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INTRODUCCTION

En los Gltimos anos la evidencia de que las substancias
producidas por la gldndula Pineal de los mamiferos modifican la
actividad de 6rganos blanco distantes se ha acumulado de manera
impresionante; sin embargo, alin queda por demostrar si las va-
riaciones espont&neas en la secrecibn de la pineal tienen un
papel fisiolbgico en la actividad de €stos drganos.

En los mamiferos, la administracién de una de &stas subs
tancias, la melatonina, produce diversos efectos; por ejemplo,
inhibe la velocidad de crecimiento del pelo en ratones (41),
inhibe la funcibn del tiroides en las ratas (captacibn de 1131
y crecimiento de las cé&lulas tiroideas) (18, 122); en roedores
disminuye la velocidad de centraccién de misculo liso (tanto

espont8neamente como por induccibn con serotonina (36,88,90,

91); interfiere con la funcibn de las gbnadas en ratas, ratones

Y h@msters (1,47,71,75,125); disminuye el contenido de hormona



luteinizante en la hip6fisis (1); produce sueno en gatos, ratas
y ratones (16, 33, 39, 72). Con respecto a los efectos inhibi~
dores de las gbnadas, hay contradicciones en la literatura, va
que en algunos casos la pinealectomfa produce efectos impercep
tibles en el sistema de la reproduccibn (54). Actualmente sabe
més que &stas contradicciones se deben a que las respuestas a
la presencia o a la ausencia de los compuestos de la pineal en
los animales de experimentaci®n varfan notablemente con la edad,
el sexo, la especie y de manera muy importante con el fotoperio-
do (93, 94, 103).

Para integrar conceptualmente a la pineal con el resto
del Sistema Endbcrino, se tuvo que aguardar al desarrollo de lo
que ahora son conceptos bdsicos en neuroendocrinologia, entre
ellos el m&s importante es el de "Transductor Neuroendbcrino”,
el cudl en el caso de la pineal implica la liberacién de com -
puestos quimicos provocada por una senal nerviosa (120, 126).
Esta Gltima, es la resultante de la sefial luminosa recibida en
la retina y transmitida hasta la pineal por las terminaciones
nerviosas simpédticas del ganglio cervical supericr. Esta infor-
macibn es convertida por la gldndula en una sefial endbcrina
(quimica) como la melatonina y otros metoxiindoles. Estos com-
puestos una vez liberados, son acarreados hasta los sitios de
accibn (quizds principalmente el cerebro) por la sangre o el
1lfquido cefalorraquideo.

En la actualidad se conoce con exactitud la biosintesis
de la melatonina en la pineal de la rata y de los factores que

la regulan, asi como el metabolismo cuando se administra por
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via intravenosa o intraperitoneal. Sin embargo, y especialmente
en los mamiferos superiores como el hombre, poco o casi nada se
sabe acerca del mecanismo por el cual &stas hormonas ejercen los
mGltiples y variados efectos end6crinos y de su papel fisiolbgi-
co. Esto iltimo se debe, entre otras cosas, a la falta de cono-
cimiento de las vias catab6licas de la melatonina endf6gena que
permita determinar la actividad funcional del 6rgano mediante
la valoracifén de sus productos o sus catabolitos presentes en

los lfiquidos biol6gicos.



FUNCTION D E LA GLANDULA PINEAL

Al tejido que transforma una sefial nerviosa a una sefial
hormonal se le conoce como "Transductor Neuroendbcrino" (123).
Las cé€lulas de &stos tejidos responden a senales de substan -
cias neurotransmisoras tipicas (acetil colina y norepinefrina),
las cuales llegan a ellas por difusibn en l@s espacios sindp-
ticos o en los botones nerviosos de la vecindad; la respuesta
al mensaje asi recibido por &ste tipo de cé&lulas es a su vez,
una sefial con caracteristicas de hormona.

Las células parenquimatosas del 8rgano pineal de los ma-
miferos se consideran como células transductoras neuroendbcri-
nas porque:

1) estd demostrado anatbmicamente que reciben innerva-

ciones simp&ticas de tipo noradrenérgico (2); vy
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2) secretan.la hormona melatonina en las condiciones fi-

siol6gicas apropiadas (126).

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE MELATONINA Y ASPECTOS

FISIOLOGICOS DE LA GLANDULA PINEAL

a) LA GLANDULA PINEAL Y EL CONTROL DE LAS HORMONAS HIPO-
FISIARIAS.~ El potencial antigonadotr6fico de la pineal se es-
timula en los animales de experimentacifn restringiendo su ex-

.posicifn a la luz. Asi, los h&msters sexualmente maduros mues-
tran severos cambios atr6ficos de los testiculos cuando se some-
ten de cuatro a seis semanas a una hora de luz por dia. Sin em-
bargo, los h&msters pinealectomizados no sufren regresifn en
sus 6rganos reproductores bajo las mismas condiciones luminosas
(40). Por otra parte, en las ratas sexualmente inmaduras se re-
trasa la apariciftn de la pubertad cuando se les priva de luz;
siempre y cuando no hayan sido pinealectomizadas (92).

También, se ha observado que la pineal tiene efectos so-
bre las gonadotrofinas. La eliminacién de la gl&ndula pineal en
ratas macho j6venes adultas, provoca un aumento en el contenido
de hormona luteinizante (HL) en la hip8fisis (1, 33), casi equi-
valente al que se obtiene despu@s de la castracién (93).

La administracifn intravenosa de melatonina no disminuye
la concentracifn de HL en el suero. En cambio, la administracién
intraventricular si ocasiona que los niveles de HL en suero se

reduzcan transitoriamente a valores casi indeterminables. Pare-
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ce ser, que &ste efecto se media por una inhibicién de la libe-
racibén del factor liberante de la HL (46, 93).

En la rata, despu€s de la ovariectomia unilateral, hay
un aumento transitoric en el contenido sérico de hormona esti-
mulante del fclicule (HEF) y un crecimiento compensatorio del
Qvario. La administracién de melatonina retarda el grado de hi-
pertrofia compensadora del ovario y previene la elevacidn aso-
ciada de la HEF en el suero (97, 109, 114). La inyeccibn intra-
ventricular de pequerias cantidades de melatonina disminuye en
50% la concentracifn de HEF en la sangre arterial periférica
(46) . De los resultados de @&ste experimento se infirié que la
melatonina regula la secrecibn del factor liberante hipotalé-
mico de la HEF (46). Asi pues, el mecanismo por el cudl el 6r-
gano pineal modifica la secrecién de las hormonas hipofisiarias
es a trav8s del Sistema Nervioso Central (SNC), ya que actla
directamente sobre las neuronas liberantes de los factores (45,
96) .

Hasta la fecha no ha sido identificada con exactitud la
hormona antigonadotr8fica del 6rgano pineal, aunque esti bien
establecido que la melatonina posee dicha capacidad (95, 96,
110, 113, 126) y que polipéptidos de origen pineal de bajo peso
molecular asi como extractos de pineal libres de melatonina son
tambi&n potentes inhibidores de la reproduccifén; por lo cual
debe considerarse la presencia de otras hormonas pineales en
potencia (19, 20, 76).

Las interrelaciones prolactina-pineal no se han estu-

diado mucho hasta ahora. Parece ser que la melatonina adminis-
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trada a los ventriculos cerebrales produce una disminucifn en
la descarga del factor inhibidor de prolactina y pecr lo tanto
un aumento en la cantidad de prolactina en sangre periférica
(46) .

Por otra parte, la pinealectomfia en roedores eleva el pe-
so del tiroides y la secrecibn de hormonas tiroideas (41, 42).
La administracifn de melatonina blogquea la hipertrofia tiroidea
subsiguiente a la pinealectomfa y disminuye el peso de las cé-

131 y la secrecibén de hormona

lulas tiroideas, la captacibn de I
(25, 31, 41, 42, 77).

La pinealectomfa tambi&n aumenta el contenido de hormona
estimulante del melanocito (HEM) en la hip6fisis de la rata y
bloquea la cafida de los niveles normales de HEM en la hip&fisis,
producida al colocar al animal de experimentacibn en un ambien-
te de obscuridad (52). A su vez, la administracién de melatoni-
na baja los niveles hipofisiarios de HEM aparentemente por la
liberacibn de la hormona de la gl&ndula (53).

Ademd8s de los efectos antes mencionados, la pineal tiene

una funcidn reguladora en la secrecifn de otras hormonas tr6-

ficas de la adenohipbfisis (93).

b) LA GLANDULA PINEAL Y SU INTERRELACION CON EL CEREBRO.-
Parece ser, que una de las principales funciones de la pineal
es modular la actividad nerviosa (100, 101). La actividad elec-
troencefalogréfica (EEG) de diferentes regiones del cerebro de
gato se modifica despu&s de la administracifn intravenosa de

extractos crudos de pineal de res (101). De igual forma, éstos
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extractos crudos suprimen las convulsiones producidas por esti-
mulacién el&ctrica de la corteza (100). La pinealectomia modi-
fica permanentemente la actividad electroencefalogréfica en co-
nejos y ratas (21, 81) y la administracifn de extractos crudos
de pineal modifica de manera importante tanto al EEG como a
oéras funciones cerebrales en conejos, ratas y humanos (21, 72,
81).

Recientemente, se ha sefialado que la melatonina es ftil
para combatir los sfntomas de epilepsia y de la enfermedad de
Parkinson (5, 6). En los epilépticos, el tratamiento agudo con
melatonina produce una mejorfa clinica muy marcada,lo mismo que
el tratamiento subagudo y crénico en los parkinsfnicos. El me-
canismo por el cudl la melatonina produce éstos efectos es des-
conocido, sin embargo, se cree que puede deberse a la capacidad
de la melatonina para alterar el balance de algunos de los neu~-
rotransmisores del SNC (3, 4). La administracifn intraperitoneal
de melatonina a animales de experimentaci6n induce el aumento
de la sintesis de &cido gama amino butfricc (GABA) y de 5-hi -
droxitriptamina 6 serotonina (5HT). Se ha sugerido que &stos
cambios pueden estar relacionados con la sfntesis "de novo" de
la cinasa del piridoxal. Esta vitamina forma parte del grupo
prostético de las descarboxilasas que forman a dichos neuro -
transmisores; y también se ve estimulada su actividad por 1la

administraciétn de melatonina.
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BIOSINTESTIS D E MELATONINA

La biosintesis de melatonina como la de todos los in-
doles de la pineal se inicia con la captaci6bn dentro de los
pinealocitos del triptofano circulante. La fraccibn mds consi
derable del aminodcido se utiliza para la sintesis de protei-
nas de la pineal (130). Para la biosintesis de melatonina, el
triptofano primero es hidroxilado en la posicibn 5 del anillo
ind6lico por la accibn de la triptofano hidroxilasa (67). El
5-hidroxitriptofano producido es r&pidamente descarboxilado por
la descarboxilasa de l-amino&cidos aromiticos y forma la SHT
(Fig. 1) (107).

La 5HT de la pineal sigue, por una parte, la ruta cata-
b6lica comn a otros tejidos; y por otra, la formacibn de me-
latonina. Fn &sta Gltima vifa, es primero acetilada en el ni-

tr6geno de la etilamina por la accifn de la enzima N-acetil

transferasa (122) para formar la N-acetilserotonina (14, 118),
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la cual es a su vez O-metilada por efecto de la enzima hidroxi-~
indol-O-metil transferasa (HIOMT) (Fig. 2). Esta enzima, estd
presente en el citoplasma de las cé&lulas parenquimatosas de la
pineal y transfiere el grupo metilo activo de la S~-adenosilme-
tionina al grupo hidroxi de la posicién 5 del nficleo ind6lico
formandose N-acetil-5-metoxitriptamina o melatonina (14).

Una de las principales consecuencias fisiolbgicas de la
accibn de la HIOMT es que al convertir indolaminas como la se-
rotonina, que no puede cruzar la barrera hematoencefdlica, a
compuestos metoxilados como la melatonina, &stos tienen un
f&cil acceso al cerebro (12).

En la mayorfa de los mamiferos examinados hasta la fe-
cha la enzima HIOMT es caracteristica de la pineal (15). Sola-
mente en la retina de la rata se ha encontrado actividad de &s-

ta enzima adem&s de la pineal (24).

REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE MELATONINA.- Las sefales
fisiol6gicas que estimulan la sintesis de melatonina en la pi-
neal, son los impulsos nerviosos gue se generan en los recepto-
res de la retina para la luz. Del ojo, la informacibn viaja por
una vfa multisindptica que finaliza en las terminaciones simp&-
ticas de la pineal. Estas provienen del ganglio cervical supe-
rior (/4, 119, 123). Estd demostrado que el neurotransmisor li-
berado por los nervios simpiticos de la pineal es la norepine-
frina (NE) y que la actividad nerviosa simp&tica actia por me-

dio de &sta catecolamina para estimular la funcién metab8lica
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pineal (120).

PAPEL DE# AMP-CICLICO EN LA BIOSINTESIS DE MELATONINA.-
La NE tiene cuando menos dos efectos sobre el receptor de las
células pineales:
a) Aumenta la captacibn celular de triptofano y tal vez
de otras substancias; vy
b) Estimula a la enzima membranal, adenil ciclasa, con
el subsecuente aumento en la produccibn de 3',5' ade-
nosin monofosfato ciclico (AMPC) (99, 104, 116, 130)
Este nuclebtido actfia a su vez como un "segundo mensaje-
ro" para mediar los efectos intracelulares de la catecolamina;

como son la estimulacibn de la sintesis de serotonina y de me-

latonina (Fig. 3).

N
+ ADENIL
E‘ﬁ‘“,"
AMPe
) I /l
- __*l'rnmsmre os‘ TP ot — e
TRIPTOFANO l ST

PROT

FIG 3- EFECTO DE LA NOREPINEFRINA EN EL METABOLiSMO
DEL TRIPTOFANO EN LA PINEAL.
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El dibutiril—AMPc (DAMP) es un andlogo del AMPc que se
usa para reproducir los efectos del mismo AMPC. Este compuesto
estimula la sfntesis de melatonina y serotonina en pineales de
ratas en cultivo. Sin embargo, &ste nuclebtido a diferencia de
la. NE no eleva la acumulacibn de triptofano en la gl&ndula pi-
neal. Por lo tanto, el paso metab6lico en el cudl el DAMP y la
NE estimulan la sintesis de melatonina es al nivel de la N-ace-
tiltransferasa, probablemente favoreciendo la sintesis "de novo"
de la enzima (104, 117, 130).

Debido a que la actividad de la HIOMT no sufre cambios
notables en las gl&ndulas estimuladas con NE o DAMP y como tam-—
poco se ha encontrado ningfin efecto directo de ninguna de 8stas
substancias sobre la actividad de la HIOMT en la gl&ndula pineal
es vdlido conclufr que la NE no regula la produccibn de mela-
tonina por medio de la estimulacién de la HIOMT (55,56,57).

En resumen, el mecanismo propuesto es como sigue: la es-
timulaci6n de la adenil ciclasa por la NE ocasiona un aumento
en la concentracibn intracelular del AMPC (115, 116, 117). Este
nuclebtido produce un aumento en la actividad de la N-acetil -
transferasa dando lugar a una mayor sintesis de N-acetilseroto-
nina con el consiguiente aumento en la concentracibn de &ste
compuesto en la c€lula (56). Esto da por resultado la formacifn

enzimitica de melatonina por simple accién de masas (59).
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DISTRIBUCION TISULAR DE LA MELATONINA CIRCULANTE

En la Fig. 4 se ilustra la curva de desaparicibn que si-~
~que la melatonina en el ratdén entero ( incluyendo excremento )

después de la administracifén endovenosa de melatonina radiac-
tiva. La curva sefiala cuando menos dos vidas medias; en los
primeros 10 minutos hay una r&pida desaparicifén de la melatoni-
na: la vida media es de dos minutos. Al cabo de 40 minutos, la
velocidad de desaparicifn es mucho mfs lenta coﬂ una vida media
correspondiente a 35 minutos (63).

Frnn la Tabla I estdn resumidos los datos reportados en la
literatura sobre la disposici6n fisiol6gica de la hormona en te-
jidos de rata y de gato después de administrarla endovenosamente
(63, 65, 128). Después de un minuto la hormona se encuentra en

todos los tejidos incluyendo el cerebro; por lo que se infie-
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re que, a diferencia de la serotonina, su acceso al SNC no esté
impedido por la barrera hematoencefdlica. El higado es el teji-
do que capta més-melatonina, pero asi mismo es el que més rapi-
do la metaboliza (63, 65). 60 minutos después de administrada
la melatonina, su concentracién con relacifn a la del plasma es
4como sigue: 40 veces en la pineal; 10 veces en los ovarios y en
el tejido iris-coroide; y en los tejidos endbcrinos asi como
los nervios periféricos y la cadena simp&tica, de 3 a 5 veces
(128) . El tejido adiposo mostrd la menor concentracibdn de mela-
tonina, lo que indica que la capacidad del ovario, la pineal y
las adrenales para concentrar a la hormona radiactiva no esté
relacionado con su contenido relativamente alto de lipidos. El
alto nivel de melatonina en la pineal puede deberse ya sea a un
mecanismo de concentracibn especifico, o bien, a la mezcla del

trazador con la poza de melatonina endbgena (128).
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FIG 4- DESAPARICION DE MELATONINA-ACE TiL-H’
EN RATON.
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(1) (2) 3) (4) (5) (6) (7)
Adrenales 59.75 67.17 12,20 ==—==  smeae ceceee ceew—

Bazo 67.89 30.90 5.90 30.0 12.8 3.0 1.03
Cadena

simp&tica T T 20.1

Cerebro 67.41 61.90 3.8 20.0 6.4 3.0 1.50
Corazén 64.01 27.81 4.5 60.0 16.0 2.0 0.5
Grasa

mesentérica 73.09 4.7

Higado 46.35 11.62 8.6 250.0 801.0 20.0 40.5
Intestino

delgado 73.99 20.31

Iris=coroide ====  ~ececc- 49.9

Nervios

periféricos ———— ——— 17.9

Ovario ———— ——— 45.5 oy

Péncreas ———— ——— 7.2 —— —m—— mmem— ce——
Piel 58.62 19.48 4.1 ———— ——— | emee—— —————
Pineal ———— m———— 202.3

Bip6fisis —— ——— 23.4 —e—- ——— - ————
Plasma 49.5 21.29 4.9 o

Pulmén 67.89 17.26 ===~ 53.0 21.7 2.0 1.0
Rifibn = =  e————- =-——-= 10.5 220.0 153.0 14.0 10.0
Sangre 65.31 5.27 ===~ 84.0 534.0 26.0 163.0
Tejido _____  _____ N

adiposo 1.9

Testiculo  ===w= —cee- 15.0 - -
Tiroide ————— ————— 14.0

Utero = s=meee cece- 10.0 - = =
Tabla T .= (1) % de melatonina por gramg.de tejido encontrada

1! despuds de administrar intravenosamente (IV] 401 mpuC de mela-
tonina~acetilo-3H (63). (2) % de melatonina por gramo de teji~
do encontrada 30' después de administrar IV 802 mpC de melatoni-
na-3H, (128). (4) Act. Esp. de melatonina en mkC/g 30' después.de
administrar intraperitonealmente (IP) 5 mg de melatonina-$14C con
una actividad especifica de 989 KC/g (63). (5) muC de melatonina
encontrados después de 30' de haber administrado IP 4.945A4C de
nelatonina-® 14C (63). (6) Act. Esp. de melatonina en muC/g 3 hs.
después de administrar IP 4.945 C de melatonina-p14C (63).

(7) miC de melatonina encontrados 3 hs. después de haber adminis-
trado por via IP 4.945 uC de melatonina- $14C (63).
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La captacifn regional deé melatonina en el cerebro varfa
cuantitativamente con la ruta de administracibn. Después de la
administraci6bn de melatonina ya sea intraventricularmente o por
via endovenosa, el compuesto se encuentra concentrado selectiva-
mente en el hipot8lamo y en el tallo cerebral (Tabla II). Debi-
do a su gran peso, la corteza cerebral retiene el porcentaje més
alto de melatonina que cualquier otra regibn del cerebro, pero
la concentracibén del indol por unidad de peso es la menor (8).

El porcentaje de la dosis de melatonina administrada re-
tenido en el cerebro total, corteza y mesencéfalo es 100 veces
mayor después de la inyeccibn intraventricular gque despuds de

la inyeccibn intravenosa.

DISTRIBUCION REGIONAL DE MELATONINA-H3 EN CEREBRO DE RATA

Concentracibn de mela-
tonina-> ( puCi/qg)

Ruta de administracién

Regibn Peso Intra=- Intra-
(mg) ventricular venosa
Cerebro completo 1786 + 40 2034 + 511 66 + 12
Corteza 1092 + 30 708 : 168 55 : 7
Mesencéfalo 260 + 20 1814 : 293 137 : 38
Bulbo raquideo- 264 + 20 1199 : 150 198 : 94
protuberancia - - -
Hipot&lamo 80 + 13 2300 + 511 309 + 64
Cerebelo 284 + 12 1284 Z 128 128 ; 77
Tabla II (8)
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METABOLTISMO D E MELATONINA

La rata excreta en la orina de las 24 horas siguien-
tes a la administracifn intravenosa o intraperitoneal de me-
latonina—ﬂ3, del 70 al 80% de la radiactividad y en las heces
el 20% restante (62, 63, 65, 66, 112).

Casi la totalidad de 1la melatonina—H3 administrada
es hidroxilada en la posicibn 6 del anillo ind6lico y poste-
riormente conjugada para su excreCifn; solo el 10% de la ra-
diactividad excretada en la orina es 6-hidroximelatonina -
(60EM) libre (65, 66).

La 60HM de la orina es f&cilmente extrafble a pH 2
con acetato de etilo. La cromatograffa en papel de la orina

en isopropanol-NH., 5% (2:1) presenta tres picos de radiacti-

3
vidad (Fig. 5), los cuales corresponden al conjugado con glu-

coronato de la 60HM (5.5%; R_. 0.22), al conjugado con sulfa-

£
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to (72%; Rf 0.52) y a un tercer metabolito no identificado

(12.5%; Rf 0.80) que no reacciona con el reactivo de Ehrlich

y que por consiguiente sufrié una sustitucién en la posicibn

2 del anillo ind6lico o la ruptura del mismo (Fig. 6)
65, 66, 112).

(62, 63,
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RADIOACTIVOS DE LA MELATONINA-ACETIL-H3
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En los humanos la melatonina ex6gena administrada in-
travenosamente se metaboliza de manera semejante a la descri-
ta para la rata (44). Los sujetos utilizados para el estudio
fueron cinco hombres; tres de los cuales padecian de esquizo-
frenia, uno Corea de Huntington y el quinto Dano Cerebral. Des
pués de administrarles la melatonina-—c14 el 90% de la radiac-
tividad se excretd en la orina de las primeras 24 horas poste-
riores a la inyeccibn y el resto en las siguientes 24 horas.
Ademds de 60HM y sus conjugados con sulfato y glucoronato ex-

cretaron un porcentaje relativamente bajo de compuestos &ci-

dos desconocidos (Tabla III).

IDENTIFICACION TENTATIVA DE LOS METABOLITOS

$60HM %GOSO4M 260GM % Desconocidos
Esquizofrénicos A 1.5 59.4 24.4 14.6
B 1.6 61.3 27 .2 8.8
(¢ 1.2 65.0 24.6 8.9
Corea de Huntington 25.3 79.0 13.0 0.9
Dafio Cerebral 3.8 65.0 24.2 3.7

TABLA III.- Distribucibn de la radiactividad entre los dife~-

rentes metabolitos de la melatonina en humanos (44).

Asi pues, la melatonina circulante es metabolizada en
el higado. Este b6rgano contiene una enzima que hidroxila cier-
tos indoles en la posicibn 6 del anillo (43, 111). La enzima
est8 localizada en los microsomas y requiere oxfgeno y NADPH
como cofactores. Cuando la melatonina se incuba con microso-
mas de higado de rata y un sistema generante de NADPH, después

de una hora, casi la mitad del indol es transformado a 60HM (g3),
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Este sistema fequiere forzosamente de NADPH. Las enzimas mi-
crosomales que requieren de &ste cofactor se han encontrado
capaces de metabolizar una gran variedad de drogas por dife-
rentes vias; como desaminacién (9), N- y O-desalquilacién (10,
11), hidroxilaci®n (73) y oxidacibn de la cadena lateral (26).
La hidroxilacibn de melatonina constituye uno de los raros
ejemplos en los cuales &ste sistema enzimitico microsomal ac-

tfia sobre un compuesto producido en el organismo.
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RITMOS CIRCADIANOS DE LA GLANDULA PINEAL

Tanto la biosintesis de melatonina en la pineal como
la mayoria de los metabolitos intermediarios y las enzimas re-
lacionadas con &ste proceso tienen un ritmo diario que sigue
al ciclo natural del dfia y de la noche (15).

La actividad enzim&tica de la N-acetil transferasa es
méxima a la media noche y despufs de las 0200 hs. empieza a
disminuir hasta alcanzar los niveles diurnos (60, 102). La HI
OMT y la concentracibn de melatonina en la pineal oscilan de
igual manera. La actividad de la HIOMT en las gl&ndulas pinea-
les de los animales mantenidos bajo condiciones ciclicas de luz
tiene un mfinimo a las 1800 horas ( 10 uM melatonina/ mg pi-
neal) 11 horas después de iniciarse la iluminacibn; y un méxi-
mo a las 2400 horas ( 34 uM melatonina/ mg pineal), 5 horas

despu8s de establecerse la obscuridad (Figs. 7 y 8).

DD
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Una vez alcanzado el médximo de actividad, ésta empieza a decre-
cer a pesar de permanecer afin la obscurida y entre las 0600 ho-
ras y las 1800 horas la actividad enzim&tica continfa disminu-
yendo (15, 68).

De manera semejante, la concentracitn de NE en la pi-
neal de la rata oscila con éste mismo patrdn. Los niveles de
éste neurotransmisor son bajos durante el perfodo de luz y au-

mentan durante casi todo el periodo de obgcuridad (Fig. 9) (127).
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FIG 9 R!TMO DIARIO EN EL CONTENIDO DE NE
EN LA PINEAL DE RATA.

La descarboxilasa del 5-hidroxitriptofano muestra en
su actividad un ritmo inverso al de la NE, ya que la actividad
es alta durante el perfodo de luz y baja en el de obscuridad
(107) . Como consecuencia, el contenido de SHT en la pineal
también presenta un ritmo circ&dico (106), el cu8l concuerda
con la actividad de la enzima, pues el contenido de 5HT en la

pineal es alto durante el perfodo luminoso y decrece cuando se
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establece la obscuridad (89).

El contenido de melatonina en la gl&ndula pineal si-
gue el mismo comportamiento de la NE. La concentracién de mela-
tonina en la pineal de rata es 13 veces mayor en la obscuridad
que en la luz (0.5 ng el valor minimo durante el perfodo lumi-
noso y 6.8 ng el valor mximo durante la obscuridad); solamen-
te que a diferencia de la HIOMT, el contenido de melatonina en
la gl&ndula continfia elevandose durante la obscuridad por 10

horas después de establecida (68) (Fig. 10).
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FIG 10 VARIACION DIARIA EN EL CONTEMIDO DE
MELATONINA EN LA PINEAL DE LA RATA.

NOTA: LA PARTE SOMBREADA REPRESENTA
OBSCURIDAD.

La obscuridad constante, la luz constante, la ceguera
y la ganglionectomfa, suprimen los ritmos de NE, de la 5-hi -
droxitriptofano descarboxilasa y de la hidroxiindol-O-metil
transferasa, lo cual significa que &stos ritmos no son genera-
dos por un mecanismo endbgeno oscilante que use el ciclo dfa/

noche como un simple marcador de tiempo, sino que mds bien,
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son una respuesta directa al ciclo luminoso natural de 24 hor
ras (23, 58, 61, 106, 107, 108, 123, 127).

En contraste, el ritmo circddico de la 5HT persiste
a pesar de la obscuridad constante o la ceguera, lo cual signi-
fica que &ste ritmo puede estar generado por un ciclo ambiental
diferente al de luz/obscuridad o por un oscilador endbgeno. Por
otra parte, el ritmo de la N-acetil transferasa persiste tam-
bién en la obscuridad constante o la ceguera, pero la ganglio-
nectomfa y la luz contfnua ocasionan una constante disminucidn
en la actividad de la enzima (58). Estas caracteristicas indi-
can que el ritmo de la enzima est8, como muchos otros ritmos
de 24 horas, manejado por un mecanismo endbgeno del SNC y pue-

de suprimirse o desviarse por la luz ambiental (98).
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OBJETIVOS

Existe evidencia suficiente de que la pineal humana
produce melatonina y de que &sta ejerce sus efectos sobre el
SNC. Los nervios periféricos contienen melatonina (por ejemplo,
2 picogramos de melatonina por 100 mg en el nervio cidtico (17)),
pero no pueden sintetizar &ste indol (13). El1 hecho de que los
nervios periféricos capten la hormona se ha tomado como eviden-
cia de que la melatonina endfgena es secretada por la pineal al
torrente circulatorio para su posterior captacibn por los 6rga-
nos "blanco” de la misma (47, 48, 49, 51), m8s ain, se ha demos-
trado en material de autopsia y en algunos tumores ectfpicos gque
la gléndula sintetiza durante toda la vida melatonina (121, 124,
129). Sin embargo, a pesar de la sensibilidad de las té&cnicas

que se han desarrollado para la identificacifn de la melatonina
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y sus metabolitos (60HM y sus conjugados) en sangre y orina hu-
manas (28, 30, 35, 82, 84), la bfisqueda de éstas substancias ba-
jo condiciones fisioiﬁgicas ha sido infructuosa (30, 35).

Este trabajo est& enfocado al estudio catab®blico de la
melatonina administrada intratecalmente a humanos, al conside-
rar la posibilidad de que la melatonina producida por la pineal
humana pudiera secretarse directamente al liquido éefalorraqui-
deo; y al ser captada primero por el cerebro, &ste 6rgano la me-
tabolice a catabolitos diferentes a los descritos para la admi-

nistracidén intravenosa, intraperitoneal u oral.
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MATERIAL Y METODOS

SINTESIS DE MELATONINA—3C14.- En la sintesis quimica de

melatonina—3c14 4

se empleb serotonina—3cl (Nuclear Chicago) y
diazometano. El1 diazometano es un compuesto explosivo, especial-
mente cuando se encuentra en estado gaseoso y concentrado. E1
diazometano necesario para una reaccifn generalmente se emplea
en una solucibn etfrea inmediatamente antes de usarse, la cudl
ya es manejable con cierta segqguridad; sin despreciar sus carac-
teristicas venenosas y altamente t6xicas. La técnica a seguir

14 se describe con

para la sintesis de diazometano y melatonina-3C
detalle a continuacién.

SINTESIS DE DIAZOMETANO.- La sintesis de diazometano se
efectfia a partir de acetamida en tres pasos: a) Acetilmetilurea;

b) Nitrosometilurea; y c¢) Diazometano (Fig. 11) (87).
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a) CHBCONH2 + Br2 + 2NaOH—m—mm—» CH3N=C=O + 2NaBr + 2H20
Acetamida Bromo Hidr6xido Isocianato Bromuroc Agua
de sodio de metilo de sodio

CH,N=C=0 + CH,CONH ®» CH.,NHCONHCOCH

3 3 2 3 3
Acetilmetilurea
_—
b) CH3NHCONHCOCH3 + HZO CH3NHCONH2 + CH3C00H
Metilurea Ac. acético
CH3NHCONH2 + HNO2 v»CH3 N(NO)CONH2 + azo
Ac. nitroso N-nitrosometil
urea
c) CH3N(N0)CONH2 + KOH - — CHZNH + KCNO + 2520
Potasa Diazome- Cianato
tano de pota-
sio

Fig. 11.- SINTESIS DE DIAZOMETANO (87).

a) ACETIMETILUREA.- En un véso de precipitados de 4 li-
tros de capacidad se prepar® una solucibdn de 59 gramos (1 mol)
de acetamida en 88 gramos (0.55 mol) de bromo, calentando ligera-
mente en bafo de vapor para ayudar a disolver la acetamida, pero
con cuidado de que en el calentamiento se pierda 18 menor canti-
dad de bromo. A &sta solucibn se le afiadif goteando y con agita-
ci6n manual una solucibn de 40 gramos de hidr6xido de sodio en
160 mililitros de agua. La mezcla de reaccibn resultante, de co-
lor amarillo, se calent6 en bafio de vapor hasta que se presentd
efervescencia, después-de la cudl se continud el calentamiento
por dos o tres minutos mds. Ocasionalmente &sta efervescencia
llega a ser muy enérgica y por &sta razbn se usa un recipiente

muy grande.
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La cristalizacidén del producto a partir de la solucibn
colorida, desde amarilla hasta roja, generalmente comienza inme-
diatamente y se completa por enfriamiento en bafio de hielo por
una hora. Si la solucibn en &ste punto est8 perfectamente desco-
lorida el producto d& un bajo rendimiento en la cristalizacibn,
pues contiene m&s bromuro de sodio que producto. Por &stas razo-
nes se necesita un ligero exceso de bromo. La acetilmetilurea
preparada se present6 como un s6lido blanco cristalino, insolu-
ble en &cido clorhfdrico concentrado con P.F. de 168-170°C. El
rendimiento de la reaccibn fué de 84%.

b) NITROSOMETILUREA.- Una mezcla de 49 gramos (0.42 mol)
de acetilmetilurea (puede usarse hfimeda) con 50 mililitros de &ci=-
do clorhfdrico concentrado se calentaron con agitacifn manual
sobre un bafio de vapor hasta disolver totalmente la acetilmetil-
urea. El calentamiento se continub por 3 o 4 minutos més ( el
tiempo total del bafio de vapor es de 8 a 12 minutos); después
de los cuales la solucibn se diluy6 con un volumen igual de agua
y se enfrif a menos de 10°C en un bafio de hielo. A &sta prepara-
cibn se le afiadi6 lentamente y con agitacién una solucibn satu-
rada frfa de nitrito de sodio (38 gramos de nitrito de sodio en
55 mililitros de agua). La mezcla se dejd en bafio de hielo por
varios minutos y se filtr6 la nitrosometilurea; la cull se lavd
con 8 o 10 mililitros de agua helada. Se obtuvieron 35 gramos de
cristales de acetilmetilurea amarillo claro con P.F. de 123-124°
C. El rendimiento de la reaccibn fué del 80%.

c) DIAZOMETANO.~ 15 gramos de nitrosometilurea finamente
divididos y en pequefias porciones se afiadieron con enfriamiento
y agitacibn eficientes a una mezcla previamente enfriada a 5°C
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de 150 militros de éter ordinario y 45 mililitros de hidrbxido
de potasio acuoso al 40%. La solucibn etérea jintensamente amari-
lla de diazometano se separ6 de la fase acuosa con un embudo de
separacidn. La solucibn etérea se secbd por varias horas sobre
lentejas de hidrbxido de potasio puro. En &sta reaccibn se obtu-
vieron aproximadamente 4.2 gramos del gas en solucibn.

SINTESIS DE MELATONINA—3C14.- 50 uCi de serotonina—3C14
como sulfato de creatinina (Nuclear Chicago; Act. Esp. 57 mCi/mM)
se hicieron reaccionar con un exceso de diazometano disuelto en

éter, para obtener 5—metoxitriptamina—3c14

. Despu&s de 48 horas
de reaccibn, el diazometanc y el éter se destilaron de la solu-
cibn bajo corriente de nitr6geno. El resfduo se redisolvib en 25
mililitros de hidr6xido de sodio al 2% y dos veces con 10 mili-
litros de agua (85). La 5—metoxitriptamina-3c14 en éter se sech
con N, y se procedi6 a su acetilacién con 20 mililitros de &cido
acético glacial. Despu&s de 18 horas, el anhidrido ac&tico y el
dcido acético se evaporaron hasta sequedad también bajo corrien-
te de N, (63). E1 resfduo se redisolvid en 20 mililitros de clo-
roformo y la melatonina—3c14 sintetizada se lavd sucesivamente
con 5 mililitros de carbonato de sodio al 5%; 5 mililitros de
agua; 5 mililitros de &cido clorhfdrico 0.1 N y finalmente dos
veces con 5 mililitros de agua. El rendimiento de la primera re-
accibn fué de 58.4% y el de la segunda de 72.0%, lo cudl da por
14

resultado un rendimiento neto del 42.05% de melatonina-3C

(Fig. 12).
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PURIFICACION DE MELATONINA—3C14.— El total del clorofor-

mo se destil® bajo corriente de nitrfgeno y el resfduo se redi-
solvi6 en etanol para aplicarlo en papel Whatmann No. 3MM y ha-
cer cromatograffa descendente en benceno-acetato de etilo-agua
(20:1:20) , sistema en el que la melatonina tiene un Rf de 0.35

a 0.53 (63). Una vez que se determind que el pico de radiactivi-
dad coincidi6 con el estdndard de melatonina frfa (Regis Chemi-
cal Co., Chicago, Il1l.) se eluyb el papel con agua bidestilada
y desionizada.

Alfcuotas de 5 pl del levigado se aplicaron a dos pla-
cas finas de sflica gel para hacer cromatograffa en butanol-&c.
acético~agua (15:2:5) y en cloroformo-metanol (9:1) dando en am~
bos casos una sola mancha al revelar con yodo metdlico. Los Rfs

de 0.80 y 0.34 respectivamente coincidieron con los presentados
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por el estdndard de melatonina fria de Regis.

El levigado de la elusibén del papel se ajustbd a una con-
centracifén de melatonina—3c14 de 1 uci/2ml de disoivente (17.5
nM de melatonina) y con &sta solucién se envasaron ampolletas -°
estériles con 1 uCi de melatonina-3cl4, la cudl a su vez se es-
teriliz6 por filtracibn con millipore.

En el proceso de purificacibn de melatonina—3C14 por cro-
matograffa descendente en papel se perdif aproximadamente el 30%
de la radiactividad por barrido uniforme en el papel; y en el
llenado de las ampolletas estériles con la solucibn estéril de

4 4

melatonina—3cl se perdi6 1 uCi de melatonina—3c1 (1.8%) por

el volumen muerto del sistema de filtracifn.

ADMINISTRACION DE MELATONINA—3CI4.— A cada uno de tres
pacientes voluntarios del servicio de Neurologia del Instituto
Nacional de Neurologia, se les administr6 una ampolleta de me-
latonina—3c14 por via intratecal y en condiciones estériles.
Los pacientes fueron de sexo masculino de 28, 31 y 38 anos de
edad respectivamente y fueron seleccionados en base a que sus
padecimientos no comprometieran la circulacibn de liquido cefa-
lorragufdeo. Una vez administrada la hormona, se colectf la ori-
na de cada individuo en frascos estériles sin ningln preservati-
vo, cada 6 horas durante el dia siguiente a la administracibn y
cada 12 horas durante el segundo dfa después de la inyeccibn.
Tan pronto se colectaban las muestras se congelaban hasta el mo-
mento de procesarlas.

PROCESO DE LAS MUESTRAS DE ORINA.- Inicialmente, se cuan-—
tific6 la radiactividad excretada por cada sujeto durante las 48

horas siguientes a la administracién. En un mililitro de orina
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de cada una de las muestras, se determin6 la cantidad de radiac-
tividad agreg&ndole 13 mililitros de solucibn de centelleo de
Bray (22). Para medir la radiactividad se emple6 un contador de
centelleo liquido Nuclear Chicago Mark II. El apagamiento de ca-
da muestra se corrigi8 con un est&ndard interno de tolueno-C14
(Nuclear Chicago) para poder determinar el patr6n de excrecién
en desintegraciones por minuto/ tiempo (dpm/t).

Inicialmente, se repitieron las té&cnicas descritas para la
identificacibn de los catabolitos de la melatonina ex8gena admi-
nistrada por via sangufnea (62, 63, 65, 66, 112). Con &ste obje-
to, alicuotas de cada muestra de orina.se concentraron por lio-
filizacibn y se sometieron a cromatografia descendente en papel
Whatmann No. 3MM en un sistema de isopropanol—NH3 5% (2:1). Los
resultados se compararon con los descritos en la literatura (63,
132).

Por otra parte, alicuotas de orina de cada muestra se
ajustaron a pH 2 y se extrajeron con acetato de etilo para sepa-
rar la 60HM libre de los compuestos conjugados, en caso de encon-
trarse presente en la orina (112). De igual forma, los picos en-
contrados en los cromatogramas se digirieron individualmente con
B-Glucoronidaza o se hidrolizaron en medio &cido con &cido sul-
fdrico para identificar por cromatografia en papel los compues-
tos libres que estuvieran conjugados con sulfato o glucoronato
(62, 63, 65, 66, 112).

Las técnicas seguidas para la digesti6n con g-glucoroni-
daza o solvBlisis 8cida son las que se describen a continuacifn.

DIGESTION CON B-GLUCORONIDAZA.- Despu&s de ajustar el pH

de la orina a pH 4.5 con &cido acético glacial, se le anade 1/5
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del volumen de amortiguador de acetatos 0.1M pH 4.5 y 1000 unida-
des de la enzima por mililitro de orina (Ketodase. General Diag-
nosis Division, Warner-Chilcott). Posteriormente, &sta solucidn
se pone a incubar a 37 por 24 horas, parando la reaccifén con un
volumen de acetato de étilo, el cual a su vez sirve para hacer

la primera de dos extracciones de los compuestos hidrolizados
(34).

SOLVOLISIS ACIDA.- A la fase acuosa remanente de la diges-
ti6n con B-glucoronidaza se le agrega 1/5 del volumen de NaCl en
peso; &cido sulflrico al 50% hasta pH 1 y tres volfimenes de ace-
tato de etilo. Esta mezcla se pone a incubar a 37 por 18 horas.
Posteriormente se hace una extraccibn con el mismo acetato de
etilo de la incubacibfn y una segunda extraccifn con otro volumen
de acetato de etilo.

Adem&s de las t&cnicas descritas anteriormente, se imple-~
mentaron dos m&todos que permitieran purificar parcialmente y ca-
racterizar tentativamente los compuestos radiactivos de las ori-
nas colectadas.

METODO I.- La Fig. 13 presenta un esquema del procedimien-
to para efectuar &ste método. La digestifbn con B-glucoronidaza o
la solvb6lisis se hicieron con las mismas t&cnicas descritas. El
tratamiento con carbfn activado se hizo de la manera siguiente:

CARBON ACTIVADO.- La fase acuosa que qued6 de la diges-
tibn y la solvBlisis se adsorbe en bache con carbbn activado has-
ta que ya no haya radiactividad en la fase acuosa. Se centrifuga
&sta suspensibn y el sobrenadante se decanta. Posteriormente, se

lava el carb8n con NaOH 0.1N y se centrifuga y se decanta nueva-
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' mente el sobrenadante. Esta operacibn se repite tantas veces co-
mo sean necesarias hasta que ya no se liberen pigmentos urinarios
del carbbn. A continuacién, el carb6bn se lava varias veces con
agua. Finalmente, el carbbn se eluye con etanol de la misma for-
ma gue para ios lavados con NaOH y agua.

El acetato de etilo de la digestibn, el acetato de etilo
de la solvBlisis y el etanol de la elusibn del carbbn activado
se concentran al vacio y se someten a cromatografia en papel en
diferentes sistemas de disolventes (Fig. 13).

METODO II.- Este mé&todo consiste b&sicamente en la croma-
tografia de alfcuotas de las orinas en columnas de Porapak-Q. E1
porapak—-Q es una resina neutra de poliestireno que se usa amplia-
mente para extraer substancias org&nicas no polares o poco pola-
res de soluciones acuosas. Estd descrito que tambi&n sirve para
desalar y fraccionar compuestos hidrofilicos de bajo peso mole-
cular como 5-hidroxiindoles, amino&cidos y péptidos (78, 79, 80).

El desarrollo del método es como se indica a continuacibn:
10 mililitros de la muestra de orina se ajustan a pH 4.5 con &ci-
do acético glacial y semsan 10 veces por columnas de tres gra-
mos de porapk-( previamente hinchado en acetona y activado con
agua. Se separa el levigado de la columna despuds de pasar la
muestra. Posteriormente, se hace la elusi6n de la columna con eta-
nol dilufdo (desde 5% hasta 50%) hasta que ya no se desprenda ra-
diactividad de la columna y &sta elusifn se guarda también por
separado. Finalmente, la columna se eluye con acetona diluida
hasta que el levigado no tenga radiactividad y se haya recupera-

do el 100% de la radiactividad aplicada a la columna. Una alicuo-
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DIGESTION CON
B~GLUCORONIDAZA

ORINA » ACETATO DE ETILO
CROMATOGRAFIA EN PAPEL
EN DIFERENTES SISTEMAS
y
ORINA
SOLVOLISIS » ACETATO DE ETILO
ACIDA
CROMATOGRAFIA EN PAPEL
EN DIFERENTES SISTEMAS
v
ORINA
CARBON —» ORINA ————————>DESECHAR
ACTIVADO
v
CARBON ACTIVADO
LAVADOS » AGUA DE -~ DESECHAR
LAVADOS
v
CARBON ACTIVADO
ELUSION » ETANOL
CON ETANOL
CROMATOGRAFIA EN PAPEL
EN DIFERENTES SISTEMAS
v

CARBON ACTIVADO » DESECHAR

Fig. 13.- Diagrama del proceso a seqguir para efectuar el

Mé&todo I.
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ta de cada uno de los levigados se proces6 por cromatograffa des-
cendente en papel en diferentes sistemas y el resto se sometif
al Método I (Fig. 14).

ORINA pH 4.5

PORAPAK-Q (3 veces)

» FASE ACUOSA

PORAPAK-Q

ELUSION CON

ETANOL ACUOSO - ETANOL ———)» CROMATOGRAFIA EN
PAPEL EN DIFEREN-
TES SISTEMAS

¢ METODO I

PORAPAK-Q

ELUSION CON

ACETONA ACUOSA -» ACETONA—— CROMATOGRAF IA EN
PAPEL EN DIFEREN-
TES SISTEMAS

METODO I

v
PORAPAK-Q

Fig. 14.- Diagrama del proceso a seguir para efectuar el

Método II.
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RESULTADOS

PATRON DE EXCRECION.- En la Tabla IV se encuentra el pa-
trén de excrecifn de cada uno de los tres pacientes utilizados
para el estudio. Los datos estén expresados en por ciento de la

radiactividad administrada, excretada en el intervalo de tiempo

indicado.

Paciente N° I 11 I11
0 - 6hs. 61.76% 57.21% 29.75%
6 - 12 " 9.97% 6.40% 14.12%

12 - 18 " 4.82% -—-—=(1) 15.48%

18 - 24 " 0.77% 26.59% 8.19%

24 - 36 " 1.75% 5.96% 3.73%

36 - 48 " 2.78% 4.84% 1.31%

TOTAL 81.85% 101.0% 72.58%

Tabla IV.- Patrén de excrecibn de cada uno de los pa-
cientes estudiados.
(1) No hubo miccibn.
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En la Fig. 15 estd la gr&fica de los patrones de excre-
cibn acumulativos para cada individuo, expresada tambi&n en por

ciento de radiactividad excretada.

PORCIENTO DF
RADIOACTIVIDAD
EXCRE TADA

" > TIEMPO
10 20 30 40 50 (HORAS)

FIG 15- PATRON DE EXCRECION ACUMULATIVO.

CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EN PAPEL.~ Alfcuotas de orina
de cada una de las muestras se ajustaron a pH 2 con HCl 2 N y
se extrajeron con dos volGmenes de acetato de etilo por agita-
cibn mec&nica durante 15'. Después de &ste tiempo, se separaron
las dos fases y se cuantific6 la radiactividad extraida con el
acetato de etilo en éstas condiciones; contando alicuotas de la
fase org8nica como ya se indic6 en Material y M&todos. En &ste pro-
ceso se encontrb6 que solo el 1.5% de la radiactividad total de
la orina se extrajo con el acetato de etilo. Debido a la canti-
dad tan pequefia de radiactividad en la fase orgénica, &sta se

desech6é considerando que no hubo extraccifn real, sino simple-

-41-



mente arrastre de los compuestos radiactivos.

Por otra parte, alicuotas de orina de cada una de las mues-
tras se concentraron por liofilizacifn y se aplicaron a hojas de
papel Whatmann N°3MM de 38 x 65 cm. El proceso cromatogrifico se
desarrollé en isopropanol-NH3 5% (2:1). En todos los casos se en-
céntré que los cromatogramas presentan dos picos de radiactividad,
los cuales no concuerdan con ninguno de los tres picos que se re-
suelven en &ste sistema para los metabolitos de la melatonina ex6-
gena administrada por via endovenosa. El primero de &stos picos
se encuentra casi en la linea de aplicacibn en 0.03 Rf y corres-
ponde al 18.6% de la radiactividad aplicada al papel; y el se-
gundo de 0.73 R, con el 79.6% de la radiactividad aplicada al pa-

pel (Fig. 16).

PORCIENTO DE
RADIOAC TIVIDAD

APLICADA

79.57%

20,'865%

FIG 16- CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EN PAPEL
CON ISOPROPANOL - NH3 5% (2:1)
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Debido a que no se encontrb concordancia de los resultados
de &stos dos procesos con los resultados descritos para los meta-
bolitos de la melatonina ex8gena administrada por via sanguinea,
se procedif en el laboratorio a intentar purificar y caracteri-
zar los metabolitos radiactivos desconocidos. Después de mGlti-
ples ensayos se llegaron a implementar los dos m&todos con los
cuales se lograron purificar parcialmente y caracterizar tentati-
vamente los diferentes compuestos radiactivos encontrados en las
orinas de los pacientes estudiados.

Los resultados obtenidos al procesar alicuotas de cada

una de las muestras de los tres sujetos por el Método I son los

siguientes:

Metabolitos conjugados con glucoronato: 35.12%
Metabolitos conjugados con sulfato: 25.74%
Otros metabolitos: 29.36%

En la Tabla V se encuentran los Rfs de los metabolitos se-

parados por el Mé&todo I en diferentes sistemas de disolventes.

(1) (2) (3) (4) (5)

AE - Dig. 0.45 0.65 0.80 0.85 0.80
0.85 0.85
AE -~ Solv. i e 0.65 0.85 0.70
0.85
EtOH 0.35 ——— ——— 0.35 0.30

Tabla V.- Cromatograffa en papel de los compuestos separa-
dos en el Método I en los sistemas: (1) Propanol-
NH,OH (4:1); (2) Benceno-Acetato de Etilo~Agua
(26:1:20); (3) Isopropanol-NH, 5% (2:1); (4) Bu-
tanol-Acido ac&tico-Agua (12:3:5); (5) Butanol-
Acido acético-Agua (4:1:5).
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Al tratar con el Porapak-Q alfcuotas de orina de cada una

de las muestras de los tres individuos del experimento se obtie-

ne

el

el
el

que:

13.49% de la radiactividad total pasada por la resina no es

adsorbida por ella;

65.51% se eluye con etanol; y

20.7% se eluye con acetona.

Las caracteristicas cromatogrificas de las tres fraccio-

nes resultantes con el M&todo II se encuentran descritas en dos

sistemas cromatogrdficos en la Tabla VI.

(1) (2)

No Porapak-Q "II" Rf 0.78 Re 0.09
Etanol "II" Re 0.85 Rf 0.15
Acetona "II" Rf 0.95 Rf 0.20

(1) Isopropanol—NH3 5% (2:1); (2) Butanol-Ac. Acético~Agua
(4:1:5).

TABLA VI

Por otra parte, al someter individualmente éstas tres

fracciones al Método I se obtienen los resultados esquematiza-

dos en la Tabla VII.
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No~Porapak-Q "II" Rf* Etanol "II"

Conjugados

con Glucoronato 35.0% 0.45 35.2%
0.85

Conjugados

con sulfato 28.6% 0.80 25.2%

No conjugados 29.3% 0.85 30.0%

* Butanol-Ac. Acético~Agua (4:1:5)

TABLA Vi1

*
Re

0.75

0.75

0.25

Acetona

28.5%

23.6%

38.0%

"IIII

0.30



COMENTARTIOS

Actualmente no hay duda acerca de la actividad biosinté-
tica de metoxiindoles en el 6rgano pineal, ni tampoco de los
efectos que &ste tiene sobre las hormonas hipofisiarias, los
ritmos reproductivos de estacifn y la actividad eléctrica y -
biogquimica del cerebro. Se sabe ya que el contenido de 5HT, 5-
metoxitriptamina, N-acetilserotonina y melatonina en la pi-
neal de la rata, en condiciones fisiol6Bgicas, es de 307, 22, 96
y 16.8 nM por gramo de tejido respectivamente (64).

Ademds, se ha identificado al 6rgano pineal como un -~
"Transductor Neuroend8crino", el cual en respuesta a una sefal
luminosa que llega hasta sus terminaciones nerviosas simpdticas
Y que ocaciona la liberacifn de NE de las mismas terminaciones
hacia las cé&lulas parenquimatosas del pineal, produce mayor o

menor sintesis de una familia de hormonas, los metoxiindoles.
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Estos compuestos, una vez elaborados se secretan y trans-
portan por una via humoral (sangre & LCR) hasta sus sitios de
accidn (principalmente el cerebro) (1206, 123, 126).

Como evidencia del transporte de €stos compuestos pinea-
les, est8 el hecho de que el hipot8lamo contiene 5HT, 5-metoxi-
triptamina y melatonina en condiciones fisiolfgicas (3.96, 0.62
y 1.5 nM/ g de tejido respectivamente) (64) . a pesar de que has
ta la fecha no se ha encontrado en Este 6rgano la herramienta
biogquimica necesaria para sintetizar metoxiindoles (13).

En su caricter de "Transductor Neuroendb6crino" el 6rgano
pineal tiene una gran influencia en ejes neuroendbcrinos como
Hipot&lamo-Hip6fisis y en el SNC. En el primer caso, los efec-
tos observados de la melatonina, una de las substancias pineales
efectoras, sobre gl&ndulas "blanco” como gbnadas y testiculos,
no son mis que una manifestacibn de las caracteristicas de un
transductor neurcendbcrino. Por otra parte, sus efectos sobre
SNC se manifiestan produciendo cambios en los trazos EEG y en
las concentraciones de algunos neurotransmisores después de la
pinealectomfa o de la administracién de melatonina.

La relacibn entre la pineal y las gonadotrofinas estd
bien definida y, en general, parece ser de naturaleza inhibido-
ra. Sin embargo, hay muches reportes en la literatura sobre fra
casos al tratar de reproducir &stos efectos inhibidores (54);
lo cudl se debe al uso de horarios inapropiados de luz:obscuri-
dad utilizados en dichos experimentos. Es bien conocido el efec
to inhibidor de la luz sobre la actividad biosintética en la pi
neal y al mantener a animales de h&bitos nocturnos en "dias lar

gos” (12 a 16 horas de luz por cada 24 horas), no se puede es-
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perar algfin cambio sobre gbfnadas o testiculos al pinealectomizar-
los, yva que en dichas condiciones experimentales el animal ya ha
sido efectivamente "pinealectaomizadc” :23).

De entre los diferentes productos de la pineal, la melato-
nina es la mejor identificada y la m&s estudiada. El mecanismo de
su biosintesis es bien conocido incluyendo los diferentes facto-
res que la regulan. Sin embargo, su metabolismo se ha estudiado
poco y tal vez de manera incorrecta. Los datos que se tienen acer-
ca de &sto estin basados en los resultados obtenidos de experi-
mentos en los cuales se han administrado dosis entre 20 y 5000
veces la cantidad de melatonina presente en la rata bajo condi-
ciones fisiol6gicas: y en lo que respecta a la via de administra-
cibn, casi siempre ha sido sistémica u oral.

La distribucibn tisular de la melatonina asi como su dis-
tribucibn regional en el cerebro son distintas y segdn la via de
administracién, intravenosa o intracisternal, la concentracifn
en el cerebro es menor o mayor segtin el caso. Esta caracteristi-
ca de tener diferentes distribuciones tisulares sugiere que ha-
yan diferentes catabolitos para cada tejido; y si la concentra-
cién en el cerebro es 100 veces mis grande con la administracibn
intracisternal también puede indicar que se formen diferentes ca-
tabolitos principales en funcifn de la via de administracifn.

En la rata, el metabolismo de melatonina administrada por
via intracisternal es diferente al descrito por via sangulnea
(37, 38). los catabolitos de la melatonina administrada por via
intravenosa e intraperitoneal a ratas y humanos son principalmen-

te 60HM conjugada con sulfato, 60HM conjugada con glucoronato y
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60HM libre, adem&s de un porcentaje bajo de compuesto (s) desco-
nocido (s) (44, 62, 63, 65, 66, 112). En cambio, la administracifn
intracisternal de melatonina-c14 o melatonina- acetilo C14 al ce-
rebro de la rata produce, en el cerebro mismo, un metabolito idén-
tico a la N'-acetil-5 metoxikinurenamina adem&s de melatonina. La
relacibn entre &stos dos compuestos va disminuyendo con el trans-
curso del tiempo y a los 45 minutos después de la administracibn

T—acet:il—s

casi la mitad d e 1la radiactividad se transform6 a N
metoxikinurenamina (37). En &ste caso no se detectaron ni 60HM
ni sus conjugados en cantidades significativas (38). Estos re-
sultados se obtuvieron también "in vitro" al incubar melatonina
C14 con una preparacibn enzim8tica parcialmente purificada de ce-
rebro de conejo. En presencia de azul de metileno y &cido asc6r-
bico, el principal producto de la reaccibn es NY-acetil—Nz-for-
mil- 5 metoxikinurenamina y en menor proporcibn NY-acetil-5 me-
toxikinurenamina (Fig. 17). Si en la mezcla de reaccibn se inclu-

ye la formamidaza, el producto principal de la reaccibn es NY-

acetil-5 metoxikinurenamina (37).

o]

CHIO. .~ AR v C-CHa-CHa-NH
- S c-0
N i CH: 0O CH»

H

NH-CHO

2
MERATT N'- ACETIL-N- FORML-
S- METOXIKINURENAMINA
° .9
CH30 C-CHa-CHa-HH-C-CHa
T
Ha0 HCOOH NH2

NACE TR.~5-ME TOXIKINURENAMINA.

FI3 17-CATABOLISMO DE LA MELATONINA EN CEREBRO
DE RATA DESPUES DE LA ADMIMSTRACION INTRA-
CISTERNAL.
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Despué&s de inyectar melatonina-c14 intracisternalmente a
ratas, el 65% de la radiactividad total administrada se excreta
en la orina de 24 horas posteriores a la inyeccibn y el 35% de
&sta radiactividad (23% de la administrada) corresponde a §' -
acetil-5-metoxikinurenamina. En el caso de la administracibn in-
travenosa, solo el 15% de la radiactividad total excretada en la

Y—acetil—S—metoxikinurenamina. Parece ser

orina corresponde a N
que &ste compuesto es idéntico cromatogr&ficamente al compuesto
desconocido excretado en la orina de la rata después de la ad-
ministracibn intravenosa o intraperitoneal de melatonina (37).

A pesar de que ya se conoce con exactitud qué es y qué
hace la pineal, atin no se sabe para qué sirve. Se ha propuesto
que funciona como un "Reloj Biol6gico" el cudl envia sefiales de
tiempo generadas por la luz y la obscuridad a los centros del
cerebro que regulan y sincronizan otros ritmos biolbgicos (123).
Hay algunas evidencias de que la pineal participa en el engra-
naje de los ritmos relacionados con el ambiente lumineso en la
rata, sin embargo, la hipbtesis de que sea "El Reloj" o la Gni-
ca fuente de sefiales ritmicas dependientes de la luz, no ha sido
comprobada en los mamiferos (120).

El estudio del catabolismo de la melatonina administrada
intratecalmente a humanos es importante "per se", ya que com-
prende un aspecto del metabolismo de la melatonina que nunca an-
tes se habia estudiado. Adem&s, permitid estudiar la posibilidad
de que la melatonina sufra un catabolismo diferente por la dis-
tinta via de administracifn; posibilidad que se sugiere por el
importante hecho de que en otros mamiferos &ste compuesto pre-

senta las ya mencionadas diferentes distribuciones tisulares y
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diferentes efectos cualitativos v cuantitativos al cambiar la via
de administracibn sistfmica por intracisternal.

De los resultados obtenidos se puede comprobar &sta posi-
bilidad y come originalmente se esperaba, parece ser gue entre
los metabolitos producidos con la administracifn intratecal se
encuentra la 60HM, aunque en forma libre solamente. En lo gue res-
pecta a la dosis administrada, 17.5 nM de melatonina, pudiera ser
lo suficientemente peqguefia como para evitar alterar de manera im-
portante las concentraciones fisiol6gicas de la hormona ind6lica
en el humano; ya cue la dosis aplicada es del orden de la canti-
dad de melatonina detectada en el cerebrc de la rata en condicio-
nes fisiol6giqas (64). De aqul surge ctrc aspecto importante de
&ste estudio catab8lico; si despuBs se logran identificar los com-
puestos producidos en el humano por &sta via de administracifn,
posteriormente se tratardn de encontrar v cuantificar fisiolbgi-
camente, lo cudl a su vez, podrd servir para cuantificar la pro-
duccifn endbgena de melatonina en el humano y correlacionarla
clinicamente con padecimientos neurolfgicos como epilepsia y la
enfermedad de Parkinson. Iqualmente, se correlacionarian con los
niveles de las hormonas hipofisiarias en condiciones fisiolbgi-
cas y después de administrar melatcnina por diferentes vias; con
lo cual se tendrian mejores armas para determinar para que sirve
la pineal.

El patr6n de excrecibn d= la melatonina en &ste experi-
mento es'semejante al descrito cuando se administra por via sangul
nea. En 48 horas se excretf cas: la totalidad o la :‘otalidad del
indol, siendo la eliminacifn m&s intensa en las prireras 24 ho-

ras. Esto pudiera reflejar que la dosis administrada sigue siencd.
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muy alta y obliga al organismo a una r8pida elimin...ién; o bien,
que la melatonina biosintetizada fisiol6gicamente tan pronto se
secreta de la pineal es r&pidamente metabolizada.

1 extraer la orina a pH 2 con acetato de etilo se extra-
jo solamente el 1.5% de la radiactividad en la orina; y debido
al gran volumen de disolvente con grandes cantidades de pigmenr
tos y sales urinarias y con tan pequenas cantidades de radiac-
tividad no se pudo identificar a la 60HM en ésta fraccibn. La
cromatograffa en papel con isopropanol—NH3 5% (2:1) no present6

radiactividad en los R_s correspondientes a los conjugados con

£
glucoronato ¢ sulfato de la 60HM; sino que la quinta parte de la
radiactividad aplicada al papel se retiene casi en la linea de
aplicacifn y el resto recorre tres cuartas partes del recorrido
del disolvente. Por la posicifbn de los dos picos encontrados se
deduce que la tercera parte de los compuestos excretados son com-
puestos &cidos y las otras dos terceras partes son compuestos més
bdsicos que los conjugados de 60HM.

De los compuestos excretados, la tercera parte estd con-
jugada con glucoronato, una cuarta parte con sulfato y otra ter-
cera parte se encuentra en forma libre. Estos tr es grupos de com-
puestos se analizaron cromatogrificamente en papel con sistemas

usados rara compuestos indb6licos v se encontrf que los R_ que

£
presentan en &stas condicicnes no concuerdan con los reportados
para melatonina, N-acetilserotonina, &cido 5-hidroxiindol acéti-
©c, S-metoxitriptamina, 8cide 5-metoxiindol acético y 6-hidroxi-~
melatonina (32, 63, 65, 112).

Por otra parte, por el comportamiento de los metabolitos

en la resina de porapak-( se puede deducir que hay un grupo de
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compuestos que tiene un grupo muy polar que le impide adsorberse
en el porapak-Q en las condiciones descritas; otro grupo un poco
menos polar que se adsorbe bien en la resina en &sas condiciones
pero que se desprende ficilmente de ellas con soluciones acuo-
sas de etanol y un tercer grupo que es el menos polar por lo que
se adsorbe fuertemente al porapak-Q y que solo se eluye con solu-
ciones acuosas de acetona.

Cada uno de &stos grupos se sometif6 a cromatografia en pa-
pel y a digestiones con B-glucoronidaza y solv6lisis con &cido
sulftrico. Los resultados obtenidos al efectuar la cromatografia
en papel de &stas tres fracciones comprueban las deducc¢iones de
polaridad hechas con el porapak-Q y adem&s sugiere que son todos
compuestos con grupos de carfcter b8sico debido a que presentan
Res altos en un medio bdsico (isopropanol - NH, 5%; 2:1) y Res
bajos en un medio &cido (butanol - &cido acético - agua; 4:1:5).

A su vez, cada uno de &stos tres grupos de compuestos se-
parados por la cromatografia en porapak-Q est8 formado de com-
puestos conjugados y libres en las proporciones que est&n indica-
das en la Tabla VII., En la misma tabla se encuentran los Rfs de
cada una de las tres fracciones en el sistema de cromatografia
descrito ahi mismo. Como puede verse, se encuentran 6 compuestos
diferentes, producto de la transformacifén catabBlica de la mela-

tonina-3c14

administrada a los sujetos voluntarios. Por la cro-
matografia en €ste sistema se puede especular que uno de los com-
puestos, la fraccifbn no conjugada de la elusifn con etanol del
porapak-Q pudiera ser 60HM; que el conjugado con glucoronato y

el libre de la fraccifn no adsorbida en porapak-Q asf como los

conjugados de la fraccifn eluida con acetona del porapak-Q pu-
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diera ser l1l0-metoxiharmalano; ya que su comportamiento cromato-
gr&fico es parecido a &stos compuestos en el mismo sistema (Rf
0.87 en butanol-8cido ac&tico-agua; 4:1:5) (65). De la misma
forma, el conjugado con sulfato de la fraccién no adsorbida en
porapak-Q y los conjugados de la elusifn con etanol se comportan
dé manera semejante a la harmina y al haxmol (Rf 0.78 en butanol-

4cido ac8tico-agua; 4:1:5) (105) (Fig. 18).

CHa

CH»
10- METOXIHARMALANO HARNINA

FI0 18- 10-NETOXIHARMALANO, HARMINA Y HARNOL.

Como ya se dijo, &stas no son mis que especulaciones, ya
que es imposible identificar ningfin compuesto por su comportamien-
to cromatogrdfico en un solo sistema; y atn menos en forma con-
taminada con otros compuestos de la orina arrastrados durante to-
do el proceso. Sin embargo, &stas sugerencias apoyan la hipbtesis
de que uno de los metabolitos de la melatonina sea un compuesto

tricfclico (32, 65). De hecho, ya se ha reportado la formacibn en
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el cerebro de uno de ellos, el l-metil-6-metoxi-1,2,3,  tetrahi-
dro-2-carbolina a partir de S5-metoxitriptamina, uno de los indo-
les producidos en la pineal, y en las condiciones fisiol6gic: =
adecuadas (69).

La posible presencia de &ste tipo de compuestos resulta
ser muy interesante debido a que la mayoria de ellos son haluci-
négenos (83); casi tan activos como la dietilamina del &cido 1li-
sérgico (LSD} y antagonistas de la serotonina (70), adem&s de in-
hibidores de la monoamino oxidasa tanto "in vivo" como "in vi-
tro" (86).

El hecho de que la melatonina en éste experimento presen-
te diferente catabolismo que cuando se administra por via sisté-
mica refuerza tambi&n la interesante hipbtesis de que la ruta fi-
siolB6gica de secrecitn de la melatonina es por el liquido cefa-
lorraquideo; y aunque é&sta hipbtesis ya se ha sugerido por varios
investigadores (8, 29), adn no se ha demostrado experimentalmen-
te; adem8s de que va en contra de las evidencias anatbmicas pre-
sentadas por Kappers (50) acerca de que la ruta fisiolBgica de
secrecifn de la melatonina por la pineal es al torrente circula-
torio.

El estudio del catabelismc de la melatonina_3cl4 adminis-
trada intratecalmente a seres humanos no tarrina en ésta etapa,
sino que se ha seguidc trabajandc en el mismo lzboratorio del Dr.
Fernando Antbn Tay utilizando t%cnicasz de andlisis nis modernas
y de mejor resolucibn, como la cromatocraffia llquido-liquide a
alta presibn, la cual permite upra mejcr separac.is purificacidn
de los metabolitos de la orina. De &zta forwma, e¢ urobable gue

dentro de poco tiempo se logre ideatificar ~.n or . za los com-

bPuestos aqui descritos.



CONCLUSIONES

La gl&ndula pineal es un "Transductor Neuroendbcrino" que
transforma una seflal nerviosa en una sefial hormonal.

Como transductor neuroend6crino, la glidndula pineal tiene
una influencia inhibidora en las gonadotrofinas hipofisia-
rias, ademis de ejercer alglin control en la actividad bio-
sintética y electroencefalogrifica del cerebro.

La glandula pineal forma parte del engranaje que controla
los ritmos generados por la luz y la obscuridad.

Est§ demostrado que la melatonina es una de las substancias
efectoras de la glindula pineal y su biosintesis en mami-
feros como la rata se conoce muy bien.

= administrada por via

El catabolismo de la melatonina-3C
intratecal en humanos es diferente al descrito cuando se
administra el compuesto por via oral o endovenosa.

El catabolismo descrito para la melatonina administrada por
via intraperitoneal o intravenosa no parece ser el catabo-
lismo fisiol6Bgico en los mamiferos.

Cabe la posibilidad de que la melatonina sufra una cicliza-
cidn en la cadena lateral y como consecuencia se produzca
algiin compuesto triciclico de tipo harman.

Afin no se comprueba la hip8tesis de que la ruta fisiol6gi-

ca de secrecibn de la melatonina es a través del LCR, aun-

* que hay evidencias experimentales que tampoco permiten des-

echarla.
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