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Summary

This study presents a high-performance liquid chromatography (HPLC) method in human plasma for melatonin determination
after twenty mg of sublingually administcred melatonin, as well as the pharmacokinetic profile of melatonin in healthy human
beings of Mexico City. The purification of the sample was carried out by passing it through little commercially packed co-
lumns with octadecil CI8. The chromatographic support was spherisorb ODS II and the HPLC eluent consisted of (buffer so-
lution of citric acid-sodium acetate 0.1 M, EDTA 0.03 mM)-acetonitrilo 80:20 V / V.

The pH of the complete eluent was 4.16. For the pharmacokinetic analysis, the data of the plasmatic concentration of melato-
nin was adjusted to an open model of onc compartiment with kinetics of lincal elimination.

The high plasmatic concentration was obtained in thirty minutes and it varied from 2,240 to 16,808 pg / ml. The elimination
half-life (¢ 1/2 e/) of melatonin varied from 7.7 to 27 minutes. In our study the data of mean depuration was 0.864 + 0.978
ml /k / min.

Resumen

Se presenta un método para la determinacion de melatonina por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) en plas-
ma humano, y se estudia el perfil farmacocinético de la melatonina en sujetos sanos de la ciudad de México, después de ad-
ministrarles 2 mg de melatonina por via sublingual.

La purificacion de la muestra se llevé a cabo haciéndola pasar por pequefias columnas empacadas comercialmente con octa-
decil C18. EI soporte cromatografico fue Spherisorb ODS 11 y la fase mdvil fue una mezcla 80:20 V/V de acetonitrilo y una
solucién acuosa que contenia 4cido citrico 0.1 M, acetato de sodio 0.1 My EDTA 0. 03 mM a pH de 4.16. La sensibilidad ob-
tenida es de 10 pg / inyeccion y el coeficiente de variacion intra e interensayo es de 6.4 y 7.8 %, respectivamente.

Para hacer el anélisis farmacocinético, los datos de la concentracioén plasmatica de melatonina se ajustaron a un modelo de un
compartimiento con cinética de eliminacién lineal. La concentracion plasmatica maxima se obtuvo a los 30 minutos y varié de
2240 a 16808 pg / ml. El tiempo de vida media de eliminacién (¢ //2 el) de melatonina varié de 7.7. a 27 min. En nuestro es-
tudio, los datos de depuracién promedio fueron de 0.864 + (0.978 ml / kg / min.
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Introduccion

La glandula pineal ha tenido una historia muy vasta en la
medicina. Desde tiempos antiquisimos se reconocié co-
mo un 6rgano de fascinacion esotérica.!* En 1662, Des-
cartes propuso que esta estructura cerebral era el punto
desde donde el alma ejercia sus funciones sobre el cuer-
po, y la influencia de esta hipotesis hizo que muchos mé-
dicos de los siglos XVII y XVIII relacionaran empirica-
mente a la glandula pineal con la locura.’

No fue sino hasta principios de este siglo cuando se
sospecho que esta glandula tenia una funcion endécrina,
y que sus secreciones tenfan posibles efectos trerapéuti-
cos en las enfermedades psiquiatricas.

La glandula pineal se localiza en la parte posterior del
tercer ventriculo y funciona como glandula endécrina,
liberando su neurosecrecion al torrente sanguineo. La se-
crecion de la glandula pineal se conforma de indoles
como la melatonina y el metoxitriptofol, y de péptidos,
como la arginina-vasotosina y las neurofisinas.’

Se considera a la melatonina como el principal meto-
xi-indol de la glandula pineal y su funcién es la de sin-
cronizar la actividad bioldgica del medio interno con el
fotoperiodo, por lo que dicha hormona se secreta princi-
palmente durante la noche.

Los experimentos bdsicos y clinicos sugieren que la
melatonina estd implicada en la sincronizacion de los
ritmos biolégicos.

Se ha postulado que en el fenomeno de jet-lag, se pre-
senta una desincronizacion de los ritmos bioldgicos.>?
Se le ha administrado hormona a voluntarios sanos des-
pués de concluir un vuelo intercontinental, observandose
que mejoran los sintomas provocados por la alteracién
del horario, por lo que se ha sugerido que la melatonina
podria tener aplicaciones clinicas en los sujetos que pre-
sentan alteraciones de sus ritmos biologicos tales como
los enfermos deprimidos o los trabajadores con turnos al-
ternos. Esta hormona estd siendo probada para estudiar
su absorcion en el organismo y los efectos que se pro-
ducen con diferentes dosis.

Lemer y col. revisaron en 1978 los estudios en los que
se administro melatonina exogena a los seres humanos.
Estos incluyen el estudio de 96 individuos desde princi-
pios de la década de los afios 60. En esta revision se
encontrd que los efectos colaterales y la toxicidad de la
melatonina exégena son minimos. La dosis oral fue de
hasta 6.6 g. diarios durante 35 dias.® La primera persona
que recibié melatonina por via oral no ha presentado
ninglin dato sobre la posible toxicidad retardada del
farmaco después de 18 afios de observacion.’

De la amplia revisién bibliografica de Lerner y cols.,
los autores concluyeron que la melatonina tiene un am-
plio margen de seguridad cuando se le administra a pa-

cientes. Ademaés la FDA autorizé que se use la mejato-
nina para fines de investigacion en los seres humanos.?

Los estudios clinicos mas recientes indican que se han
usado dosis diarias de alrededor de 10 mg de melatonina
exogena’? y se ha insistido en aplicar las dosis de la
hormona al anochecer, o por la noche antes de la hora de
dormir, para obtener mejores efectos.*

Vakkuri y cols. en 1985,'2 determinaron que la vida
media plasmatica de la melatonina exégena aplicada a
los seres humanos es de 40 min.

Los niveles que se observaron en los sujetos estudia-
dos llegaron a ser de entre 350 a 10,000 veces mayores
que las concentraciones fisioldgicas. La variacion en los
niveles obtenidos se debe, probablemente, a su limitada
solubilidad en agua y a su consecuente absorcién irregu-
lar en los sujetos con diversos regimenes nutricionales y
particularidades de absorcién intestinal.

Por lo anterior, investigamos el perfil farmacocinético
de la melatonina en una muestra de sujetos sanos de la
ciudad de México, después de administrarles, por via
sublingual, 20 mg. de melatonina.

Material y equipo

Se usé un cromatégrafo de liquidos WATERS de alta
presion, equipado con una bomba Modelo 510; auto-
muestrador WISP 710 con unidad refrigerante, guar-
dapak con inserto U Bondapack CI8; Columna Spheri-
sorb ODS II de 250 mm x 4.6 mm 1.D., 5-Um de tama-
fio de particula; detector de fluorescencia WATER 470,
operado a una longitud de onda de excitacién de 295 nm
y de emision de 345 nm;? un filtro 1.5 seg., que a su vez
tiene integrado un fotomultiplicador modelo R-928 y un
sistema de control de adquisicion y reduccién de datos
cromatograficos, modelo Maxima 220.

Como estandar se utilizé melatonina (N-acetil 5 me-
toxitriptamina) Sigma. La solucién Stock se preparé co-
mo lo describe Lee Chin, J.R.®

El acetato de sodio anhidro, el acido citrico, el hidro-
xido de sodio, el acido acético, y el acido perclérico al
70 % grado SUPRAPUR, se obtuvieron de Merck.

El metanol y el acetonitrilo grado HPLC se obtuvieron
de J.T. Baker.

La sal disodica del acido etilendiaminotetracético
(EDTA) y el clorhidrato de cistina se obtuvieron de
Sigma. Las columnas de extraccion Bakerbond spe con
octadecil (C 18) fueron obtenidos en J.T. Baker.!®!!

La fase movil que se usd para separar la melatonina
fue una mezcla de acetato de sodio 0.1 M pH 4.16 y
0.03 mM Na2 EDTA y 20 % de acetonitrilo. El flujo de
la fase movil fue de 1.5 ml / minuto.
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Figura 1. Curva de calibracion de melatonina. Columna: Spherisorb S50DS2 25 cm x 4.6 mm. Fase movil:
Sol. Buffer de 4cido citrico 0.1M, acetato de sodio 0.1M, EDTA 0.03mM vy acetonitrilo (80:20). pH: 4.16.

Preparacion de las muestras

Las muestras para determinar la melatonina fueron ob-
tenidas de 3 mujeres y 3 hombres, cuyas edades oscila-
ron entre 25 y 35 afios. A los participantes se les coloco
un catéter con una llave de 3 vias y se les tomaron mues-
tras sanguineas basales y a los 30, 60, 120, 240 y 360
minutos después de habérseles administrado por via
sublingual 2 mg de melatonina que fue disuelta en Opor-
to. Las muestras se recogieron desde las 8 de la mafiana,
en tubos de vidrio que contenian EDTA al 10 % como
anticoagulante, y se protegieron de la luz; se centrifuga-
ron a 3000 rpm durante 15 minutos a 4 grados centigra-
dos. El plasma obtenido se alicuotd en tubos eppendorf
bajo corriente de nitrégeno, y se almacenaron a -70 gra-
dos centigrados hasta que se analizaron.

Método

El método para cuantificar la melatonina consistié en
dos etapas:
a) la extraccién de la melatonina en fase sélida y
b) su concentracién y analisis cromatografico. Las 2 eta-
pas se trabajaron en la obscuridad, con luz indirecta y
lo mas rapidamente posible.
a) Extraccidn de la melatonina en fase solida.
A las columnas activadas se les agreg6 1 ml de plasma y
se lavaron 2 veces con |1 ml de metanol al 10 %. La me-
latonina fue eluida con 750 ul de metanol grado HPLC.
b) El eluado obtenido se evapord hasta quedar seco a
55°C en baflo de maria y bajo corriente de nitrogeno.
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Después, el residuo obtenido se redisolvio en 50 ml de
acido percldrico 0.1 M, se filtré en insertos de inyeccién
y 30 ul fueron inyectados al sistema cromatografico.

Sensibilidad y rango lineal del método

En la figura 1 se muestra la curva de calibracion obteni-
da para el estudio de biodisponibilidad de la melatonina.
Véase que de 10 a 5000 pg hay una respuesta lineal. La
cantidad minima detectable fue de 10 pg / inyeccién.

En el cuadro 1 se muestran los coeficientes de varia-
cién intra e interensayo obtenidos. En este estudio se
empled plasma tratado quimicamente para eliminar me-
toxi-indoles como refiere Vieira,'# al cual se le afiadie-
ron 100 pg / ml de melatonina.

CUADRO 1
Coeficientes de variacion en plasma blanco (%)*
Intraensayo Interensayo
Melatonina Melatonina
6.4 7.8
(n=10) (n=4)

* Al plasma blanco se le adicionaron 100 pg / ml de melatonina

El porcentaje de recuperacion del método de extrac-
cion se calculé en una muestra con una concentracién de
250 pg/ ml, la cual fue tratada de la misma manera que
las demas muestras y se compard con un estandar de la
misma concentracion, inyectado directamente al croma-
tografo, obteniéndose un porcentaje de recuperacién del
75 - 86 %. Cabe mencionar que las muestras y los estan-
dares fueron tratados de la misma manera para evitar
errores en la cuantificacion.



PERFIL FARMACOCINETICO DE MELATONINA EN SUJETOS SANOS

g
'Egé
ol T |
z| @ |5 9)
[%5] E E
e}
&
= < |
© =1 4 =
3 ol &
@ <|| +
s ||
(7]
o
[=]
]
: W

Serotonina

5MTOL

RP
MEL

TOL

W

Figura 2. a) Cromatograma obtenido usando detector de fluorescencia (longitud de onda de excitacion de 295 nm y de emision 345nm) de
una mezcla de estandares en solucién acuosa de 250 pg de serotonina, triptofano (TRP), 4cido S-hidroxi-indol acético (ASHIA) 5
metoxitriptamina (SMTRA), dcido 5-metoxi-indol acético (A SMIA), 5-metoxi-triptofol (SNTOL), triptofol (TOL) y melatonina (MEL).

b) Cromatograma de los mismos estanderes adicionados a un plasma libre de metoxi-indoles.

Especificidad del método

Para estudiar la especificidad del método se inyectd
directamente al cromatégrafo una mezcla de metoxi-in-
doles en solucidén acuosa, y luego el plasma blanco con
los mismos metoxi-indoles a la misma concentracion,
tratdndolo igual que las muestras. No se encontr6 interfe-
rencia en el tiempo de retencion ni en el pico cromato-
grafico de la melatonina (figs. 2a y 2b).

Ademas, debido a que la melatonina es una molécula
muy inestable, se comprobé su estabilidad después del
tratamiento que se le hizo a las muestras, para lo cual se

le agregaron cantidades crecientes de melatonina al
plasma libre de metoxi-indoles las cuales fueron analiza-
das por cromatografia de gases-espectrometria de masas
encontrando que el espectro de masas correspondia a la
molécula de melatonina (fig. 3).

Andlisis farmacocinético

Los datos de concentracion plasmatica de melatonina se
ajustaron a un modelo abierto de un compartimento con
cinética de eliminacion lineal. De acuerdo con un anali-
sis de regresion lineal de minimos cuadrados se obtuvo
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Figura 3. Espectro de masas obtenido del anélisis por cromatografia de gases
espectromia de masas de 1 000 pg de melatonina adicionados a 1 ml de plasma libre de
metoxi-indoles después de proceso de extraccién.
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Figura 4. Concentracién de melatonina plasmaitica en seis voluntarios sanos después de administrarles 2 mg de

melatonina por via sublingual

la constante de eliminacidon (ke). El area bajo la curva de
la concentracién contra el tiempo se obtuvo por el méto-
do de los trapezoides, del tiempo cero al infinito (ABC).
La vida media de eliminacién (¢ //2 el) y la depuracion
(Cl) se calcularon de acuerdo con las siguientes formu-
las: ¢ 1/2 el = In 2 / ke; Cl = Dosis / ABC.

Resultados

En la figura 4 se muestran las curvas de concentracion
contra tiempo, de melatonina, en 6 voluntarios sanos,
después de la administracién de 2 mg por via sublingual.
La concentracién plasmatica maxima que se obtuvo 30
min después de administrar la dosis, varié de 2,240 a
16,808 pg / ml, con un X + DS de 8,559 + 5,920.58.

Las constantes farmacocinéticas mostraron una gran
variabilidad: la ke presentd un valor desde .026 hasta
0.09 1/h, con X+ DS de 0.0599 £0.0326, lat /2 el
que se obtuvo vario de 7.7 a 27 minutos. En tres volun-
tarios este valor fue menor a 10 min y los 3 restantes> a
10 min. Iguaimente, después de 3 hrs. post-dosis, las
concentraciones de melatonina no fueron detectables en
3 voluntarios, y en los 3 restantes sélo en un caso se
obtuvieron concentraciones bajas a las 6 hrs post-dosis
(cuadro 2).

Otros de los parametros obtenidos en estos voluntarios
fueron el drea bajo la curva (ABC) y la depuracién (CI).
La ABC también present6 una gran variabilidad; sus va-
lores oscilaron de 1,709 a 27,642 pg / ml/ hra. Por otro
lado, los valores de depuraciéon presentaron un rango de
0.17a2.77 ml/Kg/min, con X £ DS de 0.862 + 0.978
(cuadro 2).
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CUADRO 2
Parametros farmacocinéticos en voluntarios sanos

Voluntarios ke t1/2el ABC C/

(1/h) (min) (pg/mi/h)  (mi/Kg/min)

1 0.0890 7.70 27642.0 0.403

2 0.0250 27.00 9047.0 0.170

3 0.0900 7.70 2208.0 0.410

4 0.0890 7.78 1709.0 2.770

5 0.0260 26.60 12440.0 0.393

6 0.0400 17.32 4915.0 1.041

X 0.0599 15.68 9660.0 0.864

DS 0.0326 9.37 9720.0 0.978
rango  0.026-0.09 7.7-27.0 1709-27642 0.17-2.77

ke = constante de eliminacién

t 1/2 el = vida media de eliminacion
ABC = area bajo la curva

Cl = depuracion

Discusion

Con la administracién de 2 mg de melatonina por via
sublingual (X+DS=0.326 +0.11 mg/Kg) se alcanza-
ron concentraciones altas en plasma a los 30 min en los
voluntarios incluidos en nuestro estudio. Algunos autores
refieren que los picos mas altos se obtienen a los 80 min
post-dosis de una administracién oral en especies como
las de los monos.'? En una mujer se alcanzo esta concen-
tracion a los 30 min post-dosis por la misma via. Vakkin
y cols., en un estudio en voluntarios sanos a los que se
les administraron 100 mg de melatonina por via oral, se
observaron concentraciones mas altas a los 60 min post-
dosis. Este tiempo es mayor al que obtuvimos en nuestro
estudio debido a la influencia del proceso de absorcién y
al efecto de primer paso que ocurre cuando se administra
un farmaco por via oral.
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Por otro lado, la ¢t //2 e/ de melatonina, que observa-
mos en este estudio varidé de 7.7 a 27 min. En algunos
estudios se ha observado que estas //2 e/ es de 3 a 10
min cuando se le administra la melatonina por via intra-
venosa a animales como las ovejas'? y se prolonga hasta
30 min cuando se administra por via subcutanea. Algu-
nos autores refieren que el ¢ //2 el es de 2 hasta 44 min.'2
En un estudio realizado en seres humanos, lar //2 e/
promedio reportada es de 40.8 hr cuando se administra la
melatonina a 100 mg por via oral.

Es claro que la mayor parte de melatonina que se ad-
ministra se metaboliza en el higado, y se reporta que solo
el 0.1 % de esta melatonina que se absorbe se excreta
como tal por via renal. En nuestro estudio, el dato pro-
medio de depuracion fue de 0.864 = 0.978 ml/ Kg/ min.
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