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Q ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

Acetilcolina: Ach

Acido gamma aminobutirico: GABA
Adenisil tri-fosfato: ATP
Adenosinmonofosfato ciclico: AMPc
Amplitud: AMP

Area bajo la curva: ABC

Arilalquilamina N-acetiltransferasa AA-NAT
Colecistokinina: CCK

Curva Dosis Respuesta Gradual: CDRG
Dopamina: DP

Factor de Necrosis Tumoral: TNF
Frecuencias: FREC Gen conexo de péptido calcitonina: CGRP
Ganglio simpatico cervical superior: GSCS
Gastrointestinal: Gl

Glandula Pineal: GP

Guanosin difosfato: GDP

Guanosin monofosfofato ciclico: GMPc
Guanosin trifosfato: GTP
Hidroxindol-O-metiltransferasa: HHOMT
Histamina: H

Interleuquina: 1L

16n calcio: Ca™

16n fosforo: P™*

16n sodio: Na*

Milivoltios mV

Melatonina: MEL

Natural killer: NK

Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato Hidroxilasa: NADPH
Noradrenalina: NA

Ndcleo paraventricular: NPV

Nucleo supraquiasmatico: NSQ

Oxido nitrico: NO

Pinealectomia (Px)

Péptido intestinal vasoactivo: VIP

Quinona reductasa de tipo Il QR2
Serotonina: 5-HT

Sindrome de fase de suefio retardado: SFSR
Sistema Nervioso Central: SNC

Sistema Nervioso Entérico: SNE

Tracto gastrointestinal: TGl



Q INTRODUCCION

|. INTRODUCCION

Es bien conocido que el principal sitio donde se lleva a cabo la sintesis de Melatonina
(MEL) (Fig.1) es la glandula pineal (GP). La liberacion de MEL se realiza de acuerdo a un
patrén circadiano, donde su incremento se efectda durante la noche (escotofase) y se reduce
durante la fase de luz (fotofase) (60). Se ha reportado que la MEL, en los mamiferos se
produce en diversos 6rganos y tejidos (6,55), por ejemplo se sintetiza: en el tracto
gastrointestinal (TGI) de roedores, encontrando altas concentraciones de MEL en el recto,
colon y duodeno y bajas concentraciones en ileo (6,26)

Todo esto ha permitido describir también, sitios de union de alta y baja afinidad a
MEL en el TGI de humanos (52,53) donde se plantea que hay una variacion significativa en la
densidad de los sitios de union a lo largo del intestino con un maximo en duodeno, yeyuno e

ileo, y un minimo en el colon (35)

CH3-0
\©U7(CH 2)2-NH-COCH 3
N
H

Fig. 1. Estructura molecular de la melatonina (22).

Estos antecedentes nos llevan a plantearnos preguntas del papel fisioldgico de la MEL
intestinal y la MEL pineal sobre las funciones gastrointestinales, ya que se han planteado
hipotesis que dicen que probablemente la MEL puede servir como un regulador local por un

mecanismo paracrino (27). También se ha planteado que la MEL puede participar en algunas




Q INTRODUCCION

funciones intestinales como el transporte de iones y agua (36) proliferacion epitelial (37) y
citoproteccion gastrica (6), por un lado.

Por otro lado, se ha demostrado “In Vitro” que la MEL inhibe la motilidad espontanea
de ambos intestinos, grueso y delgado (6,26) que bloquean la motilidad inducida con
serotonina (5-HT) (54).

Estudios previos determinaron en ratas que la MEL plasmaética tiene un tiempo de vida
de 10-40 minutos, situacion que no permite utilizarla como farmaco o medicamento por lo
tanto, estudios actuales estdn encaminados a encontrar sustancias analogas a MEL; con un
meyor tiempo de vida media; asi pues, los anadlogos que hay se sintetizan de acuerdo con
estudios previos con radiolingandos como la iodomelatonina que se usa para determinar los
sitios de union entre la MEL y sus receptores. Estos estudios han permitido encontrar al
nacleo indolico y catalogarlo como un sitio importante para las interacciones con
transferencia de cargas de electrones con el receptor (38).

Estos analogos a MEL se sintetizaron con el fin de encontrar alguno con propiedades
que proporcionen una mayor afinidad al sitio de unidén, pero antes de demostrar esto es
necesario realizar estudios preliminares “In Vitro” convencionales donde demostramos que

los analogos presentan el mismo efecto que la MEL en el duodeno.



Q GENERALIDADES

Il. GENERALIDADES
2.1 MUSCULO LISO GASTROINTESTINAL
» INTESTINO
El intestino delgado es la porcién del tubo digestivo que comprende desde la valvula

pilorica hasta la valvula ileocecal (20) (Fig. 2).

Esofago

Duodeng ——————e
“=. JEstémago

e Piloro

Vi W
\ k.

e———Angulo duodeno-yeyunal

Fig. 2. Esquema del un segmento del tracto digestivo; desde el es6fago hasta el duodeno de rata (76).

En el intestino se pueden distinguir dos partes una fija y una movil. La parte fija del
intestino delgado es el duodeno que se extiende desde el piloro hasta el angulo
duodenoyeyunal y esté situado profundamente en la parte posterior y superior de la cavidad
abdominal, a partir del piloro se dirige hacia arriba, atras y a la derecha, hasta alcanzar el
cuello de la vesicula biliar, en donde cambia de direccién bruscamente hacia abajo.
Desciende por el borde externo de la cabeza del pancreas hasta su extremidad inferior y
nuevamente cambia de direccién, dirigiéndose de derecha a izquierda hasta la parte media de

la columna vertebral. Aqui cambia otra vez de direccion y se dirige hacia arriba y a la
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izquierda hasta llegar al nivel de la cara lateral izquierda de la segunda vértebra lumbar,
donde termina (Fig. 3) y la porcién mavil, es el yeyuno-ileo (20).
El duodeno se mantiene en su posicién mediante el peritoneo que lo acomoda contra

la pared posterior del abdomen y en parte por el mesenterio.

| Duodeno |
| |
, r
'|| . Estomago/ |
|I | . Ytk i 4 S |
L WL ¢
3 iy e o Ill
— ) I |
v
| |
.—-l:1:|||1:||n!I
g et : Intestino |
Liego delgado
| Apéndice — Recto I
| Ano —, I

I i I
Fig. 3 Diagrama del sistema gastrointestinal humano. La flecha indica la posicion del duodeno (77).

» CARACTERISTICAS DE LA PARED GASTROINTESTINAL
La pared intestinal esta formada interna y externamente por las siguientes capas: la
serosa, una capa muscular longitudinal, una capa muscular circular, la submucosa y la

mucosa (19, 77) (Fig. 4).
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Fig. 4 Esquema de la pared intestinal (74).

Existe una fina capa de fibras de musculo liso, situada en la zona profunda de la
mucosa. Las funciones motoras gastrointestinales dependen de las distintas capas del

masculo liso (19).

La motilidad GI tiene funciones esenciales en el TGl ya que en sujetos normales
comprende la deglucion, la digestion mecénica y el vaciamiento del estbmago, la absorcion

adecuada de los nutrientes y del agua en el intestino delgado y la defecacion (19,24).

> MOTILIDAD INTESTINAL

Cada una de las fibras del musculo liso del TGI tiene de 200 a 500 micras de
longitud y 2 a 10 micras de didmetro (18). En la capa muscular longitudinal, los haces se
extienden en sentido longitudinal por el aparato digestivo, mientras que en la capa

muscular circular se disponen rodeandolo (19).

En cada haz, las fibras musculares estan conectadas eléctricamente unas con otras
mediante un gran namero de uniones intercelulares laxas, que permiten el paso de iones de
unas células a otras con escasa resistencia. Por tanto, las sefiales eléctricas pueden viajar

rapidamente de una fibra a otra dentro de cada haz (19,24).
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> ACTIVIDAD ELECTRICA DEL MUSCULO LISO

El masculo liso del TGI esta sujeto a una actividad eléctrica lenta, pero casi continua.
Hay dos tipos basicos de ondas; las ondas lentas y las ondas en agujas. (24)

e ONDAS LENTAS.

La mayoria de las contracciones Gl son ritmicas y este ritmo esta determinado por la
frecuencia de las ondas lentas en el potencial de membrana en el musculo liso. Estas ondas
no son potenciales de accidn, si no que constituyen cambios lentos y ondulantes del potencial
de membrana en reposo. Su intensidad puede variar entre 5y 15 milivoltios y su frecuencia
oscila en las distintas partes del aparato gastrointestinal humano entre 3 y 12 por minuto: 3
en el cuerpo géstrico y hasta 12 en el duodeno, de 8 a 9 en el ileo terminal. Por tanto, el ritmo
de contracciones del cuerpo gastrico es de tres por minuto, el del duodeno es de 12 por
minuto y en el ileo, de 8 a 9 por minuto. En general, las ondas lentas no inducen por si
mismas contracciones musculares, su funcion principal consiste en controlar la aparicion de
los potenciales intermitentes en aguja y son estos los que, a su vez, producen la mayor parte
de la contraccion muscular (24) (Fig. 5).

e ONDAS EN AGUJA

Los potenciales en agujas son verdaderos potenciales de accion. Se producen
automaticamente cuando el potencial de membrana en reposo del musculo liso Gl adquiere
un valor mas positivo que -40 milivoltios (mV) (el potencial de membrana en reposo normal
varia de -50 a -60 mV) (24). Los valores maximos de las ondas lentas se elevan
temporalmente por encima de -40 mV y, por tanto, se hacen menos negativos que -40 mV'y
cuanto mas sube el potencial de la onda lenta por encima de ese nivel mayor es la frecuencia
de los potenciales en aguja, que suele oscilar entre 1 y 10 picos por segundo. Duran de 10 a
40 veces mas que los potenciales de accion de las grandes fibras nerviosas y llegan a

prolongarse durante 10 a 20 milisegundos cada uno (24) (Fig. 5).
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En el musculo liso Gl, los canales responsables de los potenciales de accion son muy
distintos; permiten que penetren en las células, sobre todo, grandes cantidades de calcio
(Ca®") junto con un pequefio nimero de iones de sodio (Na*); por lo que reciben el nombre
de canales de calcio- sodio (19).

Cuando el potencial se hace més positivo en lo que se denomina despolarizacién de la
membrana, la fibra muscular se hace mas excitable.

Cuando el potencial se hace mas negativo la fibra se hace menos excitable es decir, se

hiperpolariza (19).

Agujas
- O
E 10
2 'T'_"
E 20 Despolarizacion
1 Ondas lentas
e i
a0 /4 .
Estimulacion por:
E‘SG_M g . 1. Norepinefrina
? 50— Reposo Estimulacion por: 2. Simpatico
'% 1. Distension P
=70 2. Acetilcolina £ A
I'EL 3. Parasimpatico Hiperpelarizacion

Segundos

Fig. 5 Potenciales de membrana en el musculo liso intestinal. Obsérvense las ondas lentas, los
potenciales en aguja, la despolarizacion total y la hiperpolarizacién que se producen en las diferentes
condiciones fisioldgicas del intestino (24)

Estas polarizaciones se deben principalmente por: a) la distension del musculo; b) la
estimulacion con acetilcolina (Ach); c¢) la estimulacion por los nervios parasimpaticos que
liberan Ach en sus terminaciones y d) la estimulacion de varias hormonas intestinales

especificas.
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Las hiperpolarizaciones que hacen que las fibras musculares se relajen, se deben
principalmente por el efecto de la noradrenalina (NA) sobre la membrana muscular y por la
estimulacion de los nervios simpaticos que secretan NA en sus terminaciones (19, 24).

» TIPOS DE MOVIMIENTO

Se pueden distinguir dos tipos de contracciones: 1) contracciones de corta duracion,
mas o menos ritmicas, llamadas fasicas y 2) contracciones de larga duracion llamadas
tonicas. En el estdbmago proximal, en la vesicula biliar y en los esfinteres predominan las
contracciones tonicas. En el estdmago distal y en el intestino delgado las contracciones son
fasicas. Ambas, estan en relacion con las cargas eléctricas que tienen las células musculares
lisas encargadas de la actividad contréctil, las que presentan cambios en su carga eléctrica en
forma mas o menos constante (19, 24, 77). Las contracciones peristalticas son contracciones
fasicas (peristaltismo) de los musculos circulares, que se propagan a lo largo del tubo

digestivo, propulsando el bolo alimentario (19,24) (Fig. 6).

Efectos en la mucosa
Distensién '
Cont ! ceion ‘ &T Eeaja‘
Plexo
o ienterico
. Neuronas entéricas aferentes
'7 Neuronas entéricas eferentes

Fig. 6. Contracciones fasicas del intestino delgado (movimiento peristaltico) (75).
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La actividad ritmica basal y las neuronas del Sistema Nervioso Entérico (SNE) tienen
un papel importante para la realizacion de estas contracciones. Esta onda contractil se
propaga lentamente en sentido distal al estdémago (22,30, 74).

Las neuronas del SNE controlan la coordinacién de contracciones y relajaciones de
los masculos circulares y longitudinales (18,19).

Existen varios tipos de hormonas que controlan el peristaltismo intestinal como son la
gastrina, la colecistokinina (CCK), la insulina y la serotonina (5HT), todas estimulan la
motilidad intestinal. Asi la secretina y el glucagéon inhiben la motilidad del intestino delgado
(24).

Las neuronas que controlan el peristaltismo son: a) musculares excitadoras Ach,
taquininas y sustancia P. b) musculares inhibidoras; oxido nitrico (NO), adenosil tri-fosfato
ATP y péptido intestinal vasoactivo (VIP) c¢) secretomotoras (liberadas por terminaciones
nerviosas) (Ach y VIP), d) entéricas vasodilatadoras (Ach y VIP), e) interneuronas como la

Achy la5HT y f) otras como la CGRP (gen conexo de péptido calcitonina) (18) (Fig. 7).

— OO0 Ot

() CGRP
ACh/SP/NKA VIP/PACAP/NO
Contraccién — Relajacion
SHT
.
O V& Y] O
EC

Fig. 7 Relajacion y contraccion del reflejo peristaltico por las neuronas del plexo mientérico Donde se
observa: Ach, NO, VIP, PACAP, 5HT, EC células enterocromafinas, SP sustancia p, NKA (18).

10
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» SISTEMA NERVIOSO ENTERICO (SNE)

Inicialmente, se consideraba al SNE como una simple conexion con en el sistema
nervioso parasimpatico, donde se transfieren los impulsos de las fibras preganglionares a las
postganglionares sin modificarlas. Se tomaba al SNE por una simple prolongacion del nervio
vago (18, 19,24).

Actualmente, sabemos que el SNE consiste en un gran namero de neuronas
sensoriales, integradoras y motoras que transmiten las sensaciones producidas por los
movimientos y actividad provenientes del tubo digestivo al cerebro. La integracion de los
movimientos Gl se realiza en gran parte en el SNE. Se encuentra en la pared del tubo
digestivo, desde el esofago hasta el ano. EI nimero de neuronas de este sistema entérico es
de unos 100 millones, casi exactamente igual que el nimero existente en toda la médula
espinal lo que demuestra su importancia en el control de la funcion Gl (18, 19,24).

No obstante, el SNE contacta con el cerebro a través de diferentes fibras nerviosas,
como los nervios vagos. Las sefiales por lo tanto van del cerebro al SNE como del estbmago
hacia el cerebro (Fig.8). Por su estructura se cree que las sustancias que afectan al cerebro
como son algunas hormonas y medicamentos afectan a la motilidad del musculo liso GI. Por
ejemplo el prozac al igual que la MEL, afectan disminuyendo la actividad peristaltica del
intestino (18,30).

El SNE esta formado fundamentalmente por dos plexos, un plexo externo que
descansa entre las capas musculares longitudinal y circular y que reciben el nombre de plexo
mientérico, y un plexo interno, llamado plexo submucoso, que ocupa la submucosa
(18,19,20).

El plexo mientérico controla, sobre todo, los movimientos Gl y el plexo submucoso

controla fundamentalmente la secrecion y el flujo sanguineo local (18).

11
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©

/ Corteza \
| Y

i |
“._Sistema Limbico -
e e

B

t

Red central de
Control Autbnomo

GN

pared intestinal
-Sistenm Nervioso Entérico

P Nervio Vago - Sistema Simpatico

Fig. 8. Inervacion del tubo digestivo. Sistema Nervioso Entérico: 1) neurona sensorial, 2)
interneuronas. 3) neuronas motoras. Nervio vago: 4) via aferente. 5) via eferente preganglionar. GN
(ganglio nodoso). Sistema simpatico: 6) via aferente. 7) comunicacion a la via eferente. 8), via
eferente preganglionar. 9) via eferente postganglionar. GDR: ganglio de la raiz dorsal GPV: ganglios
prevertebrales 10 y 11) via espinal ascendente y descendente. El sistema parasimpatico sacro no esta
dibujado (76).

El plexo mientérico (Fig. 9), es una estructura lineal que se extiende por la totalidad

de la pared intestinal y como se encuentra entre las capas musculares lisas longitudinal y

12
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circular, interviene sobre todo en el control de la actividad motora de toda la longitud del

tubo digestivo (18).

Plexos de Auerbach y Meissner

Plexo mientérico )
Musculo circular

Plexo muscular

Musculo
longitudinal

Muscularis

Fig. 9 Diagrama del plexo mientérico. Segmento del intestino mostrando las capas separadas (18).

El plexo submucoso interviene de forma primordial en el control de la funcién del

interior de la pared de cada uno de los diminutos segmentos del intestino (18).
2.2 GLANDULA PINEAL

> ANATOMIA DE LA GLANDULA PINEAL O EPIFISIS

Esta glandula (Fig. 10.) es de color grisiceo, esta localizada en el tercer ventriculo del
cerebro. En humanos mide aproximadamente ocho milimetros de longitud por cuatro de
anchura, pesa alrededor de veinticinco centigramos y esta constituida por células
especializadas, denominadas pinealocitos (85%), células gliales (15%), que tienen la funcién
de sostén y terminaciones nerviosas.

Se origina a partir de una evaginacion neuroepitelial del techo del diencéfalo, la cual

es evidente desde el segundo mes de gestacion (14,39).

13
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De su forma se pueden distinguir dos ldminas, una se dirige hacia arriba y la otra hacia
abajo. Las I&minas que se desprenden de la base forman las prolongaciones de la epifisis. El
anterior va al triangulo de la habénula para dirigirse después al tdlamo 6ptico, limitando alli
la cavidad ventricular; alcanza luego la extremidad anterior del tdlamo, mas adelante, el
trigono y desciende con él para perderse en la sustancia gris de la base del cerebro (39).

De la lIamina inferior, se desprenden los peddnculos inferiores que cruzan por delante
a la comisura blanca posterior, se dirigen hacia fuera y se pierden en el talamo 6ptico (39).

Glandula

pineal cerebelo

retina . . ey
supraquiasmatico 2

e
.'*1‘ u !

1 quiasma fo rmacion
glandula nervio reticular
adrenal optico

Radix N.V.

Fig. 10. Esquema de la localizacidn de la glandula pineal (33).

» HISTORIA

La glandula pineal (GP) o epifisis cerebri desempefia un papel esencial en el control
de los ritmos circadianos de los procesos bioldgicos. Directa o indirectamente sensible a la
luz, suministra al organismo una informacion temporal, al liberar diversas cantidades de
productos al torrente sanguineo, en funcion de la hora del dia (25,39).

Esta glandula se conocia desde tiempos antiguos, asignandole funciones todas ellas de
tipo espiritual como por ejemplo: La GP se consideraba como el 6rgano de la clarividencia

segun la cultura hindd en el afio 2000 a.C. Més adelante los griegos, debido a la posicion

14
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anatomica consideraban a la GP como el 6rgano regulador del “fluido vital” que otorgaba la
capacidad de pensar (39).

En el siglo XV, Descartes (1664) consider6 a la GP como “el asiento del alma” e
influyé para que se considerara a ésta glandula en el plano filosofico y cientifico este
concepto prevalecio hasta el siglo XIX, en que se obtuvieron algunos datos de su papel como

glandula endocrina (39) (Fig. 11).

CEREBRI

ANATOME:

€ ACCEISIT
NERVORUM DESCRIPTIO
Et Usus.

5TUDIO
Tuom.e WiLLis, ex Ed& Chifl
Osem. M. D. & in ifta Celeberrima
mmﬁwm

LONDINY
Tigia Tau Ffber, Impenfis T Martym & T iy
(S —
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T pge o e i L o, 184,

Fig. 11 A la lzquierda Rene Descartes y a la derecha el tratado de anatomia del cerebro. “La
glandula pineal es como el asiento del alma”: Rene Descartes, (1664) (81).

Sin embargo, después de la investigacion que se llevd a cabo durante la primera mitad
del siglo XIX se obtuvieron escasos resultados que llevaron a los investigadores a considerar
a la GP como un érgano vestigial y atrofico (25, 39).

Ahlborn (1884) correlacion6 la GP con el érgano parietal (tercer ojo) de algunos
pequefios vertebrados y con las estructuras de los ojos laterales. Gutzeit (1896) asocia por
primera vez la existencia de un tumor pineal a un sindrome de desarrollo sexual precoz (22).
Otto Heubner (1898), publicé el caso clinico de un nifio que presentaba pubertad precoz,
acompafiada de la existencia de un tumor pineal. En los cincuenta afios siguientes, fueron
observados otros casos similares de nifios con tumor de la pineal y desarrollo sexual precoz

(25,39).
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En 1905, Studnicka comprob6 que el 6rgano fotosensorial de algunos pequefios
vertebrados evoluciond hasta llegar a ser la GP. Holgrem apunt6 que las células de la GP de
un elasmobranquio eran de naturaleza sensorial, puesto que los pinealocitos se asemejaban a
las células sensoriales de la retina. Como algunos reptiles presentan un “tercer 0jo” muy
prominente, la pineal de los mamiferos fue considerada como un vestigio de este 6rgano

visual primitivo Fig. 12 (25).

Fig. 12 Pinealocito (59).

Fue hasta 1959 cuando Lerner, basandose en las experiencias de Mc Cord y Allen
(1936), aislé e identifico en la GP de los bovinos el factor que produce la contraccién de los
melandforos y, por lo tanto, el aclararamiento de la piel de los batracios. Esta sustancia
encontrada fue Ilamada melatonina (MEL) (la principal hormona que es segregada por la
GP). Se denomind asi debido a su accion blanqueadora cuando se aplicaba a vertebrados
inferiores en las que es responsable del empalidecimiento que se observa en algunas especies
nocturnas. En aves y mamiferos no se han observado cambios diarios en el color, sin
embargo, se ha relacionado a la pineal y la MEL con los cambios estacionales en el mismo,
aunque los descubrimientos méas importantes fueron los relacionados con sus efectos
antigonadales en el sistema reproductor de los mamiferos (25).

A medida que se va evolucionando filogenéticamente, los elementos sensoriales

desaparecen y van siendo sustituidos por las células parenquimatosas con capacidad
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secretora, de modo que en los vertebrados superiores incluyendo al hombre, sélo persiste la

funcidn de secrecion interna (39) (Fig. 13).
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Fig. 13 glandula pineal de diferentes especies (41).

La GP contiene muchas sustancias biologicamente activas, entre ellas estan la NA,
serotonina (5-HT), histamina (H), dopamina (DP) y MEL (15).

De estas sustancias la mas investigada es la MEL, aunque aun falta mucho para saber
si es la Unica, o la principal, hormona reguladora de la gonadotropina (39).

El tipo celular caracteristico de la GP de mamiferos es el pinealocito, célula epifisaria
o célula principal (69). Los pinealocitos derivan del foro ependimario del epitalamo y pueden
distinguirse tanto células claras como células oscuras. Las células oscuras contienen granulos
de un pigmento de naturaleza desconocida, asi como depositos de glucogeno cuyo

significado fisioldgico tampoco esté aclarado (25). Esta distincion se basa Gnicamente en la
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diferencia de densidad electrénica del citoplasma, lo que permite clasificarlos en cromofilos
y cromdfobos (57).
2.3 MELATONINA

La MEL también puede actuar como antagonista de la calmodulina. En los estudios
realizados, la MEL parece ser capaz de regularizar patrones de suefio, a pesar de que no son
observables las acciones hipndticas, tanto en adultos y jovenes como en ancianos que
padecen graves trastornos del suefio. Estas observaciones favorecen la sugerencia de que la
MEL, ademas de ser la ultima novedad en suplementos alimenticios, también puede tener
utilidad clinica. (30).

> ESTRUCTURA QUIMICA

La MEL es sintetizada a partir del triptéfano en las células parenquimatosas pineales
formando los intermediarios; 5-hidroxitriptofano, 5-HT, N-acetilserotonina, y finalmente la

MEL (Fig. 14)

CH3—- 0O
m(CH 2)2-NH-COCH 3
N

H

Fig.14. Estructura de la MELATONINA (N-Acetil-5-Metoxi-triptamina) (22).

La MEL es altamente lipofilica y por ello Ilega a mucha partes del organismo. Sin
embargo, sus efectos biologicos estan mediados por sitios aceptores especificos en diferentes
especies, incluyendo al ser humano (15), recientemente la MEL esta ligada a sitios que

pueden estar identificados en el intestino (34).
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> ACTIVIDAD FISIOLOGICA DE LA MELATONINA
Estudios sobre la sintesis de MEL sugieren que el foto y termoperiodo interactian para
determinar la amplitud y duracion del ritmo de MEL (16, 48, 72). Bajo condiciones de
oscuridad constante los ciclos de temperatura por si mismos son capaces de sincronizar los
relojes que llevan el ritmo de la produccién de MEL. Los efectos de los ciclos de temperatura
son complejos, poco claros y varian de una especie a otra. Las diferencias observadas pueden
resultar de las variaciones metabolicas propias de cada especie. La modulacion de la
produccién y liberacion de MEL por el ciclo luz-oscuridad puede potencialmente funcionar
como un reloj capaz de informar al organismo si es de dia o de noche, y como un calendario,
capaz de indicar la estacion del afio en la que se encuentra el individuo y asi, regular los
procesos de hibernacion, migracién, pérdida o ganancia de peso etc. (59) La época del afio
en la cual los individuos se encuentran resulta muy importante, ya que de ello dependen
comportamientos que garanticen la sobrevivencia de diferentes especies (8).

En cuanto a la actividad de MEL sobre el SNC se muestra en algunas pruebas que la
administracion de esta hormona reduce la actividad motora espontanea, promueve el suefio y
prolonga la duracion del suefio inducido por barbitdricos. La MEL puede modificar la
funcion de los neurotransmisores del SNC, ya que se ha demostrado que los niveles de 5-HT
y &cido gamma aminobutirico (GABA) se incrementan en el cerebro tras la administracion de
la misma (8,22).

Se han estudiado, durante los ultimos 20 afios los efectos de la administracion
exogena de MEL, para determinar las acciones, si las tiene, que esta indolamina realiza sobre
funciones corporales, con la esperanza de describir si las aplicaciones terapéuticas son
capaces de corregir anormalidades en los ritmos circadianos. Asi, se ha visto que la
administracién oral de MEL puede adelantar el momento de autoevaluacion de la “fatiga”, o

dicho de otra forma, del inicio del suefio. También, se ha visto que la hormona puede inducir

19



Q GENERALIDADES

un adelanto en su ritmo enddgeno de secrecion (5, 25, 50). Con base a estas observaciones se
ha administrado la hormona como un remedio capaz de atenuar los efectos del desfase
horario (“jet-lag”) que se produce como consecuencia de los vuelos transmeridianos y, se ha
afirmado que los resultados apoyan el concepto de que la secrecién de MEL actla como
sincronizador interno, evitando la pérdida de sincronia entre los distintos ritmos corporales
(8,51).

La funcién de la MEL en los mamiferos consiste en regular los ritmos bioldgicos
como son: la actividad locomotriz, cambios en la coloracion de la piel, pelaje durante el
invierno, suefio, apetito, asi como cambios en la produccion y desarrollo hormonal (efectos

antigonadotrépicos) (63).

» POSIBLES APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LA MEL

En la actualidad se llevan a cabo numerosas investigaciones sobre los efectos
fisioldgicos de la MEL y sus posibles aplicaciones terapéuticas.

A continuacion se presentan algunas de las areas en las que se esta evaluando la posible
utilidad de la MEL como una sustancia terapéutica.
e Desdrdenes del tiempo “jet- lag”

“Jet-Lag” es el resultado de viajes de larga distancia que cruzan varios husos horarios
en un corto periodo de tiempo (Fig. 15). Sintomas como trastornos del suefio, pérdida de
apetito, reduccién de la eficiencia psicomotora y malestar general, estan relacionados con
este fendmeno.

El problema se ha tratado de resolver utilizando sincronizadores, que son factores
ambientales que ayudan al organismo a mantenerse en fase. Los ritmos circadianos necesitan
aproximadamente un dia para adaptarse a cada huso horario cruzado. En otras palabras 3

horas de diferencia de tiempo requeriran 3 dias de adaptacion aproximadamente (2). La MEL
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ha sido utilizada como un “sincronizador” para disminuir el tiempo de recuperacion al “Jet-

lag”.

Fig. 15. Representacion del desfase de horario por los viajes trans-meridionales (79).

Por otra parte, sujetos ciegos con trastornos del suefio pueden sincronizar el ritmo
circadiano con la administracion oral de MEL (51)
e [Fase del suefio retardado

El sindrome de fase de suefio retardado (SFSR) es una causa comun del insomnio
severo, que se le caracteriza por una dificultad para dormir y la incapacidad de hacerlo en
horas socialmente aceptables; si una persona con SFSR se acuesta a las 11:00 p.m. no se
dormira hasta que el cuerpo este listo, usualmente entran en fase de suefio hasta las 3:00 o
4:00 a.m.; el SFSR podria deberse a una alteracion del ritmo circadiano del ciclo suefio
vigilia. Un estudio realizado recientemente mostré que la administracion oral de MEL
diminuye el SFSR (43,51).
e Agente oncostatico

La inmunidad celular frente a los tumores puede potenciarse expresando
coestimuladores y citokinas en las células tumorales y tratando a los pacientes portadores de
tumores con citokinas que estimulen la proliferacion y la diferenciacion de los linfocitos T y
las células citokinas naturales (NK). Las citokinas se pueden administrar por via sistémica

para el tratamiento de diversos tumores humanos. Este tipo de terapia experimental se hizo

factible cuando se dispuso de preparaciones puras de citokinas en cantidades suficientes. La
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experiencia clinica méas amplia corresponde a la IL-2, administrada en dosis elevadas.
Después de la administracion de IL-2, aumenta el nimero de linfocitos sanguineos y de
células NK, aumenta la actividad de las células NK y aumentan en el suero el factor de
necrosis tumoral (TNF), la interleukina 1 (IL-1) y el interferén y (IFN-y). Cabe suponer que
la IL-2 actua estimulando la proliferacion y la actividad antitumoral de las células NK y de
los linfocitos T citotoxicos (CTL). La IL-2 ha sido eficaz en la induccion de respuestas
medibles de regresion tumoral en aproximadamente el 10% de enfermos con melanoma y
carcinoma de células renales avanzados, actualmente, es un tratamiento aprobado para estos
tipos de canceres. La MEL debe aumentar actividad antitumoral de la interleukina 2 (IL-2)
por inhibicion del factor de crecimiento tumoral. Un estudio piloto fue realizado utilizando
una dosis baja de IL-2 combinada con MEL en 14 pacientes que tenian tumores endocrinos y
cuyos tratamientos anteriores no habian sido eficaces, los resultados mostraron que la terapia
de IL-2 junto con la MEL es tolerada por los pacientes con los tumores antes mencionados
sumado al bajo costo de este tratamiento, 3/14 mostraron una regresion en el crecimiento del
tumor, esto es importante ya que la terapia de IL-2 en altas dosis, es tdxica, provoca fiebre,
edema pulmonar y shock vascular (82).
¢ Regulacion de desdrdenes endocrinos

La MEL ha sido relacionada en la regulacion del metabolismo del Ca™ y del fosforo
(P™) por estimular la glandula paratiroides e inhibiendo la liberacion de calcitonina y la
sintesis de prostaglandinas. La menopausia esta asociada con un decaimiento en la secrecion
de MEL y un incremento en la calcificacion pineal (25).

La GP ha sido relacionada con el sistema inmune y la inmunodepresion, la cual ha
sido tratada con el uso de MEL. El timo es uno de los principales blancos de la MEL y sus
efectos inmunoestimulantes pueden ser mediados por derivados de las células T

colaboradoras, lipoquinas y posiblemente hormonas pituitarias.
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e Agente antioxidante

La MEL es un potente eliminador de radicales hidroxilo tiene capacidad de aumentar
la actividad y la glutation reductasa, en cerebro higado y rifion de rata (64). Adicionalmente,
se ha comprobado su accién antioxidante durante el estrés oxidativo causado por radiaciones
y contra la oxidacion de la membrana plasmatica originada por carcindgenos (13).

Los radicales libres son moléculas que tienen un par de electrones desapareado, si un
electrén es adicionado a O, entonces se forma el radical superdxido O, éste es reducido por
la superoxido dismutasa a H,O, que es toxico a altas concentraciones y puede ser reducido a
"OH. El radical hidroxilo ((OH) dafia a las células. La MEL es probablemente un
neutralizador de "OH (59).

La MEL puede tener un efecto neuroprotector, ya que reduce el dafio oxidativo sobre
el SNC (60) Estas propiedades de la hormona se han utilizado para el tratamiento de
enfermedades como Huntington, Parkinson y Alzheimer (59,64).

e Otros posibles usos de la MEL

Los recién nacidos durante el periodo neonatal (28 primeros dias de vida) no
sintetizan melatonina ya que, empiezan a producir escasos niveles de la misma a partir de 12
semanas de vida (31) iniciandose su sintesis a partir del desarrollo de su propia epifisis,
estableciéndose un ritmo circadiano de dicha hormona (1). Los niveles de MEL van
incrementandose desde los nueve o diez meses hasta la pubertad, momento en el cual
empiezan a decrecer. El ciclo suefio/ vigilia es muy dificil de consolidar durante el periodo
neonatal.

Desordenes cronicos en el suefio de los bebés pueden afectar adversamente el
desarrollo de los mismos, ya que el suefio ejerce un importante papel en la temprana

maduracion del cerebro (44).
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Hasta el momento se ha observado en nifios que los niveles plasmaticos se elevan
transcurridos una hora y muestra un patron bifasico de eliminacion con una vida media de
entre tres a cuarenta y cinco minutos (50).

La MEL también tiene beneficios en nifios epilépticos (44,48); y su uso terapéutico es
debido a la potenciacion de los receptores GABA-Benzodiazepina produciendo la inhibicién
de neuronas en el SNC, involucradas en la generacion de mioclonias (43), sugiriendo que la
administracion de MEL sintética puede ser efectiva en nifios de mayor edad, con sindrome de
autismo vy retraso severo de aprendizaje mostrado en algunos instantes un incremento en la

duracion y calidad del suefio.

» RECEPTORES A MELATONINA

Se han descrito receptores para melatonina en membranas de células del timo, la
bolsa de Fabricio e Higado de aves (53), asi como de linfocitos TCD8+ y linfocitos
humanos (44)

La accion de la MEL se produce después de su unién a receptores especificos.
Inicialmente Cardinali en 1979 (8), mediante el empleo del radioligando [*H]-melatonina,
logré detectar sitios aceptores especificos de MEL en cerebro de bovino. Este
descubrimiento trajo consigo el desarrollo del 2[**°I]-yodomelatonia, un radioligando de alta
afinidad y agonista a MEL, que ha permitido el estudio bioquimico y autoradiografico de la
ubicacion de estos sitios aceptores de alta afinidad en un gran nimero de tejidos neuronales y

no neuronales de diferentes especies, incluyendo al ser humano (15) (Fig. 16)
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Fig. 16. Sitios de accién de MEL (via receptores ML; y ML, en la Membrana plasmatica, el citosol, y el
nucleo celular. DG diacilglicerol; IP; inositol 1,4,5-trifosfato; PIP Fosfotidilinocitol 4,5-bifosfato; PKC
(proteina quinasa C); PLC fosfolipasa C (15).

La primera clasificacion de los supuestos receptores de MEL en los tipos ML1 y ML2
se basé en las diferencias cinéticas y farmacoldgicas de union de la 2[1251]-yodomelatonia.
Estudios de clonacion revelaron dos receptores recombinantes de MEL, Mella y Mel2a,
actualmente llamados MT1 y MT2, utilizando 2[125I]-yodomelatonia estos receptores
mostraron la misma farmacologia general que los ML1 y fueron definidos como entidades
Unicas con base en su estructura molecular y su localizacion cromosomal. Posteriormente, se
caracteriz6 un tercer tipo de receptor de MEL que se denomind MT3, el cual es una quinona
reductasa de tipo Il (QR2), localizado principalmente en cerebro de hamster. Al contrario de
los receptores MT1 y MT2 (21,40) que muestran una alta afinidad a los receptores el tipo
MT3 (15,21) corresponde a un sitio de baja afinidad.

Los receptores MT1 y MT2 estan acoplados a la proteina G de membrana y median la
inhibicion de la adelinato ciclasa. En el cerebro, el receptor MT1 se encuentra en las
membranas de las neuronas en el NSQ del hipotalamo, un area relacionada, de lesion

experimental con el ritmo circadiano.
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El receptor MT1 es siete-transmembranal (7 TM) acoplado a su efector via una
proteina G. El resultado de la union del receptor es la inhibicion de la adenililciclasa. La
mayor parte de las especies estudiadas tienen tres variantes del receptor (1a, 1b y 1c), pero de
éstos, solo los 1a y 1b se encontraron en humanos. La activacion de este receptor con dosis
farmacoldgicas de MEL parece portar el reloj circadiano y disponer los ciclos de suefio-
vigilia y sobre la temperatura en animales de experimentacion, con probabilidad también en
humanos. La MEL es mas o menos liposoluble y parece interactuar con receptores
intracelulares ademas de otros en la membrana celular (21,22, 40).

Recientemente, un nimero de agonistas y antagonistas parciales selectivos del
receptor MT2 han sido identificados. La activacion de los receptores recombinantes de MEL
(Humana) inhibe a la formacion de Adenosinmonofosfato ciclico (AMPc) y Guanosin
monofosfofato ciclico (GMPc).

> SECRECION DE MELATONINA

Los mecanismos de fototransduccion han sido estudiados més a fondo en los conos y
bastones de la retina, observando que estas células fotorreceptoras muestran una diferente
sensibilidad a la luz y respuesta cinética, pero el proceso de fototransduccién es similar en
ambas células. El receptor del fotdn es la rodopsina (Fig. 17), que se sitia en el segmento
externo de la membrana plasméatica. EI GMPc es el segundo mensajero de la
fototransduccion.

La rodopsina consiste en una proteina transmembranal, opsina, unida al 11-cis-
retinal. La rodopsina fotoexcitada activa a la transducina, una proteina G heterotrimérica. En
su estado inactivo, la subunidad o de la transducina une al guanosil difosfato (GDP). En la
activacién de la rodopsina, este GDP se cambia por un guanosil trifosfato (GTP), lo que
induce una disociacion de la subunidad o del complejo de subunidades B y. En estado activo

la subunidad o unida a GTP activa una fosfodiesterasa de GMPc unida a la membrana, que
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cataliza la hidrolisis de GMPc, dando lugar a una disminucion de los niveles intracelulares de
GMPc. En la oscuridad, el GMPc induce la apertura de canales cationicos y la entrada de
Na+ y Ca++. Debido a esta hidrdlisis de GMPc el canal catiénico se cierra, lo que induce la
inhibicion de la liberacion de neurotransmisores a los espacios sindpticos que hay entre el
bastén o cono y neuronas de segundo orden. La subunidad a de la transducina tiene una
actividad GTPasa intrinseca y se reasocia con el complejo de subunidades B y y. Un nuevo
ciclo puede empezar; permitiendo la amplificacion de la respuesta. La inactivacion del
sistema implica fosforilacién de la rodopsina por una rodopsina quinasa seguido de la union

de arrestina a la rodopsina fosforilada (21,22, 32).

Rodopsina

Membrana o
del disco

Fig. 17 Molécula de radopsina (80).

Los iones de Ca'™ y proteinas que unen Ca™™ juegan un papel importante en el proceso

de fototransduccion. En la oscuridad la concentracion de Ca'™ intracelular es alto, y se une a:
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1) una proteina activadora de guanil ciclasa que resulta en la reduccion de la actividad ciclasa
y 2) recoverina para inhibir la rodopsina quinasa (62, 68, 72).

En la luz la concentracion de iones Ca™" es baja. Esto activa la guanil ciclasa,
incrementa la sensibilidad de los canales a GMPc y, favorece la activacion de la rodopsina
por la rodopsina quinasa. Favoreciendo la entrada de cationes en oscuridad simulando el
periodo nocturno, el GMPc permite la despolarizacion de la célula.

A la inversa, el cierre de los canales cationicos debido a iluminacion hiperpolariza la
célula. Esto da lugar a la inhibicion de la liberacion de un neurotransmisor excitador, como el
glutamato o aspartato (28, 62, 68). Investigaciones inmunocitoquimicas han indicado que
ambos neurotransmisores se co-localizan en las terminales presinépticas de fotorreceptores
en varias especies de animales no mamiferos (68) (Fig. 18).

Los componentes inddlicos muestran variaciones inddlicas en la pineal (55). Asi los
niveles de serotonina y derivados desaminados son normalmente altos durante el dia y bajos
durante la noche en humanos y en aves (3,4, 23, 49, 55), hecho que también ha sido
observado en vertebrados de sangre fria y en otros mamiferos. La existencia de variaciones
luz/oscuridad en el contenido de MEL en la pineal esta bien documentada en todas las clases
de vertebrados. Los niveles de MEL son bastante mayores durante la noche que durante el

dia en humanos (3, 4, 11, 57, 66) y también en otros mamiferos.
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Fig. 18 Mecanismo de foto transduccion de vertebrados. La luz activa la rodopsina, la subunidad
alfa de transduccion (Ta) se activa por cambio de GDP a GTP, se disocian las subunidades -y de
esta, esto induce la activacion del guanosina monofosfato ciclico (GMPc), lo cual permite la
apertura del canal cationico (80).

Las concentraciones de MEL en la pineal y en sangre ademas reflejan el ritmo
circadiano en la actividad pineal de arilalquilamina N-acetiltransferasa (AA-NAT), los cuales
estan correlacionados con los niveles de AMPc en los pinealocitos (17).

Tanto la duracién como la amplitud del ritmo de MEL depende del fotoperiodo
prevalente (42).
Normalmente, la sefial corresponde a la duracién de la noche, y la amplitud del ritmo

incrementa cuando lo hace el fotoperiodo (Fig. 19).
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Fig. 19 Representacion de la variacion de los niveles de melatonina, con respecto al ritmo
circadiano (2)

Los ojos y el NSQ son esenciales para mantener una produccion ritmica de MEL. La
informacién fotica capturada por el ojo es retransmitida por el tracto retinohipotalamico al
NSQ (32), actuando éste como un oscilador auto-mantenido (42). A partir de aqui, la
informacién se lleva a la pineal sucesivamente a través del (NPV) del hipotalamo, la columna
celular intermediolateral de la espina dorsal y el GSCS (32). Fibras simpaticas,
concretamente catecolaminérgicas, del GSCS inervan el érgano pineal. La liberacion
nocturna de NA a partir de las terminaciones nerviosas en el paréngquima pineal desencadena
la subidad de actividad de la AA-NAT vy secrecion de MEL a través de una accion
sinergistica en receptores adrenérgicos B1y a1. El 6rgano pineal de mamiferos es incapaz de
sintetizar MEL in vitro a no ser que se afiada NA o alguin analogo al medio de cultivo (32,

63).
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» SINTESIS Y METABOLISMO

La 5-HT se sintetiza por una via de dos etapas dentro del pinealocito a partir del
aminodacido triptéfano. La hidroxilasa del triptéfano, oxida la funcion mixta que requiere
oxigeno molecular, hierro y factor de piteridina reducido para entrar en actividad, es la
enzima limitante del ritmo en esta via. La hidroxilasa del triptofano cerebral no se encuentra
saturada con sustrato; por tanto, la cantidad de triptofano existente en el cerebro influye en la
sintesis de 5-HT (22).

El cerebro capta activamente al triptéfano por medio de un portador que también
transporta a otros grandes aminoacidos naturales y de cadena ramificada. Las
concentraciones de triptéfano en el encéfalo se ven influidas no solo por su concentracion
plasmatica, si no también por las concentraciones plasmaticas de otros aminoacidos que
compiten por el portador de captacion cerebral (22).

La enzima que convierte al L-5-hidroxitriptéfano en 5-HT, es la descarboxilasa de L-
aminoacidos aromaticos, se encuentra distribuida con amplitud y tiene amplia especificidad
por los sustratos (3).

La cantidad de la 5-HT en el hombre se acerca a 10mg, de los cuales el 90%, en
promedio, estan en las vias gastrointestinales. Del resto la mayor parte esta en plaquetas,
pulmones, medula 6sea y cerebro aunque muchos tejidos contienen algo de 5-HT. Las vias
gastrointestinales tienen 90% de todas las serotoninas corporales en tanto que el cerebro
contiene en promedio, 3%; sin embargo; el lapso de recambio de la 5-HT gastrointestinal y la
cerebral es de 12 a 16 horas y 1 hora, respectivamente. (14, 22, 25, 30). La 5-HT es
convertida en melatonina mediante dos reaciones enzimaticas principales (Fig. 20).

La primera AA-NAT, que convierte la 5-HT en N-acetilserotonina. La segunda,
hidroxi-indol-O-metiltransferasa (HIOMT), metila la N-acetilserotonina para producir

MEL(14, 22, 25, 30).
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Finalmente en el humano y en otros mamiferos la MEL circulante es inactivada en el
higado, convirtiendo a la MEL en 6-hidroximelatonina (carente de actividad bioldgica), esta
ultima se conjugada con los &cidos: glucuronico o sulfarico y es excretada en orina y heces.
En menor proporcion, puede ser desacetilada y convertida a 5-metoxitriptamina por una
arilacidamidasa hepéatica. La MEL también es excretada en los humanos de forma libre
diariamente en una cantidad de 60 a 80% del total excretado entre las 23 y las 7 horas (22,

25) (Fig. 21).

CHy=CH —NH, L-triptotano

N Haok 14...____ Triptofano
a-hidroxilasa
Hgmmrg“_rﬂ S-hidraxitriptofana
N
H

COH lQ_____E-Hidrm{itriptnfanu

descarboxilasa
%f Uc —CH.—NH .
] | H—tHe Serotonina
N Serotonina

lq—- = = N-acetiltransferasa

HO | CHE—-CHE— MH —C—CHJ (N-ﬂ'\n
. E MN-acetilserotoning
H
Hidroxiindal-o-retil
li— ----- transferasa

CH;,::—@U—EHI—CH:—MH —~1 —CH, |:H| DMT}
N Melatoning

Fig. 20 Biosintesis de MEL a partir del triptéfano, en la glandula pineal (33)
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Fig. 21. Metabolismo de la melatonina. Muestra la conjugacion con el acido sulfurico y el acido
glucuroénico. (22)

» MELATONINA Y DUODENO

Como se menciond en la introduccién nosotros podemos encontrar a la MEL en
varias partes del cuerpo efectuando diversas funciones biolégicas. Encontramos a la MEL en
6rganos como son la retina, glandulas adrenales, cerebelo, higado, timo, tiroides, pancreas,
ovarios, cuerpo carotide, placenta y endometrio a este tipo de MEL la conocemos como MEL
exogena ya que se encuentra fuera de su sitio de accién en la glandula pineal (34, 56).
Ademas de los 6rganos ya mencionados podemos encontrar a la MEL en células no
endocrinas como son las células NK, eusinofilos, plaquetas, y otras (33,56).

Encontramos la mayor parte de la MEL exdgena en el tracto gastrointestinal (60). La
MEL se distribuye a lo largo del TGI en diferentes concentraciones, encontrando la mayor

concentracion de esta en la parte del duodeno-ileon y la menor concentracion en el colon y
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otras regiones del TGI. Teniendo una distribucion muy similar ha la que tiene 5SHT en el TGI
(34, 41, 56).

En el SNE la MEL parece estar asociada a funciones endocrinas, paracrinas y
autdcrinas, asi como a la relajacion de la actividad muscular. En el intestino delgado se han
encontrado un tipo de receptor de MEL, el MT 1 que se caracteriza por pertenecer a los
receptores acoplados a la proteina G que es capaz de inhibir la adenilato ciclasa, inhibiendo
la actividad contractil del musculo liso (34).

En el TGI la MEL puede ser identificada usando una variedad de métodos incluyendo
métodos inmunocitoquimicos, cromatograficos y de radioinmunoensayo.

Estudios recientes han mostrado que al realizar una pinealectomia (Px) altera los
niveles de MEL en plasma, pero esto no disminuye los niveles de MEL en el TGI. Es por
esto que se dice que la MEL en el TGI, puede ser sintetizada no en la glandula pineal sino
por las células enterocromafines (EC) de la mucosa GIl. Puede ser que la MEL GI sea
producida en las EC a partir de diferentes estimulos como con la ingesta de alimentos
actuando de tal manera que afecta a la absorcion de estos, y tal vez influyendo en la
proliferacion celular del TGI (34, 56, 46).

2.4 ANALOGOS DE MEL

Estudios previos con analogos de MEL han mostrado que de los modelos tedricos
propuestos para la interaccion de MEL con su sitio receptor se ha postulado que son
esenciales el grupo 5-metoxilo y el grupo acetamido, pero también se ha considerado al
nucleo indélico como punto importante, debido a que éste puede formar una interaccion del
tipo transferencia de carga con los residuos de los aminoacidos aromaticos del sitio receptor

(38).
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Se investigaron las propiedades electronicas de diversos derivados de MEL y su
relacion con la actividad bioldgica, en particular con su afinidad al receptor de MEL
determinada en la membrana de cerebro de pollo (38).

En dicho estudio se incorporaron en la posiciéon 1 de la estructura de la MEL grupos
aralquil, aralcil y aril no sustituidos o con sustituyentes en la posicién “para” (38). Los
analogos utilizados en este estudio estan basados en esta investigacion previa.

> ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS ANALOGOS DE MEL

En el presente estudio se utilizaran los siguientes analogos sintetizados en la Facultad

de Quimica presentados por su clave.

Analogo M6A

Fig. 22. Analogo N-{2-[1-(4-cianobencil)-5-metoxi-1H-indol-3-il]-etil}-acetamida (F.Q.)

Anélogo M6B

Fig. 23. Analogo N-{2-[1-(4-cianobenzoil)-5-metoxi-1H-indol-3-il]-etil}-acetamida (F.Q.)
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Analogo M6C

CN

Fig. 24. Analogo N-{2-[1-(4-cianofenil)-5-metoxi-1H-indol-3-il]-etil}-acetamida (F. Q.)

Anélogo M7A

Fig. 25. Analogo N-{2-[1-(4-clorobencil)-5-metoxi-1H-indol-3-il]-etil }-acetamida (F.Q.)

Anélogo M7B

Fig. 26. Analogo N-{2-[1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-1H-indol-3-il]-etil}-acetamida (F.Q,)
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Anélogo M7C

Cl

Fig. 27. Analogo N-{2-[1-(4-clorofenil)-5-metoxi-1H-indol-3-il]-etil}-acetamida (F.Q.)
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[1l. JUSTIFICACION

La MEL es una hormona que tiene una gran utilidad en diferentes enfermedades
neurodegenerativas y otras, hasta el momento, no se le han encontrado efectos adversos. A
pesar de los estudios exhaustivos a los que ha estado sometida no se ha demostrado cuales son

los mecanismos de accién con los que actua.

Otra situacion podria ser el tiempo de vida media en el organismo reportada en
humanos después de una administracién de MEL por via oral o intravenosa aproximadamente
de 10 a 40 minutos, lo que nos daria como consecuencia un tratamiento complicado e

incomodo para los pacientes.

Es por estas razones es que este estudio se realiz, para poder ayudar a encontrar un

analogo que pueda ser alternativo a MEL.
Ya que la mayor parte de MEL exdgena se encuentra en el TGl y la mayor

concentracion de esta se encuentra en el duodeno-ileo, en el presente estudio se utilizaron

segmentos de duodeno para medir la actividad de MEL sobre este tejido.
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS

Si la MEL produce una relajacion de la actividad contractil del musculo liso del intestino,
entonces los analogos de la melatonina N-sustituidos actuaran como agonistas de MEL,

obteniendo la misma respuesta de relajacion.

4.2 OBJETIVO GENERAL

» Evaluar el efecto de los analogos de MEL en el tejido aislado.

4.3 OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar y cuantificar la actividad eléctrica del duodeno con la administracion de MEL y
de los analogos.

» Describir el efecto provocado al tejido por la adicion de diferentes concentraciones de
MEL vy los analogos, calculando la Ciso (Concentracion de inhibicién al 50%) por medio
de las curvas dosis respuesta gradual de cada uno.

» Describir el posible efecto provocado por los andlogos haciendo un analisis comparativo
con MEL.

> Demostrar cual de las sustancias tiene el efecto similar o diferente a de MEL.

39



Q METODOLOGIA

V. MATERIAL Y METODOLOGIA
5.1 MATERIAL

» REACTIVOS

Bicarbonato de sodio (Sigma-aldrich)

Cloruro de sodio (Sigma-aldrich)

Cloruro de potasio (J.T. Baker)

Sulfato de magnesio (Merck)

Cloruro de calcio (Merck)

Glucosa monohidratada (Merck)

Fosfato de potasio (Guard)

Agua destilada (UNAM F.Q. Departamento de Farmécia)
Melatonina (Sigma-aldrich)

Polietilenglicol (Merck)

Tween 80 (Merck)

Los analogos de MEL, se clasificaron por claves y la concentracion para cada uno de ellos fue
de 3.33mM/ ml

M6A (UNAM F.Q. Departamento de Farmacia)

M6B (UNAM F.Q. Departamento de Farmacia)

M6C (UNAM F.Q. Departamento de Farmacia)

M7A (UNAM F.Q. Departamento de Farmacia)

M7B (UNAM. F.Q. Departamento de Farmacia)

M7C (UNAM F.Q. Departamento de Farmacia)
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» EQUIPO Y DIVERSO
MP 100 BIOSYSTEM-BIOPAC con su respectivo software
Recirculador de agua (Circon)
Computadora (Dell)
4 Cémaras de bafio (Pirex)
Cajas Petri (Pirex)
Agujas e hilo
Equipo de diseccion (Miltex)
4 Jeringas de 10ml

Micropipetas de 5-40 y de 40-1000ul (eppendorf)

52 METODO
l. Preparacion de las sustancias:

e Solucion Ringer-Krebs:

Se prepararon las soluciones stock de la siguiente forma:

Se prepard 1 L de solucion de NaHCOs;a 0.1 M, 1 L de solucién de NaCl a 1M, 100
mL de solucion de KCI a 1M, 100 mL de solucién de KH,PO,4 a 1M, 100 mL de solucion de
MgSO,a 1My 100 mL de solucion de CaCl, a 1M.

Consecutivamente se tomaron las alicuotas para obtener una solucion que contenia 119
uM de NaCl, 11 uM de KCI, 1.2 uM de KH,POy4, 2 uM de NaHCO3, 1.5 uM de CaCl,, 1.2 de
uM MgSO4

e Soluciones vehiculo; se prepararon de la siguiente forma:
El vehiculo; se prepar6 con 0.75 mL de polietilenglicol y se diluyé en 2.25 mL de

agua.
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El vehiculo; se prepar6 con 0.75 mL de tween 80 y se diluyé en 2.25 ml de agua.

e Sustancias

La solucion de MEL se prepar6 a una concentracion de 3.33mM, al igual que los
analogos que se utilizaron.

Il. Condiciones de los animales:
Se utilizaron 9 ratas Wistar macho con un peso aproximado de 300 a 450g de las que se
obtuvieron 36 tejidos en condiciones de ayuno por 5 horas. (Cada animal se colocaba
diariamente en aislamiento sin alimento)

I, Obtencion del tejido

Primero se llen6 el bafio y se verifico el nivel de agua del recirculador, e
inmediatamente después se encendio para alcanzar una temperatura de 37°C +/- 0.5°C.

Mientras el bafio llegaba a la temperatura elegida se prepar6 la solucion Ringer-krebs
se almacen6 en un matraz y posteriormente, se colocé en el bafio para que ésta alcanzara la
misma temperatura de 37°C.

Se sacrifico a la rata por dislocacion cervical y, después se localiz6 el primer segmento
del intestino (duodeno), se secciond de 5 a 6 cm del tejido separandolo del mesenterio con el
que esta unido procurando no afectar al tejido y colocarlo lo més pronto posible en la caja
Petri con solucién Ringer.

Del tejido obtenido se Seccionaron 4 segmentos de un centimetro aproximadamente
para colocarlos en las camaras correspondientes, sin perder de vista la parte proximal y la

distal al estémago (Fotografia 1).
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>

Fotografia. 1. Tejido aislado atado por el extremo proximal al estomago.
Para fijarlos en las camaras, los segmentos se atan de los extremos de los segmentos
con los hilos con la ayuda de las agujas y se colocaron en la camara para tejido aislado

(Fotografia 2).

Fotografia 2. Camara convencional donde se muestra el tejido colocado de manera correcta.
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Los tejidos se colocaron de la siguiente forma: la parte proximal al estémago se coloco hacia
la parte superior de la cAmara y la parte inferior se sujeto a la base de la misma.

Posteriormente, se llenaron las cdmaras con 10 mL del medio (solucion Ringer-Krebs),
donde se mantenia la temperatura con el bafio con recirculacion.

Por ultimo se dio tension a los tejidos ajustando la altura de la calibracién y se esperd
de 30 a 45 minutos para la estabilizacion del tejido.

IV.  Calibracion
Para calibrar el equipo se ajusto la escala para que 10mV produjeran un

desplazamiento de 10 mm (En la escala de 10 a -10 mV / 10 a -10 mm) (Fig.28.).

Change Scaling Parameters E

A1 tejido 1
|hput wiolks Scale value
Cancel
Call | 1o [10 Q

Calz | [-10 |-10
Uritz; |romn

Option

Calibrate
[ ALL channels at
the: same time

[ Use mean value

Fig. 28. Ventana de dialogo donde se muestra el ajuste de escala (58).

La velocidad de barrido se ajusté a 2.5 min. dando un desplazamiento de 5 cm por
division y se registraron 5 min. de tiempo basal para administrar posteriormente la
concentracion correspondiente de las diferentes concentraciones de los compuestos y obtener

una CDRG (Fig.29.).
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Fig. 29. Ventana de dialogo donde se muestra el ajuste de la velocidad (58).
V. Toma de registros
Todas las respuestas de la actividad eléctrica intestinal se capturaron mediante la ayuda

del software en la computadora para analizarlas (Fig. 30.).
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Fig. 30. Ventana principal de la pantalla de la computadora donde se muestran registros de los
tejidos, el V sefiala el momento de la aplicacion (58).
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Posterior a la estabilizacion del tejido, se obtuvieron 4 registros los cuales se
conformaban de: registro basal preaplicacion con duracion de 5 min. y registro postaplicacion
con duracion de 5 min. con la administracion de solucion vehiculo (1 y 2 y obtener una
respuesta basal, posteriormente se realizd una curva dosis respuesta gradual (CDRG) para la
solucion vehiculo (10, 20, 40, 80, 160, 320ul).

Se obtuvo una respuesta basal para cada compuesto y para cada tejido, se aplicaron las
soluciones problema y se registro la respuesta.

Una vez obtenidos los registros se analizaron los datos para frecuencias (FREC),
Amplitud (AMP) y éarea bajo la curva (ABC), mediante el software, las espigas para
determinar la frecuencia se calcularon una por una.

Se vertieron los datos en una hoja de célculo (Microsoft- Excel) y se obtuvieron los
promedios de los datos de estos parametros.

Con estos datos se calcul6 el porcentaje de los datos.

Se graficaron estos datos en porcentaje para obtener la CDRG

Con esta curva se calcul6 la concentracion de inhibicion al 50% (Cl s0q).

Posteriormente, con todos estos datos se realizo u analisis estadistico con la prueba de
x?, obteniendo el valor de la probabilidad con una p<0.05 para comparar el efecto de los

analogos contra el efecto de MEL (47).
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VI. RESULTADOS
Una vez que se obtuvieron los registros de la actividad eléctrica espontanea del tejido
aislado (duodeno) en la PC se cuantificaron los siguientes parametros: amplitud (AMP en cm),
area bajo la curva (ABC en cm?), y la frecuencia (FREC en Hz) por medio del software
Acgknowledge del sistema Biopac, obteniendo los datos cuantitativos de los mismos
> EFECTO DE VEHICULO; y 2 SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA EN
DUODENO.
En las Figs. 31y 32. y en las tablas 1 y 2 se muestran los registros obtenidos para la

soluciones vehiculoly 2
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RESULTADOS

Con el registro anterior se obtienen los pardmetros cuantificados, los cuales se

muestran en la Tabla 1 y Grafica No 1.

Tabla No. 1. Muestra el % de relajacion maxima con la administracion de Vehiculo; y

los valores promedios de cada registro basales y post- aplicacion.

Porcentajes promedio con aplicacion del vehiculo 1
FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en ug/ mL aplicacion aplicacion aplicacion
10 0,36 0,36 100.00 | 0.26 0.26 100.00| 0,24 0,24 100.00
20 0,33 0,33 99.99 0.24 0.24 99.97 | 0,38 0,38 99.95
40 0,31 0,31 99.99 0.29 0.29 99.99 | 0,36 0,36 99.92
80 0,34 0,34 99.99 0.26 0.26 99.95 | 0,38 0,38 99.96
160 0,32 0,32 99.99 0.25 0.25 99.99 | 0,36 0,36 99.93
320 0,33 0,33 100.00 | 0.39 0.39 99.99 | 0,36 0,36 99.99
100,20 +
100,00 - T — — — — —
I
0
2 99,80
o
[%]
[0
5 M BASAL
o 9960 OFREC
E OAMP
o EABC
S 99,40
S
99,20
99,00 -
Basal 10 20 40 80 160 320

Concentracién del vehiculo 1

Gréfica. 1. Valores del % de respuesta promedio de la FREC, AMP y ABC con la administracion de
Vehiculo, en el tejido duodenal tomando a la respuesta basal como el 100%

Con base a los datos expuestos en la tabla 1 se obtuvieron la regresion lineal, para el

parametro de frecuencia y se muestra en la grafica 2.
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Gréfica. 2. Curva dosis-respuesta gradual para FREC, AMP y ABC. Se muestra la ecuacion de la recta
para cada parametro, y el coeficiente de correlacion lineal.

No se calculd la concentracion de inhibicion al 50% (Clse), ya que éste vehiculo no
muestra ninguna actividad.
El registro de la actividad en el tejido duodenal con la administracion del vehiculo, se

observa en la Fig.32.
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Fig. 32. Registro obtenido con la aplicacion de la solucion vehiculo, pre y post aplicacion. La flecha
indica el momento de la aplicacién a las diversas concentraciones sefialadas.

Con el registro anterior se obtienen los pardmetros cuantificados, los cuales se
muestran en la Tabla 2 y Grafica No 3.
Tabla No. 2. Muestra el % de relajacién méaxima con la administracion de Vehiculo, y

los valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion.

Porcentajes promedio con aplicacion del vehiculo 2
FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en pg/ mL aplicacion aplicacion aplicacion
10 0,40 0,40 99,98 0,16 0,16 100,02 | 0,15 0,15 100,00
20 0,37 0,37 100,00| 0,16 0,16 100,00 | 0,62 0,62 99,99
40 0,39 0,39 99,90 0,06 0,06 100,00 | 0,36 0,36 99,83
80 0,39 0,39 99,86 0,08 0,08 99,86 | 0,78 0,77 99,31
160 0,44 0,44 99,69 0,17 0,17 99,68 | 0,62 0,62 99,66
320 0,38 0,38 99,39 0,40 0,40 99,15 | 0,54 0,53 99,14
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Gréfica. 3. Porcentaje promedio de la FREC, AMP y ABC, con la aplicacion de Vehiculo, en el tejido
duodenal tomando a la respuesta basal como el 100%
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Grafica. 4. Curva dosis-respuesta gradual para FREC, AMP y ABC. Se muestra la ecuacion de la recta
para este parametro, y el coeficiente de correlacion lineal.
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No se calculd Clsge, Ya que éste vehiculo no muestra ninguna actividad.
> EFECTO DE MEL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA EN DUODENO.
El registro de la actividad en el tejido duodenal con la administracion de MEL se

observa en la Fig. 33.
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En esta figura se observa la respuesta basal y conforme se aplican las diferentes
concentraciones la actividad disminuye en forma gradual, en los tres parametros (FREC, AMP

y ABC), lo que nos indica que este efecto es dependiente de la concentracién de MEL.
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Con el registro anterior se obtienen los pardmetros cuantificados, los cuales se

muestran en la Tabla 3 y Grafica No 5.

Tabla. 3. Muestra el % de relajacion maxima con la administracion de MEL y los

valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion.

Porcentajes promedios con la aplicacion de MEL
FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en pg/ mL aplicacion aplicacion aplicacion
10 0,10 0,10 96,69 | 0,27 0,28 95,26 | 0,28 0,26 98,51
20 0,29 0,28 100,00 | 0,09 0,10 100,00 | 0,59 0,57 100,00
40 0,39 0,35 90,67 | 0,06 0,06 87,12 | 0,12 0,11 94,30
80 0,24 0,12 51,09 | 0,08 0,06 64,15 | 0,63 0,30 50,08
160 0,28 0,09 33,75 | 0,17 0,09 48,31 | 0,37 0,15 41,03
320 0,26 0,03 12,09 | 0,27 0,03 11,65 | 0,11 0,01 12,23
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Gréfica. 5. Porcentaje promedio de la FREC, AMP y ABC, con la aplicacion de MEL en el tejido
duodenal. La linea basal representa los resultados del registro al 100% mientras que las respuestas
post-aplicacion representan el % correspondiente segun la linea basal.

Con base a los datos expuestos en la tabla 3 y a la grafica 5 se hicieron las regresiones

lineales, para cada una de las variables y se muestran en la grafica 6.
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Grafica Dosis-Respuesta gradual de MEL
120,00 - y = -56,954x + 165,48
' R%=0,8255
100,00 - y = -60,037x + 174,03
’ R?=0,8205
£
> = -61,105x + 171,61
& 80,00 - y - X +
£ R? = 0,9049
8
3 60,00 -
5;) + FREC
o = AMP
2 40,00 - . ABC
2 — Lineal (ABC)
20,00 + — Lineal (AMP)
| —Lineal (FREC)
0,00 ‘ ‘ ‘ | . |
0 0,5 1 1,5 2 25 3

Log de la concentracion de MEL

Gréfica. 6. Curva dosis-respuesta gradual de FREC, AMP y ABC. Se muestra la ecuacion de la
recta para cada uno de los parametros, y el coeficiente de correlacién lineal.

La Clspy= 106.56 ug/ mL para la FREC. Para la AMP y ABC la Clsgy €s 116.32 y
97.78 ng/ mL respectivamente.

> EFECTO DE M6A SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA EN DUODENO

El registro de la actividad en el tejido duodenal con la administracion de M6A se

puede observar en la Fig. 34.
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Aplicacion de M6A

Fig. 34. Registro obtenido con la aplicacién de la solucion de M6A pre y post aplicacion. La flecha
indica el momento de la aplicacidn a las diversas concentraciones sefialadas

En esta figura se observa la respuesta basal y conforme se aplican las diferentes
concentraciones la actividad disminuye en forma gradual, en los tres parametros (FREC, AMP
y ABC), lo que nos indica que este efecto es dependiente de la concentracion de M6A.

Los resultados promediados para el andlogo M6A se mostraran en la tabla 4 y la

grafica 7.
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Tabla. 4. Muestra el % de relajacion maxima con la aplicacion de M6A y los valores

promedio de cada registro basal y post-aplicacion.

Porcentajes promedios con la aplicacion de M6A

FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en ug/ mL aplicacion aplicacion aplicacion
10 0,23 0,23 100,00| 0,05 0,05 100,00 | 0,24 0,24 100,00 *
20 0,37 0,37 98,50 | 0,03 0,03 99,86 | 0,05 0,05 99,73*
40 0,42 0,42 99,86 | 0,03 0,03 97,04 | 0,04 0,04 90,38*
80 0,44 0,44 97,45 | 0,02 0,02 98,71 | 0,03 0,02 89,75*
160 0,46 0,44 84,92 | 0,02 0,02 85,02 | 0,03 0,02 74,93*
320 0,47 0,33 50,74 | 0,03 0,02 50,88 | 0,03 0,02 50,85
El * muestra los datos significativos en la prueba de %* con una P<0.05.
105 ~
© 95 -
£
x
@
1S
g 85
[%]
o ——BASAL
[oX
2 75 —=-FREC
° -+ AMP
©
o —-—ABC
© 65 -
S n=4
o
S 55+
45 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentracion de M6A en pg/ mL

Graéfica. 7. Porcentaje promedio de la FREC, AMP y ABC, con la aplicacion de M6A en el tejido
duodenal La linea basal representa los resultados del registro al 100% mientras que las respuestas post-
aplicacion representan el % correspondiente segin la linea basal.

Con base a los datos expuestos en la tabla 5 se obtuvieron las curvas dosis respuesta

gradual, para cada una de las variables y se muestran en la grafica 8.
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Grafica Dosis-Respuesta gradual de M6A
120,00 - y =-27,287x + 136,26
R? = 0,6339
100,00 - y = -22,921x + 125,24
© R? = 0,5486
?
g 80,00 - y = -27,891x + 133,14
> R?=0,7667
g
S 60,00 -
o + FREC
E »
% = AMP
c 40,00 + 4 ABC
S — Lineal (FREC)
20,00 | — Lineal (AMP)
— Lineal (ABC)
0,00 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

log de la concentracién de M6A

Grafica. 8. Curva dosis-respuesta gradual de FREC, AMP y ABC. Se muestra la ecuacion de la recta
para cada uno de los pardmetros, y el coeficiente de correlacion lineal.

La Clsgy= 1450.64 ng/ mL para la FREC mientras que para la AMP y ABC la Clsgo, €S
de 1916.81 y 956.96 ug/ mL respectivamente.

> EFECTO DE M6B SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA EN DUODENO

El registro de la actividad en el tejido duodenal con la administracion de M6B se

puede observar en la Fig. 35.
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Fig. 35. Registro obtenido con la aplicacion de la solucién de M6B pre y post aplicacion. La flecha
indica el momento de la aplicacién a las diversas concentraciones sefialadas

Se observa en la figura una respuesta bifasica, donde primero hay un incremento en la
actividad eléctrica para la concentracion de 20 pug/ ml y posteriormente una disminucion de
forma gradual a la contraccién de M6B.

Los resultados promediados para el andlogo M6B se mostraran en la tabla 5 y la

grafica 9.
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Tabla. 5. Muestra el % de relajacion maxima con la administracion de M6B vy los

valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion.

Porcentajes promedios con la aplicacion de M6B

Concentracion FREC AMP ABC
basal post- % basal post- % basal post- %
aplicacion aplicacion aplicacion
10 0,34 0,34 100,00 | 0,06 0,05 100,00| 0,15 0,14 100,00
20 0,40 0,40 99,63 | 0,05 0,04 97,51 | 0,07 0,06 99,74
40 0,45 0,38 86,37 | 0,03 0,02 91,26 | 0,04 0,03 72,23*
80 0,48 0,40 84,50 | 0,03 0,02 77,31 | 0,04 0,03 72,02*
160 0,47 0,36 75,80 | 0,10 0,07 76,41 | 0,12 0,08 74,91*
320 0,48 0,19 39,49 | 0,03 0,01 39,13 | 0,03 0,01 35,47*
El * muestra los datos significativos en la prueba de %* con una P<0.05.
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Graéfica. 9. Porcentaje promedio de la FREC, AMP y ABC, con la administracién de M6B en el tejido
duodenal La linea basal representa los resultados del registro al 100% mientras que las respuestas post-
aplicacion representan el % correspondiente segun la linea basal.

Con base a los datos expuestos en la tabla 5 se obtuvieron las curvas dosis respuesta

gradual, para cada una de las variables y se muestran en la grafica 10.
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grafica Dosis-Respuesta gradual de M6B
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Grafica. 10. Curva dosis-respuesta gradual de FREC, AMP y ABC. Se muestra la ecuacion de la recta
para cada uno de los pardmetros, y el coeficiente de correlacion lineal.

La Clsgy= 307.1 ug/ mL para la FREC mientras que para la AMP y ABC la Clsg, €S

de 371.1y 329.6 ug/ mL respectivamente.

> EFECTO DE M6C SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA EN DUODENO
El registro de la actividad en el tejido duodenal con la administracion de M6C se

puede observar en la Fig. 36.
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Aplicacion de M6C

Fig. 36. Registro obtenido con la aplicacion de la solucién de M6C pre y post aplicacion. La flecha
indica el momento de la aplicacion a las diversas concentraciones sefialadas

Se observa en la Figura que la actividad eléctrica disminuye en forma gradual a la

concentracion de M6C.

Los resultados promediados para el andlogo M6C se mostraran en la tabla 6 y la

grafica 11.
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Tabla. 6. Muestra el % de relajacion maxima con la administracion de M6C vy los

valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion .

Porcentajes promedios con la aplicacion de M6C

FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en ug/ mL aplicacion aplicacion aplicacion
10 0,29 0,28 100,00 | 0,09 0,09 100,00 | 0,48 0,45 100,00*
20 0,36 0,35 98,39 | 0,03 0,03 95,18 | 0,04 0,04 98,61*
40 0,33 0,33 99,12 | 0,03 0,03 91,76 | 0,03 0,03 95,13*
80 0,46 0,41 73.00 | 0,04 0,02 61,39 | 0,03 0,02 57,47*
160 0,47 0,31 50,71 | 0,03 0,01 46,40 | 0,03 0,01 45,23*
320 0,44 0,12 26.61 | 0,03 0,01 25.26 | 0,03 0,01 25.38*
El * muestra los datos significativos en la prueba de %* con una P<0.05.
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Gréfica. 11. Porcentaje promedio de la FREC, AMP y ABC, con la administracion de M6C en el

tejido duodenal

Con base a los datos expuestos en la tabla 6 se obtuvieron las curvas dosis respuesta

gradual, para cada una de las variables y se muestran en la gréfica 12.
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Grafica Dosis-Respuesta gradual de M6C
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Gréfica. 12. Curva dosis-respuesta gradual de FREC, AMP y ABC. Se muestra la ecuacion de la recta
para cada uno de los parametros, y el coeficiente de correlacion lineal.

La Clsop= 172.54 ng/ mL para la FREC mientras que para la AMP y ABC la Clsgy €S

de 136.55 y 134.07 pug/ mL respectivamente.

> EFECTO DE M7A SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA EN DUODENO.
El registro de la actividad en el tejido duodenal con la administracion de M7A se

puede observar en la Fig. 37.
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Fig. 37. Registro obtenido con la aplicacion de la solucion de M7A pre y post aplicacion. La flecha
indica el momento de la aplicacidn a las diversas concentraciones sefialadas

En esta figura se observa la respuesta basal y conforme se aplican las diferentes
concentraciones la actividad no presenta una ninguna alteracion, en ninguno de los tres
parametros (FREC, AMP y ABC), lo que nos indica que no hay un efecto con la aplicacion de
este andlogo (M7A).

Los resultados promediados para el analogo M7A se mostraran en la tabla 7 y la

grafica 13.
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Tabla. 7. Muestra el % de relajacion maxima con la administraciéon de M7A vy los

valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion.

Porcentajes promedios con la aplicacion de M7A

FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en ug/ mL aplicacion aplicacion aplicacion
10,00 0,34 0,34 100,00 | 0,08 0,08 100,00| 0,13 0,13 100,00*
20,00 0,40 0,38 96,21 | 0,09 0,08 96,14 | 0,06 0,07 97,12*
40,00 0,25 0,23 94,32 | 0,12 0,12 99,91 | 0,24 0,25 99,18
80,00 0,20 0,19 92,97 | 0,10 0,10 97,46 | 0,22 0,22 91,64
160,00 0,26 0,23 91,23 | 0,11 0,09 90,05 | 0,19 0,18 85,31
320,00 0,20 0,17 85,15 | 0,06 0,05 88,82 | 0,15 0,12 76,26
El * muestra los datos significativos en la prueba de %* con una P<0.05.
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Grafica. 13. Porcentaje promedio de la FREC, AMP y ABC, con la administracién de M7A en el
tejido duodenal

Con base a los datos expuestos en la tabla 7 y a la grafica 13 se hicieron las regresiones

lineales, para cada una de las variables y se muestran en la gréafica 14.
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Gréfica. 14. Curva dosis-respuesta gradual de FREC, AMP y ABC. Se muestra la ecuacion de la recta
para cada uno de los parametros, y el coeficiente de correlacion lineal.

La Clsgy no pudo ser calculada ya que ninguna concentracion llego a tener el 50 % de
inhibicion.
> EFECTO DE M7B SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA EN DUODENO
El registro de la actividad en el tejido duodenal con la administracion de M7A se

puede observar en la Fig. 38.
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bien de la actividad eléctrica espontanea, a ninguna concentracion de solucion de M7B
adicionada.
Los resultados promediados para el andlogo M7B se muestran en la tabla 8 y la gréfica

15.
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Tabla. 8. Muestra el % de relajacion maxima con la administracion de M7B vy los

valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion.

Porcentajes promedios con la aplicacion de M7B
FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en ug/ mL aplicacion aplicacion aplicacion

10 0,25 0,25 100,00 | 0,09 0,08 100,00 | 0,22 0,21 100,00*
20 0,29 0,26 90,06 | 0,11 0,09 80,47 | 0,19 0,17 95,06*
40 0,30 0,29 99,44 | 0,07 0,06 86,13 | 0,20 0,17 88,44*
80 0,34 0,32 95,20 | 0,07 0,06 93,41 | 0,10 0,09 96,06
160 0,35 0,34 98,20 | 0,06 0,05 96,51 | 0,10 0,08 86,03
320 0,31 0,30 96,48 | 0,06 0,05 83,00 | 0,11 0,10 95,95

El * muestra los datos significativos en la prueba de x* con una P<0.05.
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Gréfica. 15. Porcentaje promedio de la FREC, AMP y ABC, con la aplicacion de M7B en el tejido
duodenal.

Con base a los datos expuestos en la tabla 8 y la gréafica 15 se obtuvieron las curvas

dosis respuesta gradual, para cada una de las variables y se muestran en la gréafica 16.
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Grafica. 16. Curva dosis-respuesta gradual de FREC, AMP y ABC. Se muestra la ecuacion de la recta
para cada uno de los pardmetros, y el coeficiente de correlacion lineal.

La Clsgy no pudo ser calculada ya que ninguna concentracion llego a tener el 50 % de
inhibicion.

> EFECTO DE M7C SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA EN DUODENO

El registro de la actividad en el tejido duodenal con la administracion de M7C se

puede observar en la Fig. 39.
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Se observa en la figura no hay ningun efecto aparente en el musculo liso duodenal o
bien de la actividad eléctrica espontanea, a ninguna concentracion de M7C adicionada.
Los resultados promediados para el andlogo M7C se mostraran en la tabla 9 y la

grafica 17.
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Tabla. 9. Muestra el % de relajacion maxima con la administracion de M7C vy los

valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion.

Porcentajes promedios con la aplicacion de M7C

FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en ug/ mL aplicacion aplicacion aplicacion
10 0,32 0,34 100,00| 0,03 0,03 100,00| 0,07 0,07 100,00*
20 0,25 0,23 88,43 | 0,05 0,05 95,81 | 0,32 0,31 96,73*
40 0,34 0,33 90,38 | 0,04 0,04 97,11 | 0,07 0,07 96,73
80 0,34 0,31 85,09 | 0,02 0,02 94,96 | 0,04 0,04 94,96
160 0,26 0,25 90,75 | 0,02 0,02 93,07 | 0,07 0,06 84,06
320 0,29 0,28 89,61 | 0,02 0,02 84,48 | 0,03 0,03 88,15
El * muestra los datos significativos en la prueba de %* con una P<0.05.
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Gréfica. 17. Porcentaje promedio de la FREC, AMP y ABC, con la administracion de M7C en el

tejido duodenal.

Con base a los datos expuestos en la tabla 9 se obtuvieron las curvas dosis respuesta

gradual, para cada una de las variables y se muestran en la grafica 18.
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Grafica. 18. Curva dosis-respuesta gradual de FREC, AMP y ABC. Se muestra la ecuacion de la recta
para cada uno de los pardmetros, y el coeficiente de correlacion lineal.

La Clsgy no pudo ser calculada ya que ninguna concentracion llego a tener el 50 % de

inhibicién.
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VII. DISCUSION

En el presente estudio, los resultados mostraron que la aplicacion de diferentes dosis
de MEL, provoco una disminucion de la actividad eléctrica espontanea del segmento de
duodeno en todas las concentraciones aplicadas, excepto en la concentracion de 20mg/ mL
donde la actividad aumento como se ha reportado en experimentos in Vitro que la
administracién de MEL a bajas concentraciones (0.001-100mg/ Kg) aumenta la motilidad Gl

y a altas concentraciones de MEL hay un efecto de inhibicion en la activad contractil (28, 6).

e wae ST

H
Actividad basal 5 T Respuesta 5’

Fig. 40. A la izquierda la molécula de MEL y a la derecha el registro de la actividad con la
concentracién mas alta.

La respuesta de los tejidos con la aplicacion de los 6 analogos utilizados fue similar a
la de MEL, solo con el andlogo M6C

El analogo M6A no muestra la respuesta bifésica que es la que se obtiene con MEL y
su Cso9 €s de aproximadamente 10 veces mas grande para los tres parametros. En el estudio
previo se sefiala que la incorporacion de un grupo electroatractor y polar como es el grupo
cianobenzoil incorporado en el anillo indolico disminuye en menor grado la region del
volumen del potencial molecular electrostatico, interfiriendo en menor proporcion a la
afinidad con los receptores. En el presente estudio no se puede saber cual es la cantidad de
unién a receptores de este derivado del grupo cianobenzoil sin embargo, no se obtuvo una

actividad significativa con respecto a MEL.
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Fig. 41. A la izquierda la molécula de M6A y a la derecha el registro de la actividad con la
concentracion mas alta.

Con el anadlogo M6B tampoco se obtuvo la respuesta bifasica de MEL y su Clsgy, €S
de aproximadamente 3 veces méas grande que la de MEL en los tres pardmetros medidos.
Este andlogo mostrd una disminucién en forma gradual hasta la tercera aplicacion (40 mg/
mL) y en las aplicaciones posteriores se encontrd una fase estatica para el ABC, mientras que
para la AMP y la FREC hubo una disminucion de la actividad en forma gradual. Para la
concentracion més alta se obtuvieron los mismos resultados en los tres pardmetros. Al
contrario de la respuesta con MEL, con la aplicacion de esta sustancia la respuesta no parecia
recuperarse dentro de los 5 minutos post-aplicacion. Como se esperaba con el grupo
cianobenzoil se obtuvo una respuesta significativa con respecto a MEL que tal vez se debe a

la union con los receptores.

H

HaCO N
Ouins
N

Fig. 42. A laizquierda la molécula de M6B y a la derecha el registro de la actividad con la
concentracion mas alta.

Actividad basal 5’ T Respuesta 5’

Con el andlogo M6C se obtuvo la respuesta similar a la de MEL, excepto por la
respuesta bifasica en concentraciones bajas. La Clsgy, €s de aproximadamente 1.3 veces
mayor que la de MEL. Al parecer con el grupo cianofenil la respuesta del analogo no se

afectd como en los otros compuestos, obteniendo una inhibicidn significativa (P<0.05) en la
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actividad eléctrica del tejido aislado. Clsgy,= 172.54, 136.55 y 134.07 ug/ mL para FREC,

AMP y ABC respectivamente.

H3CO N
|IOwinY
: bt
N Actividad basal 5’ T Respuesta 5’

Fig. 43. A laizquierda la molécula de M6C y a la derecha el registro de la actividad con la
concentracion mas alta.

La respuesta que se observéd para los anadlogos M7A, M7B y M7C no fue significativa
por lo que no se pudieron calcular las Clsoy, para ninguno de estos analogos. Todos estos
analogos tienen un grupo clorobenzoil y sus derivados, que posiblemente afectan a la

afinidad al sitio receptor.
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Fig. 44. A laizquierda las moléculas de M7A, M7B y M7C y a la derecha el registro de la actividad
con la concentracion mas alta.
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Otros estudios hechos con analogos de MEL 7-substituidos sugieren que los sitios de
unién a receptores MT1 tiene una regioén electropositiva en la region del carbono 7, llegaron
a esta conclusion ya que el grupo que se agreg6 al carbono 7 era electronegativo (12). En
otro estudio anterior se encontré que el receptor MT1 puede ser mas selectivo que el receptor
MT2 en Humanos (59). Esto no es contrario a los resultados aqui encontrados ya que las
respuestas obtenidas pudieron variar debido a la afinidad de estos analogos a los receptores
MT1 del intestino y a la variacion en las densidades de cargas eléctricas que brindan estos

grupos ciano y cloro benzoilo unidos a la regién 1-N del indol.
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VIIl. CONCLUSIONES

> Se evaluo el efecto de MEL y de los analogos en el tejido aislado obteniendo diversas
respuestas donde algunos de los analogos (M6B y M6C) parecian mostrar un mayor
tiempo de recuperacion en comparacion a MEL. Esto puede dar pauta a hacer méas
estudios sobre estos analogos.

» La actividad eléctrica del duodeno con la aplicacion de MEL disminuyo al igual que
con la aplicacion de tres de los analogos (M6A, M6B y M6C).

» EL efecto provocado por la aplicacion de MEL vy de los analogos cambid de acuerdo a
los resultados obtenidos de las Clso. La Cisp méas cercana a la de MEL la presento el
analogo M6C.

» El efecto que produjeron las sustancias (M6A, M6B y M6C) fue similar al efecto

producido por MEL.
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