una 
determinada especie. En general, la fase estd relacionada con otra funci6n 
peri6dica de referencia, la cud puede ser extema (hora del dla) o bien interna 
(otro ritmo bioldgico). Para caracterizar la fase, lo m4s usual es ubicar el 
momento del miiximo de la variable en estudio, y a este tiempo se lo denomina 
"acrofase". 

Los ritmos bioldgicos se clasifican por su periodo. Asi, las funciones 
ritmicas se extienden a trav6s de varios drdenes de frecuencia, desde un ciclo 
por milisegundo hasta un ciclo cada varios aAos. Un resumen de esta 
clasificacidn fue mostrado en la tabla 1. Hemos ya seAdado que 10s ciclos que 
m& atenci6n han recibido, debido a su creciente importancia biombdica, son 
aqu4llos cuyo periodo fluctlia alrededor de 24 horas (Ilamados "circadianos"). 

Se definen como circadianos a 10s ritmos de periodo de 20-22 horas 
como limite inferior, y de 26-28 horas como limite superior. Los ritmos de 
periodicidades mas rapidas son llamados ultradianos, mientras que 10s de 
menor frecuenaa se denominan infradianos. Se denomina "mapa de fases" a 
la descripcidn de las acrofases sucesivas de 10s distintos ritmos circadianos 
en un individuo. Estos valores pico ocurren en una caracteristica secuencia 
durante el dia. El mapa de fases revela las reladones de orden y temporales 
de causa-efecto en la interaccidn normal entre 10s distintos procesos 
fisiol6gicos. Los mapas de fase se modifican transitoriamente en 10s viajes 
transmeridianos o en 10s turnos rotatorios de trabajo, no ddndose la 
resincronizacidn de 10s distintos ritmos a la misma velocidad. Tal disociacidn 
es la causa de la fatiga y bajo rendimiento detectados en esas situaciones. 

1.6 Los circarritmos 

Hemos visto que 10s ritmos bioldgicos responden a verdaderos "relojes" 
intemos con un periodo enddgeno codificado geneticamerite. Ese periodo es 
sincronizado par factores ambientales o "exdgenos". Para poder expresar el 
componente enddgeno del ritmo, debemos mantener al organism0 alejado de 
toda influencia ambiental que pueda si ronizar o "dar la hora" al ritmo en "F 



estudio. En ausencia de patrones ambientales, se dice que 10s ritmos estan en 
"libre curso" ("free-running"), y se ha comprobado que 10s periodos 
enddgenos que expresan son en general cercanos a 10s de las 'variables 
externas que 10s sincronizan. Dado que el periodo del ritmo de libre curso se 
aproxima a1 de la variable ambiental que esta reflejando, el prefijo "circa" fue 
introducido por Franz Halberg para caracterizar a 10s ritmos que en la 
Naturaleza son de periodicidad diaria, pero que en el laboratorio, y en 
condiciones constantes, pueden aparecer como "circadianos". 

El uso del mismo prefijo "circa" fue extendido por Jurgen Aschoff (16), 
adoptandolo para otras periodicidades como las de 10s ritmos "circamareales", 
"circalunares" y "circanuales". Para que un ritmo bioldgico corresponda a 
alguna de estas categodas, no s61o debe demostrarse que el periodo es el 
adecuado, sin0 que la oscilacidn es end6gena y autosostenida, es decir, 
permanece en condiciones de constancia ambiental. 

Por supuesto, en la Naturaleza ritmos de diversas frecuencias interactlian 
estrechamente entre si para dar un estado fisioldgico de funcionamiento 
bptimo. 

1.7 Cronofisiologia 

Muchos procesos bioquimicos, fisioldgicos y conductuales fluctlian 
ritmicamente con una periodicidad diurna o anual en condiciones naturales. 
Estos ritmos bioldgicos estan bajo el control de "relojes bioldgicos" presentes 
en el SNC (56, 128, 180, 21 5). 

En 10s mamiferos, el reloj circadiano involucrado en la generacidn de 
muchos ritmos diarios estA constituido por 10s nrjcleos supraquiasm~ticos 
(NSQ) del hipotAlamo (142, 201, 203). Para demostrar que 10s NSQ 
representan verdaderos relojes se transit6 por una verdadera odisea 
cronobiol6gica, marcada por 10s hitos siguientes (1 16): 

i- la lesi6n de 10s NSQ elimina la ritmicidad de diversos parametros (ritmo 
actividad-reposo, ingesta de Iiquidos, secrecidn de determinadas hormonas, 
etc.) ; 

ii- 10s NSQ mantienen ritmicidad "in vitro", tanto de pardmetros 
bioeldctricos como neuroquimicos; 

iii- el transplant8 de NSQ fetales a animates con 10s nlicleos lesionados 
restaura la ritmicidad perdida; 

iv- en el caso de mutaciones que modifican el periodo circadiano, 10s 
transplantes de NSQ mantienen en 10s hudspedes el periodo original. 

I 
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Debe mencionarse tambi6n el hecho de que recientemente se han 
descripto oscilaciones circadianas independientes el NSQ en la rata, aunque 
todavia no esthn muy bien comprendidas (100). 

Para numerosas especies, el ciclo luz-oscundad es la sefial primaria 
ambiental que sincroniza y reajusta el reloj circadiano a un period0 de 
exactamente 24 h (44). Fue una coincidencia afortunada que Moore (142) 
describiera una via que, a partir de la retina, proyecta directamente a 10s NSQ. 
Ldgicamente este "haz aberrante" (porque no cumplia las funciones de un 
nervio dptico que se precie de tal) fue llamado "hat retinohipotaldmico", y es 
de fundamental importancia en el acoplamiento del sincronizador ambiental 
(ciclo luz-oscuridad) y el reloj (NSQ). Nuevamente, nos vemos obligados a 
citar a uno de nuestros mentores, Julio Cortkar, quien, precediendo a todos 
estos tecnicismos profetizd "El tiempo entra por 10s ojos. Eso lo sabe 
cualquiera". 

Parece claro que estos fendmenos deben evidenciarse en diversas funciones 
org8nicas. La medicidn de la longitud de las horas de luz y oscuridad 
(fotoperiodicidad) es fundamental para una adecuada funcionalidad 
estacional, y tambib para la regulacidn de 10s ritmos diarios. La longitud de la 
noche es evaluada a partir de una seRal circulante, la hormona pineal 
melatonina (N-acet i l  5-metoxi tr iptamina) (Fig. 3)  
(9,13,23,27,36,92,170,181,182,227,210). Esta es la base tanto de un reloj 
como de un "calendario" bioldgico, este liltimo participante en 10s cambios 
estacionales en la funcidn de diversos drganos y aparatos, como p. ej., la 
reproduccidn (1 10). Debe notarse que ambos ritmos geoflsicos, el dia y el aAo, 
tienen la regularidad necesaria como para ser usados como sefial en las 
respuestas correctivas que se inician en anticipacidn a un estimulo 
temporalmente predecible. 

, 

Figura 3: Fbmula de la melatonina. 
Tal funcidn predictiva del sistema circadiano es preponderante, y 

confiere ventaja adaptativa a1 organism0 pues activa respuestas efectoras con 
la antelacidn suficiente como para que Sean adaptativamente adecuadas 



nocturnas, diurnas o crepusculares de acuerdo al momento en que muestran 
su actividad, indica la poderosa fuerza modeladora que la noche y el dia han 
tenido en el proceso de la evolucidn. Igualmente, el desarrollo de conductas 
estacionales como la hibernacidn o la actividad reproductiva, subraya la 
importancia de 10s ritmos anuales en la funcidn bioldgica (56,170,184). 

1.8 La gldndula pineal 

La pineal es uno de esos misterios que nos pusieron encima de la cabeza 
(literalmente). Para Descartes, autor de bellas especulaciones sobre la pineal 
humana, a la que visionariamente relaciond con 10s ojos, era nada menos que 
la sede del alma (Fig. 4). 

Figura 4: La pineal cartesiana y su versi6n actual. 

Es necesario destacar (para mantener el rigor cientifico del presente 
trabajo de tesis), que la propuesta cartesiana de la relacidn pineal-alma no ha 
sido adn afirmada ni refutada. Esta idea fue tambien tomada por el escritor 
argentino Bioy Casares en su novela "Dormir a1 sol" (1973), en la que 
podemos leer el siguiente didlogo: 

'- ~Recuerda lo que decla Descartes? ANO? C6mo se va a acordar si nunca lo ha 
leldo. Descartes pensaba que el alma estaba en una gldndula del cerebro. 

Dijo un nombre que son6 como 'pineral' o 'mineral'. Pregunte: 
- LEI alma de mi senora?" 



Los hindljes han situado en la pineal humana a uno de sus chakrams, o 
centros de energia. Para beneplficito de este trabajo de tesis, el "ajna- 
chakram", donde esta situada nuestra heroina neuroendocrina, representaria 
al importantisirno "tercer ojo". Otra idea acerca de la pineal la da el 
escandaloso Henry Miller, quien de paseo por el Tropico de Capricornio nos 
ensefia que la mlisica tonifica el alma, y es percibida a traves de la glandula 
pineal. 

En el sigio XIX, tal vez con mayor criterio que el demostrado por el 
presente tesista, la pineal 11eg6 a ser considerada "incomprensible", y, peor 
a h ,  "insig nificante". 

Pero ahora vayamos a la etapa cientffico-canbnica. El estudio de la 
glandula pineal, en apenas unas decadas, ha pasado de una etapa en la que 
evocaba escepticismo y perplejidad, a adquirir no solo respetabilidad 
cientifica sin0 tambibn gran inter& biol6gico y medico. Numerosas 
investigaciones recientes han redefinido la funcidn pineal, a trav6s del 
reconocimiento de la importancia de 10s ritmos circadianos en la fisiologia de 
todas las especies incluyendo el hombre, asF como la posibilidad de nuevas 
perspectivas en la terapbutica de ciertos trastomos cronobiolbgicos, que 
incluyen algunos tipos de depresi6n y disturbios del suefio, "jet-lag", posible 
control de canceres hormono-dependientes, y en la ganaderia, para el 
mejoramiento del ganado ovino y equino. Si hemos de ser sinceros, debe 
afirmarse que, como con cualquier entidad (gl8ndula, nlicleo, sustancia) de la 
que desconocemos su funcibn, la pineal y su hija dlecta, la melatonina, han 
sido propuestas como participantes en casi todo proceso fisiol6gico de 
relevancia (9,27,92,170,181-183). 

La glandula pineal (o epifisis cerebral) pertenece al grupo de 10s 6rganos 
circunventriculares, que derivan de cblulas ependimarias y se encuentran 
situados fuera de la barrera hematoencefalica y en comunicaci6n con el 
sistema ventricular (227) (Fig. 5). 



Figura 5: Dos versiones de la ubicacibn de la pineal. 

La pineal se origina a partir de una evaginacion neuroepitelial del techo 
del diencbfalo, que en el hombre es evidente durante el zQ mes de vida 
intrauterina. En el hombre adulto pesa alrededor de 100 a 200 mg y esta 
ubicada en el borde posterior e inferior del cuerpo calloso, entre ambos 
tuberculos cuadrigeminos superiores y en proximidad anatomica con el tercer 
ventriculo. Se halla encapsulada por la piamadre, desde la cual le llegan 
vasos, fibras nerviosas amielinicas y estroma conjuntivo (227). El flujo 
sanguine0 pineal sigue en importancia a1 flujo renal, lo que de por s i  
constituye una prueba en contrario de la naturaleza vestigial con que se ha 
rotulado a la epifisis durante afios. El origen de tal teoria fue seguramente el 
hallazgo de calcificaciones en el tejido, observadas ya en algunos casos 
durante el desarrollo intrauterino; sin embargo, se sabe que estas 
concreciones calcareas no tienen implicancias en la funcionalidad glandular 
(228,229). 

El drgano pineal se caracteriza por una gran variabilidad a traves de la 
escala zoologica. En peces y anfibios contiene cblulas fotorreceptoras 
semejantes a las retinianas. En mamiferos es tipicamente endocrina, 
careciendo de fotorreceptores desarrollados. Existen suficientes evidencias 
experimentales como para suponer que 10s pinealocitos endocrinos de 10s 
vertebrados superiores resultan de la evolucidn filogbnetica de celulas 
fotorreceptoras presentes en las formas mAs primitivas (1 63,227-229). 

Si bien no es del todo conocida su funcidn en una cantidad de procesos 
fisioldgicos, podemos afirmar que la gldndula pineal es el principal mediador 
de la respuesta fisioldgica ante 10s ritmos anuales y un potente modulador de 
10s ritmos circadianos. La pineal es la principal interfase entre el medio 
ambiente luminoso y el SNC y endocrino; su funcidn primaria es la secrecidn 



de melatonina, una seiial producida en funcidn del estado de iluminaci6n 
ambiental (7, 27, 35, 69, 92, 11 0, 170, 181, 182, 21 5, 237). 

La sintesis de melatonina se inicia con la captacidn de triptbfano por 10s 
pinealocitos, parte del cual es utilizado para la produccidn de proteinas, 
mientras que una fracci6n cuantitativamente mayor es convertida a 
indolaminas. Los niveles de triptdfano son mAximos cerca del final del periodo 
de luz y disminuyen durante el periodo de oscuridad. El tript6fano es 
convertido en 5-hidroxitript6fano y serotonina (5-HT), por la accidn sucesiva 
de las enzimas tript6fano hidroxilasa y decarboxilasa de aminodcidos 
aromhticos. Las concentraciones de 5-HT pineal son las mas elevadas del 
organismo y son precursoras de compuestos bioldgicamente activos como la 
melatonina (9,27,34,37,43,45,74,115,227). 

La via endocrina especifica y prioritaria del metabolismo de 5-HT 
intrapineal es su conversidn a melatonina, la cud comprende dos reacciones 
enzimhticas. En primer termino, la 5-HT es acetilada a N-acetilserotonina por 
la acci6n de la enzima serotonina-N-acetiltransferasa (NAT), paso limitante en 
la biosintesis de melatonina. A continuacibn, otra enzima, la hidroxindol-0- 
metiltransferasa (HIOMT), transfiere el grupo metilo donado por la S- 
adenosilmetionina a la posicidn 5-hidroxi de la N-acetilserotonina, dando 
como resultado la formaci6n de melatonina (45). 

Un hecho remarcable en la bioquimica pineal es la capacidad de las 
enzimas NAT y HIOMT para responder reidamente a cambios en luz 
ambiental con actividades altas en la oscuridad y bajas durante el dia, en 
todas las especies, incluida la humana (9,115). Esta particularidad tiene un 
corolario obvio: 10s ciclos normales de luz y oscuridad, generan un ritmo 
paralelo en la producci6n de melatonina, el que provee al organismo de una 
seflal circulante indicativa de la longitud del fotoperiodo (27) (Fig. 6). 

NAT 
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Figura 6: Ritmos diarios en la produccidn de melatonina y precursores en la glhdula 
pineal de la rata. 



La sintesis de melatonina no es exclusiva de la gldndula pineal; tambien 
estd present8 en retina, glaindula harderiana, intestino y gldndulas lacrimales 
(45). Sin embargo, la pinealectomla (Px) en mamiferos, asi como tambien en 
pacientes con pinealomas, resulta en niveles plasmdticos indetectables de 
melatonina; esto ha llevado a1 concept0 de que la produccidn extrapineal de la 
hormona tiene una accidn exclusivamente local (9,23,27,115,181,227). 

La hormona melatonina se secreta por un mecanismo de difusi6n simple 
primariamente hacia la sangre, penetrando en diversos humores corporales, 
como el liquido amnidtico y liquido cefalorraquldeo (27). La melatonina no se 
almacena, de tal forma que la variacidn diaria en la biosintesis o contenido 
tisular del metoxindol es un indicador de la secrecidn glandular. La 
concentracidn intrapineal de melatonina en humanos varia entre 10s valores 
diurnos y nocturnos de 50 a 40 000 nglg respectivamente (9). La melatonina 
circula en plasma unida en un 80% a la albllmina y el resto en forma libre (32), 
presentando un ritmo circadiano, con valores mdximos nocturnos que oscilan 
entre 100 y 200 pglml en humanos (9,80,233). El pico de secrecidn se halla 
entre las 2 y las 6 de la manana, sin relacidn con la fase de sueno. La amplitud 
del pico secretorio estd influida por diferentes factores (9): 

i-la edad: las diferencias manana-noche en la concentracibn de 
melatonina plasmdtica son entre 3 a 5 veces mayores en 10s ni:os y menores 
en los andanos, en comparacidn con lo hallado en 10s adultos. 

ii-la estacidn del ano: en verano, el comienzo de la secrecidn de la 
hormona, por lo general se adelanta una hora y en invierno se retrasa. 

iii-el ciclo menstrual: en la fase preovulatoria estd descripto una 
disminucidn de la secrecidn (9). 

iv-estilos de vida, tipos de trabajo, que condicionan diferentes tiempos de 
exposicion a1 sol. 

v-drogas que disminuyen la amplitud del pico nocturno de melatonina, 
tales como bloqueantes a adrendrgicos y BZP; drogas que lo incrementan: 
antidepresivos triciclicos, neuroldpticos como clorpromazina, in hibidores de la 
MAO. 

vi-efecto de la luz: la luz brillante artificial de una intensidad aproximada 
de 2500 lux (similar a la hallada en el mediodia de un dia de verano), anula el 
pico nocturno dentro de 10s 10 a 20 min de la exposicibn, retornando la 
melatonina a su valor dentro de 10s 40 min de nueva oscuridad. La misma 
intensidad luminica aplicada por la manana adelanta el pico secretorio, y por 
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la tarde, en las liltimas horas de luz, lo retrasa. EstA demostrado que la luz 
fluorescente presente en hogares y lugares de trabajo, con una intensidad 
promedio de 200-400 lux, no suprime la secrecidn de la hormona. 

vii- estres: diferentes tipos de estrds inducidos en animales, tales como 
cirugia, hipoglucemia e inmovilizacidn, aumentan el contenido pineal ylo la 
secrecidn de melatonina; el ejercicio en el hombre puede incrementar la 
secrecidn. 

La melatonina se metaboliza perifericamente en el hlgado en un 90% a 
travds de la hidroxilacidn en posicidn 6, para formar un compuesto 
considerado inactivo, la 6-hidroximelatonina (6-OH-melatonina), que luego se 
conjuga con acid0 sulflirico (70-80%) o glucurdnico (5-30%), formas de 
excrecidn fundamentales en orina y heces (Fig. 7) (9,23,80,99,118,130). La 
melatonina remanente (I%), permanece inalterada o como el metabolito no 
inddlico N-acetil-5-metoxiquinurenamina (1 5%). La 6-OH-melatonina 
plasmdtica, asi como su principal producto urinario, la 6-sulfatoximelatonina, 
guardan una buena correlacidn con 10s niveles plasm&ticos de melatonina y 
son representativos de la produccidn diaria de la hormona y de la magnitud del 
pic0 nocturno de la hormona (80). En el SNC, la metabolizaci6n de la 
melatonina implica la ruptura del anillo inddlico, con formacidn de N-formil-5- 
metoxiquinurenamina y N-acetil-5-metoxiquinurenamina, compuestos de 
comprobada accidn bioldgica (99). 
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Figura 7: Biosintesis y metabolismo de la melatonina. 



La investigacidn dinica orientada a elucidar la naturaleza y funcidn de la 
gldndula pineal ha tropezado con una serie de dificultades derivadas de su 
particular funcionamiento (46). En primer lugar, la carencia hasta hace poco 
tiempo de metodos reproducibles para la estimacidn de las hormonas pineales 
en plasma, necesaria teniendo en cuenta que sus niveles diurnos son 
prdcticamente indetectables (< de 20 pglml) y 10s nocturnos apenas superan 
en un orden de magnitud esta cantidad. La melatonina puede determinarse por 
cromatografia gaseosa y por radioinmunoandlisis en sangre, saliva y orina 
(39, 23). En segundo lugar, la hormona muestra un ritmo circadiano con 
mdxima secrecidn nocturna, lo que hace dificultosa la obtencidn de las 
muestras. Por otra parte, este ritmo circadiano es poco susceptible de ser 
modificado agudamente por variaciones humorales o drogas, por lo cud se 
carece de pruebas de estimulaci6n o inhibicidn de melatonina de utilidad 
clinica (9). 

Si bien la secrecidn de la hormona es reproducible dia a dia en un mismo 
individuo, existe un amplio rango de dispersidn interindividual (9). Asimismo, 
debe destacarse que, aunque 10s niveles circulantes de una hormona son una 
indicacidn de su actividad bioldgica, en numerosas ocasiones un cambio de 
sensibilidad del tejido efector (p.ej., descenso o aumento en el nllmero de 
receptores especificos, 27,36,121,182,218,240) condiciona modificaciones 
en la actividad hormonal sin cambios en 10s niveles circulantes de la hormona. 
Por todo lo sefialado se hace dificil el obtener conclusiones de 10s estudios 
clinicos que tratan de analizar el papel de la glandula pineal en diferentes 
situaciones, a traves de la mera determinacidn de la concentracidn plasmatica 
o urinaria de la hormona o de sus metabolitos. En una sene de trabajos 
recientes de nuestro laboratorio se ha validado la aplicacidn de las plaquetas 
como marcadores perifdricos de la actividad hormonal de la melatonina 
(64,65). 

La actividad biosintetica y secretoria de la glandula pineal responde 
primariamente a estimulos luminicos (regulacidn de tip0 neural) y 
secundariamente a estimulos hormonales provenientes de 10s tejidos 
penf4ricos (regulacidn de tipo hormonal) (27,28,34,37,40,41,227). Existe una 
evolucidn filogen6tica en la respuesta pineal a la luz (45,163). En 10s 
vertebrados inferiores la glhdula pineal es un fotorreceptor, semejante a1 ojo 
humano, que traduce un estimulo extemo (luz) en un impulso nervioso. En las 
aves, la gldndula pineal es un transductor fotoendocrino, ya que responde en 
forma directa a 10s cambios de luz, modificando la tasa de secrecidn hormonal. 
En 10s mamiferos es considerada un drgano endocrine con propiedades de 
transductor neuroendocrino, ya que la informacibn fdtica, canalizada a traves 
de una seAal de la via simpdtica, la norepinefrina (NE), arriba a la glandula 
pineal dando lugar a una secreci6n hormonal, la melatonina. 



En 10s mamiferos, la informaci6n luminosa ambiental es captada por 10s 
fotorreceptores retinianos y se transmite al hipotdlamo anterior (NSQ) por el 
camino monosinaptico que mds arriba menciondramos, el haz 
retinohipot~lamico (1 42). Desde la via 6ptica principal (cuerpo geniculado 
lateral) existen tambien proyecciones hacia el NSQ. Desde estos peque:os 
nlicleos hipotalamicos un segundo grupo de fibras viaja hacia la regi6n 
hipotalamica periventricular y tuberal media, y luego a1 hipotalamo lateral, 
cuyas neuronas finalmente proyectan a la columna intermediolateral de la 
medula espinal (1 15,142). Alli se originan las conexiones preganglionares que 
llegan a 10s ganglios cervicales superiores (GCS), para finalmente arribar a la 
glandula pineal a traves de las fibras postganglionares noradrenergicas. La 
exposicidn de un animal a la luz mantiene inhibida la actividad electrica de las 
neuronas ganglionares, mientras que la interrupci6n del estimulo luminico 
produce una inmediata activacidn neuronal (27). 

La NE liberada por las fibras simpdticas postganglionares interactlja con 
receptores a1 adrenbrgicos, lo cual conlleva a una serie de eventos 
metabdlicos: aumentos del potencial de membrana, increment0 de la actividad 
de la adenilato ciclasa y de 10s niveles de AMP clclico (AMPc), sintesis de 
ARN y proteinas, y activacidn de enzimas involucradas en la sintesis 
hormonal, tales como NAT y HlOMT (37,45,115). El nlimero de receptores a1 
adrenbrgicos aumenta durante la segunda mitad de la fase de luz, y con la 
estimulacion adrenergica iniciada en la fase de oscuridad se produce una 
disminucidn de receptores al, "down-regulation", en el transcurso de la 
noche. 1 j ,  j 

El esquema sobresimplificado de regulaci6n pineal (NE -> receptores 
adrenergicos a1 -> aumento de AMPc -> sintesis y-liberaci6n de melat-onina) 
ha sido reemplazado recientemente por un modelo mas complejo, "multi- 
seAalw, del control de la secrecidn de melatonina (3437). Esta evolution 
conceptual se basa en distintos hallazgos. - 1 '  

J ; I '  1 
En primer termino, se ha descripto la presencia de receptores p l  

postsinapticos, 10s cuales potencian el efecto al, a travhs de una serie de 
eventos que incluyen: activaci6n de fosfolipasa C, movilizaci6n de calcio 
citosblico, activacidn de proteina-quinasa C y fosfolipasa A2, producci6n y 
liberacidn de prostaglandinas (PO), tromboxanos y leucotrienos (34,37, 
74,206). 

En segundo termino, existen investigaciones neuroanatdmicas y 
electrofisiol6gicas que avalan la existencia de una inervaci6n central que 
contribuye a1 control secretorio de la gldndula. Esto se correlaciona con el 
hallazgo de varias poblaciones de la pined, ademds 
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de las clasicas catecolamin6rgicas. Se trata de terminales que contienen 
vesiculas grandes, que corresponden a fibras peptiddrgicas y otras con 
vesiculas peque:as, que podrian corresponder a terminales colindrgicos ylo 
aminoacid6rgicos (228,229). Se han identificado tambidn numerosos sitios 
aceptores para neurotransmisores o neuromoduladores en la glandula pineal 
de mamiferos, entre ellos "binding" de glutamato, receptores para GABA tipo A 
y B, BZP (centrales y perif6ricos), 5-HT (S2), acetilcolina (muscarinicos), 
sustancia P, polipdptido intestinal vasoactivo (VIP), dopamin6rgicos, 
neurop6ptido Y (NPY), opioides y diversas hormonas (28,40,41,55,74). 

En tercer tbrmino, existen evidencias claras acerca de un control 
paracrino de la actividad pineal. Un caso recientemente identificado en 
nuestro laboratorio es el del sistema GABA6rgico. que cumple con una serie 
de requisitos para ser considerado una senal paracrina (193). El GABA pineal: 
a)-es sintetizado por una subpoblacidn de pinealocitos; b)-es liberado por 
estimulos fisioldgicos que arriban a la glandula; c)-10s receptores para GABA 
tip0 A y B caracterizados farmacoldgicamente, producen respectivamente 
inhibicidn de la liberacidn de melatonina inducida por NE (efecto 
postsinaptico) y de la liberacidn de NE de las terminaciones nerviosas (efecto 
presinaptico) (34,192,194,196). 

1.9 Receptores de rnelatonina 

La melatonina ejerce sus efectos a trav6s de la interaction con 
receptores especificos. Los receptores cerebrales para melatonina fueron 
identificados en nuestro laboratorio en 1979 mediante el empleo de [3H]- 
melatonina como ligando en membranas de hipotalamo bovino, corteza 
cerebral y cerebelo (38). La coexistencia de 10s sitios de union de [3H]- 
melatonina en citosol y membrana fue posteriormente descnpta en diferentes 
zonas del cerebro (1 24,153, 1 59). Estudios de afinidad con distintos analogos 
de la melatonina indicaron que 10s grupos 5-metoxi y N-acetilo son necesarios 
para dicha uni6n. La constante de disociacidn (Kd) de 10s sitios descriptos con 
PHI-melatonina como ligando es del orden de 104 -1 0-9 M. 

Con la introduccidn del compuesto [2-12511-melatonina como marcador de 
sitios de union para la melatonina (222) se identificaron, por m6todos 
bioquimicos y autorradiograficos, una poblacidn de sitios receptores con un 
Kd subnanomolar en NSQ, pars tuberalis, area postrema, y en retina de pollo y 
cerebro de hthster (68,70-72,121,125,146,158,184, 1 85,202,239, 240). Los 
estudios de wmpeticidn realizados para 10s sitios reconocidos por [2-12511- 
melatonina en cerebro de hamster y retina de pollo, revelaron que melatonina, 
2-iodomelatonina, 6-cloro-melatonina y 6-metoximelatonina presentan una 



afinidad similar para el binding, mientras que 6-OH-melatonina fue 60 veces 
menos potente. Mediante el uso de la [2-12511-melatonina se demostr6 tambibn 
la existencia de 10s sitios receptores de baja afinidad (Kd nanomolar) 
revelables por melatonina tritiada (72,158,202,238). ~ o m o  conclusi6n de 
estos estudios fue propuesta la clasificaci6n de 10s sitios de union para la 
melatonina resumida en la Tabla 2. 

Tabla 2. Tipos de receptor, localizaci6n, especificidad y sefiales 
intracelulares para la melatonina en el SNC. 

t i p  localizaci6n especificidad mecanismo intracel. 
---------------------------------------------------------------------.--*------------------------- 

ML-I n.supraquiasrn& 
Kd- 0.1 nM tiw, pars tube- 
Brnax= 8-1 0 ralis, retina 

frnoVmg prot 

ML-2 hipot Alarno, 

Kd= 1-1 0 nM wrt.cerebra1, 
Bmax= 20-1 00 cerebelo, 
fmoVmg prot hipocarnpo 

M L-3 

Kd= 100 nM 
Brnaxd 90-360 
fmoVmg prot 

glAndula pineal 

melatonina* protelna G (Gi, Go) 
6-OH-melatonina>> inhibicidn de 
N-acetilserotonina adenilato dclasa 

rnelatonina, Ca2+, GMPc, AMPc, 
N-acetilserotonina>> prostaglandinas 
6-OH-melatonina> 
5-HT 

Se muestran 10s valores de las constantes de disociaci6n (Kd) y concentraci6n 
mkima de sitios de uni6n (Bmax) para cada uno de 10s subtipos de receptor de 
rnelatonina descritos. 

Los ML1 son m&ximos durante las horas de la mafiana (131) y se 10s 
involucra en el efecto inhibitorio de la melatonina sobre la liberaci6n de 
dopamina en retina de pollo y conejo (68,69). Los sitios de "binding" 
nanomolar (ML2) muestran diferencias circadianas en su ndmero, con un 
m6ximo en las liltimas horas de luz, momento de mayor sensibilidad 
neuroendocrina demostrada para la melatonina (218,240). La supresidn de la 
ritmicidad en 10s niveles de melatonina por Px, desne~aci6n pineal o 
exposici6n a la luz continua, elimina las diferencias maAana-tarde en el 
nlimero de receptores ML2 en SNC (36). Un ejemplo de correlaci6n entre 



"binding" a1 receptor ML2 y actividad bioldgica lo brindan 10s experimentos en 
ratas desnutridas, donde la deprivacidn proteica se acomparia de incrementos 
significativos en el nljmero de sitios de unidn de [3H]-melatonina en membrana 
de cerebro, asi como de una mayor sensibilidad del sistema reproductivo tanto 
a la melatonina enddgena como exdgena (29). A pesar de la aceptacidn que 
ha tenido la posible naturaleza heterogenea de 10s sitios de unidn cerebrales 
para melatonina, un punto a resolver aljn, es determinar si las afinidades 
diferentes encontradas en el "binding" reflejan la regulacidn de un solo tipo de 
receptor o representan distintos sitios de unidn (35). 

Si bien 10s sitios receptores con un Kd picomolar son daramente compatibles 
con 10s niveles circulantes de la melatonina, es importante aclarar que las 
concentraciones de la hormona alcanzadas en 10s sitios receptores en SNC 
bajo condiciones fisioldgicas y farmacoldgicas son mucho mayores (52,166). 
En nuestro laboratorio se ha determinado recientemente la concentracidn de 
melatonina por cromatografia liquida de alta presidn en hipotAlamo mediobasal 
(HMB) y glandula pineal de rata en intervalos de cuatro horas a lo largo de un 
dia. Los niveles detectados en HMB fueron aproximadamente de 10 pglmg de 
tejido a las 2400-0400 h, valores cinco veces mAs altos que 10s hallados 
durante el dia; en ambas fases del ciclo diario 10s niveles hallados se 
encuentran dentro del rango nanomolar, unas 50 veces por encima de las 
concentraciones circulantes de melatonina, lo cual indica que la hormona es 
concentrada en el hipotalamo (35). 

En cuanto a 10s eventos post-receptor, la primera indicacidn sobre la 
participacidn de 10s nucledtidos ciclicos se obtuvo al observar una 
disminucidn en el contenido de AMPc inducido por la MSH por efecto de 
melatonina en la piel de 10s anfibios (1). La Px incrementa y la administracidn 
de melatonina o su agregado in vitro (10-8 M) disminuye, la sintesis de AMPc 
en HMB de rata (147,220). Tambi6n se ha demostrado en cdlulas gliales de 
rata un efecto inhibitorio a concentraciones nanomolares de la hormona sobre 
el increment0 en la sintesis de AMPc inducido por la estimulacidn del receptor 
adrendrgico a (217). 

Estudios de las seiiales de transduccidn de la hormona en cerebro de 
lagartija y hamster y en la pie1 de 10s anfibios han revelado que la melatonina 
inhibe, a una concentracidn nanomolar, la estimulacidn de la produccidn de 
AMPc inducida por forskolina, proceso que puede ser bloqueado por la 
incubacidn previa con toxina pertussis (47,146,154,184,186,235). Estos 
resultados sugieren que 10s receptores para melatonina estan acoplados a 
proteinas Gi o Go inhibitorias de la adenilato ciclasa a travds de la cual 
producen 10s cambios en AMPc. 
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La melatonina modifica tambi6n 10s niveles de otro nucle6tid0, el GMP 
ciclico (GMPc). La inyecci6n de 1 mg de melatonina en la cisterna magna de 
conejos, incrementa la concentraci6n de GMPc en el LCR (198). 
Posteriormente se observ6 que la hormona (104 M), es capaz de aumentar la 
acumulaci6n de GMPc en HMB de rata (220). 

Basandonos en similitudes estructurales entre la melatonina y la 
indometacina, se ha propuesto que la melatonina puede deprimir la sintesis de 
PG a nivel de las celulas efectoras (33). Ambas compuestos tienen 
propiedades antigenicas comunes (como haptenos) e inhiben el incremento de 
la hormona luteinizante (LH) post-castraci6n o el inducido por esteroides, 
efecto vinculado a la produccidn de PG. En explantos de HMB de rata, la 
melatonina en concentraciones nanomolares inhibe la liberacidn de PGE2 
(28). Estudios "in vivo" indicaron que la inyeccidn intracisternal del metoxindol 
en el LCR de la coneja previene tanto la ovulaci6n como el incremento de 
PGE2 en el LCR, que sigue a la estimulaci6n del cuello del liter0 (126), y que 
la administracibn de la melatonina en ratas Px disminuye la liberaci6n de PGE2 
del HMB (133). Estos efectos fueron atribuidos a la acci6n inhibitoria de 
melatonina sobre la actividad de la ciclooxigenasa, demostrada directamente 
(1 12) o indirectamente en 10s estudios de conversidn de [14C]-araquidonato a 
derivados de la ciclooxigenasa en HMB de rata "in vitro" (69). La melatonina 
tambidn es capaz de inhibir el "uptake" de 45Ca++ inducido por K+, por su 
accidn a nivel de 10s canales de calcio voltaje-dependientes en 
preparaciones de sinaptosomas y en concentraciones de 104 M (221,239). 

1.1 0 Efectores de la melatonina: el slstema gaba6rgico central 

Desde la descripci6n inicial de un efecto neuroendocrino de la 
melatonina en la ovulaci6n de la rata, se plantearon diversas posibilidades 
sobre 10s sistemas de neurotransmisidn efectores de la acci6n de la hormona 
en el SNC. En 1968 se describid la acci6n de la melatonina sobre 10s niveles 
de 5-HT en hipotalamo y mesencdfalo (7). Estudios posteriores involucraron 
tambidn a la NE (78,89), aunque tanto en el caso de la 5-HT como de la NE, se 
carece de la prueba fundamental para avalar la hipdtesis, es decir, la 
anulaci6n de la acci6n de la melatonina por bloqueo del sistema 
monoamindrgico en cuesti6n. i 

Mas recientemente se ha propuesto que la melatonina puede ejercer su 
funci6n sincronizadora en roedores a trav6s de la interacci6n con el sistema 
GABAdrgico (191). El papel que desempefian las neuronas GABA6rgicas en 
el procesado de informaci6n neural es relevante (22). El neurotransmisor 
inhibitorio mas abundante en el SNC es el GABA, en particular en las regiones 
supraespinales del encdfalo. El GABA es el neurotransmisor en interneuronas 



(tipo Golgi II), que median la integracidn y procesado de la informacion en las 
distintas estructuras corticales y subcorticales. En particular, las interneuronas 
GABAOrgicas participan en el proceso de antagonism0 "centro-periferia", que 
destaca una via preferencial de la informacidn neural por inhibicion simultanea 
de la zona circundante (29,187). 

En relacidn a 10s ritmos circadianos, no resulta trivial relacionar a la 
melatonina con el sistema GABAOrgico central. En tal sentido es conocida la 
capacidad de 10s agentes que afectan la neurotransmision GABAOrgica para 
modificar la ritmicidad del reloj circadian0 (21 ,I 31,174-1 77). P.ej., las BZP 
facilitan la resincronizaadn de 10s ritmos circadianos a nuevos regimenes de 
luz (171,172,180), efecto que es compartido por la melatonina 
(1 0,13,49,50,139,178). Armstrong (1 2) afirma que la melatonina seria un 
"zeitgeber" interno, vale decir que constituiria el factor humoral sincronizante 
de las diversas actividades periddicas (muchas de las cuales estan 
primariamente reguladas por el NSQ). &Sera entonces posible que, al menos 
en sus efectos centrales, la melatonina sincronice 10s ritmos biologicos a 
travOs de un efecto sobre el sistema GABAOrgico? 

En estudios previos de nuestro y otros laboratorios se ha determinado 
que la inyeccidn de melatonina es capaz de modificar 10s sitios de "binding" 
para GABA y BZP en cerebro de rata (2,3,57,113,135,141,155,157). Por otra 
parte, la hormona incrementa el "turnover" de GABA (1 go), asi como su accion 
a nivel del canal de CI- en SNC (156,195). 

El presente trabajo de tesis continlia con esta linea de investigation y 
analiza diversos aspectos del sistema GABAOrgico central como posible 
efector de 10s efectos cronobioldgicos de la melatonina. 





2. OBJETIVOS 

Los experimentos aqui presentados han tenido como objetivo: 

2.1 Determinar la actividad cronofarmacoldgica de la melatonina en 10s 
siguientes mode1o.s experimentales: 

2.1.1 Actividad locornotora en el hamster 
2.1.2 Actividad analgesica en el rat6n 
2.1.3 Actividad anticonvulsivante en el hamster 
2.1.4 Actividad ansiolitica en la rata 

2.2 Verificar en una serie de modelos experimentales si el bloqueo de la 
expresi6n de 10s receptores tip0 A del GABA, obtenida mediante la 
administracidn del antagonista central de las BZP Ro 15-1 788 (flumazenil; etil- 
8-fluoro-5-6, di hidro-5-metil-6-oxo-4H-imidazo[l,5a]-[1-4] benzodiacepina-3- 
carboxlato) elimina la actividad de la melatonina. Debe notarse que 10s 
antagonistas directos del sitio receptor tip0 A del GABA (p.ej., bicuculina) o 
del canal de CI- (picrotoxina) tienen una poderosa actividad convulsivante 
"per sea lo que impide su uso con el objetivo farmacol6gico arriba planteado. 
El Ro 15-1788, carente de actividad intrinseca cuando se lo administra solo, 
ofrece una herramienta farmacoldgica ideal para analizar la actividad de la 
hormona pineal. Los modelos experimentales examinados fueron 10s 
mencionados en el punto 2.1, sumandose 10s siguientes estudios: 

2.2.1 Actividad resincronizante de la melatonina en el hamster 
2.2.2 Regresidn gonadal post-tratamiento con melatonina en el hamster 

2.3 Examinar 10s carnbios circadianos en el "turnover" del GABA de hamsteres 
sometidos a fotoperiodos estimulatorios (L:0=14:10) o inhibitorio (L:0=10:14) 
en las siguientes areas nerviosas y endocrinas: 

2.3.1 corteza cerebral 
2.3.2 hipotalamo 
2.3.3 cerebelo 
2.3.4 glandula pineal 

2.4 Estudiar las variaciones diarias del efecto postsindptico del GABA sobre 
receptores tipo A, expresado este ~lltimo por la captaci6n sinaptoneurosomal 
de en corteza cerebral e hipotalamo de hamster. 





2. MATERIALES Y METODOS 

2.1 Depresi6n de actividad locomotora 

Animales 

Se utilizaron hamsteres dorados (Mesocricetus auratus) criados en 
nuestra colonia bajo un fotoperiodo de 14:10 (L:O) (encendido de luces a las 
0600 h), con alimentacidn y comida ad libitum. Los experimentos se realizaron 
con machos adultos (1 00-1 70 g). 

Drogas 

La melatonina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) (30 pglkg - 3 
mgtkg) fue administrada en forma intraperitoneal disuelta en 1 :4 etanol:solucion 
fisiologica (v:v). Las soluciones de melatonina fueron preparadas 
inmediatarnente antes de las inyecciones, y el volumen inyectado fue de 0.2 
ml. Los anirnales controles recibieron inyecciones del vehiculo; en algunos 
experimentos se examinaron tambien animales sin inyectar. 

El antagonista del receptor central de benzodiazepinas Ro 15-1 788 
(flumazenil, donado por Hoffmann La Roche, Basilea, Suiza) fue disuelto en el 
mismo vehiculo que la melatonina y fue administrado i.p. 15 min antes de la 
hormona pineal o vehiculo en una dosis de 5 mg/kg. Las inyecciones se 
efectuaron a las 2000 h durante 5 dias, recibiendo 10s controles 2 inyecciones 
de vehiculo cada dia. 

Registro de actividad locomotora 

La actividad de 10s animales fue monitoreada y registrada por medio de 
un act6metro de dos canales Varimex (Columbus Instruments International Co., 
Columbus, OH, USA) dentro de una camara aislada sujeta a las mismas 
condiciones arnbientales que el resto de la colonia (fotoperiodo, temperatura, 
etc.). Los animales fueron transferidos a las jaulas plbticas inmediatamente 
despuds de la administracidn de las drogas y la actividad fue registrada a lo 
largo de 210-240 min como cuentas acumuladas, es decir, el nlimero de 
veces que el hamster atravesaba alguno de 10s seis sensores para cada canal 
cada 15 min. Se registraron 2 animales en forma simultanea en cada horario 
por dia. Los datos experimentales fueron almacenados para su posterior 
analisis en una computadora digital. 



Analisis estadistico 

El analisis de 10s resultados fue realizado mediante un test t de Student o 
un ANOVA de dos factores, seguido de test de Dunnett o Tukey. 

2.2 Analgesia 

Animales 

Se utilizaron ratones albinos suizos macho (20-30 g, donados 
generosamente por laboratorios Beta S.A.). Los animales fueron mantenidos en 
un regimen de 12:12 L:O (encendido de la luz a las 8 hs), con agua y comida 
ad libitum. 
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El vehiculo utilizado para las drogas (melatonina, Sigma Chemical Co.; 
naloxona, Endo Lab. Inc., USA; Ro-15-1788, Hoffman La Roche) fue etanol: 
soluci6n salina, 1 :4, vk. La cantidad total de etanol administrada no excedi6 
10s 20 ml. Los animales fueron inyectados por via intraperitoneal (1 00 ml por 
animal). Las dosis de melatonina variaron entre 5 a 30 mgfkg, mientras que la 
naloxona y el Ro 15-1 788 fueron administrados en dosis de 10 y 20 mgkg, 
respectivamente. 

Evaluaci6n de analgesia 

El umbra1 doloroso fue determinado mediante el test de plancha caliente 
("hot plate") (90). Los ratones fueron colocados individualmente en jaulas de 
vidrio sumergidas en agua caliente (temperatura del piso de la jaula 50 fl *C) 
y se registrd el tiempo de primera respuesta (TPR). El TPR se define como el 
tiempo transcurrido hasta obtener una de las siguientes respuestas: lamida de 
las patas, salto o rApido batido de las patas. La analgesia se definid como una 
diferencia significativa entre 10s TPR de ratones controles y tratados. Los 
animales fueron expuestos a la plancha caliente 15, 30 y 60 min luego de la 
administracidn i.p. de drogas o vehlculo. Se registrd tambien el TPR de 
animales virgenes de tratamiento. 

Analisis estadistico 

Los datos fueron analizados mediante la prueba t de Student, ANOVA 
factorial o ANOVA de uno o dos factores seguido de las pruebas de Dunnett o 
Tu key. , 
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Animales 

2.3 Efecto anticonvulsivante 

Se utilizaron hamsteres dorados (Mesocricetus auratus) macho adultos 
(1 00-1 50 g) criados en nuestra colonia bajo un fotoperiodo de 14:10 L:O y con 
libre acceso a comida y agua. 

Drogas 

Todas las inyecciones fueron i.p. La melatonina (Sigma) fue disuelta en 
0.2 ml de dimetilsulfdxido (DMSO) - soluci6n fisioldgica (1 :1, vlv). La solucion 
fue preparada antes de cada experimento. El dcido 3-mercaptopropionico (3- 
MPA) fue disuelto en soluci6n fisioldgica; el volumen total de inyeccidn fue de 
0.1 ml. El Ro 15-1788 (facilitado por Hoffmann La Roche) fue disuelto en el 
mismo vehiculo que la melatonina, y fue administrado 15 min antes de Osta o 
vehiculo. 

Estimacion del umbra1 convulsive 

Se registro la conducta de 10s animales tratados con 3-MPA en jaulas 
pldsticas durante un period0 de 15 min. Los cambios comportamentales 
desarrollados luego de la administration del canvulsivante fueron clasificados 
de acuerdo a una modificacidn de la escala propuesta por Ito y col (1 04), de la 
siguientes forma: (0) temblor; (2) contorsiones de la cabeza y el cuerpo; (3) 
g ran actividad espasmddica; (4) carridas y saltos violentos. La actividad 
clonica, t6nica o tdnico- cl6nica tambien fue computada. Se registraron 10s 
tiempos de primera respuesta (TPR), definido como el tiempo necesario para la 
aparicidn de la primera selial de actividad convulsiva, y 10s tiempos de 
maxima respuesta (TMR), el tiempo necesario para obtener una respuesta 
convulsiva completa. Los resultados tambien se expresaron como porcentaje 
de animales que mostraron respuesta convulsiva. 

Procedimiento experimental 

Los animales fueron estudiados a determinados intervalos a lo largo del 
dia. Se utiliz6 luz roja tenue durante 10s experimentos nocturnes. El primer 
grupo de experimentos two como objetivo determinar la existencia de cambios 
diarios en la respuesta convulsivante al inhibidor de la GAD 3-MPA. Se 
administrd 3-MPA (10-60 mgtkg) a las 1300 y 2000 h, y una dosis estAndar de 
convulsivante (30 mglkg) para evaluar la variabilidad en la respuesta en 4 
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horarios distintos (1300, 2000, 2400 y 0400 h). En todos 10s casos se 
determind el umbra1 y la calidad de la respuesta convulsiva 

En otra serie de experimentos, se administr6 melatonina (50 mglkg) o 
vehiculo 20 min antes de la inyeccidn de 3-MPA (30 mgkg en 10s horarios 
nocturnes, 40 mglkg a las 1300) en 10s mismos intervalos de tiempo arriba 
citados. Los valores de TPR y TMR fueron expresados como el cociente entre 
el comportamiento de animales tratados con melatonina y con vehiculo en 
cada intervalo. 

El ~ltimo grupo de experimentos fue realizado con el objeto de determinar 
si la actividad anticonvulsivante de la melatonina a las 2000 h depende en 
alglin grado de la accidn de receptores centrales de BZP. El Ro 15-1788 (50 
mgikg) fue administrado 15 min antes que la melatonina (50 mgkg) o vehiculo, 
lo que fue seguido 20 min mas tarde por la inyecci6n de 3-MPA (30 mgkg). 
Luego de esta liltima inyeccibn, 10s hhmsteres fueron puestos en las jaulas 
plasticas para registrar su comportamiento en la forma descripta. 

Analisis estadistico 

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de uno o dos factores, 
seguido de la prueba t de Student o Dunnett. El anaisis de 10s experimentos de 
DE 50 (dosis efectiva 50) fue realizado de acuerdo al metodo desarrollado por 
Litchfield y Wilcoxon (1 33). El anAlisis de datos categ6ricos fue realizado por 
la prueba de chi cuadrado. 

2.4 Efecto ansiolitico 

Animales 

Se utilizaron ratas Wistar macho (250-300 g) criadas en nuestro bioterio 
bajo un fotoperiodo L:O 12:12, con luz de 0600 a 1800 h. Tanto la alimentaci6n 
(aliment0 balanceado para roedores) como la bebida fueron administrados ad 
libitum. 

Drogas 

La melatonina (Sigma Chemical Co., USA), el diazepam (donado por 
Roche Argentina) y el Ro 15-1 788 (donado por Hoffmann-La Roche, Basilea) 
fueron disueltos en una soluci6n de DMSO 50%, la cud fue a su vez utilizada 
para 10s grupos controles. Se administraron 200 pl de las drogas en forma 
intraperitoneal. 



Procedimiento experimental 

Se utilizd la prueba del laberinto en cruz elevado (168). El principio de 
dicha prueba es que, al colocar a las ratas en un laberinto cuyas opciones 
son ramas abiertas o cerradas, el noble animal tender& a cruzar y mantenerse 
en las ramas abiertas. El metodo ha sido validado administrando drogas de 
probado efecto ansiolitico para luego comprobar un aumento del porcentaje de 
enfradas a las ramas abiertas y del porcentaje de tiempo pasado en las 
mismas. En 10s trabajos en los que originalmente se propuso el metodo, el 
nljmero de entradas totales (8s decir, a ambas ramas del laberinto) era grande, 
y permitia una modulacidn por drogas ansioliticas o ansiogdnicas (cabe 
agregar que nuestros experimentos fueron realizados en las mismas 
condiciones). Sin embargo, en las pruebas realizadas para el present8 trabajo 
de tesis el numero de entradas totales a las ramas del laberinto fue 
extremadamente bajo, tal vez denotando la baja propensidn de 10s animales a 
colaborar con este trabajo de tesis, o m&s probablemente una carga intrinseca 
de estres ya suficientemente alta. Una vez comprobado este inconveniente, se 
tom6 como indice ansiolitico de las drogas en estudio el nljmero absoluto de 
entradas a las ramas abiertas (ya que una leve variacidn en este parhmetro 
haria variar en proporci6n significativa al porcentaje). El nljmero total de 
entradas fue registrado, e interpretado posteriormente como comportamiento 
exploratorio. 

El laberinto fue construido en madera, y consistid en dos ramas abiertas 
de 50 x 10 cm., y dos ramas cerradas, de 50 x 10 x 40 cm, de forma tal que 10s 
pares de brazos (abiertos y cerrados) quedaban enfrentados. Para las 
mediciones, el aparato fue puesto a 50 cm. del suelo. Las determinaciones 
fueron realizadas en varios puntos horarios: 0700, 1200, 1800, 2200 y 0200 h. 
En todos 10s casos las mediciones se hicieron bajo luz tenue, debido a que la 
luz intensa es una condicidn no permisiva para la expresidn del 
comportamiento exploratorio en la rata. 

Se prepararon distintos grupos experimentales. Los grupos de melatonina 
y diazepam fueron registrados 20-30 min luego de la inyecci6n. Para evaluar 
la participation del sitio receptor central de BZP, grupos de animales 
recibieron flumazenil solo o 15 min antes de la melatonina a las 1800 h o a las 
2200 h. Para mejorar el desarrollo de la prueba, 10s animales fueron dejados 5 
min en una "arena" de madera, cerrada, luego de lo cual fueron transferidos al 
laberinto. Durante el tiempo de registro (5 min) se computaron las entradas a 
las distintas ramas, discriminando ramas abiertas y cerradas, y el tiempo 
pasado en cada uno de 10s compartimientos. Para la comparacion se utilizaron 
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10s siguientes parhmetros: nlimero total de entradas, nrjmero de entradas a las 
ramas abiertas, y porcentaje de tiempo pasado en las ramas abiertas. 

Los estudios del ritmo de la actividad de la melatonina y de la 
participacidn del sistema GABA6rgico central fueron realizados con 1 mglkg 
de la hormona, y el efecto fue comparado con grupos de animales que 
recibieron vehiculo (DMSO 50%) 6 0.5 mglkg de diazepam. Para la 
evaluaa6n mhs detallada del efecto ansiolitico de la hormona pineal se realit6 
un estudio dosis-respuesta (1-20 mglkg) a las 1200 h (en la mitad de la 
fotofase) y a las 1800 h (en el momento de transici6n L:O). 

2.5 Efecto sobre la resincronizacldn 

Animales 

Se utilizaron hhmsteres macho adultos de peso aproximado a 10s 150 
gramos, de forma tal que el peso de 10s sensores no representara mAs de un 
1% del peso corporal. Los animales fueron criados en nuestra colonia bajo las 
condiciones ya citadas, y luego de la implantaci6n de 10s sensores fueron 
colocados en jaulas individuales de vidrio provistas con una rueda de 
locomoa6n de 14 cm. de dihmetro. Si el lector curioso desea saber cuanto 
corre el noble animal a lo largo de la noche, no tiene mds que multiplicar el 
nlimero de vueltas por 43.98 cm. (perimetro de las ruedas). En una noche 
normal, puede calcularse que 10s hhmsteres corren hasta 6-7 km. 

Monitoreo de ritmos biol6gicos 

Dependiendo de la especie que se desee estudiar, se utilizan distintos 
marcadores del sistema circadiano. El ritmo diario de temperatura corporal es 
uno de ellos. Aqui surge la necesidad de un registro en el que no se perturbe a 
10s animales con cables o electrodes que dificultaran el seguimiento cr6nico 
de las variables, lo que generalmente se resuelve mediante el registro 
telem6trico. En este estudio fue utilizado un sistema (Minimitter Co. Inc.) en el 
que se registran conjuntamente la temperatura profunda, la actividad general y 
la actividad en rueda ("wheel-running") de 10s animales. Los datos son 
recogidos y analizados en una computadora AT mediante la interfase 
adecuada (se utilizo la interfase DQ-Ill, Minimitter Co. Inc., Data Sciences Inc.) 
(Fig. 8). 2 t 



Figura 8: Sistema de detecci6n de ritmos de actividad y temperatura en el hamster 

lmplantacidn de 10s sensores 

Para deterrninar la temperatura corporal y actividad general se colocd en 
10s animales un sensor intraperitoneal mediante una operacidn quirllrgica 
sencilla. Se anestesio a 10s animales con 60 mglkg de pentobarbital sbdico. 
Luego se realizd una incisidn abdominal y se introdujo el sensor, el cual 
queda suelto en la cavidad peritoneal. Los animales respondieron 
satisfactoriamente a la operacibn, requiriendose solamente una leve 
antibioticoterapia preventiva (Terramicina i.m.). Tres dias despues de la 
intervencibn se comenz6 el registro de la actividad y temperatura. 

Principio del registro telemetrico 

En principio, el sensor posee un microcircuito cuya salida es una 
oscilacidn variable con la temperatura. Los sensores se cali braron a valores 
conocidos de temperatura previamente a la operacibn. La salida de 10s 
sensores fue captada por receptores individuales, situados debajo de cada 
jaula, que interpretan la oscilaci6n y la sefial fue recibida en una computadora 
AT. Mediante la programacidn adecuada, esta seiial fue descodificada y 
convertida en grados (de acuerdo a la calibracidn anterior). 

Cada receptor posee dos antenas, de mod0 que la seAal es recibida 
doblemente. Si el animal estd quieto, la relacidn de la amplitud de la seiial 
emitida por 10s sensores que recibe cada antena es constante. Por el 
contrario, si el animal se mueve, varia la amplitud recibida en cada antena, y 
esto es interpretado como actividad general. Mediante 10s ajustes de 
sensibilidad adecuados, es posible registrar diversos niveles de esta 



"actividad general". Estas sefiales de actividad son tambien enviadas a la 
computadora, en donde son almacenadas para su posterior analisis. 

Registro de la actividad locomotora 

Muchas veces la actividad general es una variable "ruidosa", y no 
necesariamente expresa cuan precis0 es el ritmo circadian0 de 10s animales. 
Esto es particularmente importante en el caso de 10s hdmsteres, para 10s que 
suele registrarse su movimiento en ruedas de actividad. Cualquiera que haya 
tenido un hamster como mascota habr4 observado que son grandes 
corredores, y si se investiga con mayor atencibn, se notard que la hora del 
comienzo de la actividad en la rueda es notoriamente constante a lo largo de 
las noches (para desesperaci6n del suefio de 10s due:os, quienes finalmente 
decidiran aceitar esa maldita ruedita ...) 

Para registrar las vueltas que dan 10s animales en las ruedas se 
colocaron ruedas de actividad suspendidas del techo de las jaulas. En el 
borde de la rueda se fij6 un peque:o iman, el que interacciona con un 
microinterruptor situado en el techo de la jaula. Este par de elementos (iman- 
microinterruptor) es del tipo que se utiliza para activar alarmas que indiquen 
apertura de puertas. De esta manera, cada vez que la rueda d4 una vuelta, se 
activa o inactiva el interruptor superior, y esta sefial es tambien dirigida a la 
computadora, en donde es interpretada en un contador y almacenada para su 
analisis. Debe aclararse que cada seiial que es almacenada en la memoria de 
la cornputadora se graba junto con su marca horaria, vale decir que se posee 
un registro cr6nico de 10s valores de actividad (general y de rueda) y de 
temperatura junto con el registro del momento exacto en que fueron tornados. 

Procedimiento experimental 

Una vez que 10s animales se recuperaron completamente de la 
operacibn, se procedid a realizar el estudio de base de 10s ritmos circadianos 
de actividad y temperatura. lnicialrnente se registraron estos ritmos circadianos 
durante 30 dias en condiciones constantes de fotoperiodo (14:10), ambiente y 
temperatura (22 f 2*C). Posteriormente se analizb la modulacidn que la 
actividad en rueda ejerce sobre el ritmo de temperatura corporal. Para ello 10s 
animales tuvieron alternadamente acceso o no a las ruedas de locomoci6n y 
se registr6 en forma cr6nica la temperatura. Se realizaron controles con 
animales que tuvieron acceso a ruedas inmovilizadas. Para determinar que 
efectivamente se estaban registrando 10s ritmos endbgenos de actividad y 
temperatura, se realizaron experimentos de "libre curso" ("free running"), 
registrando estos ritmos bajo condiciones de oscuridad constante. Para 
determinar el periodo de libre curso se confeccionaron actogramas, y se 



determind la recta de mejor ajuste para el inicio de la actividad a lo largo de 10s 
dias. 

Experimentos de resincronizacidn 

Para estos experimentos se utilizaron aquellos animales que poseyeron 
una linea de base de 10s ritmos de actividad y temperatura extremadamente 
constante. En el dia D (tambien llamado Pearl Harbour) del expenmento se 
procedi6 a un adelanto de 6 horas de la fase de apagado de las luces, 
manteniendo a partir de ese momento el ritmo de L:0=14:10. En 10s dias 0-2, 
D-1 y Dl grupos de a1 menos 6 animales recibieron alguno de 10s siguientes 
tratamientos: 

i- vehiculo y 15 min m& tarde melatonina 1 mgkg 
ii- vehiculo y 15 min m& tarde nuevamente vehiculo 
iii- flumazenil 5 mgtkg y 15 min m h  tarde vehiculo 
iv- flumazenil 5 mgkg y 15 min m b  tarde melatonina 1 mglkg 

El volumen de cada inyeccidn fue de 100 ml, y las drogas (en cada 
grupo) fueron administradas i.p. con un interval0 de 15 minutos. Las drogas 
fueron disueltas en DMSO, vehiculo que no posee efectos sobre el reloj 
circadian0 ni sobre su expresi6n. 

Se continud el registro de 10s ritmos de temperatura y actividad de 10s 
animales hasta obtener una resincronizacidn completa de 10s mismos. Se 
definid como resincronizacidn el comienzo de la actividad locomotora o el 
aumento de temperatura por sobre un cierto umbra1 dentro de 10s 15 minutos de 
apagado de las luces. 

AnAlisis estadistico 

La variable registrada fue "dias hasta resincronizacidn", y los datos 
fueron analizados mediante ANOVA seguido de prueba de Dunnett. 

2.5 Efecto antigonadal 

Animales 

Se utilizaron hAmsteres macho adultos cnados en nuestra colonia bajo un 
fotoperfodo L:O de 14:10, con libre acceso a agua y comida. 
Drogas 
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Tanto la melatonina (Sigma) como el bloqueante del receptor central de 
BZP Ro 15-1788 (Hoffmann La Roche) fueron disueltos en etanol, y las 
soluciones a inyectar se prepararon diariamente mediante el agregado de 
solucibn fisiolbgica. Los controles recibieron una inyecci6n diaria de vehiculo 
(etanol: sol. fisiol6gica 1 :4, vlv). 

Procedimiento experimental 

Se administr6 a diferentes grupos de animales, alguno de 10s siguientes 
tratamientos, 5 dias por semana, durante ocho semanas: 

(a) vehiculo; 
(b) vehiculo + melatonina 25 pgkg; 
(c) Ro 15-1 788 (50 pgkg) + melatonina (25 pg/kg); 
(d) Ro 15-1 788 (50 pgkg) + vehiculo. 

Las drogas se administraron en el momento de transicidn luz - oscuridad; 
el Ro 1 5-1 788 fue inyectado 15 min antes de la melatonina. Al cab0 de las 8 
semanas de tratamiento, 10s animales fueron sacrificados por decapitacibn. Se 
extrajeron y pesaron las g6nadas y glhndulas accesorias. 

2.6 Determinacidn del "turnover" de GABA bajo distintos fotoperiodos y 
del influjo de cloro inducido por GABA bajo fotoperiodo estimulatorio 

Animales 

Se utilizaron hhmsteres dorados (Mesocricetus auratus) criados en 
nuestra colonia bajo un fotoperiodo de 14 horas de luz : 10 horas de oscuridad 
(14:10 L:O) (encendido de luces a las 0600 h) o animales sometidos durante 
10 semanas a un fotoperiodo de 10 horas de luz: 14 horas de oscuridad 
(enecendido de luces a las 0500 h), con alimentacidn y bebida ad libitum. Los 
experimentos se realizaron en machos adultos (1 00-1 70 g). 

Determinacibn del comtenido de GABA 

La determinacidn del contenido de GABA se realizd por la t6cnica de 
radiorreceptor (64,143). Los animales fueron sacrificados por decapitacibn, y 
sus cerebros removidos y disecados sobre hielo, mantenidndose 10s tejidos 
congelados hasta su posterior procesamiento. La homogeneizacibn se efectud 
en agua destilada. 



Para el ensayo, alicuotas de 100 ml de una preparacion cruda de 
membranas sinapticas de cerebelo de rata (aproximadamente 300 pg de 
proteinas), mantenidas en buffer Tris-citrato,pH 7.2, se incubaron con 1 00 pl 
de muestras de tejido o con varias concentraciones de ,GABA disuelto en 
agua destilada. Tambien se agregaron 100 pl de 3H-muscimol (actividad 
especifica 27.8 Cilmmol, New England Nuclear, Boston, MA, USA), en una 
concentracion final de 5 nM. La unidn inespecifica se determind en presencia 
de 200 pM de GABA y cada determinacidn se realizd por triplicado. Se 
incubaron las muestras durante 10 min a temperatura ambiente y luego se las 
centrifug6 a 12000 g durante 10 min a 4 El sobrenadante fue descartado y 
se lav6 el precipitado superficialmente 2 veces con 1 ml de buffer Tris-Citrato 
frio. La radiactividad del precipitado fue extraida con hidroxido de hiamina y 
fue cuantificada por espectrometria de centelleo liquido. 

Determinacibn del "turnover" de GABA 

La determinacion del "turnover" de GABA se realizo por la cuantificacion 
de la acumulacion del aminoacido luego de la inhibicion de la enzima GABA 
transaminasa (143). La inhibicidn enzimatica fue obtenida por adrninistracion 
(i.p.) de gamma acetileno GABA (200 mglkg) 62.5 min antes del sacrificio. Para 
prevenir el aumento post mortem del contenido de GABA se administro (i.p.) 3- 
MPA 2.5 min antes del sacrificio en una dosis de 50 mglkg (102). 

Determinacidn del influjo de 36Cl- 

Para la determinacidn de la captacion de 36CI- (148), 10s cerebros e 
hipotalamos fueron homogeneizados en buffer Hepes 10 mM (CINa 145 mM, 
CIK 5 mM, C12Ca 2.5 rnM, CI2Mg 1 mM, glucosa 10 mM) ajustado a pH 7.5 con 
Tris, en un homogeneizador vidrio-tefl6n. El homogenato fue centrifugado a 
900 g durante 15 min a 4 el sobrenadante fue descartado y el "pellet" final 
fue resuspendido en buffer hasta obtener una concentraci6n de 2-5 mg de 
proUml. Se incubaron alicuotas de 200 p1 de la suspension durante 10 min a 30 

Luego de la incubacidn, el influjo de 36CI- fue iniciado por el agregado de 
200 ml de una solucion del nucleido (actividad especifica del 36CI-, 14.3 
mCiIg, New England Nuclear, concentracidn final 0.5 mCi1ml). Luego de 5 seg 
del agregado de 36CI- con o sin GABA, el "uptake" fue detenido por medio del 
agregado de 4 ml de buffer frio y filtrado rapid0 a presidn reducida a traves de 
filtros Whatman GFIC embebidos en polietilenimina al 0.05% (a fin de reducir la 
pegada inespecifica de 36CI-). Los filtros fueron lavados 2 veces con 4 ml de 
buffer y se transfirieron posteriormente a viales de conteo. La radiactividad se 
determind por espectrometria de centelleo liquido. La cantidad de 36CI- unido a 
10s filtros en ausencia de tejido fue swstraida de todos 10s valores. El GABA 



(concentracibn final 50 pM) se agregd conjuntamente con el 36CI-, rnientras 
que la picrotoxina (1 00 pM) fue agregada 10 rnin antes. 

Analisis estadistico 

El analisis de 10s resultados fue realizado mediante un test t de Student o 
un analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores, seguido de test de 
Dunnett o Tukey. Para determinar 10s parametros de 10s ritmos de "turnover" de 
GABA se aplicd un analisis de cosinor, desarrollado a partir de un programa 
gentilmente cedido por el Grupo Multidisciplinar de Ritmos Bioldgicos 
(Universidad de San Pablo, Brasil). Este analisis consiste en realizar un ajuste 
de 10s datos experimentales a una funcidn cosenoidal de period0 variable, por 
el procedimiento de cuadrados minimos. El programa va variando 10s 
siguientes parametros de la funcidn: 

- amplitud (diferencia entre el valor medio de la funcidn ajustada y su 
m&imo o rninimo) 

- mesor (valor rnedio de la funcidn ajustada) 
- fase (tiempo al cud ocurre el maxim0 de la funcidn ajustada) 

Para el analisis de significacidn estadistica se pone a prueba la hipdtesis 
nula de que el ritmo ajustado posee amplitud nula (o sea, no es un ritmo). De 
esta manera, el criterio de ajuste significativo es que la probabilidad de 
amplitud nula sea menor al 5% (pc0.05). Tambien se puede comparar en 
funci6n del procentaje de datos experimentales que caen dentro del interval0 
de confianza de la funcibn ajustada (porcentaje ritmico, P.R.) 



3. RESULTADOS 

3.1 Depresi6n de actividad locomotora en el hamster 

La funci6n fisiol6gica mas estudiada de la rnelatonina es su 
capacidad de sincronizar la reproducci6n estacional, rnerced a la 
variaci6n diaria de sus niveles circulantes, un verdadero c6digo 
neuroendocrino del fotoperiodo arnbiental (27,102,110,123, 182,204, 
205,211). Sin embargo (y he aqui algo novedoso, por fin), se ha 
descripto tambien una serie de efectos cornportamentales de la 
hormona, corno la inducci6n de sueiio en roedores 
(1 7,101 ,I 39,141 ,I 75,207) y hurnanos (8,59,230,237), depresi6n de 
actividad rnotora y actividad analgesics y anticonvulsiva en ratas y 
ratones (4,108,122) y sincronizaci6n de actividad locomotora en 
roedores (178). Al rnenos para 10s efectos neuroendocrinos de. la 
horrnona, el horario de su adrninistracidn es critico. En hamsteres 
(102,182,204,205,211) y ratas (123) existe un period0 de 
sensibilidad maxima al cornienzo de la fase oscura, y otro secundario 
hacia el final de la noche. 

Si bien corno indicararnos en la Introducci6n de este trabajo de 
tesis, el sitio de accidn de la horrnona pineal aljn no ha sido definido, 
existen evidencias indicando al NSQ hipotalArnico corno el blanco de 
su actividad (51,113,121 ,I 85,201,203). En vista de la existencia de 
activos rnecanisrnos GABA6rgicos en el NSQ (131) es posible que la 
rnelatonina act~le sobre el sisterna circadian0 a traves de la 
rnodificacidn del cornplejo "receptor GABA A - BZP" central. 

El objetivo de esta parte del estudio fue deterrninar si la 
depresi6n de actividad locomotora inducida por la rnelatonina en 
harnsteres rnuestra la cronodependencia conocida para otros efectos 
de la horrnona pineal, y si esta acci6n es susceptible de rnodificacidn 
por el antagonista del sitio receptor central para BZP Ro 15-1788. 

Corno puede apreciarse en la Fig. 10, 10s patrones de actividad 
locornotora del hirnster en la 6a o 12a hora de luz (esto es, a las 
1200 y a las 2000 h) difieren significativarnente entre si. Al 
rnediodia se detectaron dos fases de actividad locornotora en 
anirnales intactos o inyectados con vehiculo. Con posterioridad a un 
increment0 ternprano eo la actividad, observado luego de introducir a 
10s anirnales en las jaulas experirnentales (actividad inducida por 
arnbiente novedoso, de tipo aperi6dico), esta disrninuye 
progresivarnente hasta alcanzar, a 10s 100-120 rnin, un estado de 
inactividad (revelado por la pendjente de valor cercano a 0 en 10s 



actogramas acumulativos). La segunda fase se mantuvo hasta la 
finalizaci6n del registro. 
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Fig. 10: Actividad lommotora de hdmsteres a las 1200 o 2000 h (4ta. y 12da. hora de 
la fase de luz del fotoperldod diario). La actividad fue registrada mediante un actdmetro 
de 2 canales como se describe en Material y M6todos. Se utilizaron hdmsteres intactos y 
otros inyectados i.p. cpon 0 2  ml de etanol-sc. fisiol6gica (1:4). Se muestran las medias * error estdndar de 6 animales por grupo, expresado como cuentas acumuladas: el 
ndmero de veces que 10s animales cruzaron alguno de 10s sensores en la jaula 
experimental. Se hallaron diferencias significativas entre animales examinados a las 
1200 y a las 2000 h, a cada interval0 de 15 minutos desde 10s 180 hasta 10s 210 
minutos de registro (p ~0.05, ANOVA, prueba de Tukey). 

En cambio, en los registros de las 2000 h, tanto 10s anirnales 
intactos como los tratados con vehlculo mostraron un patr6n 
relativamente constante de actividad a lo largo del registro, lo que 
se revela por el increment0 lineal en 10s actogramas 
correspondientes (Fig. 1 1). 
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hora del dia 
Fig. 11: Cambios diarios en las fases temprana (0-120 rnin) y tardia (1 20-240 min) 
de actividad locomotora de hhmsteres. Se muestran las medias f error estdndar de 4 
animales por grupo. Se encontraron diferencias significativas en la fase tardia de 
actividad como funci6n de la hora de registro: 10s valores rnedios determinados a las 
1200 h fueron significativamente menores que aqu6llos medidos a las 2000 h (pc0.05, 
ANOVA, prueba de Tukey). 

Las diferencias en el p a t h  de actividad de hiimsteres examinados a 
las 1200 y a las 2000 h se reflejan tambi6n computando el nljmero 
de cuentas acumuladas durante la fase temprana (0-120 min) o 
tardia (120-210 min) de actividad. Los resultados de este anhlisis 
estan resumidos en la Tabla 3. No se detectaron diferencias 
significativas entre las fases de actividad temprana a las 1200 y a 
las 2000 h; hemos sefialado que esta actividad responde al estres del 
nuevo ambiente y es intrinsecamente aperi6dica. En cambio, la 
actividad tardia result6 ser una 10 veces m8s intensa durante la 
noche. Los animales intactos y aquellos tratados con vehiculo 
exhibieron patrones similares de actividad locomotora, 
independientemente de la hora de registro, hecho que indica una 
relativa falta de interferencia de la manipulaci6n de la inyecci6n 
(Tabla 3). 

La Fig. 12 muestra 10s cambios en las fases temprana o tardia 
de actividad locomotora en hiimsteres, registradas durante 4 
horarios diferentes a lo largo del dia. Si bien la primera fase de 
actividad locomotriz no exhibid variaci6n diurna, la fase tardia fue 
maxima al comienzo de la oscuridad y minima al mediodia. En 
conjunto, estos resultados constituyen una evidencia mas del hecho 
reconocido de que la actividad motora del hiimster muestra un ritmo 
diario con mhimos durante la noche (46). 

I 
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Fig. 12: Efecto del tratamiento con melatonina sobre la actividad locomotora de 
hhmsteres inyectados i.p. a las 1200 o a las 2000 h. Se hallaron diierencias 
significativas entre 10s animales que recibieron la dosis mas alta de melatonina (300 
pg/kg) y 10s controles en cada interval0 registrado entre 10s 75 y 210 minutos de 
medicibn, a las 1200 o a las 2000 h (pe0.05, ANOVA, prueba t de Dunnett). 

Tabla 3. Actividad locomotora en hamster a las 12.00 y 20.00 h 

Actividad acumulativa (cuentas por intenralo) 

GRUPO 
12.00 h 20.00 h 

0-120 min 120-210 min 6-120 min 120-210 min 

lntactos 

Vehiculo 639 f 149 26f6 813f44 654 f35* 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

La actividad fue registrada hasta 210 minutos en un acttimetro dptico de 2 canales, seglin 
se describe en materiales y m6todos.Se utilizaron controles intactos y animales que 
recibieron una inyeccibn i.p. rSnica de 0.2 ml de solucidn salina-etanol (1:4). Se 
representan las medias f desviacibn standard de Ias cuentrrs acumulativas durante 10s 
intervalos consignados, ,0-120 y 120-21 0 minutos luego del inicii del experimento. Se 
utiliz6 un n=6 en cada grupo. *p<0.001 cornparado con las 12.00 h, test de Student. 

Las Fig. 13 y 14, asi como la Tabla 4, resumen el efecto de la 
adrninistraci6n cr6nica (5 dias) de 30 o 300 ~ g l k g  de melatonina 
sobre la actividad locornotora del hhmster. La dosis menor no tuvo 
efecto sobre el comportamiento locomotor a las 2000 h, y a las 1200 
h produjo un acortarniento significative de la fase temprana de 



actividad y un alargamiento de la actividad tardla. La administracidn 
de 300 pglkg de melatonina, tanto a1 mediodia como al comienzo de 
la noche, fue igualmente efectiva para deprimir la actividad 
locomotora temprana, mientras que sdlo disminuyd la fase tardla de 
locomoci6n a las 2000 h. 

ACTlVlDAD L O C O M O T O R A  DE HAMSTERS 

Fig. 13: Efecto de la duraci6n del tratamiento con melatonina (300 pgkg durante 2, 5 
6 10 dias) sobre la actividad locomotora de hdmsteres a las 1200 o a las 2000 h. Los 
controles recibieron administraci6n i.p. de vehiculo. Se detectaron diferencias 
significativas entre animales inyectados durante 5 o 10 dias con melatonina y 10s 
controles a cada interval0 de medici6n desde los 60 hasta 10s 210 min de registro (1200 
h) o desde 10s 90 hasta 10s 210 minutos de registro (2000 h) (~~0.05, ANOVA, prueba 
de Dunnett). No se hallaron diferencias entre animales inyectados con vehiculo durante 
2, 5 6 10 dias (datos no mostrados). 
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Fig. 14: Efecto de diferentes dosis de melatonina sobre la actividad locomotora de 
hdmsteres luego de 5 dias de tratamiento a las 2000 h. Los resultados (media f error 
estdndar para 6 animales por grupo) se expresan como cuentas de actividad acumuladas 
para las fases temprana y tardla de actividad, esto es, 0-120 y 120-210 min. 
'=p<0.05 comparado con animales tratados con vehiculo, ANOVA, prueba de Dunnelt. 

Tabla 4 . Efecto del tratamiento con melatonina sobre la 
actividad locomotora del hamster a las 12.00 y 20.00 h 

Actividad acumulativa (cuentas por intervalo) 

Tratamiento 
min 

12.00 h 20.00 h 
0-120 min 120-210 min 0-120 min 120-210 

Vehlculo 

Melatonina 30 pgkg 423 f 85' 221 f 31 678 f 75 456 f 49 

Melatonina 300 pgtkg 186 f 105' 30 f 6 494 f 44 ' 325 f 3' . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Los animales fueron inyectados con melatonina a las 12.00 o a las 20.00 h. La actividad 
fue registrada hasta 210 minutos luego de la inyeccidn en un act6metro dptico de 2 
canales descripto en materiales y m6todos. Se indican las medias f desviaci6n standard 
de las cuentas acumulativas en 10s intervalos wnsignados: 0-1 20, 120-21 0 minutos 
luego de la inyeccidn (n=6 en cada grupo). 'pc 0.05 comparado con 10s animales 
inyectados con vehicub, ANOVA, test de Dunnett. 

Es de destacar que la actividad de la melatonina al mediodia es 
explicable por sus efectos sedantes. 10s aue han sido descriptos en 



ratones y ratas en pruebas de actividad sedativalhipntitica, 
anticonvulsivante y analgesica (1 1,166). Por ejemplo, en registros 
de locomocitin en ratbn, realizados durante el dia, cuando la 
actividad espontanea es baja, se observ6 un efecto estimulatorio 
fugaz del vehiculo (aproximadamente de 20 min detduraci6n) el que 
fue inhibido por la melatonina en forma dosis-dependiente (IC 50 = 
30 mg/kg) (166). Nuestros resultados demuestran una actividad 
sedante similar de la melatonina en hhmsteres, pero a dosis 
considerablemente menores que las descriptas para ratones (100- 
300 pglkg). 

En la Tabla 5 se resumen 10s resultados de un experiment0 
destinado a analizar 10s efectos de la administraci6n de melatonina 
(300 pglkg, 5 dias) sobre la locomoci6n de hhmsteres evaluada en 3 
momentos distintos durante la noche. El efecto depresor de la 
rnelatonina fue observado s61o a las 2000 y 0400 h y no lleg6 a ser 
significativo a las 2400 h. 

Tabla 5. Efecto del tratamiento con melatonina sobre la actividad 
locomotora del hamster a las 20.00, 24.00 y 04.00 h. 

Tratamiento 

min 

Actividad acumulativa (cuentas por intervalo) 

20.00 h 24.00 h 
0-120 rnin 120-240 rnin 0-120 min 120-240 

Vehiculo 869f126 436f 77 
Melatonina 300 ugtkg 254 f 6 7  116 f 25. 

Tratamiento 04.00 h 
0-1 20 rnin 120-240 rnin 

Veh icu lo 791 f 133 275f 36 
Melatonina 300 ug/kg 351 f 52' 64 f 7 

Los animates fueron inyectados con melatonina i.p. La actividad fue registrada hasta 240 
minutos luego de la inyecci6n en un act6metro de 2 canales segSrn se describe en 
materiales y m6todos. se indican las medias f desviacidn standard de las cuentas 
acumulativas durante 10s intervalos wnsignados: 0-120, 120-240 minutos luego de la 
inyecci6n (n=4 en cada grupo).*p< 0.05 comparado con 10s animates inyectados con 
vehiculo. Test de Student. 
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La depresi6n de la fase temprana de actividad locomotora por la 
melatonina a las 1200 6 2000 h alcanz6 significacibn estadistica 
luego de 5 dias de tratamiento, mientras que el efecto sobre la fase 
tardia de actividad (s61o encontrado a las 2000 h) lleg6 a ser 
significativo luego de 2 dias de administracidn de melatonina (Fig. 
13 y Tabla 6). A las 2000 h, la dosis efectiva minima de melatonina 
para deprirnir la actividad locomotora fue de 100 pglkg (Fig. 14). 

Tabla 6 . Efecto de la longitud del tratamiento con melatonina 
sobre la actividad locomotora del hdmster. 

Actividad acumulativa (cuentas por intervalo) 

Dias de tratamiento 

Control 

2 

5 

10 

12.00 h ' 20.00 h 
0-120 min 126210 min 0-120 min 120-21 0 min 

Los anirnales fueron inyectados con melatonina (i.p.), 300 uglkg, a las 12.00 y 20.00 h 
durante 2, 5 o 10 dias . La actividad se registr6 en la forma usual. Los controles 
recibieron inyeccidn de vehiculo durante 10 dias. Se presentan las medias f desviacidn 
standard de las cuentas acumulativas en los intervalos mencionados: 0-120, 120-210 
min luego de la inyecci6n (nu6 en cada grupo). p g0.05 comparado con 10s anirnales 
inyectados con vehlculo. ANOVA, test de Dunnett. No se encontraron diferencias 
significativas entre 10s anirnales inyectados con vehiculo durante 2, 5 o 10 dias. 

Como ya mencionhramos, es conocida la capacidad de 10s 
agonistas o antagonistas de las BZP para interactuar, en la 
membrana neuronal, con el complejo supramolecular del receptor 
tip0 A del GABA, el receptor de BZP, el ion6foro de CI- y sitios de 
reconocimiento para barbit~jricos y picrotoxina (48,79,168). De 10s 
diversos agentes ernpleados, el antagonista central de las BZP Ro 
15-1788 es de particular utilidad debido a que carece de efectos 
neurofarrnacol6gicos demostrables, pero es capaz de obliterar 
eficazmente la actividad pro-GABA4rgica sin presentar 10s efectos 
convulsivantes de, otros antagonistas (48,180,185). La Fig. 15 
resume 10s resultados de un experiment0 tendiente a evaluar la 
actividad del antagonista del receptor central de BZP Ro 15-1788 
para inhibir el efecto de la melatonina sobre el comportamiento 
locornotor del hhrnster a las 2000 h. La administraci6n del Ro 15- 
1788, carente "per sen de actividad en este sistema, bloque6 
efectivamente el efecto depresor de la melatonina. 



Fig. 15: Antagonism0 del Ro 15-1788 de la depresi6n de actividad locomotora inducida 
por melatonina en hdmsteres. Los animales recibieron 300 pglkg de melatonina o 
vehiculo i.p. durante 5 dias a las 2000 h. El Ro 15-1788 (5 mglkg) fue administrado 
i.p. 15 minutos antes que la melatonina. Los resultados se expresan de la misma manera 
que en l a  Fig. 11. *=p<0.05 comparado con animales tratados con vehiculo, ANOVA, 
prueba de Dunnett. 

En conclusibn, 10s resultados de esta serie experimental indican 
que la melatonina produce, a trav6s del sistema GABA6rgico central, 
una depresidn crono y dosis-dependiente de la actividad locomotora 
del hamster (fase tardia). Es conocido que para la expresi6n de 
diversos efectos fisiol6gicos y endocrinos de la melatonina el 
momento de administracibn es critico, existiendo en hamsteres un 
periodo de sensibilidad hacia el final de la tarde-comienzo de la 
noche y otro periodo menor precediendo at encendido de las luces 
(82,144,163,164,169). En 10s presentes experimentos hernos hallado 
sensibilidades mkimas a las 2000 y a las 0400 h, pero no a las 
2400 h, coincidiendo con las "ventanas" de sensibilidad 
neuroendocrina descriptas para la hormona. Los resultados expuestos 
indican que la sensibilidad comportamental a la melatonina en 
hamsteres tambi6n muestra una variacibn diaria similar a la de 10s 
efectos fisiolbgicos de la hormona pineal. 



3.2 Analgesia en el  rat6n 

Entre 10s efectos extra-reproductivos de la hormona pineal 
melatonina se ha descrito una cierta actividad analgesics en 
diversos modelos experimentales. En ratones, la Px reduce la 
respuesta analg6sica a la morfina, mientras que administraci6n de 
melatonina (30-90 mglkg) trae aparejada una analgesia reversible 
por naloxona (108). Esta rjltima observacidn no ha sido siempre 
reproducible, y se ha sugerido una acci6n inespec2fica de grandes 
dosis de melatonina, mAs que un efecto mediado por opioides (207). 
lncluso se ha descripto una actividad hiperalgesica de la melatonina 
en el rat6n (208). 

Otras observaciones avalan la existencia de una interacci6n 
significativa entre la pineal y mecanismos opioides cerebrales 
(77,132). La Px de ratas (120) o la manipulaci6n del ciclo luz- 
oscuridad en hAmsteres (119) modifica 10s niveles y ritmicidad 
circadiana de met-encefalina en Areas hipotal8micas. Tambi6n ha 
sido demostrado un efecto de la iluminacidn ambiental sobre 10s 
niveles hipotalamicos de B-endorfina (90). 

Esta parte del estudio fue realizada para obtener informacidn 
acerca de las propiedades analgesicas de la melatonina en el ratdn. 
Se disen6 una serie de experimentos destinados a responder las 
siguientes preguntas: (a) jexiste un ritmo diario de analgesia 
inducida por melatonina en el ratdn?; (b) ipuede este ritmo ser 
interrumpido pot la exposici6n de 10s animales a luz constante?; (c) 
ipueden el antagonista opioide naloxona o el antagonista del 
receptor central de BZP Ro 15-1788 interferir con la analgesia 
inducida por la hormona pineal? 

Distintos estudios previos han indicado la existencia de un 
ritmo diario en analgesia (87,111,122,127,137,164). La misma 
observacidn fue hecha en 10s presentes experimentos, resumidos en 
la Fig. 16, que demuestra el ritmo de analgesia en ratones controles 
tratados con vehlculo. Hubo una significativa variaci6n diaria en el 
umbra1 doloroso, con un aumento de la latencia en plancha caliente 
(TPR) durante la ,fase oscura del fotoperlodo. Los animales sin 
inyectar respondieron de la misma manera que aquellos tratados con 
vehiculo (datos no mostrados). 
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Fig. 16: Ritmo diario de analgesia en el ratdn, determinado por la prueba de la plancha 
caliente ("hot platew), como se describe en Material y M6todos. Los animales estaban 
expuestos a un fotoperiodo 12 L:12 0 (luz de 0800 a 2000 h). Grupos de 10 animales 
recibieron i.p. inyecciones de vehiculo (etanoksc. fisioldgica 1:4, 100 *I) 30 minutos 
antes de realizar la prueba. Se muestran las medias * error estandar del tiempo de 
primera respuesta (TPR), determinado como se describe en Material y Mdtodos. 
*=p<0.05 cornparado con animales observados a las 2000 h, ANOVA, prueba de Tukey. 

En la Fig. 17 se resume una serie de experimentos desarrollados 
para determinar la ritmicidad diaria de la analgesia inducida por 
melatonina. Los datos estan expresados como el cociente entre 10s 
TPR de animales tratados con la hormona y con vehiculo, 
determinados 30 min luego de las inyecciones. Se observd una 
maxima respuesta a la melatonina a las 2000 h. Esta actividad 
cronodependiente de la hormona se obtuvo con una dosis 20 mglkg 
(Fig. 17) o de 40 mglkg. No se obtuvo aumento del TPR luego de la 
administracidn de 5 mglkg de melatonina (resultados no mostrados). 
Estos datos, que constituyen la primera descripcidn de un efecto 
cronodependiente de la analgesia inducida por melatonina, estan de 
acuerdo con la variaci6n circadiana reportada para el efecto de la 
hormona sobre otras funciones del SNC y que analizaramos en detalle 
en la Introducci6n del presente trabajo de tesis. 
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hora del dTa 

Fig. 17: Ritmo diario de analgesia inducida por rnelatonina en ratones. Grupos de 10 
animales recibieron inyecciones i.p. de 20 mgkg de melatonina o vehiculo 30 minutos 
antes de realizar la prueba de la plancha caliente. Se muestran las medias * error 
estdndar de 10s cocientes entre 10s TPR para anirnales tratados can rnelatonina y vehlculo. 
'=p<0.05, ANOVA, prueba de Tukey. 
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Fig. 18: Analgesia inducida por melatonina en el rat6n, deterrninada por la prueba de la 
plancha caliente a las 2000 h. Grupos de 10 anirnales recibieron inyecciones i.p. de 20 
mglkg de rnelatonina o vehiculo 15, 30 6 60 minutos antes de realizar la prueba. Se 
muestran las medias * error estdndar de 10s tiempos de prirnera respuesta (TPR). 
*=p<0.01, comparando ratones inyectados con melatonina y con vehlculo, prueba t de 
Student. 

La acci6n analgesica de la melatonina a las 2000 h fue 
caracterizada mAs detalladamente en el estudio de la Fig. 18. El 



efecto maxim0 de la hormona fue hallado a 10s 30 min luego de su 
administraci6r1, con un efecto significativo tambi6n a 10s 60 min de 
administracidn. Los cocientes melatonina/control para la actividad 
analgbsica fueron 1.30 f 0.30, 1.44 f 0.08 y 1.27 f 0.03, luego de 
colocar a 10s animales en la plancha caliente a 10s ,15, 30 o 60 min 
de administraci6n1 respectivarnente. 

Es posible que ocurriera una respuesta condicionada de lamido o 
salto al someter a 10s animales a1 test por segunda o tercera vez 
(esto es, a 10s 30 o 60 min .de administradas las drogas). Para 
descartar tat posibilidad, 10s ratones fueron expuestos a la plancha 
caliente s61o una vez, a 10s 30 o 60 min de la administracidn de 
vehiculo. Los resultados obtenidos indican que 10s valores de TPR no 
difieren significativamente de 10s de aquellos animales que hab2an 
experimentado la prueba previamente (Tabla 7). 

Tabla 7. Efecto de mrSltiples exposlclones en la prueba del "hot 
plate" 

Nirrnero de exposidones TPR 
30 min 60 min 

Exposicidn dnica 12.a1.8 12.4k1.4 
Exposiciones mdltiples 13.4i2.1 13.9iO.4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Efecto de exposiciones previas a la plancha caliente ("hot plate") sobre la respuesta 
algdsica de ratones. Se muestran las medias * errores estandar (n=10 en cada grupo). 
Los umbrales algdsicos fueron evaluados a las 1400 h en la forma descripta en la seccidn 
Material y Mdtodos. Los ratones fueron inyectados i.p. con vehiculo y fueron puestos 
individualmente en la plancha caliente, una (a 10s 30 o 60 minutos de la inyecciones, 
grupo de exposici6n dnica) o dos veces (a 10s 15 y a 10s 30 minutos de la adrninistraci6n 
de vehiculo, grupo de exposiciin mdltiple). El tiempo de primera respuesta (TPR) fue 
registrado de la forrna indicada en Material y MBtodos. La prueba t de Student indict5 
ausencia de diferencias significativas en funci6n de la exposici6n previa a la plancha 
caliente. 

Con objeto de evaluar si la exposicidn de 10s animales a luz 
constante, una situaci6n que afecta la ritmicidad circadiana, elimina 
la dependencia temporal del efecto de la rnelatonina se realiz6 el 
experiment0 rnostrado en la Fig. 19. En este estudio grupos de 
ratones fueron mantenidos bajo un esquema de iluminaci6n constante 
durante 5 dias. Se realizaron pruebas de analgesia a las 1200 h y a 
las 2000 h, esto es, en 10s puntos horarios de minimo y maximo 
efecto de la hormona bajo condiciones de iluminaci6n normal. Las 
diferencias en TPR entre ambos horarios persistieron, hecho 
revelado por un ANOVA factorial (F- 19.96, p< 0.0005). Sin embargo, 
10s resultados obtenidos indican una ausencia de diferencias 
significativas entre 10s TPR de animales tratados con melatonina y 
aqu6llos inyectados con vehiculo cuando se compararon ambos 
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horarios del experiment0 (F = 0.123, p>0.73) (Fig. 20). Es decir, la 
exposicidn a luz permanente elimina las diferencias diarias en la 
acci6n de la melatonina. 

ANALGESIA INDUCIDA POR MELATONINA 
luz constante (LL) 

0 
C M C M 

Fig. 19: Efecto de exposici6n continua (una semana) de ratones a luz constante (LL) 
sobre la analgesia inducida por melatonina, determinado a las 1200 o a las 2000 h. 
Grupos de 10 animales recibieron 20 mgkg de melatonina (M) o vehiculo (C) 30 
minutos antes de realizar la prueba de la plancha caliente. Se muestran las medias f 
error estandar de 10s tiempos de primera respuesta (TPR). 

Tabla 8. Efecto de Ro 15-1788 y naloxona sobre la analgesia 
inducida por melatonina. 

Grupo experimental 

Vehiculo 

Melatonina 

Melatonina + Naloxona 

: 
TPR (s) 

15 min 30 min 60 min 

Melatonina + Ro 15-1 788 11.4 f1.3 12.6 f 0.8 

Naloxona 

RO 15-1 788 12.6 M.8 11.4 f 1.3 12.6 f 0.8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Los animales fueron inyectados con 20 m@kg de melatonina o vehiculo i.p., 15, 30 o 60 
minutos antes del test de la plancha caliente. La naloxona (10 mg/kg) fue administrada 5 
minutos antes y el Ro 15-1788, 15 minutos antes que la melatonina o vehiculo. Se 
expresan 10s resultados como medias desvlaci6n standard del tiempo de primera 
respuesta (FRT) registrado seglin se detalla en rnateriales y metodos (n = I0  en cada 
grupo).'p< 0.05 ANOVA a dos v2as, Test de Dunnett "p< 0.05 ANOVA una via, test de 
Dunnett. diferencias sianificativas comoaradas con el aruw invectado con vehiculo. 



En la Tabla 8 se resurnen 10s resultados de un experiment0 
diseiiado para analizar el efecto de la naloxona o del Ro 15-1788 
sobre la analgesia inducida por rnelatonina. Cuando se analiza el 
urnbral doloroso a las 2000 h, tanto la naloxona corno el Ro 15-1 788 
bloquearon la respuesta analgesica a la rnelatonina, sin poseer 
efectos "per sen. En un experiment0 independiente Se demostrd una 
induccidn significativa de la analgesia por parte del diazepam, 15- 
60 min luego de su administracidn. Este efecto fue bloqueado por Ro 
15-1788 (en todos lo intervalos de tiernpo probados) y por naloxona 
(a 10s 15 y 30 rnin de administrada) (Tabla 9). 

Tabla 9. Efecto del Ro 15-1788 y la naloxona sobre la analgesia 
inducida por diazepam. 

Grupo experimental 
15 min 

Diazepam 

Diazepam + naloxona 

FRT (s) 
30 min 60 min 

Diazepam + Ro 15-1 788 8.4 f: 0.7 11 2 f 0.9 11.3 f 0.9 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Los animales fueron inyectados con 5 mgtkg de diazepam o vehiculo i.p., 15, 30 o 60 
minutos antes del test de la plancha caliente. La naloxona (5 mgtkg) o el Ro 15-1788 
(10 mglkg) fueron administrados i.p., 5 o 15 minutos antes que el diazepam 
respect~amente. Se expresan 10s resultados corno la media desviaci6n standard del 
tiempo de la primera respuesta (FRT), registrado seglin se detalla en materiales y 
m6todos (n-10 en cada grupo). 'pc 0.05 ANOVA a dos vias, test de Dunnett; '*p< 0.05 
ANOVA a una via, test de Dunnett, diferencias significativas comparado con 10s animales 
inyectados con vehiculo. 

Debe hacerse notar que las dosis de rnelatonina necesarias para 
obtener analgesia en el ratdn son bastante mayores que las 
necesarias para ejercer efectos neuroendocrinos. Pese a que no 
existen datos acerca de 10s niveles de rnelatonina luego de la 
adrninistracidn sisternica de la horrnona en el ratdn, datos de nuestro 
laboratorio indican que, en la rata, 10s niveles hipotalamicos de 
melatonina (medidos por crornatografia liquida de alta presidn) 
alcanzados 20 rnin luego de la adrninistracidn i.p. de 5 o 10 mglkg de 
hormona fueron de 3.1 f 0.5 y 6.8 * 0.9 nglrng de hipotalamo 
mediobasal (H. E. Chuluyan, B. I. Kanterewicz, D. P. Cardinali, 
resultados ineditos). 

El sitio de accidn de la rnelatonina para ejercer sus efectos 
analgdsicos es desconocido. Un candidato obvio es el sistema opioide 
central, dado que la Px o la administracidn de rnelatonina causa 
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modificaciones en el contenido de met-encefalina cerebral 
(90,119,120). La inyecci6n de melatonina tambi6n reduce 10s niveles 
de $-endorfina sanguinea e impide el efecto liberador de LH inducido 
por naloxona en humanos (77,132). Otro antagonista opiiceo, la 
naltrexona, bloquea el efecto inmunoestimulador de la melatonina en 
ratones (1 37). 

Nuestros resultados apoyan la existencia de un efecto de la 
melatonina sensible a naloxona, dado que el antagonista opioide 
bloque6 totalmente 10s efectos de la hormona. El vinculo propuesto 
entre la melatonina y el sistema serotonin6rgico central (6,89) y el 
rol que las neuronas serotonindrgicas juegan en el control de la 
analgesia opioide end6gena (1 27) sugiere que ambos mecanismos 
pueden estar ligados. 

Como en el caso de 10s experimentos de otros efectos de la 
melatonina, nuestros resultados son compatibles con la hip6tesis de 
que las sinapsis GABA6rgicas centrales pueden ser un blanco para la 
actividad de la melatonina, ya que el antagonista del sitio. receptor 
central de BZP (ligado al receptor GABA A), Ro 15-1788 fue eficaz 
para prevenir la acci6n de la melatonina. En nuestros experimentos, 
el agonista del sitio receptor central de BZP diazepam indujo un 
aumento en la latencia en la prueba de plancha caliente, efecto 
tambi6n bloqueado por naloxona y Ro 15-1788. Es de destacar que 
existe evidencia experimental acerca del bloqueo pot naloxona in 
vitro de la actividad postsinAptica del GABA (67): 

3.3 Efecto anticonvulsivante en el hamster 

La importancia de la gl4ndula pineal y la rnelatonina en la 
regulaci6n y estabilizaci6n de la actividad el6ctrica cerebral ha sido 
demostrada en numerosas situaciones experimentales 
(4,6,17,19,22,67,93,108,160, 171,188,197,207). Por ejemplo, 
distintos trabajos farmacol6gicos han demostrado que la melatonina 
potencia la sedacidn inducida por barbitriricos o hidrato de cloral en 
ratones (207) y previene las convulsiones inducidas por ouabaina en 
la rata (1 08). 

La administracidn sist6mica de rnelatonina disminuye la 
inducci6n (evocada sensorialmente) de estados convulsivos luego de 
la aplicaci6n local de diversos agentes epileptog6nicos en el cerebro 
de la rata (79). Asimismo, la hormona pineal reduce el interval0 
post-descarga luego de inducci6n electrica de convulsiones en 
amigdala de rata, y modifica las escalas e indices convulsivos luego 
de la administraci6n de pentilentetrazol a valores similares a 10s 



producidos por fenobarbital o diazepam (4). En babuinos 
fotosensibles, la melatonina disminuye el umbra1 convulsivo frente a 
estirnulacidn luminica (22), mientras que en meriones 
pinealectomizados la hormona present6 actividad antiepileptica 
(171). En todos estos estudios las propiedades anticonvulsivantes de 
la melatonina fueron examinadas a tiempos Qnicos, en horas del dia. 

Entre 10s muchos ritmos circadianos de importancia clinica, 
deben considerarse las repuestas tanto terapeuticas como tdxicas a 
una gran variedad de drogas de accidn central 
(24,25,76,128,129,162,179,180). Estos ritmos en el efecto y 
toxicidad de drogas pueden depender de la via de administracidn y 
dosis empleada (150,151). En el caso de de drogas convulsivantes 
como el pentilentetrazol (76) o anest6sicos locales (24,25), la 
actividad medida en ratas a lo largo de un ciclo de 24 h mostr6 un 
rnbirno nocturno. En el estudio que sigue fue empleado como agente 
convulsivante el hcido 3-mercaptopropi6nico (3-MPA), un inhibidor 
selectivo de la GAD, enzima de sintesis del GABA (134). El 
mecanismo de acci6n del 3-MP para inducir convulsiones es el 
decrement0 en 10s niveles de GABA a nivel sinAptico 
(85,91,134,212). 

Los objetivos de esta parte del trabajo de tesis fueron: (a) 
determinar si el efecto anticonvulsivante de la melatonina exhibe 
variacidn diaria en h4msteres; (b) analizar la capacidad del Ro 15- 
1788 para antagonizar 10s efectos anticonvulsivantes de la 
melatonina. 

La actividad epileptog6nica de distintas dosis de 3-MPA a las 
1300 o 2000 h se muestra en la Fig. 20. Como en el caso numerosos 
fen6menos convulsivos (24,25,76,88,136,200) el 3-MPA exhibi6 una 
actividad significativamente mayor durante la noche en el hAmster. 



RESPUE5TAS CONVULSIVAS MAXMAS 
INOUCIDAS POR 3-MPA 

Fig. 20: Actividad epileptogenica de diferentes dosis de 3-MPA en hdmsteres, 
determinada a las 1200 o a las 2000 h. El 3-MPA (10-60 mglkg) fue administrado 
i.p., y 10s animales fueron inrnediatamente puestos en jaulas plasticas, y su 
comportamiento fue registrado a lo largo de 15 minutos como se describe en Material y 
Mbtodos. Se muestran las medias * error estdndar (12 animales por grupo) de 10s 
tiempos de maxima respuesta (TMR), esto es, el tiempo necesario para obtener una 
respuesta convulsiva completa. Los asteriscos designan diferencias significativas 
('̂ =p<0.01; '=p<0.2) cornparado con animales que recibieron la menor de las dosis de 
3-MPA en el mismo horario, prueba t de Student. 

El interval0 de tiernpo necesario para alcanzar rnhxirna 
respuesta '(TMR) fue significativarnente rnenor a las 2000 h. La Tabla 
10 resume la deterrninacibn de las DE 50 para 3-MPA (corno 
porcentaje de anirnales exhibiendo respuesta convulsiva) en arnbos 
horarios. La actividad convulsiva del 3-MPA dif ir id 
significativarnente entre las 1300 y las 2000 h ( ED 50s 39.7 y 24.9 
rngl kg, respectivarnente). 

La Fig. 21 rnuestra 10s valores de TPR y TMR para convulsiones 
inducidas por 3-MP en cuatro horarios diarios. Los valores nocturnos 
fueron menores que 10s diurnos para arnbos parhetros exarninados. 
Estos resultados pueden interpretarse como un increment0 de la 
sensibilidad a1 3-MPA en 10s tejidos blanco durante la fase de 
oscuridad; una explicaci6n alternativa es la de una variaci6n en la 
farrnacocinr5tica del 3-MPA a lo largo del dfa, como ya fue descripto 
para otras drogas de acci6n central (150,151). 



Tabla 10. Respuesta convulslva al 3-MPA en hdmster, 
determinada a las 13.00 y a las 20.00 h. 

.. r r  1 

Dosis (mgkg) ; . , % de animales m n  respuesta 
13.00 h 20.00 h 

I T  - ,  
I I 

1 1  0 0 
0 40 

I 20 60 
40 80 
80 100 
1 00 100 

Interval0 de confianza 95% 30.4-48.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Se indican 10s porcentajes de hamster que respondieron al 3-MPA (n=10 en cada grupo). 
El 3-MPA (10-60 mgkg) fue inyectado i.p. y 10s animales fueron colocados en forma 
inmediata en cajas de plastico y su comportamiento fue registrado durante 15 minutos 
segljn se detalla en materiales y mBtodos. El ED50 fue calculado por el mbtodo de 
Litchfield y Wilcoxon (1949); el valor estadistico experimental calculado a partir de 
10s datos fue de 1.5927, que result6 mayor que el valor critico te6rico: 1.5895 (p< 
0.05) 

TIEMPO DE RESPUESTA AL 3-MPA 
A LO LARGO D EL DIA 

0 
1300 2ooa 2400 DIOO 

horo del dla 
Fig. 21: Ritmicidad diaria de la induccidn de convulsiones por 3-MPA en hamsteres 
observados a cuatro horarios distintos, como se describe en Material y MBtodos. Grupos 
de 12 animales recibieron una inyecci6n i.p. de 30 mglkg de 3-MPA y su 
comportamiento fue registrado durante 15 minutos. Se muestran las medias f error 
estindar de 10s tiempos de primera (TPR) y maxima respuesta (TMR). '=p<0.05 
comparado con animales inyedados a las 1300 h, ANOVA, prueba de Dunnett. 

Las propiedades anticonvulsivantes de la melatonina han sido 
examinadas en babuinos (15), roedores (4,17,79,93,108) y en el 
hombre (8). En todos estos estubios la actividad de la hormona fue 



examinada s61o durante las horas de luz. La Fig. 22 ilustra el 
aumento del umbra1 para la actividad convulsiva inducido por una 
dosis de 50 mglkg de melatonina. En base a 10s resultados del 
estudio de las DE 50 para el 3-MPA (Tabla 10) se utilizaron 
diferentes dosis de convulsivante a fin de lograr una respuesta 
homogbnea en 10s horarios examinados (40 mglkg a las 1300 h, 30 
mg/kg a las 2000, 2400 y 0400 h). Los valores de TPR (expresados 
como el cociente entre 10s valores de animales tratados con 
melatonina o vehiculo) fueron significativamente incrementados por 
la melatonina. El efecto de la melatonina tuvo una variacidn diaria, 
con valores m5ximos a las 2000 h. Los valores de TMR de aquellos 
animales que alcanzaron estados de convulsic5n maxima no fueron 
afectados significativamente por la melatonina (Fig. 20). 

ACTlVlDAD ANTICONVU LSNANTE DE LA MELATON l NA 

4 
0-0 TPR 
--mTMR * 

hora del dia 
Fig. 22: Actividad anticonvulsivante de la melatonina sobre convulsiones inducidas por 
3-MPA. Sobre la base del estudio de las DE50 para el 3-MPA, se utilizaron dosis 
apropiadas del convulsivante para producir una respuesta homog6nea: 40 mgfkg de 3- 
MPA a las 1300, y 30 mgkg de 3-MPA a las 2000, 2400 y 0400 h. La melatonina (50 
mgkg) o el vehiculo fueron administrados 20 minutos antes que el SMPA. Se muestran 
las medias + error estandar del cociente metatoninatvehiculo para tiempo de primera 
(TPR) o maxima respuesta (TMR), definidos en Material y MBtodos. Los valores de TMR 
wrnputados corresponden a 10s animales tratados con melatonina que exhibieron maxima 
respuesta convulsiva (ver Tabla 10). *=p<0.05 comparado con animates observados a 
las 1300, 2400 o 0400 h, ANOVA, prueba de Dunnett. 

, 

En la Tabla 11 se resume el porcentaje de animales que exhibit5 
respuesta convulsiva miixima luego de la administracibn de 3-MPA 
(40 mglkg a las 1300 h, 30 mgkg a las 2000, 2400 y 0400 h) o de 
melatonina (50 mgkg) miis 3-MPA. Sobre la base de este parhmetro, 
la hormona tuvo un efecto anticonvulsivante claro sdlo a las 2000 h. 



Tabla 11 . Efecto de la melatonina en hamster sobre la 
respuesta convulsiva al 3-MPA examinada a lo largo del dia. 

Hora del dia % de animales con respuesta 
3-MPA Melatonina + 3-MPA valor de P 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Se indica el porcentaje de animates que respondieron a1 8MPA (no12 en cada grupo). 
La melatonina (50 mgtkg) o el vehlculo fue administrado 20 minutos antes que el 3- 
MPA. El 3-MPA fue inyectado i.p., en dosis de 30 mgkg (20..00, 24.00 o 04.00 h) o 40 
mgkg ( a las 13.00 h); 10s animales fueron ubicados en forma inmediata en cajas de 
plhstiw y su comportamiento fue registrado durante 15 minutos segrSn se detalla en 
materiales y m6todos. La significacidn estadistica fue calculada por el metodo de chi- 
cuadrado. 

Tabla 12 . Efecto del Ro 15-1788 sobre la  actividad 
anticonvulsivante de la melatonina, examinado a las 20.00 h 

Tratamiento % de animales con 
convulsiones maximas 

valor de P 

3-MPA + Melatonina 

3-MPA + Melatonina + Ro 15-1788 77 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Se indica el porcentaje de animates que respondieron al 3-MPA (n=12 en cada grupo). 
La melatonina (50 mg/kg) o su vehlculo fue administrada 20 minutos antes que el 3- 
MPA y el Ro 15-1788 (50 mgkg) o su vehlculo fue inyectado i.p., 15 minutos antes 
que la melatonina. Los anlmales fueron ubicados en cajas de plistico en forma inmediata 
luego de la administracidn de 3-MPA y su comportamiento fue examinado durante 15 
minutos, como se describe en materiales y mdtodos. La significacidn estadistica para la 
diferencia entre el grupo control y cada grupo experimental fue calculada por el analisis 
de chicuadrado. 

La Tabla 12 resume 10s resultados de 10s experimentos 
destinados a examinar la relacidn de estos efectos de la melatonina 
con el receptor central de BZP. La administracidn de Ro 15-1788 en 
una dosis de 50 rng/kg antagoniz6 totalmente la acci6n 
anticonvulsivante de la melatonina. 
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En conjunto, 10s resultados correspondientes a esta secci6n 
indican que las convulsiones inducidas por 3-MP, asi como la 
atenuacien de las mismas por parte de la melatonina, son maximas 
durante la noche. La hormona pineal tuvo tanto un efecto cualitativo 
(decrement0 significativo del porcentaje de animales que alcanzan 
estados convulsivos maximos) como cuantitativo (aumento de 10s 
valores de TPR). Esta atenuaci6n por parte de la rnelatonina de las 
convulsiones inducidas por 3-MP result6 ser sensible a la acci6n del 
Ro 15-1 788. Nuestros resultados indican que en hamsteres 
mantenidos en un fotoperiodo 14 h luz: 10 h oscuridad la actividad 
anticonvulsiva maxima de la melatonina ocurri6 hacia el comienzo de 
la noche, coincidiendo con las ventanas de sensibilidad para otros 
efectos de la hormona (1 02,182,204,205,211). 

Como en el estudio de la secci6n B, la administraci6n del 
bloqueante del receptor central de BZP Ro 15-1788 antagonize la 
actividad anticonvulsiva de la melatonina en relaci6n al 3-MPA. A 
semejanza de otros estados convulsivos vinculados al bloqueo del 
receptor tipo A del GABA (p.ej., por picrotoxina, 48) el Ro 15-1788 
careci6 de efectos "per sea. Nuestros resultados apoyan la noci6n de 
que las BZP y la melatonina comparten un mecanismo central comOn, 
la acci6n alost6rica sobre la actividad de 10s receptores 
GABA6rgicos tip0 A. 

Es de destacar que en un trabajo previo (93) fue observado que 
la melatonina (200 mglkg, i.p.) aumentaba significativamente el 
umbra1 de convulsiones inducidas por pentilentetrazol, efecto no 
antagonizado por Ro 15-1788 (10 mg, i.p.), administrado 45 min 
despues de la melatonina. Una diferencia sustancial entre dichas 
experiencias y 10s datos aqu2 presentados es el esquema temporal de 
administracidn del bloqueante. Parece razonable que, siendo la 
melatonina un compuesto de vida medta corta y metabolismo 
cerebral temprano (31), deba administrarse el Ro 15-1788 
previamente, o a lo sumo en forma conjunta, a fin de obtener una 
respuesta detectable. 

3.4 Efecto ansiolitico en la rata 

De acuerdo la hipbtesis central de este trabajo de tesis, la 
melatonina podria ejercer sus efectos cronodependientes a traves de 
alguna modificacidn en el sistema GABAbrgico central, 
particularmente mediada por el sitio receptor central de BZP 
asociado al receptor GABA6rgico de tipo A. 



Las pruebas clAsicas para 10s efectos comportamentales de las 
BZP son aquellas en las que se determina su efecto ansiolitico y, por 
extensibn, "ansiolicidad" o "ansiogenicidad" de cualquier tipo de 
drogas. Dentro de las numerosas pruebas para ansioliticos merecen 
ser mencionadas las siguientes (94,95); 

i- interaccibn social, que mide la cantidad de comportamientos 
estereotipicos tales como olfacibn, posturas y forcejeos entre dos 
animales machos en una jaula de experimentacibn. El nivel de 
interaccibn se reduce ante un ambiente novedoso o al aumentar la 
intensidad de luz; una droga ansiolitica aumenta el grado de 
interacci6n (82); 

ii- pasaje de un compartimento iluminado a uno mhs oscuro. Se 
utiliza una "arena" de dos compartimentos, uno oscuro y uno claro. La 
conducta natural de las ratas es dirigirse al compartimento oscuro, 
mientras que 10s ansioliticos aumentan 10s cruces hacia, y el tiempo 
pasado en, la zona clara (60); 

iii- pruebas de comportamiento exploratorio; 

iv- respuesta de espanto ("startle response") potenciada por la 
simulthnea presentaci6n de ruido con luz intensa, la cual fue 
condicionada previamente por un choque elktrico (62); 

v- pruebas de condicionamiento operante (226); 

vi- prueba de conflicto de bebida (test de Vogel), en el que se 
presenta un pico methlico para bebida de agua a ratas sedientas, al 
mismo tiempo que se administran por contact0 con el pic0 del 
bebedero descargas electricas debiles. Las drogas ansioliticas 
reducen el nivel del conflicto, llevando a las ratas a beber superando 
el estimulo aversivo (226); 

vii- prueba del laberinto en cruz elevada (168), consistente en 
pares de brazos en oposici6n, uno de 10s cuales esta cerrado por 
paredes y el otro no. Las ratas tienden a quedarse en las ramas 
cerradas, mientras que 10s ansioliticos aumentan, en relacibn a las 
ramas abiertas, el nlimero total de entradas, el nlimero de entradas y 
el tiempo pasado en ellas. 

Existen evidencias de que la melatonina comparte algunas de las 
propiedades comportamentales de las drogas ansioliticas. Neville y 
Mc Naughton (152) demostraron que la hormona pineal actuaba en 
forma similar a las BZP en la adquisicibn, per0 no en el desarrollo, 
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de un paradigma de condicionamiento operante (refuerzo diferencial 
a bajas tasas de respuestas). 

Sin embargo, no existen pruebas directas sobre el posible efecto 
ansiolitico de la melatonina, asi como tampoco sobre la relacidn de 
este efecto con el sistema GABA6rgico central. Para determinar 
dichos efectos escogimos la prueba del laberinto en cruz elevado, ya 
que es un metodo sencillo de llevar a cab0 e interpretar, y porque ha 
sido ampliamente validado para la rata (168). Por otra parte, 
tambi6n dentro de esta serie de experimentos, se determind la 
posible variaci6n temporal del efecto ansiolltico del derivado BZP 
diazepam. 

En la Fig. 23 se observa que tanto la melatonina como el 
diazepam elevaron el nrimero de entradas totales en el laberinto en 
cruz elevado en forma significativa (ANOVA, Fa7.691, p<0.001), sin 
considerar' la'hora del estudio. Por otra parte, 10s animates controles 
no exhibieron. una variaci6n diaria en este par8metro. 

ENTRADAS TOTALES A LAS RAMAS DEL LABERINTO 

Y - - -- 
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hora del dia 
Figura 23: Rimo de entradas totales al laberinto en cruz elevado 
Se rnuestra el nrSrnem de entradas de bs anirnales a ambas rarnas del laberinto en cnrz elevado 
en un periodo de 5 min, para grupos tratados con vehfcub, melatonina (1 mg/Kg) o diazepam 
(0.5 mgkg). (') pc0.05 vs 0700, 1200 o 1800 h (melatonina), prueba de minima diferenda 
significativa. (#) pe0.05 vs 1800 o 0200 h (diazepam), prueba de Tukey. 

Tanto las ratas que recibieron diazepam como aquellas que 
fueron inyectadas con melatonina exhibieron un ritmo en este 
comportamiento exploratorio. En el caso de la BZP, la variaci6n 



diaria (F-4.16, pc0.008) fue explicada por el minimo efecto hallado a 
las 0700 h (p<0.05 comparado con las 1800 y las 0200 h, prueba de 
Tukey). La melatonina exhibi6 un ritmo diario en la induccidn de este 
comportamiento (Fs4.21, p<0.007), basado en una clara diferencia 
entre las horas diurnas y nocturnas (0700, 1200 y 1800 vs 2200 y 0200, 
p<0.05, prueba de minima diferencia significativa). 

Tanto las ratas que recibieron diazepam como aquellas que 
fueron inyectadas con melatonina exhibieron un ritmo en este 
comportamiento exploratorio. En el caso de la BZP, la variacidn 
diaria (F14.16, p<0.008) fue explicada por el minimo efecto hallado a 
las 0700 h (p<0.05 comparado con las 1800 y las 0200 h, prueba de 
Tukey). La melatonina exhibib un ritmo diario en la induccidn de este 
comportamiento (F=4.21, p<0.007), basado en una clara diferencia 
entre las horas diurnas y nocturnas (0700, 1200 y 1800 vs 2200 y 0200, 
p<0.05, prueba de minima diferencia significativa). 

La Fig. 24 muestra el ritmo de entradas a las ramas abiertas a lo largo del 
dia para grupos de animales tratados con vehiculo (DMSO 50%), diazepam 
0.5 mgtkg o melatonina 1 mglkg. Como fuera ya mencionado (ver Metodos) el 
par4metro normalmente utilizado como lndice del efecto del efecto ansiolitico 
de una droga en la prueba del laberinto en cruz elevado es el porcentaje de 
entradas de 10s animales a las ramas abiertas, con respecto a las entradas 
totales. Sin embargo, dado que en nuestras condiciones experimentales el 
numero de entradas totales fue muy bajo (corno se puede observar, 
lamentablemente para este tesista, en la Fig. 23), se opt0 por utilizar como 
par4metro del grado de ansiedad de las ratas el numero absoluto de entradas a 
las ramas abiertas. 
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Flgura 24: Ritmo de entradas a las rarnas abiertas. Se rnuestra la media k E.S. del ndrnero de 
entradas a las ramas abiertas del laberinto en cnrz elevada, para 10s mismo grupos de anirnales 
que bs representados en la Fig. 23. (') pe0.05 vs 0700 h (melatonina), prueba de minima 
diferencia significativa). (#) pe0.05 vs 1800, 2200 o 0200 h (diazepam), prueba de intervalos 
de confianza. 

El grupo de animales que recibid el vehlculo no mostrd una variaci6n 
diaria en el parametro considerado (F=1.512, ~ ~ 0 . 2 ) .  Por otra parte, cuando se 
consider6 el efecto de tratamiento independientemente de las horas de 
administracidn de las drogas, se comprob6 que 10s grupos que recibieron 
diazepam o melatonina entraron significativamente m&s veces a las ramas 
abiertas del laberinto (F-10.73, p=0.0001). Tanto el grupo que recibi6 la BZP 
como el que se le administrd melatonina tuvieron variaciones diarias en su 
efecto ansiolitico (para el diazepam: F=3.521, pc0.02; para la melatonina, 
F=3.176, pe0.03). El diazepam tuvo un efecto minimo (no llegd a diferenciarse 
del control) a las 0700 h (p0.05, prueba de intervalos de confianza), mientras 
que la melatonina fue solamente activa en 10s horarios nocturnos, 
encontrhndose una mkima diferencia entre 10s horarios de las 2200 h y las 
0700 h (pc0.056, prueba de minima diferencia significativa). En 10s horarios 
correspondientes a la oscuridad la hormona pineal (1 mg/kg) mostr6 la misma 
potencia farmacol6gica que el diazepam (0.5 mg/kg). 

A continuacidn se realizd un estudio m& detallado de la actividad de la 
hormona en 10s horarios de mayor y menor efecto neuroendocrino (y de otros 
padmetros comportamentales estudiados en esta tesis), esto es, en la mitad de 
la fase de luz (1200 h) y cerca del momento de transia6n L:O (1800 h). La Fig. 
25 muestra el nlimero total de entradas 9 ambas ramas del laberinto en funcidn 
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del momento del dia y de 10s distintos tratamientos. Puede considerarse a este 
pardmetro como indicative de la actividad exploratoria de 10s animales. 

COM PORT'RMIENTO MPLORATORIO 
INDUCIDO POR DIAZEPAM 0 MEUTONINA 

veh d r p  1 5 10 20 

rnelatonlna <rnq/kq) 

Figura 25. Efecto de la melatonina y el diazepam sobre las entradas totales en el laberinto en 
cruz elevado a las 1200 y a las 1800 h. (') pc0.05, pnreba de Dunnett, comparado con 10s 
grupos controles a 10s mismos horarios. 

Debido a que se tratb de animales "virgenes' de tratamiento, no es 
sorprendente la ausencia de diferencias significativas en el comportamiento 
exploratorio (inducido por el ambiente novedoso) de 10s animales controles a 
las 1200 o a las 1800 h. Debe notarse que, habiendose realizado numerosos 
experimentos con la metodologia descripta, 10s valores registrados (n6mero de 
entradas, entradas a las ramas abiertas, porcentaje de tiempo en rama abierta) 
son notoriamente menores que 10s encontrados en la literatura (134). Esto 
dificulta en parte el estudio de la posible modulaci6n por parte de las drogas 
estudiadas. 

Si bien hub0 un aumento general de la actividad exploratoria inducido 
por diazepam (0.5 mg/kg) o melatonina (1-20 mg/kg) en ambos horarios, las 
diferencias encontradas a las 1200 h no llegaron a ser significativas (F- 
1.067, p>0.05, ANOVA). En cambio, las variaciones en el nirmero total de 
entradas realizadas por 10s animales a las 1800 h fueron significativas (F= 
3.33, p< 0.05, ANOVA). La induccibn del comportamiento exploratorio 
(comparado con 10s grupos controles) fue significativa tanto para el caso del 
diazepam como de la melatonina en la dosis de 20 mgikg (p< 0.05, prueba t de 
Dunnett de 1 cola) (Fig. 25). 



El efecto ansiolitico de las drogas en estos horarios fue nuevamente 
caracterizado por el n~jmero de entradas a las ramas abiertas del laberinto, tal 
como se expresa en la Fig. 26. Tanto a las 1200 h (F= 3.79, PC 0.01, ANOVA) 
como a las 1800 h (F= 4.28, pc 0.01, ANOVA) hub0 un efecto general 
significativo de 10s tratamientos. En el caso de 10s experimentos realizados a1 
mediodia, la variaci6n se explica exclusivamente por el efecto ansiolitico del 
diazepam (pc 0.05, p ~ e b a  t de Dunnett de 2 colas), mientras que tanto la BZP 
(pe 0.05, prueba t de Dunnett de 2 colas) como 20 mgkg de melatonina (pc 
0.05, prueba t de Dunnett de 1 cola) dan cuenta del efecto observado a las 
1800 h. 

EFECTO ANSlQLlTlCO DE LA M U T O N I N A  
Y DEL DIAZEPAM 

Flgura 26. Efecto de la rnelatonina y el diazepam sobre las entradas a las ramas abiertas en el 
laberinto en cruz elevado a las 1200 y a las 1800 h. (') pg0.05, prueba de Dunnett, 

cornparado con 10s gnrpos controles a bs mismos horatios. , 

En cuanto al porcentaje de tiempo pasado por 10s animales en las ramas 
abiertas del laberinto, se detect6 una tendencia hacia valores mayores en el 
caso de tratamiento con BZP o melatonina, per0 la gran dispersi6n 
interindividual produjo diferencias no significativas (resultados no mostrados). 

La siguiente serie de experimentos fue realizada para determinar la 
relacidn que el efecto -tanto exploratorio como ansiolftico- de la melatonina 
tiene con el sistema GABA6rgico central. Para ello, se administrd Ro 15-1788 
(5 mgkg) 15 min antes de la melatonina (1 mgkg). A 10s 20 min de la segunda 
inyecci6n se coloc6 a 10s animales individualmente en el laberinto y se 
registrb su comportamiento. Los resultados de experimentos realizados a las 
1800 h se muestran en la Fig. 27. 



Se observaron efectos globales tanto sobre el n6mero total de entradas 
(F= 4.139, p< 0.05, ANOVA) como sobre el nrjmero de entradas a las ramas 
abiertas (F= 4.558, p< 0.01, ANOVA). En ambos casos 10s efectos de 
tratamiento pueden ser explicados exclusivamente por el efecto de la 
melatonina (p< 0.05, prueba t de Dunnett de 2 colas para efecto exploratorio y 
de 1 cola para efecto ansiolitico), ya que el flumazenil no tuvo efecto 
intrinseco, mientras que bloque6 completamente el de la melatonina: el grupo 
que recibio la combinaci6n de las drogas no difiere de 10s controles (pe 0.05, 
prueba de Tukey). 

La Fig. 28 muestra la tendencia de la melatonina a aumentar el porcentaje 
del tiempo total pasado en las ramas abiertas, asi como el bloqueo que el Ro 
15-1 788 ejerce sobre este efecto. Nuevamente, debido a la gran dispersion 
entre 10s datos, las diferencias distan de ser significativas (F= 1.56, p> 0.05, 
ANOVA). 

EFECTO ANSlOLlTlCO DE LA M ELATON INA: 
ANTAGONISM0 POR Ro 1 5-1 788 
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Figura 27. Antagonism0 por flumazenil del efecto ansiolitico de h melatonina a las 1800 h: 

entradas totales y a las ramas abiertas. (') pe0.05, prueba de Dunnett, comparado con el 
grupo control. 



EFECTO ANSlOL lT lCO DE LA MELATONINA: 
TIEMPO EN RAMAS ABIERTAS 

Figura 28. Antagonism por flumazenil del efecto ansiolltico de la melatonina a las 1800 h: 
porcentaje de tiempo en las rarnas abiertas 

En la Fig. 29 se observa que el efecto ansiolitico mbimo de la melatonina 
(es decir, aquel hallado luego de 4 horas de oscuridad, a las 2200 h) tambibn 
fue pasible de bloqueo por flumazenil, existiendo una variacidn significativa 
entre 10s grupos (ANOVA, F= 3.66, pe0.031), clararnente explicable por el 
efecto ansiolitico de la melatonina (pe0.05, prueba de Dunnett), ya que ni el 
grupo que recibid el bloqueante ni el que recibi6 la combinacidn hormona- 
bloqueante difirieron de 10s controles (~~0 .05 ,  prueba de Dunnett). 

EFECTO ANSI OLlTl GO DE LA M ELATON INA; 
ANTAGONISM0 ?OR FLUMAZENIL 

Flgura 29. Antagonism por flumazenil del efecto ansiolltico de la melatonina a las 2200 h: 
entradas totales y a las rarnas abiertas. (*) pc0.05, prueba de Dunnett, cornparado con el 
grupo control. 



Los resultados descritos en esta seccidn indican que la melatonina 
comparte un importante aspect0 funcional de algunas drogas BZP, es decir, 
su efecto ansiolitico en pruebas validadas para determinar modelos de 
ansiedad en roedores. Mds aljn, el efecto de la melatonina fue antagonizado 
efectivamente por la administracidn previa del antagonista del sitio receptor 
central de BZP flumazenil, indicando una estrecha relacidn entre el efecto de 
la hormona y el sistema GABA6rgico central. 

Nuevamente, la hormona tuvo efectos cronodependientes, con una 
mayor actividad ansiolitica y sobre el comportamiento exploratorio en el 
momento de la transicidn L:O, cuando se la compard en relacidn a un punto 
interrnedio de la fotofase. 

3.5 Resincronizacion tras desfasajes en el ciclo L:O 

Para muchas especies, incluyendo la humana, un desfasaje en el ciclo 
de iluminacidn ambienta~ de un cierto nljmero de horas resulta, luego de un 
cierto period0 transiente, en un desfasaje acorde en sus ritmos circadianos 
(84,144,172). El hecho de que la resincronizacidn no sea inmediata es una 
indicacidn del cardcter end6geno de 10s ritmos circadianos. En seres 
humanos, la desincronizacidn puede ocurrir luego de vuelos transmeridianos 
o en tumos de trabajo rotativos (140,144). La resincronizacidn a las nuevas 
condiciones ambientales puede tomar varios dias, y durante este estado 
transitorio se notan alteraciones, a veces marcadas (como el tan publicitado 
"jet-lag"). 

En tratamientos experimentales se ha utilizado la melatonina como medio 
para acelerar el tiempo de resincronizacidn luego de vuelos transmeridianos 
(106). Por otra parte, la hormona pineal posee efectos sincronizantes sobre 
ritmos de libre curso en ratas (1 3,178), y se ha podido definir una curva de 
respuesta de fase del ritmo de actividad locomotora de ratas inyectadas con 
melatonina. Los desfasajes producidos por la hormona son independientes de 
la actividad locomotora (Redman, comunicacion personal). 

En modelos experimentales de desfasaje en hdmsteres, se demostrd que 
el triazolam, una BZP de accidn corta, induce una curva de respuesta de fase 
(21 3) y disminuye significativamente el tiempo de resincronizacidn del ritmo de 
actividad luego de desfasajes en el ciclo L:O (224). En vista de 10s trabajos de 
Mrosovsky y col, sobre la sincronizacidn no fotica de 10s ritmos drcaidanos 
(148), estos experimentos fueron repetidos y se demostrd que 10s cambios 
inducidos por el triazolam eran en realidad dependientes del aumento de 
actividad locomotora luego de la administracidn de la droga (1 49). 



En esta parte del trabajo de tesis, se sometib a hdmsteres a avances de 
fase de 6 horas en el apagado de las luces y se registrb su posterior 
resincronizaci6n. Posteriormente se determind: (i) si la administracidn de 
melatonina durante 10s dos dias previos y en el dia del desfasaje podia 
acelerar el tiempo de resincronizacidn de 10s ritmos de actividad locomotora y 
temperatura de hhmsteres; (ii) si este efecto de la hormona estaba ligado de 
alguna manera a1 sitio receptor central de BZP. 

Flgura 30: Ritmos de actividad en rueda de locomotion y actividad general. Se rnuestra un 
registro representativo de 10s ritmos de actividad en rueda locomotora (12-13) y actividad 
general (2-3) de 10s anirnales a lo largo de 20 dlas. La actividad en rueda fue registrada 
rnediante un microswitch fijado a1 techo de la jaula, rnientras que la actividad general fue 
registrada telemdtricarnente, como se indica en Materiales y M6todos. 

Flgura 31: Ritmos de ternperatura corporal. Se rnuestra un registro representativo del ritmo 
diario de ternperatura en anirnales sincronizados en L:O-14:10. La temperatura fue registrada 
telem6tricamente por medio de sensores intraperitoneales como se indica en Materiales y 

Mdtodos. 

10s registros de 10s parametros bbicos de 10s ritmos circadianos de 
actividad locomotora y temperatura de 10s hdmsteres se ven en las Fig. 30 y 
31. Se observa que ambos parhmetros mostraron robustos ritmos diarios en 



registros de varios dias, con mhimos nocturnos. Los parAmetros del ritmo de 
temperatura corporal de 10s animales (deterrninados por el m6tododel cosinor 
y ajustado a un periodo de 24 horas), pueden verse en la Tabla 13. 

Tabla 13. Padmetros del ritmo clrcadlano de temperatura en hamsteres 

rnesor 

arnplitud 

----------------------------------------------------------------------------------- 
Se rnuestran medias f E.S. para 10 animales. La temperatura fue registrada telern6tdcamente 
c o m  se describe en Materiales y MBtodos. Para el calculo de 10s pardmetros de rnesor y 

amplitud, 10s datos fueron ajustados por un procedimiento de cuadrados minims a una 
funcidn wsenoidal de 24 h de perlodo. La diferencias entre 10s grupos fueron deterrninadas 
rnediante una prueba t de Student. 

Como se ve en la Fig. 32, ambos ritmos estan directamente relacionados: 
tanto la amplitud como la forma de la onda del ritmo de temperatura corporal 
varian si 10s animales tienen o no acceso a ruedas de actividad locomotora. 
En presencia de estas ruedas, el mhimo y la amplitud de las variaciones de 
temperatura corporal aumentan, posiblemente debido al efecto calorigenico de 
la actividad nodurna constante. 

Es interesante sefialar que el efecto de cambio de la onda (en presencia 
de la rueda el ritmo se asemeja m& a una onda cuadrada) se observa tambidn 
cuando a animales sin acceso a las ruedas se les aloja en una jaula con una 
hembra en estro. La primera noche "con hembra" presenta un ritmo de 
temperatura corporal mds robusto, per0 s61o la primera noche (resultados no 
mostrados, para no ofender al lector sensible, y ademds porque no tiene 
mucho que ver con el tema de este trabajo de tesis). 
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days 

Flgura 32. Ritrno circadiano de temperatura corporal de harnsteres (A, B y C), registrado a b 

largo de 27 dias. Los animales tuvieron o no acceso a las ruedas de locomoci6n 
consecutivamente ("wheel" o "no wheel"), tano bajo condiciones de L:0=14:10 o bajo 
oscuridad constante ("DD'). Hacia el final, 10s animales tuvieron acceso a ruedas bloqueadas 
("bcked wheel"). La temperatura fue registrada telemetricarnente mmo se indica en Materiales 
y M6todos 

Con objeto de comprobar que se estaban registrando ritmos 
verdaderamente enddgenos, se analizd el ritmo de actividad locomotora en 
condiciones de oscuridad constante. El "free-running" resultante arroj6 un 
periodo de 23.5 f 0.23 horas. Un ejemplo representative de este ritmo de libre 
curso se muestra en el actograma de la Fig. 33. 
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Figura 33: Libre curso de actividad. Se muestra el actograma correspondiente a un hamster - 

bajo condiciones de oscuridad constante durante 10s 14 dias de medicidn. La actividad en la 
rueda fue registrada como se indica en Materiales y Mdtodos. El periodo fue calculado 
mediante una regresidn lineal de 10s puntos de inicio de actividad; de la pendiente de esta recta 
se estimd un periodo de aproximadamente 23.5 h. 

Una vez logradas las lineas de base adecuadas (estabilidad de 10s 
pariimetros peri6dicos). se procedid al desfasaje en el ciclo de iluminacion 
ambiental. Esto se realizd adelantando el horario de apagado de las luces 6 
horas (el dia "DM). Los resultados de la resincronizaci6n exhibida par animales 
intactos o inyectados con vehiculo se ejemplifican en 10s actogramas y 
termogramas de la Fig. 34, en la que se demuestra que tanto 10s ritmos de 
temperatura como 10s de actividad tardan aproximadamente un dIa par hora de 
desincronizaci6n hasta volver a su relacidn de fase natural con el estimulo 
ambiental. Por otra parte, la inyeccidn de vehiculo (DMSO 50%) no tuvo 
efecto sobre 10s parhmetros estudiados. 
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Flgum 34: Actograma y terrnograma de controles luego de desicronizaciones 
(a) Actograma de un arimal control (inyectado con vehiwlo) antes y despues de un adelanto 
de fase de 6 h en el apagado de las luces en el &a 'Dm. Los hamsteres fueron inyectados en bs  
dias 0-2, D-1 y 0. Se observa una resincronizacidn gradual, que se completa 
aproximadamente 6 dlas luego de la desincronizacidn. 
(b) Termograma para un animal sometido a las mismas condidones que las indicadas en la parte 

(a). 

La administracidn de 1 mg/kg de melatonina en 10s dias D-2, D-1 y D 
acortd el tiempo de resincronizacibn, como se ejemplifica en la Fig. 35. En 
algunos casos se comprobd un claro adelanto de fase inducido por la 
melatonina en 10s dias D o D+1, per0 lo que se analit6 fue su efecto general 
sobre el tiempo de resincronizacibn (Tr). 
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Flgura 35. Se muestran el actograma y termograma representatives de un animal al que se le 
administr6 1 mgkg de melatonina en 10s dias D2, D-1 y D. En este dltirno dia se realiz6 un 
adelanto de fase de 6 horas en el apagado de las luces. La resincronizaci6n del ritmo de 
actividad locomotora requid6 de aproxirnadamente 4 dias. 

Los actogramas representados en la Fig. 36 demuestran el antagonism0 
del efecto resincronizante de la melatonina por la administraci6n previa de 5 
mglkg de flumazenil, el cual vuelve el tiempo de resincronizaci6n a valores 
similares a 10s del control. En parte b de la figura de muestra que la 
administracidn del bloqueante solo no tuvo efecto sobre 10s pardmetros 
estudiados. 



Flgura 36: Se representan adogramas de anidles tratados con (a) flumazenil (5 mgkg) y 15 
minutos mds tarde rnelatonina (1 rngkg) y (b) flumazenil (5 rnghg) seguido de vehiculo. En 
ambos casos el tiernpo de resincronizad6n fue similar al de bs g ~ p o s  controles. 

La Fig. 37 resume 10s resultados de tiempo de resincronizacidn de 
actividad locomotora en 10s distintos grupos analizados. Se demostrd una 
variacidn significativa entre estos grupos (ANOVA, Fc5.114, pd0.008), 
explicada principalmente por una disminuci6n del Tr en el grupo de animales 
que recibid melatonina. 



Flgura 37: Se rnuestra media f E.S. del tiernpo (dlas) hasta resincronizacidn completa de 10s 
ritmos de actividad locomotora en 10s distintos grupos. (') p<0.05 vs control, prueba de 

Dunnelt de 1 cola. 

3.6 Regresidn gonadal en el hamster 

Como hemos ya afirmado en repetidas oportunidades en este trabajo de 
tesis, el efecto fisioldgico mas estudiado de la melatonina es la sincronizacion 
de la reproduccidn estacional (9,13,23,27,36,92, 170,181,182,210,227). La 
hormona pineal actlja como un verdadero transductor neuroendocrino que 
informa a1 organism0 acerca del fotoperiodo ambiental. Este efecto fue 
demostrado, y ha sido documentado en mayor detalle, en el hAmster. La 
estimulacidn con un fotoperlodo inhibitorio (por ejemplo, 10:14, L:O) provoca 
una mayor secrecidn de melatonina, responsable de la involucidn gonadal 
estacional en una especie de apareo "de dia largo" como el hamster. Por su 
parte, la inyeccidn de melatonina (10-30 pglkg) en la ljltima parte del periodo 
de luz en hamsteres mantenidos en 14:10 L:O durante 6-8 semanas reproduce 
en su totalidad la inhibicidn gonadal de periodos no estimulatorios (204-205). 

Por lo tanto, una prueba contundente de la interaccidn entre la 
melatonina y el sistema GABA6rgico central seria bloquear 10s efectos 
neuroendocrinos de la hormona con un antagonista central de las BZP como 
el Ro 15-1788, lo que constituye el objetivo de esta seccion del trabajo de 
tesis. 

Los resultados de este experiment0 se muestran en la Tabla 14. La 
melatonina disminuyd significativamente el peso de 10s testiculos, hecho que 
fue completamente bloqueado por la administracidn del Ro 15-1788. El 

I 
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antagonista no tuvo un efecto apreciable sobre la reduccidn del peso de 
epididimos inducida por melatonina. 

Tabla 14. Efecto del Ro 15-1 788 sobre la regresi6n gonadal inducida por meMonina 

control 

(vehiculo) 

melatonina 

(25 W g )  

Testlculos (mg) 

melatonina 

(25 W M )  
+ RO 15-1 788 

Epidldimos(rng) Ves.seminales (mg) 

RO 15-1 788 

(50 W M )  
--------------------------------------------------------------------------------------------- 
Efecto del tratamiento cr6nico con melatonina (25 pg/kg) y/o Ro 15-1788 (50 pgkg) sobre el peso de 

testiculos y glhndulas accesorias de hhmsteres mantenidos bajo un fotoperiodo de 14 L:10 0. Los 

animales fueron inyectados i.p. diariamente durante who semanas con las diiintas drogas: la melatonina 

fue administrada en el momento de la transici6n L:O (2000 h), y el Ro 15-1788 15 minutos antes. Ambas 

drogas fueron disueltas en etanol : sc. fisiolbgica (1 :4, vhr), soludbn que fue utilizada como tratamiento 

control. ' = pd.05, prueba t de Student. 

Estos resultados indican que el efecto fisiol6gico por antonomasia de la 
melatonina, la regresi6n gonadal en el hamster, es antagonizado por el 
bloqueante de receptores centrales de BZP Ro 15-1 788. 

3.7 Variaciones diarias del "turnover" y efecto postsinaptico del GABA en 
el hamster 

De acuerdo a la hipdtesis central de este trabajo, se postula que la 
acci6n de la hormona pineal involucra modificaciones significativas en la 
transmisidn GABAbrgica. Un aval indirect0 de esta hipotesis es la 
demostracibn de la existencia de variaciones circadianas en el "turnover" y 
efectos postsinapticos del GABA que reflejen la presunta modulaci6n ejercida 
por la hormona, cuyos niveles, seg~ln ya se ha sefialado, fluctlian en funci6n 



del ciclo de luz-oscuridad ambiental. Por otra parte, y asumiendo que el 
principal transductor fisioldgico de las variaciones del fotoperiodo es la 
secrecidn de la hormona pineal, se pueden realizar experimentos en animales 
sometidos a fotoperiodos estimulatorios o inhibitorios de la actividad 
reproductiva. 

Con objeto de cuantificar 10s niveles de GABA se selecciond la tecnica 
de radiorreceptor (81), modificada en nuestro laboratorio (190). Debe notarse, 
sin embargo, que la determinacidn del contenido de un neurotransmisor es a 
menudo un pobre indicador de la actividad neural de la via estudiada. Este 
hecho, generalizable a la mayoria de 10s neurotransmisores, tiene particular 
validez para el caso del GABA, para el cual 10s datos de contenido quedan 
adicionalmente invalidados porque a pocos minutos despues de la muerte del 
animal, se produce un increment0 de 10s niveles del aminoilcido como 
resultado de la inhibicidn diferencial de las enzimas que catalizan la sintesis y 
la degradacidn del GABA. La enzima de degradacidn, GABA-transaminasa, 
se inhibe irreversiblemente por efecto de la anoxia, mientras que la actividad 
de la enzima de sintesis (glutdmico-descarboxilasa, GAD) no se afecta (1 07). 
Como consecuencia de estos fendmenos se produce un aumento post-mortem 
en el contenido de GABA, el que puede ser prevenido por la administracidn de 
Acido 3-mercaptopropi6nico (3-MPA), un inhibidor la GAD, 2.5 min antes del 
sacrificio (1 34). 

Una caracterizacidn mds apropiada de la actividad neural que la 
medicidn del contenido del transmisor consiste en la determinacidn del 
"turnover" del neurotransmisor, evaluado por medio de la acumulacidn de 
GABA luego de la inhibicidn de la enzima de degradacidn, GABA 
transaminasa (1 90). Esta inhibicidn se logra por la administracidn del inhibidor 
enzimiltico irreversible gamma acetileno GABA, 62.5 min antes del sacrificio. 
Con este esquema experimental se determinaron las variaciones circadianas 
de la acumulacion de GABA en corteza cerebral, cerebelo e hipotalamo de 
hamsteres sometidos a fotoperiodo estimulatorio. De acuerdo a las 
consideraciones arriba mencionadas, 10s animales tambien recibieron 3-MPA 
en dosis de 50 mglkg, 2.5 min antes del sacrificio (para prevenir el aumento 
post-mortem del GABA cerebral). 

En cuanto a 10s efectos postsindpticos del GABA, estudios previos 
indicaron que un marcador sensible lo constituye la determinacidn de la 
captacion temprana de "CI-l vinculada al efecto del receptor GABAOrgico tip0 
A sobre el canal de CI- (1 8,97,195,210). Por lo tanto, se examino la variacidn 
circadiana de la respuesta postsin4ptica GABAdrgica mediante la 
cuantificacidn del "uptake" de 36CI- en sinaptoneurosomas corticales e 
hipotalamicos de hamsteres, en funci'dn del ciclo de luz-oscuridad ambiental. 



Como se muestra en la Fig. 38, se hallaron ritmos significativos en el 
"turnover" de GABA en las cuatro areas estudiadas (corteza cerebral, 
hipothlamo, cerebelo, gldndula pineal) en animales sometidos a fotoperiodo 
largo (L:0=14:10). La caracteristica general de estos ritmos fue la de presentar 
valores miiximos durante la noche, con aumentos significativos a las 2400 h, 
esto es, a las 4 horas de oscuridad. En las &reas nerviosas que fueron 
estudiadas, tambien se obsetvd un aumento del "turnover" del neurotransmisor 
en las primeras horas de la ma:ana, que disminuyd significativamente hacia el 
mediodia. Estos resultados son coherentes con datos previos de nuestro 
laboratorio obtenidos en la rata, que avalan un increment0 en la actividad del 
sistema GABA4rgico central, evaluada por el "turnover" del aminogcido, luego 
de la inyecci6n de melatonina (1 90). Los parametros de 10s ritmos, analizados 
por el metodo del Cosinor, se muestran en la Tabla 15. 

Cuando se determinaron 10s ritmos del "turnover" de GABA en animales 
que habian estado bajo fotoperiodo corto o inhibitorio (L:0=10:14) durante 3 
meses, el tip0 de sincronizacidn que se hab2a alcanzado en la condicion 
luminica anterior fue perdido (Fig. 39). No se ha116 un riimo significativo del 
"turnover" de GABA en corteza cerebral (pese a observarse una tendencia 
hacia valores mhimos durante las horas de luz) y 10s picos en el resto de las 
Areas no resultaron tan claros. En el hipot&amo se observd un minimo en el 
"turnover" hacia el final de la noche (0100 y 0500 h), con valores altos hacia 
la cuarta hora de oscuridad (2100 h), como en el caso del cerebelo. En la 
glandula pineal se observ6 un nuevo maxim0 en el "turnover" del aminohcido 
a las 0500 h (inmediatamente antes del encendido de las luces). El analisis de 
cosinor indicd que 10s valores de mesor aumentaron en el hipotalamo, 
cerebelo y gldndula pineal, asi como las amplitudes de 10s ritmos hipotaldrnico 
y pineal (Tabla 15). 



TURNOVER DE GARA - FOTOPERlOOO ESTIMULATORIO 

4- 
hlpotalamo 

.2a 1 pineal I 

hora del dia 
Flgura 38: Ritmos de "turnover de GABA en L:O=14:10. El "turnover" de GABA fue 
determinado como se detalla en Materiales y M6todos. Se rnuestran medias f E.S. para 10s 
ritmos de "turnover" en las diversas areas estudiadas en condiciones de fotoperiodo 
estimulatorio (luz de 0800 a 2000 h). Corteza cerebral: ANOVA F=4.35, p<0.0005; 
(')=p<0.05 vs 1200, 1600, 2000 o 0400 h, prueba de Dunnett. Hipotdlamo: ANOVA Fz7.23, 
p<0.0001, (') p<0.05 vs 1600, 2000 o 0400, prueba de Dunnett. Cerebelo: ANOVA F= 

5.416, p<0.0002; (')=p<0.05 vs 1600 o 0400 h, prueba de Dunnett. Pineal: ANOVA F32.45, 

~ 0 . 0 5 ;  (') pe0.05 vs 0800 h, pnreba de minima diferencia significativa. 
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Tabla 15. Andllsls de coslnor de 10s rltmos de 'Yurnover" de GABA bajo dlferentes 
fotoperlodos 

a) Fotoperlodo largo (L:0=14:10) 

................................................................................. 
Mesor Amplitud Acrof ase 
(pmol GABNmg tejido) (horas) 

corteza 
cerebral 

cerebelo 

glandula 
pineal 0.05 f 0.001 0.05 f 0.01 23.20 f 0.26 
---------------------------------------------------------------------------------- 

b) Fotoperfodo corto (L:O= 10:14) 

.................................................................................. 
Mesor Amplitud Acrofase 

(pmol GABAhq te j i i )  (horas) 

cerebelo 

glsndula 
pineal 0.25 f 0.13 0.31 f 0.21 1.17 f 2.17 



TURNOVER DE CABA - FOTOPERIODO INHIEITORIO 

- 
corteza cerebra l  

0 .  1 

A 
.06 ! I 

$3 17 21 01 05 

hora del dia 
Figura 39: Ritmos de "turnover" de GABA en L:0=10:14 
La figura es equivalente a la anterior, para animales sometidos a fotoperiodo inhibitorio (luz de 
0500 a 1700 h). Corteza cerebral: ANOVA F=1.536, p>0.1. Hipotalamo: ANOVA F=5.31, 
p~0.0002, (*) pc0.05 vs 0100 o 0500 h, prueba de Dunnett. Cerebelo: ANOVA F= 4.086, 
pc0.002; (*)=pc0.05 vs 0900 o 2100 h, prueba de Dunnett. Pineal: ANOVA F=3.41, p<0.008; 

(*) pc0.05 vs 1300 o 1700 h, prueba de Dunnett 

Como la tasa de "turnover" del neurotransmisor fue calculada como la 
diferencia entre animales tratados ,con gamma-acetilen GABA y valores 
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basales, estos ljltimos se muestran en las Tablas 16 y 17. El contenido basal 
de GABA exhibib ritmos diarios significativos en corteza cerebral, hipotalamo y 
cerebelo de hamsteres bajo fotoperiodo largo (Tabla 16). 

TABLA 16. Contenldo de GABA (pmdlg tejldo) en himstem b j o  fotoporlodo largo (14 L : 10 0) a lo largo 

del dla 

horn del dla 

--- - 
0800 1200 1600 2000 2400 O1OO 

corteza 

cerebral 1.85M.14' 

cerebelo 0.68M.15@ 2.33f0.34 2.03f0.18 

pineal 0.07i0.016 0.066i0.02 0.135M.W 0.087f0.02 0.14fl.W 0.125B.048 1.52 >.22 

----------------------------------------------------------------------------------------------------- 
pc0.05 vs 0400 h, prueba de Dunnett (corteza cerebral) 

# p4.05 vs 1600 h, prueba de Dunnett (hipotalamo) 

@ m.05 vs 1200 h, prueba de Dunnett (cerebelo) 

TABLA 17. Contenldo de GABA (pmoV g tejido) an Mmsterm bajo fotoperlodo corto (10 L : 14 0) a lo largo 

del dia 

horn del die 

corteza 

cerebral 3.55i0.16 

pineal 

p4.05 vs 21 00 h, prueba de Dunnett (hipotalamo) 

# p4.05 vs 1300 h, prueba de Dunnett (cerebelo) 
I 
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No se ha116 un ritmo significativo en el contenido de GABA en corteza 

cerebral de animales bajo fotoperiodo corto, mientras que en las otras regiones 
del SNC estudiadas 10s ritmos se mantuvieron, aunque con diferente relacion 
de fases (Tabla 17). No se hallaron periodicidades significativas para este 
parametro en glandulas pineales de hamsteres bajo ninguna de las 
condiciones fotoperi6dicas estudiadas. 

En la Fig. 40 se representan 10s resultados obtenidos en la evaluacidn de 
la respuesta postsindptica al GABA del influjo de %I- en funcion de la hora 
del sacrificio en corteza cerebral e hipotalamo de hamster. En 
sinaptoneurosomas de corteza cerebral se obse~aron modificaciones 
significativas con valores mbimos en horas de la noche, consistentes con 10s 
resultados obtenidos en el estudio del "turnover" de GABA. 

VARlAClON DlARlA DEL INFLUJO DE CLORO 
INDUCI DO POR GABA 

0-0 cor tuo  cerebral 
)-C hlpotalarno * 

I I 
1 2  20 24  0 4  

hora del dla 

Flg. 40: lnflujo de 36C1- en sinaptoneurosomas de corteza cerebral y de hipotalamo de 
hamsteres a b largo del dia. ANOVA global para corteza cerebral: F=15.9, p<0.001; '=~0.05. 

ANOVA gbbal para hipotalamo: 62.51 8, pa0.08. 

En el hipotalamo, no se detectaron modificaciones significativas en el 
"uptakew de 36CI- en funcidn de la hora del sacrificio (Fig. 40). Esta aparente 
falta de correlaci6n entre 10s niveles circulantes de melatonina y la actividad 
del sistema GABA6rgico hipotalamico puede deberse a un efecto de "dilucibn" 
de areas sensibles (en particular, el NSQ) entre regiones sin capacidad de 
respuesta. Debido a la sensibilidad limitada del metodo utilizado para medir la 
actividad postsinaptica del GABA es imposible realizar las determinaciones 
descriptas en areas hipotalamicas especificas, como el NSQ. 





4. DISCUSION GENERAL 

Experimentos comportamentales 

Para facilitar la evaluacidn de 10s experimentos de sedacidn, analgesia, 
anticonvulsidn y efecto ansiolitico de la melatonina, 10s resultados principales 
se han resumido en la Fig. 41. Vayarnos primer0 a lo obvio: la hormona posee 
actividad mkima durante la noche. En efecto, para 10s tres primeros 
parfimetros analizados, la actividad fue mdxima cerca de la transicidn L:O, 
mientras que el efecto ansiolitico obtuvo su maxima expresidn 4 horas despues 
del apagado de las luces (debe destacarse que Osta fue la linica sene de 
experimentos realizada en ratas). 

4- 
0 met. locomObOrcl 

analaeela * 
oon vu 1 a loner 

J -- o n r i d t i  

Flgura 41: Ritmos diarios para la induccidn por melatonina de: (i) depresidn de actividad 
bwmotora en hdmsteres, (ii) analgesia en ratones, (iii) actividad antiwnvulsivante en 
hdmsteres y (iv) actividad ansiolitica en ratas, todos 10s cuales fueron deterrninados wmo se 
indica en Materiales y M6todos. Los anirnales fueron mantenidos bajo fotoperiodos de 
L:O=14:10 (hdmsteres, encendido de luces a las 0600 h) o L:0=12:12 (ratas, ratones, 
encendido de luces a las 0800 h). Se rnuestran las medias - E.S. de bs cocientes 
melatonina/vehiwb para wentas awmuladas (actividad locomotora), valores de tiempo de 

primera respuesta, (TPR, para analgesia y wnvulsiones) o entradas a las ramas abiertas en el 
laberinto en cnrz elevado (actividad ansiolitica). Los asteriscos designan diferendas 
significativas (pe0.05, ANOVA, prueba de Tukey), comparado con 10s otros 3 intervabs de 
tiempo (analgesia, convulsiones), o a bs  g ~ p o s  de la 6ta. hora de luz o 4ta de oscuridad 
(1200 o 2400 h, adividad bcomotora), o a 10s g ~ p o s  de la 6ta. o 12da. hora de luz (1 200 o 
1800 h, actividad ansiolltica). j 



Estamos, por lo tanto, en presencia de un definido efecto 
cronofarmacolbgico, y es interesante que el momento de mkima sensibilidad 
para la hormona coincida con 10s efectos neuroendocrinos clAsicos (regresibn 
gonadal). Ahora bien, iqu4 significa la deteccidn de un ritmo diario de 
efectividad farmacol6gica para un compuesto determinado? En principio 
existirian dos posibilidades: 

(i) una variacidn en 10s pardmetros farmacocin4ticos (cronocinbtica): 
cambios en la metabolizacidn de la hormona, variadones en el flujo sanguine0 
hacia 10s drganos blanco, etc. 

(ii) cambios en 10s efectos de la hormona en sus tejidos blanco 
(cronestesia). 

Para 10s presentes experimentos, no puede descartarse, en absoluto, la 
primera posibilidad. En relacidn a la segunda, numerosas obsenraciones, 
como 10s ritmos en 10s efectos de la melatonina "in vitro" (51) sugieren que 
existen cambios diarios a nivel de 10s efectores. Esta posibilidad es atrayente, 
ya que coincide con la hip6tesis de la "ventana de sensibilidad" para efectos 
tanto neuroendocrinos (204, 205) como sincronizantes (178) de la melatonina. 

Para 10s efectos neuroendocrinos, la hormona debe administrarse en 
forma cr6nica alrededor de la transicidn L:O. Para 10s efectos sincronizantes, 
es conocido que inyecciones diarias de melatonina sincronizan ritmos de 
actividad de libre curso en diversas especies nocturnas s61o cuando son 
administradas en la transicidn entre la fase de reposo y la de actividad. En 
especies diurnas, como en ciertas aves (96) o el lagarto (216), la fase en que 
la melatonina posee actividad sincronizadora esta desfasada en 180Q con 
respecto a las especies nocturnas. 

Es muy posible que la secreci6n enddgena de melatonina condicione, 
por medio de procesos de "up-" o "down-regulation", la disponibilidad de 
receptores de alta afinidad para la hormona a diversas horas del dia. Esto 
concuerda plenamente con la llamada "hipdtesis de coincidencia" (1 82,183) 
que propone que 10s efectos neuroendocrinos de la melatonina alcanzan 
significacidn bioldgica sdlo cuando 10s niveles elevados de la hormona 
coinciden con un alto nirmero de receptores para la misma. 

In vitro ha sido comprobada una variacidn diaria en el efecto de la 
melatonina sobre el influjo de glucosa en slices hipotalhmicos conteniendo el 
NSQ (51). Tambien existen evidendas preliminares de el ritmo en el nlSmero de 
receptores a la melatonina (y a otros compuestos), presente en animales 
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pinealectomizados, se veria afectado en animales con lesiones del NSQ, 
sugiriendo un efecto direct0 del marcapasos circadiano sobre este pardmetro 
(Cassone, comunicacion personal). 

Resincronizacidn de ritmos de actividad locomotora 

Los experimentos en 10s que se analizd detalladamente 10s ritmos de 
actividad y temperatura de hamsteres son 10s miis genuinamente 
cronobiol6gicos de esta tesis. Algunos de 10s datos presentados sirvieron para 
caracterizar estos ritmos, que no habian sido estudiados en nuestro laboratorio 
con anterioridad. De esta manera, se comprob6: 

(i) que 10s ritmos existen; 

(ii) que existe una estrecha relacidn de fase entre 10s ritmos de actividad 
locomotora y temperatura en el hdmster y el ciclo de iluminacion ambiental 
(esto se demostro mediante experimentos de desfasajes y contrafases del 
fotoperiodo, y la posterior resincronizacidn de 10s ritmos); 

(iii) la estrecha relacidn entre 10s ritmos de temperatura y de actividad en 
rueda. La actividad locomotora no solo result6 calorigenica sin0 que modulo la 
forma de la onda de 10s ciclos de temperatura corporal, asemejdndolos a una 
onda cuadrada, en concordancia con el concept0 de "retroalimentacibn no 
fotican (1 48) del oscilador circadiano (Golombek, Ortega y Cardinali, enviado 
a Physiol Behav, 1992); 

(iv) que 10s ritmos de locomoci6n y temperatura poseen un fuerte 
componente enddgeno (1 4,173), evidenciado por la persistenca de 10s 
mismos en condiciones ambientales constantes (en nuestro caso, oscuridad 
constante). Se obtuvo un period0 de libre curso ligeramente menor que 24 
horas. 

Para la mayoria de las especies estudiadas, un corrimiento en el ciclo 
L:O de un cierto ndmero de horas produce, luego de una etapa transitoria, un 
corrimiento en su sistema circadiano del mismo nllmero de horas (144). La 
desincronizacidn de ritmos circadianos humanos ocurre luego de vuelos 
transrneridianos ("jet-lag") y tambien puede desarrollarse en 10s sistemas de 
trabajo con turnos rotativos (232). Como generalizacidn, puede afirmarse que 
se rmuieren tantos dias como horas se hayan desfasado para recuperar la 
relacion de fase ritmo-zeitgeber original (a1 menos para 10s ritmos de actividad- 
reposo). 



Hace unos 20 afios se realizaron experimentos en 10s que, luego de 
determinar el ritrno circadiano de paradigmas de aprendiraje en ratas, se 
aceleraba su resincronizacidn ante desfasajes de 6 horas en el ciclo L:O 
mediante la adrninistracidn de BZP (54,61). Estos estudios fueron retomados 
por F. Turek (213,224). quien demostrd que la cuwa de respuesta de fase 
inducida por triazolam (una BZP de accidn corta) podia ser utilizada para 
acelerar enorrnemente la adaptacidn de ritmos locomotores luego de 
desfasajes L:O. Experimentos recientes demostraron que la actividad del 
triazolam estaba en realidad mediada por efectos motores agudos inducidos 
por la droga (149). Ndtese que la implementacidn de tratamientos 
benzodiacepinicos "anti jet-lag" no parece muy aplicable debido a 10s efectos 
hipndticos de dichos fArmacos. iNadie desearia adormecer a un piloto de 
aviacidn para evitar efectos indeseados de desfasajes horarios ... ! 

Es en este punto donde aparece una definida oportunidad terapeutica 
para la melatonina. Tanto en estudios en vuelos reales (10) como en 
desfasajes simulados (199) se ha propuesto que la hormona pineal puede ser 
un medio eficiente para reducir 10s efectos indeseados de 10s vuelos 
transmeridianos, relacionado ciertamente con 10s efectos sincronizantes de la 
hormona. La melatonina carece de efectos hipndticos importantes. Algunos 
investigadores, un tanto apasionados por sus temas de trabajo, no dejan pasar 
oportunidad para demostrar en ellos mismos 10s efectos resincronizantes 
"milagrosos" de la melatonina (cabe destacar que algunos de estos 
investigadores son, i ncluso, directores de trabajos de tesis). 

Es de inter& destacar que el efecto hallado para la melatonina en el 
presente trabajo no coincide exactamente con el de las BZP. Estas ljltimas 
aceleran la resincronizacidn mediante un brusco desfasaje agudo en el ritmo 
de actividad locomotora tras la administracidn, relacionado con el efecto motor 
de la administrad6n de las drogas. En el caso de la melatonina este efecto 
motor agudo no fue hallado (Redman, comunicacidn personal). Lo que la 
melatonina modifid en 10s experimentos aqul presentados fue la velocidad de 
resincronizacidn (es decir, la pendiente del inicio de la actividad en funci6n 
de 10s dias sucesivos). Sdlo en algunos casos se ha116 un avance de fase 
ljnico responsable de la resincronizaddn. 

La aceleraci6n ,por melatonina de la tasa de resincronizacidn luego del 
avance de fase en el ciclo L:O obsewado en este trabajo de tesis puede 
deberse, en prindpio a tres mecanismos principales: 

(i) un efecto de la melatonina sobre el reloj, que modifique sus parametros 
oscilatorios produdendo un avance de fase lento en el periodo endogeno del 
ritmo circadiano; 



(ii) la modificacidn de la via que comunica al reloj con el ritmo finalmente 
registrado (en este caso, la via multisinAptica que comunica al hipotalamo con 
10s sitios de origen de la via motora); 

(iii) un efecto de la hormona sobre la fotorrecepcidn responsable de la 
sincronizacion de ritmos circadianos o sobre la via de acoplamiento entre el 
"zeitgeber" y el reloj (en este caso, la via retinohipotalhmica). 

La primera de estas 3 posibilidades es la m& avalada por 10s datos 
expenmentales. Las evidencias previas existentes, tales como la obtencidn de 
una curva de respuesta de fase o efectos sincronizantes en libre curso de la 
melatonina (1 1, 178), asi como la dependencia de Ostos y otros efectos de la 
hormona pineal de un NSQ intact0 (49-51) apuntan hacia algljn efecto direct0 
de la melatonina sobre el reloj, que permita una adaptacidn mas rApida de 10s 
ritmos controlados por este. 

En nuestro estudio, el procedimiento experimental empleado (tratamiento 
con melatonina) pudo haber "acostumbrado", en 10s dias previos al desfasaje, 
al sistema circadian0 a concentraciones altas de melatonina en la fase que 
posteriormente seria de transici6n L:O. Este "acostumbramiento" se traduciria 
en terminos cronobioldgicos en un sutil avance de fase del reloj producido por 
la administracidn de la hormona, el cual se expresa en el ritmo de actividad- 
reposo s61o despues del cambio de las condiciones ambientales 
(desincronizacion de 6 horas). 

Regresi6n gonadal 

Estos resultados, por fin, tienen genuino significado fisiologico. Se logrb 
una completa regresidn gonadal tras 8 semanas de administracidn diaria i.p. de 
25 pg/kg de melatonina a hhmsteres bajo fotoperiodo estimulatorio. Este es un 
hecho ampliamente documentado en la bibliografia (92, 170). De acuerdo a lo 
conocido (recordemos que fue en el hhmster dorado que se demostr6 el rol 
fisioldgico de la melatonina), la hormona tuvo efecto pues fue administrada 
dentro de la ventana de sensibilidad, esto es, unos minutos antes de la 
transicidn L:O. 

Uno de 10s mecanismos por el cual la melatonina ejerce su funcidn de 
sincronizacion de la reproducci6n estacional (alterando el eje hipotalamo- 
hipdfiso-gonadal) es gracias a una modificacidn en la frecuencia de disparo 
del "generador de pulsos" hipotalamico que controla la liberacidn de hormona 
liberadora de gonadotrofinas (1 83). Esta accidn podria ser desencadenada 
por la unidn de la melatonina en sitios especificos en el NSQ o en la pars 



tuberalis (1 13). En el laboratorio se puede reproducir fielmente el ciclo 
reproductivo anual mediante la administracidn apropiada de melatonina a 
animales pinealectomizados (92). Lo novedoso de 10s resultados presentados 
en esta tesis consiste en el bloqueo farmacol6gico de la accidn de la 
melatonina, hecho que sera discutido en la seccidn siguiente. 

El antagonism0 con Ro 15-1788 (flumazenil): &qu4 es lo que se estd 
bloqueando? 

Cuando se inici6 esta serie de experimentos, se deseaba poner a prueba 
una hip6tesis que habia surgido principalmente a partir de trabajos previos de 
nuestro laboratorio: uno de 10s posibles sitios de acci6n de la melatonina es el 
sistema GABAOrgico central. Por otra parte, resultaba de gran inter& 
documentar en forma detallada una cronofarmacologia de la hormona pineal. 
De esta manera, la idea primaria fue identificar sistemas con efectos 
cronobioldgicos definidos de la melatonina e intentar, en 10s momentos de 
maxima actividad, antagonizar estos efectos mediante manipulaciones 
farmacol6gicas del sistema GABAOrgico central. Uno de 10s pasos, entonces, 
era encontrar el agente farmacol6gico adecuado para bloquear algljn sitio del 
receptor GABA A sin que este bloqueo tuviera algun efecto intrinseco sobre 
las variables en estudio. ' 

El receptor GABA A es en realidad un complejo receptor con sitios de 
uni6n para diversos ligandos, incluyendo GABA, muscimol, BZP, esteroides y 
barbitljricos, y posee como expresidn com6n final un canal de cloruro (18,97). 

Figura 42: El receptor GABA A 



Las neuronas GABAdrgicas cumplen una funcidn preponderante en el 
SNC, ejerciendo un tono inhibitorio que ha hecho comparar al cerebro como 
"una ciudad de noche vista desde un avidn" (109) (detrhs de todo 
neurobidlogo hay un poeta en ciernes). La inhibicion de este tono 
GABAdrgico puede tener importantes consecuencias en variables 
comportamentales o neuroquimicas. P.ej., se podria, repentinamente, iluminar 
"a giorno" la "ciudad" con luces de intensidad de relampago, un simil 
adecuado para las crisis convulsivas que siguen a la administracidn de 
antagonistas GABAdrgicos. 

De esta forma se fueron descartando 10s antagonistas que poseian 
alguna actividad intrinseca, ya que no fue posible hallar una dosis 
verdaderamente "antagonistan (es decir, que bloqliee algljn sitio per0 no tenga 
efectos convulsivantes "per sew). Asi quedaron en el camino la bicuculina 
(que bloquea el sitio de unidn del GABA) y la picrotoxina (bloqueante del 
canal de cloruro), ya que presentan efectos comportamentales tales como 
efectos motores o proconvulsivantes (1 8). 

Esto nos llevd a adoptar una solucidn de compromiso: utilizar el entonces 
llamado Ro 15-1 788, un antagonista selective del sitio de union de BZP 
asociado a1 complejo receptor GABA A. Este compuesto se ha comercializado 
recientemente como flumazenil, cuya accidn terapdutica es la de revertir 
intoxicaciones agudas con BZP (tambidn es utilizado como agente finalizador 
de anestesias). El flumazenil carece de efectos intrinsecos, con unas pocas 
excepciones (no siempre replicadas) (83,97). 

La Fig. 43 resume 10s resultados de antagonism0 por flumazenil hallados 
en este trabajo de tesis: 
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Flgura 43: Antagonism0 por flumazenil de 10s siguientes efedos de la melatonina: depresidn 
de actividad locomotora, analgesia, actividad anticonvulsivante, adividad ansiolitica, actividad 
resincronizante e induccidn de regresion gonadal. En todos 10s casos las pnrebas se realizaron 
en el momento del dla de mayor efedo de la melatonina (ver Resultados y Fig. 41), y el 
flumazenil fue administrado 15 min antes que la hormona pineal en las dosis indicadas en 
Materiales y MBtodos. Los resultados se expresan como el porcentaje de 10s cambios 
cornparado con 10s grupos controles (media - E.S. de 6-8 animales por grupo). Los asteriscos 
designan diferencias significativas (~~0.05,  ANOVA, prueba de Dunnett), comparado con 10s 
grupos controles. 

Luego de haber antagonizado alegremente 10s efectos de la melatonina, 
surgen 4 posibles alternativas para explicar el bloqueo de la accibn de la 
hormona pineal por flumazenil: 

( i )  la melatonina se une en el sitio de BZP del complejo receptor GABA 
A, y es desplazada por el flumazenil 

R ceptor  GABA-BZP 

\V/ I 



Esta atrayente alternativa ya habia sido evaluada en este y otros 
laboratorios, con resultados negativos o, al menos, de poco significado. En 
ratas, concentraciones de melatonina de hasta 10aM no lograron desplazar el 
flunitrazepam ligado especificamente a su sitio receptor (1 35). En otro estudio, 
la hormona si desplaz6 al diazepam ligado a su sitio de union, per0 con una 
muy baja afinidad: la CE50 fue de aproximadamente 400 pM (138). Debe 
recordarse que el diazepam no es un ligando puro del sitio central de BZP 
(aquel presente en el complejo receptor GABA A), sino que se une tambien al 
sitio periferico. Dado que estos experimentos habian sido realizados en ratas, 
se procuro obtener alguna informacion acerca de la interferencia de la 
melatonina en la union del flunitrazepam a membranas de corteza cerebral del 
hhmster. En una prueba realizada en el laboratorio de receptores del lnstituto 
de Biologia Celular (IBC, Facultad de Medicina, UBA), se encontr6 que 20 pM 
de la hormona desplazaron en un 24% a la union especifica de flunitrazepam 
(Jorge Medina, comunicaci6n personal). Este liltimo resultado indica una 
mayor afinidad de la melatonina por el sitio receptor de BZP en el hamster con 
respecto a la rata, aunque igual resultaria insuficiente como para justificar 10s 
efectos observados por medio de un bloqueo direct0 in vivo, pues debe 
recordarse que la cantidad de melatonina que alcanza el SNC luego de la 
adrninistracion periferica es minima (del orden nM). 

De cualquier manera, no puede descartarse la posibilidad de que la 
melatonina se comporte como un competidor alost6rico del sitio de union de 
GABA o BZP, modificando indirectamente la afinidad por alguno de estos 
ligandos. Deben realizarse pruebas especificas (an8lisis de Scatchard de la 
union de estos ligandos en presencia o ausencia de melatonina) para poder 
determinar esta ljltima posibilidad. Pero 4sa es otra tesis. 

(ii) el flumazenil bloquea 10s receptores de melatonina 

ceptor MELATONINA 

fldmazenil 

Esta es una alternativa carente p6r ahora de evidencia experimental que 
la avale. Sin embargo, debe mencioparse ya que constituiria una explicacidn 
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posible para 10s efectos hallados. Nuevamente, el sometimiento a verificacidn 
experimental es tema de trabajo ulterior. 

(iii) para que la melatonina ejerza sus efectos debe estar intacto el trafico 
neuronal GABAdrgico, el cual seria modificado mediante la administracion del 
flumazenil 

Esta alternativa esth basada en los.trabajos de nuestro laboratorio en 10s 
que se demostro la actividad "in vitro" de la horrnona pineal sobre diversos 
parhmetros del sistema GABAdrgico (1 90,191,193,195). Si se hubiera utilizado 
bicuculina o picrotoxina como bloqueantes, Osta hubiera sido la explicacidn 
predilecta. Sin embargo, el flumazenil es lo suficientemente especifico como 
para bloquear efectos puramente benzodiacepinicos (y no GABAergicos), y 
por lo tanto, esta alternativa no parece tener demasiadas evidencias como 
para sostenerse. Hay sin embargo una excepcidn auspiciosa: en un estudio 
realizado sobre 10s mecanismos de aprendizaje el flumazenil disminuyd en un 
factor de 100 el efecto del agonista GABAOrgico muscimol (106). Se 
requerirlan mds pruebas de la interaccidn flumazenil-efectos de agonistas 
GABAdrgicos para sustentar esta hipdtesis. 

(iv) la melatonina requiere de un tono de BZP enddgenas intacto para 
ejercer sus efectos 



Recientemente se ha descripto la presencia de ligandos endogenos para 
10s receptores de BZP, incluyendo un derivado del diazepam (63) y n-butil- - 
carbolina-3-carboxilato (66). Estos ligandos enddgenos tuvieron actividad 
comportamental variada (161), y se ha propuesto recientemente que las BZP 
endog enas serian moduladores de procesos de aprendizaje y memo ria 
(105,107). Podria, entonces, suponerse un tono endogeno del trafico de BZP, 
el cual seria inhibido por la administracibn del flumazenil. La rnodificacion 
conformacional del complejo receptor GABA A impediria de alguna forma que 
la melatonina tenga efecto. 

La conclusidn objetiva sobre esta parte de nuestro estudio es que si bien 
de 10s resultados se desprende que 10s "caminos" de la melatonina y del sitio 
de uni6n central de BZP se cruzan en alglln momento, no hay a12n evidencias 
para proponer alguna explicaci6n fehaciente. 

Un modelo muy general puede verse en la Fig. 44, suponiendo que tanto 
10s efectos de la melatonina como 10s GABAdrgicos afecten la misma celula 
nerviosa. La melatonina se uniria a sus receptores especificos, y como 
resultado de esta interaccion, en forma mas o menos directa se modificarian 
parametros ligados al receptor GABA A: tanto por medio de un "cross-talk" 
direct0 entre 10s receptores, como por la induccidn de sintesis de proteinas 
que a su vez modifiquen el trafico nervioso ligado a 10s receptores 
GABAOrgicos. 
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Figura 44: cross-talk melatonina-GABA 

El "turnover" de GABA y el fotoperiodo 

Los resultados de esta seccidn del trabajo de tesis constituyen la primera 
descripcidn de una vanaci6n circadiana del "turnover" de GABA en el SNC y 
glandula pineal del hamster. Otras variaciones periddicas de parametros del 
sistema GABABrgico han sido previamente estudiadas, incluyendo 
fluctuaciones en el contenido del neurotransmisor (48,53,231). Sin embargo, 
se considera a1 "turnover" como un mejor indicador de la actividad de un 
sistema neurotransmisor cerebral. El "turnover" de GABA fue cuantificado 
como la acumulaci6n de neurotransmisor (calculada como la diferencia con 
respecto a valores basales) luego de la inhibicidn de la degradaci6n mediante 
la administracidn de gamma-acetilen GABA 1 hora antes del sacrificio (190). 
Por otra parte, al comparar datos de animales que habian sido sometidos a 
diferentes fotoperlodos, se pudieron evaluar algunas implicancias 
estacionales en la regulacion de la actividad GABABrgica. 

Globalmente, se hallaron ritmos circadianos significativos en el "turnover" 
del GABA en corteza cerebral, hipotalamo, cerebelo y pineal de hdmsteres 
sometidos a fotoperiodos estimulatorios o inhibitorios. En condiciones de 
fotoperiodo "de dia largo" (14L:lOO) se hall6 una estrecha relaci6n de fase 
entre estos ritmos, con una clara tendencia a exhibir picos maximos hacia la 
4a. hora de oscundad. En animales que fueron sujetos a fotoperiodo "corton 
durante 3 meses, arin se evidencid periodicidad diaria en el "turnover" de 
GABA. Sin embargo, en esta liltima situacidn, se perdid la estrecha relaci6n de 
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fase entre las distintas regiones estudiadas, encontrhndose valores elevados 
de "turnover" tambidn durante las horas diumas, o hacia el final del period0 de 
oscu ridad. 

Cuando se examinaron las concentraciones basales de GABA, en la 
mayoria de 10s caws tambidn se encontraron ritmos circadianos. Sin embargo, 
la relacidn de fase entre el contenido y "turnover" de GABA van6 mucho de 
tejido a tejido y tambidn parecid depender de la condicidn fotoperiddica 
imperante. En el caso de hipothlamo y cerebelo, el pico en contenido precedid 
en unas 8 horas al del "turnover". El significado funcional de 10s cambios en el 
contenido del GABA no resulta evidente, y merece ser estudiado en 
profundidad. Debido a que existe una interrelacidn directa entre la sintesis y la 
degradacidn del neurotransmisor, variaciones periddicas en el contenido del 
GABA podrian estar indicando que otro(s) factor(es) puedan contribuir a la 
concentracidn estacionaria del mismo, por ejemplo la disponibilidad de un 
cierto 'pool" de neurotransmisor a procesos de degradacidn pobria variar a lo 
largo del dia. 

En cuanto al ritmo en el efecto postsinhptico del GABA, medido como 
aumento del influjo de cloro en sinaptoneurosomas, se ha110 una variacidn 
periddica en corteza cerebral coherente con el ritmo encontrado en el 
"turnover" del neurotransmisor. En efecto, la tasa actividad del GABA fue 
mkima unas 4 horas despues del apagado de las luces, precediendo en 4 
horas el efecto postsinhptico. Tal vez el desfasaje entre ambos procesos 
resulte excesivo, per0 no debe olvidarse que la metodologia empleada no 
permite una frecuencia de muestreo mayor (y tampoco el FMI), que podria 
indicar una relacidn de fases mhs estrecha. Resulta sorprendente que no se 
hayan obtenido variaciones temporales en el influjo de cloro inducido por 
GABA en sinaptoneurosomas obtenidos de hipotalamo. Una posible 
explicacidn para esta falta de ritmicidad seria la de estar trabajando con un 
bloque que mntiene al hipotalamo mediobasal, en lugar de realizar estas 
mediciones en zonas m& restringidas, como rodajas conteniendo al NSQ u 
otros nhcleos de importancia en el sistema circadiano. 

Los resultados de 10s ritmos de "turnover" de GABA en hamsteres bajo 
condiciones de dia largo estdn de acuerdo con parte, per0 no la totalidad, de 
10s trabajos sobre 10s ritmos del transmisor. En nuestro laboratorio, Acufia 
Castroviejo y col. (2) describieron que la unidn del GABA a receptores de tipo 
A en rnembranas de corteza cerebral de ratas era mhima a las 2400 h. Con 
respecto a las concentraciones de GABA en el SNC de ratas, Casanueva y 
col. (48) encontraron niveles hipofisarios elevados 2 horas antes del apagado 
de las luces, Cattabeni y col. (53) reportaron un pic0 en el contenido 
hipotalimico (pero no en corteza cerebral ni cerebelo) en la rnitad de la 



fotofase, y Waniewski y Suria (231) describieron un pico en el GABA pineal 
aproximadamente 6 horas luego del apagado de las luces. Debido a que 
diferentes Areas y parametros fueron examinados en estos estudios, no 
resultan sorprendentes las discrepancias entre 10s patrones de ntmicidad 
hallados. De cualquier manera, dada la importancia funcional que cumplen las 
neuronas GABAergicas en 10s procesos nerviosos integrativos (187), el 
estudio de aspectos dinamicos de la fisiologha del GABA, como 10s del 
"turnover" que han sido descriptos aqui, pueden ser de importancia para el 
esclarecimiento de las funciones del marcapasos cerebral. 

Con respecto a la sincronizacidn de 10s ritmos del "turnover" del GABA 
en hamsteres bajo fotoperiodo largo, Osta podria interpretarse como la 
consecuencia de la actividad de un "zeitgeber" interno. Armstrong (12) ha 
propuesto que la melatonina bien podria cumplir ese rol. En hamsteres criados 
en 14L:100, el pico de melatonina enddgena ocurre aproximadamente a partir 
de las 4 horas de oscuridad (183), coincidiendo con el maximo en 10s ritmos 
del GABA aqui mencionados. Siguiendo la hipdtesis de Armstrong (12), la 
melatonina podria constituir el transductor neurohumoral circadian0 que 
sincroniza tal fendmeno. 

Ya hemos mencionado las evidencias que hablan a favor de la relaci6n 
entre la actividad de la melatonina y el sistema GABAergico central, 
incluyendo las modificaciones que la hormona produce en la unidn al receptor 
GABA-BZP (2,157,114), o el aumento del "turnover" y sintesis del 
neurotransmisor (1 90,195). Surge como una interesante hipdtesis de trabajo el 
examen de la accidn de la melatonina como "zeitgeber" interno en 10s 
procesos que involucren ritmos circadianos en parametros del sistema 
GABAergico central. Una de las pruebas necesarias (pero de ninguna manera 
suficiente) para demostrar formalmente esta hipdtesis seria el estudio de las 
variaciones circadianas del GABA en animales pinealectomizados, per0 el 
autor ofrece una disculpa p~lblica (que incluye a 10s animales) debido a que tal 
intervencidn quinirgica origin6 una de las mayores tasas de mortalidad en el 
bioterio de hamsteres, hecho por el cud se decidid postergar esta fase del 
estudio hasta tiempos quinjrgicos mejores. 

La pOrdida de sincronizaci6n en 10s ritmos de "turnover" de GABA en 
SNC de hhmsteres sometidos a fotoperiodos cortos no tiene una explicaci6n 
directa hasta el momento. Dado que la secrecidn de melatonina en estas 
condiciones no presenta un pico nocturno claro, sino mils bien un patr6n 
secretorio en onda cuadrada (183), podria postularse que la hormona posee 
una menor influencia como "zeitgeber interno en fotoperiodo corto. 



Sobre dosis, especies y entrecruzamientos 

Una pregunta pertinente que queremos contestar antes de llegar a las 
conclusiones finales de este trabajo de tesis es la razdn de haber utilizado 
modelos experimentales tan variados. Intentamos, por supuesto, privilegiar el 
uso del hamster como modelo por antonomasia en cronobiologia. Sin embargo, 
algunos de 10s efectos comportamentales evaluados se hallaban 
perfectamente validados para otras especies, y no fue posible replicarlos en el 
hamster dorado. Quiz& el ejemplo m& patdtico en este sentido fue el que 
encontramos en 10s experimentos de analgesia, al aplicar la prueba del "hot- 
plate", tradicional para ratones, a 10s hamsteres. En nlimero significativo, 10s 
individuos de esta especie optaron por la masoquista soluci6n de quemarse 
las patas, sin demostrar ninglin comportamiento algdsico evidente, m h  que el 
sospechoso tufillo a carne quemada. 

En algunos experimentos (muy) preliminares en 10s que se aplico un 
estimulo algesico el4ctrico a 10s hamsteres, el procedimiento demostrd la 
sensibilidad suficiente como para determinar un ritmo circadian0 en el umbra1 
del dolor, semejante al que aqui describimos en el rat6n. 

Con respecto a la determinacion del efecto ansiolitico de la melatonina y 
el diazepam, se realiz6 la prueba del laberinto en cruz elevado en ratas y no 
en hamsteres, debido a que esta prueba esta ampliamente validada en esta 
especie por el grupo de S. File (83) para agentes benzodiacepinicos. 

En otro orden de cosas, nuestros lectores podrian preguntarse sobre 
algunas posibles interrelaciones entre 10s efectos comportamentales de la 
melatonina. Por ejemplo, jno podria existir correlacidn entre 10s efectos 
sedantes de la melatonina y otros que requieren de un comportamiento motor 
intacto? j o  no sera posible que la melatonina, al deprimir la locomoci6n, 
impida que 10s ratones salten en la prueba del "hot-plate" o que 10s hamsteres 
exhiban movimientos cl6nicos frente a un agente convulsivante, y asi 
sucesivamente? 

Afortunadamente, tenemos respuesta para estas pertinentes objeciones. 
Es asi que para obtener el efedo depresor de la actividad locomotora hub0 
necesidad de administrar cr6nicamente (5 dias) melatonina durante la 
transicidn L:O, ya que la administracidn rSnica de dosis bajas (del orden de 
pglkg) o altas (mglkg) de melatonina no causaron efedos sedantes inmediatos. 

No existen experimentos definitorios acerca de la cinetica de la 
melatonina luego de la administracidn parenteral en roedores. Ya fueron 



brevemente discutidos 10s resultados que indican que la melatonina secretada 
enddgenamente por la pineal (en la que se detectan maximos nocturnos de 
aproximadamente 3 nglgl8ndula) es concentrada en el hipot6lamo mediobasal 
hasta concentraciones del orden de 10 pglmg de tejido (35). Con respecto a la 
adrninistracidn de melatonina, es muy poco lo que se sabe acerca de cuAnta 
es la cantidad de hormona que efectivamente alcanza sus sitios de accidn 
centrales. Hemos ya mencionado que en nuestro laboratorio se han realizado 
experimentos que indican que 20 minutos despues de la administracidn de 
dosis altas de melatonina a ratas (5 6 10 mg/kg), se alcanzan concentraciones 
hipotalamicas del orden de 3-6 nglmg de tejido, respectivamente (Chuluyan y 
col,inddito). Por supuesto, estos datos no pretenden "fisiologizar" 10s 
experimentos farmacol6gicos presentados en este trabajo de tesis; sdlo 
indican que las concentraciones centrales realmente alcanzadas por la 
melatonina luego de su administracidn perifbrica pueden ser 
sorprendentemente bajas. 

. . 

Consideraciones finales 

Los resultados aqui presentados constituyen la primera demostraci6n 
experimental de que 10s receptores tip0 A del aminoAcido inhibitorio GABA 
desempeban un papel central en la mediacidn de diversos efectos fisiol6gicos 
y farmacolc5gicos de la melatonina en animales de experimentacibn. Si bien 
han sido numerosos 10s estudios previos (analizados en detalle en diversos 
pasajes de este trabajo) sobre variadas acciones de la melatonina sobre la 
neuroquimica y actividad bioeldctrica de Breas cerebrales, en ninguno de 
estos estudios pudo establecerse el rol causal del efecto observado en cuanto 
a la expresidn de la acci6n hormonal. 

La linica forma viable de analizar esta causalidad es la "disecci6n" 
farmacoldgica del fendmeno mediante antagonistas carentes "per sew de 
accidn farmacol6gica significativa. El antagonista del sitio de unidn central de 
las BZP, Ro 15-1788 o flumazenil, posee estas propiedades, pues en 
diferentes modelos farmacoldgicos ha demostrado carecer de actividad 
intrinseca relevante, siendo sin embargo capaz de obliterar en forma completa 
la actividad del complejo supramolecular constituido por el receptor 
GABA6rgico tipo A, el sitio central de las BZP y el canal de CI- 
(58,97,103,210). En este sentido, el uso del Ro 15-1788 es significativamente 
superior al de otros agentes que en forma mis directa interfieren con la 
actividad GABAdrgica tip0 A, como el bloqueante de 10s receptores tipo A 
bicuculina, o el antagonista del canal de CI- picrotoxina, todos ellos de 
poderosa actividad convulsivante intrinseca. 
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Hemos analizado en la introduccidn el papel que desernpeiia el sisterna 

GABAdrgico central dando origen a circuitos predorninantemente 
responsables de 2 funciones centrales de las redes neuronales: el enfocado 
espacial y temporal de la actividad neural (29,236. En una hipdtesis rnuy 
atrayente E. Roberts, quien describiera por primera vet al GABA en el sistema 
nervioso central, atribuye a estas redes neuronales la propiedad de 
transformar de digital en analdgica la respuesta neuronal (1 87). Para avalar 
esta hipdtesis recurre al argumento de la actividad sincronizada y ritrnica que 
se produce al administrar agentes convulsivantes cuyo efecto primario es el 
bloqueo del sistema, corno la bicuculina o la picrotoxina (91,212). Otro 
argumento de importancia es que en distintos modelos experimentales el 
resultado conductual del bloqueo del sistema GABA6rgico no es una 
modificacidn de 10s valores medios sin0 una disminucidn significativa de la 
varianza de la poblacidn, es decir, la respuesta se hace hornogenea ("Ow o 
"1 ", y no todas las gamas posibles) (1 87). 

En el oscilador primario cerebral de mayor importancia, el NSQ, existe 
una poblacidn definida de interneuronas GABAergicas que han sido 
vinculadas en distintos modelos experimentales con la genesis de la 
oscilacion circadiana intrinseca de estos nlicleos hipotalamicos 
(1 1 6,131,142). Asimismo, y corno consecuencia de la actividad ritrnica de las 
distintas redes neuronales GABAergicas puede postularse que la esencial 
diferencia en el SNC de hdmsteres durante la fase diurna y nocturna del ritrno 
diario descansa en parte en las modificaciones de dichas redes de 
interneuronas GABAdrgicas. 

En el presente estudio se examind esta liltima hipdtesis mediante la 
determinacidn de la actividad pre- y postsindptica del sisterna GABAergico 
central en distintos intetvalos horarios durante un ciclo de 24 horas. Como ha 
sido verificado concluyentemente en distintos estudios, es la presencia de la 
gllndula pineal a travds de la secrecidn de melatonina la responsable de 10s 
efectos del fotoperiodo sobre la actividad neuroendocrina. Parte de 10s 
resultados de este trabajo de tesis indican la existencia de una aceleracidn 
significativa en el "turnover" in vivo de GABA corno en la accidn del 
neurotransmisor in vitro sobre la captacidn neuronal de 36CI- (ejercida a 
travbs de receptores de GABA tip0 A) en la coltera cerebral en horas de la 
noche, es decir, en correlacidn con 10s niveles plasmdticos elevados de 
rnelatonina. El aumento nocturno del "turnover" de GABA fue tarnbien 
verificado en hipotQamo y cerebelo. Queda por evaluar en trabajos futuros la 
persistencia o no de estos carnbios en hdmsteres sometidos a rernocion o 
desnervacidn de la gldndula pineal. 



Si bien en forma general 10s farmacos que actljan sobre el SNC muedran 
cambios circadianos en su actividad, s61o unos pocas drogas poseen la 
propiedad de modificar el perlodo del oscilador cerebral primario (56,128.1 80). 
Un comljn denominador de este ljltimo grupo de drogas es el afectar a 10s 
circuitos GABAergicos cerebrales (21 ,I 31,174-1 77). Neurofarmacos de 
actividad central como la melatonina (10,13,49,50,169,178) y las BZP 
(21 3.21 4,225) han sido identificados como efectivos para cambiar el period0 
de oscilacidn del NSQ. Ambos compuestos afectan al sistema GABAdrgico 
central, a nivel de 10s receptores de tipo A vinculados al ion6foro de cloro. La 
ventaja principal de la melatonina en su efecto como fdrmaco es que, en dosis 
efectivas para modificar el reloj circadiano, carece de 10s efectos sedantes 
descritos para las BZP. Asimismo, no existe dosis tdxica para la melatonina, 
siendo inocua en animales de experimentacidn y en el hombre (9). 

Los resultados del presente trabajo de tesis confirman la existencia de 
ritmos circadianos en la actividad locomotora y respuesta convulsivante a 3- 
MPA en el hamster, en la latencia para responder a un estimulo doloroso en el 
ratdn, y en el efecto ansiolitico en ratas. Varias de estas conductas 
especificas presentaron maximos valores durante la fase nocturna del ritmo de 
24 h. Uno de 10s objetivos del presente estudio ha sido el verificar si la 
actividad de la hormona pineal melatonina, una sustancia de efectos 
vinculados con la hora del dia, tiene tambidn efectos cronodependendientes 
sobre las conductas arriba citadas. 

Los resultados obtenidos indican que el efecto depresor de la melatonina 
sobre la actividad locomotriz en el hamster, observable a dosis de 300 pg/kg, 
es maxima a las 2000 y 0400 h, en coincidencia con las "ventanas" de 
sensibilidad neuroendocrina descritas para la hormona. Asimismo, la 
inyeccidn de concentraciones farmacoldgicas de melatonina (20 mglkg) 
produce analgesia en el ratdn, un efecto que fue tambien mkimo a las 2000 h. 
Una situacion semejante fue observada en el caso de las convulsiones 
inducidas en el hamster por la inyeccidn del inhibidor de la GAD 3-MPA, 
siendo el efecto anticonvulsivante de lamelatonina mbimo durante la noche. 
En el caso de la actividad ansiolitica y sobre el comportamiento exploratorio el 
efecto de la melatonina fue mayor en el momento de la transici6n L:O, cuando 
se la compard en relaci6n a un punto intermedio de la fotofase. 

Los fendmenos cronodependientes mencionados de la melatonina fueron 
suprimidos en todos 10s casos por la inyecci6n previa del bloqueante central 
de la BZP Ro 15-1788. Puede entonces concluirse que la integridad del 
sistema GABAergico central es imprescindible para la actividad farmacol6gica 
citada de la melatonina. 



La liltima serie de experimentos farmacoldgicos fue realizada para 
evaluar si la regresidn gonadal producida por la melatonina es tambien 
sensible al bloqueo por flumazenil. La inyeccidn de 25 pglkg diarios de 
melatonina durante 8 semanas en hamsteres mantenidos en 14L:lOO produce 
la ampliamente documentada involucidn gonadal, en un tpdo semejante a la 
observada luego de exponer a 10s animales durante 6 semanas a fotoperiodos 
de menos de 12 h de luz por dia. La inyeccidn de 50 mglkg de Ro 15-1 788 15 
min antes de la melatonina previno totalmente el efecto inhibidor de la 
melatonina sobre el peso gonadal, per0 fue incapaz por s i  misma de modificar 
el peso gonadal. Por lo tanto, nuestros resultados indican que tanto efectos 
farmacoldgicos como fisioldgicos de la melatonina son sensibles al bloqueo 
del complejo supramolecular del receptor GABAdrgico tipo A cerebral. 

En conclusidn, la presente serie de experimentos se inserta en el 
conocimiento basico cuya obtencidn es imprescindible para una manipulacidn 
farmacoldgica racional de 10s ritmos bioldgicos tanto en la salud como en la 
enfermedad. Pueden identificarse numerosas situaciones. clinicas en las 
cuales es de importancia modificar el sistema circadiano. En el hombre se 
verifica la existencia de ritmos circadianos alterados en situaciones tales como 
el insomnio, depresidn, enfermedad emocional estacional, envejecimiento o 
ceguera (1 6,56), estados susceptibles de tratamiento con melatonina, lo que 
indica la importancia de la hormona desde el punto de vista terapelitico. Por 
otra parte, la direccidn y velocidad de la respuesta del NSQ hipotalclmico por 
carnbios en el horario de la fase de luz (turnos de trabajo rotatorio, "jet-lag"), 
pueden ser restablecidas por la hormona pineal (9,169). 

Nuestros relojes biol6gicos se resincronizan muy lentamente ante un 
cambio brusco de fase en la informacidn ambiental. En consecuencia, 10s 
seres humanos no estamos bien preparados para adaptarnos a situaciones 
como 10s requerirnientos de trabajo prolongado, 10s turnos rotatorios de 
trabajo, o 10s vuelos transmeridianos, en las cuales se producen cambios 
repentinos de fase en las seiiales ambientales. Las consecuencias de esta 
desadaptacidn son variadas y comprenden desde malestares transitorios (el 
llamado "jet-lag" de 10s viajeros de avion) a cuadros de desajustes 
neurovegetativos crdnicos, de graves consecuencias para la salud y la 
productividad. 

Estas situaciones ocurren porque ninguna de las desincronizaciones 
citadas han sido expenmentadas durante la evolucidn de la raza humana (26, 
144). Puede afirmarse que nuestro cuerpo esta disefiado para un mundo que 
ya no existe. En 10s llltimos 100 afios, hemos cambiado radicalmente nuestro 
medio ambiente. Comenzando por la introduccidn de la lampara de luz 
el6ctrica hasta el desarrollo de las tecnologias de computacidn digital, control 



de procesos, telecomunicaciones, y diseRo y construcci6n de aviones 
comerciales, hemos sido catapultado a una "Sociedad de 24 Horas", con 
intercomunicaciones "around the clock" y McDonald's incluidos, para el cual, 
tal vez, no tenernos un diseAo fisiol6gico adecuado. 

La melatonina constituye la primera de una serie de manipulaciones que, 
sin provocar efectos adversos, es capaz de optimizar la adaptaci6n de 
poblaciones humanas a cambios en 10s sincronizadores ambientales. Algo 
(unos pasitos) creemos haber avanzado en este trabajo de tesis, hacia la 
definici6n de la actividad y mecanismo de accidn de la melatonina. 

Para este tesista ha sido tarea divertida, por qu6 negarlo. Pero "en el 
fondo del reloj estA la muerte" (de nuevo, Cortkar), y sera mejor detenerse 
aqu i. 

"Time is on my side" (Mick Jagger, Rolling Stones). 

DR. DANIEL P. CARDlNALl 
PROFESOR REGULAR T I T U L ~  

DEPARTAMENTO BE FISlOLOOlA 
FACULTAD OE MEDlClNA 

U N l V m O m  DE BUENOS AIR€$ ' 
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