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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La Melatonina (MT) participa en diversos procesos fisiologicos, los cuales
permiten a las diferentes especies comportarse de forma especifica. La MT (N-
acetil-5-metoxitriptamina), un compuesto indélico derivado de triptofano, es una
hormona sintetizada y secretada, siguiendo un patrén circadiano
(mayoritariamente durante la escotofase), por la glandula pineal (GP) y tejidos
periféricos tales como la retina, la glandula Harderiana y el tracto
gastrointestinal (TGI) de especies vertebradas, " los cuales han sido Utiles
para estudiar el efecto de MT. Por ejemplo, el musculo liso intestinal aislado es
un modelo experimental “In Vitro” que se ha utilizado desde 1965 para estudiar
el efecto de la MT, *® demostrando asi que la MT participa en la motilidad de
este tejido, es decir, en el proceso contraccion-relajacion. También, se sabe
gue este efecto puede producirse por la presencia de receptores a MT en este
tejido, lo cual es de gran utilidad para poder estudiar el mecanismo de accion
de la MT. Por otro lado, debido a que la MT es una sustancia que se
metaboliza rdpidamente y que se secreta en infimas cantidades, se planteé la
posibilidad de estudiar analogos a ella con los cuales sea posible determinar el
tipo de interaccion farmacoldgica que existe entre la MT, su anélogo, y el
musculo liso intestinal, asi como la posible via de accion de ambas sustancias
en dicho tejido. Para determinar lo anterior, fue utilizado un modelo
convencional para tejido aislado, se obtuvo la respuesta electrofisiologica
considerando los siguientes pardmetros: Amplitud (AMP), Frecuencia (FREC) y
Area bajo la curva (ABC) y los datos obtenidos se capturaron mediante el
acoplamiento del sistema de registro a una computadora, en donde ademas de

la captura y el almacenamiento se realiz6 el analisis de los mismos.




ANTECEDENTES

CAPITULO I. ANTECEDENTES.

1.1 GLANDULA PINEAL.

La Glandula Pineal (GP) o epifisis cerebrii (Figura 1) ® fue descrita por primera vez en el
siglo Il por Herophilus, quien pensaba que era la encargada de regular el flujo entre el
sistema ventricular y el cerebro; Descartes estudiéo extensamente esta glandula durante el
siglo XVII. Describia la GP como el “tercer 0jo” (por ser el lugar del cuerpo donde el alma
ejerce su control); la consideraba “el asiento del alma”, el “alma racional” que rige al cuerpo.
Ademas, fue el primero en proponer una explicacion “fisiolégica” del funcionamiento del
sistema nervioso central (SNC), incluyendo a la GP. A finales del siglo XIX se describe la
anatomia, histologia, innervacién y embriologia de la GP de mamiferos, encontrdndose
semejanzas entre ésta y la epifisis de los vertebrados inferiores. A principios del siglo XX,
Heubner establece la influencia de la pineal sobre la reproduccion. Bargman, en 1943,

sugiere que la funcién endocrina de la GP se encuentra regulada por la luz, via el SNC. *?

Vo

Glandula Pienal

Figura 1. La glandula pineal (GP). V)




ANTECEDENTES

1.1.1 Estructura de la glandula pineal.

La GP recibe su nombre por su forma de cono truncado, en particular en el caso del hombre;
los griegos la denominaron konareion (en forma de cono), denominacién que después fue
latinizada a conarium. ™ La GP fue descrita en numerosas especies vertebradas. En la
mayoria de los mamiferos, forma una masa soélida localizada entre las comisuras habenular y
posterior, pero en los roedores, durante la ontogénesis, migra dorso-caudalmente
permitiendo la formacion de una glandula pineal con tres zonas caracteristicas: profunda,
stalk (tallo) y superficial. ®® En los peces, anfibios y reptiles tiene estructuras fotorreceptoras
semejantes a las de la retina, mientras que en los mamiferos tiene estructura tipicamente
endocrina. En el ser humano adulto, pesa entre 100 y 200 mg, tiene una longitud y anchura

de 8 y 5 mm respectivamente, ¥ se encuentra “bafiada” por el liquido cefalorraquideo (LCR)

y situada por debajo de la parte posterior del cuerpo calloso ™ (Figura 2).

N

Cuerpo
Calloso |

Septo Felucldo !

Fornix
Plexo Coroideo 3* Ventriculo
Adhesién Talamo =
Intertaldmico - Micleo Habenular | Ep#talamu
Comisura Anterior Glandula Pineal
Hipotalamo |

Cuerpo Mamilar -|
A Acusducto Cerebral

Infundibuls
Cerebelo
4*Ventriculo

Hipdfisis

Figura 2. Ubicacion de la glandula pineal en el ser humano. ™
La GP esta constituida por células parenquimatosas, que son los pinealocitos, que
representan un 85% de los componentes celulares, mientras que el 15% restante son células
gliales, en su mayoria astrositos fibrosos y terminaciones nerviosas. “® Las conexiones

neuronales entre la retina y la pineal son similares en todos los mamiferos, incluida la

3




ANTECEDENTES

especie humana (Figura 3). ®® La sefial neuronal procesada por la retina es enviada al
hipotalamo a través de los axones de las células ganglionares, constituyendo el tracto
retinohipotalamico. En el quiasma, estas fibras se separan del tracto éptico principal para
dirigirse al nacleo supraquiasmatico (NSQ), de donde parte una via multisinaptica que hace
escalas en el nucleo paraventricualr del hipotadlamo (NPV) y la columna intermediolateral
(CIL) de la médula espinal toracica. Desde ahi los axones preganglionares, procedentes de
las neuronas simpaticas espinales, abandonan la médula por la raiz ventral y establecen
conexiones con las neuronas del ganglio simpatico cervical superior (GSCS). Finalmente,
fibras posganglionares se introducen en el parénquima pineal y alcanzan los pinealocitos en

una relacién anatémica que recuerda a una estructura sinaptica. ¥

JEE————

Retina

Médula \l“
espinal

\ '> I{

Figura 3. Conexiones neurales entre la retina y la glandula pineal en los mamiferos. ®
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1.1.2 Inervacion de la glandula pineal.

Studnicka ®"*® fue el primero en describir fibras nerviosas en la GP a principios del siglo XX.
Santiago Ramoén y Cajal, en 1911, describié la inervacion simpatica en el ratén. Desde
entonces, la inervacién de la GP de mamiferos se ha descrito a partir de varias estructuras
neuronales centrales y periféricas. *? La actividad secretora de la GP de los mamiferos y su
adaptaciéon a un patron circadiano requieren la integridad de su inervacion. El flujo sanguineo
pineal es muy elevado (4mL/min/g) y estad suministrado por una amplia red capilar a partir de
arteriolas procedentes de las arterias coroideas posteriores. En la rata y en el ser humano, la
glandula pineal parece encontrarse claramente fuera de la barrera hematoencefalica, pero
esta situaciéon es diferente en otras especies. ¥ La pineal se encuentra inervada por el
sistema nervioso autobnomo (SNA); recibe fibras posganglionares del GSCS, a través de dos
nervios simeétricos, l0s nervios coronarios, pero también a través de fibras que acompafian a
los vasos sanguineos. ® En los mamiferos, el principal neurotransmisor utilizado por las
fibras posganglionares simpaticas es la noradrenalina (NA), aunque diversos neuropéptidos

pueden actuar como cotransmisores en algunas especies. ** %

1.1.3 Funcion endocrina.

Kitay y Altschule, en 1954, demostraron la influencia de la GP en la funcién reproductiva. La
relacion que existe entre el metabolismo de la GP y el ciclo de luz-oscuridad, permitié
explicar la funcion endocrina de la GP, siendo ésta el principal componente del sistema
endocrino, permitiendo a las diferentes especies responder a los cambios anuales en el

fotoperiodo mediante alteraciones adaptativas de su estado fisiolégico. *? La pineal humana
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se calcifica progresivamente con la edad, pero esto no significa que sus funciones

disminuyan. 2

1.1.4 Histoquimicay bioquimica.

Con el trabajo de McCord y Allen, en 1917, 9 se asumié que una sustancia contenida en la
GP era la responsable de blanquear la piel de los anfibios. Lerner y cols., en 1958, ¢%
identificaron esta sustancia como N-acetil-5-metoxitriptamina y la llamaron Melatonina (MT);
posteriormente, se identificaron las diferentes enzimas que participan en la sintesis de MT y

su regulacién, a cargo de varios transmisores pineales que se encuentran todavia en

investigacion. *?

1.2 MELATONINA.

1.2.1 Estructura Quimica.

La Melatonina (MT), un indol formado enzimaticamente a partir de L-triptofano (Trp), fue
descubierta en un principio por Lerner et al en 1958, ®? en extractos de glandula pineal
bovina. Es secretada principalmente por la GP en respuesta a los ciclos de luz-oscuridad del
medio ambiente, activados por el NSQ del hipotalamo, regulando asi los ciclos circadianos
de numerosas funciones biolégicas las cuales son atenuadas por la edad y varias
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares © (Figura 4A). ®Y La MT (N-acetil-5-
metoxitriptamina) es una indolamina (Figura 4B) 2 asi como un compuesto lipofilico que,
como tal, difunde a través de las membranas biologicas y rapidamente cruza la barrera

hematoencefalica. ¢
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A Disminucion de la liberacion de MT con respecto a la edad
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Figura 4. (A) Los niveles de MT en plasma tanto diurnos como nocturnos muestran un pico
méaximo durante la escotofase y conforme avanza la edad la liberacién de MT disminuye. ¥
(B) Estructura de la Melatonina.
1.2.2 Biosintesis de la Melatonina.
La principal ruta de biosintesis de la MT consiste, para cualquier organismo o tipo de célula
estudiada, en la 5-hidroxilacion, descarboxilacion, N-acetilacion y O-metilacion del triptofano,
en este orden. Alternativamente, aunque en tasas de flujo mas bajo, la MT puede formarse
via O-metilacion de la serotonina y la subsiguiente N-acetilacion de la 5-metoxitriptamina, o
bien por O-metilacion del triptofano seguida por una descarboxilacion y una N-acetilacion.
Usualmente, el paso limitante para la formacién de MT es la N-acetilacion *® (Figura 5). ®¥
La GP de los mamiferos es uno de los érganos mas ricos en serotonina, sustancia que se
localiza en las terminaciones nerviosas y en los pinealocitos y que participa en la sintesis de
la MT. Los pasos detallados de la biosintesis de MT son los siguientes:

1. El aminoacido (aa) triptofano es convertido en 5-hidroxitriptofano por hidroxilacion,

mediante la accién de la triptofano-hidroxilasa.
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2. El 5-hidroxitriptofano es convertido en 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina por
descarboxilacion, por acciéon de la L-aminoacido aromatico-descarboxilasa.

3. Parte de la 5-HT es oxidada a acido 5-hidroxiindolacético por la monoaminooxidasa
(MAO); otra parte es captada por las terminaciones simpaticas en la glandula, y el
resto de la serotonina es N-acetilada en los pinealocitos a N-acetilserotonina, por la
accion de la enzima serotonina-N-acetiltransferasa (NAT).

4. La N-acetilserotonina se transforma en MT por la accion de una enzima metilante, la
hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT).
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Figura 5. Biosintesis de la MT. ¥
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Por otro lado, la GP de los mamiferos y de muchas aves muestra una variacion ritmica en la
produccion de 5-HT y MT dependiente de la cantidad de luz y de la oscuridad. Estas

(25)

fluctuaciones se denominan ritmos circadianos pineales (Axelrod y Wuortman) y son las

principales formas de adaptacion a nuestro entorno. (26)
Tanto en animales de mayor actividad nocturna como en aquellos con mayor actividad
diurna, la concentracion maxima de 5-HT en la GP se observa al mediodia (entre las 12-18 h)
y es minima a la media noche, y existe un ritmo inverso en cuanto a la produccién de MT. ©
Estos ritmos circadianos estan relacionados con las variaciones de la actividad de la NAT en
la GP. La actividad de esta enzima es regulada por la inervacion adrenérgica de la glandula a
través de los receptores 3, con estimulacion de la adenilatociclasa (AC) y aumento del AMP
ciclico (AMPc) intracelular. Existen factores enddgenos y ambientales que modulan la
secrecion de MT, tales como el fotoperiodo, de tipo estacionales, de edad y desarrollo, y
secreciones enddgenas, entre otros. La MT producida en la GP es segregada al torrente
sanguineo, principalmente, y al LCR, encontrdndosele en plasma, LCR, liquido amnidtico,
saliva, leche y orina. ® 9 La concentracién plasmatica de MT en seres humanos es de 10 a
300 pg/mL. ¥ Circula unida a la albumina. En todos los vertebrados estudiados la
concentracion de MT en sangre, LCR, orina y saliva exhibe un ritmo circadiano, con valores
nocturnos mucho mas elevados que los diurnos. Durante la escotofase aumenta la
concentracién de MT en el LCR y en el plasma (Figura 6). “” La MT se metaboliza
principalmente en el higado y en el cerebro. En el higado se transforma en 6-
hidroximelatonina (6-HMT), que es conjugada como sulfato o glucurénido. La 6-HMT
conjugada representa un 80% de la excrecion urinaria de derivados de MT. En el cerebro la

MT es oxidada a N-acetil-5-metoxiquinurenina.

9
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Figura 6. Representacion esquemaética del perfil de secrecion de melatonina durante dias
largos (verano) o cortos (invierno). "

En los vertebrados, no s6lo en la GP, en el érgano parietal y en la retina se forma la MT, sino
también en otros 6rganos y células, incluidas la glandula Harderiana, los leucocitos
mononucleares, la piel y el TGI, el cual contiene varios cientos de veces mas MT que la GP.
(7.2 | a MT fue encontrada y reportada en el TGl a mediados de los afios 70 por Raikhlin y
Kvetnoy. @ Posteriormente, se demostré mediante inmunohistoquimica, que la MT es
sintetizada por las células enterocromafines de la mucosa gastrointestinal. * 3 2® Esta
informacion se confirmé afios mas tarde con técnicas como el Radioinmunoensayo (RIA, por
sus siglas en inglés) y la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR). La concentracion
de MT en el TGI supera por 10-100 veces la encontrada en la circulacién sanguinea y su

secrecion en ese sitio se ha propuesto que es mediada por la ingesta y ausencia de alimento.

10
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A diferencia de la GP, el mecanismo de sintesis y secrecion de la MT por el TGI no ha sido
completamente dilucidado. En estudios previos se ha establecido que la MT pineal es
producida e inmediatamente secretada en la circulacion periférica, de manera circadiana, con
concentraciones maximas durante la escotofase; sin embargo, esta secrecién fotoperiddica
no se ha observado en el TGI. En la Tabla 1 ®® se resumen las diferencias en la localizacién
y mecanismo de accion de la MT entre la GP y el TGI.

Tabla 1. Comparacion entre la melatonina pineal y la melatonina gastrointestinal. ¢*

MT GP TGl
Sitio de produccién Pinealocitos Células enterocromafinas del TGl
Modo de secrecion Circadiano Continuo o episodico
Modo de accién Endocrino Endocrino, paracrino o luminar
Modo de liberacion Inmediata En demanda (ingesta de alimentos)
Sobreingesta Decremento Incremento
Respuesta a la ingesta de alimentos | Sin respuesta Incremento

Los niveles de MT en sangre, durante la escotofase, son atenuados si se realiza una
pinealectomia (Px), mientras que los niveles durante la fotofase no se ven alterados.
Numerosos estudios indican que la mayor concentracion de MT en sangre durante la fotofase
es probablemente de origen Gl. Ademas, la Px en ratas no inhibe los niveles diurnos de MT
en sangre, siempre y cuando los animales se mantengan con acceso libre al alimento, pero
cuando el alimento es retirado, las concentraciones detectables desaparecen. Esta relaciéon
entre la ingesta de alimento y la produccion de MT en el TGl ha sido demostrada en
numerosos estudios. % 3%33) pero también, deben considerarse las fuentes alternativas de
MT gastrointestinal como son los microorganismos gastrointestinales o la bilis. ¢

1.2.3 Unién de la MT y sus Funciones Fisiolégicas.

Los efectos de MT son mediados por receptores especificos a MT de alta afinidad. Estos

receptores han sido identificados y caracterizados en varios tejidos por autoradiografia in
11
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vitro y ensayos de afinidad convencional utilizando [***I]-iodomelatonina como ligando. ¢ %
La constante de disociacién de los receptores para |-MT es del rango de 20-200pM. %
Como ya se menciond, la MT produce sus efectos via receptores. A la fecha, tres receptores
de MT (mamifieros) se han clonado, MTy, ©® MT,, ©” o purificado por afinidad, MTs. ©® Los
dos primeros receptores estan acoplados a proteina-G, los cuales se caracterizan por un
dominio de siete hélices transmembranales, mientras que la proteina MT3 pertenece a la

(39)

familia de la quinona reductasas. Estos receptores modulan varios mensajeros

*1. ® El receptor de

intracelulares, entre los cuales tenemos el AMPc, GMPc y el [Ca
melatonin MT; que se expresa en el NSQ del hipotalamo y en los vasos cardiacos participa
en la modulacién de los ritmos circadianos y en la constriccion de los vasos cardiacos.
Ademas de estas regiones especificas, el receptor MT; se expresa en otras regiones del
cerebro y tejidos periféricos. ©® El papel de los receptores de melatonina MT, en la fisiologia
de los mamiferos, asi como sus propiedades de sefializacion, se han hecho mas claras con
el reciente desarrollo de ligandos selectivos a MT,. Se sabe que estos receptores participan
en la fisiologia de la retina en la modulacién de los ritmos circadianos, en la dilatacion de los
vasos cardiacos y en las respuestas inflamatorias en la microcirculacion. ®? Recientemente,
una proteina que muestra un perfil de union similar al del receptor ML,, ahora denominado
MTj;, fue purificada por afinidad del rifion de hamster Sirio. Esta proteina comparte un 95%
de homologia con la quinona reductasa humana 2, una enzima que participa en la
desintoxicacién. Esta proteina y su actividad, revelada mediante ensayos de unidén con

radioligandos y de tipo enzimatico, muestran que se expresa en numerosos tejidos tales

como el higado, rifidn, cerebro, corazon e intestino. De manera funcional, se ha demostrado

12
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gue la proteina MT3 puede estar involucrada en la regulacién de la presiéon intraocular del
conejo y en las respuestas inflamatorias de la microvascularizacién. ¢

Estudios realizados utilizando el radioligando [*?I]-iodomelatonina han revelado la
distribucion de los sitios de unién a MT en tejidos de diversas especies, incluyendo ratones,
ratas y humanos. ® En el estémago, duodeno, yeyuno e fleo asi como en colon distal esta
unién es alta, mientras que en la mucosa oral y el eséfago es baja. La MT se acumula, en su
mayoria, en el TGl por administracion oral o sistémica, particularmente en el estbmago y el
colon. A nivel subcelular, la union de MT es fuerte en la fraccion nuclear, seguida de las
fracciones microsomal, mitocondrial y citosoélica. Algunos otros sitios de unién, aunque baja
con respecto a los ya mencionados, de MT se encuentran en las capas submucosa y
muscularis del musculo liso. Estos hallazgos indican que la MT es producida por las células
enterocromafines (CE) en la mucosa pero puede actuar como hormona paracrina en otras
partes del TGI, por ejemplo en la muscularis. ¥* %9 La accién de MT en el masculo intestinal
puede ser directa o puede actuar via el sistema nervioso mientérico. “Y Ademas de que
Bernoualli-Pellissier en 1994 observé la participacion del sistema nervioso central (SNC) en
la motilidad muscular, demostrando que la MT proveniente del SNC modula la accion de la
colecistocinina (CCK) en la motilidad ileal. Diez afios antes del descubrimiento de la MT en el
sistema digestivo, Quastel y Rahamimoff ® reportaron que, in Vitro, la MT inhibe las
contracciones espontaneas o inducidas por la 5-HT en el duodeno de rata. Estudios
posteriores confirmaron que la MT también inhibe la contraccion del musculo liso en el
estbmago, ileo y colon. Los estudios de Barajas-Lopez también permitieron conocer que la
MT relaja el masculo Gl por el bloqueo especifico de los canales nicotinicos. Ademas de que

MT puede interactuar con canales sensibles a apamina, posiblemente con canales activados
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por Ca**, asi como con canales de potasio (K*). Pero la MT no solo inhibe la contraccion del
musculo intestinal, sino también la estimula. Particularmente en el intestino delgado, Kachi y
cols., en 1999, “? reportaron que altas dosis de MT inhiben la contraccién espontanea o
inducida por la 5-HT del masculo Gl e inducen la elongacién de éste; sin embargo, bajas
dosis de MT estimulan la contraccion intestinal, que resulta en el “acortamiento” (shortening)
del musculo. @

Por otra parte, la MT se encuentra implicada en una gran variedad de funciones fisiol6gicas
aparte de las ya mencionadas, tales como la induccion del suefio, la accion antioxidante, la
prevencion de Ulceras en la mucosa Gl, la inducciéon en la regeneracion del epitelio y la
estimulacién del sistema inmune, ® ® *® solo por mencionar algunas. Cabe mencionar que
gracias a que dicha hormona reduce la latencia del suefio, especialmente cuando el ciclo
circadiano es alterado, es particularmente efectiva en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas, tales como el Alzheimer y el Parkinson, las cuales, como muchas otras,

estan bajo investigacion constante. ("

1.2.4 Melatonina, ingesta de alimentos y digestion.

Se ha observado un cambio en los ritmos biolégicos (como locomocioén, temperatura y el
ritmo de cortisol en sangre) después de la ingesta de los alimentos, debido posiblemente a la
repentina liberacion de MT proveniente del intestino, la cual no es mediada por la GP. En
humanos, la elevacion posprandial transitoria en la concentracion de MT en sangre puede
ser la causa de anestesia experimentada después de comer. Ademas, debido a que se ha
encontrado que la MT produce una disminucion en la temperatura corporal, puede explicarse

el por qué la siesta se realiza principalmente en las areas calidas del mundo. Por otro lado,
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tanto en animales (roedores) como en humanos se ha observado que una dieta baja en
calorias incrementa la actividad antioxidante de la MT, reduciendo asi los efectos producidos

por la edad. 9

1.3 ANALOGOS DE MELATONINA.

Actualmente, la MT no se administra a las personas como profilactico para diversas
enfermedades. Las posibilidades de la melatonina como agente terapéutico en la practica
médica son muy amplias, sin embargo, la vida media de esta sustancia es corta (15-30 min),
hasta el momento no se cuenta con sustancias que puedan diferenciar los receptores a
melatonina que se han identificado hasta el momento (MT1, MT,, MT3), se desconoce el
mecanismo de accion por el cual la MT transmite su mensaje de duracion del dia, siendo
éste el responsable de las respuestas fotoperiddicas y, hasta ahora, no se han obtenido
compuestos que actlien in vivo de manera semejante o mejor que la MT. ?®

Por lo anteriormente expuesto y en un intento de dar solucién a los inconvenientes que
posee la MT, se sintetizan compuestos con propiedades biologicas similares a las de la
hormona. Una tactica para la obtencién de estos compuestos consiste, inicialmente, en la
identificacion de los atomos o conjunto de atomos causantes de la actividad biologica para,
posteriormente, modificar algdn o algunos de estos atomos con el fin de mejorar las
propiedades bioldgicas de la sustancia prototipo. 2

En un estudio realizado con analogos de MT se observo que para la interaccién de la
hormona con su sitio receptor son esenciales los grupos 5-metoxilo, el grupo acetamido y el

anillo aromatico de tipo inddlico, dependiendo la actividad biologica de la MT de estos

componenetes farmacoféricos. Se realizaron modificaciones en la posicion 1 del anillo
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inddlico de la estructura de MT mediante la incorporacién de sustituyentes bencilo, benzoilo y
fenilo sustituidos. El andlogo utilizado en este estudio esta basado en esta investigacion

previa. @

1.4 EL MUSCULO LISO INTESTINAL.

Como se puede ver y de acuerdo a la gran cantidad de estudios que se han realizado de la
MT, los modelos experimentales en tejido aislado han sido de gran utilidad para los
investigadores. El musculo liso intestinal se ha utilizado como modelo experimental desde

1965 hasta la fecha para estudiar el efecto de MT “In-Vitro”.

1.4.1 Anatomia del intestino delgado.
El intestino delgado en humanos es un tubo que mide alrededor de 3-4 metros de longitud.

Se divide en tres partes, la primera que continda directamente al estbmago y rodea la cabeza

del pancreas se llama duodeno (por su longitud de doce pulgadas). Las % partes siguientes

es el yeyunoy las % partes finales constituyen el fleo (Figura 7). ¥ Esta division obedece a

criterios morfolégicos, histologicos y funcionales: 1) El duodeno es retroperitoneal y esta fijo a
la pared posterior del abdomen, mientras que el resto del intestino delgado se encuentra libre
en la cavidad abdominal, sujeto Unicamente por el peritoneo, 2) El didmetro intestinal es
mayor en la parte proximal que en la distal, siendo doble en el duodeno y el yeyuno que en el
ileo terminal, 3)Las capas mucosa y submucosa del intestino poseen unos pliegues llamados
valvulas conniventes que son mayores y mas abundantes en el duodeno y el yeyuno,

desapareciendo practicamente en el ileo terminal, y 4) En el ileo existen unos agregados de
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tejido linfoide (placas de Peyer) que no estan presentes en el intestino proximal. Tienen

caracter “defensivo” y se van atrofiando con la edad.

e

= ESTOMAGO

Duodeno .
Fijo 25 cm ' '

ciego
mesenterio

Ileo LONGITUD: 3 metros
Mévil 160 cm

Figura 7. Anatomia del intestino delgado, en la cual se muestras los tres principales
segmentos en los que se divide. “%
1.4.2 Histologia.
El intestino delgado esta constituido por varias capas “® (Figura 8) “%:
1. Serosa externa, formada por el peritoneo, que recubre el yeyuno y el ileo y sélo en la
parte anterior al duodeno.
2. Capa muscular doble, longitudinal en la parte externa y circular en la interna. Entre
ambas se encuentra el plexo nervioso de Auerbach.
3. Capa submucosa de tejido conectivo, infiltrada de linfocitos, macrofagos, mastocitos,
eosindfilos y células plasmaticas. En esta capa se encuentran los vasos sanguineos y

linfaticos y el plexo nervioso de Meissner. En la zona proximal de esta capa se
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encuentran las células de Brunner, cuya secrecion mucosa y alcalina protege al
duodeno del quimo acido que sale del estbmago.

4. Capa mucosa, que se divide en tres zonas: a) muscularis mucosae (muscular de la
mucosa), que es una fina lamina de mdusculo liso que separa la mucosa de la
submucosa; b) lamina propia, que es el tejido conectivo que actla como soporte
estructural de las vellosidades intestinales, de los vasos y de los nervios; c) epitelio,
gue cubre interiormente todo el intestino y tiene la funcion fundamentalmente de

absorcion.

pliegues

muscul

gldndulas vellosidades
submucosas S

Figura 8. El intestino delgado y sus diferentes capas. “**
El intestino dispone de varios mecanismos (valvulas conniventes, vellosidades intestinales y
microvellosidades) para aumentar su superficie interna y lograr de este modo una mayor area
de absorcién. Mediante estos mecanismos, posee una superficie de aproximadamente 200-
300 m? Ademaés, el tejido intestinal posee uno de los mayores indices mitéticos y
metabdlicos de nuestro organismo. Por estas caracteristicas los procesos de absorcion

tienen lugar fundamentalmente en las zonas apicales del enterocito, mientras que los
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procesos de secrecion son mas abundantes en el fondo de las criptas. El riego sanguineo
llega al intestino delgado por la arteria mesentérica superior (duodeno), en el tronco celiaco y
la mesentérica inferior (ileo terminal), que se ramifican en finos capilares en la zona
subepitelial de las vellosidades intestinales. También, existe una rica red de vasos linfaticos
gue comienzan en las propias vellosidades intestinales y que participan en el transporte de

varias sustancias (Figura 9). “%

Epitelio cilindrico

Capilar linfdtico

VELLOSIDAD - Red capilar

arferiovenosa

Gldndula intestinal

CRIPTA
Celulas caliciformes
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arteriola
vénula

vaso linfdtico
Figura 9. El epitelio intestinal. “*
1.4.3 Tipos celulares de la mucosa del intestino delgado.
Los tipos de células que se encuentran formando la mucosa del intestino delgado se

muestran a continuacién “® (Tabla 2) “°):
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Tabla 2. Tipos celulares presentes en la mucosa del intestino delgado y sus caracteristicas.

(45)

Tipos celulares

Caracteristicas

Células epiteliales.

Células de Paneth.

Células calciformes.

Células endocrinas.

Células pertenecientes al
sistema inmunoldgico.

Tienen fundamentalmente una funcidén de absorcion y reciben el
nombre de enterocitos.

Son también células epiteliales, pero tienen menos
microvellosidades que las anteriores. Segregan lisozima y son
ademas células fagocitarias, regulando la poblacion bacteriana
intestinal.

Son sintetizadoras y secretoras de moco. Estan repartidas a lo
largo de todo el tubo digestivo. En el duodeno, las células de
Brunner también segregan moco.

También llamadas sistema endocrino intestinal, en el que se
encuentran diferentes tipos de células que sintetizan todo tipo
de hormonas: gastrina, secretina, glucagon, somatostatina,
histamina, serotonina, sustancia P, calcitonina, prostaglandinas,
péptido natriurético, etc. En general, las células endocrinas y
nerviosas actian como censores, mientras que las hormonas y
los neurotransmisores secretados por ellas lo hacen como
mensajeros. Se puede decir que las células endocrinas en las
criptas intestinales, las células nerviosas en los plexos
submucoso y mientérico y los nervios vagos, permiten la
funcion perfectamente coordinada, actuando mediante
mecanismos de naturaleza paracrina, neurocrina o endocrina.
Como los linfocitos, macréfagos, células plasmaticas,
monocitos, eosinofilos, macrofagos especializados
denominados células M, etc. Estan dispersas por todo el tubo
digestivo.

1.4.4 Secrecién intestinal.

Todas las células descritas anteriormente intervienen en la funcion del aparato digestivo, bien

mediante sus secreciones, 0 bien gracias a sus facultades de absorber o digerir el contenido

intestinal. En condiciones normales se segregan alrededor de 1-2 L al dia de este fluido

hidrico que es isotonico y alcalino, y que procede fundamentalmente del epitelio de la base

de la vellosidad, que se invagina y forma unas bolsas que se abren a la luz mediante poros:

son las criptas intestinales de Lieberkiihn, éstas tienen varias funciones: facilitan el transito

intestinal al diluir el quimo y actuar como un vehiculo acuoso donde se diluyen las particulas
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alimenticias; ademas, hace posible el acceso de las enzimas digestivas al quimo. A

continuacion se presentan las principales secreciones que encontramos en el intestino (Tabla

3) “2:
Tabla 3. Las diferentes secreciones intestinales y sus caracteristicas. “°
Secrecion Caracteristicas
intestinal
Moco Son glucoproteinas que forman geles en disolucion. Su funcién es
proteger la mucosa intestinal y facilitar el transito intestinal.
Enzimas No se segregan a la luz intestinal, sino que permanecen ancladas a la
membrana celular con sus lugares activos expuestos al quimo.
Hormonas Regulan la secrecion, la absorcion y la motilidad intestinal.
Inmunoglobulinas Regulan la flora intestinal y actian sobre los posibles agentes
patbgenos invasores. Son  especialmente  importantes la
inmunoglobulina M (IgM) y la inmunoglobulina A (IgA).

También deben considerarse las secreciones pancreatica y biliar, que, aunque es elaborada
fuera del intestino, son vertidas en él y colaboran en la digestién. ©®

1.4.5 Procesos digestivos intestinales.

La digestion y la absorcidon intestinales son procesos muy rapidos, ya que una comida
compleja puede ser digerida y absorbida en aproximadamente 3-4 horas (aunque esto
depende de las caracteristicas de los nutrientes). Los alimentos sufren el efecto de la saliva,
el jugo gastrico y, en el duodeno, el de las secreciones pancredtica y biliar, de forma que el
guimo intestinal esta compuesto por: agua, derivados de los hidratos de carbono,
compuestos proteicos y sus derivados, sustancias derivadas de las grasa, iones (tanto
procedentes de la dieta como segregados en los jugos digestivos), vitaminas hidrosolubles y

liposolubles, y fibra. ElI 85-90% de las sustancias que atraviesan el aparato digestivo son

absorbidas. De éste porcentaje, el 80% se absorbe en el intestino delgado. “®
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1.4.6 Motilidad del intestino delgado.

La motilidad del intestino delgado tiene dos finalidades: 1) facilitar la digestion y la absorcion
de los alimentos favoreciendo la propulsion del quimo, y 2) una funcién defensiva, impidiendo
la proliferacion bacteriana y reduciendo el tiempo de contacto de algunos componente
agresivos de la dieta. Durante la fase digestiva, la actividad motora garantiza la mezcla, la
absorcién y la propulsién del alimento y las secreciones gastrointestinales. “® La mezcla se
realiza mediante contracciones que parecen dividir al intestino en segmentos (movimientos
segmentarios), durante las cuales el contenido intestinal se desplaza a ambos lados de la
contraccion para volver a quedar en el mismo lugar cuando se produce la relajacion. La
frecuencia de estos movimientos es la que determina las ondas lentas. La propulsion se
favorece por la contraccion de la pared intestinal, la cual disminuye el radio y aumenta la
presién intraluminal, y por la relajacion de la zona contraida, que expande la luz y reduce la

presién intraluminal durante el paso de la masa propulsada “” (Figura 10).“®

Durante comidas @(‘5

MEZCLA AVANCE

Movimiento pendular Segmentacion Peristalsis

(LR - =YW

*d

-4
i

D "
Contraccidn por detrds
Relajacién por delante

Figura 10. Secuencia de relajacién y contraccion que facilitan la propulsién en los
movimientos peristalticos. “®
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Durante la fase interdigestiva, el intestino delgado, que debe mantener la luz intestinal vacia,
no esta en reposo, sino que mantiene contracciones peridédicas que progresan distalmente,
propulsando los residuos y evitando asi el estacionamiento de secreciones y una excesiva
proliferacién bacteriana. “® 4"

1.4.7 Control nervioso de la motilidad del intestino delgado.

El tracto digestivo se caracteriza por contener en sus paredes una compleja red nerviosa que
constituye el sistema nervioso entérico. Los plexos mientérico (dispuesto entre las capas
circular y longitudinal del musculo liso) y submucoso (situado entre la muscular de la mucosa
y la capa circular del masculo liso) forman parte de este sistema. Asi como las denominadas
células de Cajal, que se encuentran dispuestas en forma de dos plexos poco densos
asociados con el plexo mientérico y las fibras lisas circulares, respectivamente. Las fibras
nerviosas extrinsecas estan representadas por fibras parasimpaticas y simpaticas, en su
mayoria posganglionares. Estas fibras forman sinapsis con los plexos intramurales, a los que
conectan entre si (Figura 11). “® La pared del tracto digestivo también posee receptores que
detectan cambios mecanicos o quimicos, y que transmiten dicha informacion a través de vias
aferentes sensitivas. De esa forma se organizan circuitos reflejos que viajan en su mayor
parte a través de nervios mixtos constituidos por fibras aferentes sensitivas y eferentes
motoras, como los nervios vagos, los esplacnicos y otros nervios autbnomos. Asi, el SNC es
informado permanentemente sobre los cambios que se producen en el tracto digestivo y que
influyen en la conducta motora de éste, ademas de que puede modificar las funciones
digestivas a través del circuito reflejo vagovagal y originar respuestas motoras que resultan
de la inhibicién o la activacion de impulsos colinérgicos o de la activacion de vias no

adrenérgicas-no colinérgicas, las cuales son generalmente inhibidoras. "
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MUSCULARIS
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Figura 11. El diagrama muestra las capas de la pared de intestino delgado. La capa mucosa
tiene el epitelio y el tejido conectivo subepitelial con capilares y glandulas. La capa
submucosa tiene vasos y el plexo nervioso submucoso de Meissner y una delgada capa de
musculo liso longitudinal que es la muscularis mucosa. La capa muscular constituida por una
capa circular interna y una longitudinal externa. Entre las dos capas se encuentra el plexo
mientérico de Auerbach, la capa externa es la serosa peritoneal. Por el mesenterio entran y
salen las arterias, venas, los vasos linfaticos y los nervios. “®

1.4.8 Actividad eléctrica del musculo liso intestinal.
El muasculo liso intestinal presenta una actividad eléctrica en forma de ondas lentas y

descargas de potenciales de accién o potenciales de espiga (Figura 12) “®.
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Figura 12. Actividad eléctrica y mecanica del musculo liso que muestra la relacion entre las
fluctuaciones del potencial de membrana y la actividad contractil. “®)

Las ondas lentas son oscilaciones del potencial de membrana que estan presentes aun en
ausencia de actividad motora. Estas ondas han sido registradas en muchas especies
animales, y recibieron distintas denominaciones, como ritmo eléctrico basal (REB), potencial
de marcapaso o actividad de control eléctrico. Son responsables de la actividad eléctrica
espontédnea del musculo liso del tracto digestivo. Estan constituidas en cuatro fases (Figura
13) “9)

- Fase 1, de despolarizacién répida, indica la activacion de canales de Ca?
dependientes de voltaje, con el cual se produce su ingreso al interior celular.
Fase 2, de repolarizacion parcial, se debe a la inactivacién transitoria de la corriente

de Ca®* dependiente de voltaje y a la activacién de una corriente de salida de K*, que

seria también dependiente de voltaje.
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Fase 3, de meseta, es producida por la activacion sostenida de la corriente de entrada
de Ca*" dependiente de voltaje y de la corriente de salida de K* dependiente de
voltaje, con lo cual se produce un balance entre ambas.

Fase 4, de repolarizacion, es ocasionada por la inactivaciéon lenta de la corriente de

entrada de Ca®" y el aumento de la conductancia del K* provocado por la elevacion de

la concentracion intracelular de Ca?*.
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Figura 13. Hipotesis para el mecanismo de las ondas lentas: fase 1, despolarizacion; fase 2,
repolarizacion parcial; fase 3, meseta; fase 4, repolarizacién. “°

Los potenciales de espiga se producen espontdneamente cuando las oscilaciones del
potencial de membrana se hacen menos negativas y, cuanto mas se eleva éste, mayor es la
frecuencia de descarga. Durante estos potenciales aumenta considerablemente el ingreso de
Ca?*, lo cual inicia los fenémenos que determinan la contraccién muscular. “”

En términos eléctricos la actividad ciclica intestinal se denomina complejo mioeléctrico

interdigestivo (CMI), y presenta su equivalente mecanico. El CMI est& constituido por 4 fases
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gue se repiten periédicamente cada 90-120 min y se diferencian entre si por el porcentaje de
ondas lentas que van seguidas de potenciales de accién:

e Fase I. Es un periodo de reposo, donde las espigas estan ausentes. Su duracion es
de aproximadamente 50 min y ocupa el 40-60% del CMI.

e Fase Il. En esta fase se registran espigas esporadicas o intermitentes. Dura alrededor
de 30 min y ocupa el 20-30% del complejo.

e Fase lll. Es la fase mas caracteristica, donde las ondas lentas se acompafan de
potenciales de accion y éstos alcanzan su maxima frecuencia. Su duracién es de 6-10
min, y ocupa el 50% del CMI. La velocidad de migracién media de la actividad de esta
fase es de 4-6 cm/min en la primera parte del intestino delgado y desciende a 1-2
cm/min en el ileo terminal.

e Fase |V. Constituye un periodo transitorio de reposo; es una fase irregular, su
duracion es de alrededor de 2-4 min y ocupa el 0.5% del CMI.

La duracion de la fase lll es relativamente constante, pero la de las otras varia de ciclo a
ciclo.

Por otro lado, la actividad motora ciclica (complejo motor migratorio interdigestivo o CMM) en
cualquier nivel del intestino delgado tiene cuatro fases bien definidas, que se reciclan
continuamente, hasta que son interrumpidas por las comidas. Se correlaciona con las fases
de actividad eléctrica o CMI (Figura 14): ®®

o Fase Il. Es una fase quiescente, con poca o nula actividad.

o Fase Il. Se caracteriza por una actividad motora irregular e intermitente, que se torna

mas intensa cerca del final de esta fase. Durante ella se han visto dos patrones
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diferentes de motilidad. Uno consiste en rafagas de una o pocas contracciones que
alternan periodos cortos de reposo. Esta actividad se repite a intervalos periédicos de
1 6 2 min. Las contracciones de estas rafagas pueden ser segmentarias o progresivas.
El segundo patron consiste en contracciones peristalticas sencillas que se propagan a
la misma velocidad de las ondas lentas.

o Fase Ill. También, llamada frente de actividad, consiste en una actividad ritmica a
rafagas, que dura varios min y migra distalmente. Las ondas de contraccion del frente
de actividad son altamente propulsivas y se propagan a la frecuencia de las ondas
lentas (2 cm/s).

o Fase IV. Con un corto periodo desigual de contracciones intermitentes que da paso a
la fase I. Muchos autores ignoran esta fase IV por su inconstancia, y consideran el
ciclo dividido en las tres fases restantes.

En el intestino delgado, el complejo motor o actividad mioeléctrica comienza en el duodeno y
lentamente migra a lo largo del mismo, con lo que un nuevo ciclo comienza en el estémago.
El mecanismo de iniciacidbn y migracidon es complejo, pero parece estar controlado por

mecanismos entéricos neuronales. “¢
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Figura 14. Registros de presion multiple en el intestino delgado que demuestran el CMM. El
CMM consta de cuatro fases diferentes, las cuales se detallan en el texto. ©°

1.4.9 Patrén de motilidad postingesta.

La comida interrumpe el ciclo interdigestivo, siendo éste remplazado por un patrén de
actividad eléctrica y mecénica irregular y sin relacion. La duracion y la intensidad de esta
interrupcién dependen y son proporcionales al valor cal6rico, la composicién quimica y las
propiedades fisicas del alimento. Después de una comida, cuando el CMM reaparece,
transcurridas pocas horas, la actividad de la fase Ill generalmente empieza en el yeyuno o el
ileo, y los ciclos subsiguientes empiezan ya normalmente en el duodeno proximal. Durante
esta fase pueden ocurrir contracciones intermitentes, pero no existe ningdn ritmo ciclico. “®
1.4.10 Vaciamiento del intestino delgado.

La union entre el intestino delgado y el colon es el esfinter ileocecal o valvula de Bahuin, que

regula la entrada del quimo en el intestino grueso. Normalmente este esfinter esta cerrado,
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pero las contracciones peristalticas del ileo terminal hacen que se relaje, y pase al colon
parte del quimo. También existen reflejos de largo alcance que hacen que el contenido del
intestino delgado pase al intestino grueso, como el reflejo gastroileal, que hace que después

de una ingesta, se estimule el vaciamiento del ileo. “®
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CAPITULO II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Una vez que conocemos los antecedentes del trabajo, y con base en esto, la hipotesis y
los objetivos son los siguientes:

3.1 HIPOTESIS

Si la MT y el analogo M1A disminuyen la contraccién del musculo liso duodenal y en este
evento participan los receptores a MT, entonces, este comportamiento sera revertido por
un antagonista de receptores a MT, como lo es el LUZ.

3.1.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

1. La MT y el andlogo M1A inhiben los movimientos espontaneos del muasculo liso
duodenal de forma dosis dependiente.

2. El LUZ revierte los efectos de MT y M1A.

3. El efecto de MT y M1A se inhibe en presencia de LUZ.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Comparar y evaluar el efecto de MT y del analogo M1A en el masculo liso duodenal.

3.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Registrar la actividad eléctrica espontanea del duodeno.

2. Registrar la actividad eléctrica del duodeno con aplicacion de MT, Luzindol (LUZ) y el
anélogo 1-N-benzilmelatonina (M1A) en forma independiente.

3. Comparar el efecto de MT en presencia de LUZ en duodeno.

4. Comparar el efecto de M1A en presencia de LUZ en duodeno.

5. Comparar el efecto de MT en presencia de M1A en duodeno.
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CAPITULO Ill. MATERIAL Y METODOLOGIA
3.1. MATERIAL
e REACTIVOS.
Cloruro de sodio (Merck)
Bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich)
Cloruro de potasio (J.T. Baker)
Sulfato de magnesio (Mallinckrodt)
Cloruro de calcio (Merck)
Fosfato de potasio (Mallinckrodt)
Glucosa monohidratada (Sigma-Aldrich)
Agua destilada (UNAM F.Q. Departamento de Farmacia)
Melatonina (Sigma-Aldrich)
Tween 80 (Merck)
Anélogo M1A de Melatonina (Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica)

Luzindol (Sigma-Aldrich)

e MATERIAL ADICIONAL Y EQUIPO.
Cajas Petri y Pirex
Equipo de diseccion marca Miltex
Micropipetas de 10ul, 20-200ul y de 100-1000ul (Transferpette)
Frasco de doble pared con chaqueta (2L)
Aguijas e hilo
MP 100 BIOSYSTEMS - BIOPAC con su respectivo software
1 Computadora (PC) (Dell)
Tres camaras de bafio

Recirculador de agua (Circon)
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3.2. METODO.
l. Preparacion de las sustancias:
e Solucion Fisiolégica Artificial Ringer-Krebs (SFARK):
Las soluciones stock se prepararon como sigue:

Se prepard 1 L de solucion de NaCla 1 M, 1 L de NaHCO3; a 0.1 M, 100 mL de KCI
alM, 100 mL de KH,POsa 1M, 100 mL de MgSO,a 1My 100 mL de CaCl, a1l M.

Consecutivamente se tomaron alicuotas de cada una de las soluciones stock para
obtener una solucién final que contenia: Glucosa a 11 mM, NaCl a 20 mM, NaHCO3; a
120 mM, KCl a 4.6 mM, KH,PO4 a 1.2 mM, MgSOsa 1.2 mM y CaCl; a 1.5 mM.

e Solucion vehiculo:

Como vehiculos para los compuestos a estudiar, es decir, la MT, el Luzindol (LUZ)
y el analogo M1A se utilizaron Tween 80 al 5% (vehiculo 1) y Dimetilsulfoxido (DMSO)
al 100% (vehiculo 2). Para realizar la curva de cada uno de los vehiculos se utilizaron
2 mL de solucion, en el caso del Tween 80 al 5% ésta se prepar6 con 100 pL de
Tween 80 y el resto de agua destilada.

e Sustancias:

La solucién stock de MT se prepardé a una concentracion de 43.05 mM y la del
analogo M1A a 31.06 mM. La solucion stock de LUZ se prepard a una concentracion
de 34.2 mM.

Il. Material bioldgico:

Los experimentos a realizar fueron en tejido duodenal. Se utilizaron 9 ratas macho
adultas cepa Wistar, adquiridas en Harlan México, S.A. de C.V., con un peso
aproximado de 180-230g, las cuales permanecieron en cajas de policarbonato (de 40 x
30 x 20 cm) transparentes, con alimento y agua de forma libre e ininterrumpida, y por
un periodo aproximado de una semana para su adaptacion y posterior utilizacion. Se

obtuvieron 27 tejidos duodenales en condiciones de ayuno por 8 horas.
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[l Experimentos:

Previo a la diseccion de las ratas, se inician el equipo, el recirculador de agua y el
bafio maria. Se fija la temperatura del bafio maria de tal manera que el agua contenida
en las camaras del sistema convencional “In vitro” para tejido aislado y que estara en
contacto con la SFARK se encuentre a 37 + 0.5°C. Se verifica que el agua recircule de
manera adecuada sin formacion de burbujas en el interior de las chaquetas que
recubren las camaras.

En lo que se estabiliza la temperatura, se procede a preparar la SFARK, como se
menciona arriba. Los registros digitales de actividad de los segmentos de tejido se
obtienen y analizan utilizando el software AcgKnowledge del Sistema BIOPAC. La

escala de calibracion es de 1cm de desplazamiento y 5 min de registro (Figura 15).
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Figura 15. Calibracién.

Se deben calibrar los canales a utlizar antes de cada registro (Anexo).
Posteriormente, se pesan y marcan las ratas. Se sacrifican por dislocacién cervical
para obtener el tejido a utilizar. Se cortan aproximadamente 5 cm de tejido intestinal,
partiendo del duodeno hacia adelante, es decir el segmento proximo al estbmago, para
obtener de ahi segmentos de 1 cm. A cada uno de los segmentos se le realizan dos
suturas, equidistantes, con ayuda de hilo y aguja, sin perder de vista la parte proximal
al estbmago. Las suturas nos sirven para sujetar el tejido en la cAmara de vidrio y en
un ganchillo que se encuentra ubicado en el transductor del equipo. Se colocan los
tejidos inmediatamente en el interior de las camaras que deben contener un volumen
de 10 mL de SFARK a 37°C (Figura 16). La parte proximal al estbmago se coloca

hacia la parte superior de la cAmara, sujetandola al transductor, y la parte inferior se
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sujeta a la base de la misma. El transductor se encuentra montado previamente sobre

un soporte de bronce el cual cuenta con un tensor milimétrico y con el que se puede
controlar la tension ejercida al tejido, el transductor a su vez esta conectado a un
modulo de interfase universal (BIOPAC Systems) el cual esta acoplado a la unidad de
adquisicion de datos (BIOPAC Systems). La tension que se aplica a los tejidos es de 1
g. En estas condiciones deben mantenerse los tejidos para que se estabilicen,
alrededor de 45 min antes de iniciar el experimento y realizando varios lavados

durante este tiempo.

Figura 16. Camara de vidrio para tejido aislado convencional.
Una vez transcurrido ese tiempo se registran 5 min previos a la administracion del
farmaco, es decir el tiempo basal, y 5 min post — administracion de las sustancias a
estudiar, con los parametros de calibracion, oprimiendo el botén de “Start” en la PC (el
cual debe estar en color verde, y una vez que se inicia el registro cambia a “Stop” y color
gris). En el caso particular de las curvas en las cuales se estudian dos farmacos, uno
preincubado y otro afiadido al término de dicha incubacion, el primero se afiade al sistema
15 min antes (preincubacion) de los 5 min correspondientes al tiempo basal y el segundo
al término de esos 15 min y registrdndose 5 min de post-aplicacion (se va a tener un total

de 20 min de registro para este tipo de curvas). Al término del registro se toma nota de las
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sefales obtenidas (la forma de las ondas) y se guarda el registro como archivo en la

memoria interna de la PC. Los datos de frecuencia (FREC), amplitud (AMP) y area bajo la
curva (ABC) generados por el experimento son registrados en tiempo real para su
posterior andlisis en la PC mediante la utilizaciéon del software AcgKnowledge V3.8.1
(BIOPAC Systems). Posteriormente, los datos se vierten en una hoja de célculo
(Microsoft-Excel) para obtener los promedios y con éstos calcular el porcentaje de
respuesta maxima de cada uno de los parametros para poder graficarlos y asi obtener
una CDRG. Con esta curva se calcula la concentracion de inhibicién al 50% (Clsg).
Experimento 1. Efecto del vehiculo 1 (Tween 80 al 5%) sobre la actividad espontanea del
duodeno. En este experimento se utiliza el vehiculo 1 al 5% ya que en pruebas piloto se
determind que a ésta concentracion dicho vehiculo no influye en la respuesta del tejido y
las sustancias de estudio se disuelven 6ptimamente en €l. En la Tabla 4 se muestran los
volumenes ocupados de dicho compuesto para la realizacion de la curva correspondiente,
para la cual, se registran 5 minutos basales y 5 min post-aplicacion del vehiculo.
Tabla 4. Volumenes utilizados para la curva del vehiculo 1.

Concentracion del Volumen

vehiculo 1 [pL]
10
20
40
80

160
320

5%

Experimento 2. Efecto del vehiculo 2 (DMSO al 100%) sobre la actividad espontanea del
duodeno. En este experimento se utliza el vehiculo 2 al 100%, ya que a una
concentracion mas baja del mismo, el LUZ no se disuelve completamente, tiende a
precipitarse. En la Tabla 5 se muestran los volumenes ocupados de dicho compuesto
para la realizacidén de la curva correspondiente, para la cual, se registran 5 min basal y 5

min post-aplicacion del vehiculo.
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Tabla 5. Volumenes utilizados para la curva del vehiculo 2.

Concentracion del Volumen
vehiculo 2 [pL]
5
5% 20
80

Experimento 3. Efecto de la Melatonina (MT) sobre la actividad espontanea del duodeno.
En este experimento se utilizan concentraciones bajas de MT (0.65 pug/mL — 7.5 pg/mL),
ya que se ha reportado que a dichas concentraciones la hormona causa contraccion del
tejido duodenal, y altas (10.0 ug/mL — 320 pg/mL), pues con éstas se consigue la
relajacion del tejido “ 5. En la tabla 6 se muestran las concentraciones utilizadas de
dicho compuesto para la realizacion de la curva correspondiente, para la cual se registran
5 min basal y 5 min post-administracion del compuesto. La MT se disolvio en el vehiculo
1.

Tabla 6. Concentraciones utilizadas para la curva correspondiente a MT.
Concentracion de MT [pg/mL]
0.65
1.25
2.5
5.0
7.5
10
20
40
80
160
320

Experimento 4. Efecto del andlogo M1A sobre la actividad espontanea del duodeno. En
este experimento se utilizan las mismas concentraciones del analogo M1A que se
probaron con MT, bajas (0.65 ug/mL — 7.5 ug/mL) y altas (10.0 pg/mL — 320 pug/mL), ya
gue se desea comparar el efecto de dicho compuesto con el de MT. Se registraron 5 min
basal y 5 min post-administracion del compuesto. El analogo M1A se disolvié en el

vehiculo 1.
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Experimento 5. Efecto del antagonista Luzindol (LUZ) sobre la actividad espontanea del
duodeno. En este experimento se utliza el antagonista a MT, el LUZ. Para este
experimento y los siguientes se emplean solo tres concentraciones de prueba: 5 pg/mL,
20 ug/mL y 80 ug/mL, para realizar la curva correspondiente, en la cual se registran 5 min
basal y 5 min post-administracion del compuesto. El LUZ se disolvié en el vehiculo 2.
Experimento 6. Efecto del antagonista LUZ + MT sobre la actividad espontanea del
duodeno (LUZ preincubado). En un estudio realizado por Drago y col., ®® en el cual se
desea conocer la actividad de la MT en el intestino, el LUZ se administra al roedor 15 min
antes de administrar la MT. Por lo que en este experimento se realiza algo similar al
anadir al bafio donde se encuentra el tejido aislado el LUZ 15 min antes de afiadir la MT y
asi observar qué es lo que sucede con la actividad de la hormona en presencia de dicho
antagonista y compararla con aquella que presenta cuando se afiade sola en el sistema.
Se utilizan las mismas concentraciones para ambos compuestos: 5 ug/mL, 20 pg/mL y 80
ug/mL.

Experimento 7. Efecto del antagonista LUZ + el andlogo M1A sobre la actividad
espontanea del duodeno. Aqui se procede igual que en el experimento anterior. Se desea
conocer qué es lo que sucede con la actividad del analogo en presencia de LUZ, para
compararla con aquella que presenta cuando se afiade solo al sistema.

Experimento 8. Efecto del analogo M1A + MT sobre la actividad espontdnea del
duodeno. Nuevamente se procede como en los experimentos anteriores, solo que en este
caso el anadlogo M1A es el que se preincuba 15 min antes de afadir la MT al sistema
convencional aislado. De esta manera se conocera la actividad de la MT en presencia del
analogo M1A y se comparara con aquella que presenta cuando se afiade sola en el

sistema.
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V. Método estadistico para el analisis de datos.

La prueba de hipdtesis se basa en los valores estimados de parametros como la
desviacion estandar (DS) y/o promedio poblacional. En ésta se manejan dos hipétesis
conocidas como nula y alterna. Las pruebas de hipétesis de dividen en pruebas
paramétricas, que se aplican a variables continuas con una distribucion normal dentro de
las cuales podemos mencionar el andlisis de varianza o ANDEVA, y pruebas no
paramétricas, las cuales no utilizan los valores de promedio o desviacién estandar. %
Andlisis de Varianza (ANDEVA).

En ocasiones es necesario poner a prueba la hipétesis en donde se consideran mas de
dos poblaciones simultaneamente y comparar las medias de mas de dos poblaciones
cuando se trabaja con una variable que se distribuye normalmente. El método que permite
hacer estas comparaciones, llamado andlisis de varianza o ANDEVA, es de hecho una
coleccion de métodos para la prueba de hipotesis sobre dos o mas medias. El tipo de
analisis de varianza que se aplica en cada caso depende de como estén relacionados los
elementos de cada muestra con los de otras. Por ejemplo, si se desea aplicar el analisis
de varianza al caso de dos medias, se debe usar un método de la coleccion si las
muestras son independientes y otro si son pareadas. Para nuestro fin, se utilizé el analisis
de varianza en dos vias o Disefio en Bloques Aleatorizados Completos, el cual nos
permite averiguar si hay diferencias entre mas de dos medias poblacionales comparando
la variabilidad entre muestras (explicada por la hipbtesis de investigaciéon Hi,) con la
variabilidad dentro de muestras (no explicada por Hin) y, ademas, toma en cuenta todas
las variables externas (también llamada exdgenas o extrinsecas) que puedan influir
fuertemente sobre el resultado del experimento. La prueba de ANOVA fue empleada para
los parametros correspondientes a los resultados de FREC, AMP y ABC, con un nivel de
significancia de 5% o P = 0.05, ya que en los estudios de grupos multiples es deseable

conocer si hay o no una indicacién de significancia. Posteriormente al calculo del
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ANDEVA, se empled una prueba complementaria al andlisis, que en este caso fue la

prueba de Tuckey, la cual se aplica cuando se rechaza la hipétesis nula de igualdad de
medias y se afirma que por lo menos dos de las medias difieren entre si, pero no se sabe
cudles son, entonces aplicamos esta prueba para saber cuales parejas de medias son
significativamente distintas. También, en algunos casos puede aplicarse esta prueba
cuando, antes de efectuar el ANDEVA se cree que vale la pena comparar entre si algunos

pares de medias muestreales para ver si difieren en forma significativa. %
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CAPITULO IV. RESULTADOS.

Una vez obtenidos los registros de la actividad eléctrica espontanea del tejido
duodenal aislado en la PC, se cuantificaron los siguientes parametros:
Frecuencia (FREC en Hz.), Amplitud (AMP en cm.) y Area Bajo la Curva (ABC,
en cm?) por medio del software AcqKnowledge del Sistema Biopac, obteniendo
asi sus datos cuantitativos.

Experimento 1. Efecto del vehiculo 1 (Tween 80 al 5%) sobre la actividad

espontanea del duodeno.

80pL,

160pL
o ‘ M’LUWMMW
1 min 320uL

Figura 17. Registro obtenido con la aplicacion de la solucion vehiculo 1, basal y
post administracion. La flecha, asi como la linea punteada, indican el momento
de la aplicacion a las diferentes concentraciones sefialadas.
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Con el registro anterior se obtienen los parametros cuantificados, los cuales se

muestran en la Tabla 7 y Gréfica 1.

Tabla 7. Porcentaje de respuesta obtenida con la administracion del vehiculo 1
y los valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion, tomando a la
respuesta basal como el 100% (n=3)

Porcentajes promedio con aplicacion del vehiculo 1

FREC AMP ABC
Volumen basal post- % basal post- % basal post- %
en uL aplicacion aplicacion aplicacion
10 0.3055| 0.2753 90.10 |0.1560| 0.1529 98.04 |0.4872| 0.4532 93.01
20 0.2744| 0.2702 98.47 |0.1954| 0.1980 [101.33|0.6112| 0.6074 99.37
40 0.2911| 0.2957 |101.60/0.1836| 0.1703 92.78 [0.4093| 0.3690 90.15
80 0.2989| 0.2766 92.52 |0.1611| 0.1468 91.12 |0.3423| 0.3178 92.84
160 0.3041| 0.2978 97.93 |0.1428| 0.1326 92.85 |0.2673| 0.2489 93.10
320 0.3095| 0.2976 96.17 |0.1352| 0.1248 92.34 [0.2496| 0.2320 92.97
120
100 +— — =y ——————————
o
ke I _ —
(3]
g 80 +— — ——
o H FREC
8 1 AMP
g 604+—— — —| | I ABC
=}
o
3
Qf 40 —_—— —_——
(]
e
S

20 +——

o
10

Basal

L]
20

L
40

T T
80 160

Volumen del vehiculo 1
Gréfica 1. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) de la FREC, AMP
y ABC con la administracion del vehiculo 1 en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%

320

De acuerdo a los resultados que se muestran en la Tabla 7, el vehiculo 1 no

influye significativamente (p = 0.05) en la actividad muscular espontanea del

tejido. Por lo tanto, no se realizaron las curvas dosis-respuesta gradual para

este compuesto y no se calculd, por la misma razén, la concentracion del

vehiculo 1 a la que se inhibe el 50% (Clso) de la contraccion del tejido.
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Experimento 2. Efecto del vehiculo 2 (DMSO al 100%) sobre la actividad

espontanea del duodeno.

SuL

) B
20uL
2 cm
1 min 80uL
Figura 18. Registro obtenido con la aplicacion de la solucién vehiculo 2 basal y
post administracion. La flecha, asi como la linea punteada, indican el momento
de la aplicacién a las diferentes concentraciones sefialadas.
Con el registro anterior se obtienen los parametros cuantificados, los cuales se
muestran en la Tabla 8 y Gréfica 2.
Tabla 8. Porcentaje de respuesta obtenida con la administracion del vehiculo 2
y los valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion, tomando a la
respuesta basal como el 100% (n=3)
Porcentajes promedio con aplicacion del vehiculo 2
FREC AMP ABC
Volumen basal post- % basal post- % basal post- %
en ug/mL aplicacion aplicacién aplicacién
5 0.4262| 0.4482 |105.16|0.1383| 0.1388 |100.40|0.2230| 0.2346 |105.20
20 0.4325| 0.3810 | 88.10 |0.1121| 0.1103 | 98.35 |0.2317| 0.2374 |102.48
80 0.4126] 0.3599 | 87.24 |0.1290| 0.1351 |104.77/0.3063| 0.3395 [110.84
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120

100 ——— —mrrTm— —

Il FREC
77| =3 Awmp
N ABC

80 +———— ——

60 ———— ——

40 +———— ——

% de Respuesta promedio

20 +———— ——

Volumen del vehiculo 2
Grafica 2. Valores del % de respuesta promedio (n=3 = D.S.) de la FREC, AMP
y ABC con la administracion del vehiculo 2 en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%
De acuerdo a los resultados que se muestran en la Tabla 8, el vehiculo 2 no
influye significativamente (p = 0.05) en la actividad muscular espontanea del
tejido. Por lo tanto, no se realizaron las curvas dosis-respuesta gradual para

este compuesto y no se calculo, por la misma razon, la concentracion del

vehiculo 1 a la que se inhibe el 50% (Clsp) de la contraccién del tejido.
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Experimento 3. Efecto de la Melatonina (MT) sobre la actividad espontanea
del duodeno.

0.65ug/mL

1.25ng/mL

2.5u9/mL

5.0ug/mL

10.0 gm

- 20.0ug/mL

- 40.0hg/mL

éo.ug/mL

160.0ug/1?

2 cm

1 min 320ug/mL

Figura 19. Registro obtenido con la aplicacion de MT basal y post
administracion. La flecha, asi como la linea punteada, indican el momento de la
aplicacién a las diferentes concentraciones sefialadas.
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Con el registro anterior se obtienen los parametros cuantificados, los cuales se

muestran en la Tabla 9 y Gréficas 3,4y 5.

Tabla 9. Porcentaje de respuesta obtenida con la administracién de MT vy los
valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion, tomando a la
respuesta basal como el 100% (n=3)

Porcentajes promedio con aplicacion de MT

FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en pg/mL aplicacion |resp. aplicaciéon |resp. aplicacion |resp.
0.65 0.3975| 0.4042 |101.69|0.0640| 0.0725 |113.28|0.1524| 0.1742 [114.30
1.25 0.3918| 0.3708 94.64 |0.0751| 0.0816 |108.66(0.1814| 0.2121 |116.92
25 0.3618| 0.3521 97.32 |0.0826| 0.0898 [108.72|0.2290| 0.2559 |111.75
5.0 0.3486| 0.3332 95.58 |0.0964| 0.0988 [102.49|0.2718| 0.2757 |101.43
7.5 0.3325| 0.3452 [103.82|0.1002| 0.0905 90.32 [0.2830| 0.2600 | 91.87
10 0.3632| 0.3418 94.11 |0.1004| 0.0890 | 88.65 |0.2650| 0.2470 | 93.21
20 0.3345| 0.3223 96.35 |0.0942| 0.0916 97.24 |0.2535| 0.2300 | 90.73
40 0.3293| 0.2806 85.21 |0.1036| 0.0709 68.44 |0.2953| 0.2371 80.29
80 0.2970| 0.2865 96.46 |0.0956| 0.0682 71.34 |0.3069| 0.2267 73.87
160 0.3488| 0.3213 92.12 |0.0754| 0.0465 61.67 |0.2066| 0.1350 | 65.34
320 0.2834| 0.2957 ]104.34]0.1833| 0.0596 | 32.52 |0.5220| 0.1789 34.27

el 100%

120

100 —

% de Respuesta promedio

20 —

80 T—

60 —

40 +—

Basal 0.65 1.25 2.5

5 7.5

10 20 40 80 160 320

Concentraciéon de MT
Gréfica 3. Valores del % de respuesta promedio (n=3 £ D.S.) de la FREC con la
administracion de MT en el tejido duodenal tomando a la respuesta basal como
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120

100 —

80 +—

60 T—

40 1—

% de Respuesta promedio

20 —

Basal O.I65 1.I25 2I.5 é 7f5 1IO 2IO 4IO 8IO 1(;0 320

Concentracién de MT
Gréfica 4. Valores del % de respuesta promedio (n=3 = D.S.) de la AMP con la
administracion de MT en el tejido duodenal tomando a la respuesta basal como
el 100%. * denota diferencia significativa a p = 0.05

140

120 +————— — - ——— -

[y
[} o] o
o o o
| | |
[ [ [

% de Respuesta promedio
N
o
1
[

20 —

Basal 0.I65 1.I25 2?5 é 7j5 1I0 2IO 4IO 8I0 léO 3;0

Concentracién de MT
Gréfica 5. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) del ABC con la
administracion de MT en el tejido duodenal tomando a la respuesta basal como
el 100%. * denota diferencia significativa a p = 0.05
A partir de los datos expuestos en la Tabla 9, se obtuvieron las CDRG para los
parametros de AMP y ABC, graficando el logaritmo de la concentracion vs el
porcentaje de respuesta. Con esta grafica se calcul6 la concentracion de MT a

la que se inhibe el 50% (Clso) de la actividad muscular espontanea del tejido.
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& AMP
—Lineal (AMP)

% de Respuesta promedio
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Grafica 6. Curva dosis-respuesta gradual para AMP con las diferentes
concentraciones de MT.

y = 26.889x - 18.849
R*=0.907

¢ ABC
—Lineal (ABC)

% de Relajacion promedio

Log concentracion

Grafica 7. Curva dosis-respuesta gradual para ABC con las diferentes
concentraciones de MT.

Con las graficas de CDRG para los datos de AMP y ABC se calculd la
concentracion de MT a la que se inhibe el 50% (Clso) de la actividad muscular

espontanea del tejido. Para la AMP se obtuvo un valor de Clsg = 285.18ug/mL y

para el ABC fue de Clso = 363.48ug/mL.
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Experimento 4. Efecto del andlogo M1A sobre la actividad espontanea del
duodeno.

0.65ug/mL

1.25pg/m

Z.éug/m
50 E/mL
7.§pg/mL

10.§bpg/mL
20.0ug/mL
40.0pg/mL

80.0ug/mL

160.0pg/m

1 min 320pg/mL
Figura 20. Registro obtenido con la aplicacion del analogo M1A basal y post
administracion. La flecha, asi como la linea punteada, indican el momento de la
aplicacion a las diferentes concentraciones sefialadas.
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Con el registro anterior se obtienen los parametros cuantificados, los cuales se

muestran en la Tabla 10 y Gréficas 8, 9y 10.

Tabla 10. Porcentaje de respuesta obtenida con la administracion del analogo
M1A y los valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion, tomando
a la respuesta basal como el 100% (n=3)

Porcentajes promedio con aplicacién de M1A

FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal post- %
en pg/mL aplicacion |resp. aplicaciéon |resp. aplicacion |resp.
0.65 0.40 0.40 100.30| 0.10 0.11 114.84| 0.22 0.26 118.36
1.25 0.38 0.41 108.08| 0.19 0.17 91.52 | 0.44 0.42 94.43
25 0.42 0.44 104.71| 0.16 0.15 90.45 | 0.38 0.32 84.10
5.0 0.47 0.46 99.83 | 0.15 0.14 96.11 | 0.30 0.28 93.16
7.5 0.42 0.48 113.53| 0.19 0.16 84.52 | 0.42 0.31 73.17
10 0.36 0.45 124.29| 0.22 0.17 76.43 | 0.53 0.33 63.34
20 0.31 0.34 107.54| 0.22 0.16 72.19 | 0.53 0.41 77.29
40 0.44 0.34 77.70 | 0.22 0.14 64.01 | 0.44 0.33 74.74
80 0.38 0.36 96.19 | 0.17 0.08 48.68 | 0.51 0.31 60.89
160 0.29 0.30 103.81| 0.20 0.05 24.14 | 0.43 0.13 30.47
320 0.30 0.30 102.29| 0.11 0.03 23.81 | 0.36 0.07 20.35
140
.
100 T—
80 - L | | . M1A
/] M1

% de Respuesta promedio

basal como el 100%. También se presenta la respuesta obtenida con la MT.
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Concentracion de M1A

Grafica 8. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) de FREC con la
administracion del andlogo M1A en el tejido duodenal tomando a la respuesta

160 320
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% de Respuesta promedio
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Gréfica 9. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) de AMP con la
administracion del analogo M1A en el tejido duodenal tomando a la respuesta
basal como el 100%. También se presenta la respuesta obtenida con la MT.

% de Respuesta promedio
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Concentracion de M1A

Gréfica 10. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) de ABC con la
administracion del andlogo M1A en el tejido duodenal tomando a la respuesta
basal como el 100%. También se presenta la respuesta obtenida con la MT.

A partir de los datos expuestos en la Tabla 10, se obtuvieron las CDRG para

los parametros de AMP y ABC, graficando el logaritmo de la concentracion vs

el porcentaje de respuesta. Con esta gréafica se calculé la concentracion del

analogo M1A a la que se inhibe el 50% (Clsp) de la actividad muscular

espontanea del tejido.
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y = 32.496x - 8.1431
R?=0.9282
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Grafica 11. Curva dosis-respuesta gradual para AMP con las diferentes
concentraciones de M1A.
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Gréfica 12. Curva dosis-respuesta gradual para ABC con las diferentes
concentraciones de M1A.

Con las graficas de CDRG para los datos de AMP y ABC se calculd la
concentracién de M1A a la que se inhibe el 50% (Clsp) de la actividad muscular
espontanea del tejido. Para la AMP se obtuvo como resultado un valor de Clsg

=61.55ug/mL y para el ABC fue de Clsp = 72.50ug/mL.
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Experimento 5. Efecto del antagonista Luzindol (LUZ) sobre la actividad
espontanea del duodeno.

2 cm

1 min

5pg/mL

a

20ug/mL

80ug/mL

Figura 21. Registro obtenido con la aplicacién del antagonista LUZ basal y post
administracion. La flecha, asi como la linea punteada, indican el momento de la
aplicacién a las diferentes concentraciones sefialadas.

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

muestran en la Tabla 11 y Gréfica 13.

Tabla 11. Porcentaje de respuesta obtenida con

la administracion del

antagonista LUZ y los valores promedio de cada registro basal y post-
aplicacién, tomando a la respuesta basal como el 100% (n=3).

Porcentajes promedio con aplicacion del antagonista LUZ

FREC AMP ABC
Concentracién | basal post- % basal post- % basal post- %
en ug/mL aplicacion aplicacion aplicacion
5 0.3751| 0.3625 96.64 |0.0853| 0.1180 [138.34|0.1990| 0.2712 |136.28
20 0.3645| 0.3130 85.87 |0.0910| 0.1087 [119.45|0.2157| 0.3068 |142.23
80 0.3161| 0.2548 80.61 |0.1046| 0.1306 [124.86|0.3081| 0.4402 |142.88
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Gréfica 13. Valores del % de respuesta promedio (n=3 = D.S.) de la FREC,
AMP y ABC con la administracion del antagonista LUZ en el tejido duodenal
tomando a la respuesta basal como el 100%
De acuerdo a los datos presentados en la Tabla 11, el antagonista LUZ no
influye de manera significativa (P = 0.05) en la actividad muscular espontdnea
del tejido. Por lo tanto, no se realizaron las curvas dosis-respuesta gradual para

este compuesto y no se calcularon, por la misma razon, la concentracion del

antagonista LUZ a la que se inhibe el 50% (Clsp) de la contraccion del tejido.
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Experimento 6. Efecto del antagonista Luzindol (LUZ) + Melatonina (MT) sobre
la actividad espontanea del duodeno (LUZ preincubado):

| |

LUZ (preincubacion de 15 min)

MT  5.0pug/mL

20.0ua/mL

2 cm

80.0pg/mL

1 min

Figura 22. Registro obtenido con la aplicacion del antagonista LUZ + MT
preincubado basal y post administracién. La flecha, asi como la linea punteada,
indican el momento de la aplicacion a las diferentes concentraciones
sefaladas.

Con el registro anterior se obtienen los parametros cuantificados, los cuales se
muestran en la Tabla 12 y Grafica 14, 15y 16.
Tabla 12. Porcentaje de respuesta obtenida con la administracion del

antagonista LUZ + MT y los valores promedio de cada registro basal y post-
aplicacién, tomando a la respuesta basal como el 100% (n=3).

Porcentajes promedio con aplicacion del antagonista LUZ + MT
FREC AMP ABC
Concentracién | basal post- % basal post- % basal post- %
en ug/mL aplicacion aplicacion aplicacion
5 0.3440| 0.3116 90.58 |0.1122| 0.1107 98.66 |0.2794| 0.3090 ]110.59
20 0.2856 | 0.2803 98.14 |0.1293| 0.1112 86.00 |0.4167| 0.3425 82.19
80 0.2482| 0.2731 |110.03/0.1207| 0.0703 58.24 [0.4283| 0.2353 54.94
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Gréfica 14. Valores del % de respuesta promedio (n=3 £ D.S.) de la FREC con
la administracion del antagonista LUZ + MT en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%. También se observa la respuesta obtenida con

la MT.
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Grafica 15. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) de la AMP con la
administracion del antagonista LUZ + MT en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%. También se observa la respuesta obtenida con

la MT.
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Gréfica 16. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) del ABC con la
administracion del antagonista LUZ + MT en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%. También se observa la respuesta obtenida con
la MT.

En las Graficas 14, 15 y 16 no se obtienen diferencias significativas (p = 0.05)
entre las concentraciones utilizadas y la basal para cada parametro. A partir de
los datos expuestos en la Tabla 12, se obtuvieron las CDRG de los pardmetros

AMP y ABC, graficando el logaritmo de la concentracion vs el porcentaje de

respuesta.

3 R y = 33.568x - 24.642
5 R?=0.9556

S ¢ AMP
—Lineal (AMP)

Log concentracion

Gréfica 17. Curva dosis-respuesta gradual para AMP con las diferentes
concentraciones del antagonista LUZ + MT.
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Grafica 18. Curva dosis-respuesta gradual para ABC con las diferentes
concentraciones del antagonista LUZ + MT.

Con las Graficas 19 y 18 de CDRG para los datos de AMP y ABC no fue
posible calcular la concentracién de MT a la cual se inhibe el 50% (Clso) de la
actividad muscular espontanea del tejido, ya que a ninguna concentracion

estudiada se inhibe el 50% de la respuesta.
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Experimento 7. Efecto del antagonista Luzindol (LUZ) + el analogo M1A sobre
la actividad espontanea del duodeno (LUZ preincubado):

LUZ (preincubacion de 15 min)

2 cm

1 min

1

M1A

5ug/mL

20ug/mL

80ug/mL

Figura 23. Registro obtenido con la aplicacion del antagonista LUZ + el andlogo
M1A basal y post administracion. La flecha, asi como la linea punteada, indican
el momento de la aplicacién a las diferentes concentraciones sefialadas.

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

muestran en la Tabla 13 y Gréfica 19, 20y 21.

Tabla 13. Porcentaje de respuesta obtenida con

la administracion del

antagonista LUZ + el analogo M1A y los valores promedio de cada registro
basal y post-aplicacién, tomando a la respuesta basal como el 100% (n=3).

Porcentajes promedio con aplicacidon del antagonista LUZ + el andlogo M1A

FREC AMP ABC
Concentracion | basal post- % basal post- % basal Post- %
en pug/mL aplicacion aplicacion aplicacion
5 0.4221| 0.3943 93.41 |0.0380| 0.0382 [100.53(0.0800| 0.0845 |105.63
20 0.3727| 0.3607 96.78 |0.0631| 0.0579 91.76 |0.1511| 0.1414 | 93.58
80 0.3370| 0.3257 96.65 |0.0221| 0.0173 78.28 |0.0524 | 0.0389 74.24
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Gréfica 19. Valores del % de respuesta promedio (n=3 £ D.S.) de FREC con la
administracion del antagonista LUZ + M1A en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%. También se observa la respuesta obtenida con
el andlogo M1A.
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Gréfica 20. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) de AMP con la
administracion del antagonista LUZ + M1A en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%. También se observa la respuesta obtenida con
el analogo M1A.
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Gréfica 21. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) de ABC con la
administracion del antagonista LUZ + M1A en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%. También se observa la respuesta obtenida con
el andlogo M1A.

En las Gréficas 19, 20 y 21 no se obtienen diferencias significativas (p = 0.05)

entre las concentraciones utilizadas y la basal para cada parametro. A partir de

los datos expuestos en la Tabla 13, se obtuvieron las CDRG de los parametros

AMP y ABC, graficando el logaritmo de la concentracion vs el porcentaje de

respuesta.
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Grafica 22. Curva dosis-respuesta gradual para AMP con las diferentes
concentraciones del antagonista LUZ + el analogo M1A.
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Grafica 23. Curva dosis-respuesta gradual para ABC con las diferentes
concentraciones del antagonista LUZ + el analogo M1A.

Con las Gréficas 22 y 23 de CDRG para los datos de AMP y ABC no fue
posible calcular la concentracion del analogo M1A a la cual se inhibe el 50%
(Clso) de la actividad muscular espontanea del tejido, ya que a ninguna

concentracion estudiada se inhibe el 50% de la respuesta.
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Experimento 8. Efecto del andlogo M1A + MT sobre la actividad espontanea
del duodeno (M1A preincubado):

M1A  (preincubacion de 15 miny MT oug/mL

20pg/mL

2 cm

1 min

80ug/mL
Figura 24. Registro obtenido con la aplicacion del analogo M1A + MT basal y
post administracion. La flecha, asi como la linea punteada, indican el momento
de la aplicacién a las diferentes concentraciones sefialadas.
Con el registro anterior se obtienen los parametros cuantificados, los cuales se
muestran en la Tabla 14 y Gréficas 24, 25y 26.
Tabla 14. Porcentaje de respuesta obtenida con la administracion del analogo

M1A + MT vy los valores promedio de cada registro basal y post-aplicacion,
tomando a la respuesta basal como el 100% (n=3).

Porcentajes promedio con aplicacion del analogo M1A+ MT
FREC AMP ABC
Concentracién | basal post- % basal post- % basal Post- %
en ug/mL aplicacion aplicacion aplicacion
5 0.3684 | 0.3600 97.72 |0.0201| 0.0220 [109.45|0.0510| 0.0569 |111.57
20 0.3843| 0.3925 |102.13|0.0763| 0.0683 89.52 |0.1777| 0.1478 83.17
80 0.3935| 0.3812 96.87 |0.0902| 0.0696 77.16 |0.2077| 0.1678 | 80.79
320 0.3580| 0.3314 92.57 |10.0570| 0.0321 56.32 |0.1519| 0.0888 58.46
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Gréfica 24. Valores del % de respuesta promedio (n=3 £ D.S.) de la FREC con
la administracion del andlogo M1A + MT en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%. También se observa la respuesta obtenida con
la MT.
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Gréfica 25. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) de AMP con la
administracion del analogo M1A + MT en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%. También se observa la respuesta obtenida con
la MT.
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Grafica 26. Valores del % de respuesta promedio (n=3 + D.S.) de ABC con la
administracion del analogo M1A + MT en el tejido duodenal tomando a la
respuesta basal como el 100%. También se observa la respuesta obtenida con
la MT.

En las Gréficas 24, 25 y 26 no se obtienen diferencias significativas (p = 0.05)
entre las concentraciones utilizadas y la basal para cada parametro. A partir de
los datos expuestos en la Tabla 14, se obtuvieron las CDRG de los parametros

AMP y ABC, graficando el logaritmo de la concentracion vs el porcentaje de

respuesta.
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Grafica 27. Curva dosis-respuesta gradual para AMP con las diferentes
concentraciones del analogo M1A + MT.
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Grafica 28. Curva dosis-respuesta gradual para ABC con las diferentes
concentraciones del analogo M1A + MT.

Con las Gréficas 27 y 28 de CDRG para los datos de AMP y ABC no fue
posible calcular la concentracion de MT a la cual se inhibe el 50% (Clso) de la
actividad muscular espontanea del tejido, ya que a ninguna concentracion

estudiada se inhibe el 50% de la respuesta.
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DISCUSION.

Por estudios previos se conoce que la concentracién de MT en tejidos del TGI rebasa por 10-
100 veces a la encontrada en la sangre y que hay al menos 400 veces mas MT en el TGI que
en la GP. ® También, se conoce que la liberacién de MT por la GP esta estrechamente
relacionada con la secrecién foto periédica, sin embargo, a nivel del TGl parece estar mas
relacionada con la periodicidad en la ingesta de alimento. ©® En otros estudios se ha
indicado que la mayor parte de la concentracion de MT en la fotofase (fase de luz) es
probablemente de origen GI, generada por las CE del TGI en respuesta a la presencia de
alimento en ese sitio. ®® Aunque, también, se ha encontrado que al menos una porcion de la
MT detectada en el TGl es de origen pineal especialmente, durante la escotofase (fase de
oscuridad).

La deteccion de la MT enddégena en el TGl se ha realizado mediante analisis inmuno-
histolégicos, por radio-inmunoensayo y por CLAR en las CE de la mucosa digestiva, @ 29
asi como las enzimas involucradas en la sintesis de MT: la NAT y la HIOMT. @ La MT
exdgena, cuando se administra por via oral, se acumula a lo largo del TGI, particularmente
en el estbmago y el colon.

Por otro lado, desde el descubrimiento de los receptores a MT en el TGI conformado por
muasculo liso, se ha planteado que el mecanismo de acciébn de ella en ese sitio
probablemente sea via receptores MT,, acoplados a proteinas G. Dentro de los efectos

reportados por la MT en el TGl mediante estudios in vitro se ha demostrado que la MT a

concentraciones bajas (1-10uM) produce contraccion del tejido y a concentraciones mayores
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(100-1000 uM) inhibe las contracciones espontaneas o inducidas por 5-HT del musculo liso
Gl produciendo la relajacién del mismo. 1% 29

La informacion anterior nos permite explicar los resultados obtenidos en este trabajo
experimental.

Asi tenemos, que en el experimento 3 se observo que la actividad eléctrica contractil del
duodeno aumentd (Tabla 9) al aplicar MT al tejido, a las concentraciones bajas de 0.625 a
7.5 pg/mL, mientras, que dicha actividad disminuyo al aplicar las concentraciones altas de
10.0 a 320 pug/mL. Con esto concordamos con lo reportado en la literatura, respecto a que la
MT ejerce un efecto bifasico sobre el musculo liso, es decir, contrae el tejido o lo relaja
dependiendo de la concentracion que se apligue gradualmente. Lo anterior, se reportd
también con estudios realizados en ratas integras, en donde después de una administracion
via i.p. a dosis pequefias de MT (1 a 10 ug/Kg) se observé un incremento en la motilidad y el
transito intestinal, asi como una disminucion de estas actividades al administrar via i.p. dosis

altas de MT (100 a 1000 ng/Kg), provocando con esto relajacion del tejido en estudio. %)

Tomando como referencia el articulo de Drago y cols. ¢

para realizar el presente trabajo,
obtuvimos resultados similares a ellos, los cuales una vez analizados estadisticamente
(ANDEVA y Tuckey) ®% a las concentraciones utilizadas encontramos que de aquellas que
produjeron un incremento en la contraccion del tejido, ninguna lo hizo con un nivel de
significancia de P = 0.05 para los tres parametros de estudio, FREC, AMP y ABC; en cuanto
a la inhibicién de la actividad contractil, se observo que para los parametros AMP y ABC, con

un nivel de significancia de P = 0.05, se presentd una disminucion en dicha actividad del

tejido a las concentraciones de 160 y 320 ug/mL, para el caso de la AMP, y a la
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concentracion de 320 ug/mL para el ABC. Empleando los resultados del parametro AMP se
encontré que el valor de Clsp fue de 285.18 pug/mL, mientras que para el ABC el valor de la
Clsp fue de 363.48 ug/mL. Los resultados obtenidos para el pardmetro de FREC no fueron
similares a los obtenidos con los ya mencionados. El nimero de eventos contractiles por
minuto no se vio alterado a ninguna concentracion aplicada de MT, lo cual concuerda con lo
reportado por Quastel y Rahamimoff *® en cuya publicacién se menciona que la MT no tiene
influencia sobre la FREC de las contracciones del tejido, pero si disminuye la actividad
contractil (AMP) significativamente, produciendo el efecto de relajacién. Sallinen y cols. “?
mediante la técnica de PCR en diferentes tejidos de rata, incluido el TGI, determinaron que la
accion de la MT se debe probablemente, a la unién de ella con los receptores MT; y MT, de
membrana. Ademas, se han detectado sitios de unién a MT en la mucosa del TGl asi como a
nivel subcelular.

Experimento 4. Con respecto a los parametros de AMP y ABC con el analogo M1A, éste
tiene un comportamiento similar al de la MT, ya que a concentraciones bajas se presenta un
aumento en la contraccion del duodeno, aunque éste no es estadisticamente significativo,
mientras que a concentraciones altas de 160 y 320 ug/mL la actividad contractil disminuye,
con un nivel de significancia de P = 0.05.

Con relacién a la Clso obtenida con el analogo M1A para los parametros de AMP y ABC con
un valor de 61.55 pug/mL y 72.50 ug/mL, respectivamente, es menor comparada con las de
MT. Lo anterior no concuerda con los resultados obtenidos en un estudio realizado con MT,

con este mismo analogo y con duodeno de rata, en el cual la Clso del analogo es mayor que
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la de la MT. 0 Suponemos que la diferencia radica en la época del afio en la que se

realizaron los experimentos.

Para los siguientes experimentos (5, 6, 7 y 8), se utilizO un antagonista no selectivo a
receptores de MT, el LUZ, con referencia al estudio realizado por Drago y cols., quienes
reportaron en un estudio in situ en rata, que este antagonista al ser administrado a una dosis
de 0.25 mg/Kg 15 min antes de administrar la MT, previene totalmente el efecto que causa
ésta en el intestino a dosis bajas (1 a 10 ug/Kg), argumentando, que el efecto de MT en el
tejido puede estar mediado por receptores a ésta en el intestino. ¢

En el experimento 5 se utilizé el LUZ a tres concentraciones, 5 ug/mL, 20 ug/mL y 80 pug/mL,
para realizar la curva correspondiente. Se observé que el efecto que tiene dicho compuesto
sobre la actividad contractil del tejido duodenal consiste en el aumento de ésta, resultando en
el aumento en los parametros de medicion utilizados, sin embargo, este aumento no es
estadisticamente significativo.

En el experimento 6, se incubo el tejido con tres concentraciones de LUZ independientes
durante 15 min y se aplicaron tres concentraciones de MT independientes al término de la
incubacion para obtener la curva correspondiente. En este caso, se observd un efecto de
disminucién de la actividad contractil provocada por MT, sin embargo, esta disminucion no
fue estadisticamente significativa. Aunque, si resultd ser mayor a la obtenida en el
experimento 3 donde solo se afiade MT al tejido aislado. Probablemente, este resultado
pudiera deberse a que el LUZ, al ser un antagonista no selectivo a receptores de MT, puede
actuar como agonista/antagonista en los receptores a MT. (Dubocovich 1988 ® y 1997 ©9)),

citado por 54). Al realizar las CDRG para los datos de AMP y ABC, observamos que con las
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concentraciones de MT utilizadas no se alcanza a inhibir el 50% de la actividad contractil

duodenal, por lo tanto no fue posible calcular el valor de Cls para la MT.

Por el contrario, en el experimento 7, donde se utilizaron las mismas concentraciones de LUZ
y del analogo M1A para realizar la curva correspondiente, se observdé que el antagonista
inhibid la actividad del anadlogo M1A, ya que en las tres concentraciones utilizadas de éste,
la relajacion del duodeno fue menor a la obtenida en el experimento 4 donde solo se afiade
M1A al tejido aislado para los parametros de AMP y ABC. De hecho, no hubo diferencia
significativa entre las concentraciones con respecto a la basal. Por lo que, al realizar las
CDRG para dichos parametros y observar que con las concentraciones del analogo M1A
utilizadas no se alcanza a inhibir el 50% de la actividad contractil duodenal, no fue posible
calcular el valor de Clso para ese compuesto.

Por ultimo, en el experimento 8, en donde se aplicaron las mismas concentraciones del
analogo M1A y de MT, se encontr6 que la relajacion del duodeno fue menor que la
encontrada en el experimento 3, donde solo se aplica MT; ademas, no se encontro diferencia
significativa entre las concentraciones utilizadas con respecto a la basal. Nuevamente, al
realizar las CDRG para los parametros de AMP y ABC y observar que con las
concentraciones de MT utilizadas no se alcanza a inhibir el 50% de la actividad contractil

duodenal, no fue posible calcular su valor de Clsp.
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CONCLUSIONES.
Los resultados de los experimentos, asi como su analisis y discusion conducen a las
siguientes conclusiones:
1. La MT produce un incremento y decremento de la actividad contractil del tejido
duodenal, dependiente de la concentracién.
2. El efecto de la MT sobre la actividad contractil del tejido duodenal produce un efecto
bifasico de contraccidn-relajacion dependiente de la concentracion (ABC y AMP).
3. El analogo M1A produce un incremento y decremento de la actividad contractil del
tejido duodenal, similar al de la MT.
4. El andlogo M1A produce un efecto bifasico similar al producido por la MT (ABC y
AMP).
5. El analogo M1A fue mas potente que la MT.
6. EI LUZ produce un incremento en la contraccion del tejido duodenal, sin ser
estadisticamente significativo cuando se compara con la respuesta basal.
7. La MT, en presencia de LUZ, disminuye la actividad contractil del tejido duodenal, sin
ser estadisticamente significativo cuando se compara con la respuesta basal.
8. El andlogo M1A, en presencia de LUZ, no disminuye la actividad contractil del tejido
duodenal.
9. La MT, en presencia del analogo M1A, disminuye la actividad contractil del tejido
duodenal, sin ser estadisticamente significativo cuando se compara con la respuesta

basal.
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ANEXO

ANEXO.

|. Calibracion.

Para calibrar ©®? el equipo se ajustd la escala para que 1g de tensién produjeran un

desplazamiento de 2 cm (Figura 25). ©¢?

Change Scaling Parameters

A1, ECG

Input wolts Scale value

Ea'll | 0.04222 fo
Calzl {0.6469 2
it ICI'“

Option

Calibrate
[ ALL channels at
the zame time

[ Use mean walue Settings.. |

LCancel |

Figura 25. Ventana de didlogo donde se muestra el ajuste de escala. ©®?

El tiempo total de registro de datos es de 10 min, el rango de datos es de una muestra por

segundo (Figura 26) ©? y la velocidad de adquisicion de datos es de 100 s/div (Figura 27). ©?

Setup Acquisition

- x|
|Record v | and |Append  >| to [Memory ¥ | acquisiion
Ao [ =] sanvlestsscona | st
Max acquisition lenath: (15227 kS amples]

Current acquisition requires; 14 Mbytes

Total Length: |10.000000 [rmin ~]

K1 = i
™ Repeat every [0 I econd: v | I|-.; =l

Figura 26. Ventana de dialogo donde se muestra el ajuste de la adquisicion de datos.

(52)
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Set Screen Horizontal Axis x|
ook
100 seconds/div

Cancel |
— Initial Offset
|D. DOE+000 seconds

Precision: | 5 - | digits

Figura 27. Ventana de didlogo donde se muestra el ajuste de velocidad. ¢?

[I. Toma de registros.

Todas las respuestas de la actividad eléctrica intestinal se capturaron mediante la ayuda del
software en la computadora para analizarlas (Figura 28). ©?

¢ Acqglnowledge
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Figura 28. Ventana principal de la pantalla de la computadora donde se muestran los
registros. &
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