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RESUMEN

Lo mefatonina {N-pcetilS-metoxitriptaming) es secretada por fa Glandula Pineat durante fas horas de oscuridad en todos fos
vertelirados hasta ahora estudiades. La sintesis de melatoning IMEL) es inhibida por Ia lz, por lo que su secrecion es regulada por los cambios
ambientafes, diarios y estacionales, def ciclo fuz-oscoridad. Esta harmena ejerce una influencia reguladara sohire uma gran variedad de firocesos
fisinlogicos que incluyen a los ritmos biologicos y fas funcionos neuroendderinas. Varios estudios sefialan al corelra, especiabnente al dren
predptica medial y suprarretrogquiasmitica, como e sitio Wlance en la actividad antigonadal y vewreendderina de ls MEL, pero ol mecanismio e
accitn ntilizatio por esta hormona para ejerser sus efectos es ai desconocido.  Aungue se han identificado Ins sitios de unidn 3 MEL en of
Sisteina Nerviose Central (SNCI, su caracterizacign fuera de éste no se ha tealizado a pesar de la amplia gamn de acciones de la MEL ot estos
tejidos. Por cjemplo, ta aplicacién de MEL i witvo reituce ef fono de fa contraceitn espontdnea de segmentos aistados de estdmago, duodeno,
Heo, colon y ftero, a través de un efecto inbibidar sobre el mscalo liso. Aunque se descubrieran muchos efectos fisinltgicos y farmacoldgicos
de fn MEL en ef imdsculo liso, su mecanismo de accifn ne esta adit descrito. En otras estracturas comvio b retina y ef cuerpo estriado, parte de
sus efectos sen consecucncia de una modificacitn de los fhijos de iones de calcie a través de la membrana celular, evento que podria explicar su
accion a nivel del masculo liso uterino. El abjetivo def presente trabajo, consistid en investigar el efecto de esta hormona sobre la actividad del
musculo fiso de rata durante diferentes tipos de activacién muscilar lo cuat probablemente implica diversos mecanismios e transporte de calcie.
Las experimentos fueron reafizados er, poreianes de Gter aistado de rata de la cepa wistar pretratadas con dietiletitbestrol y stspendidos en una
cimara de drgano aistado, con solucién Ringer-Krebs-Henseleit. Se estudio of efecto de Ja MEL solie la conlraccion espontinea def dtero y fa
movacada por carkiacol, exitecina y calcio. E registro de la contraccitit isaméuica del tefido fue realizada por medio de un transtucter
fsomdtrico, acoplado a un poligrafo. La aplicacién de dosis crecientes de MEL provacd a inbibicin de fa contracsién fasica de o actividad
esponténca {Clgp~ 2.28 107 Mimb, ast como la jrovocada por carbaco! y oxitocing, Ademds, esta harmona induce la inbibicidn de la
contraccidn tonica provacada por (a adicion de calcio en un medio e de catciv. Estos hallazgos sugicren que ta MEL posce un efecto inhibidor
sale diversos tipes tle aclivacion muscular {cathacal, oxitocina, calcio), ast como de la contraccidn esponténea. Los resultados sugieren tjue la
MEL ejerce efectos cefutares en of tejido muscutar ulering de (aa, que invelucran usa modificacidn de fa cascada tle eventos relacionades con of
transporte transmembranat de calcio; por Jo que probablemente, ta accion di Ia MEL sea una reduccin de Ja entrada de cafcio en las células de

misculo liso del (tera de rata,




ABSTRACT

Melatonin IN-acetyl-5-methoxytryptaming), a hormene from the pineal gland, is seereted during the scotophase in all stulied
vertebrates.  Light inhibits melatenin synthesis, therefore melatonin's secretion is mediated hy the daily and seasonal changes in the
environmental light-dark cycle.  This hormono plays @ main role on a variety of physiological processes incluiding biologycal thythms and
neuroendocrine functions, 1t has been shown that the target site for melatonin’s antiyonadal action is located in the Central Nervous System
(CNS); mainly the hypothalamic medial preaptic and supra-chiasmatic areas; however, its mechanism of action is stil unknown. Recently the
melatonin's bindin sites in CNS had been identified but their characterization in tisues outside the brain had not heen made, in spite of the
widespread effects of melatonin in these sites. By example, melatonin Jecreases the spontancous contractil activities of isolated muscle stripes
sliipes of the stomach, duodenum, ileun, colon and wterus, by a direct inbilitery action on smooth-muscle cells of there tissues. However,
despite the fact that many physiological and pharmacological melatonin's actions had have been described in these argans, its mechanism of
action remains unclear. Bath, hiochemical and electrophysiological studies had lemostralid that melatonin reduce the calcium transmenbranal
transport in retinal and neostriatal cells. A similar mechanism on caliwn in smoath muscle cells could explain this inhibitory melatonin action on
the contractil activity of these cells. The aim of the present study was to investigate the effects of melatonin an the contractility of isolated rat
uterus during the muscular activation induced by several procedures which means ditferent calcium transport mechanisms, The experiment were
performed an the isolated rat uterus strips colocated in a organ bath (15 ml) filled with (Ringer-Krebs-Henselait solution). The solution was
oxigenated with a mixture of 0y (95%) and COy (5%). Activation of the uterine muscle contraction was evoked by carhachal, axytocin or
calcium, Additions of increamental melatonin doses inhibited tha phasic spontaneous thytmic activity (ICgg= 2.20 x 107 Miml) as wel as the
phasic contractions produced by carbachol and oxytocin,  Furthermare melatanin induced an inhilition on the calcium ions stimulatory effect
induced in a calcium free medium. These results suggest that melatonin madifies the cellular processes invelved in the cascade of events and

that controls tho calcium transmemlvanal fluxes in the smooth muscle calls of the rat uterus.
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A) GLANDULA PINEAL

Desde la antigiiedad, la glindula pineal (GP), también Namada drgano pineal o epifisis
cerebri, ha provocado el intorés de filosofos y hombrus de ciencia, quienes fo consideraron como la
estructura anatdmica donde residla el alma ‘82 y 4 partir de ta cual se ¢jercla una aceién reguladora en of
comportamiento fisioldgico de los organismos 15D sin embargo, es hasta cf presente siglo cuando se
inicia su estudio sistematico 57, El punto de partida son los trabajos de Lemer y cols. que culminaron
en 1958 con la identificacion de la melatonina (MEL) (5-metoxi-N-acetil-triptamina) como la pringipal
hormona de ta GP (113114 para 1968, Hofman y Reiter 3 mostraron ol papel que ejerce la GP en la
regulacién fotoperfodica de ln conducta reproductora del hdmster. En la misma década, Wurtman y
Axelrod 112221 acufaron el término "transductor neuroendsdcrino” para describirla como un drgano que
convierte un estimulo neuronal provenicnte de la retina, en una respuesta enddcrina.

Esta glandula posee caracterfsticas morfoldgicas y funcionales que se diversifican a lo largo
de la escala filogenética (158), En términos generales, la GP es una estructura epitalamica rodeada por ol
sistama ventricular cerebral que esta presente en todos los vertebrados, a excepcidn del cocodrilo y el
armadillo 8142 En especies como los reptiles, cl parénquima de la GP estaé conformado por células
fotorreceptoras organizadas de tal manera que sugiere una funcion bdsicamente sensorial, aunque con
capacidad secretora (transductor fotoneural), En las aves, los fotorreceptores pineales carecen de nervio
eferente y poseen la capacidad de responder a los estimulos de entrada con una respuesta secretora
{transductor fotoenddcrino).  En mamlferos, la glindula es tipicamente enddcrina y carece de
fotorreceptores tipicos (transductor neuroenddcrine) B8 (Fig. 1); posee un estroma rico en fibras
colagenas, vasos sangulneos, céiulas de tejido conectivo y células linfoideas '159),  El parénquima de la
GP estd formado por células de sostén del tiplo de neuroglla y per células especializadas llamadas
pinealocitos (Fig. 2) que constituyen el 85% de la masa pineal y cuya funcién es secretora 79, por lo
que presenta granulos densos citoplasm *icros los cuales corresponden a lisosomas y sitios de
almacenamiento de productos para la sec 1116} o5 pinealocitos se clasifican ch claros {tipo A) v

oscuros {tipo B) de acuerdo a su translucide. . .ieponde de la cantidad de granulos presentes 3233,
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FIGURA 1: Evolucidr filogendtica de la respuesta pineal a
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De acuerdo a su actividad electrofisiolégica, se han caracterizado § tipos diferentes de
pineatocitos 75 tal clasificacion refleja las interacciones que la GP posee con ol resto del Sistema

Nervioso Central (SNC) (Cuadro 1},

CUADRO 1 La GP junto con las células
T1P0s CELULARES DE PINEALOCITOS end6erinas vy neurosecretoras  del  ejo
PINEALOCITOS CARACTERISTICAS hipotdlamo-hipdfisis, forman el sistema
TIPO 1 Activados o inhibidos por
estimulos f6ticos sobre el neuroendéerine  difuso (198}, Esta
ojo.
TiPO 2 Presentan una réfaga

. transitoria de actividad glandula se distingue del resto por ser un

eléctrica  en respuesta @

estfmulos acusticos. drgano impar, recibir un flujp sanguineo
TIPO 3 Presentan una respuesta

bifasica a estimulacién del "

butbo ol fatorio. elevado, superado sélo por el rifdn, y
TIPO 4 Muestran niveles elevados de

actividad espontdnen, ta cual|l tener un acceso directo al lquido
se suprime por gangliectomfa

cervial superior
TIPO 5 Células en grupo conll cefalorraquldeo (LCR) a través del 3er

inervacidn simpética,
Tomado da fa referencia No. 75 ventriculo.  Tal situacion le permitirla

vertir su secrecién fuera de la barrera
o hematoencefdlica, aunque la mayor parte de su secrecion es secretada hacia la circulacion

sangulnea (183),



Quizda la caractarfstica fundamental y unica de la GP s su capacidad para producir v secretar hormonas

M Cama

de acuerdo al patron fotoperiodico T&56E ay o cual T vz Juega un papal stpresor 38531
consecuencia, durante Ia escotofase s concentraciones séricas de hormonas de L GP alecanzan su
maximo nivel {30-50 pg/ml), mientras que en presencia de luz artificial brillante con intensidad suficiente,
o de kiz ambiental, se reduce tanto Ia produceion 210 como o secrecion (5 ng/ml) de los indales pineate,
de impoitancia enddcrina 1298 (Fig, 3}, Lo asociacion entre la funsion de fa GP y ol fotoperiodo e

implicito el papel tan importante que esta gldndula juega en la requlacidn de las  variaciones

fotoperiodicas y estacionales de las funciones de los seres vivos B35.83.221)

FIGURA 2:  Diagrama do un pinealocilo tipico do la GP en

mamifargs 1500,

La GP posee las enzimas necesarias para el metabolismo de diversos péptidos e indoles. En
general, produce y libera diferentes compucstos quimicos 75 S.metoxi-indoles del tipo de la MEL;
péptidos de bajo peso molecular como la arginina-vasotocina; y péptidos de alto peso molecular de! tipo
da la sustancia inhibidora de gonadotropinas.

La MEL es un intermediario bisqufmico que participa en la sincronizacidn de ritnios
bioldgicos y representa el principal indicador cuantificable para evaluar la funcién pineal 3%, Este
5-metoxi-indol es sintetizado a partir de la seratonina (5-M7) 2181 mediante dos etapas secuenciales (Fig.
4): la produccién de N-acetil-5-HT por la accién de la enzima N-acetil-transferasa (NAT) que tranficre un
grupo acetilo proveniente de la acetil coanzima A 217k v 1a praduccion de MEL al metilar la M-acetil-5-117

por accidn da la enzima hidroxi-indol-O.metil-transferasa (HIOMT) 1130,



La 5-HT también puede ser metabolizada a S5-hidroxi-indol-acetaldehido, por medio da ana
desaminacion oxidativa a traves de la enzima menoaminooxidasa (IMAQ)Y, para formar 5-hidroxi-triptoiol v
S-metoxi-triptafal; la HIOMT tambidén convierte ol S-hidroxitiiptofol y ¢l dcido 5-hidroxi-indol acético o sus
respectivos derivados metilados:  S-metoxitriptofal y S-metoxi-indolacético, los cuales poseen actividad

hormonal 13% (Fig. 4).
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FIGURA 3:  Represenmtacion de los riimos circddicos de la
concentracida de los indoles y de la actividad de sus enzimas en
I3 GP de la rata. Lo porcidn oscura corresponde a  la

ascotofaso (96).

La informacion {otica necesaria para la regulacion de la secrecion de kit MEL aleanza a la GP
a través de una via simpdtica multisindptica retina-pineal, la cual fue descrita en los estudios de Moore

196.131.132)  Esta via se inicia en las neuronas de la capa ganglionar de la retina, la cual se proyecta



bitateralmente sobre las newronas del micleo supraguiastoitico. Esta conexion  retinohipotaldmica
representa, desde el punto de vista filagendtico, el clemento mds general y estable del sistema visual de
los vertebrados (Fig. b).
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FIGURA 4: Esquema represantativo de fa via anabdlica do los
indoles de la GP. Esta vla so inicia con el andnodeidn tiptdfano y

por ta accidn do diferentes wnzimas, forma tes gupas de b

. 5
metoxi-indoles (9,

Del ndcleo supraquiasmatico, la via se proyecta caudalmente hacia el hipotalammo
periventricular, a fa eminencia media y al hipotalamao lateral.  De este sitio, las newronas establecen
conexion con la columna intermediolateral de {a mdédula cervical, desde dande se originan fas fibvas
preganglionares que terminan en el ganglio cervical suparior 1961 (Fig. 5). Las fibras posganglinnres que

aleanzan a fa GP conforman el nervin conario, denominado asi por Galeno (10}



EL neurotransmisor postganglionar de esta via es la norepinelring, 1o cual actia sobie
receplores beta-adrenérgicos de los pinealocitos para provocar un inctementn en la sintesis de
indoles 1381601620 | 5 mediacion intracelular de este efecto beta-adienérgico se realiza a traves de
Adenosin Monofosfato clclico (AMPc), of cual incrementa su acumulacion e nduce 1o fostorilacion de
histonas, el aumento en la sintesis de dcido ribonucieico (RNAY y proteinas, v la activacion de las enzimas
que sintetizan MEL (principalmente MATY 123575 g6 1 observado que el inctomento de nucléotidos
ciclicos se incrementa hasta 100 veces mediante ta estimulacion adiendigica cuando la norepinefring
estimula tanto receptores alfa 1 como heta en los pincalocitos de rata adulta 219 gin embargo, se ha

destacado en diversos ostudios que los 1eceoptores adrendrgicos alfa 1 regulan 1a actividad de 1o NAT

durante el desarrollo mas que los receptores beta BT,
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Probablemente la cantidad de luz no sea el Gnico factor ambiental que regule la funcién de
la GP. Por ejemplo, se mostré que seiales provenientes de estimulos olfatorios, acusticos y de campos
electromagnéticos pueden modificar la sintesis y liberacion de indoles 79, De igual manera, este efecto
se ohserva por la estimulacion del sistema simpatico provocado por el estrés {148 o por otros impulsos
sensoriales coma el cambio de temperatura 158.177,192),

La simtesis y la secrecidn hormonal de la pineal también se modifica por accion de los
estrégenos, andrégenos, progestinas, corticoesteroides, tiroxina, gonadotrofinas 3, prolactina, hormona
estimulante de los melanocitos alfa y heta, hormona adrenocorticotrofica {ACTH), factor liberador de la
hormona tirotrdpica (TRH) 1138}, factor liberador de la hormona luteinizante (LHRH), somatostatina,
arginina-vasotocina, calcitonina y la propia MEL 6 lo que sugiere que aunque las sefales neuronales
constituyen la principal aferencia de la funcidn pineal, el sistema no carece de una accion hormonal
retroactiva, provocada por las hormonas sectetadas en los distintos drganos blanco de la GP, tal como
ocurre en gl hipotdlamo y la amigdala, centros que influyen significativamente sobre la actividad neturonal
que regula a esta glandula '58),  Por otra parte, se sugiere que, ademés de las propiedades de
transduccién neuroendéerina del pinealocito; existe también un fendmeno de transduccién enddcrino-
endderina, en el que una célula endderina quimiorreceptora para cierta hormona, transforma el mensaje

de dsta en la secrecidn de otra hormona diferente 142),



B) FARMACOLOGIA Y FISIOLOGIA DE LA MELATONINA.

La MEL es un producto exclusivo de la GP 73% aunque estructuras como la retina 38, el
intestino 151, probablemente las plaquetas 119, y fa glandula harderiana en los roedores, son capaces
de sintstizar esta hormona; sin embargo, las concentraciones secretadas por los drganos no pineales son
minimas vy aparentemente no contribuyen a conformar las concentraciones séricag {145,

No se han identificado completamente los compartimientos hacia los cuales son secretadas
las hormonas pinealas {197} pero en la circulacién, la MEL se une a la albimina en un 60%, formando
complejos MEL-albiimina muy disociables. Al igual con lo que ocurre con otras hormonas, la presencia de
esta proteina transportadora no modifica su actividad bioldgica, la concentracion de sitios de union tisular
especificos, ni su elevada liposolubilidad 139!,

Los estudios farmacocinéticos realizados en humanos indican que la MEL es un compuesto
que se distribuye rédpidamente en el organismo. La inyeccion intravenosa de un bolo de 6 a 10 g,
induce un paudn farmacoldgico bifasico correspondiendo a un descenso con una fase de distribucion de
1.35 min, una fase metabdlica de 28.4 min "9, una vida madia de 18 min %4, un volumen aparente de
distribucion (Vss) de 36,7 litros y una depuracién de 966 mi/min 83},

La aplicacion intravenosa de MEL muestra que la hormona atraviesa facilmente la barrera
hematoencefdlica e interactita con estructuras cerebrales, principalmente ol hipotdlamo vy 4&reas
coliculares (183),  Sin embargo, sus concentraciones cerebrales decaen posteriormente en forma rapida
{alrededor de 8 min); lo que sugiere una rapida distribucién y recambio 119}, Cuando se administra MEL
tritiada (3H-MEL) en la circulacion general, la hormona penetra en todos los tejidos, incluyendo al SNC;
mientras que su administracidon en el LCR por inyeccién intraventricular, se acompafia de una
acumulacidn en la region hipotaldmica, y con un decaimiento répido de su concentracidn cerebral
generando una curva multifdsica, lo cual sugiere una vida media con dos componentes principales: uno
temprano de 6 min; v otro tardio de 40 min B7.54),

La MEL sufre un elevado metabolismo hepético de primer paso (198), £l catabolismo de esta

hormona consiste en su conversion a N-acetil-5-HT o 6-hidroxi-MEL en la mayorfa de los animales 224



{Fig. 6). £n fos seres humanos la sulfa-metoxi-MEL constituye o principal metabolito 11520 14
G-hidroxi-MEL es un compuesta carente de actividad bioldgea v se conjuga posterionnente con icido
glucurénico o sulfato, para ser excretada por la wiina y heces, Tambien el higado es capaz de desacetila
ta MEL @ B-metoxi-triptamina por accion de una atitcilamidasa especitica 78

Recientemente se mmostro una via catabolica en 1o que el nucleo indolico s toto para
praducir derivados quinurenamicos del tipo de ta N-acetil-6-metoxiquinurenamina (Fig. 6}, Este hallazgo

resulta muy importante porque este tipo de compuestos ejercen efectos psicotropicos 82:120.168)
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FIGURA B: Metabolisnt de la melaconing 139,

Desde un punto de vista fisioldgico, el efecto mejor Jescrito v estudiado de ta MEL es su
participacién en fa regulacién de la reproduccien 7883180 giy embargo, v sobre todo en la dltima
década se han reportado efectos do esta harmonn sobre otras funciones cerebrales y algunos efectos en
drganos periféricos, pudiendase incluir en efectos endéciinos y no endociinos, o bien, tomo clectos
conductuales, efectos metahdlicas, efectos sehre In arganizacidn y periodicidad circddica, of ctos

inmunolégicos, v efectos sobre fa regulacion del ciclo celular {Cuadro 11) 68,
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Dentro de las funciones neuroenddcerinas destacan las relacionadas con el eje pineal-ovarico
en las cuales participa la MEL, siendo de los efectos sobre la reproduccion mds importantes que se
mencionan la inhibicion de la liberacion de factores hipotatamicas 93, los cuales regulan todas las
facetas de la reproduccion estacional y no estacional (917093.2121  Eoag aceiones se ejercen tanto en

animales como en seres humanos {180 (Fig, 7).

CUADRO 11 La actividad antigonadal de la MEL en

FUNCIONES PROPUESTAS PARA LA GP. los mamliferos estd bien documentada ‘1931 siendo
®  AGRESION su efecto caracterfstico un retardo en la maduracion
¢ ENVEJECIMIENTO
¢ ACTIVIDAD ANTIMICOTICA ; ; \ . etanein e
o INFLUENCIA SOBRE LA MALIGNIDAD de los ovarios y testfculos, como consecuencia e
®  PROLIFERACION CELULAR
©  HIBERNACION sus efectos a todo lo largo del eje hipotalamo-
®  ESTADO DE HIPER-EXCITABILIDAD Y EPILEPSIA
L4 HIPERTENSION s - . (109}
o CONSERVACION DE LA ORGANIZACIon  y| hipdfisis-génadas . de tal manera que regula el

PERIODICIDAD CIRCADIANA

®  CONSERVACION DEL CICLO SUEAD-VIGILIA

efecto de la luz sobie los ritmos enddécrinos
e  EFECTOS METABOLICOS SOBRE CARBONIDRATOS,

LIPIDOS Y PROTEINAS
*  MODULACION DEL EJE HIPOTALAMO-WIPOFISIS relacionados a la fertilidad, la pubertad, el embarazo
®  REGULACION FOTOPERIODICA DEL CICLO
zszzozuﬁ,{msggs ANFIBLOS, REPTILES, PECES, y el parto. Tanto la sintesis como la secrecién de
PUBERTAD, FERTILIDAD Y EMBARAZO
REGULACION DEL PESO CORPORAL MEL muestran una fluctuacién ritmica durante el
RESPUESTA Y ADAPTACION GENERAL AL ESTRES
ESQUIZDFRENIA
DESORDENES AFECTIVOS ESTACIONALES embarazo y el parto en los seres humanos (98209}
EVENTOS DE SINCRONIZACION DE HIBERNACION
TERMORREGULACION . . vea .
CAMBIO DEL CICLO SUERO-VIGILIA ("THE Jer| ©N los que se observa un ritmo bifdsico en los niveles
LAG")
SED Y BALANCE DE ELECTROLITOS plasmaticos de MEL, y a sido sugerida su
MENOPAUSIA
MODULACION DEL EJE ADRENO-TIROIDES - . L 213
PREFERENCIA POR EL ETANDL participacién en el inicio de la pubertad 1273,

en estaca la observaci i
Tomado de a rlerencia M. 68 Ademds destaca la observacién reportada por Yasin

y cols 223 sobre el efecto regulador de tipo
inhibitorio de la MEL sobre la liberacién de hormonas neurchipofisiarias (vasopresina y oxitocina), lo que
es significativo debido a que se han otservado niveles elevados de MEL en el inicio del embarazo, aunque
se propone que éstos pueden promover un incremento en la produccidn de progesterona v reducir la
motilidad uterina, lo que favorecerfa la implantacién vy desarrollo del embrien 189741221300 pgr otra
parte se reportd un incremento en la concentracién de MEL en el liquido folicular con posibles

implicaciones fisiolégicas en la reproduccion {188,
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FIGURA 7: Representacion gsquemdatica del ejo pincal-ovdrico en

“
ol ser humano 39,

Los efectos de la MEL sobre 1a reproduccion, pero que no estdn asociados directamente a al
SNC, destaca la identificacicion de receptores en células de Leydig inmaduras, asociandose a una
disminucidn en la sintesis de testosterona nsociada ademas a la presencia de Hormona Luteinizante 1201,
Por otra parte, e¢n los Gltimos aios, se ha iniciado el estudio de la influencia que posee la
MEL sobre el desarrollo y los diferentes patrones fisioldgicos del feto, legando ha establecer la hipotesis

de que la producecion de MEL y las concentraciones séricas de Hormona Folfeulo Estimulante (FSHY son
influenciadas por la exposicidn fotopet(odica recibida durante la vida fetal #6.178,179),

Otro de los efectos de la MEL, as la regulacién que ejerce sobre el ciclo celular 29 y 1a
respuesta inmune mn, o que ha provocado que sca involucrada en enfermedades infecciosas,
enfermedades autoinmunes y en el cancer 781731940 A pote yespocto, los animales pincalectomizados

yresantan un incremento de la tasa de mitosis en tumores oxperimentales, facilita el erecimiento y la
y

propagacién del carcinoma walker 256 en ratas 185 acelera el crecimiento de sarcomas transplantados



en ratas y facilita la prop.zlgacién metastasica del melanoma matigno en animales de expetimentacion;
aunque también posee efectos anticancerigenos en otros tipos de tumoraes.

En los humanos, el déficit en la funcian de la GP; expresada como {a disminucion de la
secrecidn o pérdida de la liberacion circadica de MEL Y99 yyede ser considerada como un factor de
riesgo adicional en el desarrollo del carcinoma endometrial (1731,

La MEL también inhibe el crecimiento de céncer de mama en ratas y ejerce un efecto
inhibidor sobre el crecimiento en cultivo de células cancerosas de mama MCF-7 provenientes del ser
humano 2 1o que indica que puede actuar como una hormona inmunomodutadora enddgena. Estas
acciones involucran a los antigenos activadores de linfocitos de células T, probablemente por un
mecanisma opiapeptidérgico 1117.118),

Algunas evidencias experimentales muestran una asociacidn entre la actividad de la GP y
enfermedades como la esclerosis multipte 172, la disquinecia tardia, ta enfermedad de Parkinson,
enfermedad  de  Alzhoimer Y24y padecimientos  psiquidtricos como la  depresién v la
esquizofrenta 1174.475),

En desdrdenes alectivos como la depresion bipolar, existe unha respuesta de
supersensibilidad de la GP a la {uz; en tanto que durante la depresion mental recurrente a veces muy
marcada, existe una disminucién de su secrecion, por lo que los pacientes responden al tratamiento con
esta hormona (1151961 Tambign se describi6 suparticipacion en ta induccidn del suefio 84.191.218)
como una sustancia anticonvulsiva {71.72),

Dentro de tos efectos cerebrales no endderinos, inicialimente se mostré su accidnh sobre la
actividad locomotriz, Esta hormona induce una supresidn marcada y duradera de todos los pardmetros
locomotores de la rata 1159,

Por otra parte la MEL también participa en la neutralizacion de los efectos tdxicos de
compuestos oxidantes. Esta accidn antioxidante ha sido atribuida a la presencia del grupo metoxi en el
anillo y del grupo acetilo en la cadena lateral, por lo que tiene la capacidad de capturar radicales hidroxilo,
incrementando la destoxificacion y eliminacidn do radicales hidroxil tdxicos y altamente reactivos por una

accidn directa, y regulando el equilibrio de oxidacién-reduccidn en el medio intermo y protegiendo del



dafio oxidativo a los componentes bioquimicos de las células, particularmente en los dcidos nucleicos
I ] b
1168,159)  horg gdemds reduce la generacion y formacion de radicales hidroxil por disminuir la

concentracion de peroxido de hidrégeno a través de estimulacion de la enzima glutation peroxidasa 114,



C) MECANISMO DE ACCION DE LA MELATONINA.

A pesar de fas multiples descripciones de los efectos antigonadotropicos de ta MEL, el sitio
axaclo de su accion estd atn en discusion Y87 Prabablemente o principal drgano blanco sea el SNC,
pues as el tejido que posee mayor concentracion de receptoras, v es donde este indol madifica funciones
metabdlicas tales como ta sintesis de proteinas *%, el contenido de 5-HT {0 y 4cido gama-aminobutirico,
la liberacién y recaptura de neurotransmisares 4%, los niveles de tubuling, la liberacian de LHRH 8! y ja
modificacién en la actividad eléctrica cerebral 1137}, En ol SNC, ol sitio mds afectado es el hipotalama,
principalmente el drea retroquiasmidtica, supradptica vy predptica, con la consecuente modificacion de la
actividad del eje hipotdlamo-hipdfisis, to cual provoca cambios en las concentraciones circulantas de
hormonas hipofisiarias y en el contenido vy recambio de neurotransmisores,

El mecanismo de accidn por el cual la MEL ejerce sus muiltiples ofectos, se vuolve complejo
conforme se incrementan los procesos bioldgicos en los que participa fa MEL. Sin embargo, actualmente
se acepta que los efectos atribuidos a la MEL sean mediados a través de receptores membranales o
intracelulares {ya sea en el citosol o en el nicleo) (852,

En el SNC se han propuesto diversas hipotesis 38! que sugirieren la posibilidad de que
modifique la sfntesis y transporte de neurotransmisores, el almacenamiento, liberacion y metabolismo
prestndptico; la recaptura de neurotransimisores, la interaccién neurotransmisor-receptor; el metabolismo
postsinaptico, o bien, algunos otros mecanisimos postsindpticos; sin embargo, los estudios realizados se
dasarrollan a partir de dos paradigmas: uno indica que los efectos de la MEL estdn mediados a partir de
raceptores membranales, en tanto que el otro sugiere sitios de accion intracetulares (Fig. 8) (651,

Con et empleo de MEL marcada con material radioactivo y de técnicas inmunoquimicas,
autorradiogréficas ‘297! y estudios in vitro 1188}, se han identificado sitios de unién a la MEL en diversos
tejidos de roadares {ratén, rata, hamster y conejo), ovinos, aves, lagartijas, peces y en el hombre (68,189}
Dentro del SNC se describleran sitios de union en la rating '8, el ntcleo supraquiasmatico de humanos y
roedores, 1a pars tuberalis de la eminencia media, el 4rea postrema, los nuicleos talamicos, el hipotalamo,

la corteza occipital v cerebalar, el ntcleo estriado, el puente y la amlgdala de bovinos y roedores, la



5 M'l,(i'l,'lO().lm.?()7)'

glandula pinaal y la hipdlisis Por otta parte, se han descrito sitios de union en tejidos

extrancurales como el ovario, vasos sanguineos, higado, testicido, pulmaon, corazon, rfion, epididimo vy
g (34,65,107)

glandulag adrenales
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FIGURA 8: Representacion de los posibios mecanismos de aceion
que 50 sugiaren para que la MEL pjeca sus efectos, entre fos que
s0 indican modificacion a nivel de: 1} siitesis y transporte de
npurotransmisores, 2)  almoacenamiento, 3 liberacidn, o 1)
metabolismo presindptico; 6§} recaptwra da transmisores;  6)
Interaccidn neurstransibisor-raceplor, 7 matabolismn

pestsindplico, y 8} otros mecanisimos postsinaplicos (sl

Muchos de estos estudios difieren en las constantes de afinidad (kd) que reportan, lo cual
probablemente sea debido al sitio cerebral analizado y a los ligandos marcados de MEL empleados
(3H-MEL, 1"26.MELY. El uso de 3H-MEL revela sitios de union de alta afinidad dentro del rango nanontalar
en cerebro de ratas y ovinos, mientras que los estudios realizados por Laudon y Zisapel 198! empleando
MEL jodada (I"?5-MEL) refieren la existencia de sitios dv union de alta afinidad con kd en el rango
picomolar compatibles con una simple clase de receptores.  Sin embargo, los cstudios realizados por
Dubocovich y cols ©367.9N con (25 MEL, 1eportan una kd en el rango picomaolar v otra en el rango
nanamolar,

Aunque los resultados de estos ostudios ain son muy conttoversiales en cuanto a la

afinidad de estos sitios de unidén, la existencia de receptores especificos a la MEL queda fuera de tada
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duda,debido o que recientemente, un DMAC codificado ded receptor o MEL fue clonada 5 parte del
melandforo de Xenopus faevis, se trata de una proteina de union de alta alinidad a tYSMEL, posoe 420
aminodcidos con siete dominios transmembranales hidrefobicos; también se ieponto la elonacion de un

DNAc que coditica a receptares a MEL en humanos y ovejas {Fig. 9) 85,
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FIGURA 9: Secuencia de aminodeidos del receptor a MEL del
molandtore de Xenopus lapvis.  Los clreudos on el rectdngulo
rapresentae los residuos do aminodcidos en los siete dominios
transmombranales,  So muastra of posible sitie de glicosiacisn y
sitios do fostorilacion de PRC 05

Tanto la diferencio como las varaciones de o afinidad del rongo nanomolar ol rango
picomolar reportada puede ser explicada por dos mecanisimos: la regulacion de un sélo tipo de recoptor a
la MEL; o la expresion de dos tipos diferentes de receptores a ln misma.

Dubocovich ©3-85.9% propone fa existencia de dos subtipos de receptores a MEL: ML, v
ML, (Fig. 10). E sitio de unién ML, posce caracterfsticas farmacoldgivas idénticas en retina de pollo y
conejo, es de alta afinidad, el valor de la kd es de una magnitud en el rango picomolar, es reversible vy

saturable; esta funcionalmente asociado con la inhibicion de la liberagion de dopamina dependiente de

Ca* 21229 5 potenciacion de la respuesta contractit a la noradrenaling exdgena, la estimulacion nerviosa
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en la arteria caudal de Ia rata, con los cambios circadianos de la actividad eléctrica en of nicleo
supraquiasmatico de la rata y con la inhibicidn de la hormona liberadara de gonadotropina (Gnidt) 2021
La via de transduccion intracelular es la inhibicion de Tormacion de AMPe a travds de una proteina G
inhibidora sensible a toxina pertusiy (63.65.99.199)

El sitio de unidn ML, se localiza en membianas de cerebro y se caracteriza por una menor
afinidad por 1"?5-MEL (rango nanomolar}, ademas de que la velocidad de asociacion y disociacion os
mayor que la encontrada en la retina de pollo. La via du transduccion estd acoplada a la estimulacion de
la hidrélisis de fosfoinositidos via una protena G, Debido a que la distribticion de este subtipu de

receptor no ha sido bien determinada las funciones fisioldgicas de este receptor son aun dificiles de

precisar (63.66.99)
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Figura 10: Posibles sitios de accidn para MEL en la membrana
plasmalica (via recoptores ML, v ML,), ol vitoplasma y el miiclen
de ta cdlula, DG, diacilglicarol; H‘J, inositol 1,4,5-tildsforo; nwp,,
dosdatidilingsitol 4,5-bifostate; PKC, proteina cinasa C; PLC,
fosfolipasa C (65),

Por otra parte, existen evidencias experimentales que sugieren un solo tipo de recnptor,
pero que su afinidad a MEL es regulada por la oscilacion del fotaperiodo, o por un microambiente idniro
especilico. Laitinen y cols 1199 mastraron que el sitio de union de alta alinidad a 1'25-MEL en el nicleo

supraguiasmdtico de la rata, posce un ritmo diumo, lo que podria reflejar o oscilacion de Ta bd ded



receptor en los rangos pico y nanomolar. Esto indicarfa que la atinidad de los receptores a la MEL oscila
a lo largo del fotoperfodo. Tal sugerencia recibe apoyo de estudios que muestran un sitio de alta afinidad
en el SNC de ratas sacriticadas durante la mafiana con una kd en el rango picomolar; mientras que
durante fa noche se observa la aparicion de formas de baja afinidad,  Ademas, el ritmo circgtdiano de
secrecion de MEL y variacidn en la inhibicion de la liberacion de dopamina en el hipotalamo /in vitro, son
indicativos de un ritmo circadiano en la afinidad a los receptores a la MEL del cerebro de rata (104,

Sin embargo, no se han obsevado variaciones on la afinidad de receptores en la pars
tuberalis de ratas y hamstrers asociados a cambios estacionales u hormonales (testosterona) 18); en
tanto que en aves, se observo un aumento en el nimero total de sitios de unidn mds que un incremento
de la afinidad al compararse por analisis de Scatchard los valores obtenidos durante el fotoperiodo 29),

Laitinen y Saavedra 1192103} reportaron que la union de 1'?5-MEL ¢s inhibida por nucledtidos
de guanina, NaCl, Na*-fosfato y LiCl, a concentraciones milimolares y de manera dependiente de la
concentracidn. Este hallazgo sugiere que la unidn de la MEL a sus receptores, también depende de la
existencia de un ambiente idnico especifico; aparentemente la presencia de estos cationes monovalentes
modula directamente la afinidad del receptor hacia la MEL. Aunque se desconoce ¢l mecanismo de tal
modulacién; es probable que ésto sea consecuencia de cambios en la conformacién de la molécula del
receptor, como ocurre en el caso del receptor a TRH 81},

Adicionalmente el calcio promueve la unién de la MEL a su receptor de alta afinidad,
mientras la ausencia de este catidn disminuye la afinidad del receptor, Por el contrario, la presencia de
50 mM de NaCl o de GTP-s reduce significativamente la afinidad de tal receptor (193}, Resultados
exprimentales muestran que las concentraciones micromolares de nucledtidos de guanina y de cationes
monavalentes (Na* y Li*) inhiben en forma especffica fa unién de I'?5-MEL.  Ademds, las
concentraciones picomolares de MEL inhiben la acumulacién de AMPc¢ provocada por forskolin, lo que
sugiere que el receptor a MEL est& acoplado a la protefna G sensible a toxina pertusis 5!, este sistema
dae segundos mensajeros es el encargado de transducir la sefial intracelularmente 12181,

Aungue los sitios de unidn a la MEL poseen un significado bioldgico y median muchos de

los efectos fisioldgicos que esta hormona ejerce, como es el caso de los receptores a la MEL en el tejido
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By caudal de la rata Y9 Jos cuales se conelacionan con su

vascular de la arteria cerebral
participacidn en la termarregulacion corporal 177200 tymbien existen datos sugerentes de que la MEL
puede actuar a través de un fendmeno diferente, utilizando un mecanismo que involucra receptores
similares pero que dispara eventos intracelulares diferentes a los mencionados.  Adicionalmente, os
posible que la MEL interactue con algunas sitios citosdlicos y nucleares para mediar una variedad de
efectos celulares en tejidos desprovistos de receptores unidos a membranas (89!,

Al respecto, Anton-Tay y cols. reportaron efectos de la MEL sobre la estructura del
citoesqueleto 118) consecuencia de una modificacion en los niveles celulares de calimodulina 119
aparentemente el mecanismo de accién es una inhibicion del 50% de la actividad de la fosfodiesterasa
dependiente de  calmodulina. La incubacion de células MDCK con MEL, provoca una
compartamentalizacion de la calmoduling, la cual se acumula muy cerca de la membrana plasmatica.
Estos autores encontraron que la 3H-MEL se une a la calmodulina con una alta afinidad, de manera
espec(fica, rdpida, estable, reversible, y dependiete de calcio; por lo que proponen la unidn de MEL con
calmodulina como el mecanismo de accién de esta hormona (52,

Por otra parte, algunos efectos provocados por la MEL sugieren su aseciacion con
organelos intracelulares; asf, cuando esta hormona se asocia con tubulina purificada de hipotdlamo se
reduce el transporte axonal rdpido {proceso dependiente del sistema microtubular), como consecuencia
se producen cambios ultraestructurales en la eminencia media, los cuales son compatibles con reduccion
de la neurosecrecién. También la migracién de pigmentos en la piel de anfibios (182,188} 15 inhibicién de
la mitosis celular y probablemente algunos cambios neuroendécrinos en vertebrados superiores son
consecuencia de la modificacion de proteinas contrdctiles intracelulares de tipo de la tubulina provocadas
por la MEL {18.36},

En el nucleo celular, este indol puede actuar como un secuestrador de radicales libres,
protejiendo el DNA de efectos citotéxicos 169, Ademas, la MEL se une y activa un miembro orfan
{RZRB) de la superfamilia de receptores nucleares, lo cual puede representar el sitio de unidn nuclear
descrito recientemente e indica que esta honmona puede regular la expresién gendtica 158!, Esto permite

discernir las vias de sefializacion nuclear que utiliza la MEL para ejercer sus efectos oncostéticos,



inmunolégicos y anti-envejecimiento, Por otra parte, la MEL inhibe la sintesis de prostaglandinas (61110
en varias estructuras como el hipotdlamo mediobasal 7% y ¢l dtero, como parte de su papel en ol
mecanismo de accion hormonal (69.78.105),

Otros cventos asociados al mecanismo de accion de la MEL que actualmente se exploran es
la rpobabillidad de que actue a diferentes sitios para regular una respuesta neuroenddcrina individual a
cambios estacionales 129, o bien, desde un enfoque del desanolla,  través de la coexistencia de
“factores difusibles" (219,

Como en el caso de los sitios de union a MEL, se han identificado una pluralidad mds que
una singularidad de presuntos segundos mensajeros que participan en la transduccién de la seial de MEL
para producir sus efectos 185:99.186,987) " ¢h46 |og segundos mensajeros se encuentran los nuclectidos
clclicos (disminucidn de AMPe, y un posible incremenito en la produccidn de GMPc) 146.199,210.216,228)
derivados del acido araquiddnico 99 y el calcio 299 (Fig. 10),

Se ha observado que la MEL provoca una reduccidn en la actividad eléctrica de las células
del hipotélamo anterior y lateral, lo que indica que ejerce una aceion moduladora de tipo depresor e
inhibidor sobre la excitabilidad celular 293) aunque el mecanismo de este efecto, atin es motivo de
discusién, analisis y estudio "88); en tanto que en la pars distalis de la hipéfisis, la inhibicion de la
corriente de entrada de calcio y las modificaciones del potencial de membrana son importantes
mediadores de los efectos de la MEL 1133),

Estudios realizados en melandforos de Xenopus laevis, han permitido comprender el
mecanismo de accion de la MEL a través de mecanismos dependientos del flujo de calcio y del bloqueo
por la toxina pertusis, sugiriéndose que esta involucrada una proteina G en la respuesta. Por otra parte,
se ha propuesto que el receptor a MEL de alta afinidad estd acoplado a una protefna Gi, lo que le permite
regular una variedad de eventos intracelulares, como la produccién de nucledtidos clclios, mecanismos de
regulacién del calcio, fosofoinos(tidos, prostaglandinas, potencial de membrana y canales idnicos, La
MEL puede actuar disminuyendo la disponibilidad de calcio para los procesos secretores pudiendo ser

afectada la entrada de iones de calcio a la terminal nervios presindptica. Un importante mecanismo de
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transduccidn de la sefial de MEL involucra la inhibicion de la formacion de AMPc debido a la inhibicion de
la adenilil ciclasa.

Aungue todos estos estudios puntualizan la interaccion de la MEL con un sitio de unién
especifico como prerrequisito para ejorcer su efecto, existen incongruencias dificiles de explicar con este
modelo de accidn. El mas importante es el rango de la dosis; para reproducir muchos de los efectos de la
MEL se requiere de dosis suprafisioldgicas 2221, Por ejemplo, se requiere entre 100 a 10,000 veces la
concentracién fisiolégica para reproducir los efectos antigonadotrépicos de fa MEL 11931 os
requerimientos de las dosis 1o parecen ser consecuencia de las propiedades farmacocinéticas de la
MEL 1128) puesto que por su solubilidad, esta hormona atraviesa practicamente y con mucha facilidad
cualquier tipo de membrana celular 97),  Por esta discrepancia, usualmente se refieren dos tipos de
efectos de la MEL: los fisiolégicos y los farmacoldgicos 144}, Estos vltimos no parecen ser consecuencia
de una accién a través de receptores especlficos, sino que podrfan ser consecuencia de una interaccion

entre la MEL y algunas lipoproteinas de la membrana celufar ),
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D) INTERACCION ENTRE CALCIO Y MELATONINA,

Il calcio intracelular participa como segundo mensajero en procesos fundamentales como la
liberacion de neurotransmisares U702y oof control de ta excitabilidad de fa meminana celolar de los
tefidos excitables LE2183170.82) inicia of acomplamicnto excitacisn-contraccion, el acoplamicnta
escitacion-secrecidon y multiples procesos hioquimices, tos cuales controlan la apertura de canales
ionicos 59, fa actividad enzimaica, of metabalismao v 1a expresion gendtica Y9523 Pyeiqual manera, 11
estimudacion hormonal o por neurotransmisores, tambidn incrementa la cancentracion del ion calsio en ¢l
citosol, al activar canales idnicos de calcio dependientes de fa pesencia de un camplejo receptar-

hormona (23.80,
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citosol via bomba Ma ' /Ca'? 1G) v puede ser hberado de
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Los incrementos transitorios en ta concentracion intracelular de calcio tienen dos origencs
(Fig. 11}; uno de ellos se debe a su liberacidn de los almacenes intracelulares asociados con el reticulo
endopldsmico; en todo caso, diversas estimulos impartantes {tales como hormonas o neurotransmisores)
actuando sobre un receptor de superficie celular, estimulan ta ruptura det fosfatidilinositol fosfata,
generando con ello diacilglicerol e inositol trifosfato (P4l Una vez que los receptores intracelulares a 1Py
son activados, éstos provocan la disociacion del Ca'? do sus proteinas almacenadoras con 1o cual la
concentracién de Ca*? en el citoplasima se incrementa 138 El otro otigen es el calcio extracelular gque
penatra al interior de la célula por un aumento en la permeabilidad de la membrana plasmatica, la cual en
condiciones de no estimulacién es practicamente impermeable a calcio.  La entrada de calcio es
consecuencia de la apertura de canales a través de los cuales este jon pasa al citoplasma 1127,

Cuando fa concentracién intracelular de calcio se incrementa, ésta se une a protefnas
localizadas en ef citoplasma, del tipo de la calmodutina, formanda un camplejo calimodulina-calcia el cual
es hioldgicamente activo. Por el contrario, cuando la concentracién intracelular de calcio disminuye, el
idn se disocia de fa protefna receptor y con sllo se incrementa sy concentracidn. De esta manera, el
calcio participa en la transduccidn de fa informacion de la superficie celular hacia et interior de la célula.

La coexistencia de multiples tipos de corrientes de calcio en un solo tipo de células ha sido
demostrado en experimentos de fijacion de voltaje; sin embargo, ninguno de los canales posee un papel
bioldgico en particular; por ejemplo, en el corazdn, los canales de calcio tipo T {activades por bajo voltaje
-LVA-) estdn involucrados en la regulacidn de actividad de marcador de paso, mientras los canales tipo L
y N lactivados por voltaje elevado -HVA-) lo son en el acoplamiento excitacién-respuesta; mientras que la
secrecidn depende de la corriente de entrada de calcio a través de canales tipo T, L o N, dependiendo dul
tejido y el transmisor u hormona involucrado 180.127.198),

Muchas evidencias oxperiinentales muestran que el calcio juega un papel importante en
diversos eventos relacionados con la MEL, como es el caso en la regulacién de su sintesis y secrecidn, o
bien, participando en el mecanismo de accién, ya sea mediado a través de su receptor, o bien, por una
unién a protefmas especiiicas (canales idnicos) de la membrana celular o incluso por su asociacion con

protefnas intracelulares {18.52),
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La secrecion de MEL esta acoplada a su sintesis @ y no existen evidencias de que se
almacene 3% para su liberacion los flujos de calcio a través de canales dependientes de voltaje juegan
un papel fundamental 1190227 £ ingreso del ion calcio a través de estos canales increnenta la
concentracién intracelular de calcio inorgdnico en los pincalacitos de 2-4 veces mas que en condiciones
basales (1521632260 | 4 importancia de estas corrientes de calcio en la sitesis de MEL se manifiesta
cuando se aplica nitrendipina, Bay K8644, cobalto y magnesio, asl como hajas  concentraciones  de
calcio '226), gn estas condiciones, tanto la sintesis como la liberacion de MEL se reducen
significativamente. Ademas, la adicién de concentraciones elevadas de calcio a homogenados de pineal,
reduco la actividad de la enzima NAT 1147,

En algunos tejidos, el calcio promueve la unién de 1'?5-MEL a receptores ML, (102104
Ademis, los estudios realizados por Zizapel y Laudon 229-23 myestran que la MEL inhibe la liberacion
de dopamina provocada, ya sea eléctricamente o por potasio, en neuronas de hipotdlamo de rata. Este
efecto es consecuencia de un bloqueo de la entrada de calcio al interior de la terminal nerviosa
presindtica aunque se desconoce el por qué este efecto no se ejerce en todas las células que liberan
dopamina, Estos datos muestran que la MEL puede afectar alguna etapa de la cascada de eventos que
involucran al calcio intracelular y que es necesaria para liberar dopamina. Este efecto es sensible a la
presencia de calcio extracelular, lo que sugiere que fa MEL puede disminuir la disponibilidad de calcio para
el proceso secretor al modificar la entrada de iones de calcio en la terminal nerviosa presindptica 99, Sin
embargo, no ha sido posible discriminar si el calcio, en este efecto provocado por la MEL, constituye una
parte de la via de seiializacion asociada al receptor a MEL o es simplerente un requerimiento del proceso
de libercién de dopamina {133,

El efecto antigonadotrdpico de la MEL puede ser consecuencia de inhibir la corriente
entrante de calcio. Por ejemplo, la MEL reduce la movilizacion de calcio inducida por LHRH, efecto que
no se manifiesta cuando se reduce la concentracién de ealcio extracelular 1202, Estudios recientes
seifalan que la MEL bloquea la entrada de calcio del canal tipo L dependiente de voltaje 1202:203),
Consecuentemente la MEL provoca una hiperpolarizacidn de la membrana y repolariza los efectos

despolarizantes provocades por la LHRH 1203}
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En la hipdfisis esta accidon de fa MEL es medinda por un mecanismo sensible a la toxina
pertusis,  Ademds, la accién sobre el potencial de membrana es sensible a sodio lo que implica la
participacion del AMPc vy de una ATPasa dependiente de la Na */IC* 9187, [n 1a hipétisis anteriar de rata
neonatal la MEL inhibe el incremento que induce la Hormona Liberadora de Gonadotrofina (GnHR) de la
carriente de entrada de Ca*? a través de canales de caleio dependientes de voltaje.

Se ha descrito también que la MEL disminuye, en preparaciones celulares y subcelulares
cerebrales, la recaptura de Ca*? inducida por la despolarizacién, sugiriendo una actividad moduladors de

esta harmona sobre canales de calcio controlados por voltaje en grupos neuronales (2268),

Tambign otras acciongs de Ja MEL parecen ser mediadas a través del mecanismo que
involucran la mavilizacién de calcio. Par ejemplo, estudios que analizan el movimiento {fsico de grdnulos
de pigimento de la piel de anfibios muestran que el retiro de caleio del medio induce la disminucidn de {a
respuesta de agregacién del pigmento en melanéfaros a MEL {126.188) aynque este hallazgo es un tanto
controversial 20k gdemds, la aplicacion del iondfors A23187 da resultados ambigliss cuando se aplica a
melanocitos aistados (128, Sin embargo, Sugden (8% yaporte que ef retiro del calcio extracelular o Ja

aplicacién de varios cationes divalentes, capaces de hloquear Ia entrada de calcio, bloquea la agregacion

de pigmentos inducido por MEL.
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E} EL CALCIO EN LA CONTRACCION DEL MNSCULO LISO.

En el caso del musculo fiso aislado expuesto a estimules de tipo eléctrico, neuronal o
humoral, existe una serie de eventos que incluyen la activacién neuronal y celular, la interaceion
agonista-receptor, el acoplamiento eléctrico y mecdnico entre células musculares, y la modulacion
intracelular de la respuesta contractil (7,

Al ocurrir fa activacion del musculo fiso por accion de un agonista en of ambiente externo, el
primer paso es fa formacion de un complejo reversible entre las moléculas del agonista v los receptores
especlficos localizados en la membrana plasmatica de la cédlula muscular. Subsccuentemente sc presenta
un incremento de la corriente de entrada del fon calcio a través de la membrana p|asméti<.:ﬂ ylo la
liberacion de iones de calcio provenientes de depdsitos intracelulares 87!, El calcio intracelular se une a
la calmodulina vy el complejo calmadulina-calcio activa a la enzima cinasa de la cadena ligera de miosina,
La enzima activada cataliza la fostorilacién de la cadena ligera de miosina, presentdndose la unidn de la
miesina a la actina y el aumento de la actividad de 1a ATPasa de miosina, teniendo como resultado final
fa contraccidon muscular @4, Finalmente, se produce unha desfosforilacion de la miosina por diversas
fosfatasas y en consecuencia se presenta la relajacion (Fig. 12).

Cuando se presenta un sostenimiento de la contraccién del mascuto lso, éste se debe a fa
presencia de una cotriente de entrada del ion calcio a través de canales operados por receptor y
dependientes de voltaje 92!, Este incremento intracelufar de calcio a expensas del calcio extracelular, se
considera el factor determinante en el acoplamiento excitacién-contraccién del masculo liso (24.152,183)

Estos eventos ponen de manifiesta el papel del calcio en la regulacion de la contraccian dei
muscuio liso. Esta regulacidn es de dos tipos {Fig. 12} fosforilacién de la cadena ligera de miosina y
unidn directa del calcio para activar fa actomiosina,

La permeabilidad que la membrana celular del misculo liso muestra a los diferentes iones
inorgdnicos en condiciones fisioldgicas es determinante para la modulacién de la actividad de las
protelnas contréctiles que desarrollan la tensién muscular. Muchos férmaces que contraen o refajan al

muiscuio liso, alteran esta permeabilidad celular,
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FIGURA 12: Regulacion de la contraccidn da musculo liso por el
Cat?, s presentan los eventos pra la activacion de 1a cinasa doe
la cadena ligera de miosina {MLCK) dependiente de calmoduling
(CM), y la activacion de la actomiosina por unidn diracta de caleio

(Ca). LC, =~ cadena ligera de miosina: MLCI' = Fosfatasa de la

cadona figera do miosina (2488,

Para describir el mecanismo de accidn de diversos fiarmacos sobre el musculo liso es
necesario tener presente {Fig. 13y 14}

a) La membrana celular de varios tipos de musculo liso generan potenciales de accién en
forma espontanea; cstas despolarizaciones se asocian con un tipo de contraccién, por lo
que tefidos con musculatura lisa que no generan potenciales de accion, al ser
despolarizados por ¢l paso de coriente a través de su membrana celular o por otros
meeanismos, responden con un incremento en su tension,  El mdsculo liso mantiene una
tensidn sostenida si es despolarizado, aun en ausencia de potenciales de accién 241,

b} Los fdmmacos que increrientan la frecuencia de disparo de potenciales de accion
incremontan ol desarrollo de tonsion muscular, mientras que aquellos que la disminuyen lo
hacen por reducir la frecuencia de estos potenciales de accidn 24, Tal efecto implica una

modificacidn en el nivel de potencial de membrana.
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¢) En los tejidos con musculatura lisa gque no generan potenciales de accion, los farmacos
pueden o no despolarizar la membrana celular; aungue son capaces de incrementar (B}
permeabilidad celular, Tacilitndo con ello Ta entrada de calcio (o sodio) a la celula desde el
aspacio extracelular; ademas, ol calcio localizado en los depdsitos intracelulares puede ser

liberado por la activacion de estos receptores 9,
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En la generacion de potenciales de accidn, es fundamental el flujo de calcio a traves de
canales dependientes de voltaje {Fig. 14). Mientras que en las células que no generan polenciales do
accién el mecanismo de accién del farmaco usualmente se asocia con la via de receptor que estimula la
liberacién de calcio a partir de depdsitos intracelulares (Fig, 15).

En el caso de sustancias que modifican la tension del muscuio fiso, estos actian a travrs de
dos tipos de canales idnicos de la membrana celular (los canales operados por receptor y los canales

dependientes de voltaje) Ios cuales facilitan la entrada a la célula de calcio y de otras jones 123129,
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La activacion de uno o ambos tipos de canales idnicos explica los efectos de sustancias
estimulantes o inhibidoras, asf como la participacion del sistema T {tdnico) o P {{asico) en la activacion de

la contraccidn del musculo liso (129),
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En rosumen, en la musculatura lisa ¢l potencial de accion consiste en un flujo de entrada de
una cantidad sustancial de iones de calcio; aunque los ioncs de sodio tambidn penetran a través de

canales, sin embargo, el calcio es ¢l principal ion involucrado en este proceso eldetrica en misculo lisa.
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F) PARTICIPACION DEL CALCIO SOBRE LA CONTRACCION UTERINA.

La mayor parte de la descripcion acerca de la regulacion de fa contraccion del musculo liso
se ha obtenido de estudios realizados en el imtsculo liso vascular de mamifferos,  Aunque existen claras
diferencias entre los tipos de musculatura lisa; con respecto a sus propiedades morfolégicas,
clectrofisioldgicas y fanmacoldgicas, se considera que los elementos v la regualacion del proceso de
contraccidn son comunes a todos. Asf, en ¢ caso del musculo uterino, el miometrie, al igual que otros
tejidos con musculatura lisa, su contractilidad depende de la interaccion de las protefnas de actina y
miosina. La interaccidn actina-miosina, y con ello fa contraccion museular, se produce solamente si la
regulacién de la cadena ligera de miosina ha sido fosforilada, reaccién que es catalizada por la cinasa de
la cadena ligera de miosina en un proceso que es dependiente de los niveles celulares de calgio 89,801
{Fig. 16}, En este caso, la cinasa de la cadena ligera de miosina es regulada por tres eventos
celulares 143.1471,

1} Se requiere calcio para su activacién necesaria para formar el complejo actina-miosina;

2) Se activa solamente cuando la calmoduling, protefna reguladora dependiente de calcio,

$0 asocia con la enzima;

3} La fosforilacidn de la enzima inducida por AMPc inhibe su actividad.

En este tejido, la relevancla del calcio extracelular con respecto al intracelular en el proceso
de la contraccién no estd aun bien establecida. sin embargo, se conoce que durante la contraccidn del
musculo fiso uterino, a través de multiples mecanismos se observa un incrementa  dea  la
concentracion de Ca™2 citosélico libre de un nivel de 107 M a 0.5- 1 x 10% M, Este incremento
de Ca*? puede provenir de fuentes intracelulares de calcio, sin smbargo, ef Cat? extracelular también
posee una importancia relativa (Fig, 17) 17.80,121,2251,

Ademas, la actividad contractil del musculo liso uterino es regulada por hormonas durante
el ciclo estral; asi, es posible correlacionar los niveles hormonales con la actividad eléctrica o mecénica
muscular, posiblemente a través de sustancias intermediadoras.  Por ejemplo, la administracién de

agonistas alfa-adrenérgicos u otros estimulantes def sistema nervioso simpéatico estimulan la contraccién



uterina.  Estos farmacos al interactuar con receptores, incrementan la entrada de calcio al interior de la
célula a través de la apertura de canales de calcio.  Esta accion es resultado de procssos de
fosoforilacion en fa membrana cetular, Par su paite, los agenistas B-adrendrgices inhiben la contraceion
uterina, utifizando la activacién de fa adenilato ciclasa para formar AMPe, Esta sustancia reduce 1a
fosforilacion de las cadenas ligeras de miosing ademds de que pronueve la fijacion de calcio por ol
reticulo sarcopldsmico.  En este sentido, los agentes estimulantes de o comntraccion uterina alfa-
adrenérgicos causan un decremento en los niveles de AMPe, miodilicando 1o activacion de
fostodiesterasa 1907,
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FIGURA 1G:  Regulacidn cellar  de s contractiidad  del

miometria 901,

Los receptores uterinos sensibles a la oxitocina y a los agonistas alfa-adrenérgicos, se
incrementan después de la administracidn de estrégenos 92, La oxitocina, potente hormona utcroténica
secretada por la hip6fisis posterior, promueve el incremento det calcio citosélico a partir del reticulo
sarcopldsmico y del medio extracelular. En medios libres de calcio, el incremento de fa fosforitacion de ta
cadena ligera de milosina inducida por oxitosina es transitorio, to gue sugiere que la oxitocina ejerce su

efecto faciitondo 1a entrada de calcio extracolular 90,1401,
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FIGURA 17; Representacidn del enfoqus actual de la regulacién

del Ca*? en células do musculo liso, Ch, canal; C, fosfolipasa; R,

recoptor; G, pretena G; A, ATPasa do Ca'?; Ex, intercamblador

Na'/Ca*?; NoK, (Na*/K*')-ATPasa; L, ligando; DG, diacilglicerol;

1, canal de Ca*? operado por voltaje; 2, fluje pasivo do entrada

de Cat? ("Ca*? leak™}; 3, canal de calcio operado por receptor; 4,

liberacion de Ca*? asociado al sarcolema; B, Kberacién de Co*?

madiado per InsPJ dal SR; 6, liberacion de Ca*? inducide por

Ca'?, 7, ATPasa da Ca*? da sarcolemn; 8, Intarcambiador

Na‘/Ca'?, 9, ATPasa do Ca*? do SR (0},
Finalmente, la acettlcolina produce la contraccién del musculo liso uterino también por

movilizacién de iones de Ca*? utilizando tres mecanismos diferentes (24.59,106},

1} Por un incremento de la corriente entrante de Ca*2 a través de canales dependientes do
voltaije,
2) Por una corriente entrante de Ca*? a través de canales de calcio operados por receptor,
3) Por una liberacién de iones de Ca*? de almacenes intracelulares provocando cun ella
una contraccién transitoria.

En el caso espocifico del dtero, los receptores colinérgicos muscarinicos inducen la

activacién de la contraccién muscular a través de dos mecanismos bioquimicos: el incremento en la
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formacién de inositol-fosfato y la inhibicion de la adenilato ciclasa; por lo que el carbacol, farmaco

colinérgico, produce una inhibicion del AMPe.  Un mecanismo extra recien descrito implica la modulacidn

de canales de potasio {112),
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G} EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA CONTRACCION DE MUSCULO LISO.

El interés inicial en el andlisis farmacologico y tisioldgico de las acciones de la MEL reside
en su actividad antigonadotrdpica, la cual es sumamente evidente en especies con reproduccion
estacional 138, Sin embargo, aun cuanda en of ser humano la reproduccion no es estacional, osta
neurohormana ejerce también efectos sobre el gje hipotalamo-hipdfisis-gonadas 78155 En of hombre,
las variaciones circddicas y circanuales de a concentracién de MEL se han asociado con el inicio de la
pubertad 70.213) y durante el embarazo, ¢ desarrollo fetal y ¢f trabajo de parta 130,

Se mostrd que la MEL posee un efecto definido sobre el aparato genital como es ef caso de
la disminucion en la incidencia del estro, participacion en el crecimiento y maduracion del ovario y
testiculo, disminucién del peso de veslculas seminales, pero ademds también se describicron efectos
directos sobre otras estructuras periféricas como es el caso de la termoregulacion.

La identificacién de la sintesis vy liberacién de MEL en glandula harderiana, retina y tracto
intestinal de roedores sugirieron la posibilidad de que esta neurohormona ejerciera efectos en varios
érganos diferentes al SNC. En particular en sitios coma ¢l aparato reproductor femening, ¢l musculo liso
de intestino, el vaso deferente, los vasos sangufneos y el aparato respiratorio.

Desde la década de los sesenta, varios estudios mostraron que la MEL inhibe la contraccion
del musculo liso, tanto la esponténea como aquella inducida por diferentes farmacos 180149 En ¢l coso
del Utero, los resultados obtenidos por Hertz-Eshel y Rahamimoff 9 mostraron que una concentracién
do 3 x 107 M de MEL inhibe totalmente la actividad espontdnua del tejido uterino, asl como la
cantraccidn uterina provocada por 6-HT. El efecto maximo se obtuvo a la coneentracidn final de 1,026
nM/ml de MEL en una contraccidén provocada por 1.6 nM/ml de 5-HT. Posteriormente, Quastel y
Rahamimotf (149) mastraron también un efecto inhibidor de la MEL dependiente de la dosis sobre la
contraccién espontdnea de duodeno, obteniendose una inhibicion del 50% de la amplitud de la
contraccién a partir de 5 a 10 x 109 M/ml y una inhibicién complata a la dosis da 160 x 109 M/ml. En
este caso, la frecuencia de contraccion permanacid sin cambio después de la administracion de MEL.

Esta hormona también redujo el tono de la contraceién provocada por 5-HT, sobre todo a dosis hajas.



G) EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA CONTRACCION DE MUSCULO LISO.

El interés inicial en el andlisis farmacoldgico y fisioldgico de las acciones de la MEL reside
en st actividad antigonadotrépica, la cual es sumamente evidente en especies con reproduceion
estacional 138, Sin embargo, atn cuando en el ser humano [a reproduccion no es estacional, esta
neurohormona ejerce también efectos sobro el eje hipotdlamo-hipéfisis-génadas 751550 gn el hombre,
las variaciones circadicas y circanuales de la concentracion de MEL se han asociado con el inicio de la
pubertad 70213} y durante el embarazo, ef desarrollo fetal v el trabajo de parto 1130,

Se mostié que la MEL posee un efecto definido sobre el aparato genital como es el caso de
la disminucion en la incidencia del estro, participacion en el crecimiento y maduracién del ovario y
testiculo, disminucion del peso de vesfcutas seminales, pero ademias también se describieron ofectos
directos sobre otras estructuras periféricas como es el case de la termoregulacion.

La identificacidn de la sintesis y liberacién de MEL en glandula haideriana, retina y tracto
intestinal de roedores sugirieron la posibilidad de que esta neurohormona ejerciera efectos en varios
érganos diferentes al SNC. En particular en sitios como el aparato reproductor femenino, el musculo liso
de intestino, el vaso deferente, los vasos sangufneos y el aparato respiratorio.

Desde la década de los sesenta, varios estudios mostraron que la MEL inhibe la contraceion
del masculo liso, tanto la espontanea como aquella inducida por diferentes farmacos 89149 £ el caso
de! dtero, los resultados obtenidos por Hertz-Eshel y Rahamimoftf 89 mostraron que una concentracion
de 3 x 107 M de MEL inhibe totalmente la actividad espontdnea del tejido uterino, asf como la
contraccion uterlna provocada por 5-HT. El efecto méximo se obtuvo a la concentracién final de 1,026
nM/ml de MEL en una contraccién provocada por 1.6 nM/ml de 5-HT. Posterioimente, Quastel y
Rahamimoff 1% mostraron también un efecto inhibidor de la MEL dependiente de la dosls sobre la’
contraccldn espontdnea de duodeno, ohteniendose una inhibicidn del 50% de la amplitud de la
contraccion a partir de 5 a 10 x 10" M/ml y una inhibicién completa a la dosis da 160 x 10" M/ml. En
este caso, la frecuencia de contraccién penmanecid sin cambio después de la administracidn de MEL.

Esta hormona también redujo el tono de la contraccidn prevocada por 5-HT, sobre tado a dosis hajas.



Por otro lado, en un estudio posterior, realizado por Davis vy cols 9 1a contraceion espontdnea uterina
s6lo se inhibia con una concentracion de 2,07 x 10 M de MEL, A pesar de estas discrepancias, estos
resultados muestran que la MEL disminuye fa excitabilidad celulw del tejido uterine.  Davis y cols
observaron que el efecto estimulante de la oxitocina sobre (tero de ratén estrogenizado fue hloqueado
por una dosis de MEL de 1,800 ug supiimiendo el 42.4% de la contraceion provocada por 2.5 mU de
oxitocina, en tanta que la inhibicidn de la contraccidn inducida por 100 mU de oxitocina en Gtero humano
gestante con la misma dosis de MEL fue de 45.4%. Ademds de que se describié un efecto anti-oxitoxico
en utero de ratdn y utero gestante en humano 89, Esto permite pensar que en el caso especifico del
tejido uterino, la MEL provoca un sfecto inhibidor disminuyendo la excitabilidad celular.

En 1967, Bruderman y Rahamimoff B9 reportaron que la MEL invectada intravenosamente
a perros anestesiados, causa una marcada disminucién en la resistencia pulmonar y un incremento en la
complianza pulinonar.,  Asf, observaron que la MEL inhibe sustancialimente la broncoconstriccidn
provocada por 5-HT, asf como una disminucidn de la contracgién en la preparacion in vitra de musculo
liso traqueal de gato, indicando con ello que la MEL posee un efecto broncodilatador. Estos resultados,
sugieren que la accidn inhibitoria de MEL es consecuencia de un efecto directo sobre el musculo liso
bronquial, aunque no descartan la posibilidad ya sea de un efecto inhibidor de la MEL sobre la fibra
nerviosa parasimipdtica; o de la liberacidn de una sustancia relajante desconocida o también de un efecto
indirecto sobre el misculo liso bronquial.

El efecto inhibidor de la MEL sobre el musculo liso fue también desciito en el duodeno de
rata 3V, ileo, yeyuno y colon de hamster asl como en el conducto deferente de rata. La concentracion
de MEL que provoca el efecto maximo; asf como la magnitud del efecto inhibidor difieren entre sf en
estos estudios {Cuadro ), lo que indica que cada uno de los tipos de musculatura lisa muestran
sensibilidades diferentes a la MEL.

La administracidn in vitro de MEL inhibe el tono vy la amplitud de la contraceidn esponténea
del musculo liso de segmentos del tracto intestinal como son estdmago, duodeno, ileo vy colon, mismos
que se correlacionan con la cantidad relativa de MEL enddégena detectada por inmunogqufinica; es decir,

estas dreas exhiben mayor inhibicidn después del tratamiento con MEL pues contienen una mayor
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concentracidn de MEL enddgena. Los resultados de estudios in vitro indican que el efecto de MEL sobre

ta  motilidad de! tracto gastrointestinal  de  animales  intactos puede  involucrar  una  accién
antiserotoninérgica 31,
CUADRO I
TEJDO ESPECIE ACTIVIDAD EFECTO IMEL} REF.
Nervio Cidtice Rana Conduccion  ner- | Disminuye la ox- ? Hetz-Eshel, 1965
viosa citabilidad  celu-
lar.
Utero Rata Contraccion inhibicion 300nM/nil Hetz-Eshel, 1965
aspontines completa
Contraccidn  pro- | inhibicion 1,026 nM/m! Hatz-Eshel, 1965
vocada por sofo-
tonina
Contraccidon iso- | Inhibician 1,026 oM/l Hatz-Eshel, 1965
métrica,
Himano Contraccidn indu- | Inhibicisn del 1,800 uy Davis, 1971
cida por oxitotina | 45.4%
Raton Contraccidn indu- | inhibictdn doel 1,800 ug Davis, 1971
cida por oxitocing | 44.5%
Duodeno Rata Contraccién o8- | Inhibicion 160 nM/ml Quastel, 1965
pantdnea
inhibicion tlal 2 ug/mi Harlow, 1986
94 %
Contraccion  pro- | Inhibicidn 160 nM/ml Quastel, 1966
vocada por sero-
tonina
Colon Rata Contraceion Inhibicidn del 2 ug/nut Harlow, 1986
espontinea 652-63%
llea Rata Contraccion Inhibicidn del 2 ug/mi Harlow, 1986
espontdnea 22-26%
Yoyuno Rata Contraccidn Inhibicién del 2 ug/mt Hartow, 1986
espontdnea 22-26%
Bronquios Perro Contraccidn  pra- | Inhibicion 60x10°0 Molkg | Bruderman, 1967
vocada par vago-
tamia
Relajacidén provo- | Sin efecto 80x10°% Molim! | Bruderman, 1967
catln por sevoto-
nina
Trdquea Gato Contraccion  pro- | Inhibicion 66.7 nM/mi Bruderman, 1967
vocada por sero-
tonina
VAso deierente Rata Contraccian  pro- | Incremento 100 py/m) Camairo, 190
vacada por acetil-
colina
Arteria Caudal Rata Contraceidn  pro- | Incremanto ? Viswanathan,
ducida por 1990

norept-nefrina,
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La MEL aplicada intraperitonealmente a ratones con implantes de 5-HT, blogquea
parcialmente el efecto de la 5-HT e incrementa el tiempo de transito intestinal en un 50%; aunque na se
observd una correlacion dosis-respuesta cuando se emplearon dosis entre 0,01 y 1 mg.

In vitro, la maxima inhibicion del espasmo provocado por 6-HT se ohiservd con la proporeion
de MEL:5-HT de 1:1 3180 |5 que puede indicar que parte de la accion de la MEL sobre el movitniento
intestinal es mediado por mecanismos extraintestinales; pudiendo existic un hipotético sistema de
contrabalance de MEL y 5-HT, similar al sistema adrenalina-acetilcoling, para participar en la regulacion
de la actividad intestinal 31,

En el intestino delgado, se observd que este indol no modifica la frecuencia de contraccion,
lo que sugiere un efecto exclusivamente sobre las propiedades miogénicas del tejido 31, Sin embargo,
Bubenick y Dhanvantari 131, asf como Harlow y Weekley 78! describieron que la MEL reduce la fuerza y
el tono de la contraccidn ritinica del intestino, efecto mds evidente en dreas intestinales donde la
concentracion fisiologica de esta hormona es mayor. A partir de estos estudios se sugirié que la MEL y
otros metoxi-indoles tienen un efecto local sobre la motilidad intestinal. Por otra parte, en experimentos
realizados en utero de rata estrogenizada se encontré que la MEL inhibe la contraccion esponténea e
inducida por 5-HT 180y carbacal 1163.164),

Bubenik 3" sugiere que el papel inhibidor de la MEL sobre el tono de la contraceion del
musculo liso intestinal puede deberse a una influencia de la MEL sobre receptores neurales a 5-HT que
ejercen influencias inhibidoras; sin embargo, también establece la posibilidad de que la MEL a) unirse a su
receptor modificaria la fuerza de contraccion intestinal; a través de la via del GMPc; con ello modificarfa
la translocacion intracelular de calcio y consecuentemente inhibirfa la contraceién muscular. Aunque
todos los segmentos del intestino presentan una depresidn de la amplitud de contraccion en respuesta al
tratamiento con MEL, cadua segmento intestinal muestra diferente perfil de respuestas, asf, el drea
duodenal presenta la mayor respuesta a MEL, con un 94% de depresién en la fuerza de contraccion
espontanea y 92% de depresidn en la motilidad compuesta (aquella que medula todo los tipos de
movimiento del intestino). Este fue seguido por 52 y 63% de inhibicidn en el colon en la fuerza y la

motilidad compuaesta, respectivamente. El ileo fue ol siguiente en la respuesta seguido por el yeyuno,
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que presentaron solamente un 22% de depresion en la fuetza y 26% de depresion en la motilidad
compuesta, Estos resultados sugicren que diferentes areas del tracto intestinal puede tener varias
sensibilidades a los electos depresores de la contraccion espontanea provocada por MEL, lo que tambien
puede estar asociado con el nive! tisular de MEL en el rea {78},

Es probable que cuando la MEL no inhiba 1a frecuencia de la contraccion, su accion no se
ejerza sobre el marcapaso ritmico de la musculatura intestinal 149 sin embargo, cuando ta amplitud y ol
tano de los segmentos es influfda por In MEL, es de csperarse uha accion sobre la capacidad contractif
del musculo liso, o bien, solwe la transmision a travds de la musculatura intestinal.  El imecanismo de
accion de la MEL sobre el muculo liso permanece ain desconocido, pera cualquiera que dste sea, osta
dirigida sobre la excitabilidad mucular 100.78),

Por otro lado, el electo in vitro de ta MEL (100 pg/mh) sobre la contraccion inducida por
acetilcolina en la porcién prostatica del vaso deferente mostrd que la MEL incrementa la contraccion
provocad por acetilcolina sin cambiar la sensibilidad a este agonista Y8} En este caso, la MEL
probablemente esté actuando sobre las neuronas que poseen receptores nicotinicos, porque ninguna
respuesta a la epinefrina o al ATP, {fdrmacos que estimulan los receptores localizados sobre las células
de musculo liso), madificarfan tales efectas 149,

De igual forma, la MEL potencializa la respuesta contractil a narepinefrina en la arteria
caudal de la rata albina 219,

Es importante destacar que la correlacién del efecto inhibidor in vitro de la MEL con su
posible accién /n vivo es dificil de realizar, basicamente porque el primero es un efecto evidentemente
farmacoldgico presente s6lo a una concentracion cientos de veces superiar a la concentracion encontrada
en condiciones fisioldgicas, ademds de que se ha reportado una influencia mpartante del fotoperioda

sobre el mecanismo de accion y los efectos atribuidos a la MEL 79.85,94)
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La MEL estd ampliamente involucrada en la regulacion de la funeion reproductora de cas
todas las especies, aungue este efecto es particularmente importante en las especies con reproduccion
estacional, El mecanismo que utiliza esta hormona para producir estos efectos os aun desconacida, se
propone una disminucion de la excitabilidad celilar; y coma consecuencia, modifice la funcion del calcio
en el mecanismo de neurosecrecion 2042981 por gisplo, se mostié que ta MEL inhibe la liberacién de
dopamina a través de un meeanismo dependiente de caleio 229.230)

La MEL reduce la entrada de caleio hacia la terminal nerviosa presinaptiea en un margen de
concentracién que oscila entre 10710 y 107 M (@30 141 plecto en el hipotdlamo se observa durante la
estimulacién eléctrica o por concentraciones elevadas de K'Y, mientras que la adicion del ionétoro de
cafcio A23187, bloquea este efecto, restaurando la entrada de Ca*? y como consecuencia la liberacian
de dopamina (231,

Estos datos muestran que la MEL interfiere en ¢! recambio del calcio intracelular 204231}
accién que puede ser consecuencia de su union a un receptor, de un bloqueo directo de canales de
calcio, e incluso, por interactuar con proteinas intracelulares que fijan of lon Ca*? can fa calmodulina.
También es posible que la accién inhibidora de la MEL sobre el tono de la musculatura lisa sea
consecuencia de una influencia ejercida sobre receptores serotenérgicos que producen inhibicién 37,
aunque los intentos para mostrar una interaccién entre la MEL y los receptores serotonérgicos han
fracasado hasta la actualidad. Estas accidnes mediadas por el GMP ciclico (GMPc), modificarian la
traslocacién celular de caleio y consecuentemente la contraccidn muscular (219,

La MEL inhibe la contraccidn de tejido con musculatura lisa en estudios in vitro. Este
efecto puede sstar asociado a la disminucidn de la excitabilidad celutar; sin embargo, o) mecanismo por al
cual la produce este efecto adn es motivo de discusidn., Estudios realizaldos con el propdsito de
caracterizar el efecto fanmacologico de la MEL sobre ta contraccién espontanea y provocada por carbacol
en Gtero de rata, han reportado una disminucion de la eficacia del carbacol, sugiriendose un mecanismo
de accién mediante un antagonismo fisicldgico que involucra at permeabilidad membranat al calcio 1183,
debido al hacho de que la actividad muscular esponténea del tejido uterino este regulada por corrientes

de calcio, mientras que la conlraccidn inducida por carbacol implica principalmente cambios en la
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corriente idnica de sadio e inhibicion de AMPc, ademads de un componente de participa cidn de corricentes
do calcio dependientes de voltaje; destaca la conducta inhibidora de fa MEL, apouyando fa idea de que
estga neurohormona actua de manera inespecilica, por lo que pucde sugerirsse que el mecanismo de
accion para la produccidn del efecto inhinbidor observado este relacionado con cambios en I
excitabilidad celular que regulen los flujos de colcio, ya sea mediante ¢l bloquea de canales de caleio o la
formacion de complejos calmoadulina-MEL 1164,

Los resultados experimentales obtenidos hasta ahora muestran que la MEL disminuye la
excitabilidad celular, posiblemente al interferir con los mecanistmos que mantienen una determinada
concentracion de calcio intracelular en una forma similar a lo que ocurre en el hipotdlamo, en relacion con
la liberacion de dopamina. De acuerdo con esta sugerencia, la inhibicion de la actividad contractif de fa
musculatura lisa uterina provocada por la MEL, podifa ser consecuencia de un efecto sobre los canales de
calcio operados por receptor o activados por voltaje, o hien de una aceién directa sobre fa membrana
celular lo cual implicaria alteraciones en la permeabilidad membranal al calcio en 1a edlula muscular lisa.

Sin embargo, no existe en {a literatura estudios que exploren el papel que juega el calcio en
el efecto inhibidor de la MEL sobre la contraccidn de! tejido uterino, por lo que desde un enfoque
farimacoldgico, el planteamiento del problema de investigacion del presente trabajo se expreso en los
siguientes términos: sen tejidos periféricos como ef musculo liso uterino, ef calcio participa directamente

en el mecanismo de accién de la MEL para disminuir fa contraccidn muscufar?.



OBJETIVOS
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Con base en las propiedades del museculo liso uterino y en los reportes mencionados
previomente que involucran a fa MEL en el controf de la contraccion del mdsculo fiso, los objetivos del

presente estudio se centraron en:

a) Objetivo General:

Analizar la participacion de) calcio en el efecto relajante de la musculatura lisa uterino

provocada por la MEL,

bl Objetivos especlficos:

1. Caracterizar el efecto de la MEL sobre la contractilidad espontdnea in vitro del

Utero de a rata estrogenizada,

2, Describir e efecto de la MEL sohre la contractilidad del dtero de rata

gstrogenizada m vitro provocada por la estimulacidn colinérgica y oxitdeica.

3. Analizar ol afecto de fa MEL sobre la contraccidn utering, en (tero de rata
estrogenizada y despolarizado con conceniraciones elevadas de X', en un medio

libre de calcio; asf como en presencia de diversas concentraciones del mismo.



HIPOTESIS
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La hipdtesis general a la que se orientd el desanollo del presente estudio se expreso on los
siguientes términos:  8i la MEL disminuye Ja contraccion del musculo liso a través de modificar Ia
participacién del calcio en la contraccidn del musculo lise utering de rata estrogenizada; su vfecto
depresor se manifestard en presencia de cualquier estimulante uterino, ademnds que este efecto

dependerd de la concentracidn extracelular de calcia.

Con el propésito de obtener un disefio experimental apropiade para el andlisis de la

hipdtesis, y dentro del contaxto del marco tedrico, se establecieron las siguientes hipétesis de trabajo:

1. La MEL inhibe completamente la contraccion espontanea del tejido wterino,

2. la DEg; de carbacol que provoca una contraccién utering se incrementa

significativamente en presencia da MEL.

3. La DEgy de oxitocina que provoca una contraceién del tejido uterino se incrementa

significativamente en presencia de MEL.

4. La MEL inhibe la contraccion uterina provocada par la adicién del ién calcio al bafio del

tejido.
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DISENO EXPERIMENTAL




El desarrollo del estudio se baso en un diseiio experimental de posprueba en grupos
seleccionados por aleatorizacion:

G Ay x 0,

Ay x 0,
La contrastacion de las hipdtesis se realizo con el empleo de la técnica de drgano aislado, la
cual permitié analizar el efecto de la MEL sobre la contraccion de tejido uterino /n wvitro de rata

estrogenizada, tomando en cuenta las caracterdsticas de la activacion muscular, Se analizé ef efecto de

la melatonina en 4 situaciones experimentales listados ¢n el cuadro [V,

CUADRO IV

CARACTEREISTICAS DEL MECANISMO INVOLUCRADO EN LA CONTRACCION

DEL MUSCULO LISO, POR DIVEROS TIPOS DE ESTIMULACION

MECANISMO EFECTO
CONTRACCION DE EN IONES
ACCION MEMBRANA
ACTIVIDAD APERTURA DE CANALES SODIo
ESPONTANEA SENSIBLES DESPOLARIZACION Y
A VOLTAJE CALCI0
INDUCIDA POR RECEPTOR DESPOLARIZACION SODIO
CARBACOL MUSCARINICO
INDUCIDA POR RECEPTOR A DESPOLARIZACION CALCIO
OXITOCINA OXITOCINA
INDUCIDA POR APERTURA DE CANALES DESPOLARIZACION CALCIO
POTASIO SENSIBLES SOSTENIDA
A VOLTAJE

Fuente: Referencio No. 24,

El nivel de excitabilidad de Ja membrana es fundamental en la regulacion de la contractilidad
uterina 1147, | a actividad mecanica de este musculo liso depende de su actividad eléctrica subyacente,
la cual consiste en variaciones transitorias del potencial de membrana, fendmeno que a su vez, as

consecuencia de movimientos idnicos a través de la membrana celular.  Uno de los iones que juegan un
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papel fundamental en este mecanisimo es el caleio 89, sobre todo del que corresponde al calcio libre
inttacelular . En animales como fa rata, el Gtero es extremadamente sensible a las variaciones en la
concentracion de calcio extracelular 89:90.2251 \notivo por el cual se wilizé en e presente trabajo.

La actividad contrdctil del mgscualo liso utering muestra variaciones a lo largo del ciclo estral
98.197) pgte efocto parece ser debido a las oscilaciones en las concentraciones de las hormonas
sexuales que se observan regularmente a lo largo de éste, Sin embargo, en una aplicacion de estrogenos
exdgenos os posible sincronizar ol ciclo de cualquier rata a un patrdn fijo, por o que en los animales
utitizados en el presente experimento recibieron una aplicacion pravia de dietilestilbeatrol {100 ug)
subcutanea 24 horas antes de realizar et estudio, con el objeto de hacer compaitivos los resultados,

Por otra parte, tanto el carbacol como fa oxitocina inducen una contraceidn uterina a través
de mecanismos diferentes 1712Y aungue ambos farmacos, al igual que la contraccidn espontanea,
incrementan el calcio intracelular . E! carbacol, agonista colinérgico, produce sus efectos por
activacion de receptores muscarfnicos colinérgicos, lo que provoca un incremento en la frecuencia y la
fuerza de contraccidn del misculo liso. Este efecto se manitiesta in vitro en preparaciones da musculo
liso aislado 28!, £} carbacol incrementa fa conductancia al sodio de la membrana, provocando con eflo
una reduccién en el umbral y generando, en consecuencia, potenciales de accidn con un incremento en la
duracion del mismo 24:28),

Por su parte, la oxitocina provoca la contraccién del musculo liso uterino, como resuflado
de su interaccion directa con sus receptores 8.16.72.1841 - gqta [grmona provoca un incremento en la
frecuencia de potenciales de accidn con lo que incrementa la frecuencia de contraccién sin producir una
despolarizacién basal notable. Tanto el sodio, como el potasio, el calcio y posiblemente el cloro, parecen
estar involucrados en la modificacidn de la permeabilidad celufar provocado por esta hormona
hipotalamica 24571,

Finalmante la adicion al bafio del muscuio fiso de una solucién rica en potasio, induce una
contraceidn que muestra un pico inicial de tensién antes de dectinar a un estado relativamente menor de
contraccion, Tal efecto ¢s consecuencia de una despolarizacidn que inicialmente estimuta la contraccidn

pero que posteriormente inhibe la doscarga do potencisles de aceidn y como consecuencia genera una
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tensian menor. Al emplear soluciones ricas en potasio y libres de calcio se consigue un estado tal que en

cuanto se administra un pulso du calcio se produce una contractura sustancial debido a la penctracion de

este i6n a wravés de canales dependientes de voltaje v que se encuentran abiertos gracias a
despolarizacion inclucida por potasio (24251290

En su conjunto, el primer tipo de experimentos realizados se orientd hacia caracterizar el
efecto de la MEL sobre la actividad espontdnea del tejido uterine de rata estrogenizada; mientras que el
segundo tipo de experimentos se realizé con la intension de explorar el mecanismo de accidn de la MEL
sobre la actividad muscular uterina compardndolo y combindndolo con aquel provocado por carbacol y
oxitocina. Por dltimo, el tercer tipo de experimentos realizados explord el efecto de la MEL sobre la
contraccion muscular inducida por pulsos de calcio en tejido wterino depolarizado con concentraciones

elevadas de potasio.
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MATERIAL Y METODOS




Para todos los experimentos, se emplearon ratas hembras adultas de la cepa Wistar con
pesos comprendidos entre 180-220 ¢, mantenidas en jaulas individuales (cajas de acrilico transparente do
40x30x20 cm) con acceso libre a comida (Purina Rat Chow) y agua. £l ciclo de luz-oscuridad fue de 10
14 hs (luces encendidas de 08:00-18:00 hs) y con temperatura ambiental controlada (23 ' 1° C). Los
experimentos se realizaron en los meses de otofo-invierno,

Después de un periodo de habituacion de una semana e¢n las condiciones antes
mencionadas, cada una de las ratas recibié una administracién, por via subcutanea, da una dosis de 100
ug (dosis total) de dietilestilbestrol (dosis tinica) disuelto en aceite de maiz; 24 hs previas a la realizacion
del registro de su actividad uterina. Gracias a este pretratamiento se incrementa la sensibilidad del tejido
uterino al efecto de los fanmacos estudiados 119),

En la sesidn de registro, los animales fueron sacrificados por desnucamiento, vy después de
una inclsién de aproximadamente 10 ¢m de longitud en la linea media abdominal se extirpaba el Gtero, ol
cual se depositaba en una caja de petri que contenia solucion Ringer-Krebs-Henseleit con la siguiente
composicién en mM: 118 de NaCl, 4.6 de KCI, 1.5 de CaCl,, 1.2 de MgS0,, 1.2 de KH,PQ,, 20 de
NaHCO, v 11.1 de glucosa, con un pH de 7.4 y una temperatura de 37° C; la solucién fue burbujeada
con una mezcla de 0, (95%) y CO, (6%).

Después de retirar el tejido conectivo de ambos cuernos uterinos, se seccionaron en
fragmentos de 2 cm de longitud (Fig. 18) cada uno. El fragmento proximal a la vagina se seleccioné para
realizar el registro de la actividad uterina en cada uno de los experimentos realizados. A cada extremo
del segmento seleccionado de tejido uterino, se atd una porcién de hilo de seda 000 (Anacap Davis-
Geck} y se colocd dentro de una cdmara para baio de tefido (15 ml) llena con solucién Ringer-Krebs-
Henseleit n 37° C y también burbujeada con una mezcla de 0, (96%) vy €O, (5%). Un extremo de la
preparacién se sujeté a un transductor de fuerza isométrica {Grass FTO3C); vy a su vez a un
preamplificador de corriente directa (Grass 7P1F) el cual es parte integrante de un poligrafo (Grass
RPS7C8). Este instrumento registrd en papel la contraccién uterina a una velocidad de 5 mm/min., El

sistema de registro fue calibrado de tal manera que un em de desplazamiento de la plumilla inscriptora,



correspondfa a 1 gramo de fucrza {1 cm = 1 g = 10 mN). Posterior al procedimiento de calibracion, se

colocaba el tejido uterino para su registro,

FIGURA 18: Utero provenienta da una rata estrogenizada, donde

58 muestra la porcidn uterina utilizada para realizar los registros
del presente estudio.

Antes de iniciar cualquier registro, el segmento de tejido uterino penmanecié durante al
menos una hora en la solucidn Ringer-Krebs-Henseleit con el propdsite de lograr su equilibric con la
solucién del bafio, y para obtener una linea basal de contraccién. La tensién inicial durante la fase de
equilibrio fus de 1 g (10 mN). A continuacién se procedfa a realizar el registro de la contraccién
muscular basal por los procedimientos mencionados anteriormente.

El registro de la actividad espontanea basal se realizé en 12 segmentos de tejido utrrino
provenientes, cada uno, de diferentes ratas estrogenizadas; el registro obtenido durante un perfodo de
10 min previo a la administracién de alguna de las diversas dosis de MEL (107, 106, 10°%, 104 y 103
M) se consideré como control. La aplicacion de MEL se realizé en un volumen constante (0.1 ml/10 ml
de bafio) y con una velocidad do aplicacion de 6 seg. Al final cada una de las dosis de MEL, proporciond
una concentracién de 109, 108, 107, 106y 105 M, respectivamente. Los resultados presentados en

este trabajo, son expresados en relacién a esta concentracién final del bafio en el que se encontré el



tejido uterino.  Despuds de adicionar la MEL, se registré la actividad uterina durante 10 min,  La
administracion de estas concentraciones fue acumulativa, sin realizar lavado del tejido entre la aplicacion
de cada dosis, y con registros del tejido en paralelo.

Para registrar el efecto del catbacol sobre la actividad muscular uterina, se emplearon otros
12 segmentos de tejido uterino provenientes, cada uno, de diferentes ratas estrogenizadas.  Se
agregaron al bafio del tejido diversas concentraciones (5 x 106, 105, 6 x 105,10, 5 x 104 y 10 M)
de carbacol, y se registrd la aclividad durante 10 min posteriores a su administracion.  Cada
concentracion se aplicd en un volumen de 0,1/10 ml de bafo para oblener una concentracién final de
5x 108, 107, 6 x 10,106, 5 x 109 y 109 M, respectivamente. Entre cada adicién de carbacol al
bafio, se lavo ol tefido con solucidn Ringer-Krebs-Henseleit, y 15 min después del lavado se aplicé la
siguiente dosis de carbacol.

Para analizar el efecto de la MEL sobre la contraccidn provocada por carbacol, se repitio el
mismo procedimiento, sélo que en este caso, los trozos de vitero fueron pre-incubiados con MEL. En este
caso, se agregé 0.1 ml de MEL por cada 10 mi de bafio, de una concentracion de 10°1 M, lo que penmitié
obtener una concentracion final de 10 M. En todos los casos la MEL se administré 10 min antes de
afladir el carbacol. Los resultados son expresados en relacion a las concentraciones finales de carbacol y
MEL en el bafio del tejido.

Un procedimiento similar fue utilizado para estudiar el efecto de la oxitocina. En este caso,
también se utilizaron 12 segmentos de tejido uterino provenientes cle diferentes ratas estrogenizadas
cada uno, y despuds de registrar la contraccidn hasal se agregaron 0.1 mi de diversos volimenes de una
solucidn de oxitocina (Sintocinon) que contenfa 6 x 109, 5 x 107, 5 x 105,  x 103 y 0.5 U por cada
10 mil de bafio, para obtener una concentracién final de 5 x 107, 5x 109, 5x107, 6 x 109
y 5 x 103 U/ml, respectivamente, Se registraron 10 min de actividad seguidos por 10 min de registro
posteriores a Ia adicion dei farmaco al baiio. Entre cada una de las administraciones de oxitocina, el
tefido se lavo con 60 mi de solucién Ringer-Krebs-Henseleit, después de lo cual regresaba a su lihea
basal, Para analizar el efecto de la MEL sobre los efectos inducidos por oxitoeina, se repitiv el mismo

procedimionto al aplicar la misma serie de concentraciones de oxitocina a porciones de Gtero pre-
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incubados con 106 M de MEL, administrada 10 min antes que la oxitocing. Los resultados se axpresaron
en relacion a la concentracidn final de oxitacing y MEL en ¢l baie del tejido,

El andlisis del efecto de fa MEL sobre la contraccion inducida por caleio se realizé en 12
segmentos de tejido uterino provenientes, al igual gque en fos demds casos, de diferentes ratas
estrogenizadas cada uno. Los segmentos de tejido uterine se equilibraron durante una hora en solucion
Tris-Krebs {composicidn en mM: NaCl 123; KCl 4.5; Tris 10; MyCl, 1.2; KH,PO, 1.2; CaCl, 1.2y
glucosa 11.4) con una tensidn inicial de 1 g (10 mN). Después de este periodo, el tejido se duspolarizo
con una solucidn trizma de K* alto v libre de Ca?' (por sustitucidon equimolar de NaCl por KCH, que
contenfa {en mM): NaCl B4.5; KCE 40; Tris 10; MyCl, 1.2; KH,PO, 1.2; EDTA 2; glucesa 11.4, pH 7.4,
burbujeado con 0,. Después de 45 min de iniciada la despolarizacion se adicions, 0.1 ml de diversos
volumenes de solucién que contenfa 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 y 2.5 mM de calcio, para obtener una
concentracién final de este jon de 1.25 x 109, 2.6 x 105, 6 x 105 1 x 10% y 2.6 x 10°% M,
respectivamente.

La adicidn de los diversos voltimenes de calcio indujo una contraccion tonica sostenida
durante 10 min, la cual fue considerada como control, ¢ interrumpida al cambiar of medio por una
solucidn libre de calcio. Al alcanzar nuevamente el equilibrio, se incubd el tejido con MEL a una
concentracién de 108 M durante 10 min provios a la administracién nuevamente de cada una de las
concentraciones de calcio utilizadas, Los resultados son expresados también, en relacion a la
concentracidn final de calcio y MEL en el bafio del tejido.

Para su aplicacion, la MEL se disolvié en polietilenglicol al 10% vy se prepard
inmediatamente antes de su aplicacion. Las odiciones al bafio de las soluciones de MEL siempre se
realizaron en volumenes de 0.1 mif10ml de bafo, madidas a través de una jeringa para tuberculina de
1 ml. Todos los reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical Company. La oxitacina, el carbacal y el

calcio fueron disueltos en agua destilada,
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Procesamiento y andlisis de resultados.

En la lectura de los registros de contraccién de cada uno de Jos experimentos, se cuantifico
la frecuencia de la actividad contractil (nimero de contraccionas durante el perfode de registro); la
amplitud de la contraccidn fdsica y la contraccion ténica en nuw a partir de 1a linea basal.

Asl, del registro obtenido se midid fa amplitud de 1a contraceién fasica expresandose en mm
y el nimero de contracciones presentes durante cada uno de los 10 min de registro. La amplitud en mm
se transformd a gramos (10 mm = 1 cm = 1 g) y a milinewton (1 g = 10 mN) para obtenet [a magnitud
do la fuerza de contraccién fésica.

Posterionmente se calculd el porciente de respuesta maxima obtenida en cada uno de los
tejidos, tanto para la frecuencia como para ta amplitud de la contraccion. De los valores obtenidos para
la actividad espontdnea, se caleuld el porciento de inhibicidn; considerdndose el valor promedio del
registra control como el 100% de la contraccidn, y el correspondiente otenido en presencia de cada una
de las dosis de melatonina, En el presente trabajo, of porcentaje de inhibicién se obtuvo al sustraer el
valor obtenido en cada una de las dosis de melatonina al 100% de la respuesta basal. Para cada uno de
los ensayos in vitro, se obtuvo ta concentracién de inhibicién media (Clgg) la cual corresponde a la dosis
de MEL que inhibe el 50% de la contraccién mdxima. Este valor se obtuvo por regresion lineal de la
relacién logaritmo de la dosis-porciento de inhibicién.

Para tados los casos se calcularon las curvas concentracidn-respuesta en presencia vy
ausencia de MEL para analizar el efecto de esta hormona sobre la contraccian uterina 1978,

Los resultado que se presentan reflejan el promedio do las contracciones presentadas
durante el tiempo de registre {10 min}. Los valores expresados para el conjunto de los tejidos son el
promedio (x) * el error esténdar de la media {E.E.).

Los resultados asf obtenidos se analizaron con 1a prueba de Bartlet para homogeneidad de
varianzas. Cuando los valores resultaron homogéneos, ta diferencia encontrada se analizaba con la
prueba de andlisis de varianza (ANOVA); y en el caso de valores no homogéneos, por medio de ta prueba

de Tukey 647,
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Los resultados del andlisis de la frecuencia de contraccion fueron  analizados
estadisticamente con la prueba de Tukey, mientras que los resultados del porcentaje de inhibicion
provocado por la MEL sobre la actividad espontanea, se analizaron por medio de la prueha de ANOVA.
Finalmente, los valores obtenidos al probar carbacol, oxitocina y calcio en ausencia y presencia de MEL
se analizaron con la pruaba de t de Student para muastras dependientes y anilisis de covarianza 16471

Los resultados numéricos de las curvas concentracion-respuesta en presencia y ausencia de
MEL para analizar el efecto de esta hormona sobre la cantracidn uterina, fueron analizados con la prueba

de t de Student, andlisis de doble entrada de Fisher y analisis de covarianza (16.47),
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RESULTADOS




A} EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DEL TEJDO

UTERINO ESTROGENIZADO.

En términos generales, despuds de un periodo de 60 min e equilibrio en solucion Ringer
Krebhs-Henseleit, el tono de la contraceion muscular alcanzo una linea hasal que se mantuvo durante lo:
60 min de duracion del experimento. Tanto la frecuencia como la amplitud durante el registro de la:
contracciones fdsicas, mostré una gran variabilidad en los diferentes segmentos de tejido werinoe
registtados, La frecuencia promedio de estas contracciones fue de 10.42 4 1,49, con un jango de 2 o
16 contracciones; mientras que la amplitud fue de 1.63 + 0.9 g (16,30 £ 9.0 mN} con un rango de 0.60

1 4.8 ¢ (6 ad48 mN). La contraccion tanica no presentd modificacion alguna (Fg. 19}

FIGURA 19:  Registro de fa actividad contractit basal de un
segmenta uterino, donde s¢ obuerva ol 1ono hasal (indicado por la
flecha) y las contraccionss fAsicas utetinas quo se sobreponen al
lone basal.  El pulso de calibracidn cquivale a 1 g, y la linea
infarior cotresponde 8 la escala do liempo, con un intervalo de 5

min,

Al administrar las diversas concentraciones de MEL, se provaco una disminucion progresiva
de la amplitud y de la frecuencia de la contraccién espontinen del tejido uterine estrogenizado (Fig. 20);
lo que indica que este efecto es dependiente de la concentracion administrada de MEL.

También la frecuencia de la contraccion utering disminuyd progresivamente de acuerdo al
incremento en las concentraciones de MEL afadidas al bafio del tejido. Asl, en presencia de 109 M de
MEL, la frecuencia fue de 8.75 + 1,41; con 108 M fue de 9.17 + 1.89; con 107 M fue de 7.92 1 1.64,
mientras que con 10°% M la frecuencia fue de 7.17 + 1.61. Finalmente, con la concentracion de 107 I

se observé una frecuencia de 5.50 + 1.63 (Fig. 20 y 21), Sin embargo, el andlisis estadistico mostré que
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Ja diferencia observada entie fa frecuencia de la contraccion basal v en prosencia de las diversas

concentraciones de MEL no es estadisticamente significativa a un nivel de p > 0,05,

‘ NWM :NWM %Mkwm ;\M‘N’\‘b@l\'é gﬁ&m?:?\::!'-l,
1

REGISTRO wd  ef w7 ot 0
BASAL CONCENTRACION DE MELATONINA (M/mi)

JL -

g H min

FIGURA 20: La adicidn de MEL &l baio provoed una disminueion
de las contracciones aterioas espontineas, dependientes de fa
concantracidn e MEL,

Los ofectos depresores de la contraccion provocadas por la MEL, se manifestaron
principalmente durante la contraceién fdsica (Fig. 20t Asi, en presencia de 107 M de MEL, la anplitud
de fa actividad espontanea disminuyd 0.15 ¢ (1.5 mN) en promedio; mientras que con 10% M la
disminucion fue de 0.52 g (5.2 mN). La concentracidn de 107 M provocsd una reduecion do 0.56 g (5.6
MmN} del tono previo.  Finalmente, en presancia de 108 M y de 10% M de MEL se observo uni
disminucion de 0.88 g (8.8 mN} y de 1.07 g (10.7 mN), respectivanmiente.

Para analizar cuantitativamente el efecto de la MEL sobre la actividad espontanea, se realizd
una transformacidn matemdtica de los datos; para ello, se considerd el valor de ta amplitud basal o de la
frecuencia de la contraceidn como el 100% mientras que estas pardmetros registrados eh presencia de
MEL se refiricron como un porcentaje de fa contraceion maxima a de la frecuencia méaxima. A partir de
estos valores, se obtuvo el porcentaje de inhihicion de la actividad espontanea del tejidn uterino que
provocaron las diferentes concentraciones de MEL.

El efecta provocado por la MEL sobre fa contraceion espantdnea del tejido uterine consistio
an la inhibicidn de la amplitud de fa contraceidn, en un rango de magnited que va dol 20,17 al 67.60%

do la contraccién uterina espontinea, como puede observarse an of cuarfro V.
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Cuando eslos valores se relacionan a través de una curva log de la concentraciin-

porcentaje de inhibicidn, se observa una relacidn lineal (Fig. 22).
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FIGURA 21 Representacion grifica del ofecto de la adicidn de

MEL sobre la frecuencia de la contraccidn espontdnea dei tejido

uterino.  La eseala de la abscisa es logadtmica.
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Con esta curva se calculd la

concentracién de MEL que inhibe el 50% (Clyq) de la actividad muscular espontdnea del tejido uterino, la

cual corresponde a un valor de 228,32 x 109, Ademis, esta curva sugiere la existencia de una relacion

lineal entre la concentracidon de MEL y la disminucion de la contraccion muscular; lo que indica que el

efecto inhibidor de la MEL es dependiente de la concentracion.

CUADRO V

EFECTO DE DIVERSAS CONCENTRACIONES DE MELATONINA SOBRE LA
AMPLITUD Y LA FRECUENCIA DE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE
UTERO DE RATA ESTROGENIZADA In = 12; x Lt EE.)

CONCENTRACION PORCIENTO DE PORCIENTO DE LA
DE INHIBICION DE LA FRECUENCIA DE LA

MELATONINA (M) CONTRACCION CONTRACCION
109 20,17 + 5.09 99.50 + 14,60
108 37.11 4 5,89 87.29 + 10.30
107 46.86 + 8,01 * 80.95 + 12.04
106 57.48 + 7.41 * 77.52 & 13.29
10'% 67.69 + 7.47* 56.50 + 11.37

{*) p < 0.05 (ANOVA}
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B} EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA CONTRACCION UTERINA PROVOCADA POR

CARBACOL.

Cuando en otras prepataciones se adiciono cathacol al bano del tejido para obtener una
concentracion final que oscilé entre 5 x 10% y 105 M, se provocd un incremento tanto en la frecuencia
como en ¢l tono y la amplitud de la contraceion Fisica en todos los segmentos uterinos inmersos en
solucion Ringe-Krebs-Henseleit provenientes de ratas estrogenizadas,  Este clocto se inicie en ol

trascurso del primar minuto de l[a adicion del carbacol (Fig. 23).

N

} 4 t
5x10°8 407 sx10°7  40°6 5%x1076 403

—J_L CONCENTRACION DE CARBACOL (M/ml)

1 g [ S B R

5 min
FIGURA 23:  Efecto del carbacol sobre el tejido werino.  La

adicién de carbacol al baia de tejido produjo un incremonto de fa

frocugncia, tono y ampiitud de la contraccion del tejido uterino,

En presencia de 5 x 108 M la frecuencia obtenida fue de 2.08 + 0.70, mientras que con
107 M, la frecuencia fue de 3.83 4 0.88; con 5 x 107 M ésta fue de 6.33 % 1.37; y con 109 My
6 x 108 M, tue de 10.26 + 1.71 y 14.068 + 0.78 respactivamente. Finalimente, en presencia do
carbacal a la concentracion de 10 M, la concentracion mds alta utilizada, 1a frecuencia se increment
discretamente alcanzando un valor de 14.75 + 0.94 (Fig. 25).

El efacto del carbacol sobre la amplitud de la contraccidn utering fue similar a o ocurrido
con la frecuencia. Entonces, con fa concentracian de 5 x 108 so ohservé un incremento de 1.98 + 0.56
g (19,8 + 5.6 mN); con 1077 M, ¢sta se increments hasta 3.96 + 0.36 g 139.6 4 3.6 mN); con § x 1077

M, ol aumento fue de 4.90 £ 0.26 g (49 £ 2.6 mN}. Para 10°% M ol incromento Tue do 5.44 1 0.23 g



(54.4 4 2.3 mN); a5 x 10% M de 6.62 £ 0.39 g (66.2 + 3.9 mN); y con la cancentracion mas elovada

(105 M) el incremento fue de 6.82 £ 0.36 g {(G8.2 + 3.6 mN) (Fyg. 26).

HERNL

Sxm'“ 10“7 5x1077 10 5 10°% 47
CONCENTRACION DE CARBACOL (M/mi)
MELATONINA 1076 M/m| i
_.j 'L. T W S T
149

5 min

FIGURA 24: Efecro de Ja adicidn de MEL al bano del wjido sob
el ofecto excitador del cachacel. Nétese la disnmunucion del efacto

provocadao por el carbacol,
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FIGURA 25: Relacidn gedfica dol electa del carbacel (en ausencia
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FIGURA 26: Relacidn entre la concemtracidn de carbacol v el
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En el rango de concentraciones de 5 x 10 a 105 M, el carbacol increments ta amplitud de
la contraccién fésica del tejido uterino; mientras que con concentraciones de 5 x 10% M o mayoros,
ademas de la contraccidn fiasica, también se incrementd la contraceion ténica o el tono basal, Asl, conla
concentracion de 5 x 10°% M la amplitud de la contraceion se incrementd a un valor de .57 + 0.34 (56,7
1+ 3.4 mN) de la llnea del tono basal; y con la concentracion de 10°% M, el incremento del tono basal fue
de 6.05 £ 0,33 (60.5 £ 3.3 1N}, En ambos casns, la contraceidn tonica disminufa gradualmente v sobre
alla se sobreponfa la contraccidn fasica prevismente descrita {Fig. 23).

Cuando se adicionaran diferentes concentraciones de carbacal a tejidos preincubados
durante 10 min con MEL {10°% M), se observé que el catbacol continud provocandeo un incremento on la

frecuencia y amplitud de la contraccion fasica del tejido uterino (Fig, 24). Sin ambarge, la frecuencia de

la vontraccién en presencia de MEL, muestra una disminucion del valor obtenido en relacion con ol

68



control, pero sin presentar diferencias significativas (p > 0.05). Los valotes absolutos obtenidos en este
caso fueron; en presencia de 107 M de carbacol, fa recuencia fue de 1.67 + 0.83; con 65 x 107 M dsta
fue de 4.42 +0.69; a 100 M correspondié una frecuencia de 10.08 £ 0.69; con 5 x 109 M de
16 £ 0.80. Finalmente, {a concentracion mas elevada de carbacol (105 M) tambidn en presencia de
106 M de MEL, provocé un incremaento de 16.08 £ 0.95 (Fig. 25).

En lo que respecta al efecto del carbacol sobre la amplitud de la contraccion fdsica, esta
disminuyé significativamente fp < 0.005) por la presencia de 100 M de MEL (Fig. 26). En estas
condiciones, se obtuvieron los siguientes resultados: con 5 x 10°8 M na se observé respuesta alguna; con
107 M, ésta fue de 1,90 £ 0.70 g (19 + 7 mN); con 5 x 107 M el incremento fue de 3.97 & 0.23 g
(39,7 £ 2.3 mN); con 5 x 100 M, de 6.28 1 0.32 ¢ (62.8 + 3.2 mN); y con la concentracion mas
elevada (105 M), el incremento fue de 6.65 + 0.34 g (66.5 + 3.4 mN). Estos valotes son diferentes
estadlsticaimente a los observados en ausencia de MEL,

En lo relativo al tono basal del tejide, fas concentraciones de 5 x 106y 10" M de carbacol,
en presencia de 10 M de MEL, produjeron una contraccién ténica del tejido uterino de una magnitud de
510+ 0.26 g (61 + 2.6 mN) y 5.67 4 0.28 g (66.7 4+ 2.8 mN) respectivamente, los cuales son similares
a los observados en uteros no preincubados con MEL.

Para el andlisis cuantitative de los datos, también se calculd el porcentaje de respuesta en
relacién a la contraccién méxima del tejido obtenida en presencia de carbacol. Los valores asf obtenidos
se presentan en el cuadro VI. Este cuadro muestra los valores del efecto cuando se administraron las
mismas concentraciones de carbaco! pero ahora en presencia de 100 M de MEL; con estos valores se
calculé la curva log de la concentracién-porcentaje de contraccién mdxima para ambos casos;
ohservéndose que ambas curvas presentan un comportamiento sigmoideo (Fig. 26).

En esta figura, se observa que la MEL provaca un desplazamiento hacta la derecha de la
curva concentracidn-respuesta de carbacol. La CEg, de carbacol corresponde a un valor de
102,50 x 109 M, mientras que en presencia de MEL ésta se incrementa hasta 392.43 x 109 M. Entre
ambas CEy, de carbacol existe una diferencia de 289.93 nM, lo que es estadfsticamente significativo,

Estos datos indican que la MEL estd antagonizando la contraccion provocada por este fdrmaco.
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CUADRO VI

PORCIENTO DE CONTRACCION MAXIMA DE LA ACTIVIDAD MUSCULAR
INDUCIDA POR CARBACOL EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE MELATONINA
{10 M) EN UTERO DE RATA ESTROGENIZADA (n = 12; x £ E.E))

CONCENTRACION EN AUSENCIA DE EN PRESENCIA DE
DE CARBACOL (M) MELATONINA MELATONINA
5x 108 30.47 + 7.85 0"
107 58,82 1 4.82 28.67 £ 10,57 *
5x 107 71.251 2,10 68.78 + 3.71
106 79.86 + 1.80 80.74 4+ 1,70
5x 108 96.43 + 0.80 94,39 1 1,44
109 99.66 + 0.32 99.88 + 0.13

(*} p < 0.06 (ANOVA)
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C} EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA CONTRACCION UTERINA PROVOCADA POR

OXITOCINA.

Para analizar el efecto de la MEL sobie la contraccion uterina inducida por oxitocina se
utilizaron unicamente 12 segmentos de tejido uterino provenientes cada uno de diferentes ratas
estrogenizadas. Al igual que en los otros experimentos, después de permanecer durante 60 min en la
solucion Ringer-Krebs-Henseleit, el tono de la contraccion muscular alcanzd un nivel basal, el cual se
mantuvo durante toda la duracion del experimento. La administracién de las diversas cantidades de
oxitocina provoco un incremento tanto en la frecuencia como en la amplitud de la contraccion fasica del
tejido uterino. Tal incremento también mostrd una relacién directa con la cantidad de oxitocina
administrada (Flg. 27). En general, la respuesta contrdctil se presentd dentro de los primeros tres
minutos de afiadida la oxitocina. Se agregaron b diferentes concentraciones de oxitocina al baio; fa miis
pequeRa (5 x 1017 U/ml) provocé un incremento en la frecuencia de contraccién de 6.17 & 0.61,
mientras que la concentracidn mas alta (5 x 103 U/ml) indujo un incremento de 11.6 + 0.62. Estos
efectos se muestran en la figura 29.

En el caso de la fuerza o tono de la contraccidn uterina, la concentracién menor de
oxitocina utilizada (5 x 10°1" U/ml), provocé una contraccién promedio de 2.65 + 0.27 g (26.5 + 2.7
mN}, mientras que con 5 x 10°Y U/ml, la contraceion fue de 2.55 & 0.44 g (25,5 + 4.4 mN). La
concentracién de 5 x 107 U/ml se asocié a una contraccion de 2,38 + 0.51 g (23,8 4 5.1 mN).
Finalmente, con las concentraciones mas elevadas de 5 x 109 U/ml se observd un intremento de hasta
3.19+0.459g(31.9+£ 45 mN) yde 4,11 1 0.44 g (41,1 % 4,4 mN), respectivamente,

En lo relativo al tono basal uterino, unicamente la administracion de oxitocina en un rango
de 5 x 1071 y 5 x 10% Umil, incrementaron la amplitud de la contraceion fasica del tejido uterino; es
decir, no modificaron el tono basal. Sin embargo, al afadir la concentraeion de 5 x 103 U/ml se observé
un incremento de esta contraccion tonica de 3.7 + 0.25 g (37 £ 2.5 mN), la cual disminuyd

progresivamente. Sobre este incremento se sobreponlan contracciones fasicas (Fig. 27).



La adicion al bafio del tojide de diversas cantidades de oxitocina en presencia de 107 M de
MEL redujo significativamente los efectos oxcitadores de fn oxitacing,  Asi, on presencia de MEL, a
contraceion obtenida por 5 x 101 Wl de oxitocona se redujo 1,22 g (12,2 mN) con respecto a i
contraceion uterina provocada en ausencia de MEL, con 5 x 10 Ul ésta disminuyd 0.8 g (8 mN), con
5 x 107 U/ml la reduccion fue de 0.51 g (5.1 mN). Sin embargo, la contraceion provocada por 5 x 10"

U/ml no disminuyé y con 5 x 10-3 U/ml solo disminuyd 0.03 g (0.3 mN) (Fig. 28).
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FIGURA 27 Contraccidnes uterinas inducidas par divetsas

concentraciones. de oxitocing.
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FIGURA 28: Electo de tn MEL sobro o conlraceidn uterina

inducida por oxitocina,



La adicion de MEL no muwdifica ol tono basal de o contraceion inducida par oxitocina; asi, a
la concentracion de 5 x 10 Ui se encontis una contiagcion tonica de 3.62 & 0,41 g {35.2 4 4.1 mi)
la cual es muy similar a la encontrada en ausencia de MEL.

En el caso de la frecuencia de contraccion, dsta fue menor significativamente con respecto
a la observada en ausencia de MEL. Cuando se aglegd ana cantidad de 5 x 10777 Uzl la frecuencia fue
de 4.83+1.89. Con 5x 10" Wml, ésta fue de 3.17 21,08, con 5x 107 UWmlde 2,17 £ 0.47,
con 6 x 107 U/l de 6.83 + 0.88 y finalmente, con § x 10 Umil de oxitoting, la frecuencia fue do

11.50 % 0.58 (Fig. 29).
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Debido a la varacion observada, estos datos fueron translormados, para obtlener of
parcentaje de contrageion en funcion de fa contaaccion maxuna, para cada une de los tejidos. Ast, el

cuadro VII muestra el porcentaje de contraccion conespondiente a cada una de las cantidades de

oxitocina en ausentcia y presencia de MEL, Al relacionar estos valores en una curva log de la

concentracidn-porciento de contraccion maxima (Fig. 30}, se observa que la curva semeja la porcion
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suputinr de una curva sigmoidea. Al catcular 1o CEy para oxitosma (en ausencia de MEL) a partir de fa

curva obtenida, se obtuvo un valor de 1.0763 x 10°17 Uinil; mientias que en presencia de MEL, 1o CE,

obtenida para oxitocina fue de 8.26906 x 107 Uil La diferencia entre ambas curvas, indica un electo

de antagonismo observandose un desplazamiento de 1a curva hacia ta derecha, aunque tal efecto es solo

observable con dusis bajas de oxitocina.

CUADRO VII

PORCIENTQO DE CONTRACCION MAXIMA DE LA ACTIVIDAD MUSCULAR
INDUCIDA POR OXITOCINA EN PRESENCIAY AUSENCIA DE MELATOMINA

(10°% M) EN UTERO DE RATA ESTROGENIZADA (n

= 12 x b ELED

CONCENTRACION EN AUSENCIA DE EN PRESENCIA DE )
DE OXITOCINA (U/inl) MELATONINA MELATONINA
e 5 x 10 59.62 4+ 6.57 34,67 112,94 *
5 x 109 62.11:+ 1071 42,56 + 12,06
5 x 107 56,39 % 12.46 45,50 4 9,44
5 x 109 74,21 + 10.86 78.08 + 9.90
5x 107 100 ) 97.32411,89
{*) p < 0.06 (ANOVA)
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FIGURA 30t Relacidn do la concentracion de oxitocina v ol
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D} EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA CONTRACCION UTERINA PROVOCADA POR

CALCIO.

El efecto de la MEL también se analizo sobre la contraccion uterina provocada por diversas
concentraciones de calcio. Para el desarrollo de estos experimentos, cada uno de los 12 tejidos wierinos
pravenientes de 12 ratas estrogenizadas, permaneciéo durante 60 min inmerso en solucidn Ringer-Krehs-
Henseleit alcanzando al final de este tietnpo una Iinea basal de tensidn, posterionniente, la solucion
anterior fue sustituida por una solucion Krebs-Tris libre de calcio y alta en potasio. Al momento del
cambio de esta solucidn se presentd una contractura que desarrolld un tono equivalente a 4.5 4. 0.58 g
(45 £ 5.8 mN) sin la presencia de contracciones {dsicas asocindas, Esta contractura ténica disminuyd
gradualmente a nivel de la Iinea basal en un tiempo aproximado de 90 min,

Una vez aleanzada esta situacion, se administraron diversas concentraciones de calcio, las
cuales se asociaron invariablemente con una contractura ténica. Las concentraciones de 1.26 x 10% y
2.5 x 106 M de calcio no provocaron respuesta alguna; sin embargo, con la concentracién de 5 x 10°C
M de calcio la contractura obtenida fue de 3.37 £ 0.36 g (33.7 + 3.6 mN); con 105 M ésta fue de
3.9+ 0459 (391 4.5mN)y con 2.5 x 109 M fue de 4.97 + 0.63 ¢ (49.7 + 5.3 mN) {Fig. 37).

Cuando se analizé la accién de la MEL sobre el efecto inducido por calcio, las contracluras
observadas para las concentraciones de 5 x 108, 10% y 2.5 x 105 M de calcio fueron de 2.03 + 0.22 g
(20.3 £ 2.2 mN), 3.83 £ 0.563 g (38.3 £ 6.3 mN) y 4.47 + 0.56 g (44.7 £ 5.6 mN) respectivamente
(Fig. 32).

Al igual que en los otros experimentos, la contraccién inducida por calcio presentd un
amplia variacidn entre cada tejido uterino, por lo que estos nuevamente se expresaron en porcentaje. El
cuadro VIll muestran tales porcentajes de respuesta maxima inducida por calcio en ausencia y presencia
de MEL.

Al relacionar estos valores, en una curva log de la concentracién-porciento de contraccion
mdxima, se ohserva que ambas curvas tienen una forma sigmoidea. Ademas, 1a curva de calcio en

presencia de MEL, se desplaza hacia la derecha, lo que indica un efecto antagonista de la MEL sobre la



contractura inducida por este ion (Fg. 33). A partir de ambas carvas, se caloulo la G Ly observandors

un valor de 4,45 x 108 M para el calcio on avsencia de MEL v de 6.0606 x 105 1 on presencia dooesla
hormona,
DU

1 M\f

m25x10"5 Fx10° 5 5x10'ﬁ 10"’ ?bx10
CONCENTRACION DE CALCIO (M/mi)
11 -
1g’- 5 min

FIGURA 31: Efecto dal calcio sobre el tejido utering, en un medi

fibre de cateio y tico en potasio.
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FIGURA 32: Efocts de la MEL sabre la contractura provocada pot
caltin en tejide wtutinn, en un modio liber de caloo v tico va

potasio.
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CUADRO VIll

PORCIENTO DE CONTRACCION MAXIMA DE LA ACTIVIDAD MUSCULAR
INDUCIDA POR CALCIO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE MELATONINA
(10-6 M) EN UTERO DE RATA ESTROGENIZADA (n

s 12, x 4 B

EN PRESENCIA DE

CONCENTRACION EN AUSENCIA DE
DE CALCIO (M) MELATONINA MELATONINA
1.26 x 10" 0 0
2.50 x 100 0 0

5x10° 60.66 + 8.80 40,86 4,22 °
107 AT L 280900072 1
250% 107 oo b ssyesn
{*) p < 0.05 (ANOVA)
<
= 100 L
= ]
2 80 T
5 . e
£ 60r ’
o
rd
o
L A
0
e
= 20 |+
i
g ’
8 0 S PR | 3
10-° 10

CONCENTRACION DE CALCIO (M)

8= SIN MEL

Ho. -

MEL10-6 M
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E) EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA CONTRACCION UTERINA.

Los resullados obtenidos en este estudio sugieren que la MEL posee un efecto inhibidor
sobre la contraccion fasica del tefido uterino,

En el cuadro IX se resumen las CEgy de carbacol, oxitocina y calcio caleuladas a portir do
los resultados obtenidos, tanto en presencia como en ausencia de MEL, asi como la Cly, de MEL sobre
la actividad espontanea del tejido. Como puede observarse, en todos los casos, la diferencia existente
entre fa CEgq en ausencia y presencia de MEL es estadfsticamente significativa {p < 0.05), por lo que en
sus relaciones graficas se ha comentado el desplazamiento de lo curva en presencia de MEL hacia la
derecha de la curva sin MEL. Es importante indicar gue en este caso, la significancia se obtuvo mediante
lo prueba estadistica de ANOVA y Tukey.

Por otra pate, destaca el hecho de contar con una Clg,, misma que es estadisticamente

significativa con las diversas concentracionas probadas durante los experimentos,

CUADRO iX

CONCENTRACION EFECTIVA MEDIA DE DIFERENTES AGONISTAS
DEL TEJDO UTERINO DE RATA ESTROGENIZADA
EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE MELATONINA (106 M)

AGONISTA SIN MELATONINA CON MELATONINA
ACTIVIDAD 228 x10%9m @
ESPONTANEA
CARBACOL 102.50 x 109 M 392.43x 109 M
OXITOCINA 1.0763 x 109 U/ml 8.2696 x 109 U/ml *
CALCIO 4.4585 x 106 M 6.0606 x 106 M *

(@) Corresponde o ta Cly,
{*) p <005
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En el cuadro X, puede observarse compartiva y cualitativamiente el efecto de fa MEL que se

ohtuvo sobre la contraccidn uterina en cada una de las situaciones experimentales, ya sea actividad

espontanea, o bien, inducida por carbacol, oxitacina y calcio. Como se ha expresado anteriormente, el

efecto que produce la MEL en cada una de estas situaciones no es identica, por lo que ademias podemos

ohservar el efecto sohre la frecuencia de la contraceion, fa conttaceidn fasica y la contraccion tonica. De

la observacidn y andlisis de cste cuadro destaca que el cambio inducido por s MEL no es

ustadfsticamente significatico sobre la frecuencia de contraccidn ni la contraceidn tdnica, ya sea

espontdnea o inducida por carhacol u oxitocing.

Mientras que la disminucién de la contraccién fdsica

tanto en la actividad espontdnea como en la contraccion inducida por carbacol u oxitucina.  Finalimente,

la MEL inhibe la contraccidn ténica provacada por calcio en un medio despolarizante.

CUADRG X

EFECTO DE LA MELATONINA {100 M) SOBRE LA CONTRACCION UTERINA
EN DIVERSOS MECANISMOS DE ESTIMULACION

CARACTERISTICAS
DE LA
CONTRACCION

ACTIVIDAD
ESPONTANEA

CARBACOL

OXITOCINA

CALCIO

FRECUENCIA

CONTRACCION
FASICA

CONTRACCION
TONICA

{=} Sin canibios

{ - - - -} nohubo respuesta

{ 1} disminucion,
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Los efectos que la GP ejerce sobre los mecanismos de la reproduccion de algunos
mamfferas han sido descritos ampliamente B5357) Esos efecto son consecuencia de una accion sobie
los sistemas hormonales en el SNC localizados principalmente en ¢l hipotalamo ventromedial 361 sip
embargo, hallazgos como la descripcion de sitios de union especfficos a la MEL an dtero de rata B8y
estructuras vasculares 1782110 asi como su presencia en liquido folicular 1188, [a participacion en la
iniciacion del trabajo de parto 139 y su efecto inhibidor sobre la contraccién de misculo liso 74,
sugieren que esta hormona también ejerce diversos efectos sobre tejidos periféricos; aunque su
mecanismo de accidn tanto en estructuras del SNC coma en tejidos periféricos es atn desconocido.

Desde la década de los sesenta, los estudios realizados con muisculo liso, mostraron ¢l
efecto inhibidor qua la MEL ejerce sobre la contraccidn espontdnea e inducida por diferentes farmacos;
pero estos efectos no han sido analizados farmacoldgicamente,

£l efecto de la MEL sobre la contraccion espontdnea descrito en el presente estudio,
muestra que esta neurohormona no disminuye significativamente la contraccidn fasica del tejido uterino
de ratas estrogenizadas, Estos resultados difieren con los obtenidos por Hertz-Hesel y Rahamimoft H0),
quienes mencionan que la MEL, en concentraciones de 3 x 107 M, inhibe completamente la actividad
esponténea de tejido uterino estrogenizado. En este trabajo, la concentracidn méaxima de MEL empleada
{105 M) no provocé una inhibicién mayor al 70% de la contraccién concomitantemente con una
reduccidn del 50% en la frecuencia de la contracclén. Tal discrepancia en cuanto a la magnitud del
efecto depresor de la MEL, también fue descrita por Davis y cols 1800 al mostrar que la MEL inhibe la
contraccion esponténea sélo a una concentracion de 2.07 x 104 M y puede ser consecuencia du las
diferentos etapas estrales en las que se encontraban las ratas seleccionadas para el registro.

El efecto inhibidor de la MEL sobre la actividad espontdnea del musculo liso fue también
descrito en el duodeno de ratas 9 fleon, yeyuno y colon de hamster /8 asi como en conducto
deferente de rata (138}, La magnitud del efecto inkibidor dilicre entre si en estos estudias, sugirienda con
ello que cada uno de los tipos de musculatura lisa muestran una sensibilidad propia al efecto inhibidor de

la MEL.
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lLos efcctos observados sobre la frecuencia de contraceidon no son estadisticamente
significativos, lo que implica que la actividad ritmica automatica (neurogénica) de la musculatura lisa
werina no es afectada por la MEL. Estas contracciones se relacionan con ciertos eventos intracelulares
que movilizan calcio debido a la generacion esponténca de pulsos de potenciales de aceion %4 lo que
sugiere que la MEL probablemente no interviene con este mecanismo intracelular.  Otros resullados
también muestran que la MEL no modifica la frecuencia de la contraccidn espontanea del intestino
delgado. Esto indica que tanto en Utero como en intestine la MEL ejerce un efecto exclusivamente sobre
las propiedades miogénicas del tejido 78336 {4 disminucion de la amplitud de la fuecza de contraccion
{contraccion fdsica) provocada por la presencia de MEL, es estadisticamente sigoificativa (p < 0.0086), y
puede ser consecuencia de la disminucion en el tamano y duracion de la meseta del potencial de accién
24 g precisamente durante esta meseta cuando ocurre ¢l ingreso de calcio al interior celular para
promover la contraccidn.

Esto permite proponer que en el caso especifico del tejido uterino, la MEL ejerce un efecto
inhibidor a través de la disminucidn en la excitabilidad celular, debido a que la capacidad del tejido uterino
para presentar una contraccién coordinada y espontdnea, requiere de la propagacién de un potencial de
accién desde un foco de estimulacion hacia todo el tejido muscular uterino 8930 E[ mecanismo de
propagacién implica que un potencial de accién generado en un miocito, provoque la despolarizacion de
los miocitos adyacentes, inicidndose asi, la propagacién de un pico de potenciales de accién (56},
Ademds de que la contraccion se ve interrumpida por la deficiente entrada del ién calcio que ocurre
durante esta alteracidn del potencial de accion.

Los resultados obtenidos en los registros de la contraccion uterina inducida por carbacol en
presencia de MEL muestran un claro cfecto inhibidor de esta ultima. No existe en la literatura una
descripcién del efecto de esta hormona sobre la contraccion uterina inducida por carbacol, por lo que
este estudio es el primero en explorar el efecto de la MEL bajo estas condiciones.

La MEL inhibe la contraccién fdsica inducida por carbacol; sin embargo, este efecto es
estadisticamente significativo sélo con concentraciones de carbacol en el rango de 5 x 108 a 65 x 109 M

y desaparece a partir de la concentracién de carbacol de 10 M de solucién,
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Si consideramos que la acetileoling, asf como el carbacol, producen una contraceion del
musculo liso visceral gracias a que moviliza iones de calcio a través de los siguientes meeanisimos:

a) unincremento de la corriente de entrada de caleio a través de canales dependientes de

voltaja 24-281,

b} liberacidn de iones de caleio de almacenes intracelulares solamente en contracciones

transitorias (108);

¢) Entrada de calcio a través de canales operados por receptor 127);
entonces, es posible que ol efecto de la MEL observado en este estudio, en ¢l caso de la contraccion
provocada por earbacol, sea consecuencia de una reduccion en el ingreso de fones de calcio al interior de
la célula. Por otra parte, algunos estudios refieren que con hajas concentraciones de acctilcolina se
induce una actividad mecdnica en el musculo por un mecanismo diferente al utilizado por elevadas
concentraciones de este neurotransmisor. Es posible que la actividad mecdnica inducida por bajas
concentraciones de carbacol se asocien iniclalmente con cambios en la frecuencia y duracién de los
potenciales de membrana, mientras que la actividad mecdnica provocada por elevadas concentraciones
de carbaco) se asacien principalmente con una despolarizacién sostenida de la membrana o con efectos
independiontes del voltaje, como la liberacién de calcio de almacenes intracelulares 124.88.138],

La curva dosis-respuesta a carbacol en presencia de MEL se desplaza hacia la derecha pero
sigue conservando una relacidon sigmoidea, lo que sugicre que la MEL inhibe la contraceidn inducida por
carbacol por un mecanismo de antagonismo, Al interpretar estas curvas, se observa que es la eficacia y
no la potencia del carbacol la que se modifica. Esto se sugiere por la diferencia en las pendientes de
ambas curvas @192 g pendiente de la curva de carbacol en ausencia de MEL tiene un valor de 27.26 y
en presencia de MEL es de 42.01.

Aunque la CEg, de carbacol en ausencia y presencia de MEL difieren significativamente
(Cuadro 1X), el comportamiento global del proceso no implica un antagonismo de tipo puramente
farmacolégico; es decir, que este efecto sea consecuencia de una aceion de la MEL sobre los receptores
muscarinicos a los que se une el carbacol 12, sin ombargo, es posible suponer un antagonismo sobre

los canales de Ca*? asociados con los receptores muscarinicos.  Si consideramos que la respuesta
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inducida por carbacol sobre ¢l misculo uterine estd regulada por la estimulacion de receplores
muscatinicos, los cuales incrementan fa movilizacion de palifosfoinosftidos, fiberan deido araquiddnico y
modulan los canales de potasio a través de inhibir ta adenilato ciclasa 1127370 Entonces, las acciones
de la MEL para inhibir Ja contraceion provocada por concentraciones bajns de carbacol, ocurriria por la
modificacién de atgunos eventos a nivel del ilujo de iones de calcio que promoverfan fa contraceion
muscular. En esta situacion, este inddl se comportarfa en consecuencia como un antagonista fisioldgico
det carbacol 191921,

Aunque también esta accion podia implicar un mecanismo intracefular.  Por ejemiplo, se
reporté que la MEL inhibe fa produccién de AMPe inducido por forskolin 18867302 También se sugirio
que esta hormona podria actuar a través de bloquear las acciones fisiologicas de fa calmodulina 19,

Finalmente, de nuestros resuitados debemos destacar el papel que fa MEL mostrd al
disminuir sélo la amplitud de la contraccion fdsica provacada por carbacol pero no {a frecuencia ni el tono
de la contraccién (Cuadro X). Tales ohservaciones sugieren que esta honmona actiia a través de un
mecanismo inespecffico general asociado a las propiedades miogénicas del tejido, lo cual reduce la
excitabilidad cefular y provoca una disminucion del tamafio y fa amplitud de la meseta del potencial de
accidn, evento en el que el ion calcio juega un pape! importante en el musculo liso.

Otros estudios también han analizado ef efecto de la oxitocina en presencia de MEL. Por
ejemplo, en el estudio realizado por Davis y cols 60 se ohservé que en presencia de una concentracién
de MEL de 3.72 x 10 M/ml se inhibla el 42,2 % de la contraccidn inducida por una dosis de oxitocina
de 1.25 x 104 U/m!, mientras que a la misma concentracion de MEL, se inhibio el 36.7% vy el 37.6% de
la contraccién provocada por 2,6 x 10 U/ml y 5 x 10 U/m} de oxitocina, respectivamente, Como se
muestra, este efecto es dependiente de Ia concentracion de MEL.

En el presente trabajo, 1a contraccion inducida por oxitocing en presencia de MEL a una
concentracion de 108 M también es significativamente menor que cuando se administran las mismas
dosis de oxitocina en ausencia de este indol. Este efecto inhibidor es también dependiente de la
concentracion de MEL aunque en general los resultados son similares, éstos no pueden ser totalmente

comparables debido a que difieren en eof disefio oxperimental.  Ademds, en el rango de las
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concentraciones de oxitocina empleadas por Davis y cols €9, Jos resultades descritos en este trabajo no
muestran un efecto inhihidor de |2 contraceidn uterina,

Al igual que sus efectos observados solie la contraccion inducida por carbacol, el electo
inhibidor de la MEL es mds evidente con bajas concentracioes de oxitocina (5 x 1071 a 6 x 1077 Uml),
También al comparar las curvas dosis-respuesta de oxitocina en ausencia y presencia de MEL, se muestra
que esta dltima se desplaza hacia la derecha (Fig. 22), fenémeno que indica un antagonisrmo por parte de
la MEL. El andlisis de estas curvas sugiere que la MEL no moedifica la potencia de la oxitocina, pero sf la
eficacia de este fdrmaco para inducir la contraccidn uterina. En este caso, la pendiente de la curva de
oxitocina en presencia de MEL (8.05) duplica la pendiente de la curva de oxitocina en ausencia de MEL
(4.64).

Al comparar la CE, de oxitocina en ambas  situaciones se encontraron que ambas difieren
significativamente (p < 0.05) (Cuadro IX). Estos datos indican que la MEL inhibe la contraccion uterina
provocada por oxitocina; posiblemente a través de un mecanismo de antagonismo fisiolégico; puesto que
el comportamiento de las curvas dosis-respusta no es el descrito para un antagonista farmacoldgico de
tipo compelitivo; sino de un antagonisme ne competitive de tipo fisiolégico 19192,

La contraccién inducida por oxitocina estd asociada con la movilizacién de calcio
extracelular e intracelular 38:7.141.228)  pg; |9 tanto, ol efecto de la MEL sobre la contraccion fdsica
inducida por oxitocina (Cuadro X), puede ser también dependiente de la concentracién de calcio, por
modificar la actividad de los canales de Ca*? acoplados a los receptores especificos a oxitocina 19, Al
igual que on la activacién muscular espontanea vy por carhacol, estos resultados indican que la MEL
disminuye el tamafio o la duracidn del potencial de accién.

La respuesta del musculo liso aislado sometido a estimulos farmacoldgicos, es ¢l resultado
de una serie de eventos, los cuales inchiyen a la activacién neural, la interaccién farmaco-receptor, y este
a su vez inplica la activacidn de canales de calcio que permite la entrada del calcio extracelular (el
acoplamiento eléctrico y mecdnico entre células musculares, y algunos eventos intracelulares), Por lo
tanto, el efecto de un farmaco para inducir o inhibir una contraccién muscular puede depender da un

mecanismo de accion en cualquiera de las ctapas mencionadas 12447),

85



Usualmente, el primer evento en la secuencia para provocar fa contraceion muscular, es la
formacidn de un complejo reversible entre moléeulas de la sustancia agonista y un receptor especifico, e
cual se localiza en la membrana celular de las eélulas musculares o nerviosas, Cuando el fanmaco actia
directamente sobre ef musculo, la interaccion agonista-receplor  subsecuentemente produce  un
movimiento de fones de calcio tanto del comportamiento extracelular al activar los canales de Ca'?
acoplados a receptores especlficos, como de algunos depdsitos intracelulares 1123 Tal movilizacién de
esle i0n trae como consecuencia un incremento en la concentracidn de caleio en la matriz citoplamitica
de la célula muscular lisa, el cual sirve para activar el apatato contractil de actina y miosina y el resultado
€8 una contraccién muscular 24:143,147,226},

Particularmente, la contraccidn de la musculatura lisa utering inducida por farmacos
requicre de la movilizacién de calcio desde fuentes extra ¢  intracelulares hacia la matrlz
citoplasmatica 147!, Entonces, tanto ta actividad espontanca como las contracciones provocadas por
carbacol y oxitocina, empleados en el presente trabajo, requieren de la movilizacién del calcio a diversos
niveles de eventos en su mecanismo de accidn, como respuesia a los cambios de la excitabilidad de la
fibra muscular 7:24347), En este estudio, fa MEL inhibe tanto la contraccion muscular provecada por
carbacol como por oxitocina, asl como también la actividad espontanea. Estos efectos sugieren que la
MEL puede ejercer tal diversidad de efectos al actuar sobre un evento coniin desencadenado por estos
farmacos; una posibilidad es {a de modificar ta disponibilidad del caleio que participa en la contraccién
muscular,

Algunos estudios iniciales, los cuales describen el efecto de ta MEL sobre la actividad
esponténea uterina, sugirieron que fa MEL podria bloquear tos receptores a fa 5-HT %9, Sin embargo,
estudios més recientes 8178 descartan tal posibilidad.

Los resultados de esie trabajo apoyan la hipétesis de que el mecanismo de accion de la
MEL, involucrado en la produccién del efecto inhibidor sobre la contraccion de musculatura lisa, estd
relacionado con cambies en la excitabilidad celular fos cuales regulan los flujos de corrientes idnicas,

principalmente de calcio,
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En particular, los resultados de los experimentos relacionados con el efecto de asta
hormona sobre la contraceidn pravocada por calcio en tejido uterino in vitro, muestran que la MEL inhibe
este tipo de contraccién (Cuadro X). Aunque con caracterfsticas diferentos a los otros tipos de
contraccion provocada; pues en este caso, la que disminuye significativamente es la contraccion ténica.
Asl, cuando la curva dosis-respuesta a calcio en presencia de MEL se desplaza hacia la derecha (Fig. 33)
fo que ocurre aun con la concentracion mds alta de calcio empleada {2.5 x 10 M), Debido a que las
contracciones obtenidas en soluciones libres de calcio son debidas al ingreso de calcio desde ¢l medio
extracelular al citaplasima, el efecto observado en estos experimentos sugiere que la entrada de calcio es
modificada por MEL, lo que indica un antagonismao de tipo farmacoldgico de (ndole competitivo 19:192),

También la eficacia del calcio disminuye puesto que la pendiente de la curva al calcio en
presencia de MEL adquiere un valor de 89.08, mientras que en su ausencia es de 94.34. Por otra parte,
la CEg, también difiere significativamente (Cuadro IX). Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la
MEL modifica la participacidn del calcio en la contraccién del misculo liso uterino, Dado que en estos
exparimentos se utilizaron tejidos despolarizados para inducir fa contraccién por calcio, la cual fue
antagonizada por MEL, es posible inferir que la MEL podrla estar también inactivando los canales de
calcio operados por voltaje. Ademds, el hecho de que en este caso se reduzca la contraccidn tonica,
apoya la hipotesis de que la MEL esta actuando a nivel de canales idnicos de calcio.

Este efecto guarda analogfa con la accién de la MEL sobre la liberacién de dopamina en
retina 1226) y | hipotdlamo ‘2311, Tales efactos dan origen a la idea de que el efecto de la MEL, tanto a
nivel central como periférico, puede estar asociado con mecanismos que madifican fa introduccién de
calcio al interior de la célula 141}, Asl, es probable que el mecanisimo de accién de la MEL sea indistinto
en SNC y musculo liso; y que la sensibilidad a esta hormona en diferentes tejidos desciitos por Harlow y
Weekley (78)  ostd  asociada a  microambientes  idnicos propios de cada una de las estructuras
bioldgicas ‘227-2311,

El presente trabajo no permita discriminar si la MEL bloquea ta funcidn de los canales

inicos de calcio, o si su participacion es a nivel intracelular, por ejemplo, acopléandose a calmodulina (821,



AUn cuando los resultados obtenidos en este estudio muestran un efecto fanmacolégico
inhibidor sobre la musculatura lisa uterina; el efecto fisioldgico en el que participa la MEL directamente en
este tejido no se ha discernido completamente.,

Finalmente, es importante indicar que la variabilidad en la actividad muscular del tejido
uterino entre cada uno de los ensayos realizados en este estudio, puede sor debido a la ubicacion del
marcapaso de la actividad espontanea, la cual puede encontrarse en cualquiera de los dos cuernos
uterino, ademas, esta dispersidn de valores ha sido observada cn los estudios realizados por otros

autores 87,
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CONCLUSION
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conclusiones:

Los resultados del estudio asl como su andlisis y discusion, permiten llegar a las siguientes

1. La MEL posee un efecto inhibidor sobre la contraccion uterina tanto espontdnea, como

provocada por carbacol y oxitocina.

2. Sin embargo, la MEL sdlo provoca la disminucidn de la contraceion fasica, sin provocar
una disminucion significativa en la frecuencia de contraceion ni en la contraceion ténica en

cualquier tipo de activacién de la masculatura uterina.

3. El mecanisino por el cual se ejerce este efecto estd asociado a la disminucion de la
excitabilidad celular, por lo que en base a estos resultados puede suponerse que la MEL
provoca una disminucidn en la amplitud y duracién de la meseta del potencial de accidn,
motivo por el cual sélo es inhibida la contraccién fasica del tejido uterino, sin modificar ni

su tono ni la frecuencia de la contraccién,

4. Por la disminucién de la contraccion fasica de la contraccidn espontdnea o provocada
por carbacol u oxitocina, y considerando el acoplamiento excitacién-contraccion, se infiere
que la MEL participa modificando el potencial de accién, donde puede bloquear la entrada

de calcio del exterior al interior de la célula.

5. La disminucién observada en presencia de MEL de la contraccién ténica provocada por
calcio en un medio libre de calcio y rico en potasio, apoya la participacién de la MEL en la
disminucidén del flujo de entrada del calcio durante la meseta del potencial de accidn,
mecanismo mediado probablements a través de canales idnicos de calcio dependientes de

voltaje.

90



Aungue el presente estudio no pretende ser concluyente en relacion al mecanismo de
accidn de la MEL, su importancia radica en que pone de manifiesto que en tejidos periféricos, la MEL
ejerce sus efectos farmacoldgicos a través de modificar la funcion del calcio como segundo mensajeto, lo
que puede contribuir a explorar el papel de la MEL en el mecanismo de transduccion de sefales del calcio
en células excitables.

Sobre esta idea, se pueden orientar diversos estudios, también en tejidos periféricos, en los
que se analice el efecto de la MEL en presencia de diversos bloqueadores de canales de calcio como es el
caso de nifedipina, felodipina, nitrendipina, verapamil o diltiazem, entre otros, asociando tambien el
efecto en presencia del iondforo de calcio A23187 y del agonista de canales de calcio Bay K 8644. Sin
embargo, si se trata de aproximarse a la comprobacion de una hipétesis mds contluyente en relacion a la
participacién de la MEL en el bloqueo del flujo de canales idnicos de calcio, es indispensahle realizar
estudios que analizen las corrientes de fiujos idnicos como es el caso de la técnica de fijacion de voltaje

en porciones de membrana (patch-clamp).

N



REFERENCIAS

e .. —



1. Abdol-Latif AA.  Calcium-mobilizing teceplors, polyphosphoinositides, generation of second messenger and
contraction in the mammalion s smooth muscle: historical perspectives and current stotus, Life Sci 1989:45:767-
7806,

2. Aleshansky MA, Neff NH. Studies on the control of pineal indole synthesis: cyclic nucleotides, adenylate ciclase
and phosphodiesterase, J Neural Tronsm {suppl) 1978;13:81-1156.

3. Alexandrova M, Soloff MS. Oxytocin receptors and partarition. 1. Contral ol exylocin receptar concentiation in
the rat myometrium at term, Endocrinology 1980;106:730-735.

4. Alexandrava M, Soloff MS. Oxytocin teceptars and parturition, 1. Concentrations of veceptars for oxytocin and
strogen in the gravid and nongravid utesus at teon. Endocrinofogy 1980;106:736-738.

5. Alexandrova M, Soloff MS. Oxytocin recoptors and parturition. [l Increases in estragen receptor and oxytocin
rocoptor  concentrations in the ot myomotium  during  prostaglandin F?“-imlucml abaition. Endocrinology

1980;106:739-743.

6, Anton-Tay I, Chou C, Anton S, Wurtman RJ. Brain serotonin cancentration: elevation {ollowing intraperitangal
administration of melatonin, Science 1968;162:277-278.

7. Anwer K, Sanborn BM. Changas in intracelulor free calcium in isolated myameteial cells: role of extracellular and
intracellular calcitm and possible involvement of guanine nucleotide-sensitive proteins,  Endocrinalogy 1989;124:17-
23

8. Arendt J. Mammalian pineal. Pineasl Res Rev 1985;3:161-213.

9, Asiens EJ, Molecular pharmacology. New York: Academic Press, 1964.

10. Arigns-Kappers J. Short history of pineal discovery and research. Prog Brain Res 1979;62:3-22,

11, Augustine GJ; Chartton MP, Smith SJ. Caleium action in synaptic transmitter reloase.  Ann finy Novrosci
1987;10:633-693.

12. Axelrod J. The pinesl Gland: a neurachanical transducer, Science 1974;184:1341-1348.
13. Axalrod J, Weisshbach H. Enzymatic O-methylation of N-scetylserotenin to melatanin, Science 1960;131:1312,

14, Balow-Warden LR, Reiter HJ, Abe M, Pablos M, Menendoz-Pelasz A, Choen DI, Poeggeler B. Melatonin
stimutates brain glutathione peroxidase activity. Neurachem Int 1996;26:497-602.

15, Bowrern Mera B. El modelo cartesiano dg la funcién pineal. Salud Mental 1987;10:22-26.
16. Batras S. Effect of oxytocin on caleium influx and efflux in the rat myometrium.  Eur J Pharmaco! 1986;120:67.

17. Batras S, Bengtsson B. Effects of diethylstithestral and ovarian steroids on the contraetile responssas and calcium
moverients I rat uterine smooth muscle. J Physiol 1978;276:329-342.

18. Benltez-King G, Huerto-Delgadille L, Anton-Tay F. Mualatonin effects on the cytoskeletal organization of MDCK
and nouroblastoma N1E-115 cells, J Pingal Res 1990;9:209-220.

19, Benltez-King G, Huorto-Delgaditio L, Anton-Tay F. Melatonin modifios calmodutin coll lovels in MDCK and N1E-
115 cell linos and inhibits phosphodiesterase activity in vitro. Brain fes 1991;667:289-292,

93



20, Bindoni M, Jutisz M, Ribot G. Caracterization and partial purification of a substance in the pineal gland wich
inhibits cell multiplication in vitro. Biochem Biaphys Acta 1976,437:577-588.

21. Binkley S, MacBride SE, Klein DC, Ralph CL. Pineal enzimes: regulation ol avian melatonin synthesis.  Science
1973;181:273-275.

22, Blask DE, Hill SM. Effects of melatonin on cancer: studies on MCF-7 human breast cancer cells in culture,
Neural Transm {suppl) 1986;21:433-449,

23. Blustein MP, Calcium transport and buffering in neurons. TINS 1988;11:438-443.

24, Bolton TB. Mechanisms of action of transmitters and other substances on smooth muscle.  Physiol Rev
1979;59:606-718.

25, Boiton TB, Clark JD. Effects of histamine, high potasivm and carbachol on 42K efflux trom longitudinal musclo
on guinea-pig intestine. J Physiol 1981;320:347-361,

26. Bolton TB, Clark JD, Kitamura K, Lang RJ. Evidence that histamine and carbachol may opon tho same ion
channals in longitudinal smooth muscle of guinea-pig ileum. J Physiol 1981;320:363-379,

27. Bolton TB, Kitamura K. Evidence that ionic channals associatod with the muscarinic receptor ol smooth muscle
may admit calcium. Br J Pharmacol 1983;78:405-416.

28. Brading AF, Snolddon P, Evidenco for multiple sources of calcium for activation of the contractile mechanism of
guinea-pig taenia coli stimulation with carbachol. B8r J Pharmacol 1980;70:229-240,

29, Brooks DS, Cassona VM, Daily and circadian regulation of 2<l125Iliorlonmlmunin hinding in the chick brain.
Endocrinology 1992;131:1297-1304.

30. Bruderman |, Rahamimolf R, Alterations in tracheobronchial smooth muscle activity following melatonin. 4 Appl
Physiol 1967;23:938-943,

31. Buhenlck GA, Dhanvantari S. Influence of serotonin and melatonin on some parameters of gastrointestinal
activity, J Pineal Res 1989;7:378-381.

32. Calvo J, Boya J. Ultraestructural study of tha embryonic development of the pineal gland of the chicken {gallus
gallus), Acta Anat 1979;103:39.-79,

33. Calvo J, Boya J. Evolution and nature of the dense bodies in chicken pinealocytes. Acta Anat 1979;103:212-
225,

34. Capsonl S, Viswanathan M, Do Oliveira AM, Saavedra JM. Characterization of melatonin receptors and signal
transduction system in rat arteries forming tha circle of Willis. Endocrinology 1994;136:373-378.

36. Cardinall DP. Molatonin: a mammalian pineal homone. Endocri Rev 1981;2:327-354.
36. Cardinali DP, Freire F.  Melatonin effocts on brain,  Interaction with microtubule protein, inhibition of fast
axoplasmic flow and induction nf crystalold and tubular formation in the hypotalamus.  Moll Cell Endocrinol

1976;2:317-322.

37. Caordinali DP, Hyyppd MT, Wurtman RJ.  Fate of intracisternally injected melatonin by the rat brain,
Neureendocrinology 1973;12:30-40.

9%



38. Cardinali DP, Larin F, Wurtman RJ. Action spectra for effects of light on hydroxyindole--methyltransterases in rat
pineal, retina, and hardetian gland.  £ndoctinology 1971;91:887-886,

39. Cardinali DP, Lynch HJ, Wurtman RJ. Binding of melatonin to human and rat plasma proteins.  Endocrinelogy
1972;91:1213-1218.

40. Cardinali DP, Naglo CA, Freire £, Rosner JM.  Effects of melatonin on neurotransmitter uptake and release by
synaptosome-rich homogenates of the rat hypothalamus. Neuroendocrinology 1975;18:72-85.,

41. Cardinali DP, Nagle CA, Rosner JM. Uptake and effects ot melatonin on the synthesis of proteins by the rat
cerobral cortex. Life Sci 1973;13:823-833.

42. Cardinali DP, Vacas M, Feedback controt of pineal function by reproductive hormones -a newroendocring
paradigm. J Neural Transm {suppl) 1978;13:175-201.

43. Cardinali DP, Vacas MI.  Norepinephrina turnover in pineal gland and superior cervical ganglia, Changes after
gonadotropbiiy administration to castrated rats, J Neural Transm 1979;45:273,

44. Cardinali DP, Vacas MI. Boyer EE. Specific binding of metatonin in bovine brain, Endoerinology 1979;105:437-
441,

45. Cason LL, Weavar DR, Reppert SM.  Melatonin signal transdaction in hamster brain:  inhibition of adenylyl
cyclase by pertussis toxin ~2nsitive G protein. Endocrinology 1989;125:2670-2676.

46. Carnelro RCG, Cipolla-Neto J, Mankus RP. Diumnal variation of the rat vas deferens contraction induced by
stimulatien of presynaptic nicotinic receptors and pineai function. J Pharmaco! Exp Ther 1991;269:614-619.

47. Carsten ME. Prostaglandin and oxytocin: their effects on uterine smooth muscle. Prostagiandins 1974;5:33-39,

48. Castilla-Serna L, Cravioto J. Estad(stica simpiificada para ia investigacion en ciencias de la salud.  México:
Editorial Trillas, 1991, 442.

49, Castilla Semna, L, "Paquest” (paquato estadistico para PC), V 1.0, 1992,
650. Catteral WA. Structure and function of voltage sensitive ion channels. Scionce 1988;242:60-61.

61, Cavallo A.  Plasma molatonin rthythm in nermal puberty: interactions of age and puberal stages.
Neuroendocrinology 1992;656:372-379.

52. Chavez .JL, Huerto-Delgadillo F, Anton-Tay F, Benitez-King G. Unién de la melatonina-H3 a calmodulina integrada
a liposomas por el método de ultrafiltracion rdpida. XIV Congrese Nacienal de Farmacologfa, 24-27 do Neviembro de
1991, México, D.F., p. 28.

63, Claustrat 8, Greun J, Garry Ph, Roussel B, Sassoias G. A once-repeated study of nocturnal plasma melatonin
patterns and sleep recording in six normal young men. J Pineal Res 1986;3:301-310,

64. Claustrat B, i.eBars D, Braun J, Thivella P, Mallo C, Arendt J, Chazot G, Plasma and brain pharmacokinatic
studies in humans after intravanous administration of cold or 11C labelled melatonin.  En: Reiter JRJ, Pang SE, eds.

Advances in pineal research. New York: John Libbey Co LTD, 1989; 305-310.

55. Cohen M, Rosalle D, Chabner B, Schmidt TJ, Lippman M. Evidence for a cytoplamatic melatonin receptor.
Nature 1978;274:894-896,

95



38, Cardinali DP, Lann F, Wurtiman RJ. Action spectra for effects of light on hydroxyindole- methyltransferases in 1at
pineal, tetina, and harderian gland. Endoctinology 1971;91:807-886.

39. Cardinali DP, Lynch HJ, Wartman R4, Binding of melatonin to human and 1at plasma pioteins.  Endoctinology
1972;91:1213-1218,

40. Cardinali DP, Nagle CA, Freire F, Rosner JM.  Effects of melatonin on neuratransinitter uptake and release by
synaptosome-rich homeganatos of the rat hypathalamus. Newoendocrinology 1975,18:72-85.

41, Cardinali DP, Nagle CA, Rosner JM. Uptake and effects of melatonin on the synthesis ol proteins by the rat
cerobral cortex, Life Gei 1973;13:823-833.

42. Cardinali DP, Vacas M. Foedback control of pineal function by reproductive hormones -a neuroendocrine
paradigm. J Neural Transm {suppl) 1978;13:175-201,

43. Cardinali DP, Varas ML Norepinephrine turnover in pineal gland and superior cervical ganglia.  Changes after
gonadotrophin administration to costrated rats. J Neural Transm 1979;45:273.

44. Cardinali DP, Vacos MI. Boyur EE. Specitic hinding of melatonin in hovine brain, Endocrinology 1979;105:437-
441,

45, Carlson LL, Weaver DR, Reppert SM.  Melatonin signal transduction in hamster brain:  inhibition o} adenylyl
cyclase by pertussis toxin sensitive G protein. Endocrinology 1989;126:2670-2676.

46. Cameiro RCG, Cipolla-Neto J, Mankus RP. Diumal variation of the rat vas deferens contraction induced by
stimulation of prasynaptic nicotinic receptors and pineal function. J Pharmacol Exp Ther 1991;259:614-619.

47. Carsten ME. Prostaglandin and oxytocin: their effects on uterine simooth nwscle, Prostaglandins 1974:5:33-39,

48. Castilla-Serna |, Cravioto J. Estadistica simplificada para la investigacion en ciencias de la salud. México:
Editorial Trillas, 1991, 442.

49. Castilla Serna, L, “"Paquest” {paquete estadfstico para PC), V 1.0, 1992,
50. Catteral WA, Structure and function of vollage sensitiva ion channels, Scionce 1988:242:60-61.

51. Cavallo A, Plasma molatonin rhythm in normal puborty: interactions of age and puberal stages.
Neuroendoctinology 1992;56:372-379.

52, Chavez JL, Huerto-Delgadillo ¥, Anton-Tay F, Benitez-King G. Unidn da la melatonina-H3 a valmodulina imegrada
a liposomas por el método dae ultrafiltracidn rdpida, XIV Congreso Nacional de Farinacologfa, 24-27 da Noviembre de
1991, México, D.F., p. 28.

53. Claustrat B, Groun J, Garry Ph, Roussel B, Sassolas G. A once-repeated study of norturnal plasma melatonin
patterns and sleap recording in six normal young men. J Pinval Res 1986;3:301-310.

64. Claustrat B, LeBars D, Braun J, Thivolle P, Mallo C, Arendt J, Chazot G. Plasma and brain pharmacokinetic
studies i humans after intravenous administration of cold or 11C labelled melatonin.  En: Roiter JRJ, Pang SF, ods.
Advances in pineal research. New York: John tibhey Co LTD, 1889, 306-310.

66, Cohen M, Rosclle D, Chabner 8, Schmidt TJ, Lippman M. Evidence for a cytoplamatic melatonin receptor.
Nature 1978;274:894-896.



5G. Cole WS, Gatfield RE, Kirkaldy JS. Gap junction and direct intracellular communication betwoen rat uterine
smouoth muscle cells. Am J Physiol 1985;249(Call Physiol 18):C20-31.

57. Crankshaw DJ. The sensitivity of the longitudinal and circular musele tayers of the rats myometrium ta oxytocin
in vitro during pregnancy. Can J Physiol Phanmaco! 1987;65:773-777.

58. Dafny N. Electrophysielogical evidence of photir, acustic and central input to the pineal hody and hypathalamus.,
Exp Nournl 1977,565:449-457,

59. Daniel EE, Janis RA. Calcium regulation in the uterus. J Pharmacol Ther Exp 1875;1:695,

60. Davis RH, McGowan L, Uroskie TW. Inhibition of pitocin-induced contractility by melatonin, froc Soc Exp Biol
Med 1971;138:1002-1004.

61. Det Zar MM, Martinuzzo M, Falcon C, Cardinali DP, Carreras 1O, Vacas MI,  Inhibition of human platelet
agregation and thrombaxane-B2 production by melatonin, Evidence Tor a diurnal variation. J Clin Endocrinol Metab
1990,70:246-2561.

62. Descartes. Las pasiones del alma. Argentina: M. Aguilar Editor, 1963, 195,

63. Dubocovich ML. Pharmacology and function of melatonin raceptors. FASEB J 1988;2:2765-2773,

64, Dubocovich ML, Presynaptic wcoptors in the visual system, Ann N Y Acad Sci 1990,604:82-95.

66. Dubocovich ML. Melatonin receptors: are there multiplo subtypes? TIPS 1995;16:50-56,

66. Dubocovich ML, Takahashi JS. Use of 2-{1256l]-iodomelatonin to chatacterize melatonin binding sites in chicken
retina. Proc Nall Acad Sci Usa 1987,84:3916-3920.

67, Duncan MJ, Takahashi JS, Dubocovich ML.  Charocteristics and autoradiographic localization of 2-
{1261)iodomelatonin binding sites in Djungarian hamster hrain, Endocrinology 1989;125:1011-1018.

68. Ebadi M, Hoxum TD, Pfeiffer RF, Gocitrapong P. Pinoal and retinal peptides and their receptors, Pincal Res Rov
1989;7:1-156.

69. Eloranta E, Timisjarvi J, Nieminen M, Ojutkangas V, Leppéluote J, Vakkuri O. Seasonal and daily patterns in
melatonin secration in female reindeer and their calves, Endocrinology 1992;130:1645-1652,

70. Enrenkranz JRL., Tamarkin L, Comito F, Johnsonbaugh RE, Bybee DE, Loriaux L, Cotler GB. Daily thythm of
plasma melatonin in normal and precocious puberty. d Clin Endocrinol Metah 1982;66:307-310,

71. Faiello RG, Bubenik GA. Meiatonin-induced changes in the sensery activation of acute epileptic foci, Neurosci
Lett 1976;3:151-1565,

72, Fariello RG, Bubenik GA, Brown CM, Greta LJ. Epileptogenic action of intraventricularly injucted antimslatonin
antibody. Neurology 1977;27:567-570.

73. Fellanher AJ, Phillipon G, Soamark RF. Measuroment of urinary production rates of melatonin as an index of
human pineal function. Endocr Res Commun 1980;7:167.

74, Figueroa JP, Honnoihier MBOM, Jenkins S, Nathanltelsz PW.  Alteratian of 24-hours thythms in myomatrial

activity in the chronically cathetaized pregnant rhesus monkey after a 6-howrs shift in the light dark cynlo. Am J
Obstot Gynecol 1990;163:648-654.

96



76, Foley PB. Cairncross KD, Foldes A, Pinval indoles: significance and measswemont. Newrosci Bishohay Rey
1986,10:273-293.

76. Franchi AM, Gimena MF, Cardinali DP, Vacas M. Melatonin, S-mathoxytiyptamine and a some ot their analngs
as cyclo-oxygonase inhibitors in rat mediat basal hypothalamus. Brain Res 1987:405:384-388.

77. Fuchs AR, Fuchs F, Husslein P, soloft MS, Fernstrom MJ. Oxytocin receptors and human parturition: a duaf tole
for oxytocin in the initiation of fabor. Science 1982;215:1396-1398.

78. Hatlow HJ, Woekloy BL, Effect of melatunin on the force of spontaneous contractions of i vitro rat smadl large
intesting. J Pineal Res 1986;3:277-284,

79. Hazlesigg DG, Gonzalez-Brita A, Lawson W, Hastings MH, Morgan PJ. Prolonged exposure to melatonin lcads to
time-dependent sensitization of adenylate cyclase and dawo-requlates melatonin receptors in pars wberalis cells from
ovino pituitary, Endocrinology 1993;132;286-292,

80, Huortz-Eshet M, Rahamimoff 8. Effect of melatonin on wterine contractility, Lifo Sei 19686;4:1367-1372.

81, Hinkle PM, Kinsella PA. Regulation of thyrotropinreleasing hormene hinding by monevalent eations and guanyl
nucleatides. J Biot Cham 1984;259:3445-3449,

82, Hhata F, Hayaishi D, Tokuyama T, Senboh $. In vitro and in vivo formation of two new metabolites of
melatonin, J Biol Chem 1974;249:1311-1313,

83. Hoffiman RA, Reiter RJ, Pineal Gland: influence on gonads of melatonin and releated indolamines.  Science
1966;148:1609-1611.

84, Holmes SW, Sugden D. Effects of melatonin on sleep and neurochemistry in the rat.  Br  Pharmacol
1982;76:95-101.

86. Houghton DC, Walker DW, Young IR, McMillon I1C. Melatonin and the light-dark cycle separately influence daily
bohavioral and hormonat rthythms in the pregnant ews and sheep fetus, Endocrinology 1993;133:90.98.

86. Houghton DC, Young IR, McMillewn IC. Evidence fram hypothalamic control of the diurnat rhythms in profactin
and melatonin in the fetal sheep during late gestetion. Endocrinology 1895;136:218-223.

87, Hurwitz L, Futspatrick DE, Debbas G, Landon EJ. Localization of caleium pump activity in smwooth awscle,
Sclence 1973;178:384-386.

88. Hurwinz L, Wolssinger J. Effects of variations in extraceliular acetylcholine and caleium ion concentration on the
operational Jovel of calcium channels in intestinal smooth muscle. J Pharmacol Exp Ther 1980;21:4:581-588.

89. Huszer G, loberts JM. Blochemistry and phoarmacology of the myometrium and fabior: regulation ot the cellular
and molacular luvels, Am J Obstet Gynecol 1982;142:225-237.

90. Huszar G, Walsir MP. Biochomistry of the myometrium and cervix, En: .M. Wynn y W.P. Jolio ed.; Biclogy of
the uterus, 2° ed,, USA: Planun medical Book Company, 1989; 355-402.

91, Komum KE, Stull JT. Roegulation of simooth muscle contractile elements by second massengers, Annu Rev Physiol
1989;61:299-313,

92, Kanakl M, Weiss GB, Calcium saleaso in smooth muscle. Life Sci 1988;42:111-122,

97



93. Kao LWL, Weiz J. Release of ganadotrophin-releasing hormone (Gn-BH) from isolated, perifused maodial hasal
hypothalamus by melatonin, Endocrinology 1977;100:1723-1726.

94,  Kennaway DJ, Blake P, Webb HA. A melotonin agonist and N-acetyl-N2-farmyl-5 -methoxykynurenamine
accelerate the reantrainment of the melatonin thythim following a phase advance of the light-dark cycle.  Brain Res

1989;496:349-364,

95, Kivelii A, Kauppila A, Leppiluoto J, Vakkuri 0. Serum and amniotic (uid melatonin during human labor. J Clin
Endacrinol Metabol 1989;69:1065-1068.

96. Klein OC, Moore RY. Pineal N-acetyltransferase and hydraxyindole-O-methyltransferase:  control hy the retina
hypothalamic tract and the suprachiasmatic nucleus. Brain Res 1979;174:245-262,

97. Kopin JJ, Pare CMB, Axelrod J, Weissbach Ho Tha fate of melatonin in animals. J Biol Chem 1961;236:3072-
3075,

98. Krall JF, Sweensen JL, Korenman SG. Hormonal control of uterine contraction characterization of cyclic amp-
dopendent membrane properties in the myometrium.  Biochem Biophys Acta 1976;448:578-588.

99. Krause DN, Dubocevich ML. Malatonin receptors, Annu Rev Pharmacal Toxicol 1991;31:549-5138.

100. Laltinen JT, Castren E, Vakkuri 0, Saavedra JM. Diurnal rhythm of melatonin hinding in the rat suprachiasmatic
nucleus. Endocrinology 1989;124:1685-1587.

101, Laitinen JT, Fligge G, Saavedra JM. Characterization of melatonin in bovine brain.  Endocrinology
1979;1056:437-441,

102, Laltinen JT, Saavedra JM. Characterization of melatonin receptors in the rat suprachiasmatic nuclei:
modulation of affinity with actions and guanine nucleotides. Endocrinolegy 1990;126:2110-2116.

103. Laitinen JT, Saavedra JM. Differential sensitivity to cations of the melatonin receptors in the rat arga postrema
and suprachismatic nuclei, J Neurochem 1980;55:1450-1463.

104. Laitinen JT, Viswanathan M, Vakkuri O, Saavedra JM. Diferential regulation of the rat melatonin recoptors;
solectivo ago-associated decline and lack of melatonin-induced changes. Endocrinology 1992;130:2139-2144,

106. Lalane C, Mironneau C, Mironeau J, Savineau JP. Contractions of rat uterine smooth musele induced by
acetylcholine and angiotensin Il in Ca +2.free medium. Br J Pharmacol 1984;81:317-326.

106. Lane EA, Mass HB. PPharmacokinetics of melatonin in man: first pass hepatic metabolism. J Clin Endocrinol
Matab 1986;61:1214-1216.

107. Lang U, Aubert ML, Sizonenko PC. Location of melatonin receptors. Podiatr Res 1981;15:80.

108. Loudon M, Zisape! N. Characterization of central melatonin, FEBS Lett 1986;197:9-12,

109. Laughiin GA, Loucjs AB, Yen SSC. Marked augmentation of nocturnal evelatonin secretion in amenorheic
athletes, but not In cycling athletes: unaltered opieidergic or dopaminergic blockade. J Clin Endoeriool Metah

1991,73:1321-1326.

110. Launay JM, Lemaitre BJ, Husson HP, Creux C, Hartman L, DaPrada M. Melatonin synthasis by rabhit platelots.
Lite Sci 1982;31:1487-1494,

98



111, Leach C, Thorburn G.. A comparison of the inhibitory effects ol melatonin and indomethacin on platelet
agigregation and thromboxane release. Prostaglanding  1980;20:51-56,

112, Lieber D, Marc S, Harbon &, Phanmacolagieal evidence for distinet musearinic teceptor subtyprs coupled to the
inhibition of adenylate cyclase and to the increased generation of inasitol phosphatesin the guinea pig myometrium. J
Pharmacol Exp Ther 1990;262:800-809,

113. Lemer AB, Case JD, Takahashi Y, Lee TH, Mori W. Iselatio of melatonin, the pineal gland factor that lightehs
melanocytes. J Am Chem Soc 1958;80:2687,

114, Lemer AB, Case JD, Heinselman RV. Structure of melatanin, J Am Chem Sac 1959:81:6084-60856.

116, Lewy AJ, Sack RL, Miller LS, Hoban TM. Antidepressant and circadion phase-shiting effects of light, Sciehee
1987:235:362-354.

116, Lu KS, Lin H. Citechemical studies on cyteplasmic granular elements in the hamster pineal gland.
Histochemistry 1979;61:177-187.

117. Maestronl GJM, Corti A, Pierpacli W. The pineal gland and the circadian, opiatergic, inmmuaoregulatory rule of
melatonin, Ann N'Y Acad Science 1987;496:67-77.

118. Maestroni GJM, Corti A, Pierpacli W. Role of tha pineal gland in immunity. 1ll:  Melatonin antagonizas the
immunosuppressive affect of acute stress via an oplatergic mechanism. Inmmunology 1988;63:465-469.

119. Mallo C, Zaldaw R, Galy G, Vermeulen [, Braun J, Chazot G, Claustrat B. Pharmacokinetics of melatonin in
man after intravenous infusion and bolus injection. Eur J Clin Pharmacol 1990,;38:197-301,

120. Marangos PJ, Patel J, Hirata F, Sendhein D, Paul SM, Skolnick P, Goodwin FK. Inhibition of diazepam binding
by tryptophan derivatives including melatonin and brain metabolite, N-acetyl-5-methoxykynurenamine.  Lifo Sci
1981;29:269-267.

121. Marshall JM.  The physiology of tho myometrium, En: The uterus. Norris HJ, Herting AT, Abell MR, cd.
Baltimore, USA: The Williams & Wilkins Company, 1973; 89-109.

122. Matsumoto T, Hess DL, Kaushal KM, Valenzuela GJ, Yellon SM, Ducsay CA, Circadian myometrial and
andocrine rhiythms in tho pregnant rhesus macaque: Effacts of constante light and timed melatonin infusin, Am J

Obstet Gynecol 1991;1656:1777-1784.

123. Matsumoto K, Ichida MK, Opposite effocts of Bay K 8644 and nicardiping on the inhibitory effect of Co +24n
rat myometrium. Eur J Pharmacol 1987;140:296-301,

124. Mauwrizi CP. The therapeutic potential for tryptophan and molatonin:  possible roles in dapression, sleep,
alzheimer's disease and abnormal aging. Med Hypotheses 1990;31:233-244,

126. Maywood ES, Hastings M. Lesions of the fodemalatonin-hinding sites of the mediobasal hypathalamus spare
the tactotrapic, but block the gonadetropic response of male syrian hamsters to short photoperiod and to melatonin,

Endocrinology 1995;136:144-163.

126, Messenger EA, Warner AE, The action of mefatanin on single amphibian pigment cells in tissue culture. Br J
Pharmae 1977:61:607-G14.

127, Milter RJ. Multiple calcium channels and nevronal function, Sclence 1987;235:46-52.

99



128, Minneman KP, Wurtman RJ. The pharmacology of the pineal gland. Annn Rev Pharmacol Toxicol 1976:16:33-
51,

129. Mironneau C, Mironneau J, Savineau JP. Maintained contractions of rat uterine smooth muscle incubated in a
Cat 2 qree solution. Br J Pharmacol 1984;82:735-743.

130. Mitchell MD, Bibby JG, Sayers L, Anderson ABM, Tumbull AC,  Melatonin in the maternal and umbilical
circulations duting buman parturition.  Br J Obstet Gineacol 1979;86:29-31.

131. Moore RY. Retinohypothaiamic projection in mammals: a eompartive study. Brain Res 1973,49:403-409.
132. Moore RY, Lenw NJ, A retinohypothatamic projection in the rat, J Comp Neural 1972:146:1-14.

133, Morgan PT, Barrett P, Howell E, Helliwell R, Melatonin receptors; localization, melecular pharmacology and
physiological significanco. Neurochom Int 1994;24:101-146.

134.  Morton DJ, Potgieter B.  Relationships between methoxyindoivs and hydroxyindoles formed from H-
hydroxytriptamine in the pineal gland, J Endocr 1982;95:263-256.

1356, Nahorski SR, Inositol polyphosphates and neural calcium homeostasis, TINS 1988;10:444.448,

136. Naranjo-Rodrfguez EB, Vega L., Reyes C, Perusqufa M, Campos G, Punce M. Efecto do la melatenina sobre la
contraccidin neurogénica de la porcidn prostitica del conducto deferente de rata.  XXXH Congreso Naciopal do
Cioncias Fisiol6gicas, 3-7 de Septiembro de 1989, Oaxtepec, Mor, México,

137. Naranjo-Rodriguez EB, Printo-Gdimez B, Reyes Vazguez C. Mualatonin imodifies the spontaneous multiunit activity
recorded in severai brain nuciei of freely behaving rats. Brain Res Buli 1991,27:595-601,

138, Nathanson NM. Molecular properties of the muscarinic acetyichoiine receptor,  Annu Rov Neurosci
1987;10:196-236.

139. Nir I, Hirschmann N, The effect of thyroid homones on rat pineal-indol-amine motabolism in vitro, J Noural
Transm 1978;42:83

140, Ohya Y, Sperelakis N.  Tocoiitic agents act on caicium channels current in single smooth muscle cells of
pregnant rat uterus. J Pharmacol Exp Thor 1990;253:680-586.

L ]
141, Olivied G, Daya S. The effect of calcium on rat pineal N-acetyitransferase activity in pineal homogonates, Med
Sci Res 1992;20:303-304.

142, Oksche A. Evolution of the pineai complex: correlation of structure and function,  Ophthalmic Res
1984;16:88-95.

143, Palomar MM, Hicks JJ. Conlraceién utorina,  Meeanisimo, regulacién y farmacoloyfa.  Ginecol Obst Mex
1990,58:303-309.

144, Pang ST. Meiatonin concentration in blood and pingal gland. Pincal Res Rev 1985;3:116-159,
145. Pang SF, Brown GM, Grota LJ, Chambers JW, Rodman RL. Determination of N-acetyiserotonin and melatonin
activities in the pineal gland, retina, harderian gland, brain and scrum of rats and chickens. Neuroendocrinnlogy

1977;23:1-13,

146, Paniff AG, Klein DC. Sympathetic nerve endings protect against acute stross-induced increase in N-
acetyltransferase {E.C.2,3.1.5) activity. Endocinology 1976;99:480-854.

100



147.  Parkington HCM, Coleman HA,  lonic mechanism underling action potentials in myometrium.  Clin Exp
Pharmacol Physiol 1988;10:657-665.

148, Pearse AGE, Takor TT. Embriology of the ditfuse neurvendocting system and its relationship to the common
peptides, Fed Prec 1979;38:2288-2299,

149.  Quastel MR, Rahamimoff R.  Effect of melatonin on spontancous contractions and response to 6.
hydroxytryptamine of rat isolated dundenal. Brits J Pharmaco!l 1965;24:454.461.

150. Quay WB. The pineal gland. En: Weiss L, editor.  Cell and tissue biology. Germany: Urhan & Schwrzenberg
Inc, 1988, 996-1007.

151, Raikhlin NT, Kvetnoy IM, Tolkachev VN,  Melatonin may by synthetised in enterochromalfin cells.  Naturo
1975;2556:344-345,

152, Rasmussen H, Bairet PQ. Calcium messenger system: ainintegrated view. Physiol Rev 1984:64:938-984,

163. Rasmussen H, Waisman DM, Maodulation of cell function in the calcium messenger system.  Rev Physiol
Biochem Pharmacol 1983;95:111-148,

164. Relss M, Davis RH, Sideman MB, Plichta ES. Pinecal gland and spontaneous activity of rats.  J Endocrinot
1963;28:127-128.

155, Reiter RJ, Comparative physiolagy: pineal gland. Annu Rev Physiol 1973;35:305-328.
156, Relter RJ. Melatonin: the chemical expression of darkness, Moll Cell Endocrinol 1991;79:C163-C1568,

167, Relter RJ. Remembrance: growing up with the pineal gland: early recollections.  Endocrinolagy
1992;131:2039-2041.

168, Reiter RJ, Poeggeler B, Tan DX, Chen LD, Manchester LC, Guerrero J, Antioxidant capacity of melatonin: a
novel action not requering a receptor. Neuroendecrinol Lett 1993;156:103-116.

159. Relter RJ, Tan DX, Poeggeler B, Menéndez-Petdez A, Chen LD, Saarela S, Melatonin as free radical scavenger:
implications for aging and age-related diseases. Ann New York Acad Sci 1994;719:1-12.

160. Reppart SM, Klein DC. Mammalian pineal gland: basic and clinical aspects. En: The endocrine functions on the
brain, Mota M, ed. Raven pres, new Yark, USA, 1980: 327-371,

161. Rayes-Vézquez C. Interacticn of norepinephrine and sympatetic cervical ganglion input in tho rat pineal body.
Exp Neurol 1988;90:223-231.

162. Reyes-Véizquez C, Prieto-Gémez B, Tho rat pineal exhibites two electrophysiological patterns of response to
microlontophoretical norepinephrino application. J Pineal R 1986;3:213-222.

163. Rillo AG, Reyes-Vizquez C, Bermudez-Ldpoz C, Castilla-Serna L. La contraccion uterina inducida por carbacol
es inhibida por melatonina, Ginecol Obstet Mex 1993;61:40-44,

164. Rillo AG, Hardy-Pérez A, Vega-Mondragon L. Aplicacion de (a teorfa de receptores al efeeto inhibidor de
melatenina en tejido uterino de rata, Ciencia Ergo Sum 1996;2:61-68.

166. Rodin AE. Growth and spread of wolker 256 carcinoma in pinealectomized rats.  Cancer Research
1963:23:1545-1648.

m



166. Rogawski MA, Roth RH, Aghajanian GK. Melatonin: deacetylation to S-methoxytriyptamine by fiver but nor
brain aryl acylamidase. J Neurachemy 1979;32:1219-1222.

167, Rollag MD, Morgan RJ, Niswender GD. Raute of muelatonin secretion in sheep. Endocrinology 1978;102:1-8,

168. Rinnberg L, Kauppila A, Leppaluote d, Markainen H, Vakkari Q. Citcadian and scasonal variation in lwiman
preovulatory follicular fluid melatonin concentration. J Clin Endocrinol Metab 1990;71:493-4906.

169. Roshental NE.  Editorial:  plasma melatonin as a measure of the human clock, J Clin Endocrinol Metabol
1991,;73:225-226.

170. Rubin RP. The role of calcium in the release of neurotransmiter substances and hormones.  Pharmacol Rev
1970,;22:389-428.

171. Rublo A, Guerrero JM, Reiter JR, Osuna C. Involvement of « and fi-adrenergic receptors in the regulation of
rat pineal N-Acetyltransferase activity during development. Endacrinology 1993;132:393-398.

172, Sandyk R. The pinaal gland and the clinieal course of multiple sclerosis.  Intern J Neuroscience 1992;62:65-
74.

173. Sandyk R, Anastasiadis PG, Anninos PA, Tjagas N. s the pineal gland involved in the pathogenesis of
endometrial carcinoma. Intern J Neuroscisnco 1992;62:89-96.

174, Sandyk R. Postpartum psychesis and the pineal gland. Intern J Neurascience 1992;62:101-105.

175. Sandyk R, Kay SR. Abnormal EEG and calcification of the pineal gland in schizophrenia, Intern J Neuroscience
1992;62:107-111,

176. Seltzer A, Viswanathan M, Saavedra JM. Melatonin-hinding sites in brain and caudal arteries of the female rat
during the estrous cycle and after estrogen administration. Endocrinology 1992;130:1896-1902.

177. Shanahan TL, Czuisler CA. Light exposure induces equivalent phaso shifts of the endogenous circadian rhtytms
of clrculating plasma melatonin and core body temperature in men. J Clin Endocringl Metabol 1991,73:227-235.

178, Shaw D, Goldman BD. Influence of prenatal photoperiods on postnatal reproductive responses to daily infusions
of melatonin in tha siberianm hamster {Phodopus sungarus). Endoctinelagy 1995;136:4231-4236.

179. Shaw D, Goldman BD. Gender differsnces in influence of pronatal photoperiods on postiatal pineal melatonin
thythms and serum prolactin and follicle-stimulating  hormone in the siberian hamster (Phodopus sungorus).

Endocrinology 1995;136:4237-4246.

180, Sliman RE, Leono RM, Hooper RJL, Preece MA. Melatonia, the pineal gland and human puberty. Naturo
1979;282:301.303.

181, Skere DJ, Masson-Pévet M, Pévet P. Seasonal changes in melatonin hinding sites in the pars tubaralis of male
eurepean hamsters and the effect of testosterons manipulation. Eadocrinology 1992;132:1682-1686.

182, Smith BJ, Augustine GJ. Calcium ions, active zooes and synaptic transmitter rolease, TINS 1988;11:458-
464,

183. Smwulders AP, Wright EM, Role of choraid ploxus in transport of melatonia hetween blood and brain, Brain Res
1980;191:665-568,

102



184. Soloff MS, Alexandrova M, Ferstrom MJ. Oxytacin receptors: triggers for partwition and lactation?. Science
1979;204:1313-13156.

185. Stankov B, Biclla G, Panata C, Lucicni V, Capsoni §, Fauteck J, Cozai B, Fraschini . Melatonin signal
transduction and  mechanism of action in the central nervous system: using the rabbit cortex ds @ inadel.

Endocrinology 1992;130:2152-2159.

186. Stankov B, Fraschini F, Reiter RJ. Melatonin binding sites in the contral nervous system. Brain Res Rev
1991,16:245-256,

187. Stankov B, Reiter RJ. Molatonin receptors: cunient status, facts and hypotheses, Life Sei 1990,40:971-982.

188. Sugdan D. Aggregation of pigment granules in single cultured Xenopus favvis mefanophores by melatonin
analogues. BrJ Pharmac 1991,104:922-927,

189, Sugden D. Melatonin: binding site charactistics and Wacheniical and celluln responses.  Newrochem it
1994;24:147-157.

190, Sugden AL, Sugden D, Klein DC,  Essential tole of salcium intlux in the adrenergic regulation of cAMP and
¢GMP in rot pinealocytes. J Biol Chem 1986;261:11608-11612,

191, Sugden 0. Psychophaimacological effects of melatonin v mouse and rat. J Pharmacal Exp Ther
1083;227:587-5%1.

192, Tallatda RJ, Jacob LS. The dose-response relation in pharmacelogy. USA: Springer-Verlag ed., 1979, 207.

193, Tamsikin L, Baird CJ, Almeida DFX. Melatonin a coordinating signal for mammalian reproduction.  Scivitce
1986;227:714-720.

194. Tamarkin L, Danforth D, Lichter A, et. af. Decreased nocturnal plasma malatonin peak in patients with estrogen
receptor positive breast cancer, Science 1982;216:1003-1005,

195,  Tareilus E, Breer H. Presynaptic calcium channels:  pharmacology and regulation.  Newrochem int
1996;26:539-568.

196, Thompson C, Stinson D, Smith A, Seasonal affective disorder and seasan-dependent abnormalitios ol melatonin
suppression by light. Lancet 1990;336:703-706.

197, Tora L, Stefani £, Erutkor S, Hormonal tegulation of potasium currents in single myometrial cells. Proc Natl
Acad Sci USA 188(;87:2892-2896.

198, Tsien W, Lipscombe D, Madison DV, Bley KR, Fox AP. Multiple types ol neuronal caltium channels an their
selectiva madulation, TINS 1988;11:431.437,

199, Vacas M), Keller Sarmiento MI, Cardinali DP.  Melatonin increasss cGMP and decreases ¢AMP luvels in rat
madial basal hypothalamus in vitro. Brain Res 1981;226:207-211.

200, Vacas M, Koller Sarmiunto M, Cardinali DP.  Pineal methoxyindoles depress caleium uptake by rat brain
synaptosomes. Brain Res 1984;194:166-168.

201, Vatenti S, Guido R, Giusti M, Glordane G. In vitro acute and prolonges effects of melatonin on purified rat
lnydig cetl storoldogenesis and adennsing 3',5“monophosphate production, Endocrinology 1995;136:5357-5362.

103



202, Vanocek J, Klein DC,  Melatonin inhibits gonadotropin-refeasing bormone-induced elevation of intracellular
Ca? 't in neonatal rat pituitary colls. Endocrinology  1992;130:701-707.

203, Vanecek J, Klein DC. Sodium-dependent effects of melatonin on membrane potential ot neonatal rat pituitary
cells. Endocrinology 1992h;131:939-946.

204, Vanecek J, Klein DC.  Melatonin inhibits gonadotropin-reloasing hotmone-induced elevation ol intraceliular
Ca2 * in neonatal rat pituitary cells, Endoetinology 1992;130:701-707.

205. Vanecek J, Klein DC. Sodinm-dependent effects of melatonin on membraie potential of neonatal rat pituitary
cells, Endoerinology 1922;131:939-946.

206. Vanocek J, Klein DC. A subpopulation of neontal ganadotiopin-releasing hormane-sensitive pituitary cells is
responsive to melatonin, Endocrinelogy 1993;133:360-367.

207. Vanecek J, Pavlik A, lllnerova H, Hypothalamic melatonin receptots sites revealed by autoradiography.  Brain
Ros 1987;435:359-3G2.

208. Vaughan GM, Allen JP, Tullis W, Siler-Khodr TM, De la Poiia A, Sackman JW. Overnight plasma proliles of
molatenin and certain adenohypophysal hormones in men. J Clin Endocrinol Metaly 1978;47:56G-571.

209, Valdzquez E, Esquifino Al, Zueco JA, Ruiz Albusac JM, Bldzquez E. Evidenca that circadian variations of
circulating melatonin levels in fotal and suckling rats are dependent on matemal melatonin  transtor,

Neuroendocrinelogy 1992;55:321-326,

210. Vasloy DL. Melatonin enhances guanylate cyclase activity in a variety of tissuo., Mol Cell Biochem
1980;35:565-58.

211,  Viswanathan M, Laitinen JT, Saavedra JM, Exprassion of melatenin receptors in arteries involved in
thermorregulation. Proc Natl Acad Sci USA 1990;87:6200-6203.

212. Waldhauser F, Boepple PA, Schemper MJ, Mansfield MJ, Crowley WF. Serum melatonin in central precocious
puberty is lower than in age-matched prepubertal children. J Clin Endocrin Metabol 1991;73:793-796,

213, Waldhauser F, Frisch H, Waldhauser M, Weiszenbacher G, Zeitthuber U, Wurntman R, Fall in nocturnal serum
melatonin during prepuberty and pubesconce. Lancet 1984;8372:362-3G5.

214. Walsh DA, Van Patten SM. Multiple pathway signal transduction by tho cAMP-dependent protein kinase.
FASEB J 1994;8:1227-1236.

215. Weaver DR, Carlson LL, Repport ST. Melatonin receptors and signal transduction in melatonin-insensitive
population of whito-footed mice (peromyscus leucopus). Brain Ros 1990;506:363-357.

216. Wehr TA. The duration of human melatonin secretion and sleep respond to changes in daylength {photoperiod).
J Clin Endocrinol Matab 1991;73:1276-1280,

217. Walsshach H, Redfield BG, Axelrod J. Biosynthosis of melatonin:  anzymatic conversion ol scrotonin to N-
acetilserotonin, Biochem Biophysic Acta 1960;43:352-363.

218. Weisshach H, Redfiold BG, Axelrod J. The enzymatic acotylation of serotonin and other naturally oceuring
amines. Biochem Blephysic Acta 1961;64:190-192,

104



219, White BH, Klein DC.  Developmental appearance of pineal adrenergic -»> guanosine 3',5 -monophosphate
response is dotermined by a process down-stream from elevation of intracellular Ca?t: passible involvement of a
diffusible factor. Endocrinalogy 1993;132:1026-1034.

220,  Wright MR, lerner AB.  On the mavement of pigment granules in frog melanacytes.  Endocrinalogy
1960,66:699-609.

221, Wurtman RJ, Axelrod . The pineal gland. Sci Am 1965;213:50-6G0.

222, Wurtman RJ, Axelrod J, Potter LY. The uptake of 3H-melatonin in endociine and naervous tissues and the
effects af constant light expasute. J Pharmacol Exp Ther 1974;143:314-318,

223. Yasin SA, Costa A, Bessar GM, Hucks D, Grassman A, Fursling ML, Melatonin and its analogs inhibit the hasal
and stimulated reloase of hypothalamie vasopressin and oxytacin jn vitro. Endoerinology 1993;132:1329-1336.

224. Young RC, Leone RM, Francis P, Sigvell P, Silman RE, Melatonin is metabolizod to N-acetylserotonin and G-
hydroxymelatonin in man. J Clin Endocrinol Motal 1985;60:114-119,

225, Young RC, Smith LH, Anderson NC. Passive membrane properties and inward calcium current of human uterine
smooth muscle colls. Am J Obstet Gynecol 1991:164:1132-1139.

226, Zatz M, Mullen DA, Dosas calelum influx regulate melatonin production through the circadian pacamaker in
chick pineal cells?. Effects of nitrendipine, Bay K 8644,C02"‘, Mn? *, and low external Co?*, Brain Res

1988;463:305-316.

227. Zats M, Romero JA, Effects of calcium-free medium on the induction of serotonin N-acetyltranspheraso in tho
rat pinenl. Biochem Pharmacol 1978;27:2549-2653.

228, Zsapel N. Melatonin receptors revisited. J Neural Transm 1988;73:1-5,

229, Zisapel N, Egozi Y, Laudon M. Inhibition of dopaming release by melatonin, Regional distribution in the rat brain.
Brain Res 1982;246:161-163.

230. 2Zisapel N, Laudon M. Dopamine roleaso induced by electrical liold stimulation of rat hypothalamus in vitro;
inhibition by melatonin, Biochem Biophis Res Commun 1982;104:1610-1616.

231, Zisapel N, Laudon M. Inhibition by melatonin of dopamine release from rat hypethalamus: regulation of calcium
entry., Brain Res 1983;272:378-381.

105



	Portada
	Índice 
	Resumen 
	Abstract
	Introducción 
	Planteamiento del Problema
	Objetivos 
	Hipótesis
	Diseño Experimental 
	Material y Métodos
	Resultados 
	Discusión 
	Conclusión  
	Referencias



