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RESUMEN

Los efectos que la melatonina tiene dentro del organismo es muy variado, uno de ellos es el
efecto sobre la contraccion del musculo liso dentro de tracto gastrointestinal, sin embargo
existe poca informacién al respecto. En este trabajo se realizaron experimentos para
observar el efecto que tiene la melatonina sobre el duodeno de raton, mediante la evaluacion
de distintas dosis, y si existen diferencias en el efecto en horas opuestas del ciclo de luz y
oscuridad tanto en la frecuencia como en la fuerza de contraccion del musculo liso. La
melatonina es producida en la glandula pineal pero también en las células
enterocromatofinas de la mucosa intestinal, por lo tanto, los experimentos realizados se
hicieron con la finalidad de conocer los efectos de la melatonina en las dos diferentes fases
del nictémero; se utilizaron dos lotes de ratones para cada fase manteniendo a estos en
fotoperiodo normal e invertido respectivamente; se hicieron registros a las 12 amy las 12 pm
del ciclo LO, a esta variante se agreg6 el hecho de probar tres diferentes dosis de melatonina
a la muestra de duodeno que se tomd de cada individuo, 0.24 pg/ ml, luego de 1.21 pg/ mly
finalmente de 2.43 pg/ ml.

La respuesta contractil del duodeno, se evalu6 mediante un transductor de fuerza,
acoplado a un sistema de adquisicion de datos. Los resultados obtenidos muestran que en
cada una de las fases el tejido y su actividad peristaltica es dosis dependiente, y que tales
efectos pueden variar aumentando o disminuyendo la fuerza de contraccion y la frecuencia

ademas dependiendo si la muestra se toma en fase oscura o fase luminosa del ciclo LO.



INTRODUCCION

1.1 Generalidades sobre tracto digestivo

Los sistemas digestivos desempefian un papel esencial en la digestion y la absorcion de
nutrientes, a la vez que eliminan los productos toxicos de la digestion y de los materiales no
digeribles. Desde una perspectiva anatomica, hay una gran cantidad de disefios de los
sistemas digestivos. Sin embargo, desde un punto de vista fisiolégico, los sistemas digestivos
son clasificados en tres categorias: 1) Reactores por lotes, que son tubos ciegos o
cavidades que reciben el alimento y reciben los desechos, es decir que procesa un lote y se
elimina antes de que llegue el siguiente; 2) reactores en flujo continuo, donde el tubo
digestivo es una cavidad tubular hueca que se extiende a lo largo del organismo y se abre en
ambos extremos, el procesado tiene lugar de forma continua; y 3) reactor de bolo en flujo en
el que un bolo de alimento es digerido progresivamente conforme avanza a través de un
reactor largo en forma de tubo. La organizacion general del tubo digestivo es eficiente ya
gue permite que el material ingerido viaje en una sola direccion, y que pase a través de
diferentes regiones que pueden estar especializadas en tareas digestivas.

El tubo digestivo puede regionalizarse bajo una base estructural asi como funcional
en cuatro zonas: tracto cefalico, tracto anterior, tracto medio y tracto posterior; regiones
especializadas en recepcion, conduccion, almacenamiento, digestion, absorcion de
nutrientes y defecacion. El tracto cefalico estd compuesto por las piezas de la boca, la
cavidad bucal, la faringe y las estructuras asociadas, como los picos, los dientes, la lengua
gue sirven para la captura y las glandulas salivales que facilitan la deglucion e inician la
digestion. En la mayoria de las especies de animales, el tracto anterior consiste en un

esotfago, el cual es un tubo que lleva el alimento desde la region oral hasta la region digestiva
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del tracto digestivo y un estomago. El es6fago conduce el alimento desde el tracto cefalico
hasta las areas digestivas. En los cordados y en algunos invertebrados, el eséfago conduce
el bolo mediante movimientos peristélticos. La digestion tiene lugar principalmente en el
estbmago y el tracto medio; en la mayoria de los vertebrados el estdbmago inicia la digestion
de las proteinas por medio de la secrecion de la enzima pepsindgeno y acido clorhidrico.

En los vertebrados, el tracto medio es la zona principal de digestion quimica de las
proteinas, grasas y carbohidratos; el alimento es liberado al tracto medio a través del esfinter
pilorico, que se relaja conforme los movimientos peristalticos del estdbmago presionan el
contenido acido en el duodeno. El intestino delgado o tracto medio se divide en tres
porciones distintas: el duodeno cuyo epitelio secreta moco y fluidos y recibe secreciones
mediante conductos que proceden del higado y el pancreas; en seguida se encuentra el
yeyuno que también secreta fluido y finalmente esta el ileon que actta principalmente para

absorber los nutrientes (Randall et al, 1997) (ver figura 1).

| Fig. 1 Sistema digestivo de un
i roedor con un plan basico de
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delgado; St, estémago. (De
Randall et al 1996).
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El intestino esta formado por una capa serosa que Se superpone a una capa externa
de musculo liso longitudinal y a una capa interna de musculo liso circular que rodea la capa
epitelial formada por la submucosa y la mucosa. En proyeccion hacia el interior y rodeando la
luz hay numerosos pliegues de mucosa denominados pliegues de Kerckring. Las células del
epitelio digestivo consiste en células caliciformes diseminadas entre células absortivas donde
se encuentran estructuras denominadas micro vellosidades que tiene filamentos de actina
gue forman puentes cruzados con filamentos de miosina lo que ayuda a producir
movimientos ritmicos de las micro vellosidades. La superficie de las microvellosidades esta
cubierta por el alucocalix.
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submucosa. (Tomado de
Moog. 1981)

b) Corte transversal que
muestra las  mdltiples
capas con el tejido
muscular. (Adaptado de
Ham, 1957).



El tracto posterior sirve para almacenar los restos del alimento digerido. En muchas
especies es este el que consolida el material no digerido y las bacterias que se desarrollan
en el mismo para formar las heces las cuales pasan al recto y son expulsadas a travées del
ano, ademas de la absorcion de liquidos empleados en la digestion. La capacidad del tubo
digestivo para contraerse e impulsar el material ingerido a lo largo del mismo es importante
para la funcion digestiva para permitir: el paso del alimento, el tratamiento mecanico por

trituracion y la mezcla del contenido (Randall et al, 1997).

1.2 Regulacion de la Motilidad del tracto digestivo.

La motilidad del tubo digestivo se consigue mediante la contraccion de las paredes de
musculo liso del sistema digestivo y esta presente en todos los grupos de animales excepto
en los artropodos. En los vertebrados consiste en una capa circular interna y una capa
longitudinal externa. La contraccion de la capa circular en conjunto con la relajacion de la
capa longitudinal produce una constriccidon con una elongacion. El acortamiento activo de la
capa longitudinal, junto con la relajacién de la capa circular produce distension. La peristélsis
tiene lugar al avanzar una onda de constriccion producida por la contraccién de la
musculatura circular y esta precedida en toda la longitud por la contraccion simultanea del
musculo longitudinal y la relajaciéon del musculo circular. (Randall et al, 1997).

Las contracciones de las capas musculares que proporcionan la motilidad del tubo
digestivo estan reguladas por una combinacion de distintos factores como son:

e Control intrinseco: El tejido muscular liso de la pared el tubo digestivo es miogénico,
es decir, capaz de producir un ciclo intrinseco de actividad eléctrica que conduce a la
contraccion muscular sin estimulacion nerviosa externa. Son despolarizaciones y
repolarizaciones ritmicas denominadas Ritmo Eléctrico Basico (REB). Algunas de

estas ondas dan lugar a potenciales de accion (PA) producidos por una corriente de
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entrada debido a iones Ca*", las cuales provocan la contraccién de las células
musculares lisas. La amplitud de la onda lenta REB estd modulada por influencias
locales tales como el estiramiento del tejido muscular. Estos estiramientos se
presentaran cuando una camara del tubo digestivo sea tensada por el contenido de su
lumen.

Control extrinseco (nervioso, hormonal): Los patrones intrinsecos del REB estan
modulados por hormonas peptidicas gastrointestinales liberadas localmente. Por lo
gue un estimulante quimico puede dar lugar a la liberacién de una hormona y ésta a
su vez modular la motilidad del tejido muscular. La motilidad esta influida por la
inervacion difusa procedente de las divisiones simpaticas y parasimpaticas vy
peptidérgica del sistema nervioso autbnomo. Las neuronas postganglionares
simpaticas y parasimpaticas forman redes dispersas en todas las capas de
musculatura lisa, a lo que se le conoce como Sistema Nervioso Entérico. La red
parasimpatica esta constituida por neuronas colinérgicas que se divide en el
mientérico y el plexo submucoso, los cuales reciben sus aferencias principalmente a
través de las ramas del nervio vago, mediante acciones excitadoras del tracto
digestivo. Por el contrario la inervacion procedente de la divisidbn simpatica es
principalmente inhibidora. Las neuronas postganglionares inervan de forma directa
todos los tejidos de la pared intestinal, asi como las neuronas de los plexos mientérico
y submucoso. La actividad de estas eferentes inhibe la motilidad del estbmago y del
intestino.

Las células musculares lisas son inhibidas por la noradrenalina liberadas desde las
terminales nerviosas simpdaticas y son excitadas por la acetilcolina (ACh), liberada en

respuesta a la actividad de los nervios parasimpaticos.



Lo anterior contrasta con los movimientos peristalticos del reflejo de deglucién, en el

gue los movimientos del eséfago estan bajo el control directo del sistema nervioso central.

El musculo liso del tubo digestivo de los vertebrados también esta regulado por

neuronas distintas a las adrenérgicas o colinérgicas, que liberan distintos péptidos y

nucledtidos purinicos. Se han identificado neuronas que liberan ATP, 5-HT, dopamina,

GABA, y neuronas peptidérgicas que liberan encefalinas, péptido intestinal vasoactivo (VIP),

sustancia P, bombesina/ péptido liberador de gastrina, neurotensina, colecistoquinina (CCK)

y neuropéptido Y/ polipéptido pancreatico. Estas sustancias permiten el control sobre las

numerosas funciones que interactian en el tubo digestivo (Randall et al; 1997).
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Fig. 3 El tracto gastro-
intestinal (TGI) tiene una
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simpética. (b) inervacion
parasimpética. Todas las
terminales nerviosas sobre
los tejidos blanco
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(Davenport, 1985)



1.3 Mecanismos moleculares de la contraccion de musculo liso
El muasculo liso de los vertebrados esta generalmente bajo un control autbnomo y hormonal y
no es voluntario.

La contraccion y relajacion del masculo liso es mas lenta que la del musculo estriado y
generalmente es capaz de sostener la contraccion por mas tiempo. Esto es reflejado en la
duracion y la amplitud del pulso Ca** citosélico, el cual inicia la contraccién en el masculo
liso. La lenta produccién del Ca®* en las células del misculo liso esta asociada con un pobre
desarrollo del reticulo sarcoplasmico.

En las células del muasculo liso, el Ca?* siempre es bombeado hacia afuera a la
superficie de la membrana, quedando los niveles internos de Ca®" muy bajos. Cuando la
membrana es despolarizada, esta se vuelve mas permeable a los iones de Ca?*, permitiendo
el flujo de estos, lo cual activa la contraccién. La relajacion ocurre cuando la permeabilidad al
calcio regresa a un nivel bajo mientras que la membrana bombea el Ca?* fuera de la célula.
Largas despolarizaciones de la membrana generan potenciales de accién en los cuales el
Ca?* lleva la energia interna. Los potenciales de accién producen grandes flujos de Ca?* lo
que lleva a una gran contraccion, ya que la tensién generada es proporcional al nivel de Ca?*
intracelular.

La excitacion- contraccion del musculo liso ocurre por diferentes mecanismos. A
diferencia del musculo estriado en el que los iones calcio se unen a la proteina troponina, en
el musculo liso no existe esta proteina por lo tanto se une a la proteina calmodulina formando
un complejo Ca®'/ calmodulina; este complejo se vuelve a unir a una elongada proteina
llamada caldesmon. En ausencia de Ca?*, caldesmon se une a los delgados filamentos de
actina, restringiendo las interacciones actina- miosina e inhibiendo la contraccion muscular.
Sin embargo, el caldesmon que ha sido fosforilado por la proteincinasa C no puede unirse a

los delgados filamentos y por lo tanto no inhibe las interacciones actina- miosina. Asi la
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fosforilacién del caldesmon o la unién Ca**/ caimodulina a caldesmon activa la contraccién
del musculo liso.

Existen otros mecanismos para regular la contraccion del muasculo liso conocidos
como “Regulacién de fases de la cadena de miosina”. En el musculo liso, la unién del Ca*
directamente a la regulacion de las fases de cadena induce un cambio conformacional
directamente a la cadena de la miosina que esta unida a la actina, entonces el musculo se
contrae. La fosforilacion en algun otro sitio de la cadena por proteincinasa C, induce un
cambio conformacional que impide las interacciones actina- miosina, resultado en la
relajacion. La lentitud en las acciones de la proteincinasa, junto con los bajos cambios de los
niveles de Ca?*, contribuye al bajo indice de contraccién en el musculo liso (Lodish et al,

1995).

2.0 Laregulacion circadiana de la hormona Melatonina

La Melatonina (5- methoxy- N- acetiltriptamina) es una hormona que fue descubierta en la
glandula pineal de ovejas (Lerner et al, 1958). Quince afos después, a través de
cromatografia e inmunohistologia, la melatonina fue descubierta en la retina, en la glandula
Harderiana (glandula retro- orbital complementaria al lacrimal que no esta presente en
humanos) y en todo el tracto gastrointestinal (Bubenik, 2006).

La melatonina exhibe una multitud de funciones fisiolégicas, como la induccién de
suefio y la adaptacion a los fotoperiodos circanuales y circadianos. La melatonina también es
un poderoso antioxidante, pues elimina los radicales libres; también afecta la ingesta de
comida y la absorcibn de macronutrientes en peces y varios mamiferos. Ademas, la
restriccién de alimento influencia significativamente las concentraciones de melatonina en la

sangre, la glandula pineal y el tracto gastrointestinal (TGI).



La maquinaria enzimatica para la biosintesis de la melatonina en los pinealocitos fue
primero identificada por Axelrod (1974). Su precursor, el triptofano proviene de la sangre y es
transformado, via 5- hidroxitriptofano a serotonina, la serotonina al ser acetilada forma N-
acetilserotonina por arilasilamina N- acetiltranferasa (AA- NAT), el cual, en la mayoria de los
casos, representa el indice limitante de la enzima. N- acetilserotonina es transformada en
melatonina por hidroxindol O- metiltranferasa. La produccion de melatonina pineal exhibe un
ritmo circadiano, con un bajo nivel durante el dia y altos niveles durante la noche. Este ritmo
circadiano persiste en la mayoria de los vertebrados, sin importar si son de habitos diurnos o
nocturnos (Pandi- Perumal et al, 2006). Las enzimas de la biosintesis de la melatonina han
sido identificadas en los linfocitos en humanos, y la sintesis local de melatonina esta
probablemente involucrada en la regulacion del sistema inmune.

En mamiferos, la regulacion de la biosintesis de la melatonina pineal esta mediada
por el tracto retinohipotdlamico que se proyecta desde la retina hasta el Nucleo
Supraquiasmatico (NSQ), el mayor oscilador circadiano. Las células fotoreceptivas
especiales del ganglio retinal contienen melanopsina como un fotopigmento involucrado en
esta proyeccion. Las fibras del NSQ pasan a través del nucleo paraventricular, del cerebro
medio y de la formacién reticular, lo que influencia las células de la médula espinal, donde las
células del ganglio simpético inervan el ganglio simpético superior. Las fibras
postganglionares simpaticas del ganglio superior cervical terminan en los pinealocitos y
regulan la sintesis de melatonina por liberacion de norepinefrina (NE). La liberacion de la NE
de estas terminales nerviosas ocurre durante la noche. La unién de NE con los receptores —
adrenérgicos en los pinealocitos, activan la adenilato ciclasa via subunidad o de las proteinas
G. El incremento de cAMP promueve la sintesis de proteinas entre ellas las enzimas

sintetizadoras de melatonina, y en particular de la enzima limitante de AA- NAT. Durante la
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fase luminosa del fotoperiodo, la actividad eléctrica del NSQ es alta y, bajo estas
condiciones, la liberacion de NE pineal es lenta. Durante la fase oscura, la actividad del NSQ
es inhibida y la sintesis de melatonina pineal es estimulada por el incremento en NE. La
sintesis de la melatonina en la glandula pineal también es influencia por neuropeptidos,
como el neuropeptido intestinal vasoactivo, la activacion del adenilato ciclasa en la pituitaria y
el péptido y neuropeptido Y, el cual esta parcialmente correlacionado con la respuesta
potencial de NE. Una vez formada, la melatonina no es acumulada en la glandula pineal si no
gue se difunde a través de los capilares sanguineos y del fluido cerebroespinal (Pandi-
Perumal et al, 2006).

La melatonina bafia todos los tejidos del cuerpo en un muy corto periodo de tiempo. La
vida media de la melatonina es biexponencial, con la primera distribucion su vida media es
de dos minutos y en la segunda de 20 minutos. Estas concentraciones, sin embargo
rapidamente disminuyen con el incremento de la distancia de la pineal, lo que sugiere que la
melatonina es tomada del tejido cerebral. La produccibn de melatonina muestra
considerables diferencias interindividuales. Algunos sujetos producen mas melatonina

durante toda su vida que otros, pero el significado de esta variacion no es conocido.

2.1 Melatonina extrapineal

La melatonina es producida en los tejidos extrapineales, pues contienen sus enzimas
de sintesis, la N-acetiltransferasa e hidroxindole- O- methiltransferasa. En 1993, Hueter
calculé que la cantidad de melatonina en el tracto gastrointestinal (TGI) es al menos 400
veces mayor en los tejidos del sistema digestivo que en la glandula pineal. La melatonina fue
postulada como un inhibidor natural de la serotonina (5- hidroxitriptamina), un precursor de
la melatonina, especialmente en TGl ademas de que puede actuar como una hormona

luminal, sincronizando los procesos digestivos. Esto nos ensefia que la melatonina influencia
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la motilidad intestinal y regula el transporte transmembranal de los electrolitos. La secrecion
luminal de melatonina puede ayudar a sincronizar la actividad digestiva de varios segmentos
de TGI.

La melatonina en tracto gastrointestinal, fue detectada inmunohistologicamente en las
células enterocromafinas (EC) de la mucosa digestiva (Raikhlin y Kvetnoy 1975, 1976 y
1978). La melatonina ha sido identificada en el tubo digestivo de los mamiferos en varias
concentraciones. Se cree que los niveles de melatonina localizados en el intestino
representan la sintesis y quizads la acumulacion de la indolamina. Esta hipotesis es
sustentada por la presencia de la enzima hidroxindole- O- methiltransferasa. La
concentracion de melatonina en tejidos gastrointestinales sobrepasa los niveles sanguineos
de 10- 100 veces mas y es al menos 400 veces mayor en el tracto gastrointestinal que en la
glandula pineal (Bubenik, 2002). Por ejemplo, mientras la pinealectomia decrementa los
niveles de melatonina en el plasma durante la noche cerca de un 20% de los valores control,
los niveles diurnos no son afectados significativamente. Por lo tanto, el tracto gastrointestinal
contribuye significativamente a la circulacion de la melatonina, especialmente durante el dia y
la melatonina puede servir como una hormona endocrina, paracrina o autocrina influenciando
la regeneracion y funcién del epitelio, mejorando el sistema inmune del intestino y reduciendo
el tono de los tejidos gastrointestinales. Mientras que las concentraciones nocturnas de
melatonina en suero de ratas se encuentra alrededor de 40pg/ ml, los niveles
correspondientes en el yeyuno y el iledn exceden los 50 pg/ ml. Parece ser que la regulacion
de la melatonina gastrointestinal esta relacionada con la ingesta de comida (Bubenik, 2001).

Como un inhibidor de serotonina (5- HT), la melatonina fue encontrada activa en el
espasmo del tracto gastrointestinal causado por 5- HT y fue eficiente en la restauracién de la
motilidad intestinal in vitro. La melatonina In vivo, acorta el tiempo de transito de la comida y

el movimiento transmembranal de los electrolitos (Bubenik, 2001).
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La accion de la melatonina en el musculo liso es probablemente a través de
receptores ML2. La participacion del sistema nerviosos central (SNC) en la motilidad del
intestino fue mostrada por Benouali- Pellisier (Benouali- Pellisier, 1994) quien demostrd que
la melatonina esta involucrada en la modulacion de la colesistocinina y la regulacion de la
motilidad del ileon. La localizacion de la melatonina en el intestino apoya las conclusiones de
Legris y colaboradores, quién demostré que la melatonina esta involucrada en el transporte
transmembranal de electrolitos e iones, que puede actuar como una hormona paracrina, la
melatonina del SNC esta involucrado con la motilidad del duodeno (Legris et al, 1982),
ademas inhibe la contraccion de musculo liso en el estbmago, ileon y colon. Tiene un fuerte
efecto en la actividad mitética, reduce la velocidad de la proliferacion del epitelio en el yeyuno
de ratdn. Altas concentraciones de melatonina inhiben la contraccion espontanea de los

musculos gastrointestinales e inducen la elongacion gastrointestinal (Bubenik, 2002).

1.3 Mecanismos moleculares de la contraccion de musculo liso
El musculo liso de los vertebrados esta generalmente bajo un control autbnomo y hormonal y
no es voluntario.

La contraccion y relajacion del musculo liso es més lenta que la del musculo estriado y
generalmente es capaz de sostener la contraccion por mas tiempo. Esto es reflejado en la
duracién y la amplitud del pulso Ca?" citosélico, el cual inicia la contraccién en el misculo
liso. La lenta produccién del Ca®* en las células del masculo liso esta asociada con un pobre
desarrollo del reticulo sarcoplasmico.

En las células del muasculo liso, el Ca?* siempre es bombeado hacia afuera a la
superficie de la membrana, quedando los niveles internos de Ca®* muy bajos. Cuando la
membrana es despolarizada, esta se vuelve mas permeable a los iones de Ca?*, permitiendo

el flujo de estos, lo cual activa la contraccion. La relajacion ocurre cuando la permeabilidad al
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calcio regresa a un nivel bajo mientras que la membrana bombea el Ca?* fuera de la célula.
Largas despolarizaciones de la membrana generan potenciales de accion en los cuales el
Ca?* lleva la energia interna. Los potenciales de accién producen grandes flujos de Ca?* lo
que lleva a una gran contraccién, ya que la tensién generada es proporcional al nivel de Ca?*
intracelular.

La excitacion- contraccion del musculo liso ocurre por diferentes mecanismos. A
diferencia del masculo estriado en el que los iones calcio se unen a la proteina troponina, en
el masculo liso no existe esta proteina por lo tanto se une a la proteina calmodulina formando
un complejo Ca®'/ calmodulina; este complejo se vuelve a unir a una elongada proteina
llamada caldesmon. En ausencia de Ca?*, caldesmon se une a los delgados filamentos de
actina, restringiendo las interacciones actina- miosina e inhibiendo la contraccion muscular.
Sin embargo, el caldesmon que ha sido fosforilado por la proteincinasa C no puede unirse a
los delgados filamentos y por lo tanto no inhibe las interacciones actina- miosina. Asi la
fosforilacién del caldesmon o la unién Ca**/ caimodulina a caldesmon activa la contraccién
del masculo liso.

Existen otros mecanismos para regular la contraccién del musculo liso conocidos
como “Regulacién de fases de la cadena de miosina”. En el musculo liso, la unién del Ca?*
directamente a la regulacion de las fases de cadena induce un cambio conformacional
directamente a la cadena de la miosina que esta unida a la actina, entonces el musculo se
contrae. La fosforilacién en algun otro sitio de la cadena por proteincinasa C, induce un
cambio conformacional que impide las interacciones actina- miosina, resultado en la
relajacion. La lentitud en las acciones de la proteincinasa, junto con los bajos cambios de los
niveles de Ca?*, contribuye al bajo indice de contraccién en el musculo liso (Lodish et al,

1995).
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2.0 Laregulacion circadiana de la hormona Melatonina

La Melatonina (5- methoxy- N- acetiltriptamina) es una hormona que fue descubierta en la
glandula pineal de ovejas (Lerner et al, 1958). Quince afios después, a través de
cromatografia e inmunohistologia, la melatonina fue descubierta en la retina, en la glandula
Harderiana (glandula retro- orbital complementaria al lacrimal que no esta presente en
humanos) y en todo el tracto gastrointestinal (Bubenik, 2006).

La melatonina exhibe una multitud de funciones fisiolégicas, como la induccion de
suefo y la adaptacion a los fotoperidos circanuales y circadianos. La melatonina también es
un poderoso antioxidante, pues elimina los radicales libres; también afecta la ingesta de
comida y la absorcibn de macronutrientes en peces y varios mamiferos. Ademas, la
restriccion de alimento influencia significativamente las concentraciones de melatonina en la
sangre, la glandula pineal y el tracto gastrointestinal (TGI).

La maquinaria enzimatica para la biosintesis de la melatonina en los pinealocitos fue
primero identificada por Axelrod (1974). Su precursor, el triptofano proviene de la sangre y es
transformado, via 5- hidroxitriptofano a serotonina, la serotonina al ser acetilada forma N-
acetilserotonina por arilasilamina N- acetiltranferasa (AA- NAT), el cual, en la mayoria de los
casos, representa el indice limitante de la enzima. N- acetilserotonina es transformada en
melatonina por hidroxindol O- metiltranferasa. La produccion de melatonina pineal exhibe un
ritmo circadiano, con un bajo nivel durante el dia y altos niveles durante la noche. Este ritmo
circadiano persiste en la mayoria de los vertebrados, sin importar si son de hébitos diurnos o
nocturnos (Pandi- Perumal et al, 2006). Las enzimas de la biosintesis de la melatonina han
sido identificadas en los linfocitos en humanos, y la sintesis local de melatonina esta
probablemente involucrada en la regulacion del sistema inmune.

En mamiferos, la regulacién de la biosintesis de la melatonina pineal esta mediada

por el tracto retinohipotdlamico que se proyecta desde la retina hasta el Nucleo
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Supraquiasmatico (NSQ), el mayor oscilador circadiano. Las células fotoreceptivas
especiales del ganglio retinal contienen melanopsina como un fotopigmento involucrado en
esta proyeccion. Las fibras del NSQ pasan a través del nacleo paraventricular, del cerebro
medio y de la formacion reticular, lo que influencia las células de la médula espinal, donde las
células del ganglio simpatico inervan el ganglio simpatico superior. Las fibras
postganglionares simpaticas del ganglio superior cervical terminan en los pinealocitos y
regulan la sintesis de melatonina por liberacion de norepinefrina (NE). La liberacion de la NE
de estas terminales nerviosas ocurre durante la noche. La union de NE con los receptores —
adrenérgicos en los pinealocitos, activan la adenilato ciclasa via subunidad o de las proteinas
G. El incremento de cAMP promueve la sintesis de proteinas entre ellas las enzimas
sintetizadoras de melatonina, y en particular de la enzima limitante de AA- NAT. Durante la
fase luminosa del fotoperiodo, la actividad eléctrica del NSQ es alta y, bajo estas
condiciones, la liberacion de NE pineal es lenta. Durante la fase oscura, la actividad del NSQ
es inhibida y la sintesis de melatonina pineal es estimulada por el incremento en NE. La
sintesis de la melatonina en la glandula pineal también es influencia por neuropeptidos,
como el neuropeptido intestinal vasoactivo, la activacion del adenilato ciclasa en la pituitaria y
el péptido y neuropeptido Y, el cual esta parcialmente correlacionado con la respuesta
potencial de NE. Una vez formada, la melatonina no es acumulada en la glandula pineal si no
gue se difunde a través de los capilares sanguineos y del fluido cerebroespinal (Pandi-
Perumal et al, 2006).

La melatonina bafia todos los tejidos del cuerpo en un muy corto periodo de tiempo. La
vida media de la melatonina es biexponencial, con la primera distribucion su vida media es
de dos minutos y en la segunda de 20 minutos. Estas concentraciones, sin embargo

rapidamente disminuyen con el incremento de la distancia de la pineal, lo que sugiere que la
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melatonina es tomada del tejido cerebral. La produccion de melatonina muestra
considerables diferencias interindividuales. Algunos sujetos producen mas melatonina

durante toda su vida que otros, pero el significado de esta variacion no es conocido.

2.1 Melatonina extrapineal

La melatonina es producida en los tejidos extrapineales, pues contienen sus enzimas
de sintesis, la N-acetiltransferasa e hidroxindole- O- methiltransferasa. En 1993, Hueter
calculé que la cantidad de melatonina en el tracto gastrointestinal (TGI) es al menos 400
veces mayor en los tejidos del sistema digestivo que en la glandula pineal. La melatonina fue
postulada como un inhibidor natural de la serotonina (5- hidroxitriptamina), un precursor de
la melatonina, especialmente en TGl ademas de que puede actuar como una hormona
luminal, sincronizando los procesos digestivos. Esto nos ensefia que la melatonina influencia
la motilidad intestinal y regula el transporte transmembranal de los electrolitos. La secrecion
luminal de melatonina puede ayudar a sincronizar la actividad digestiva de varios segmentos
de TGI.

La melatonina en tracto gastrointestinal, fue detectada inmunohistolégicamente en las
células enterocromafinas (EC) de la mucosa digestiva (Raikhlin y Kvetnoy 1975, 1976 y
1978). La melatonina ha sido identificada en el tubo digestivo de los mamiferos en varias
concentraciones. Se cree que los niveles de melatonina localizados en el intestino
representan la sintesis y quizas la acumulacion de la indolamina. Esta hipotesis es
sustentada por la presencia de la enzima hidroxindole- O- methiltransferasa. La
concentracion de melatonina en tejidos gastrointestinales sobrepasa los niveles sanguineos
de 10- 100 veces mas y es al menos 400 veces mayor en el tracto gastrointestinal que en la

glandula pineal (Bubenik, 2002). Por ejemplo, mientras la pinealectomia decrementa los
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niveles de melatonina en el plasma durante la noche cerca de un 20% de los valores control,
los niveles diurnos no son afectados significativamente. Por lo tanto, el tracto gastrointestinal
contribuye significativamente a la circulacion de la melatonina, especialmente durante el dia 'y
la melatonina puede servir como una hormona endocrina, paracrina o autocrina influenciando
la regeneracion y funcion del epitelio, mejorando el sistema inmune del intestino y reduciendo
el tono de los tejidos gastrointestinales. Mientras que las concentraciones nocturnas de
melatonina en suero de ratas se encuentra alrededor de 40pg/ ml, los niveles
correspondientes en el yeyuno y el iledn exceden los 50 pg/ ml. Parece ser que la regulacion
de la melatonina gastrointestinal esta relacionada con la ingesta de comida (Bubenik, 2001).

Como un inhibidor de serotonina (5- HT), la melatonina fue encontrada activa en el
espasmo del tracto gastrointestinal causado por 5- HT y fue eficiente en la restauracion de la
motilidad intestinal in vitro. La melatonina In vivo, acorta el tiempo de transito de la comida y
el movimiento transmembranal de los electrolitos (Bubenik, 2001).

La accién de la melatonina en el musculo liso es probablemente a través de
receptores ML2. La participacion del sistema nerviosos central (SNC) en la motilidad del
intestino fue mostrada por Benouali- Pellisier (Benouali- Pellisier, 1994) quien demostré que
la melatonina esta involucrada en la modulacién de la colesistocinina y la regulacion de la
motilidad del ileon. La localizacion de la melatonina en el intestino apoya las conclusiones de
Legris y colaboradores, quién demostré que la melatonina esté involucrada en el transporte
transmembranal de electrolitos e iones, que puede actuar como una hormona paracrina, la
melatonina del SNC esta involucrado con la motilidad del duodeno (Legris et al, 1982),
ademas inhibe la contraccion de musculo liso en el estomago, ileon y colon. Tiene un fuerte
efecto en la actividad mitética, reduce la velocidad de la proliferacion del epitelio en el yeyuno
de raton. Altas concentraciones de melatonina inhiben la contraccion espontanea de los

musculos gastrointestinales e inducen la elongacion gastrointestinal (Bubenik, 2002).
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3. ANTECEDENTES

La melatonina produce una supresion de la motilidad del ileon de rata cuando la contraccion
es estimulada por serotonina (Kappers, 1962). La melatonina es un antagonista de la
contraccion espontanea del duodeno de la rata, (Quasteketl y Rahamimoff 1965), Estos
autores plantearon la idea de que la melatonina no inhibia la frecuencia de la contraccion,
gue esta accion no afecta el marcapasos ritmico de la musculatura intestinal (Harlow and
Weekley, 1986).

El principal mecanismo de accion de la melatonina en el masculo liso es desconocido,
pero sugiere un efecto depresivo en la excitabilidad del musculo (Davis 1971). Se ha
localizado melatonina por todo el tracto gastrointestinal y su distribucion corresponde a la de
la serotonina, producidas en las EC. El colon y el duodeno tienen un alta
inmunofluorescencia a la melatonina, mientras que el ileon y el yeyuno tienen una baja
actividad (Bubenik et al, 1977); la alteracion en la concentracion de melatonina intestinal
diurna y nocturna en mamiferos puede funcionar como un supresor del movimiento de la
comida dentro y fuera de los intestinos y maximizar la reabsorcion (Harlow and Weekley,
1986). La melatonina podria actuar via GMPc para regular la translocacion intracelular de
calcio y consecuentemente influir en las contracciones musculares (Vesely 1980). Durante
1976 se observd que la pinealectomia no suprime los niveles diurnos de melatonina en el
plasma (Ozaki- Lynch 1976). En 1981 se reporto que la melatonina actia como un agonista
competitivo de los receptores inhibidores de serotonina (Peroutka et al, 1981).

Vakkuri et al, al igual que Bubenik observaron las alteraciones de las concentraciones
de melatonina como un supresor del movimiento del alimento y la maximizacion de la
reabsorcion de los nutrientes, a diferencia de Bubenik, Vakkuri lo hizo en aves (Harlow and
Weekley, 1986). Durante el siguiente afio, se sugirié que el papel inhibitorio de la melatonina

en el tubo y la contraccion intestinal del masculo liso podrian ser via la inhibicion de los
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neuroreceptores para la serotonina (Bubenik 1986). Sin embargo, también se asegurd que
era una posibilidad que la melatonina pudiera estar sujeta a receptores inhibidores de
serotonina, de esa forma influencian la fuerza de las contracciones intestinales (Bubenik,
2001).

Mediante un experimento in vitro se observo que las dosis de melatonina arriba de
1ug/ ml no producen una respuesta medible, mientras que las dosis de 2 pg/ ml resultan en
una inhibicion de fuerza y amplitud en las contracciones del musculo liso del duodeno
(Harlow y Weekley, 1986). El tratamiento con melatonina no produce ninguna alteracion
significante de la frecuencia de las contracciones espontaneas en ningun segmento del
intestino. Sin embargo, todos los segmentos exhibieron una depresion en la amplitud de las
contracciones. El area duodenal exhibe gran respuesta a la melatonina con un 94% de
depresion en la fuerza y un 92% en la motilidad; este fue seguido por el colén con un 52% y
un 53% en la fuerza y la motilidad respectivamente. El ileon fue el siguiente, seguido por el
yeyuno, los cuales exhibieron solo el 22% de depresion en fuerza y 26% en motilidad. Y en
todos los tejidos se observa una respuesta a la melatonina en menos de ocho minutos.
(Harlow and Weekley, 1986).

Tiempo después fueron caracterizados los receptores de melatonina encontrados en
el intestino de diferentes animales (Pontoire et al, 1993). Mas tarde se reportdé que la
melatonina podia interactuar con apamina sensitiva y posiblemente activar canales de Ca™" y
K" (Reyes- Vasquez et al, 1997). En el afio de 1999, nuevamente se observo que la
melatonina puede actuar como hormona luminar, participando en la actividad secuencial del
proceso digestivo (Bubenik et al, 1999). También fue posible observar a la melatonina como
un potenciador para la amplitud y frecuencia de las contracciones espontaneas del musculo

liso (Brasov- Poon, 1999).
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Por otra parte, también se concluy6 que el efecto inhibitorio de la melatonina en las
células del musculo liso del estbmago de una rata es por la via de participacion de pequeias
conductancias de canales de potasio (Storr et al 2000). Finalmente a través de pruebas con
inyecciones intraperitoneales de pequefias dosis de melatonina (1 a 10 pg/ Kg) se observo
un incremento sostenido de la motilidad intestinal, mientras que con dosis mas altas se

inhibié la motilidad (Drago et al 2002).
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4. JUSTIFICACION

De acuerdo a los antecedentes, se conoce que la melatonina es un inhibidor de la motilidad
intestinal, sin embargo se desconoce si existe una relacion nictémeral en su efecto, debido a
gue la melatonina pineal se sintetiza y libera principalmente durante la noche. Al momento no
se tienen reportes de su actividad en intestino delgado de raton, por lo que en el presente
proyecto se desea analizar la respuesta mecanica del intestino delgado a diferentes dosis de
melatonina. Lo que implica elaborar una curva de dosis respuesta y el tiempo en que se
mantuvo el efecto de la misma.

Por otra parte se comparo el efecto de la melatonina en la actividad peristaltica entre
segmentos intestinales obtenidos de ratones a mitad de la fase luminosa y comparar los
resultados con los obtenidos a mitad de la fase oscura del fotoperiodo, lo que nos permitira

conocer si la respuesta a la melatonina es diferente a fases opuestas del nictémero.

5. HIPOTESIS

Si la melatonina reduce la amplitud y la frecuencia de las contracciones peristélticas, y si la
melatonina pineal se sintetiza durante la noche, la respuesta de inhibicion de la contraccion
peristaltica serAd mayor en la noche que durante el dia ante la misma dosis, lo que indicaria

una sensibilizacion diferencial a la melatonina en el ciclo diario del animal.
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6. OBJETIVOS

6.1 General
Conocer los efectos de la melatonina dosis dependientes en la motilidad intestinal causados
por la aplicacion en duodeno de raton y si existen diferencias fase dependiente del

nictémero.

6.2 Objetivos Particulares

&« Observar los efectos dosis dependiente de melatonina sobre el movimiento
peristaltico del intestino delgado de ratén en fuerza y frecuencia de contraccion.

« Conocer si la relacién dosis dependiente es diferente en dos horas opuestas del
ciclo LO, en animales previamente sincronizados a ciclos de LO opuestos.

« Conocer el tiempo de recuperacion de la dosis menor.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales
El manejo de los animales usados en este trabajo, fue acorde las observaciones
recomendadas para el manejo de animales de laboratorio publicado por la Norma Oficial
Mexicana 062Z0O0 (Norma Oficial Mexicana NOM- 062- ZOO- 1999, especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio).

Para llevar a cabo este experimento se utilizaron 34 ratones machos de la especie
Mus musculus variedad NIH, que se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Ciencias, estos
ratones se dividieron en 2 lotes; uno de los lotes con una n= 14 ratones se mantuvo en un
fotoperiodo de LO 12:12 de (fotofase de 6:00 a 18:00); el segundo lote con n= 20 ratones, se
mantuvo en un fotoperiodo invertido 12:12 (fotofase de 18:00 a 6:00), durante al menos dos
semanas a fin de que los animales que se encontraran en fotoperiodo invertido y se
sincronizaran completamente. Ambos lotes fueron alimentados con nutricubos Rodent Lab
Chow y agua simple ad libitum. La jaula en la que eran mantenidos, se cambiaba dos veces

por semana o cuando fuera necesario.

7.2 Obtencion del tejido

Inicialmente, cada ratén fue anestesiado con vapores de éter y posteriormente sacrificado
por ruptura de cervicales, este fue colocado boca arriba sobre la charola de diseccion y se
hizo una incisiobn de aproximadamente 4 cm en la cavidad abdominal, una vez abierta, se
localizé la base del estbmago y a partir del inicio del duodeno se tomaron dos centimetros de
tejido para realizar el registro. EI segmento de intestino que se seleccion6 fue el duodeno y
éste una vez obtenido, se coloc6 dentro de una caja de Petri con solucién fisiolégica Tirode

(8 gr de cloruro de sodio , 0.2 gr de cloruro de potasio, 0.2 gr de cloruro de calcio , 0.05 gr de
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cloruro de magnesio , 1 gr de bicarbonato de sodio y 0.04 gr de fosfato de sodio monobasico
en un litro de solucion, a temperatura ambiente); después de ser colocado en la solucion se
procedié al manejo de la muestra, se limpio el contenido del tubo con Tirode aplicado por
medio de una pipeta Pasteur para eliminar los restos de alimento. Para mantener la muestra
de tejido en condiciones adecuadas, el segmento de intestino se sumergio en solucion Tirode
a una temperatura de 37° C. La cantidad de melatonina, inicialmente se diluyé en 1 ml de
etanol al 100%, y una vez en solucion, se llevé a 40 ml de Tirode, donde se mantuvieron tres

distintas concentraciones finales de melatonina: 0.24 ug/ ml, 1.21 ug/mly 2.43 ug/ml.

7.3 Registro mecéanico de la fuerzay frecuencia de contraccion peristaltica

La preparacion experimental se realiz6 en una cdmara de vidrio que se muestra en la figura
2 y 3. Se us6 una doble camara de vidrio, donde tanto la poza interna como la externa
permiten la circulacion de fluidos. La poza interna presentaba en el fondo externo una llave
de tres conexiones que permitian cambiar el contenido del medio cuando es necesario, asi
como el burbujeo de aire a la muestra. La poza externa permitia mantener un bafio caliente
gue ayudaba a mantener el medio fisiolégico en la poza interna a la temperatura adecuada.
La cAmara cuenta con una salida a la cual se conectaba una manguera de latex para hacer
el cambio de bafio térmico cada vez que se requiriera.

La camara fue elaborada artesanalmente por los talleres de reparacion de vidrio de la
Facultad de Quimica, UNAM. La camara fue sujetada a un soporte circular, de una base de
microscopio estereoscopico, lo que permitia ajustar su altura respecto al transductor de
fuerza, y poder regular la tension del tejido. Una vez limpio el tejido, se atd en ambos
extremos con una aguja curva e hilo normal, uno de los hilos se sujet6 a una armella
pequefia que se encontraba en el tapon del fondo de la poza interna después se llené con 40

ml de solucion Tirode a 37- 38° C. Para mantener esta temperatura era necesario que con
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un bafio térmico de la poza externa se mantuviera a una temperatura aproximada de 42° C.
Al extremo opuesto del tejido, la sutura se sujetd directamente al ojal del transductor de
fuerza FORT 10 (WPI, lllinois, USA), a 4 cm de distancia. El tejido estuvo totalmente
sumergido durante cada una de las fases de los experimentos. La sefal del transductor fue
colectada por un amplificador-puente BRIDGE8 de WPI y los datos de contraccion y fuerza
fueron colectados mediante el Sistema de Adquisicion de Datos de BIOPAC MP100, y el

software Acgknowledge 3.8.1, a una frecuencia de 100 datos por segundo.

Tirodea 37°C

Fig. 4 Camara de 6rganos aislados que se utilizé para hacer los registros de peristalsis
en muestra de duodeno
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Antes del inicio de cada registro, el sistema fue calibrado con una pesa de 9 gr, el filtro del
amplificador se mantuvo entre los valores de 1khz y 5khz, mientras que la ganancia fue de
x10 y x50. Cuando el material, el sistema y el tejido se encontraron listos se procedio al
registro de la actividad peristaltica del tejido en diversas condiciones.

Al Inicio del registro de la actividad del tejido, la tensién del tubo digestivo fue regulada
mediante una plataforma para microscopio estereoscopico que sujetaba la camara para el

tejido. Lo anterior permitio registrar actividad dentro de la resolucién del transductor.

Poza Interna
Poza externa
Tejldo
Base para
microscoplo
Drenaje de poza
Drenaje de poza
Interna externa

Figura 5. Fotografia del sistema de aislamiento y montaje del segmento del intestino. El tejido se mantenia en la
camara interna, de un extremo era sujetado al transductor y de otro al fondo de la poza interna que estaba llena
de solucidn fisiolégica.
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8. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

La figura 6, presenta los dos protocolos experimentales usados en el presente trabajo. En A,
se muestra una variacion sucesiva de concentraciones de melatonina y entre cada una de
ellas, un tiempo de lavado con Tirode.

Cada estadio en el procedimiento consistié de 10 minutos. La evaluacion cuantitativa
del efecto se hizo en segmentos intermedios del muestreo (al minuto 5). Cada protocolo fue
desarrollado en animales colectados a mitad de la fase diurna (n= 9) y de la fase nocturna
(n= 15). En el protocolo B, se utiliz6 Unicamente la primera concentracion, pero la
preparacion fue mantenida durante 30 minutos en ambas fases del nictémero (n=5y 5
respectivamente). Las dosis que fueron elegidas de acuerdo a la literatura y a los resultados

obtenidos durante la primera fase de experimentacion.

A B

CONTROL

11

VEHICULO 10 min

LAVADO 10 min CONTROL

MELATONINA 0.24 MELATONINA 0.24
mg/ml/ 10 min mg/ml/ 30 min

LAVADO 10 min @

LAVADO 10 min

MELATONINA 1.21
mg/ml/ 10 min

LAVADO 10 min

MELATONINA 2.43
mg/ml/ 10 min

Figura 6. Diagrama del disefio experimental. En B se muestra un experimento disefiado a partir de los
resultados del primer disefio experimental. Cada procedimiento experimental se desarroll6 tanto a mitad de la
fase luminosa como de la fase oscura.
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9. ANALISIS DE DATOS
La colecta y el analisis de datos se hicieron mediante el uso del programa Acknowledge ver
8.3 de BIOPAC (EEUU).

Para el analisis de datos se utilizo el criterio de la fuerza y la frecuencia de
contraccion, en una muestra de tres ondas por minuto de registro, es decir que en un
registro de 10 minutos se midieron al rededor de 30 ondas.
El analisis de frecuencia por cada minuto de registro se obtuvo mediante la funcion BPM
(Bits por Minuto). Una vez obtenidos los promedios se procedid a realizarse la
porcentualizacion de los datos con respecto al registro control anterior (cada lavado), calcular
la desviacion y el error estandar y se graficaron para comparar los cambios en la fuerza de
contraccion y en la frecuencia, mediante una hoja de calculo en Excel de Microsoft Office
2003.

Los datos obtenidos fueron comparados mediante una T de Student para muestras no

pareadas, las diferencias obtenidas con una P<0.05 fueron consideradas como significativas.
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10. RESULTADOS

10.1 Dosis—respuesta a diferentes concentraciones de melatonina

10.1.1 Observaciones generales

Durante el protocolo de dosis-respuesta a distintas concentraciones de melatonina, se
observo que existen respuestas diferenciales de acuerdo a la dosis y de acuerdo a la fase del
nictémero en que se desarroll6 el protocolo.

Los cambios observados en la frecuencia y fuerza de contraccion entre cada condicion
a las que fue expuesto el tejido, son mostrados en un ejemplo tipico en la figura 7, tanto para
la fase diurna (7a) como para la fase nocturna (7b).

Cada recuadro indica un segmento de 20 segundos de registro y la amplitud esta expresada
en gramos, mediante la escala presentada en forma de barra.

Se observé que la amplitud de las ondas peristalticas es variable, aun en el segmento
control. Sin embargo, cuando se aplica una solucién con la cantidad correspondiente de 100
ul de alcohol en 40 ml de Tirote (vehiculo, fig. 7a y 7b), se observé una reduccién en la
amplitud de las contracciones peristalticas. El efecto del vehiculo por si mismo implica una
reduccion en la amplitud de la respuesta. Sin embargo, las diferencias normalizadas para los
distintos registros obtenidos, no arrojaron diferencias significativas.

Las figuras 7 a y b muestran también, la parcial recuperacion de las ondas de
contraccion durante el lavado al final de los 10 minutos, sin embargo la amplitud original no
se reestablece en este registro. Cabe indicar que la respuesta de la preparacién a los
lavados fue variable, de tal forma que en algunas preparaciones, el lavado recupera por mas
del 100% la respuesta original, mientras que en otros, como en este caso en particular, se

observa una recuperacion parcial. Por lo que las comparaciones del efecto de las siguientes
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dosis se hacen respecto a la amplitud que presenta la respuesta peristaltica en el lavado
previo.

La figura 7b, muestra que la solucion de melatonina de 1.21 ug/ml incrementa la
amplitud en la fase oscura, y que en comparacion con el lavado intermedio, la solucion 2.43
ug/ml, muestra una reduccién de amplitud; mientras que la dosis mas pequefia de 0.24
ug/ml hay un fuerte aumento en la fuerza de contraccion.

La figura 7b, muestra también un registro de un segmento de intestino que fue
colectado a mitad de la fase oscura, proveniente de un animal sincronizado a un ciclo LO
invertido. A diferencia del registro de medio dia, el mayor efecto se observé cuando se usa la
mayor concentracion de melatonina (2.43 ug/ml). En ambos casos se puede observar la
disminucién de la fuerza de contraccion al ser sometidos a un medio con etanol e incluso la
frecuencia disminuye; sin embargo, también se puede observar una diferencia entre ambos
registros, ya que en la fase luminosa es mas notorio el cambio entre el registro control y el
registro con vehiculo que en la fase oscura.

Tanto la primera y la segunda dosis de melatonina aumentan la frecuencia con
respecto al registro hecho con el vehiculo, por el contrario la mayor dosis de melatonina tiene
un efecto inhibitorio en la frecuencia de las contraciones durante la fase luminosa del
nictémero.

Por otra parte, la fuerza de contraccion se ve claramente afectada tanto por el vehiculo
como por las dosis mas altas de melatonina disminuyendo entre el 25 y 50%. Aunque no es
muy evidente con la dosis de 0.24 ug/ml de melatonina, la fuerza de contraccion parace
mantenerse igual.

Durante la fase oscura es claro que la inhibiciébn se presenta tanto en la fuerza de

contraccion como en la frecuencia sobre todo con el etanol, en el caso de la fuerza de
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contraccion la mayor inhibicion la presenta la dosis mas alta de melatonina disminuyendo en
un 58%, al contrario de la mas baja que muestra un aumento incluso mayor al de los lavados
es decir que aumenta en un 20%, pero no en comparacion con el registro control; mientras
gue la frecuencia muestra un aumento con la segunda dosis de melatonina de 22%, no asi

con la menor y la mayor con una disminucion de 9y 22% en la frecuencia respectivamente.

Fotofase VS Escotofase

| 005g.
L 1 1 1 1 1
111 1 1 1T 1
58 10s 158 20s 5s 10s 158 20s
LAVADO MELATONINA
0.24 ug/ ml
I I 0.05 gr.
| | | | | | | | | | | |
T I I N N O B
5s 10s 15s 20s 5s 10s 15s 20s 5s 10s 15s 20s I I I I I I I I I I I |
CONTROL VEHICULO LAVADO 55 10s 155 20s 5s 10s 155 20s 5s 10s 15s 20s
MELATONINA LAVADO MELATONIA
1.21 pg/ ml 243 pg/ ml

Figura 7a Cambios en la contraccion peristaltica del duodeno de ratén obtenido a mitad de la fase luminosay
su respuesta a distintas concentraciones de melatonina en el medio fisiolégico (20 segundos de cada registro).
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| 0.08gr.

bs 10s 155 20s 5s 10s 158 20s

LAVADO MELATONINA
0.24 pg/ ml
I ‘ I 0.08 gr.
| | | | | | | | | | | |
O I O T B e e e B e e S |
55 10s 15s 20s 5s 10s 15s 20s 5s 10s 15s 20s 5s 10s 15s 20s 5s 10s 15s 20s 5s 10s 15s 20s
CONTROL VEHICULO LAVADO MELATONINA LAVADO MELATONINA
2.43 pg/ ml
1.21 pg/ ml

Figura 7b Cambios en la contraccion peristaltica del duodeno de ratén obtenido a mitad de la fase oscura y su
respuesta a distintas concentraciones de melatonina en el medio fisolégico.

La figura 8, muestra los cambios porcentuales de la frecuencia observados entre la
condicion control respecto a las distintas dosis de melatonina y sus respectivas condiciones
de lavado. El asterisco indica los grupos en los cuales existe diferencia significativa con el
control mediante un andlisis no pareado de T de Student. La grafica muestra que la Unica
dosis que tiene una respuesta significativa durante el dia subjetivo (medio dia), es ante la
aplicacion de la concentracién de 0.24 ug-ml. La misma tendencia se presenta durante la

noche subjetiva pero el cambio porcentual del efecto es mayor.
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Fig. 8 Porcentaje de frecuencia de contraccion de duodeno durante la fotofase del nictémero y la escotofase. Se
pueden observar las variaciones de la frecuencia de contraccién de acuerdo a la condicién en la que se
encuentra (*P< 0.05, entre melatonina 0.24 ug/ mly el control).
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10.1.2 Cambios en la frecuencia de contraccion.

La comparacion entre el efecto de las diferentes condiciones a las que fue sometido el tejido,
mostrando el efecto tanto inhibitorio como excitatorio de éstas, se muestra en la figura 9. La
primera dosis de melatonina tiene un efecto opuesto entre la fase luminosa y la fase oscura
del nictémero, las principales diferencias se observan entre los efectos causados por la
melatonina a 1.21 pg/ml en la fase luminosa y la misma dosis de la melatonina en la fase
oscura. De esa misma manera se observa una diferencia entre la menor dosis de melatonina

(0.24 ug-ml) en comparacion con el control (*).

Fotofase vs. Escotofase

100 -
Mel 1,21 mg/ml

* [
L

80 -

60 - Mel 2,43mg/ml

40

Vehiculo Mel 0,24 pg/mi

Frecuencia (%9

Condiciéon

Fig. 9 Grafica comparativa del efecto neto porcentual en la frecuencia de contracciéon de duodeno en ratones
tanto en escotofase (gris) como durante la fotofase (blanco), sometidos a las mismas condiciones, (*)
diferencias significativas entre melatonina y control, (=== diferencias significativas entre la misma dosis de
melatonina (en diferentes fases del nictémero).
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10.1.3 Cambios en la fuerza de contraccion.

La figura 10 muestra los cambios porcentuales en la fuerza de contraccion. El asterisco
indica diferencias (p<0.05) respecto a su control. Durante la noche subjetiva se observa un
incremento de la fuerza de contraccion cercana a un 40%, por efecto de la melatonina a 0.24
ug/ml (100 %) mientras que durante el dia subjetivo, se observa un decremento significativo

en la fuerza de contraccion a la mayor concentracion (2.43 ug/ml).

—_ FOTOFASE
S
S 160 -
o 140 - -
S 120 - = |
SR I 1 I
. T
S 60 - = T -
o 40 - =
© 20
o N N N N
d © 3 K 3 K
T 0{\\_\ &\\00 NG @Q\é\ N 6@\@ N @q\é\ NG
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Q}Q« Q}'\'« Q’q/«
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Condicién
ESCOTOFASE
2 300 -
S 250 - T
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g 200 - |
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é T T T T
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T 5o & K N S Na ((@‘0 N2 S N
Oé\ D
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&o R V‘@\Qf

Condicion

Fig. 10 Porcentaje de cambio en la fuerza de contraccion del duodeno durante la fotofase (grafica superior) y
la escotofase (grafica inferior) del nictemero (* P< 0.05 entre melatonina de dosis 2.43 ug/ml y el control
durante la fotofase).
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Las diferencias netas que se observan entre el dia y la noche en la fuerza de
contraccion, son presentados en la figura 11. Existe un efecto distinto a la menor
concentracion de melatonina, entre la fase diurna y la fase nocturna de los registros. El
efecto fue principalmente estimulador con 0.24 ug/ml, sin embargo, es mayor el efecto
durante la noche que durante el dia. Para mayores dosis, el efecto fue basicamente inhibidor,

excepto en la concentracion 1.21 ug/ml donde tuvo ambos efectos para la fase nocturna.

Fotofase vs. Escotofase

200
< Mel 0,24,g/ml
< 150 Ho |
. . Mel 1,21mg/ml
.8 100 - Vehiculo l Mel 2,43mg/ml
Q
&
E 50
S o . [

I

@ T ] T
(-5 '50 7 £
N ]
S -100 -
LL

-150 -

Condicioén

Fig. 11 Grafica comparativa del efecto neto porcentual en la fuerza de contraccion de duodeno en ratones tanto

en escotofase (gris) como en fotofase (blanco), sometidos a las mismas condiciones (*) diferencias significativas

entre melatonina y control, ( = diferencias significativas entre la misma dosis de melatonina en diferentes
fases del nictémero).
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10.2 Efecto estimulante de la melatonina en dos fases del nictémero.

La figura 12 muestra dos ejemplos de los valores de frecuencia observados a la dosis de
0.24 ng/ml. Se muestran los valores de los datos por cada minuto, hasta que se obtiene
nuevamente el valor basal. Se observa que el efecto sobre la frecuencia es mayor durante el
dia subjetivo y que el efecto dura hasta aproximadamente 30 minutos, mientras que la misma
dosis durante la noche subjetiva tiene un efecto menor y los valores basales se recuperan
cerca de 5 minutos después de la aplicacion de la dosis.

La figura 13 Muestra los efectos de la melatonina a baja dosis sobre la fuerza de contraccion.
La fuerza de contraccion aumentd con la menor dosis de melatonina para ambas fases del

nictémero y disminuyo su efecto con las siguientes dosis.
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70 - >
60 ~ - > N
50 - d
40 - L A 2
30 - a2 FON
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ESCOTOFASE

70 -
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50 - ® - e
40 - . *To T oy %
30 | hae 2 2 o
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ig. 12 Cambios por minuto en la frecuencia de contraccién del duodeno de un ratén en fotofase (figura superior)
y en escotofase (figura inferior) sometido a solucién fisiologica (control los primeros 5 minutos) para después
pasar a solucién fisiolégica con una dosis de 0.24 ug/ ml de melatonina.
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Protocolo B para determinar la duracion del efecto de la menor dosis de elatonina
sobre la frecuencia de contraccidén. Se nota que el efecto es mayor y mas duradero en la fase
luminosa respecto a la frecuencia control previa a la aplicacion de melatonina (indicada por el

tiempo 0 en cada grafica).
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Fig. 13 Cambios por minuto en la fuerza de contraccién del duodeno de un ratén en fotofase (figura superior)
y en escotofase (figura inferior) sometido a solucién fisiologica (control los primeros 5 minutos) para después
pasar a solucion fisiolégica con una dosis de 0.24 ug/ ml de melatonina durante 30 minutos.
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Las diferencias significativas se pueden observar a simple vista en la dosis mas baja

del registro si se comparan ambas fase del nictémero, ya que en la figura anterior se observa

como es que durante la fotofase la melatonina tiene un efecto mucho mayor que durante la

escotofase; de esta misma manera la dosis mas alta durante la fase luminosa tiene un efecto

inhibitorio de manera opuesta al registro control.
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Fig. 14 Promedio del efecto causado por la melatonina en la frecuencia de las contracciones por minuto de la

poblacién para la fotofase (grafica superior) y la escotofase (grafica inferior)
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Fig. 15 Grafica del promedio del efecto provocado por la menor dosis de melatonina en la fuerza de
contraccion del duodeno de ratén por minuto de una poblacion en fotofase (grafica inferior) y durante la

escotofase (grafica superior).
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Por lo tanto se puede deducir que para aumentar la fuerza de contraccion en ambas
fases del nicttmero es necesaria una dosis igual o menor a la mas baja usada en este
estudio ya que las dos dosis mayores provocan una inhibicion de la actividad. Por otra parte,
el vehiculo utilizado para la dilucidon de la melatonina, podria mermar el efecto excitatorio a la

dosis mas baja, y potenciar el efecto inhibitorio en las dos siguientes dosis.
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11. Discusién

Algunos estudios realizados anteriormente, mostraron que la hormona melatonina no actla
como antagonista de los receptores estimulantes de 5- HT pero si como un agonista de los
receptores neurales que inhiben a ésta, en consecuencia inhibe la contraccion espontanea
del duodeno y la serotonina induce la contraccion in vitro (Quastel y Rahamimoff, 1965).
También se encontré6 que la melatonina modifica la induccion de contracciones por la
serotonina in vivo, esto indica que los mecanismos de contraccidn extraintestinales estan
involucrados en esta regulacion. Lo que indica que posiblemente existe un balance mutuo en
el sistema entre la melatonina y la serotonina que regulan sus niveles en el TGI (Bubenik y
Pang, 1994). La participacion del SNC en la peristalsis del intestino podria ser quizas via
colecistoquinina (Benoualli- Pellicer, 1994).

Los resultados obtenidos a partir de los registros realizados mostraron que el efecto
gue tiene la melatonina sobre la motilidad intestinal es dosis-dependiente y que ademas varia
de acuerdo a la fase del nictémero en la que se encuentre el organismo.

De acuerdo a lo anterior, la influencia de la melatonina en la fuerza de la contraccion
principalmente funciona como un inhibidor a dosis mayores a 1ug/ ml; en ambas fases del
nictémero y lo que varié fué la intensidad del efecto (figura 11). De acuerdo a los estudios de
Storr et al (2000) esto se debe a que la melatonina interactta inhibiendo los canales de Ca?",
en el musculo liso el cual induce la relajacion de los musculos gastricos. En las células del
musculo liso, el Ca*" siempre es bombeado hacia afuera de la membrana, quedando los
niveles internos de Ca?" muy bajos. Cuando la membrana es despolarizada, esta se vuelve
mas permeable a los iones de Ca®', los cual activa la contraccion. La relajacién ocurre
cuando la permeabilidad al calcio regresa a un nivel bajo mientras que la membrana bombea
el Ca** fuera de la célula. Largas despolarizaciones de la membrana generan potenciales de

accion en los cuales el Ca?* lleva la energia interna. Los potenciales de accién producen
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grandes flujos de Ca®" lo que lleva a una gran contraccién, ya que la tensién generada es
proporcional al nivel de Ca®" intracelular.

De la misma manera, en los datos obtenidos se pudo observar que también hay efecto
inhibidor de la melatonina sobre la frecuencia de las contracciones; también dependientes de
la dosis y horario del zeitgeber (ver figura 10), lo cual podria deberse en primer lugar a la
cantidad de melatonina endogena presente en el tejido durante la fotofase y la escotofase, lo
cual no fue verificado en el presente trabajo, o también a cambios en la sensibilidad del tejido
a la melatonina a distintas horas del dia. Algunos autores sugieren que la melatonina no tiene
un efecto significativo en la inhibicion de la frecuencia en las contracciones del musculo
duodenal ya que sugerian que no afecta al marcapasos de la contraccion ritmica del masculo
intestinal (Quastel y Rahamimoff, 1965), lo que es contrario a los resultados obtenidos en
este trabajo, por lo que podemos pensar que la sensibilidad a la melatonina en la frecuencia
es nuevamente dependiente de la dosis y del tiempo en que se revise la muestra.

La decision acerca de las dosis que se utilizaron se debi6 a que en estudios anteriores se
observaron resultados similares pero solo utilizando dosis mayores a los 2 ug/ ml, ya que
segun esos estudios dosis menores a 1 ug/ ml no producian efecto visible alguno. Por lo
tanto las dosis utilizadas se tomaron con el fin de observar los efectos menores a 1 pug/ ml
(0.24 g/ ml), intermedias entre 1 y 2 pug/ ml (1.21 pug/ ml) y mayor a los 2 ug/ ml (2.43 pg/
ml), y asi conocer si eran ciertas las teorias anteriores.

Por lo que se pudo observar en este trabajo, la menor dosis de melatonina tiene accion
estimulante en la motilidad del musculo liso duodenal, y el aumento de la dosis tiene efecto
inhibidor. Comparado con los resultados de Harlow y Weekley (1986) que decian que las
dosis de melatonina menores a 1ug/ ml no producen respuesta apreciable, mientras que

dosis por encima de 20ug/ ml producen una inhibicion consistente en la fuerza de
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contraccion. En el presente trabajo, observamos que dosis de (0.24 ug/ ml) producen efecto
potenciador. El efecto podria ser también especie especifico y dependiente de género ya que
los experimentos realizados por Harlow y Weekley se hicieron en ratas Sprague- Dawley de
sexo femenino, no se tienen antecedentes de que el ciclo estral pueda afectar el efecto de la
melatonina, al contrario de este trabajo en el cual se utilizaron ratones Mus musculus de sexo
masculino.

En el presente trabajo se observd ademas que la inhibicibn en la frecuencia de
contraccion se da durante la escotofase y estimulacién durante la fotofase, lo que indica una
posible regulacion circadiana de la sensibilidad a la melatonina en el tubo digestivo. Sin
embargo, la fuerza de contraccion aumenta en ambas fases, siendo el efecto mayor durante
la escotofase. Con respecto a las dosis mas altas que fueron utilizadas, ambas dieron
resultados similares a los reportados, la dosis de 1.21 ug/ ml dio como resultado estimulacion
en la frecuencia de la contraccion para ambas fases y un efecto de disminucién en la fuerza
de contraccion también para ambas fases, sin embargo el registro que se hizo con una dosis
de melatonina mayor a los 2 ug/ ml concuerda con los resultados obtenidos por Harlow y
Weekley (1986), al dar como resultado una completa inhibicién tanto para la frecuencia como
para la fuerza de contraccion en ambas fases del nictémero.

Las diferencias diarias observadas podrian deberse a la cantidad de melatonina
endégena dentro del tracto gastrointestinal, debido a la fase en la que se encuentra, ya que
la melatonina producida por las células EC durante el dia es mayor que durante la noche.
Aunque durante la noche la cantidad de melatonina pineal aumenta dentro del sistema, sin
embargo se ha probado que la cantidad de melatonina es 400 veces mayor en el TGl que en
la glandula pineal (Bubenik, 2002). Por otra parte el aumento de melatonina en el TGI

también ha sido relacionado con la ingesta de alimento; por lo tanto podemos decir que el
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efecto inhibitorio de la melatonina durante la fase diurna para la fuerza de contraccion (ver
figura 10) es mayor para las dos dosis arriba de 1ug/ ml debido a que aumenta la cantidad de
melatonina ya presente en el tejido, de la misma manera para la frecuencia (ver figura 8) con
las dosis méas altas de melatonina también se obtiene una reaccion inhibitoria, no asi con la
dosis mas baja, ya que esta no es suficiente para elevar los niveles de melatonina ya
presentes en el tejido por lo que no produce un efecto inhibitorio por el contrario produce un
efecto excitatorio.

En el efecto que tiene la melatonina sobre el tejido del intestino delgado, hay que
considerar que esta hormona tiene un tiempo de vida medio dentro del tejido, el cual es de 2
minutos (ver figura 6) para el primer suministro y 20 minutos para el segundo (Pandi-
Perumal et al, 2006), por lo tanto es posible que la respuesta del tejido a la exposicion a la
tercera dosis de melatonina, que en todos los casos fue inhibitoria, este influenciada por la
anterior dosis de melatonina ya que entre la aplicaciéon de la segunda y la tercera dosis de
melatonina solo hay 10 minutos de diferencia; lo que indica que el lavado aplicado entre cada
dosis pudiera haber sido insuficiente.

Finalmente el utilizar etanol como vehiculo para diluir la melatonina que fue administrada
al tejido para los registros fue un factor influyente por sus propiedades depresivas pero no de
manera significativa; sin embargo, los antecedentes muestran que al hacer una prueba de
vehiculo disuelto en solucién Tirode no ejerce efecto significativo en la actividad peristaltica
del tejido muscular del intestino delgado (Harlow y Weekley, 1986)

Los experimentos realizados en este trabajo mostraron un efecto inhibitorio en la
frecuencia y en la fuerza de contraccion de la escotofase y de la fotofase, siendo un poco
mayor en la fuerza de contraccién de la fotofase que en la escotofase (ver figura 11), por el

contrario la inhibicién es mayor en la frecuencia de la fase oscura del nictémero (ver figura 9),
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo son un antecedente interesante para
continuar con el trabajo acerca del efecto que tiene la melatonina en la fisiologia de la
contraccion peristaltica, ya que no hay mucha investigacion al respecto. En este trabajo no
se exploraron nuevas variables que deben ser probadas entre las cuales se encuentra el
alimento, ya sea la cantidad o los horarios, ademas de restriccion de estos, también podrian
probarse animales pinealectomizados, entre otras cosas; incluso diferentes protocolos de
exposicion a la melatonina, ya que esta podria llevarse a cabo in vivo, mediante el uso de un

vehiculo diferente o con menores a diferentes tiempos de exposicion.
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Conclusiones

La respuesta del masculo liso del duodeno es dosis dependiente es decir que
varia con la cantidad de melatonina aplicada.

Las respuestas encontradas son tanto de estimulo como de inhibicién para la
frecuencia y la fuerza de contraccion, en el caso de la menor dosis para la
fuerza de contraccion esta actia como un estimulador, al contrario de las otras
dos dosis. Por otro lado para la frecuencia la dosis menor tiene un efecto de
estimulador durante la fotofase y como inhibidor durante la escotofase, la dosis
intermedia estimula la contraccion y finalmente la dosis mayor la inhibe.

Segun la fase del nictémero, la respuesta del musculo liso del duodeno es dosis
dependiente debido a las variaciones de melatonina enddgena dentro del

sistema.
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