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Resumen

RESUMEN

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (MEL) es secretada por la glandula pineal
(GP) durante la fase de oscuridad del ciclo dia-noche. La MEL ejerce una influencia
reguladora sobre una variedad de procesos fisioldgicos que incluyen a los ritmos bioldgicos y
a las funciones neuroendocrinas. Aunque, se han identificado sitios de unién a MEL en el
Sistema Nervioso Central su caracterizacion fuera de €l, no se ha realizado del todo, a pesar de
la amplia gama de acciones de la MEL en diversos tejidos. Por ejemplo, la aplicacion de MEL
“In Vitro™ reduce la amplitud y la frecuencia de la contraccion espontanea de tejidos aislados
de estomago, duodeno, ileo, colon, aorta y Utero, a través de un efecto inhibidor sobre ellos.
Por otro lado, aunque, se han descrito muchos efectos fisioldgicos y farmacologicos de la
MEL sobre el masculo liso, su mecanismo de accion no esta totalmente definido, asi como
tampoco se han descrito los efectos de algunos analogos (agonistas) de MEL, por lo que el
objetivo del presente trabajo, es analizar el efecto de la MEL, de Agomelatonina
(AGOMEL),un bioisdstero sintético analogo de MEL y de Acido Gamaamino-butirico
(GABA) sobre la contraccién espontanea de musculo liso duodenal de la rata. Para alcanzar
este objetivo, los experimentos se realizaron en porciones de duodeno de rata de la cepa
Wistar (180-230 g), que fueron colocados en un sistema convencional para registro de tejido
aislado, con solucion de Ringer-Krebs-Henseleit (PH = 7.4, y a 37 °C). Se administraron
concentraciones farmacoldgicas de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 uM de cada una de las sustancias, y se
estudio el efecto sobre la contraccion espontanea de duodeno. La aplicacion de estas
concentraciones de MEL, inhibieron la amplitud de contraccion de la actividad espontanea del
tejido duodenal, en un rango de magnitud que va de 10 al 50% de la contraccion duodenal
espontéanea. Relacionando estos datos a través de una curva logaritmo de la concentracion Vs
porcentaje de inhibicidn, se observa una relacion lineal, que permitié calcular la concentracion
de MEL que inhibe el 50% (Cls) de la actividad muscular espontanea del tejido duodenal, con
un valor de 0.005623 uM. La AGOMEL administrada a las mismas concentraciones que
MEL, produjo inhibicion de la contraccion espontanea de forma gradual, obteniendo una Clsg
= 0.004216 uM. Es decir la MEL vy su analogo sintetico AGOMEL, se comportan en forma
similar, mostrando mayor potencia que MEL. El GABA, produce un efecto bifasico
(relajacion-contraccion), en menor grado que MEL y AGOMEL. La interaccion con MEL-
GABA, produjo una relajacion del tejido con aumento significativo en la frecuencia, siendo su
amplitud menor que con MEL y GABA solos. Todas estas sustancias producen relajacion
muscular en mayor o menor grado comparadas con MEL, del tejido duodenal.




Abstract

ABSTRACT

Melatonin (N-acetil-5-metoxitriptamine) (MEL) is the hormone that is secreted by the
pineal gland during the phase of darkness (cycle day-night). MEL exercises a regulating
influence on a variety of physiological processes that includes biological rhythms and
neuroendocrine functions. Although, MEL receptors has been identified in some places in
the Central Nervous System, its characterization out of it, has not been carried out, and in
spite of the extensive range of actions of MEL in diverse periphery tissues. For example,
the application of MEL "In Vitro" reduces the tone and the frequency of the spontaneous
contraction of isolated tissues of the stomach, duodenum, ileus, colon, aorta, and uterus;
and this is possible through an inhibiting effect on them. On the other hand, many
pharmacological and physiological effects of MEL, on smooth muscle have been
described, but its mechanism of action has not been all ready described, as well as neither
the effects of some analogous (agonists) of it. Therefore, the objective of this work is to
analyze the effects of MEL, AGOMEL and GABA about the spontaneous contraction on
smooth muscle of rat (duodenum). Leg to reach this objective, the experiments were
carried out in male rat duodenum portions of the stump Wistar (180-230g), those portions
were placed in a conventional system for the registration of isolated tissue, with solution of
Ringer-Krebs-Henseleit (PH=7.4 and to 37° C). Concentrations of 1,2,4,8,16 and 32 uM
of each one of the substances were administered to the portions of the duodenum in order
to study the effect on the spontaneous contraction of it. The application of these
concentrations of MEL caused on the spontaneous activity of the duodenal tissue, an
inhibition in the amplitude of the contraction, in a rank of magnitude that goes from 10 to
50% of the spontaneous duodenal contraction, and relating these data through a curve
logarithm of the concentration Vs percentage of inhibition. It was observed a lineal relation
between MEL and the other substances that permitted to calculate the amount of it that
inhibits the 50% (Clso) of the spontaneous muscular activity of the duodenal tissue, with a
value of .005623 uM. AGOMEL administered to the same concentrations, produced
inhibition of the spontaneous contraction in a gradual form, obtaining a Clsy = .004216
uM. That is to say, MEL and its synthesized analogous AGOMEL, behaved in similar
way, showing that AGOMEL had a greater power than MEL. GABA produces a two-phase
effect (relaxation-contraction), to a lesser extent that MEL and AGOMEL. MEL-GABA
interaction produced a relaxation of the tissue with significant increment in the frequency,
being its amplitude smaller than MEL and GABA alone. All these substances produce
muscular relaxation of the duodenal tissue in greater or smaller degree compared to MEL.




Introduccion

1. INTRODUCCION

El estudio de la glandula pineal (GP) ha pasado de una etapa de escepticismo y
perplejidad a otra en la que ésta glandula es objeto de multiples estudios cientificos, y por
lo tanto surge un verdadero interés en descifrar su actividad fisioldgica. La descripcion
anatémica de la GP precedi6 a la de casi todos los 6rganos endocrinos; asi en el siglo 1l
a.C, el griego Herophilus (325-280) la consider6 como la valvula reguladora del flujo de
“espiritus” del tercer al cuarto ventriculo. Esta idea persistio hasta el siglo XIX, en que
Magendie, aunque también, consideré a la GP como una valvula, estimé que su funcion
residia en regular el flujo del liquido cefalorraquideo. Entretanto, Galeno, en el siglo Il, al
describir la anatomia de la GP en detalle, la denominé Konarium (pifia, en griego) (157);
este autor sugirié que ademas de su accion sobre el flujo de memoria, la GP daba sostén a
la masa de venas cerebrales que recorren la cara posterior y dorsal del diencéfalo; tal idea
fue apoyada también por Vesalio algunos siglos mas tarde (1).
Algunas de las concepciones mas difundidas sobre la glandula pineal se originaron en la
india y fueron popularizadas en el occidente por cientificos como Descartes (1596-1650)
(39, 40). Este autor en su teoria de los arcos reflejos, consideré a la pineal como parte del
sistema que transporta a los espiritus de los animales desde la sangre hacia los ventriculos
cerebrales. De esta premisa surgio la idea de que el alma se ubicaba en la GP (Figura No. 1)

(39, 40).
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30. Section of the human brain as depicted by Descartes. The pincal gland is ar
H. Source: René Descartes, Treatise of Man (r66g).

Figura No. 1. Esquema representativo de la Glandula Pineal, realizada por René
Descartes 1649 (39).

Aunque probablemente, Herophilus, fue el primero en considerar a la epifisis como
el “asiento del alma”, esta nomenclatura termin¢ siendo famosa cuando el filésofo Frances
Descartes (Figura No. 2) utilizd este término en sus textos acerca de la pineal y sugirié (39,
40) que la GP controlaba el paso los “espiritus animales™ en el sistema nervioso y
locomotor, por este motivo esta glandula jugaba un papel importante en el movimiento del

cuerpo.

Figura No. 2. René Descartes (39,40)
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A finales del siglo XIX, se dio a conocer el papel fotosensor de la GP de
vertebrados inferiores y su relacion con la GP secretora de los mamiferos (5).
Simultaneamente, Heubner (1898) y Merburg (1907) [citados por Reiter, 1980 (121)]
descubrieron que la GP tenia una relacion con el sistema reproductor, basados en sus
observaciones de tumores pineales. Por otro lado, el cientifico Aleman Kappers (68) realizd
estudios acerca de la inervacion de la glandula por el sistema nervioso simpatico en el
ganglio simpatico cervical superior (GSCs) lo que dio inicio a una amplia investigacion.
Sin duda alguna los méas importantes descubrimientos con respecto a la pineal fueron la
identificacion y caracterizacion de la hormona melatonina (MEL) por Lerner y cols., 1958
(85). De miles de GP de bovinos (40,000), estos autores aislaron el componente que era
responsable de la aclaracion de la piel en los anfibios, por lo que este compuesto fue
identificado quimicamente como N-acetil-5-metoxitriptamina y denominado “melatonina”
(86) basado en su habilidad para contraer (tovoc = contractor) granulos de melanina en
los melandforos de estos anfibios (85).

Desde ese momento en adelante, aumento el interés cientifico en los estudios de la
GP y su principal producto, hasta llegar a la importancia que tienen hoy en dia, como es el
estudio de los efectos que produce en diferentes tejidos.

Hay evidencia de que los sitios de unién para la MEL no estan confinados al cerebro
(81) y estan también presentes en numerosos érganos y tejidos periféricos, retina (42, 43),
bazo (112), vasos sanguineos (81, 111), conducto deferente (28, 104), rifiones y testiculos
(94, 95). El tracto digestivo de mamiferos y vertebrados representa otra area extrapineal
importante para la MEL (15, 64), donde es probablemente sintetizada en las células

enterocromafines (118) y han sido identificados sitios de union a MEL (64), esto sugiere
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que la MEL interactia, tanto en el cerebro como en la periferia con sitios especificos (44,
56). Por lo que el presente estudio pretende examinar si la MEL y analogos como la
AGOmelatonina, interactian en algunos sitios del duodeno de rata afectando sus

propiedades contractiles.




Generalidades

1.1. GENERALIDADES

La Glandula Pineal (GP) se encuentra presente en casi todos los vertebrados, a
excepcion del armadillo y del cocodrilo, constituye una prolongacion diencefélica de forma
conoidea. La epifisis cerebri (cuerpo pineal) es una glandula impar que representa una
pequefia formacion triangular—ovalada, ligeramente aplanada en direccion antero-posterior.
El &pice de la glandula esta dirigida hacia atras; la base, hacia delante. Esta glandula se
sitla debajo del engrosamiento del cuerpo calloso, en los coliculos superiores de la lamina
del techo del mesencéfalo, sin cubrirlos, sino llenando con su mayor parte el surco
longitudinal entre los mismos. La epifisis esta cubierta por la duplicidad de la piamadre
encefalica (al separar la piamadre se elimina con ella también la glandula) (122).

En la rata, la GP es una estructura hipotalamica de forma esferoidal, con diametro
no mayor a 2 mm y un peso de hasta 1 mg. La GP reside en la parte més posterior del
cerebro y en la linea media, por debajo de la confluencia del seno venoso sagital con los
senos venosos laterales, descansando sobre los coliculos superiores y oponiéndose a la
tienda del cerebelo. En el hombre la GP ocupa la depresién localizada entre los coliculos
superiores y el mesencéfalo y su peso oscila entre los 50 y 150 mg. (Figura No. 3) (122).

En equinos, elefantes y el hombre, la GP tiende a calcificarse formando depositos
calcéreos, con una base orgéanica sobre la que se fijan compuestos inorganicos del tipo de
los carbonatos y fosfatos de calcio y de magnesio (148).

La dimensidn longitudinal de la glandula en los adultos humanos alcanza de 1 a 1.2
cm; la transversal, de 5 a 8 mm; el espesor es de 4 a 5 mm; el peso llega hasta 0.25 g. En
los nifios estas dimensiones son menores. El color grisaceo — rosado comin de la glandula
puede cambiar en dependencia del grado de llenado de sus vasos sanguineos. La superficie

es un poco aspera y la consistencia es algo densa. (25).
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Figura No. 3. Se muestra la relacion que guarda la GP con otras estructuras en diferentes
especies de animales, tanto inferiores como superiores (122).

Por los lados de su base, la epifisis del cerebro mediante las habénulas
(habenulae), se continda con las estrias medulares del tdlamo (striae medullares thalami) y
estd unida con el talamo. En la extremidad de la habénula hay una parte ensanchada
denominada trigono de la habénula (trigonom habenula), esta unida con el talamo. En la
extremidad de la habénula (trigonum habenulae), en cuyo espesor se aloja el ndcleo de la
habénula (nucleus habenulae). Las habénulas derecha e izquierda se unen entre si mediante
la comisura habenular (comisura habenular), por delante de la cual y lateralmente a la
porcion posterosuperior de la cavidad del 111 ventriculo se sitla el receso pineal (recessus
pinealis), que es un remanente de la cavidad de la glandula que existe durante el periodo

de desarrollo embrionario (120).
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El receso suprapineal (recessus suprapinealis) representa una dilatacion ciega
cuyas partes estan formadas, arriba, por el plexo coroideo; y abajo, por la cara superior de
la glandula (122).

La epifisis se desarrolla del diencéfalo, en el epitdlamo, en forma de una pequefia
dilatacion a la cual, mas adelante se adhieren vasos y en su interior se organiza un sistema
de “tubitos” rodeados por elementos del mesénquima. A los 7 afios de la vida termina la
diferenciacién de la epifisis. El parénquima de la glandula esta constituida por lébulos,
separados por un estrato fino de trabéculas que penetran en el espesor del 6rgano desde la
tlnica conjuntiva que cubre la glandula. Los l6bulos de la glandula estan rodeados por
tejido gliar, ricamente vascularizado. Con la edad, particularmente en el adulto, la cantidad
de células disminuye, aumenta el tejido conjuntivo, y en forma de granillos amarillos se
acumula abundante cantidad de sales de calcio, constituyendo la asi llamada acérvula
cerebral (arena cerebral) (148).

La GP de los mamiferos carece de elementos fotosensibles por lo que la
informacion fética le llega a través de un sistema cerebral (34, 35) y de una via neuronal
especifica (Figura No. 4) la cual se origina en la retina, en su capa ganglionar, de donde
surge un conjunto de fibras amielinicas que forman las conexiones en el tracto
retinohipotalamico (58, 66, 97). Este tracto se dirige inicialmente hacia el nicleo
supraquiasmatico, tanto ipsi como contralateral; y posteriormente al hipotdlamo lateral
donde se agrega al haz prosencefalico medial (66, 97).

Después de atravesar la formacion reticular, alcanza las astas laterales de los
segmentos espinales tordcicos de la médula, sitio de origen de las fibras preganglionares
simpaticas, las cuales se dirigen hacia el GSCs. Algunas de las fibras de este ganglio,

constituyen los nervios conarii cuyos axones terminan dentro de la GP (68, 71, 99). Estas
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fibras son de origen simpatico y utilizan noradrenalina (NA) como neurotransmisor. En
algunas especies se han identificado fibras parasimpaticas (68,128).

Los mamiferos, poseen una GP Unica y parenquimatosa, la cual se deriva
ontogénicamente del techo de la porcion posterior del diencéfalo y se sitda en un lugar
profundo del cerebro como parte del epitdlamo (122).

En los vertebrados inferiores la GP esté constituida por varias estructuras que en su
conjunto forman los sistemas pineales; por ejemplo, en los reptiles se encuentra su
estructura en el 6rgano parapineal el cual es una estructura altamente diferenciada que
forma un pequefio 6rgano semejante a un 0jo, con cristalino y retina, localizado por debajo
de un adelgazamiento 6seo del craneo que recibe el nombre de “tercer o0jo” (41). Este
6rgano parapineal es sensible a la luz, pero no estd implicado en la visién discriminativa
(98).

En la pineal, de todos los animales incluyendo al hombre se encuentran células
similares a los receptores de la retina (98, 113) con polos receptores y polos emisores. Sin
embargo, éstas células son funcionales solo en los reptiles y animales inferiores. Aunque
los pinealocitos de los mamiferos no responden en forma directa a la luz; estos reciben
informacion luminosa a través de un circuito neuronal, que implica a la retina, hipotdlamo
y el simpético cervical (66, 113) (Figura No. 4). De tal manera que la informacion
luminosa regula la actividad de la GP en todas las especies animales hasta ahora
estudiadas. Debido a esta relacion esta glandula se considera un 6rgano transductor
neuroquimico (8), la cual ejerce un papel esencial en la sincronizacion fotoperiddica de los
ritmos bioldgicos (3, 18, 23, 76).

Quiza la caracteristica fundamental en las funciones de la GP, sea su variabilidad
funcional, es decir, sus acciones dependen de la especie animal, de la época del afio y de la

hora de dia. Por ejemplo, en los vertebrados inferiores actla sobre la respuesta cromatica
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dermica a los cambios de la luz ambiental; en los roedores, interviene en la regulacion de
la funcién gonadal (83, 145, 146), mientras que en animales superiores, incluyendo al
hombre, la GP esta vinculada con procesos de conducta (50, 55, 103), consecuencia de
algunos cambios en la actividad eléctrica del sistema nervioso central (SNC) que son
provocados por hormonas. Asi en los mamiferos, la melatonina produce efectos
anticonvulsivos (34,35) hipnogénicos (2, 12, 101, 138, 147, 155), sedantes (6, 54),
ansioliticos (55, 103); ademéas de que también, modulan la produccion y liberaciéon de

varias hormonas (13, 73).
Luz
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Figura No. 4. La informacion f6tica es recibida por la GP a través de la via neuronal que
se representa en este esquema elaborado con la informacion de Jacobs y Morgane (1984)
(66, 113)

La relacién existente entre el fotoperiodo y la GP constituye una ventaja evolutiva
que permite a los individuos adaptarse en una forma mas eficiente a su entorno ambiental.

Entonces, no es de extrafiarse que las especies con pineales voluminosas y complejas, sean

aquellas que habitan las zonas templadas y polares; donde las condiciones ambientales son
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muy variables y extremosas, mientras que las especies con pineales pequefias y de
organizacion simplificada, habitan en regiones circutropicales. Ademas, en los animales
polares la GP participa en la termorregulacion, en la entrada y salida del estado letargico
del suefio y también en hibernacion (11, 50, 79, 93).

Quiza la funcion maés estudiada de la GP sea su participacion en la reproduccion,
sobre todo de tipo estacional, la cual esta subordinada a la duracion diaria de la
iluminacion. Los mejores estudios sistematicos sobre este tema han sido efectuados en
hamster y carnero (3, 88). En estos animales la pinealectomia conduce a una
desincronizacion de la actividad reproductora en relacion al ciclo anual del entorno. Como
resultado de ello, la sobrevivencia de las crias se compromete, puesto que las crias nacen
en una época del afio desfavorable para su supervivencia. La administracion de MEL en
estos animales restaura el ciclo estacional de la reproduccion (46, 61, 67, 141). En términos
generales, es posible que las variaciones diarias y estacionales de la secrecion de
melatonina en todas las especies, constituya un mensaje que sincroniza las funciones
propias de la estacion, incluyendo la sexual. Los efectos sobre la reproduccién ejercidos
por la MEL parecen ser consecuencia de una reduccion en la secrecion de las hormonas
hipofisiarias (gonadotrofinas) implicadas en el control de la reproduccion (61).

Desde el punto de vista econémico, los conocimientos adquiridos de la GP y en
particular de la MEL en los mamiferos han permitido proyectar importantes aplicaciones.
En dias largos, la administracion vespertina de MEL, tiene un efecto estimulante sobre la
iniciacion de la actividad sexual de la oveja; lo que incrementa la disponibilidad de carne
de cordero, la produccién de leche e incluso el alargamiento del tiempo de crecimiento
antes del sacrificio (46).

Debido a estas acciones relacionadas con la iluminacion ambiental: la pineal ha sido

considerada como un transductor capaz de convertir los estimulos neurales provenientes de
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la retina en una respuesta endocrina, productora de hormonas (49). Entre estas se considera

que la MEL es el principal producto de secrecion de la GP.

1.2. MELATONINA.

1.2.1. BIOSINTESIS.

El primer paso para la biosintesis de la melatonina es la obtencion del triptéfano
que se encuentra en la circulacién. Esto ocurre en contra del gradiente de concentracién
que implica un transporte mecanico activo. El triptéfano, en convertido entonces en 5-
hidroxitriptéfano por la enzima triptofano hidroxilasa mitocondrial, esta enzima se
encuentra en grandes concentraciones limitando la reaccion del triptéfano en esta reaccion.
La actividad de la triptofano hidroxilasa aumenta con la oscuridad alrededor de dos veces
mas. Posteriormente, la enzima citoplasmica aminoécido descaboxilasa cataliza la
descaboxilacion del 5-hidroxitriptofano en serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT). La
concentracion de serotonina en la GP es muy alta, mostrando niveles un poco mas bajos
durante la oscuridad. Esta caida en los niveles de serotonina durante la noche se debe a su
metilacion en N-acetilserotonina, también, sucede la metilacion del acido 5-hidroxiindol y
asimismo la metilacion en 5-metoxitriptofano. El siguiente paso es crucial en la regulacién
de la sintesis de la MEL. Esta involucra la acetilacion de la serotonina en  N-
acetilserotonina, reaccion que es catalizada por la N-acetiltransferasa y el uso de acetil co-
enzima A como un cofactor. La N-acetilserotonina es trasformada en melatonina por las
enzimas hidroxiindol-0-metiltrasferasa, usando a S-adenosil metionina como donador de

grupos metilo (8, 77, 78) (Figura No.5).
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Figura No. 5. Representacion de la ruta metabdlica de indoles de la GP, que inicia con

triptofano , interviniendo 3 diferentes enzimas (152).

La produccion de melatonina aumenta aproximadamente de 2 a 15 veces durante la
noche.

La principal via catabolica para la degradacion de la melatonina es la hidroxilacion
en el higado en la posicion 6, seguida de la conjugacion, primordialmente con sulfato
(70%) y con glucordnido (6%). Una porcion también, es convertida en compuestos que no
reaccionan como los indoles, lo cual sugiere que los anillos indélicos estan abiertos.
Ademas, de la hidroxilacién, hay muchas otras vias metabdlicas. Una es la formacion de
N-g-acetil-N-2-formol-5-metoxikinurenamina (25) que puede ser degradada en N-gamma-
acetil-5-metoxikurenamina. Estas reacciones se llevan a cabo en el cerebro.

La sintesis de MEL no es exclusiva de la pineal, esta también se presenta en sitios
extrapineales (64), como la retina (23, 125) la glandula Harderiana (23, 62) y el intestino
(117) de roedores y en humanos, su secrecion ocurre en rangos constantes a diferentes

edades (52).
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A pesar de la similitud estructural entre la serotonina y la melatonina, los receptores
a serotonina no muestran afinidad por la melatonina (151). Las concentraciones de
serotonina y diversas enzimas en la GP son las mas elevadas en humanos, roedores y aves
y muestran un ritmo circadiano inverso al de la melatonina, con valores maximos durante

la fotofase y menores en la escotofase (Figura No. 6) (14, 124).

G500
300

SEROTOMNINA
ipmoles/mg)
100 fe=

3 e

N-ACETILTREANSFERASA 1 f=
inmoles produac/mshr)
0.6 =

0.1
0.05 =

S0
N-ACETILSEROTONIMNA
{pmoles producimgihr)y 10 -
[+ =

] =

HIDROXINDOL-O- 0

METILTREANSFERASA 1=
{nmoles producimgihry OG-

S0 k= -
MELATONINA 10 —
{(pmolesimo) 6 =
3 = =

1 i 1 P
12:00 15:00 24:00 06:00 12:00

HORA DEL DIA

Figura No 6. Esquema que representa la variacion en los niveles de MEL siguiendo el
ritmo circadiano (51, 76).

1.2.2. EFECTOS FISIOLOGICOS.

Se han reportado efectos de esta hormona sobre funciones cerebrales y periféricas,
y se puede hablar de efectos endocrinos y no endocrinos, como efectos conductuales,
efectos metabolicos, efectos sobre la organizacion y periodicidad circadiana, efectos
inmunoldgicos, y efectos dentro del nucleo celular (27), ya sea regulando la expresion
genética o como secuestrador de radicales libres (45), en diversos trastornos, sobretodo los

relacionados con la edad (123).
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Dentro de las funciones neuroendocrinas destacan las relacionadas con el eje
pineal-ovarico en las cuales participa la MEL, siendo los efectos sobre la reproduccién de
los més importantes, donde se menciona la inhibicion de la liberacion de factores
hipotaldamicos (67), los cuales regulan todas las facetas de la reproduccion estacional y no
estacional. Estas acciones se ejercen tanto en animales como en seres humanos en la
pubertad (84, 135).

En los afios 50 Kitay y Altschule (74) mostraron que la administracion de 100 mg
de extractos pineales, durante 14 dias, deprimen el crecimiento ovarico e inhiben la
ovulacidn en ratas. Hallazgos similares fueron reportados por Reiter (119), quien ademas
mostré que la pinealectomia provoca la hipertrofia del ovario y de los 6rganos accesorios
en ratas maduras; mientras que este procedimiento quirdrgico en ratas jévenes provoca una
maduracion sexual prematura (121). La inyeccién de extractos de la pineal revierten este
efecto (73).

Por otro lado, se ha establecido una relacion entre el fotoperiodo y la funcion
gonadal de la pineal desde la década de los afios 60’s cuando se mostr6 que los animales
jovenes expuestos a iluminacion continua, desarrollan una maduracion precoz y en los
adultos un aumento en su peso gonadal. Estas respuestas se revierten con el tratamiento a
base de extractos pineales (121).

Tanto la sintesis como la secrecion de MEL muestran una fluctuacion ritmica
durante el embarazo y el parto en los seres humanos (75, 144).

Yasin y cols., (154) reportan el efecto regulador inhibitorio de MEL sobre la
liberacion de hormonas neurohipofisiarias (91). También, se ha reportado un incremento
en la concentracion de MEL en el liquido folicular con posibles implicaciones fisioldgicas

en la reproduccion (130).
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Otros autores, reportan que la administracion de MEL provoca cambios importantes
en la sintesis y liberacion de varios neurotransmisores cerebrales (115). Como resultado de
esta accion la aplicacion de MEL induce el suefio en gatos (68), gallinas jovenes (60) y en
humanos (33). Ademas, de poseer una accion potenciadora sobre el suefio provocado por
hexobarbital, en el raton y por pentobarbital en la rata. También, inducen suefio los metoxi-
indoles como el 5-metoxitriptofano, cuya aplicacion, en ratas pretratadas con barbituricos,
provoca un estado hipnético caracteristico (63, 139).

Por otro lado, otros estudios realizados por Verne sugieren que la MEL ejerce una
accion sedante en ratas (105). Kovacs y cols., (80) mostraron que la MEL en ratas
pinealectomizadas a dosis de 100 ug/rata deprime la respuesta simpatica a un agente
estresor y aln en ausencia de éste, las ratas disminuyen su actividad (80). Por otra parte
Datta y King (36) en estudios de aprendizaje muestran que la MEL actta como inhibidor
de la memoria en procesos de atencion lo que incrementa el fendmeno de extincion. Este
efecto puede ser resultado de una secrecion de ACTH/MSH, hormonas que facilitan la
retencion de respuesta en el aprendizaje (24).

Otro efecto cerebral de la MEL, son sus acciones anticonvulsivantes (12, 108), asi
Bindon y Rizzo mostraron que los conejos con pinealectomia sufren de convulsiones
después de estimular al hipocampo, esta accién no se observd en conejos con falsa
pinealectomia (12).

También, la actividad depresora y el poder anticonvulsivo de la difenilhidantoina,
diazepam, clordiacepoxido y pentobarbital se reduce significativamente en ratas
pinealectomizadas (80). Finalmente, la aplicacién de MEL y de los extractos pineales
acuosos de bovinos, ejercen efectos anticonvulsivos. Varios estudios muestran que la MEL

modifica la respuesta de neuronas epilépticas a los estimulos sensoriales, reduciendo como
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consecuencia, los efectos de los reflejos sensoriales los cuales pueden desencadenar la
epilepsia (47, 48, 131).

Las acciones hipndticas, sedantes y anticonvulsivas descritas, son resultado de la
accion depresora que la MEL ejerce sobre la actividad eléctrica del SNC (153), y se
puntualiza el importante papel que esta hormona ejerce en algunos procesos conductuales,
entre los que se incluyen a la ansiedad (102, 103, 129).

También, existe una relacion entre la GP y la temperatura corporal, por ejemplo
cuando el gorrion doméstico es pinealectomizado el ritmo circadiano normal de
temperatura corporal desaparece, este efecto observado en otros animales sugiere que la
GP también es un sincronizador de la temperatura (20, 21, 22, 133).

Bailey y May (9) describieron que la MEL reduce ligeramente la liberacion de
insulina basal; y provoca un decremento significativo de la secrecion inducida por la
glucosa en los islotes de Langerhanss aislados, provenientes de ratones normales e
hiperglucémicos; lo que sugiere que la GP ejerce una regulacion sobre la secrecion de
insulina en el pancreas (9). Ademas, en los animales pinealectomizados los niveles de la
hormona estimulante de los melanocitos (MSH) en la pituitaria son méas altos con respecto
a sujetos sometidos a una falsa pinealectomia.

Las inyecciones de MEL originan una réapida disminucion del contenido de esta
hormona; lo que modifica la pigmentacion de la piel y las caracteristicas del plumaje de
aves y del pelaje de varios animales (85, 106).

Por otra parte, en 6rganos periféricos diversas investigaciones han mostrado que la
MEL inhibe las contracciones espontaneas e inducidas en musculo liso de algunos tejidos
como el utero, el duodeno, el conducto deferente de rata y la traquea de gato (16, 17, 19,
104, 114, 132). Estos efectos se detectan en condiciones “in vitro”; asi en experimentos

que registran las contracciones de segmentos de Utero de ratas se observa que al adicionar
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MEL se produce una disminucion de la contractilidad espontanea, la cual es dependiente
de la concentracion de MEL administrada. También, las concentraciones inducidas por la
serotonina y por la oxitocina son blogueadas por la adicién de MEL. Es probable que la
MEL ejerza una respuesta similar en condiciones “in vivo” (103,104).

El duodeno también, disminuye su contractilidad espontanea en presencia de MEL
a concentraciones que oscilan entre 1.25, 5.0, 20, 40, 80, 160 x10”° moles, con esta Gltima
concentracion se observa una inhibiciobn completa de la contractilidad, ademas, la
contraccion inducida por la serotonina es inhibida con concentraciones de MEL de 40 a
160x10° (105). Una situacién similar se observa en el misculo liso de la traquea
precontraida con serotonina (102). Se desconoce aun el mecanismo por el cual la MEL

ejerce una accion inhibidora sobre la contraccion muscular lisa (106).

1.3. AGOMELATONINA

La AGOMEL es un bioiséstero sintético con actividad farmacoldgica similar a la
MEL vy debido al importante papel que juega la MEL en funciones sustantivas de la
fisiologia corporal, tanto en animales como en el ser humano, en el que ademas interviene
en la fisiopatologia de diversas enfermedades, es necesario encontrar andlogos a ella con
gran potencial en la terapéutica.

En la basqueda de sustancias que presenten, mejores 0 mayores efectos que la MEL
(por su tiempo de vida media tan reducido), en la Fac. de Quimica de la UNAM, se han
sintetizado diferentes compuestos analogos a ella (110), como lo es el caso de un
bioisostero de melatonina: la AGOMEL (111).

Recientemente, se ha desarrollado gran interés en el disefio de los ligandos del
receptor de la MEL capaces de aumentar o disminuir la respuesta de la misma. Se han

disefiado varios derivados de naftaleno como compuestos bioisostéricos de MEL, y varios
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de éstos han mostrado ser agonistas potentes para los receptores de MEL (114). Estos datos
confirman el interés de los nuevos derivados de naftaleno, como agentes melatoninérgicos
(112,113), esto por un lado. Por otro lado, el fendomeno por el que dos compuestos de
estructuras relacionadas presentan propiedades biologicas semejantes fue descrito por
Friedman como bioisostero (113), que son moléculas o grupos de atomos que por poseer
propiedades fisicas o quimicas analogas, producen una respuesta farmacoldgica agonista o
antagonista.

La sintesis de analogos (agonistas y antagonistas de MEL) para el sitio de union de
MEL ha permitido sostener el papel que ha desempefiado el sistema melatoninérgico en la
regulacion y organizacion circadiana. La agomelatonina S20098 se comporta como un
cronobiotico debido a su accion en diversos modelos de animales (115,116).

Se ha observado que las posibles aplicaciones terapéuticas podrian estar dirigidas a
los desdrdenes inducidos por los cambios estacionales.

Dentro de la sintesis de los andlogos de MEL que tienen actividad sobre los
receptores melatoninérgicos se encuentra una variedad de metoxiindoles y derivados del
naftaleno, entre los que destaca por su importancia, la AGOMEL debido a su actividad

parecida a la de la MEL (Figura, 7) (110).
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Figura No. 7. Sintesis de Agomelatonina (111)

1.4. ACIDO GAMMA-AMINO-BUTIRICO (GABA)

El GABA, es el mayor inhibidor presinaptico localizado en Sistema Nervioso

Central (SNC) y Sistema Nervioso Entérico (SNE), su localizacidn en estos sistemas y en

diferentes regiones intestinales sugiere su importancia fisiolégica como neurotransmisor

autonomico entérico (117). EI GABA y la enzima limitante para su sintesis, glutamato

acido-descarboxilasa (GAD) se han localizado a través de diversos estudios, asi,
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inmunohistoquimicamente (118 ), se muestra que las fibras nerviosas y los cuerpos
celulares que pasan a traves del tracto gastrointestinal (TGI), contienen GABA y que la
mayor densidad de este neurotransmisor se localiza en el plexo mientérico o en el musculo
circular, lo que sugiere que el GABA funciona como comunicador interneural (119).

En la GP, hay sustancias que modulan la produccién, sintesis y liberacion de MEL,
como el glutamato, el GABA, el péptido intestinal vasoactivo (VIP) (117) y el AMPc
activado por NA (125,126), se plantea la similitud que existe entre los efectos producidos
por MEL con los producidos por sustancias GABA-érgicas como sedacién, hipnosis,
propiedades ansioliticas y anticonvulsivas, esta relacion sugiere un nexo entre la GP a
través de sus indoles y los sistemas GABA-érgicos. Esta relacion, inicialmente, fue
postulada por Romijn (127) y posteriormente, por Cardinali y cols., (128) quienes
sugirieron que la GP es un 6rgano tranquilizante, otras evidencias neuroquimicas apoyan
esta sugerencia (129,130).

Una evidencia muy importante en esta relacion fue aportada por los estudios de
Marangos y cols. (131) quienes mostraron que la MEL reduce la unién de [*H]-diazepan de
sitios de union especifios en las membranas de cerebro de rata. Para estos autores se trata
de una interaccion de la MEL con el complejo benzodiacepina-ion6foro-receptor-
GABA(132).

Estos autores sefialan parte del hecho de que las benzodiacepinas (BZP) y los
barbitiricos son capaces de mejorar la neurotranmision GABAEérgica debido a que uno de
los componentes del complejo receptor supramolecular del GABA, reconoce sitios con los
que interactian varias sustancias entre las que se encuentran las propias BZP y los
barbitdricos (133), esto sugiere que los efectos sedantes y anticonvulsivos de estos
farmacos, son el resultado de una modulacién de la actividad del receptor GABA-érgico

(131). La actividad de este tipo de receptor se ve incrementada por sustancias como los
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ansioliticos (77), los anticonvulsivos (82), los relajantes musculares, los sedantes
hipnoticos (74), pero, se disminuye por algunas B-carbolinas ansiogénicas (131).

Los autores Coloma y Niles, (32) mostraron que la MEL aumentaba la unién del
GABA en membranas de células nerviosas cerebrales In Vitro.

Por otro lado los investigadores Bayer y cols. (10) han mostrado que en el sistema
nervioso entérico, el GABA es modulador de la actividad mecanica espontanea y que esta
modulacion depende del segmento del tracto intestinal y de la especie estudiada.

Estos antecedentes permiten plantear por una lado que la MEL podria actuar
probablemente a través del sistema gabaérgico a nivel central y/o periférico, ya que en

ambos sistemas existe actividad neuronal GABA.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Entre los efectos a nivel central planteados para la MEL, se propone la
disminucion de la excitabilidad celular; y en consecuencia, la modificacion de la
funcion del calcio (142, 143).

A nivel periférico o especificamente en sistema nervioso entérico, “In vitro” la
MEL inhibe la contraccion de tejido con musculatura lisa, este efecto puede estar
asociado a la disminucion de la excitabilidad celular; sin embargo, el mecanismo por
el cual produce este efecto atn es motivo de discusién.(57, 70, 92, 89).

Estudios realizados con el propoésito de caracterizar el efecto farmacol6gico de
la MEL sobre la contraccion espontdnea en duodeno de rata y otros tejidos de
masculo liso, han reportado una inhibicion de la actividad contréctil, que podria ser
mediada por receptores membranales de alta afinidad (44, 89, 92), o bien que podria
ser consecuencia de un efecto sobre los canales de calcio activados por voltaje.

Estos antecedentes nos muestran claramente que la hormona MEL produce
una diversidad de efectos sobre contraccion espontanea en algunos tejidos periféricos.
Sin embargo, no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual ejerce tales
efectos, quedando mucho por aclarar

Por lo tanto en un intento para dilucidar y caracterizar el efecto de esta
hormona en el tejido duodenal y desde un enfoque farmacoldgico, realizamos
estudios en tejido aislado con sustancias que como el GABA actla a través de
receptores a GABA intestinal y que ya ha sido utilizada para plantear el posible

mecanismo de accion de MEL y con AGOMEL que aln no se conoce su mecanismo
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de accidn, pero que planteamos que posiblemente actle a través de receptores a MEL
0 GABA.

Entonces, el problema de investigacion del presente trabajo se expresa en los
siguientes términos:
”La MEL disminuye la actividad espontanea del musculo liso intestinal. Si la
AGOMEL es un bioiséstero analogo, es posible que actué de la misma manera que la

MEL
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3. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Caracterizar la respuesta de la melatonina sobre el musculo liso duodenal.
OBJETIVOS PARTICULARES
1. Caracterizar el efecto de la MEL sobre la actividad contractil de duodeno aislado de
rata.
2. Caracterizar el efecto de la AGOMEL sobre la actividad contractil de duodeno aislado
de rata.
3. Caracterizar el efecto de GABA sobre la actividad contractil de duodeno aislado de
rata.

4. Determinar la interaccion de la MEL y GABA en duodeno aislado de rata.

4. HIPOTESIS DE TRABAJO
1. Sila MEL disminuye la contraccion espontanea del musculo liso duodenal, entonces la

AGOMEL lo deberia hacer de manera similar.
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5. METODOLOGIA
5.1. MATERIAL.

Material

Equipo

Poligrafo (Figura No.13)
Transductor de fuerza isométrica

Pre-amplificador de corriente directa

Software Polyview

Sistema “In Vitro” convencional, para bafio de
tejido aislado (15 mL de volumen total)

Recirculador

Cronometro

Micropipeta 0.5-10 microlitros
Micropipeta 20-200 microlitros
Micropipeta 100-1000 microlitros

Convencional

Pipeta graduada 10 ml
Matraz aforado 100 mi
Matraz aforado 1000 ml
Matraz Erlenmayer 125 ml
Vaso de precipitados 50 ml
Vaso de precipitados 250 ml
Vaso de precipitados 1000 ml
Vaso de precipitados 3500 ml
Probeta graduada 100 ml
Tabla con corcho

Hilo de seda 000

Caja de Petri

Pipeta

Sustancias

Glucosa Csleoe
Bicarbonato de sodio NaHCO3
Cloruro de sodio NaCl
Cloruro de potasio KCI
Fosfato acido de potasio KH,PO,4
Sulfato de magnesio MgSO,
Cloruro de calcio CaCl,
Agua destilada
Polietilenglicol

Marca

Grass RPS7C8-79-D
Grass FT03C

Grass 7P1F

Grass

Comfort
Badenia
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Pyrex
Kimax
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex

(Anacap Davis-Geck)
Pyrex

Merck-MéxicoS.A
J.T Backer

J.T Backer

J.T Backer
Mallinckrodt A.R
J.T Backer

J.T Backer

Merck-Schuchardt
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Alcohol etilico

Curacion
Aguja calibre 22 (0.80mm x 1 '/,)
Jeringa 60 ml

Instrumental quirudrgico
Portaagujas

Pinza roma

Tijera curva

Preparacion de la solucion Ringer-Krebs

J.T Backer

Jeripak
Terumo

Hergom
Surgean
Stainless

Para preparar la solucién Ringer primero es necesario preparar las soluciones Stock

Sustancia mM
1 CgH1206 11
2  NaHCO; 20
3 NaCl 120
4  KCI 4.6
5 KHPO, 1.2
6 MgSO, 1.2
7  CaCl, 15

ml/L
2g9/L
200 ml
120 ml
4.6 ml
1.2 ml
1.2 ml
1.5 ml

PM
180.16
82.97
58.43
74.55
136.03
246.49
147.02

Stock

84 gl/L
58.44 g/ L
7.459/100 ml
13.6 g/ 100 ml
24.6 g/ 100 ml
14.7 g / 100 ml

En un matraz aforado de 1000 ml se adiciona suficiente agua destilada, se pesan los dos

gramos de glucosa y se agrega al agua del matraz, se procede a agregar en mililitros por litro

de las soluciones stock, como se muestra en la tabla anterior, sefialados en la tercera columna

de la tabla que se muestra arriba, siguiendo el orden de las sustancias, primero la nimero uno,

la dos, y asi sucesivamente hasta llegar al cloruro de calcio, que debe ser agregado al dltimo

para evitar la precipitacion de las sales. La solucion se calienta a 37°C, se burbujea la solucién

con gas carbogeno (95% O, y 5% CO,) para obtener un pH de 7.4. Las soluciones se

prepararon en diferentes grupos:
Grupo Vehiculo

Grupo Agomelatonina
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Grupo Melatonina
Grupo GABA
Para la administracion de los andlogos de melatonina y agomelatonina, se utilizé una solucion

vehiculo en la que se solubilizo la sustancia problema, la solucion vehiculo contenia:

Polietilenglicol 40%
Alcohol etilico 20%
Agua destilada 40%

Se coloca la solucion problema en un vaso de precipitado, se le adiciona la solucién vehiculo,
5.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (180-230 g de peso) (Harlan, México, SA
de CV, Se anexa carta de Bioética). Se mantuvieron por una semana en las siguientes
condiciones del laboratorio (temperatura ambiente = 20 + 2 °C, 40-70% de Humedad),
tuvieron acceso libre al agua. Se privaron de alimento (8-12 h) antes de realizar el
experimento, fueron mantenidas en cajas individuales de borosilicato (40 X 30 X 20 cm). El
ciclo luz-oscuridad fue de 10/14 h hrs (luz de 08:00 — 18:00 hrs). Los experimentos se
realizaron entre los meses de verano-otofio.

5.3. OBTENCION Y PREPARACION DEL TEJIDO.

Después de un periodo de habituacion de una semana a las condiciones de laboratorio antes
mencionadas, se llevaron a cabo las sesiones de registro, Las ratas fueron sacrificadas por
dislocacion cervical, y después se les realizé una incision de aproximadamente 10 cm en la
linea media abdominal (Figura No. 7), se localizé la unién del estbmago con el intestino
(piloro), se identifico, (Figura No. 8) se corto y extirpo el tejido (duodeno) (Figura No. 9), se
sujetd el intestino firmemente con la pinza roma y se separ6 del mesenterio cuidadosamente

hasta obtener de 5 a 6 cm, de esta porcion del intestino. Una vez obtenido el duodeno se
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colocd en una caja de Petri con solucion Ringer a 37° (Figura No. 10) que contenia una

solucion Ringer Krebs-Hensseleit 142).

-

A

Figura No. 7. Se realiza una incision de aproximadamente 10 cm en la linea media
abdominal
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Figura No. 9. Se extirpa el tejido (duodeno)
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Figura No. 10. Una vez extraido el duodeno se diseco, se secciond en 4 fragmentos de
1 cm de longitud cada uno.

Los fragmentos proximal y distal al estomago, se seleccionaron para realizar los

registros de la actividad contractil en cada uno de los experimentos realizados.

Figura 11. Se at6 una porcion de hilo de seda en un extremo
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ke

Figura No. 12. Atadura de un hilo de seda a cada extremo del segmento de tejido.

A cada extremo del segmento seleccionado de tejido duodenal, se atd una porcion de
hilo de seda 000 (Anacap Davis-Geck) (Figura No. 11, 12) y se coloco dentro de una camara
de vidrio (Sistema “In Vitro” convencional) para bafio de tejido aislado (15 mL de volumen
total) llena con solucién Ringer-Krebs-Hensseleit a 37 °C y también burbujeada con una
mezcla de gas carbdgeno.

Un extremo de la preparacion se sujetd a un transductor de fuerza isométrica; y a su
vez a un pre-amplificador de corriente directa el cual es parte integrante de un poligrafo
(Figura No.13). El otro extremo del tejido se fijo a la base de la cAmara y se le dio la tension
adecuada para obtener las sefiales de la actividad espontanea requeridas. Este equipo registro
por un lado, en papel la respuesta de la actividad espontanea a una velocidad de barrido de 5
mm/min, y por otro lado se capturaron los datos en una computadora PC con la ayuda del

software PolyView. El sistema de registro se calibr6 de tal manera que 2 cm de
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desplazamiento de la plumilla inscriptora, correspondia a 1 g de fuerza (2 cm = 1g). Posterior

al procedimiento de calibracion, se colocaron los tejidos duodenales para su registro.

Figura No. 13. Poligrafo (Grass RPS7C8-79-D)

5.4. REGISTRO.

Antes de iniciar cualquier registro, el segmento de tejido duodenal permanecié durante
al menos una hora en la solucion de Ringer-Krebs-Henseleit con el propdésito de alcanzar su
equilibrio con la solucion del bafio, y para obtener una linea basal de contraccion. La tension
inicial durante la fase de equilibrio fue de 1g. A continuacion se procedié a realizar el registro
de la contraccion espontanea basal.

El registro se realizd en 8 segmentos de tejido duodenal, provenientes de 4 ratas

diferentes. El registro basal o control se obtuvo durante un periodo de 5 min previos a la
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administracion de MEL a concentraciones de 0.001, 0.002, 0.004, 0.008, 0.016, 0.032 uM
(SIGMA), con los cuales se obtuvieron registros de 5 min también (postadministracién), y se
consideraron “tratamientos”. La aplicacion de MEL, AGOMEL a concentraciones antes
mencionadas (Fac. de Quimica. UNAM), GABA (SIGMA) y FLU (SIGMA), se realiz6 en un
volumen constante (10, 20, 40, 80, 160 y 320 pL en 15 mL de bafio) con micropipetas
(Eppendorf). Entre cada aplicacion de las diferentes concentraciones de las sustancias, se
lavaron los tejidos con solucion Ringer-Krebs-Henseleit, y 15 min después del lavado, se
aplico la siguiente concentracién en forma creciente.

Para su aplicacion la MEL se disolvié en 20% Propilenglicol, 20% Etanol y 10% de
aguay se prepar6 inmediatamente antes de su aplicacion.

Los datos de la mayoria de los registros se capturaron en una PC y con la ayuda del
software PolyView se analizaron.

En la primera parte del experimento se administro MEL (Sigma & Aldrich) y
posteriormente se estudio el efecto de AGOMEL, mientras que en una segunda parte de
experimentos se realiz6 la aplicacion de GABA y por Gltimo en una tercera parte se realizo la
interaccion de GABA y MEL (Sigma & Aldrich), para explorar el efecto sobre la actividad

muscular duodenal, comparéndola y combinandolas.

5.5. ANALISIS DE RESULTADOS.
En la lectura de los registros de la contraccion en cada uno de los experimentos se
cuantifico durante 5 min. la frecuencia de la actividad contractil (NUmero de contracciones); la

amplitud de la contraccion y la contraccidn tonica.
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Asi, del registro obtenido se midié la amplitud (fuerza) de la contraccion expresandola
en mm y el nimero de contracciones presentes durante cada uno de los 5 min de registro. La
amplitud en mm corresponde a la tension en gramos (20 mm = 2 cm = 1g) para obtener la
magnitud de la fuerza de contraccion.

Posteriormente, se calculd el porcentaje promedio de respuesta maxima obtenida en
cada uno de los tejidos, tanto para la frecuencia como para la amplitud de la contraccion. Se
calculo el porcentaje de disminucion; considerandose el valor promedio del registro control
como el 100% de la contraccion, y el promedio correspondiente obtenido con cada una de las
concentraciones de cada sustancias.

El porcentaje de disminucion se obtuvo al sustraer el valor obtenido en cada una de las
concentraciones para cada sustancia aplicada al 100 % de la respuesta basal. Para cada uno de
los ensayos “In Vitro”, se obtuvo la concentracion de inhibicion media (CI50) la cual
corresponde a la concentracion de cada una de las sustancias que inhibe al 50 % de la
contraccion maxima. Este valor se obtuvo por regresion lineal de la relacion logaritmo de la
concentracion Vs el porciento de inhibicion.

Para todos los casos se calcularon las curvas concentracion Vs respuesta para analizar
el efecto de cada sustancia sobre la actividad espontanea de musculo liso duodenal (143; 144).

Los resultados que se presentan reflejan el promedio de las contracciones presentadas
durante el tiempo de los registros (control o basal y con tratamiento por 5 min.). Los valores
expresado para el conjunto de los tejidos son el promedio X + el error estandar de la media
(EEM). Para el andlisis estadistico de los datos, se utilizaron pruebas de potencia-eficiencia de

tipo, los universos poblacionales se distribuyen normalmente.
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Se utilizo la prueba de “t de Student” para muestras independientes, para el analisis de
los resultados del porcentaje de disminucién provocado por MEL sobre la actividad

espontanea (145,146).
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6. RESULTADOS
6.1. EXPERIMENTO 1
EFECTO DE LA MEL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DEL TEJIDO
DUODENAL

Después, de un periodo de 60 minutos de equilibrio en solucién Ringer-Krebbs-
Henseleit, el tono de la respuesta muscular alcanzé una linea basal que se mantuvo durante
realizacion del experimento.

Tanto la frecuencia (FREC) como la amplitud (AMP) y el Area Bajo la Curva (ABC)
durante el registro de las respuestas, mostr6 cierta variabilidad en los diferentes segmentos. Se

obtuvieron FREC y ABC (absoluto y porcentajes) promedios que fueron de 0.42 £+ 0.2, por

segundo; mientras que la AMP tuvo un rango de 0.40 g + 0.02. (Figura No. 14).

I

5 min

Figura No. 14. Registros de la actividad contractil basal espontdnea de un segmento duodenal.
Se muestra el pulso de calibracion equivalente a 1 g. La linea inferior corresponde a la escala
de tiempo (5 min).

Al administrar concentraciones crecientes de MEL, aplicadas a la cdmara donde estaba

sumergido el tejido, inicialmente, se presentd un incremento de la respuesta para disminuir

posteriormente, en forma gradual la AMP, FREC y ABC de la contraccion espontianea del
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tejido duodenal (Figura No.15) lo que indica que este efecto es dependiente de la
concentracion de MEL administrada. Asi, en presencia de diferentes concentraciones de MEL,

los valores obtenidos para FREC, AMP y ABC se muestran en el cuadro 1 y graficas 1, 2 y 3.
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Figura No. 15. Contraccion duodenal con administracion de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 uM de MEL, la
flecha indica el momento de la administracion.
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CUADRO No. 1
Log[] FREC % E.EM X % E.E.M. X %
MEL (seg) FREC AMP AMP ABC ABC
uM g.

0 0.42 100

0.4 100 32.35 100

0 - -
1 0 0.37* 88.1 0.002 0.49* 1225 0.283 39.99  123.62
2 0.30 0.37* 88.1 0.027 0.34 85 0.239 33.07 104.08
4 0..602 0.39* 92.9 0.023  0.36 90 0.245 30.61 94.62
8 0.903 0.39* 92.9 0.045 0.29* 725 0.243  25.36* 78.39*
16 1.2041 0.36* 85.7 0.041 0.28* 70 0.188  20.38* 63.00*
32 1.5051 0.36* 85.7 0.021 0.20* 50 0.104 7.37*  22.78%*

FREC, AMP, ABC y sus respectivos porcentajes de contraccion de duodeno con MEL a

diferentes concentraciones.

E.E.M. = Error Estandar de la Media
P <0.05 = * (Nivel de significancia)
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Grafica No. 1. Curva dosis-respuesta gradual de MEL a las concentraciones de 1, 2,4, 8, 16 y
32 uM sobre la frecuencia de contraccion y porcentaje de respuesta maxima en duodeno. Los
datos de cada punto corresponden a la diferencia del valor obtenido en cada concentracion con
respecto al 100 % de la respuesta basal.
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Grafica No. 2. Curva dosis-respuesta gradual con MEL a las concentraciones de 1, 2, 4, 8, 16
y 32 uM. Los datos de cada punto corresponden a la diferencia del valor obtenido en cada
concentracion con respecto al 100 % de la respuesta basal.
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Grafica No. 3. Porcentaje de respuesta (ABC) de duodeno con MEL 1, 2, 4, 8, 16 y 32 uM.
Los datos de cada punto corresponden a la diferencia del valor obtenido en cada concentracion
con respecto al 100 % de la respuesta basal.
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Los datos se expresaron como X + E.S.M. El analisis estadistico utilizando la t de Student
pareada mostr6 que la diferencia observada en la FREC de la contraccion basal la cual es
considerada el 100% de la respuesta y la diferencia de respuesta obtenida a las diferentes
concentraciones de MEL fue significativa P<0.05.

La adicion de MEL en concentraciones graduales al tejido dentro de la cémara,
provoco un incremento inicial y posteriormente una disminucion gradual de las contracciones
del tejido duodenal (Grafica 2).

El efecto producido por la MEL sobre la contraccion espontanea del tejido duodenal
consistio en la inhibicion de AMP de la contraccion, en un rango de magnitud que va de 10 al
50% de la contraccién duodenal espontanea (Cuadro 1) cuando estos datos se relacionan a
través de una curva logaritmo de la concentracion Vs porcentaje de inhibicidn, se observa una
relacion lineal (Gréfica 2). Con esta curva se calculd la [MEL] que inhibe el 50% (CI50) de la
actividad muscular espontanea del tejido duodenal, obteniéndose un valor de 5.623 X 10~ uM.
También, esta curva sugiere la existencia de una relacion lineal entre la [MEL] y la
disminucion de la contraccion muscular; lo que indica que el efecto inhibidor de la MEL es
gradualmente dependiente de la concentracion (Grafica 3).

Para analizar grafica y cuantitativamente el efecto de la MEL sobre la actividad
espontanea, se realizd una transformacion matematica de los datos a porcentajes, para ello se
consider6 el valor de la AMP basal o de la FREC basal de la contraccion como el 100%, y los
parametros registrados en presencia de MEL se refirieron como un porcentaje de la
contraccion maxima, de la FREC maxima o del ABC maxima. Con los valores obtenidos, se

determind el porcentaje de inhibicion de la actividad espontanea que produjeron los diferentes
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concentraciones de MEL en tejido duodenal.

La prueba estadistica mostr6 que la diferencia observada entre la AMP basal y la AMP
a las concentraciones de 2 y 4 uM de MEL no es significativa, mientras que es significativa
P<0.05 a las concentraciones de 1, 8, 16 y 32 uM.

El andlisis estadistico mostr6 que la diferencia observada en la inhibicion de la
contraccion en ABC basal y en las diferentes concentraciones de MEL es significativa P<0.05,

a partir de la administracion de 8 uM (Cuadro 1).
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6.2. EXPERIMENTO 2.
EFECTO DE LA AGOMEL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DEL TEJIDO
DUODENAL

Los resultados de este experimento se obtuvieron bajo condiciones similares al
experimento 1.

Tanto la frecuencia FREC, AMP y ABC durante el registro de las contracciones,
mostraron cierta variabilidad en los diferentes segmentos. Se obtuvieron FREC, AMP y ABC
promedios basales (Figura No. 16) y promedios con cada una de las concentraciones en

valores absolutos y porcentajes (Cuadro 3).

1
| |

h T

5 min

Figura No 16. En el registro se observa el tono basal y las contracciones duodenales. Se
muestra el pulso de calibracion equivalente a 1 g, y el tiempo de duracion.

Al administrar concentraciones crecientes de AGOMEL, aplicadas a la cdmara donde
estaba sumergido el tejido, se presentd una disminucion de forma gradual de la AMP y ABC
de la contraccion espontanea del tejido duodenal (Figura No. 17) lo que indica que este efecto
es dependiente de la concentracion de AGOMEL administrada, sin embargo la FREC se
presentod sin cambios significativos.

Asi, en presencia de diferentes concentraciones de AGOMEL, los valores obtenidos

para FREC, AMP y ABC se muestran en el cuadro 2 y gréficas 4, 5, 6.
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Figura No. 17. Registro de respuesta duodenal donde se observa la inhibicion de la
contraccion duodenal con 1, 2, 4, 8, 16 y 32 uM de AGOMEL, la flecha indica el momento
de la administracion. El tiempo de registro fue de 5 min pre y postadministracion. El pulso de
calibracion es de 1 g de tension, que equivale a 2 cm de desplazamiento de la pajilla
inscriptora.
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CUADRO No. 2

AGOMEL Log[] XFREC  %FREC X % E.EM. X %
uM (seg) AAMP  AMP ABC  ABC

0 0 0.45 100 68.13 100 - 64373 100
1 0 0.45 100.00 5728  84.07* 008 20741 32.22%
2 0.30 0.52 115.56 4281  62.84* 005  276.87 43.01*
4 0..602 0.48 106.67 4551  66.80*  0.06  150.44 2337
8 0.903 0.49 108.89 4291  6298* 005  199.62 31.01*
16 1.2041 0.48 106.67 39.48  57.95%* 003 16506 25.64*
32 1.5051 0.44 97.78 4630  67.96*  0.01  128.87 20.02*

Se presenta la FREC, AMP, ABC y sus respectivos porcentajes de respuesta de duodeno con
AGOMEL a diferentes concentraciones.

E.E.M. = Error Estandar de la Media
P <0.05 = * (nivel de significancia)
Nota: OuM=BASAL

aUnidades de AMP= gramos.

ABC= Sin unidades

En el andlisis estadistico los datos se expresaron como X + E.S.M. estadistico

realizado, usando la t de Student pareada mostrd que la diferencia en la AMP de la contraccion

basal y con las diferentes concentraciones de AGOMEL es significativa.

La adicion de AGOMEL en concentraciones graduales al tejido dentro de la cdmara,

provocd una disminucioén de la respuesta del tejido duodenal, o sea produjo una relajacion

gradual.

Los efectos “'relajantes” de la respuesta de contraccion provocados por AGOMEL se

manifestaron principalmente durante la contraccion (Grafica 5).

El efecto producido por AGOMEL sobre la contraccion espontanea del tejido duodenal
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consisti6 en la inhibicion de AMP de la contraccion, en un rango de magnitud que va de 15.93
al 32.04% de la contraccion duodenal espontanea (Cuadro 2) cuando estos datos se relacionan
a través de una curva logaritmica: Log de la concentracion Vs % de Respuesta Maxima (RM),
se traza una linea recta en la pendiente mediante una transformacion matematica de los datos
a porcentajes, para ello se considerod el valor de la AMP basal de contraccion como el 100%,
(Grafica 5). Con esta curva se calculé la [AGOMEL] que inhibe el 50% de la actividad
muscular esponténea del tejido duodenal, obteniéndose un valor de Clso = 4.2169 X 10° uM.
También, esta curva sugiere la existencia de una relacion lineal entre la [AGOMEL] y la
disminucion de la contraccion muscular; lo que indica que el efecto inhibidor de la AGOMEL
es gradualmente dependiente de la concentracion (Graficas 3 y 7).

Para analizar la FREC y determinar cuantitativamente el efecto de la AGOMEL sobre
la actividad esponténea, los datos se refirieron como un porcentaje de la inhibicion (relajacion)
maxima, de la FREC maxima o del ABC maxima. Con los valores obtenidos, se determino el
porcentaje de inhibicion de la actividad espontanea que produjeron los diferentes
concentraciones de AGOMEL.

La prueba estadistica t Student mostré que la diferencia en la AMP y en el ABC es
significativa P<0.05 a todas las concentraciones de AGOMEL.

El analisis estadistico mostré que la diferencia observada en la inhibicion de la
contracciéon en ABC basal y en presencia de diferentes concentraciones de AGOMEL es

significativa P<0.05 a partir de la administracion de 1 uM (Cuadro 2 y grafica 6)

49



Resultados

20 1 FREC AGOMEL

15.56

% RESPUESTA MAXIMA
o

2.22

0 0.2 0.4 O'q_og [uMP'S 1 1.2 14 1.6

Grafica No. 4. Curva dosis-respuesta gradual con AGOMEL a diferentes concentraciones
sobre la FREC de contraccion y porcentaje de respuesta maxima en duodeno.
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Grafica No. 5. Curva dosis-respuesta gradual con AGOMEL a diferentes concentraciones
sobre porcentaje de la AMP de respuesta de duodeno.
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Grafica No. 6. Porcentaje de relajacion (ABC) de duodeno con AGOMEL a diferentes
concentraciones y su correspondiente curva dosis-respuesta gradual.
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Grafica No. 7. Se representa la respuesta comparativa en porcentaje de AMP de la
contraccién de duodeno con MEL (]l ) y AGOMEL (4) a diferentes concentraciones.

51



Resultados

6.3. EXPERIMENTO 3
EFECTO DEL ACIDO GAMMA-AMINOBUTIRICO (GABA) SOBRE LA
CONTRACCION DUODENAL.

Los registros se obtuvieron de la misma forma que los experimentos anteriores tanto la
FREC como la AMP y ABC durante el registro de las contracciones, mostraron cierta
variabilidad en los diferentes segmentos. Se obtuvieron FREC, AMP y ABC promedios
(absoluto y porcentajes) que se muestran en el cuadro 3.

Al administrar las diferentes concentraciones de GABA, se presentd un cambio gradual
de la AMP, FREC y ABC de la contraccion espontanea del tejido duodenal (Figura No.18) lo
que indica que este efecto es dependiente de la concentracion de GABA administrada.

La FREC de la contraccion, también, disminuyd de forma gradual en relacion al
incremento de las concentraciones de GABA aplicadas a la cdmara donde estaba sumergido el

tejido (Gréfica 8).
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Figura No. 18. Contraccion duodenal con administracion de 10, 20, 30, 40, y 50 uM de GABA,; las flechas indican el
momento de la administracion. . El tiempo de registro fue de 5 min pre y postadministracion. El pulso de calibraciones de 1 g
de tension, que equivale a 2 cm de desplazamiento de la pajilla inscriptora.
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Asi en presencia de 10 uM de GABA, la frecuencia fue de 0.33/seg., con 20 fue de

0.33/seg., con 30 de 0.34/seg., con 40 mM fue de 0.33/seg. y con 50 uM fue de 0.34/seg.

(Cuadro 3).
CUADRO No. 3
GABA Log E.EM. X % X % X ABC %
uM [] Frecuencia Frecuencia Amplitud Amplitud ABC
(seg)
0 0 - 0.38 100 0.46 100 321.09 100
10 1 0.051 0.33 86.8%* 0.47 103.7  367.70 114.51
20 1.3 0.053
0 0.33 86.8%* 0.44 97.3 323.88  100.87
30 1.4 0.159
7 0.34 89.5% 0.47 97.3 386.32  120.32*
40 1.6  0.065
0 0.33 86.8% 0.47 103.6  400.51 124.73*
50 1.6 0.127
9 0.34 89.5%* 0.47 103.0 45477 141.63*

Efecto producido por GABA sobre FREC, AMP y ABC, con sus porcentajes respectivos a

diferentes concentraciones en duodeno.
E.E.M. = Error Estandar de la Media
P <0.05 = * (nivel de significancia)

En el andlisis estadistico los datos se expresaron como X + E.S.M. se utiliz6 la t de

Student que mostr6 diferencias significativas en la FREC de la contraccion basal asi como en

las diferentes concentraciones de GABA (P<0.05).

La adicion de GABA al tejido dentro de la cdmara en concentraciones graduales,

provocd un aumento del ABC de las contracciones del tejido duodenal.

Los efectos de la respuesta de contraccion provocados por GABA se manifestaron

53



Resultados

principalmente durante la contraccion (Figura No. 18).

El efecto producido por GABA sobre la contraccion espontanea del tejido duodenal
consistié en el aumento de ABC de la respuesta duodenal espontanea, (Cuadro 3) cuando estos
datos se relacionan a través de una curva logaritmica: log de la concentracion Vs % de RM, se
observa una relacion lineal. Para analizar la grafica y determinar cuantitativamente el efecto de
GABA sobre la actividad espontanea, se realiz6 una transformacién matematica de los datos X
+ E.S.M. y porcentajes, para ello se considero el valor de la AMP basal o de la FREC de la
contraccion como el 100%, por lo que estos pardmetros registrados en presencia de GABA se
refirieron como un porcentaje de la Respuesta Maxima, de la FREC mdaxima o del ABC
maxima (graficas 9 y 10). Con los valores obtenidos, se determiné el porcentaje de inhibicion
de la actividad espontanea que produjeron las diferentes concentraciones de GABA en tejido
duodenal (Cuadro 3).

El analisis estadistico mostré que la diferencia observada en la AMP de la contraccion
basal y en presencia de las diferentes concentraciones de GABA no es significativa P<0.05 en

todas las concentraciones.
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Grafica No. 8. Curva dosis-respuesta gradual de GABA a diferentes concentraciones sobre la
FREC de contraccion y porcentaje de respuesta maxima en duodeno.
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Grafica No. 9. Curva dosis-respuesta gradual con GABA a diferentes concentraciones sobre
AMP y porcentaje de relajacion de duodeno.
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Grafica No. 10. Porcentaje de relajacion ABC de duodeno con GABA a diferentes
concentraciones y su correspondiente curva dosis-respuesta gradual.
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6.4. EXPERIMENTO 4.
EFECTO DE LA INTERACCION DE MELATONINA Y GABA SOBRE LA
CONTRACCION ESPONTANEA DUODENAL

De la misma forma que en los experimentos anteriores, el tono de la contraccion
duodenal alcanzé un nivel basal, el cual se mantuvo durante el tiempo que durd el
experimento. La administracion simultdnea de concentraciones crecientes de GABA asociada
a MEL (32 uM) ocasionaron una modificacion de la respuesta, que mostr6 una relacion directa

con cada una de las diferentes concentraciones de GABA administrada (Figura No.19).
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Figura No. 19. En los registros se observa la respuesta de la contraccion duodenal basal y con
10, 20, 30, 40 y 50 uM de GABA asociadas a 32 uM (concentracion constante) de MEL. . El
tiempo de registro fue de 5 min pre y postadministracion. El pulso de calibracion es de 1 g de
tension, que equivale a 2 cm de desplazamiento de la pajilla inscriptora. Las flechas indican el
momento de la administracion.
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CUADRO No. 4

Log GABA+MEL EEM. XFREC %X X %X X % X
GABA (UM) (seg) FREC AMP AMP  ABC ABC

0 0 - 0.16 100 051 100  155.95 100
1 1:32 0.025 029  181.25% 0.50 98.04  59.86 38.38*
1.301 2:32 0.081 034 21250 049 96.07 97.14 62.29%
1.477 3:32 0.072 031  193.75* 053 103.92  130.1 83.42%
1.602 4:32 0.061 026  162.50* 0.54 105.88 133.59 85.66
1.698 5:32 0.085 021  131.25* 050 98.03 175.52 112.55

FREC, AMP y ABC con porcentaje respectivos, provocados por MEL+GABA a diferentes
concentraciones en duodeno.

E.E.M. = Error Estandar de la Media

P <0.05 = * (nivel de significancia)

Todos los resultados en todos los experimentos, se transformaron en porcentajes de la
maxima respuesta, para cada uno de los tejidos. En el cuadro 5 se muestra el porcentaje de
RM correspondiente a cada una de las concentraciones de MEL y GABA (Cuadro 4).

En el caso de ABC de la repuesta duodenal, la menor concentracion de GABA mas
MEL (Cuadro 5) provoco una respuesta promedio de 59.86 g. £ 0.1; mientras que con 20 uM
de concentracion, se obtuvo un promedio de 97.14 g. + 0.1, en la concentracion de 30 uM de
GABA y MEL (32 uM) el ABC disminuy6 a 130.1 g. = 0.1con respecto a la basal, a 40 uM de
GABA; el ABC fue de 133.59 g. £ 0.1 y por ultimo a la mayor concentracion de GABA 50
uM con MEL (320 uM) , el ABC fue de 175.52 g. £ 0.1 (Grafica 11).

Con respecto a la frecuencia la respuesta se presentd de forma inmediata. Al afiadir
esta combinacion de sustancias se produjo un incremento significativo (p<0.05) en la

frecuencia de contraccion en relacion a la producida por las sustancias administradas en forma

aislada, cuadro 4 y Grafica 12.
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Por otro lado, en el cuadro 4 y en la grafica 13 se muestran los valores obtenidos al
adicionar ambas sustancias donde se observa disminuciéon de la AMP en relacién a la
producida por las sustancias administradas en forma aislada.

Al calcular la concentracion inhibidora efectiva 50 de MEL en ausencia de GABA a
partir de la curva obtenida, se obtuvo un valor de 5.623 X 10~ uM; mientras que en presencia
de GABA, la CI50 obtenida para MEL+GABA fue mucho mayor que la obtenida para MEL,
por lo que se observa un desplazamiento de la curva hacia la derecha. El efecto se observa con

todas las concentraciones (Grafica 12).
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Grafica 11. Comparacion del porcentaje de respuesta ABC de MEL (concentracion cte.) mas
GABA a concentraciones crecientes (¢), esta curva se desplaza a la derecha con respecto a la
curva de MEL en ausencia de(g)GABA.
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Grafica No. 12 Frecuencias modificadas por la administracion asociada de MEL 32 uM mas
diferentes concentraciones de GABA, relacion del efecto en ausencia y presencia de cada
farmaco (N=8).
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Grafica No. 13. Porcentaje de la amplitud maxima de la actividad muscular inducida por
MEL+GABA ( A)y por MEL [32 uM] en ausencia de GABA (@ ) y por GABA a diferentes
concentraciones en ausencia de MEL (g ) en duodeno de rata (N=8)
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6.5. EXPERIMENTO 5.
EFECTO DE LA INTERACCION DE MELATONINA Y FLUMAZENIL SOBRE LA

CONTRACCION ESPONTANEA DUODENAL

Para analizar el efecto de la MEL y FLU, se realizaron experimentos de la misma
forma que en los experimentos anteriores, en donde el tono de la contracciéon muscular alcanzo
un nivel basal, la cual se mantuvo durante el tiempo que dur6 el experimento. La
administracion de las diferentes concentraciones de MEL y FLU a concentracion constante
(32 uM). Se observa una modificacién gradual a las diferentes concentraciones de MEL, tal
variacion (relajacion) también, mostro una relacion directa con la concentracion de FLU

administrada (Figura No. 20).
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MEL 8 + FLU MEL 16 + FLU MEL 32 + FLU

\ (T e VS AT

Figura No. 20.. En los registros se observa la respuesta de la contraccion duodenal basal y con 1, 2,4, 8, 16 y 32
pM 1 de MEL asociadas a 32 uM de FLU. . El tiempo de registro fue de 5 min pre y postadministracion. El pulso
de calibracion es de 1 g de tension, que equivale a 2 cm de desplazamiento de la pajilla inscriptora.
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CUADRO No. 5
MEL+FL

Log U E.EM. X % X X % X X % X
[MEL]  (uM) FREC FREC AMP AMP ABC ABC
0:0 - 0.33 100 0.524 100 88597 100

0 1:32 0.09 046  139.4* 0.524 100 654.67  73.89

1 2:32 0.09 044  1333* 0489 933 56039 63.25
1301 4:32 0.01 046  139.4* 0535 1020 659.27 74.41
1477 8:32 0.04 049  148.5* 0.570*  108.6 6282  70.91
1.602  16:32  0.002 044  1333* 0543 1034 42832 4834
1.698  32:32 0.03 044  1333* 0544  103.6 201.72 2277

FREC, AMP y ABC modificadas por la administracion asociada de MEL a concentraciones
crecientes mas FLU 32 pM.

E.E.M. = Error Estandar de la Media
P <0.05 = * (nivel de significancia)

Con respecto a la frecuencia la respuesta se presentd de forma inmediata. Al afiadir
esta combinacién de sustancias se produjo un incremento significativo (p<0.05) en la
frecuencia de contraccion con respecto a la basal y en relacion a la producida por las
sustancias administradas en forma aislada, cuadro 5 y Grafica 14.

Todos los resultados en todos los experimentos, se transformaron en porcentajes de la
maxima respuesta, para cada uno de los tejidos. En el cuadro 5 se muestra el porcentaje de
respuesta, correspondiente a cada una de las concentraciones de MEL y FLU.

Por otro lado, en la grafica 15 se muestran los valores obtenidos al adicionar ambas
sustancias donde se observa disminucién de la AMP en relacion producida por las sustancias

administradas en forma aislada.

En el caso de la fuerza o tono de la contraccion duodenal, la respuesta obtenida por

61



Resultados

MEL en presencia de FLU consistié en una disminucién inicial y un aumento posterior de
amplitud de la contraccidon, en un rango de magnitud que va de —6.7% al +3.6 % de la
respuesta, como se muestran en el cuadro 5, cuando estos datos se relacionan a través de una
curva logaritmica: Log de la concentracion Vs % R M, se observa que la curva semeja en la
porcidn superior una sigmoidea y se observa una relacion lineal (Grafica 15).

Para analizar la grafica y determinar cuantitativamente el efecto de la MEL asociada a
FLU sobre la actividad espontanea, se realiz6 una transformaciéon a porcentajes de los datos,
para ello se consider6 el valor de la amplitud basal de la contraccion como el 100%, por lo que
estos parametros registrados se refirieron como un porcentaje de la respuesta maxima.

En el caso de la ABC de la contraccion muscular duodenal, la menor concentracion de
MEL mas FLU provocé un promedio de 73.89 % en ABC; mientras que en la siguiente
concentracion, la respuesta fue de 63.25 %; con 40 uM de MEL y FLU (Cte.) el ABC fue
74.41 %; en la siguiente concentracion de 80 uM de MEL con FLU el ABC fue de 70.91 ;
con 160 uM de MEL con FLU la respuesta fue de 48. 34 % y por ultimo en la mayor
concentracion de MEL 320 uM con FLU constante, el ABC fue de 22.77% (Gréfica 16).

Al calcular la concentracion efectiva 50 (en presencia de MEL y en ausencia de FLU) a
partir de la curva obtenida, se obtuvo un valor de 5.623 X 10~ uM; la CE50 obtenida para
MEL+FLU fue mucho mayor que la de MEL. La diferencia entre ambas curvas, indica un

gran desplazamiento de la curva hacia la derecha. El efecto se observa con todas las dosis.
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Grafica No. 14. Porcentaje de la frecuencia de acividad muscular inducida por MEL a
) y por MEL [320uM] en
ausencia de FLU ( M )y por Flumazenil en ausencia de MEL ( & ) en duodeno de rata
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Grafica No.15. Porcentaje de AMP maxima de la actividad muscular inducida por MEL+FLU
(@ ) por FLU a diferentes concentraciones en ausencia de MEL
concentraciones crecientes en ausencia de FLU (& ) en duodeno de rata (N=4)

), y por MEL en
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Grafica 16. Porcentaje de ABC méxima de la actividad muscular inducida por MEL+FLU (A
), por FLU a diferentes concentraciones en ausencia de MEL ( (] ), y por MEL en
concentraciones crecientes en ausencia de FLU (@ ) en duodeno de rata (N=4)
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7. DISCUSION

En el presente estudio, se caracterizo el efecto de MEL, AGOMEL Y GABA, en
preparaciones de duodeno aislado de rata. En este tejido, mediante la aplicacion
concentraciones farmacologicas de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 uM para MEL, y AGOMEL y para
GABA, concentraciones de 10, 20, 30 40 y 50 uM, se obtuvieron curvas de concentracion
contra porcentaje de respuesta en forma gradual (140) y de esta forma se obtuvieron las
concentraciones de inhibicion de la respuesta al 50 % (CI50) para las sustancias utilizadas.

En resumen con todas las sustancias, realizamos dos tipos de experimentos, uno en el
que se analizo, el efecto que producian en el duodeno aislado de rata cuando se aplicaban de
forma independiente, y otro en el que se analiz6 el efecto de las mismas sustancias cuando se
aplicaban simultaneamente y asi, caracterizar el efecto de interaccion de farmacos con las
relaciones MEL-GABA, MEL-FLU y GABA-FLU.

Cabe mencionar que el FLU, se utilizd6 como control positivo para semejar el efecto de
GABA y caracterizar su interaccion con MEL en la contraccion de duodeno aislado ya que es
una antagonista de GABA (26, 38).

La aplicacion de la MEL sobre la contraccion espontanea, presentd un efecto bifasico,
ya que a bajas concentraciones produjo contraccion del tejido y a altas concentraciones,
relajacion del mismo. Inicialmente se presentd un incremento para disminuir
significativamente (p<0.05), la AMP, FREC y ABC, en forma gradual y dependiente de la
concentracion. Con 1 uM de MEL se inhibe el 22.5 % de la AMP de la contraccion
espontanea, en tanto que la concentracion méaxima de MEL empleada (32 uM) si provoco una

inhibicion de la respuesta, mayor al 50%, con una reduccion del 14.3 % en la FREC. La
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disminucién de la AMP, FREC y ABC analizadas estadisticamente son significativas
(P<0.05).

Estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores y con otros tejidos, asi
por ejemplo Harlow (57), Semercioz (132) reportan ambos, que la MEL inhibe la actividad
espontanea de los tejidos duodenal y urinario.

Sin embargo, también, hay estudios (89) que muestran que la MEL no modifica la
FREC de la contraccion espontanea del intestino delgado, de manera similar a lo que reporta
Semercioz en conducto urinario (132), pero la mayoria de los autores muestran resultados
similares a los encontrados en este estudio.

En esta parte del experimento el analisis de la relacion concentracion-respuesta refleja
una Clsode 0.005623 uM, asi como una relacion gradual entre la concentracion de MEL en el
parametro de la AMP de la respuesta duodenal, de tal manera que puede inferirse que la MEL
disminuye la AMP de la contraccion de manera dependiente de la concentracion (p< 0.05).

Desde hace mas de 30 afios, los estudios realizados con musculo liso mostraron el
efecto inhibidor que la MEL ejerce sobre la contraccion espontanea de diversas especies y
tejidos como utero (31, 154), duodeno de ratas (114), ileo (16), intestino delgado (57, 117), asi
como en conducto deferente de rata (104) y tejido bronquial (19). La magnitud del efecto
inhibidor difiere entre si en estos estudios, sugiriendo con ello que cada uno de los tipos de
musculatura lisa muestran una sensibilidad propia al efecto de MEL. Todos estos estudios han
contribuido a caracterizar los efectos de la MEL sobre las propiedades mecénicas y eléctricas
del musculo liso, sugiriendo una accidon a nivel neurogénico y miogénico (17, 104), sin

embargo, el mecanismo por el cual ejercen estos efectos atin no esta totalmente claro.
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Por otro lado, las respuestas obtenidas cuando se aplico AGOMEL al tejido aislado a
diferentes concentraciones (1, 2, 4, 8, 16 y 32 uM), fueron de inhibicion de la contraccion del
duodeno, por lo que inferimos que produce un efecto similar al producido por MEL sobre este
tejido. Esta respuesta de inhibicién de la contraccion por AGOMEL es mayor a la producida
por MEL, lo que podria hablar de que la AGOMEL es “mas potente” que la MEL en este
tejido. Este es el primer reporte que se tiene con AGOMEL en tejido aislado.

Los resultados obtenidos con GABA (10, 20, 30 40 y 50 uM), sobre la actividad
espontanea de duodeno presentaron un efecto bifasico transitorio, caracterizado por relajacion
seguido de una contraccion. Los datos obtenidos para FREC, AMP y ABC concuerdan con los
obtenidos por Kistev y cols., (82), Bayer y cols., (10). Este efecto se ve potenciado con la
interaccion de MEL asociado a GABA en este experimento.

Los principales efectos de la MEL se han asociado a eventos mediados a través de
receptores membranales (43, 44), tanto a nivel del SNC como en tejidos periféricos (91); sin
embargo, se han descrito también, otros mecanismos que incluyen procesos intracelulares
(10a, 135a).

En el presente trabajo, la amplitud de la contraccion inducida por MEL (32 uM) en
presencia de GABA fueron significativamente menores que cuando se administran las mismas
concentraciones de MEL en ausencia de GABA. Estos resultados permiten pensar que la MEL
provoca un efecto que se disminuye conforme se incrementa el numero de receptores
ocupados, el comportamiento de la relacion concentracion- respuesta es mediada por un
antagonismo farmacoldgico (competitivo o no) a nivel de receptor, sugiriendo que la MEL
podria actuar tanto en receptores a GABA como en sus propios receptores (MEL) en tejido

duodenal. En lo que respecta a los receptores a MEL en el tracto gastrointestinal de diversas
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especies, Lee y Pang mostraron la presencia de receptores de baja afinidad en el ratoén (84a).
Por otro lado, las concentraciones utilizadas de MEL fueron de tipo farmacoldgico, porque a
estas dosis se visualiza mejor el efecto que a dosis fisiologicas.

En cuanto a la administracion de MEL en presencia de FLU, el efecto inhibidor
inducido por MEL fue menor (p<0.05). El analisis de las curvas sugiere que el FLU modifica

la actividad de receptores a GABA (96).
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8. CONCLUSIONES

Los resultados del estudio, asi como su analisis y discusion, permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

1. La MEL posee un efecto inhibidor sobre la contraccion espontanea duodenal, dependiente
de la concentracion.

2. El efecto de la MEL sobre la contraccion espontanea del musculo liso duodenal provoca
una disminucion de la AMP de la contraccion de forma bifésica, siendo un efecto
concentracién dependiente.

3. La MEL reduce la FREC y ABC de la contraccion espontanea del masculo liso duodenal
dependiente de la concentracion.

4. La AGOMEL, obtenido por ruta alterna, produce un efecto inhibidor de la contraccion
espontanea de musculo liso duodenal.

5. La AGOMEL posee mayor potencia pero menor eficacia que la MEL.

6. La MEL mas GABA, disminuyen la actividad contractil espontanea de duodeno que con
MEL o GABA independientes.

7. La MEL maés FLU producen inhibicion de la respuesta contractil, en menor grado que

MEL sola.
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ABREVIATURAS

GP = Glandula Pineal

MEL = Melatonina

AGOMEL = Agomelatonina

GABA = Acido Gamma-aminobutirico
FLU = Flumazenil

GAD = Glutamato acido-descarboxilasa
GSCs = Ganglio Simpatico Cervical Superior
NA = Noradrenalina

SNC = Sistema Nervios Central

SNE = Sistema Nervioso Entérico

RM = Respuesta Maxima

VM = Ventromedial

DM = Dorsomedial

TGI = Tranco Gastrointestinal

BZD = Benzodiacepinas

AMPc = Adenosin Monofosfato ciclico
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