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12| .M el: Melatonina marcada con yodo 125
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ADN: Acido desoxirribonucleico
AMPc:Adenosil 3',5-monofosfato ciclico
ANA: Anticuerpos antinucleares.

AR: Artritis Reumatoide

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucléico mensajero
ATP:Adenosin trifosfato

BSA:Albumina sérica bovina

Ce*: Calcio

CaM: Calmodulina

C-II: Colageno tipo Il

CFA: Adyuvante completo de Freund

CIA: Artritis inducida por colageno

CRE: Elemento de respuesta®iPc

CREB: Proteina de union al elemento de respuesidrRt
DHEA: Dihidroepiandrosterona

DHT: Dihidrotestosterona

DO: Densidad Optica

EBV: Virus de Epstein-Barr

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FIA: Adyuvante incompleto de Freund

FSH: Hormona estimuladora del foliculo
G6PDH: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
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Gs: Proteina G estimuladora

G-CSF: Factores estimuladores de colonias de granulocitos

GH: Hormona del crecimiento

GHRH.: Hormona liberadora de la GH
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gld: enfermedad linfoproliferativa generalizada
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GM-CFU: Unidad formadora de colonias de macréfagos y granulocitos
GMN: Glomerulonefritis
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GnRH: Hormona liberadora de gonadotrofinas
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LPO: Peroxidacion lipidica
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LPS: Lipopolisacarido bacteriano

M-CSF: Factores estimuladores de macréfagos
MDA: Malondialdehido

MEL: Melatonina

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad
MIOs: Péptidos opioides inducidos por melatonina
MMP: Metaloproteinasas

MSH: Hormona estimuladora del melanocito
NADP: Fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adenina

NADPH: Fosafato de dinucleétido de nicotinamida y adenina
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NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa
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INTRODUCCION

1. LA MELATONINA

1.1.La glandula pineal

La glandula pineal o epifisis en mamiferos es un érgano pequefio y de estructura sencilla. En huma-
nos tiene forma de cono de aproximadamente, 10 mm de longitud y 100 mg de peso, y se puede aprecia
desde el segundo mes de vida intrauterina. Se origina por invaginacion del diéncefalo formando parte de él
y se proyecta desde la parte trasera del hipotalamo, revistiendo la placa tectal del mesencéfalo. Se sitla e
la porcidn inferio-posterior del cuerpo calloso, entre los tubérculos cuadrigémicos superiores y detras del
tercer ventriculo. Esta recubierta por una membrana conjuntiva proporcionada por la piamadre, que for-

ma tabiques ramificados y anastomosados entre si, los cuales dividen la epifisis en celdas.

El principal componente celular de la glandula pineal es el pinealocito. En ratas, la cantidad de
pinealocitos constituye el 82% de las células presentes, siendo el resto principalmente células gliales del
tipo astrocitos (12%) y fibroblastos @éce y cols., 1969). Los pinealocitos son células grandes, simila-
res a las neuronas que constan de un cuerpo celular con prolongaciones celulares de diversas longitude
gue suelen formar sacos. La ultraestructura del citoplasma no es muy relevante. Los pinealocitos se clasi-
fican por su diferente densidad al microscopio electronico en claros y oscuros. Los pinealocitos oscuros
contienen granulos de pigmentos de naturaleza aiin poco establecida y depdsitos de glucégeno. Dado qu
la diferenciacion en claros y oscuros esta basada preferentemente en criterios morfolégicos, es posible
gue se trate del mismo tipo celular en diferentes estados funcionales que manifieste comportamientos

diferentes hacia el fijador (Karasek y Reil&92).

Los pinealocitos oscuros tienden a formar pequefios agrupaciones de células contiguas. Dejando ¢
un lado el distinto grado de densidad electrénica, la Unica diferencia a resefiar entre ambos tipos viene
dada por sus compartimentos de microvesiculas de tipo sindptico. Ambos tipos contienen abundantes
microvesiculas claras de tamafio variable que se acumulan en terminales dilatadas. No obstante, las ves
culas en los extremos de los pinealocitos oscuros mostraron un ordenamiento denso por todo el citoplas-
ma. Estas contienen sinaptofisina, la principal proteina sinaptica asociada a vesiculas. Esta proteina est
presente en pequefias vesiculas claras con supuestas funciones secretoras en una amplia variedad
células neuroendocrinas. La heterogeneidad ultraestructural puede ser la expresion de distintos estados d

actividad secretora de un tipo celular de pinealocito (Redddas).
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La glandula pineal recibe inervacion desde diversas fuentes, pero exceptuando la inervacién simpa-
tica responsable de la sintesis circadiana de melatonina, el significado funcional de las conexiones nervio-
sas permanece sin determinar con claridad. A nivel simpético esta densamente inervada por fibras
postganglionares noradregiéas que tienen su origen en el ganglio cervical supauidiéndose consi-
derar como un 6rgano efector del sistema nervioso autonomo. Las fibras simpaticas dirigidas hacia la
pineal siguen el nervio carotideo interno, emitiendo el nervio pineal. Las fibras nerviosas terminan princi-
palmente en los espacios perivasculares de la glandula y normalmente no forman sinapsis directa con los

pinealocitos.

Todos los sistemas circadianos incluyen un “oscilador”, un fotodetector y una sefial de salida. En
nuestro caso, el oscilador estara consituido por el nacleo supraquiasmatico (SCN) (revisado por Gillette

y Mitchell, 2002), que esta unido a la retina a través del eje retina-hipotalamo (Reuss, 1996).

~ Corteza
__ cerebral B

Glandula
pineal

Nucleo
supraquiasmatico

Nervio 6ptico
/!

Pituitaria I
Hipotalamo \ I

Figura 1. Esquema (A) y aspecto de la glandula pineal (B) en humanos a nivel macroscopico.

Lainervacion simpatica de la glandula pineal toma la forma de una extensa red de fibras que contie-
nen noradrenalina y que atraviesan el espacio perivascular (revisado por Moller y Baeres, 2002). La
estimulacion circadiana de estas fibras por el SCN hace que el circuito pineal libere noradrenalina en este
espacio, donde ésta difunde a la superficie del pinelaocito (Brownaseshigd, 1974; Drijfhout y cols.,
19964a; Drijhouty cols., 1996b). Durante el dia, las fibras nerviosas simpaticas liberan una cantidad de
noradrenalina considerablemente inferior (3 fmol) a la liberada durante la noche (12,5 fmol en rata) (Drijfhout

y cols., 1996a).
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La glandula pineal de mamiferos es un transductor neuroendoauitim&yAxelrod, 1965;
Wurtman yAnton-Tay, 1969) en el cual las sefiales neuronales originadas en el eje retina-SCN (fotodetector
y osciladorrespectivamente) son transformadas en un mensaje hormonal (sefial de salida), siendo éste e
que conduce al ritmo circadiano de sintesis y liberacion de la indolalquilamina melatonina. Aunque la
melatonina es, sin duda, el principal producto activo dela glandula pineal, de ella se han extraido una
variedad de péptidos con propiedades antigonadotrdpicas (Benson y Ebels, 1978) y tumorales (Bartsch

y cols., 1987).

1.2. Sintesis de melatonina

La melatonina fue descubierta y recibié su nombre gracias al dermatalégd_erner y sus cols.
(1958), que estaban investigando la sustancia que causaba la formacién de manchas blancas en la piel c
humanos. Partian de la ya conocida existencia de un factor aclarador de la piel de los anfibios, descrita er
1917 (McCord WAllen, 1917), que estaba contenido en la piel de los mamiferos. Consiguieron aislar y
determinar la estructura de dicho factor aclarador pineal a partir de 250.000 glandulas pineales bovinas.
Esta sustancia fue identificada como N-acetil-5-metoxitriptamina, una indolamina, y debido a su efecto
blanqueador de los melanoforos la denominaron melatonina. PosterioAxelinte] y sus colaborado-
res demostraron la presencia en la glandula pineal de las enzimas necesarias para la sintesis de melatonil

(Axelrod, 1974).

La biosintesis de la melatonina a cargo de la glandula pineal esta bien establecida (Sugden, 1989)
Dicha biosintesis se inicia con la captacion de triptéfano de la circulacion de forma activa por los pinealocitos,
la mayor parte de dicho triptéfano se utiliza para la sintesis de indolaminas. El paso inicial es la oxidacion
de triptofano a 5-hidroxitriptéfano por la accion de la triptofano hidroxilasa (TH), reaccion que precisa O
y Fe*. El 5-hidroxitriptofano es descarboxilado a serotonina (5-hidroxitriptamina) por la 5-hidroxitriptéfano
descarboxilasa. Una parte de la serotonina producida se deriva hacia la sintesis de melatonina, procest
gue se lleva a cabo en dos pasos. La serotonina es acetilada a N-acetilserotonina por accion de la enzim
arilalkilamina-N-acetiltransferasa (WA Finalmente, la hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT), transfiere

un grupo metilo donado por la S-adenosinmetionina, dando lugar a la melatonina.
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Figura 2. Ruta de biosintesis de la melatonina. El tript6fano es el sustrato inicial de la reaccion. La enzima HIOMT

ocupa una posicién preferente como reguladora de la sintesis.

Las enzimaBH y NAT presentan un ritmo luz-oscuridad de actividad, con un pico de maxima
actividad (Klein yWeller, 1970; Sitaram y Lees, 1978; Binkl&p93), que hace que la serotoninay la
melatonina sigan un marcado ritmo circadiano de sintesis en la glandula pineal. La biosintesis de melatonina
esta principalmente controlada por la actividad NAlya reaccion se considera paso limitante en la
produccién de la hormona. La actividad de la HIOMT es dos veces mayor en situaciones de fotoperiodo
corto que en situaciones de fotoperiodo largo, y hay estudios que sugieren gque las variaciones fotoperiodicas
en la amplitud del pico nocturno de melatonina estan reguladas por la HHOMT (Rilgedalgy2000).

Las variaciones fotoperiodicas de la actividad HIOMT no obstante no parecen modificar la sintesis de
melatonina en las especies no fotoperiodicas (llineroweds., 1984; Klein, 1985; Ribelaygacols.,
1999).
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La sintesis de melatonina no es exclusiva de la pineal, ya que tanto la melatonina como las enzimas
implicadas en su sintesis se han encontrado en estructuras extrapineales (Binkley y cols., 1981; Klein y
cols., 1996), como retina@$ini y Menakerl996; 1998), oido interno (Biesalski y cols., 1988), cuerpo
ciliado (Martiny cols., 1992), intestino (Lee y Pang, 1993), asi como en diversas células del sistema
inmune (Kvetnoy yuzhakov1994). Las células del retinoblastoma humérn®también sintetizan
melatonina (Janavsy cols., 1991). La sintesis extrapineal se puso de manifiesto cuando se detecto le

presencia de melatonina en la sangre y orina de animales pinealectomizados.

1.3. Liberacién, transporte y metabolismo

La melatonina, tras su sintesis, en pineal, es secretada al sistema vascular (Rollang y cols., 1978)
se encuentra relativamente en pequefias concentraciones en la glandulagpigkah(y cols., 1981).
No se ha descrito ningiin mecanismo de transporte activo para la liberacién de melatonina de los pinealocitos
y, debido a que esta molécula es altamente lipofilica e hidrosoluble y a su pequerio tamario, podria secretars
de los pinealocitos atravesando la membrana celular por difusion simple. Una vez en la sangre, la mayoria
de la melatonina circulante (60-70%) esta unida a la albumina (Pardrigde y Mietus, 1980) y el resto circula
libremente. La vida media esta entre 10 y 40 minutos (Kopiny cols., 1961; Kvedery Mclsaac, 1961).
Parte de la melatonina sintetizada pasa directamente a otros fluidos corporales como el liquido
cefalorraquideo, sin conocer la funcién que puede desempefiar éstel(Batesmith y cols., 1976).
Los niveles de melatonina en el liquido cefalorraquideo muestran el mismo ciclo luz-oscuridad que los
niveles sanguineos (Repperty cols., 1980), pero con concentraciones mayores en sangre (Brown 1979
Tany Khoo, 1981). Estos niveles de la hormona en el liquido cefalorraquideo, se incrementan en relacion
con algunas patologias, por ejemplo, en el caso de pacientes esquizofrénicos y nifios leucémicos (Smith y

cols., 1976; 1979).
Alrededor del 90% de melatonina es metabolizada y se degrada en el primer paso en el higado,

via 6-hidroxilacion del anillo inddlico ¥n el segundo paso en los rifiones. De esta hormona, el 75% es
convertida en el mayor producto de catabdlico que es la N-acetil-5-metoxi-6-hidroxitriptamina o 6-
hidroximelatonina por las enzimas microsomales hepéticas, de la cual, el 70% es conjugado con sulfato
para formar 6-sulfatoxi-melatonina) y el 6% con glucurénidos (glucocurénidoxi-melatonian) (Kveder y

Mclsaac,1961).
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En el cerebroy el plexo coroideo, la melatonina se encuentra en menor cantidad (alrededor de 6-
12%) y es convertida en N-acetil-5-metoxikinuramina (Kopin y cols., 1961; Hirata y cols., THRi6$).
los metabolitos son excretados por orina y su excrecion es paralela a las variaciones circadianas de la
hormona en humanos y roedores. Sélo el 1% de la hormona se elimina por la orina sin sufrir ninuguna
transformacion.

La melatonina producida en 6rganos extrapineales parece desempefiar un papel de tipo paracrino,
al menos en mamiferos, no contribuyendo de forma significativa a los niveles existentes en sangre periférica,
los cuales son fiel reflejo de la actividad pineal. Se han encontrado concentraciones significativas de melatonina
en fluidos estrechamente relacionados con la reproduccion como el fluido seminal (Bornman y cols.,
1989), el fluido folicular ovarico donde las concentraciones son superiores en la sangre (Brzezinskiy cols.,
1987), en liquido amnidtico, procediendo de la orina fetal, con un ritmo y concentraciones semejantes a
las sanguineas (Kivela y cols., 1989) y en leche materna (llinerovay cols., 1993). En la saliva, se ha
encontrado concentraciones elevadas de melatonina con un ritmo similar al observado en la sangre aunque

no alcanza las concentraciones sanguineas de melatonina (Laasko 1990).

1.4. Regulacion adrenérgica y transduccion de sefial para la sintesis de melatonina

La transduccién de sefial para la sintesis y secrecion de melatonina, asi como la actividlad de NA
estan reguladas por un mecanismo adrenérgico. Asi, en pinealocitos, esta estimulacion se inicia con la
liberacion nocturna de noradrenalina, por las terminaciones simpéaticas post-ganglionares, y su unién a
receptoreg -adrenérgicos en la membrana (Axely@874). La union de noradrenalina a estos recep-
tores produce la activacion de la adenilil ciclasa a traves de una proteidacsndo un aumento de los
niveles citosolicos d&MPc, que actia como segundo mensajero (Axel@; Kleiny cols.,1978).

Esta estimulaciofi-adrenérgica también induce un aumento de la concentracion intracelular de GMPc
por estimulacion de la guanilato ciclasa (Kieools.,1981) Ademas, se ha demostrado que una pobla-

cion de receptores-adrenégicos esta implicada en la regulacion de la actividad dey\varece que

la unién de noradrenalina a estos receptores no aupeestda produccion dAMPc pero potencia la
respuesta de los receptopesadrenégicos ya activados y asi la ctivacioniddPc y GMPc (Kleiny
cols.,1981). Esta potenciacion se deberia a un aumento de la eficiencia de la actividad adenilil ciclasa por

medio de fosforilacion, por accion de PKC, de la propia adenilil cilcasa o de la prqteina G
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La activacion de los receptosesadrenérgicos en pinealocitos, estimula la hidrdlisis de un
fosfolipido constituyente de membrana, el fosfatidilinositol, a través de la activacion de la fosfolipasa C,
fosfolipasa Ay la proteina kinasa dependiente de fosfolipidos. El fosfatidilinositol produce la liberacion y
el incremento de dos mensajeros, el 1, 4, 5 inositol trifosfato y el diacilglicerol (Ho y Klein, 1987; Ho
cols.,1988). Por tora parte, esta activacion de los recepigra@drenérgicos aumenta los niveles
intracelulares de Capor apertura de un canal dependiente del ligando, lo cual colabora en la induccion
de la activacion de la PKC a través del diacilglicerolyidols.,1988). El aumento de estos segundos

mensajeros permite la translocacion a la membrana y la activacion de la PKC (Sudgen ,1989).

El aumento de los niveles intracelulare&M®@c conlleva el aumento de la actividad T\Wasi
incrementa la sintesis de melatonina. La velocidad a la 4Rel incrementa la actividad de N4 la
magnitud de este aumento varia segun las diferentes especiesiB&li@)y. Sin embgo, existen ex-
cepciones en las cuales el incremento de la sintesis de melatonina no conlleva un aumento significativo de

la actividad NA (Menéndez-Pelaez y cols., 1990).

Pinealocyte
f Tryptophon

B - receptor @

5- hydroxyfryptophcn
cyclic Grr)lno + .
NE AMP——> acids Serotonin

adenylate protem —»NAT
cyclase synthesis

N-acetylserotonin

Upper thoracic
Cord

» HIOMT

Intracellular Melatonin

actions? '

Figura 3. Regulacion de la sintesis de la melatonina en pinealocitos a través de receptores adrenérgicos. SCN: Nucleo

Intermediolateral
cell column

supraquiasmatico; PVN: Nucleo paraventricular; NE: norepinefrina
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El aumento d&MPc produce también un incremento de los niveleSRm de la NA. EI
mecanismo por el cual se produce el aumento de la actividad y de los nivdkdédele laNA' y la

regulacion de estos cambios dia-noche de la actividads$éA poco conocidos.

Estudios recientes, han demostrado ga®8lc aumentaria los niveles A&Nm de NA a
través de un mecanismo a nivel molecular en la glandula pineal. La expresion génitasletiAcay
est& sometida a una doble regulacion adrenérgica positiva y negativa, inducida por AMPc. Este aumento
de los niveles d&RNm para la NA producido poAMPCc citosolicos se hace a través de la fosforilacion
de la proteina de union al elemento de respuesta al AMPc (CREB) para formar la proteina activa, fosforilada,
de este factor de transcripcion (PCREB). La fosforilacion la llevan a cabo protein-kinasa A (PKA) de-
pendientes d&MPc, que una vez activadas se translocan al nucleo fosforilando a CREB (Roseboon y
cols., 1996), y una vez activada, PCREB se une a su diana especifica de union CRE en el promotor de la
NAT activando la transcripcion (Roseboom y Klein, 1995). Por otra parte, la sola activacion de los
receptores.,-adrenégicos eleva parcialmente los nivelegMRNm de NAT (Roseboony cols.,1996)
sin alterar el estado de fosforilacion de CREB (Roseboom y Klein, 1995), sugiriendo la existencia de un
elemento de respuesta en el promotor d€ ¢l&e mediaria los aumentos de los niveles éiey@ativa-

cién de las proteinas kinasas dependientes de fosfolipidos (Ho y Klein, 19831kl¢1988).

La expresion génica de NAs ritmica y se establece con un mecanismo regulador de la transcrip-
cion de la NA. Asi los niveles dARNm de la NA decaen gradualmente después de alcanzar la maxima
expresion. Sin embargo, este efecto no tiene lugar cuando se bloquea la sintesis de proteinas, lo que indica
gue el AMPc induce, con un retraso de 6 a 9 horas, la sintesis de uno o mas factores inhibidores o
inducibles que inhiben el incrementoARNmM de la NA (Roseboom y cols., 1996). La identidad de
estos factores de transcripcion puede ser el antigeno 2 relacionado con Fos (Fra-2) (Baler y Klein, 1995)
y la proteina de respuesta temprana inducidaérc (ICER) ($ehle y cols., 1993). La expresion de
ARNmM de ambos factores presenta fluctuaciones circadianas equivalentesfRabalde la NA, y
ademas estos dos factores estan bajo el control de sefiales adrenérgicas. El factor ICER, potente inhibidor
de la transcripcion, regula negativamente la expresion de su propio gen cuando los niveles de expresion
son elevados en la célula, de tal forma que, el balance entre las proporciones de PCREB e ICER es el que

determina la actividad de la transcripcion del gen dg (RAulkes y cols., 1996).
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La sintesis @d&kNm de la NA pineal de ratas es ritmico, se encuentra en un nivel bajo durante
el diay se incrementa mas de 150 veces durante la noche, lo cual es similar a la activida enzimatica
(Roseboomy cols., 1996). Esta hipotesis, se ve apoyada por el hecho de que el tratamiento con actinomicin:
D, que inhibe la transcripcién, bloquea tanto el aumet&dNEn como la actividad de la NARoseboom
y cols., 1996). Por otra parte, la presencia de luz durante la noche, disminuye la actiVisacifestar
los niveles dARNm, sugiriendo la existencia de mecasnismos post-traduccionales que modificarian dicha
actividad (Roseboom y cols., 1996). En este sentido, se ha demostrado como la dismiAttiRonde
la presencia de agentes reductores de agentes tioles, que rompen puentes disulfuro, inhiben la actividac

NAT (Kleiny cols., 1978; Namboodiri y cols., 1980).
Ademas de los receptoresy 3, adrenégicos, se ha identificado la existencia de otros tipos de

receptores como los dopamig&os D y D,, que tienen efectos opuestos sobre la actividad NA
inhibiéndola a 0,LM y estimulandola a concentraciones mayores gd/l{ovitrapongy cols.,1989).

La activacion de los receptores gabgit@rs en la glandula pineal no altera la actividad basal de NA
pero inhibe la estimulacién de la RA&ducida por noradrenalina (Chan y Ebadi, 1980) y de los recepto-

res opiaceos existentes en la glandula pineal incrementa esta actividad (Gowtcagri92).

1.5. Ritmos circadianos de produccién de melatonina

La presencia de melatonina en circulacion de todos los animales estudiados es mas elevada durants
los periodos de oscuridad que durante el dia, debido a que la sintesis y la secrecion de la hormona en |
pineal varia a lo largo del ciclo luz-oscuridad, con niveles altos durante las horas de oscuridad y bajos
durante las horas de luz, como, resultado de la activacion nocturna de la enk;jpashAmitante de
sintesis de melatonina. De esta forma, |& MAl enzimdH, presentan un ritmo circadiano de actividad,
con un pico durante el periodo de oscuridad de maxima actividad y valores basales durante el periodo de
luz (Klein yWeller ,1970; Sitaram y Lees, 1978; Binkl&®93) Asi, la produccion y secrecion de
melatonina estan principalmente controladas por el ritmo y la actividad d& ld&i@al forma que el
contenido de melatonina en la pineal y en la circulacion sanguinea aumenta por la noche y se mantiene
basal durante el dia. Por el contrario, las concentraciones de serotonina se mantienen, en glandula pinee
de rata, a un ritmo circadiano opuesto bien definido, con valores elevados durante el dia y bajos durante

la noche, al ser utilizado como sustrato por |d ldétiva.

La actividad de la HIOMT no parece tener una variacion con el ritmo circadiano, aunque es mas
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alta durante la noche (Sudgen, 1989; BinkI®@3), por lo que se piensa que, la actividad de HHOMT

podria intervenir en la regulacion de la sintesis de la hormona.
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En general, la pineal produce melatonina principalmente por la noche sin tener correlacion con la
actividad locomotora de las especies estudiadas. Sin embargo, en relacién con la magnitud de la produc-
cién nocturna de melatonina, existen diferencias dependiendo de cada especie y ademas de las diferencias
de la magnitud existen diferencias en el perfil de esa elevacion. Estas diferencias han permitido clasificar
los ritmos de produccion de melatonina en tres clases (R6&8b; 1989).

En la primera clase (A), la produccion de la hormona se limita en la segunda parte de la fase de
oscuridad. Este tipo es el menos frecuente. La segunda clase (B), es la mas frecuente y estable en el
hombre (Arendt, 1988/aughany cols., 1976) y rata (Arendt, 19@8entrar en fase de oscuridad,
empieza a elevarse lentamente la produccién de melatonina hasta alcanzar un pico maximo cerca de la
mitad de la fase de oscuridad, seguido de un descenso de la misma hasta alcanzar los niveles basales
durante la segunda mitad de la noche poco antes del comienzo de la fase luminosa. Finalmente en la clase
C, el nivel de melatonina aumenta rapidamente tras entrar en la fase de oscuridad; después se mantienen
elevados y estables durante todo el tipo el periodo nocturno y desciende bruscamente antes de comenzar
la fase luminosa. En mamiferos, el papel esencial de la pineal parece ser la transmisién de informacién

fotoperiddica relacionada con los ciclos anuales.
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1.6. Efecto de la luz y la pinealectomia sobre la produccion de melatonina

El ritmo circadiano de la sintesis de melatonina es de naturaleza endégenay se origina en el SCN de
hipotalamo. Durante el periodo luminoso hay una inhibicion de la via simpatica a través del haz retino-
hipotalamico, y por tanto de la liberacion de noradrenalina y disminuye la actividad de japgeA
consecuencia no se sintetiza la melatonina (R&88b). Pero durante el periodo de oscuridad ocurre lo
contrario, por lo que se ha denominado a la melatonina como “hormona nocturna”. Casi sin excepcion, en
general en mamiferos, los valores de esta hormona durante el dia son inferiores que los niveles nocturnos
la actividad NA se ve incrementada de 10 a 100 veces durante la noche, y la actividad de lsseIOMT
ve lentamente incrementada (Binkl&£993).

En animales mantenidos bajo condiciones de oscuridad continua, tanto en los mamiferos (Underwood
y Goldman, 1987; Reitet991c; Binkley1993) como en las aves (Binkl&§93), se mantiene el ritmo
de la sintesis de melatonina y permanece sin alteraciones, aunque disminuido, y diferente del ritmo dia-
nocheAsi, en individuos ciegos o sin percepcion de luz, presentan un ritmo de melatonina sanguinea de
fase libre (lynchy cols., 1978). Esto se debe a un control en el SCN y a un ritmo impuesto por €l mismo

(Lewy y Newsome, 1983).

La exposicion de los animales a iluminacién continua durante la noche, produce una pérdida de las
fluctuaciones diarias en las actividades de las enzimas pineales, y por tanto, de la sintesis de melatonina
Axelrod, en 1974, demostr6 que esta exposicion reduce la expresion de noradrenalina de las terminacio-
nes simpaticas, produciendo un descenso en la actividadE Anportante destacque los niveles de
melatonina por exposicidn a la luz continua se ven afectados; disminuyen en tejidos y sangre y no se
observa ningun ritmo de produccion de melatonina, siendo dependiente de la intensidad luminica, la longi-

tud de ondas y la duracion de la exposicion de la misma, variando éstas segun la especie (Reitery cols.,1983

Asi numerosos autores han investigado las propiedades espectrales de la luz con relacién a su
efecto sobre la produccién de melatonina, y han demostrado que en ratas y humanos, la region verde de
espectro correspondiente a la absorcién de rodopsina es mas efectiva en inhibir la produccion de melatoning

(Cardinaliy cols., 1972). Sin emigar, en hamstela luz azul es la mas efectiva (Brainard y cols., 1984).

En humanos, en sujetos normales, se necesita 2500 luxes para inhibir totalmente la sintesis de
melatonina, mientras que 100 luxes durante una hora, la reducen un 33% (Lewy y cols., 1980; Mcintyre

y cols., 1989).
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De esta manera, después de mantener los animales bajo condiciones de luz u oscuridad continua, el
periodo de ritmo enddgeno de secrecion de la hormona es diferente en los animales de habitos nocturnos
gue en los diurnos. En los primeros, como se ha visto, es siempre superior a 24 horas, mientra que en los
segundos es inferior a 24 horas. La excepcion a esta regulacion, la constituye las ratas, que pese a ser
animales nocturnos, presentan ritmos de secrecion con periodos menores de 24 horas.

La prolongacién o acortamiento del periodo de oscuridad, en cualquier caso independientemente
de la clase de ritmo (A, B, C) provoca proporcionalmente un aumento o descenso de la produccién de

melatonina.

1.7.Mecanismos de accion de la melatonina

Los estudios iniciales que pretendian establecer los mecanismos por los cuales la melatonina llevaba
a cabo sus funciones bioldgicas, como por ejemplo, su efecto regulador de los ritmos circadianos actuan-
do sobre el SCN, estudios en los que se utilizaban analogos radioactivos de la melatonité]-como [
melatonina, para realizar experimentos de unién de ligando o autorradiogréaficos, mostraron la existencia
de sitios de union de alta afinidad para la melatonina localizados, en su mayor parte, en tejidos cerebrales
de una amplia variedad de especies de vertebrados. Muchos de estos sitios de unién fueron encontrados

en preparaciones de membranas, o en su defecto fueron asociados a éstas.

Si nos basamos en sus caracteristicas farmacologicas, hoy en dia se acepta la existencia de dos
clases de receptores para melatonina, los denominadgsMiL, de alta y baja afinidad por la hormona
respectivamente (Dubocovich, 1995). Ebisawa y sus cols. clonaron en 1994 por primera vez un receptor
para melatonina a partir de melanoforos de piel de Xenopus, demostraron asi la existencia
de un receptor de membrana para melatonina, cuya estructura molecular presenta siete dominios
transmembrana (Ebisawaols.,1994). En funcién de la estructura molecular se han establecido tres
clases de receptores de membrana; MdEl  y Mel , los cuales son de alta afinidad y presentan
caracteristicas farmacoldgicas semejantes (Ebigaunla.,1994; Reppest cols.,1994; 1995a; 1995b).

Se ha demostrado también que estos receptores de melatonina con siete dominios transmembrana estan

acoplados a diferentes efectores a través de proteinas de union a nucleétidos de guanina.
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Sin embargo, atendiendo a la estructura lipofilica de la melatonina, que le permite atravesar por
difusiéon simple la membrana plasmética, y en base a estudios inmunocitoquimicos que demostraban una
distribucién intracelular de la melatonina (tanto citoplasmatica como nuclear) asi como estudios que mos-
traron nuevas acciones de la melatonina, no relacionadas con la actividad circadiana, sobre células en la
que no se habian descrito receptores de membrana para la hormona, se iniciaron estudios para establec
unarelacion entre la melatoninayy la fisiologia intracelular que fuera mediada por mecanismos independien-
tes de los receptores de membrana.

Como resultado de estos estudios, se ha demostrado que la melatonina puede actuar como u
potente neutralizador de radicales libres interaccionando directamente coraéstosd[§., 1993), asi
como la existencia de receptores nucleares especificos para la hormona (Acufia-Castroviejoy cols., 1994;
Becker-Andre y cols., 1994; Carlberg y cols., 1994) y su inetraccidn con proteinas reguladoras
citoplasmaticas como la calmodulina (CaM) o la PKC (Huerto-Delgadillo y cols., 1994; Pozo Yy cols.,
1994; Benitez-Kingy cols., 1996; Romeroy cols., 1998).

La melatonina también ejerce su actividad al evitar cambios estructurales en las membranas celula-
res, cambios producidos porque el estrés oxidativo reduce la fluidez de la membrana e influye en procesos
patoldgicos (Ghoshy cols., 1993; Niranjan y Krishnakantha, 2000). La melatonina estabiliza la membra-

na inhibiendo la rigidez causada por la peroxidacion lipidica.

Por tanto, hasta la fecha son cuatro los mecanismos de accion por los cuales la melatonina pued

llevar a cabo sus funciones bioldgicas:

1. Unidn a receptores de membrana plasmética.

2. Unidn a receptores nucleares.

3. Interaccién con proteinas citosdlicas.

4. Accion directa como neutralizador de radicales libres.

Sin embargo, se desconoce la posible interaccion funcional entre los diferentes mecanismos de

accion de la melatonina.
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Se ha especulado con la posible existencia de una competencia entre los diferentes mecanismos por
la hormona, o bien, si se excluyen unos a otros. Los receptores de membrana parecen tener una mayor
afinidad por la melatonina que los receptores nucleares, por lo que en competicion directa por el ligando
tendrian preferencia los receptores de membfrangbién se ha sugerido que una parte de los sitios de
unién para la melatonina en la membrana celular podrian actuar como un sistema regulador de la concen-
tracion intracelular de melatonina, en particular en el ntcleo donde parece ser que la melatonina se puede
acumularalcanzando concentraciones superiores a las sanguineas (1nM) (Acufia-Castroviejo y cols.,
1994). Posiblemente, este mismo efecto regulador podria ser llevado a cabo por la CaM u otras proteinas
citosdlicas. Por otra parte, no se puede descartar que la activacion de los receptores de membranay la
consiguiente cascada de transduccion de sefial pueda regular la actividad de los receptores nucleares
mediante modificaciones covalentes. A esto hay que afiadir el posible efecto que podria tener sobre la

concentracion intracelular de melatonina la formacién de radicales libres dentro de la célula.

Melatonina

ARNM

Proteina "'-r‘/

Figura 5. Mecanismos de accidn descritos para la melatonina. a) Unién a receptores de membrana plasmatica; b) Unién
a receptores nucleares; ¢) Interaccién con proteinas citosélicas; d) Accion directa como neutralizador de radicales

libres.
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2. EFECTOS BIOLOGICOS DE LA MELATONINA

McCord y Allen (1917), fueron los primeros autores que demostraron el primer papel funcional de
melatonina en anfibios; su capacidad de producir la condensacion de los granulos de melanina en la piel de
anfibios.

A partir de la década de los setenta, se han descrito muchas acciones bioldgicas de la hormon:
tantoinvivo comoinvitro. La glandula pineal y su principal hormona, la melatonina actuando como un
importante mensajero quimico, pueden regular muchos procesos metabdlicos en todos los sistemas de
organismo, dependiendo de las especies estudiadas, en los que destacan el propio sistema endocrino,
sistema nervioso central, el sistema inmune y el sistema cardiovassaosibles funciones fisiologicas
de melatonina, tales como la regulacién de la maduracion sexual y la actividad reproductora, el ajuste de
la actividad metabdlica al ritmo circadiano y el efecto sedante e inductor del suefio, han sido plenamente
estudiadas en mamiferos. Otras observaciones de la melatonina en suero y las manipulaciones experimer
tales de la concentracion de la melatonina, han implicado a la glandula pineal su hormona en la activacion
del sistema inmune, del proceso intracelular antioxidante, del desorden de las funciones psicoldgicas, de la

accion antitumoral y la termorregulacion.

2.1.Acciones sobre la funcién reproductora

La glandula pineal de los mamiferos se consideré durante mucho tiempo como un érgano vestigial
de poca significacion fisioldgica, y la melatonina como sefial interna que traduce informacion fotoperiddica
y va a ser el factor determinante de la actividad del sistema reprodasiavestigaciones experimenta-
les enlos Ultimos afios han establecido que la eficacia de la pineal para modificar las funciones reproductivas
varia dependiendo de la especie, la edad de los animales de estudio, y del momento en el que se suministi
la melatonina con relacién al ciclo luz-oscuridad y de la pinealectomia.

Las modificaciones en la que la produccion nocturna de melatonina son las sefiales mediante las
cuales la hormona influye en la reproduccion de los animales. Hay tres posibilidades diferentes que pueden
definir la sefial de la melatonina: la fase, la duracién y la amplitud. Particularmente, parece ser que la
modificacion en la duracion de la produccion nocturna de melatonina es la que transmite la informacion
acerca del fotoperiodo al sistema reproductor de los animales con cambios estacional@é9@Rbiter

Cagnacci Wolpe, 1996). En algunas especies, como el haragteolongacion de produccion nocturna
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de melatonina induce un reposo en la actividad reproductora, pero en otras especies, como en la ovina, la
misma sefial produce una recrudescencia gonadal. Sin embargo, los seres humanos no son estrictamente
considerados como reproductores estacionales (Ronggnksehof, 1990a, b; Cagnaccivolpe,

1996) pero existe un comportamiento estacional en cuanto a la concepcion y la natalidad con respecto a
las diferentes areas geogréfides, estudios epidemioldgicos en poblaciones del artico, demuestran que

el nUmero de concepciones y la tasa de natalidad descienden en los meses de invierno respecto a los del

verano (Rojansky y cols., 1992; Kauppilay cols., 1987).

El mecanismo mas aceptado como responsable de esta funcion de la melatonina como mediador de
la fisiologia reproductiva, es su efecto en diversos niveles sobre el eje hipotdlamo-adenohipofisario-gonadal
(HPG) (Brzezinskiy cols., 1987a, b). La administracion de melatonina afecta a: la liberacion hipotalamica
de la hormona liberadora de gonadotropina (GnHR); la respuesta hipofisaria a la GnHR; la secrecion de
prolacting; la sintesis de esteroides gonadales; y la respuesta de los 6rganos diana periféricos a los esteroides
gonadalesA su vez, una prolongacion de la produccion nocturna de melatonina inhibe la secrecion de
GnHR en ratas recién nacidademas, la integridad del hipotalamo ventromedial es vital para el efecto
inhibidor de la melatonina sobre la secrecion gonadotréfica (Hastings y cols., 1997), y se han localizado
receptores de melatonina en la glandula pituitaria, concretamente en la pars tuberalis en los animales con

reproduccion estacional (Dubocovich, 1995).

En los animales reproductores de dias largos, como es el caso de roedores, una mayor duracion en
la secrecion nocturna de melatonina durante el otofio e invierno induce la regresion gonadal inhibiendo la
liberacion de GnHR y con la llegada de la primavera el sistema reproductor se activa. Por el contrario, en
aquellos reproductores de dias cortos, como las ovejas, la melatonina durante el invierno induce una
estimulacion del desarrollo gonadal, lo contrario ocurre durante la primaveray el verano.

En el hamster sirio, los cambios en la longitud del fotoperiodo son importante para controlar la
actividad gonadal (Reiter978). Los daganos reproductivos del animal son muy sensibles a la iluminacion
ambiental y la actividad de la glandula pineal. Un fotoperiodo corto o la ceguera llevan a la atrofia de estos
organos. En los machos, se observa una atrofia gonadal con una pérdida completa de la actividad
espermatogénica testicylkas gonadas se reducen en un 80% y se ven afectados tambigarios 6r
gonadales secundarios (vesiculas seminales). Este efecto se produce por una disminucién en la secrecion
de LHy FSH por la hipdfisis. En las hembras, se observa una disminucién en las concetraciones plasmaticas

de GnHR y una pérdida de peso del Gtero, debido posiblemente a una disminucién en la produccion de
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estroégenos. La pinealectomia evita la regresion gonadal que se produce al mantener estos animales e
condiciones de fotoperiodo corto (Reif91b; Elliot y Goldman, 1981A la vista de estos resultados
se puede establecer un claro efecto antigonadotréfico de la melatonina en el hamster sirio y en ovejas.
Durante los dias cortos, la actividad pineal aumenta favoreciendo el efecto negativo de las hormonas
esteroideas que retraen las gonadas, mientras que en dias largos, la actividad pineal desciende y el efec
inhibidor desaparece, recuperandose la actividad gonadal y reproductora.

Por otra parte, la melatoninay la pineal, tienen efectos progonadotroéficos en otras especies: como
el hamster turco (Carter y cols., 1982) y el carnero (Arendt, 1986), siendo esenciales para mantener la

actividad reproductora.

En humanos, el primer indicio de la glandula pineal sobre la reproduccién fue descrita por Heubner
en 1898 al relatar un caso de pubertad precoz en un nifio de cuatro afios que presentaba un tumo
noparenguimal que destruia la glandula pineal. Por otro lado, se conoce que los tumores hiperactivos, que
secretan melatonina en exceso,producen un retraso en la aparicion de la pubertad sin poder establece
unarelacion entre los niveles de melatonina y la aparicion de la pubertad. Hoy en dia se acepta que er
humanos, la glandula pineal afecta de algin modo el desarrollo de la pubertad y que la entrada en la
pubertad esta relacionada con la disminucion en los niveles séricos de la melatonina en los adolescentes

En humanos, la disminucion en la secrecion de melatonina que tienen lugar antes de iniciarse la
pubertad, parece uno de los factores que desencadenan la aparicion de la misma (Silmany cols., 1979)
De hecho, existen varias patologias que relacionadas con la glandula pineal y su hormona. En mujeres cor
amenorreas de origen hipotalamico, cuyos niveles de estrdgenos son muy bajos, los niveles nocturnos de

melatonina suelen estar elevados (Bergay cols., 1988).

La administracion exdgena de estrégenos en estas mujeres, inhibe la secrecion nocturna de melatonin:
y la supresion de la sintesis de estrégenos en mujeres sanas eleva los niveles nocturnos de melatonin
circulante. Estos datos sugieren la existencia de un control negativo de los estrégenos sobre la funcién de
la pineal. Por otra parte, los hombres con oligospermia o aspermia y mujeres con ciclos menstruales
alterados o sin ovulacién presentan niveles nocturnos elevados de melatonina cifoalaststos
datos sugieren que la elevacion de la concentracién sérica de melatonina puede desencadenar anomali
reproductivas (Reitet 998). En pacientes con hipogonadismo hipogonadotréfico que presentan una pu-

bertad retrasada y altos niveles de melatonina, tras una disminucion de la secrecion de melatonina se
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observé un aumento en la secrecion gonadotrofica y la aparicion del desarrollo sexual (Puig-Domingo y
cols., 1992)Ademas, la administracion de melatonina durante el dia en la fase folicular del ciclo menstrual,
aumenta la amplitud de los pulsos de LH y su respuesta a la estimulacion por GnHR, y en base a esto, se
ha sugerido que la secrecién circadiana de melatonina ayudaria a sincronizar la secrecion de LH preovulatoria

que ocurre en el periodo nocturno (Cagnavfilge, 1996).

2.2. La melatonina como sincronizador de los ritmos circadianos y el suefio

La melatonina tiene una funcion sincronizadora interna de los diferentes ritmos circadianos que se
generan en el organismo con los ciclos diarios de luz-oscuridad, adaptando el organismo a las modifica-
ciones del medio ambiente (ReitE981) Asi actiia como un cronobidtico, es dezdrcapaz de reajustar
los ritmos circadianos desincronizadores o0 bien prevenir que estos se desajusten por alteraciones
medioambientales.

Los mecanismos por los cuales la melatonina lleva a cabo esta funcion cronobidtica no estan bien
establecidos. Se sabe que el ritmo enddgeno esta controlado por el denominado reloj biolégico central,
gue en mamiferos se localiza en el SCN de la parte anterior del hipotalamo, y en vertebrados inferiores y
en algunas aves se localiza en la pineal (Ibata y cols., 1999), y que esta ajustado a un periodo de 24 horas
por diversos factores ambientales, de los que el ciclo luz-oscuridad es el mas impsitéegmnes en
el SCN en ratas y hamsteroduce pérdidas del ritmo de actividad locomotora y de ritmicidad circadiana
de diferentes funciones biolégicas como: absorcion de alimentos, temperatura corporal, ciclos de vigilia-
suefio, ingestion de agua, niveles plasméaticos de melatonina y secrecion de diversas himinledasd€s
1996; Ralph y cols., 1990). La Unica manera de restablecer la ritmicidad en los hamsters es la implanta-

cion del SCN, pero en las ratas es la estimulacion eléctrica o farmacoldgica del SCN.

Los estudios sobre las funciones cronobioticas de la melatonina se han centrado principalmente en
las alteraciones en el ritmo circadiano de los ciclos vigilia-suefio. En humanos, la melatonina puede avanzar
o retrasar la fase de suefio dependiendo del momento en que sea administrada. De este modo, la adminis-
tracion de melatonina en las primeras horas de la mafiana, produce un retraso de fase, mientras que a
ltimas horas del dia produce un adelanto de fase (Sack y cols., 1998). Se ha descrito que la melatonina
ha resultado ser eficiente en el tratamiento de diferentes alteraciones del suefio como: las pérdidas de

sincronizacion entre el ritmo circadiano de produccion de la melatoninay las horas habituales de suefio
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gue conducen a situaciones de insomnio (Sack y cols., 1998); el fendbmeno del jet lag, donde los ritmos de
melatonina se van resincronizando con la nueva situacioén hasta que el fenémeno desparece (Arendty
cols., 1987; Sacky cols., 1998); y las alteraciones como consecuencia del cambio en la pauta vigilia-

suefio en trabajadores con turno de noche (Sack y cols., 1998).

La ingestion exdgena de melatonina afecta tanto a la aparicion del suefio como a la calidad y la
duracion del mismo, y tiene un efecto hindptico. Los primeros estudios que mostraron el efecto de la
melatonina sobre el suefio en humanos se llevaron a cabo con concentraciones farmacoldgicas (entre 1 m
y 1,2 g). Recientemente, se ha demostrado que a bajas concentraciones de melatonina (1-3 mg) permit
que las concentraciones séricas de la hormona pineal se aproximen a los niveles de melatonina en adulto
(50-120 pg/ml) y facilita la induccién de suefio en individuos sanos. Independientemente del momento en
que se administra, la respuesta ocurre en menos de una hora tras la administracion y asi parece excluir |
posibilidad de que el efecto sea debido a un cambio de fase en la aparicion del suefio (Dollins y cols.,
1994). La melatonina mejora ademas las condiciones del suefio en pacientes con insomnio que presenta
déficit en sus niveles de dicha hormona, generalmente ancianos, asi como en packiztesmen
(Haimov y cols., 1995). Por otra parte, los mecanismos que median la induccion del suefio y el efecto
hindptico de la melatonina podrian estar relacionados con los efectos hipotérmicos de la misma (Cagnacci

y cols., 1992).

2.3. Efectos sobre el sistema nervioso central: la sedacion

La melatonina realiza diversos efectos sobre el sistema nervioso central (SNC), el mas estudiado e
su efecto sedante y ansiolitico. En vertebrados, tanto en reptiles como en mamiferos, la administracién de
melatoninainhibe la actividad motora y aplaca los comportamientos agresivos. Diversos estudios demos-
traron la capacidad de la melatonina para facilitar o inducir el suefio en animales agresivos (Marczynski y
cols., 1964) y también la disminucion de la sensibilidad al dolor que producia esta hormona (Lakiny cols.,
1981). En humanos, tiene un efecto inductor del suefio que se acompafia de sedacion, asi la melatonin
acttia como un mediador de las variaciones circadianas en el suefio y la somnalgnaa (/\ieberman,

1985) y reduce la capacidad de atencidén y manipulacion de objetos disminuyendo las puntuaciones obte-
nidas en tests de control y coordinacion psicomotora (Liebermany cols., 1984). El mecanismo de estos
efectos hindpticos de la melatonina sobre el SNC se desconoce, pero existen otros aspectos importante

a nivel del SNC como la conducta y el comportamiento.

31



INTRODUCCION

Asi se havisto que, las alteraciones del ritmo de melatonina parecen acompafiarse de alteraciones

conductales y se han descrito afecciones psiquiatricas con un marcado componente ciclico:

e Elsindrome de depresion invernal o desorden afectivo estacional que consiste en un sindrome
depresivo de aparicion invernal en latitudes extremas del planeta, y que afecta principalmente a
mujeres con una triada de sintomas tipicos: aumento de peso, hipersomnia y gran apetencia por
carbohidratosn (Rosenthal y cols., 1984), y donde se sospecha de una secrecion inapropiada de
melatonina. El tratamiento de estos pacientes con una fototerapia a primera hora de la mafiana
esta dando resultados positivos (Lewy y cols., 1982; Rosenthal y cols., 1988).

e Pacientes con anorexia nerviosa presentan niveles anormalmente elevados de melatonina (Brambilla
y cols., 1988). La causa podra ser un fallo a nivel del eje neuroendocrino-reproductivo.

e Pacientes con migrafas repetidas presentan niveles anormalmente bajos de melatonina (Claustrat

y cols., 1989).

2.4. Efecto de la melatonina sobre el envejecimiento y la duracién de la vida

La relacion entre la melatoninay el envejecimiento no es un hallazgo reciente, y las propiedades
antienvejecimiento de la melatonina han despertado un gran interés y atencion en medios cientificos.
Aunque su mecanismo de accion, avalado por muchos autores, ha sido su capacidad inmunopotenciadora,
hay que tener en cuenta que hoy en dia, dentro del contexto general de la teoria del envejecimiento por
radicales libres y sus efectos acumulativos, se admite su relacion con otras funciones, como el papel
antioxidante y como molécula citoprotectora.

Desde hace tiempo, se conoce que la produccién de melatonina disminuye con la edad. Asi esta
degeneracion se hace especialmente evidente en la reduccién gradual del pico nocturno en todas las
especies estudiadas (revisado por Reiter y cols., T8&@ni y cols., 1991), incluido en hombre
(lguchiy cols., 1982).

En relacion con el crecimiento y desarrollo de los individuos, los estudios realizados en diversos
mamiferos, incluido el hombre, muestran que durante el periodo fetal y en recién nacidos, la melatonina no
es sintetizada por el organismo pero se suministra por via placentaria o en la leche materna, y que la

secrecion ritmica de la hormona se empieza a los 3 0 4 meses de edad (Iguchiy cols., 1982).
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A partir de ahi la produccion de la melatonina se incrementa de forma espectacular durante el primer
afo de vida y alcanza los niveles nocturnos mas elevados entre el primer y el quinto afio. Posteriormente,
los niveles de melatonina empiezan a disminuir con relativa brusquedad coincidiendo con los cambios
pubertales momento a partir del cual, la produccion de la hormona decae lentamente con el envejecimien-
to fisiologico de forma que, por encima de los 60 afios, los niveles de melatonina pueden estar alrededor
del 10% de los maximos prepubertales (Sack y cols., 1986; R@fdr Benot y cols., 1998/aldhauser
y cols., 1988).

Todos estos datos, han permitido considerar que la melatonina esta involucrada, como causa o
como efecto, en el proceso de envejecimiento. Diversos grupos de investigadores, han coincidido en
describir que, la administracion de extractos de pineal a roedores adultos, puede prolongar la vida media
de los mismos entre un 10 y un 15% (Maestroni y cols., 1989). Del mismo modo, injertos de pineal de
ratones jovenes en ratones adultos (Pierpaoli y Regelson ,1994), e implantes de pineal de ratones jovene
en timo de ratones adultos, prolongan también la vida de estos ultimos. Recientemente, en animales
pinealectomizados, se observa un gran descenso de la longevidad, que tras la administracion de extracto

de pineal se recupera (Bubenik, 1998).

Pero el resultado mas interesante es, gracias a la administracion de melatonina, que los animale:
alcanzan edades avanzadas sin padecer las enfermedades relacionadas con la edad, entre las que cz
destacar una notable disminucion de la incidencia de tumores, infecciones y enfermedades degenerativa:
del sistema cardiovascular y del SNC.

Armstrong y Redmen (1991), propusieron que los efectos beneficiosos de la melatonina dependian
de su asociacion a los ritmos circadianos, cuya estabilidad se pierde con la edad y que esta desincronizacio
conduce a distintas patologias y a un deterioro generalizado de la salud.

La disminucion de los niveles de melatonina con la edad puede deberse a diversos factores: reduc
cion del numero de receptofeadrenérgicos en la membrana del pinealocito (Hendeny cols., 1992); al
dafio que sufre el SCN hipotalamico causado por la formacion de radicales oxigenados, que destruyen
las neuronas postsinapticas (Poeggeler y cols., 1993); a cambios en la estructura de la pineal y declive de
los pinealocitos o por cambios en la actividad de las enzimas que regulan el proceso de sintesis de la

melatonina (Bubenik, 1998).
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En un gran numero de patologias neurodegenerativas asociadas a la vejez, paitajempo
y Parkison, epilepsia, procesos de isquemia-reperfusion, se ha observado cantidades excesivas de
glutamato o aspartato, que son capaces de estimular las neuronas del SNC hasta el punto de producir la
muerte neuronal (fendmeno de excitotoxicidad). Este fendmeno produce radicales libres, por lo que
puede ser contrarrestado con el uso de antioxidantes. Recientemente, se ha demostrado que la melatonina
es capaz de inhibir el dafio oxidativo causado por neurotransmisores como el &cido kainico o el glutamato
en granulos cerebelosos (Giustiy cols., 1995; 1996; Melchioriy cols., 1995; Lipartiti y cols., 1996), en
neuronas del hipocampo (Uzy cols., 1996; Skapery cols., 1998) o en cerebro (Florean 1997), y el dafio
excitotoxico del N-metil-D-aspartato (NMDA) en estriado (Kimy Kwou, 1999) y del NMDA y de la

hipoxia/reoxigenacion en cultivos primarios de neuronas corticales de rata (Cazevieille y cols., 1997).

2.5. Melatonina y su papel citoprotector

Durante los ultimos afios, numerosos trabajos sobre la glandula pineal y su hormona principal, se
han centrado en nuevos aspectos, entre los que destacan dos: su papel como antioxidante, y su papel

como antiproliferativo y oncostatico.

2.5.1. La melatonina como agente antioxidante

La funcion antioxidante se basa en la capacidad neutralizadora de radicales libres (scavenger) de la
melatonina. La naturaleza liposoluble de ésta le permite atravesar con facilidad las membranas celulares,
incluso la barrera hematoencefalica, y acceder a aquellos compartimentos celulares en los que se originan
los radicales libres producidos como consecuencia del metabolismo aerdbico. Por todo ello se considera
a la melatonina como uno de los componentes esenciales del sistema de defensa antioxidante de los
organismos, y quizas el mejor de todos los agentes antioxidantes conocidos (Poeggelery cols., 1993;
Reitery cols., 1993).

Cuando los sistemas fisioldgicos de defensa contra los efectos oxidantes de los radicales libres
(enzimas especificas y neutralizadores biologicos) se saturan por una excesiva produccion de radicales
libres (exposicion a ciertas drogas, radiacion ionizante o ultravioleta, reacciones agudas de inflamacién) o
por una baja actividad enzimatica (recién nacidos con sistemas de defensa no desarrollados, dietas defi-

cientes, fallos metabdlicos o problemas asociados con el envejecimiento), los radicales libres atacan a los
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diferentes constituyentes celulares como membranas, &cidos nucleicos y proteinas lo que puede desem
bocar en la muerte celulat conjunto de los dafios que pueden producir los radicales libres a las diferen-
tes biomoléculas se le denomina “estrés oxidativo”. Este estrés oxidativo puede provocar el deterioro de
las membranas celulares, un metabolismo deficitario y modificaciomd3etjue pueden conducir a
situaciones mas o menos graves como pueden ser carcinogénesisigameneurodegeneracion

(Poeggelery cols., 1993) o envejecimiento (Rice, 1993; Poeggelery cols., 1993).

La funcion protectora de la melatonina ante el estrés oxidativo causado por agentes oxidantes ha
sido demostrada a nivel celular y molecitamtoin vitro comoin vivo.

La melatonina disminuye el dafio causado por diferentes agentes pro-oxidantes sobre el ADN nu-
clear El safrol, un agente cancerigeno, induce la produccién de radicales libres queAiaRaruelear
y mitocondrial (Reiter y cols., 1993)anto la administracion de concetraciones farmacologieas/(T
cols., 1993) como a concentraciones similares a la endogeng ¢dls., 1993; 1994) de melatonina
disminuyeron el dafio producido por el safialemas, la hormona mostré una mayor eficacia
radioprotectora ante el dafio causado por radiaciones ionizantes que otros compuestos radioprotectore:

conocidos, como el dimetilsulfoxidodi y cols., 1993/ijayalaxmiy cols., 1995).

Se ha demostrado asimismo que la melatonina atenua el efecto dafiino de los radicales libres en la
reacciones de peroxidacion lipidica de acidos grasos poliinsaturados causada por diferentes agentes toxi
cos como el paraquat, un herbicida que causa choque endotéxico (pulmén, higado, y cerebro), o acido
kainico en cultivos de neuronas de cerebelo (Giustiy cols., 1995a; 1995b).

La melatonina parece proteger también a las proteinas citosélicas del ataque de los radicales libres
La induccion de cataratas en ratas recién inducidas, hecho que se asocia a la degradacion de proteine

citosolicas por radicales libres, es bloqueada por la administracion de melatonina (Abe y cols., 1994).

Por otra parte, diversas enzimas con actividad antioxidante pueden ser reguladas por la melatonina
La actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa hepatica y cerebral de ratones se ve estimulada porl
hormona (Pierrefiche y Laborit, 1995). La actividad de la glutatién peroxidasa es estimulada por concen-
traciones farmacolégicas de melatonina en cerebro de rata (Badtme#\y cols., 1995). Se ha obser
vado también que su actividad aumenta por la noche en cerebro de pollo, aumento que desaparece &
inhibirse la produccion de melatonina por condiciones de iluminacion nocturna (Pablos y cols., 1995). Los

niveles d&RNmM de la superdxido dismutasa en glandula harderiana de hamsters (Antolin y cols., 1996)
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y de la glutatién peroxidasa en cortex cerebral de ratas (Kotler y cols., 1998) se incrementan tras la

administracion de melatonina.

Membrana celular

Figura 6. Esquema de los mecanismos y los dafios causados por el estrés oxidativo. ROS: Especies reactivas del

oxigeno, RNOS: Especies reactivas del NO; MDA: Malondialdehido; HNE: Hidroxialquenales.

A su vez, enzimas con actividad pro-oxidante son inhibidas por la melatonina. La actividad de la
enzima oxido nitrico sintasa controla la produccion de oxido nitrico (NO), un neurotransmisor gaseoso,
gue favorece la formacion de los radicales peroxinitrito e hidroxilo; esta enzima es inhibida por concentra-
ciones fisiologicas de melatonina en cerebelo (Pozo y cols., 1994) e hipotalamo (Bettahiy cols., 1996) de
rata. La melatonina también inhibe la actividad de la 5-lipooxigenasa (Steinhilber y cols., 1995), enzima
presente solo en células del sistema inmune (granulocitos, monocitos/macréfagos, células cebadas y linfocitos

B) y que interviene en procesos inflamatorios e inmunes.

En el caso de la fenilcetonuria, un trastorno metabdlico autosémico recesivo, se produce un estado
de estrés oxidativo que causa a los pacientes retraso en el desarrollo corporal e intelectual. Estos dafios
provocados por la fenilcetonuria pueden ser prevenidos con un tratamiento que incluya la adicion de

melatonina, ademas del tratamiento clasico (Martinez-Cruz y cols., 2002).
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La considerable importancia de la funcion antioxidante de la melatonina se pone de relieve cuando
analizamos su posible implicacion en diferentes enfermedades neurodegenerativas. En los procesos dé
envejecimiento y enfermedades relacionadas con los mismos, la melatonina podria desempefiar un pape
determinante. El envejecimiento y las enfermedades de Parkinson y Alzheimer estan relacionas con el
estrés oxidativo y la formacion de radicales libres (Oweny cols., 1997). Por otra parte, la produccion de
melatonina por la glandula pineal disminuye con la edad, de forma que en personas con edad avanzada |
cantidad de melatonina en sangre se ve muy disminuida (Benoty cols., 1999). El hecho de que ningun otro
antioxidante endodgeno se deteriore drasticamente como la melatonina permite pensar que la pérdida de
melatonina durante el envejecimiento hace que las células y macromoléculas sean mas vulnerables a
atague oxidativo, especialmente en el cerebro, donde no hay un sistema antioxidante de defensa muy

desarrollado, lo que contribuiria al desarrollo de dichas enfermedades, (R6&ef1999).

Existen estudios que sugieren que la administracion de melatonina puede paliar en algin grado las
consecuencias de los procesos degenerativos que producen Parkinson (Acufia-Castroviejo y cols., 1997
Mayoy cols., 1998) ylzheimer (Pappollay cols., 1997). En este sentido, no esta claramente establecido
sila melatonina puede ejercer su funcion antioxidante a concentraciones fisioldgicas de ésta, que protejan
contra el dafo producido por los radicales libras (¥ cols., 1994; Pablos y cols., 1995; Benot y cols.,

1999) y como las concetraciones de melatonina pueden alcanzar niveles mayores en el interior de la célule

que los medidos normalmente en el suero (Menéndez-Pélaez yIR6iB3r

Aun considerando que el efecto antioxidante de la melatonina sélo se observara a concentraciones
farmacologicas, no se podria descartar la posibilidad de utilizar la administracién de la melatonina como un
tratamiento valido para prevenir o paliar las consecuencias de determinadas enfermedades
neurodegenerativas relacionadas con el envejecimiento, puesto que a las propiedades de molécule
antioxidante, capacidad para atravesar cualquier barrera fisiol6gica y rapida absorcion por el organismo,
hay que afiadir la de no tenteaista la fecha, efectos toxicos ni secundarios descritos, y las no desprecia-

bles propiedades de ser facilmente producible y no ser un tratamiento costoso.
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2.5.2. Melatonina y cancer

Hace unos 70 afios que se sugirid una posible relacion entre malignidad y pineal (Georgiuou 1929).
Pero fue en 1981, cuando Bartsch y cols, observaron que la amplitud del pico nocturno de la melatonina
circulante disminuye en el caso de las mujeres que padecian cancer de mama. En la actualidad, la funcion
antitumoral de la glandula pineal y la melatonina ha sido demostrada en numerosas pruebas esperimentales
y trabajos de una gran variedad de tumores, entre los que se encuentran el cancer de mama (Hill y Blask,
1988; Cos y Blask 1994, Blask, 1993), melanomas (El-Domeiri y Das Grupta, 1973), adenocarcinoma
prostatico (dmay cols., 1987; Buzzel y cols., 1988), tumores hipofisarios (Leadem y Burns, 1987) o
carcinoma pulmonar y fibrosarcomas (Blask, 19@4hbién tiene efecto antiproliferativo en distintas
lineas celulares tumorales de melanoma, sarcoma, macréfagos, fibroblastos y coriocarcinoma (Szey cols.,
1993). Particularmente la linea de células de cancer de mama MCF-7 ha sido la mas estudiada en relacion

con el efecto antiproloferativo (Hill y Blask, 1988).

Lainfluencia de la melatonina sobre el crecimiento neoplasico, tanto con concentraciones fisiol6gi-
cas como farmacoldgicas, es efiéed.en aminales pinealectomizados o expuestos a luz continua, y con
induccioén de neoplasias, se produce un incremento tumoral que es revertido tras la administracion de
melatonina (EI Domieriy Das Grupta, 1973; Buswell, 1975).

Por otra parte, las inyecciones de melatonina administradas a ultima hora de la tarde a dosis
farmacoldgicas también inhiben la tumorogénesis, pero si se administran a otras horas del dia, o no tienen
efecto o incluso pueden llegar aa estimular la formacién de tumores en algunos casos (Bartsch y Bartsch,
1981; Blask, 1994).

El efecto antiproliferativo de la melatonina es mas evidente en canceres de mama huitnanos
pero soélo contra aquellos que son sensibles a los efectos mitogénicos de los estrogenos, o bien positivos
para el receptor de estrogeno (Bartsch y cols., 1992) y una gran variedad de lineas celulares neoplasicas
entre las que se incluyen los carcinomas ovaricos, melanomas, cancer de vejiga y neuroblastos (Blask,

1993).

Los mecanismos de accion directos e indirectos involucrados en el efecto antitumoral de la melatonina
son varios y la relacion ente estos mecanismos y la actividad antiproliferativa no esta bien establecida.

Entre los mecanismos directos que median en la accion antiproliferativa de la melatonina se encuentran:
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- Lamodulacion de la expresion del receptor de estrogenos a concentraciones fisiologicas, inhiben
lainduccidn de la proliferacién celular y asi suprimen la transcripcion disminuyendo los niveles de
sintesis de ARNm del receptor del estrogenoy el efecto es independiente de la sintesis de protei-
nas (Molis y cols., 1994).

- Suaccion mas directa sobre el ciclo celular a concentraciones fisioldgicas, antagonizan el efecto
antimitético sobre el crecimiento tumoral mostrandose que producen un retraso del ciclo celular a
nivel de la transicion entre las fase&(, efecto mediado en parte por estrogenas@rkiny
cols, 1981; Coy cols, 1991).

- Lainterferencia en la accion de factores de crecimiento: la melatonina bloquea la liberacion y la
accion de factores de crecimiento inducidos por estradiol y estimula la liberacion de factores de
crecimiento inhibitorios, autocrinos o paracrinos (Cos y Blask, 1994).

- Lainteraccion con calmodulina a concentraciones fisiolégicas incrementa el tamafio de los
microtubulos al bloquear la formacién del complejo calmodulina-tubulina en células cancerigenas
(Benitez-King YAnton-Tay, 1993) lo que podria provocar la muerte de las mismas.

- Elfavorecer la comunicacion intracelular de células sanas y cancerigenas, concentraciones fisiol6-
gicas incrementan la unién gap, lo que permitiria el paso de moléculas inhibitorias del desarrollo

neoplasico de unas células a otras.

Sin embargo, los mecanismos de accion indirectos hacen referencia a los efectos antioxidante €
inmunomodulador de la melatonina. la existencia de interaccion entre la melatonina y el metabolismo del
glutation a la hora de llevar a cabo la inhibicion de la proliferacion ¢cgletamitiria sugerir que en aquellas
células cancerigenas que no responden a la melatonina (por ejemplo las que no presentan receptores ¢
estrogenos) el aumento de la concentracion intracelular de glutation favorece la capacidad antitumoral de
la melatonina. Por tanto, el efecto antiproliferativo de células se produce por otros mecanismos indepen-
dientes de los receptores de estrogenos (Blask y cols.,1997).

También se ha demostrado como relacion indirecta, el papel fisiologico de la glandula pineal en la
regulacion de la proliferacion de las unidades formadoras de granulocitos y macréfagos (GM-CFU) en
cultivos de médula 6sea de rata (Haldar y cols., 1992). Se ha comprobado que en el tracto gastrointestina
de rata, la pinealectomiainduce la hiperplasia en células de la cripta (Callaghan, 1995), y las concentracio-
nes plasméaticas y salivares durante se ven incrementadas en los individuos con cancer de colon cuando <

estudio in vitro el papel antimitético de la melatonina en celulas cancerosas colénicas (Bubenik, 1998).
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Han sido numerosos los trabajos sobre la relacion entre melatonina y el metabolismo lipidico, de
hecho, la neurohormona provoca un descenso en el peso corporal del animal y la lipolisigtbasal
Las dosis tanto farmacoldgicas como fisiologicas inhiben la lipogénesis en los adipositos de rata, permi-
tiendo asi que la melatonina inhiba el desarrollo tumoral limitando o inhibiendo la asimilacion del &cido
linoléico por el tumor y provocando una disminucién de los niveles del metabolito mitogénico 13-
hidroxioctadecadeinoico, fruto de la oxidacion via lipooxigenasa del acido linolexscf\M995)To-
dos estos datos permiten sugerir una posible accion indirecta sobre la actividad lipooxigenasay la actua-

cion de la melatoina sobre el transporte del &cido linoleico en las membranas celulares.

Por otra parte, el efecto oncostético de la melatonina a través de la funcion inmunomoduladora, se
basa en su capacidad para estimular la respuesta inmune celular y humoral. Células inmunocompetentes
pueden sintetizar melatonina y presentar receptores para la hormona. Las células tumoricidas son activa-
das por la melatonina aumentando la respuesta humoral primaria y la produccion de determinadas citoquinas
y ello contribuiria a su accion anticancerigena (Conti y Maestroni, 1995). Los estudios clinicos en pacien-
tes neoplasicos parecen indicar que tanto la melatonina (Lissoniy cols., 1992¢) como la conexién melatonina
e IL-2 (Bubenik 1998) permiten un incremento en la actividad citostatica de la citoquina, aumentando asi

la calidad de vida y mejorando la tolerancia al tratamiento de muchos de estos pacientes.

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la melatonina afecta al enzima telomerasa tanto in
vivo como in vitro en células tumorales MCF-7 (Ledn-Blanco y cols., 2003). La melatonina disminuye la
actividad telomerasa en tumores implantados en ratones atimice, las concentraciones crecientes
de melatonina desde 1 pM hastalprovocaron una disminucion muy significativa de la expresion del
ARNmM de la subunidad catalitica de la telomef&dar. Asimismo, se produjo un descenso mas mode-
rado de la expresion d&RNm de la subunidad ribonucleica de la telomefasé_edn-Blanco y cols.,

2003).
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2.6. Melatonina y sistema inmune

Desde principios del siglo XX se sospechaba la relacion de la glandula pineal con el sistema inmune
y enlos ultimos afios se ha puesto de manifiestojtarto comainvitro, la funcion inmunomoduladora
de la melatoninay la conexion bilateral entre la glandula pineal y el sistema inmune. Los mecanismos por
los que la melatonina acttia sobre el sistema inmune abarcan interacciones directas e indirectas con célula
inmunocompetentes. Por otra parte, el sistema inmune puede, a traves de la sintesis y secrecion determ
nados factores solubles, afectar a la funcion de la glandula pineal. Esta interaccién mutua sugiere la exis-
tencia de unaregulacién reciproca entre la glandula pineal, un érgano neuroendocrino, y el sistema inmune

y asi hace una nueva disciplina denominada neuroendocrinoinmunologia (Guerrerp9B2jter

2.6.1. Lamelatonina como inmunomoduladora de la respuesta inmune

La evidencia de una relacion entre la glandula pineal y el sistema inmune, fue la observacion de un
incremento del peso del timo tras la administracion de extractos pineales, presentando una hiperplasia er
las zonas medular y cortical de la glandula timica (Milca y Pitis, 1943).

Veinte afios después se observé unagasizacion en las estructuras timicas tras la pinealectomia
en ratas recién nacidas (Csaba y Barath, 1975; Jankovic y cols., 1970; Devecerski, 1963) y una altera-
cion inmune expresada como disminucion de la produccion de anticuerpos (Csabayy cols., 1966; Jankovic
y cols., 1970).

Los primeros resultados positivos, que demostraron un claro efecto de la melatonina sobre la fun-
cion del sistema inmune, fueron proporcionados por Maestroni y Pierpaoli en 1981. Realizaron una
pinealectomia funcional al mantener ratones durante varias generaciones bajo luz continua, suprimiendo
asi la produccioén de la hormona. Observaron, como en la tercera o cuarta generacion, los ratones crecial
con dificultad y presentaban una disminucion en la produccién de anticuerpos en respuesta a antigenos T-

dependientes, asi como una atrofia de los tejidos linfoides de bazo y timo.

Estudios adicionales en ratones, mostraron que la inhibicion farmacoldgica de la funcion pineal tras
la inyeccion por la tarde de un antagorfistalrenérgico, propanol, que disminuye el pico nocturno de
melatonina, o la inyeccién diaria de p-clorofenilalanina @@ inhibidor de la sintesis de serotonina,

disminuyo la produccion de anticuerpos de la respuesta primaria a la exposicion frente a eritrocitos
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carnero y reacciones mixtas de linfocitos autélogas disminuidas (Maestroniy cols., 1986). La administra-
cion de melatonina a Ultima hora del dia, restablece los efectos producidog-ptodogantes (Maestroni

y cols., 1996). En los animales controles, se observé también un efecto inmunoestimulador de la melatonina
suministrada a Ultimas horas de la tarde (2048(Kg de peso), al aumentar la produccién de anticuerpos

en la respuesta inmune primaria y secundaria frente a eritrocitos de carnero, y el nimero de células

formadoras de placas hemoliticas o de bazo (Maegtcois, 1987).

La mayoria de los datos multiples que relacionaban a la melatonina con el sistema inmune procedian
de estudios in vivo e in vitro. El hecho de que los experimentos de unién a células inmunocompetentes por
[*H]-melatonina o4]-Mel no se encontraran sitios de unién a células, hizo pensar a Maestroni que el

efecto de la melatonina debia estar mediado por algunos fatores identificados.

Algunos trabajos apuntaban hacia un efecto mas bien indirecto, a una posible relacion entre la
glandula pineal y el sistema de opiodes endbégenos (Lakis, 1981; Lissony cols, 1986). Para
confirmar esta relacion, demostraron que los efectos inmunolégicos de la melatonina (estimulacion de la
produccién de anticuerpos en la respuesta primaria y el efecto antiestrés sobre la respuesta inmune de
ratones inmunizados) eran contrarrestados por el antagonista opioide naloxona (Maettrdre87;
1988).También observaron que otros péptidos opioides cdbreridorfina y la olinorfinal-13 reprodu-
cian, al menos en parte, el efecto inmunoestimulador y antiestrés de la melatonina (MWamsdsoni

1989).

Estos mismos autores, demostraron que concentraciones fisiolégicas de melatonina en el rango de
nM, estimulan a las células T CD4+ (Th1) in vitro para liberar ciertos mediadores que compiten con la
unién especifica déHl] naloxona a las membranas de timo y cerebro de raton (Maestroniy Conti, 1990a;

1991).
Finalmente, la union especifica de los factores liberados por las células Th tras ser estimuladas por

la melatonina a receptores opioides del timo, y la supresion del efecto recuperador del timo (peso, celularidad
y produccién de anticuerpos) ante el estrés inducido por corticosteroides o ciclofosfamida, al ser incuba-
dos con anticuerpos afitendorfina y antimetaencefalina, demostré el caracter oipoide de estos factores

(Maestroniy Conti, 1991).
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Por otra parte, el sistema opioide-melatonina puede actuar sobre las células del sistema inmune
especifico. De este modo, se ha demostrado que la melatonina fue capaz de modular el nimero de célula
progenitoras de granulocitos y macrofagos en la médula 6sea (Maestroni y Conti 1990b) y de rescatar a
estas células de la apoptosis inducida por farmacos usados en quimioterapia, como el etopdxido o la
ciclofosfamida, tanten vivo comoinvitro (Maestroni y cols.,1994a; 1994 b). Este efecto protector
viene determinado por el aumento en la produccién endégena de factores estimuladoes de colonias de
macréfagos y granulocitos (G-C3FCSF y GM-CSF) en las células hematopoyéticas de médula 6sea

de rata (Maestroniy cols., 1994a).

Existen numerosos datos de distintos grupos, que defienden una accion directa de la melatonina
sobre determinadas células inmunes que liberan diversas citoquinas que constituyen los principales media:
dores del efecto inmunolégico de la melatonina.

Los primeros datos que demostraban que la melatonina podia estimular la liberacion de citoquinas
por las células del sistema inmune fueron descritos por Del Gobbo y cols. en 1989. Estos autores, demos:
traron que la pinealectomia reducia la produccion de IL-2, linfoquina liberada por las células Th1l que
activa las células NK o células T citotoxicas, y la consiguiente actividad de las mismas en ratones, mientras
que el tratamiento con concentraciones farmacoldgicas de melatonina revertia los efectos de la pinealectomia
Por otra parte, Giordano y Palermo (1991), demostraron como la inyeccién de melatonina por la noche,
aumentaba la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) de los esplenocitos de ratones,
hecho no antagonizado por naloxona. La ADCC es un proceso litico en el que la célula es recubierta por
anticuerpos especificos cuya funcidén constante es reconocida por receptores especificos de leucocitos
(FcyR), entre ellos las células NK, activando su capacidad citolitica y destruyendo a la célula. Este pro-

ceso es estimulado por diversas citoquinas como IL-2yiEN-6.

En esta misma linea de modulacién positiva por parte de la melatonina, otros autores han demostra:
do que esta hormona induce un incremento en la produccion gestH&plenocitos de ratones por una
via independiente de IL-2, y que esta produccién en esplenocitos murinos aumenta por la noche en
comparacion a la mafana (Colombo y cols., 1992). En ratones viejos o inmunodeprimidos por el trata-
miento con ciclofosfamida, la administracion cronica de melatonina estimul6 la respuesta inmune humoral
a antigenos tras la induccion de la actividad de las células T colaboradoras, aumento la respuesta a mitbgen

de las células BV e indujo la liberacion de IL-2 (Caroleo y cols., 1992; 19%dmento la presencia en

43



INTRODUCCION

esplenocitos de antigenos por los macréfagos a los linfocitos T en bazo, al incrementar las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC clase Il) y la produccion de IL-1 y del factor de

necrosis tumoral alfa (TN&) (Pioliy cols., 1993).
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Figura 7. Esquema de la regulacion de la melatonina en la produccion de citoquinas. MEL: melatonina; M: monocitos;
TL: linfocitos T; Thl: cfielulad helper tipo 1; NO: 6xido nitrico; ROI: intermediarios de oxigeno reactivos; MIOS:

sistema opioide inducido por melatonina.

Por el contrario, algunos autores apoyan los efectos inhibidores de la melatonina sobre la funcion
inmune. Asi, en humanos, se ha demostrado que la melatonina inhibe la produccionestditiibeitos
y la proliferacién de estas células estimuladas por fitohemaglutinina (PHA) (Finocchiaro y cols., 1988), y
la produccion de IFN-y TNF-o en cultivos de células mononucleares de sangre periférica, procedentes
de individuos sanos, estimuladas con PHA (Di Stefano y Paulesu, 1994) y la actividad de linfocitos T

citotoxicos y la proliferacion de lineas celulares de linfoblastos.

En esplenocitos humanos, la melatonina es capaz de inducir la actividad citotoxica y la sintesis de
ARNmM de IL-1, asi como la produccion de intermediarios del metabolismo de oxiggnoHy oxido
nitrico. Ademas, la melatonina es capaz de sensibilizar a los monocitos para un posterior estimulacién con

LPS (Morreyy cols,1994).
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Garcia-Maurifio y cols (1997) han demostrado que concentraciones fisioldégicas de melatonina,
estimulan la produccién de IL-2 e IFNen linfocitos humanoBhlinvitro, mientras que los linfocitos
Th2 no parecen verse afectados por la melatonina como lo demuestra el hecho de que no se observi

estimulacion de la produccion de IL-4 por melatonina en ninguna de las actuaciones experimentales.

La produccion de IL-6 se ve también estimulada en células mononucleares de sangre periférica,
posiblemente por la activacion de monocitos mas que de linfocitos Th2. En linfocitos B humanos, la
melatonina inhibe la expresion de ARNm del gen 5-lipooxigenasa, enzima implicada en la formacion de
leucotrienos (compuestos relacionados con mecanismos inmunes inflamatorios), mediante su union a re-
ceptores nucleares R&Ro0 que hace suponer que la melatonina ejerce una funcién moduladora de los
procesos inflamatorios e inmunes y regula negativamente (down-regulation) la expresion de esta enzima
(Steinhilbely cols, 1995).

Por otra parte, se ha descrito que la melatonina aumenta la expresion del marcador de activacior
CD69 en células CD4+ y no asi en células CD8+ y el mecanismo de accion pudiera estar mediado por la
transactivacion de los receptores nucleares RZR/ROR y asi se ha propuesto un esquema de las principe
les funciones de la melatonina sobre las células del sistema inmune en mamiferos (Garcia-Maurifio y cols.,

1997).
Por dltimo, se propone un posible papel de la melatonina en la inmunoterapia. De esta manera, la

melatonina potencia la actividad de la IL-2 en la respuesta antitumoral en humanos (Lissoniy cols., 1992a;
1992b). La administracion conjunta de melatonina e IL-2 durante la inmunoterapia del cancer mejora los
resultados del tratamiento, permitiendo ademas una disminucién en la cantidad de IL-2 administrada y los
efectos secundarios (Conti y Maestroni, 198&nbién el tratamiento de melatonina durante 30 dias en
pacientes con cancer incrementa los niveles séricos deTINF2 e IFN+« comparado con los niveles
anteriores del tratamiento (Neriy cols., 1995).

Ademas, se ha descubierto que la melatonina tiene eficiencia en la proteccion frente a infecciones
virales y bacterias letales, asi la melatonina reduce la letalidad que se produce en situaciones de estré
experimentales en aquellos ratones que han sido infectados con dosis subletales de virus de la
encefalomiocarditis (Maestroni y cols., 1988) y antagoniza la reduccién del peso del timo inducida por
corticosterona en ratones inmunizados con el virus de la viruela (Maestroniy cols., 1988). Por otra parte,
la melatonina estimula la produccion de 5\ cual se sabe que tiene una importante accion antiviral

(Withyachumnarkul y cols., 1990).
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Recientemente, Ben-Nathan y cols (1995), han confirmado estos resultados mostrando que la
melatonina reduce la viremia y retrasa la aparicion de la enfermedad y la muerte tras la infeccion con los
virus Semliki yWest Nile (WN-25), causante de una encefalitis, y ademas, han demostrado que la melatonina
reduce la mortalidad y protege a los animales de diferentes edades infectados por la bacteria gram nega-
tivo, Pseudomonas aeruginosa, el kst Nile y la bacteria producida de endotoxina lipopolisacarido

(LPS) (1997).

Ademas, Guerrero y cols, en el afio 2000 han demostrado que la expresion de receptores nucleares
RORu, y RORu, es suficiente para que la melatonina active la produccion de citoquinas en los linfocitos

humanos y algunas lineas celulares de monocitos (células U 937).

2.6.2. Influencia del sistema inmune sobre la funcion de la pineal

Aparte de las ya establecidas propiedades inmunoreguladoras de la melatonina sobre el sistema
inmune, son varios los estudios que demuestran la sensibilidad de la pineal, asi como de su hormona, a
diferentes productos inmunes tales como las citoquinas o las hormonas del timo, poniendo de manifiesto la

posible existencia de un flujo bidireccional de informacion entre la glandula pineal y el sistema inmune.

Se ha demostrado que los linfocitos T y los macroéfagos humanos tienen capacidad de producir la
secrecion de serotonina, N-acetilserotonina y melatonina, asi como que la incubacién de pinealocitos con
un subtipo de interferdn, IFN-aumenta la captacion de triptéfano por las células, asi como la sintesis de

serotonina y melatonina (Finocchiaro y cols., 1988).

Basandose en esta idea, se ha demostrado queyadskiula la produccidén de melatonina en
cultivos de glandulas pineales que han sido estimuladas con isoproterenol, un agonista de los receptores
B-adrenédgicos que activa a la NAmientras que por otra parte, inhibe la actividad \¥thyachumnarkul

y cols.,1990a; 1990Db).
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La estimulacion de la produccion de melatonina podria ocurrir por una via distinta de la activacion
de la NAT y consistiria en la inhibicion por IFNee la degradacion de la 5-hidroxitriptamina (5-HT),
potenciando por tanto, el precursor de la sintesis hacia la produccion de melatitmpaatfWnnarkul y
cols., 1991). Los mecanismos por los que el {fitibe la actividad de la enzima Nparece deberse
por una parte, a que el aumento de la 5-HT causado por eH&d& que ésta difunda al exteriory se
una a sus receptores en la membrana de los pinealocitos, lo que inhibe la actividad fedadtra
parte, se deberia a que los terminales simpaticos de la pineal estan integros, lo que sugiere que el aumen
y difusion de la 5-Hpodria tener lugar también en los terminales simpatictisy@@humnarkul y cols.,

1991).

Otro tipo de experimentos apoyan la existencia de una comunicacion bidireccional entre la pineal y el
sistema inmune. Son los descritos por Muchayy cols en 1994, que demuestran que la liberacion de melatoning
esta inhibida de una forma dependiente de la dosis por la administracion a ratgsmedmbinante
humana, efecto que se inhibe por la administracién de anticuerpos anti-receptores de IL-1 humanos. Por
otro lado, el tratamiento con IL-2, elimina el pico nocturno de la liberacion de la melatonina en humanos
(Lissoniy cols., 1990).

Recientemente, se ha demostrado que la administracidon en ratas de los factor@d-GEFSf
GM-CSE, glicoproteinas secretadas principalmente por macréfagos, estimula la produccién y la libera-
cién de melatonina en cultivos de glandulas pineales de forma dependiente de la dosis (Zylinska y cols.,

1995).
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2.6.3. Sistema inmune y ritmos biolégicos

Tanto la glandula pineal como las concentraciones séricas de melatonina, muestran una periocidad
circadiana y estacional en muchas especies (Arendty cols.,A8i71 glandula pineal es uno de los
posibles candidatos para regular el ritmo diario y estacional de la funcién inmune. La pineal transforma la
informacion fotoperiddica en una sefial enddgena que es la melatonina, cuyo patrén de secrecién circadiana
dependiente de la luz, ha sido descrito en la mayoria de las especies. Esto permite a lo animales adaptarse
a los diferentes momentos del afio y anticiparse asi a los previsibles cambios y ambiental&8gRajiter
De esta forma, la melatonina parece estar implicada en la regulacion de la actividad circadiana y estacional
del sistema inmune y aumenta®ARRCC en verano pero no en invierno. Este efecto parece debido a
diferencias en la sensibilidad de los animales a la melatonina a lo largo del afio; asi es necesario administrar

dosis de melatonina mayores en invierno que en verano para inducir el aumento de la&dB&lad

(Giordano y cols., 1993)\demas, se ha observado que la liberacion ritmica de melatonina es la que
determina el proceso de proliferacion circadiana de las células hematopoyéticas, progenitoras de granulocitos
y macrofagos (Kuciy cols., 1988). La actividad circadiana observada en células NK desaparece cuando

los animales son pinealectomizados (McNulty y cols., 1990).

Otros trabajos relacionados con la produccion de citoquinas inducidas por melatonina, defienden
esta idea. Asi, se ha descrito que la produccion deitieicida por melatonina fue mayor en esplenocitos
de ratones aislados de noche (Cologbals.,1992) y que la melatonina inhibe la produccién de IFN-
vy TNF-a en cultivos de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA, lo que

ocurria solo el 22% de los casos (Di Stefano y Paulesu, 1994).

Hay evidencias que sugieren que los animales podrian utilizar el fotoperiodo para combatir la dismi-
nucion de la funcion inmune provocada por el estrés estacional (Melsisn1995) Asi por ejemplo,
ratones sometidos a bajas temperaturas presentan concentraciones elevadas de corticoesteroides, una
pérdida de peso en el bazo y una disminucién derld&pendientemente del periodo de luz al que sean
sometidos. Sin embargo, esta inmunosupresion es mayor en aquellos sometidos a periodos de luz mas
largos, lo que apoya el concepto de que el sistema inmune es estimulado en los dias cortos para contra-

rrestar la supresion del sistema inmune causada por el estrés invernal (Demas yNelson, 1996).
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3. MECANISMOS DE AUTOINMUNIDAD

3.1. Principios generales

A principios del siglo XX, Paul Erlich acufig la frase “horror autotoxicus” para definir la inmunidad
contra lo propio. Cincuenta afios después, Macfarlane Burnet propuso la hipétesis de la seleccién clonal,
donde los clones de linfocitos autorreactivos se eliminaban durante el desarrollo para evitar las reacciones
iInmunitarias.

La autoinmunidad es una causa importante de enfermedad en los seres humanos y afecta al 1-2% d
la poblacién mundial. La autoinmunidad se puede definir como la enfermedad resultante de un fallo o
ruptura de los mecanismos que normalmente son responsables del mantenimiento de la autotolerancia. Lz
pérdida de la autotolerancia puede ser resultado de una seleccién anormal de clones autorreactivos, di
una estimulacion anormal de linfocitos que son normalmente anérgicos frente a antigenos propios, o de la

liberacion de antigenos propios que normalmente son inaccesibles para el sistema inmunitario.

Varios son los conceptos generales para el estudio de la autoinmunidad:

1) Hay multiples factores que interaccionan entre si contribuyen al desarrollo de las enfermedades
autoinmunitarias. Entre estos factores se encuentran: alteraciones inmunitarias, predisposicion

genética, alteraciones tisulares locales, e infecciones microbianas.

2) Las enfermedades autoinmunitarias pueden ser sistémicas o especificas de 6rgano, y pueden este
causadas por diferentes tipos de antigenos y diferentes alteraciones inmunitarias. Las respuestas
inmunitarias frente a antigenos ampliamente diseminados y la formacion de complejos inmunitarios
circulantes, suelen producir enfermedades sistémicas, que se caracterizan por multiples fenéme-
nos autoinmunitarios debidos a una regulacion aberrante o a una activacion policlonal de multiples
clones de linfocitos. Por el contrario, las enfermedades autoinmunitarias especificas de érgano,
presentan una respuesta autoinmunitaria frente a antigenos con una distribucion tisular restringida,
y se ocasionan por autotolerancia en los linfocitos especificos para uno o unos pocos
antigenostisulares, o a una activacién anormal de clones de linfocitos reactivos con un nimero

limitado de antigenos, quizés secundarios a alteraciones tisulares locales.
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3) Varios son los mecanismos efectores son responsables de la lesion tisular en diferentes enferme-
dades autoinmunitarias, como son: autoanticuerpos circulantes, complejos inmunitarios y linfocitos

T autorreactivos.

4) Durante las respuestas inmunitarias frente a antigenos extrafios, los individuos normales producen
concentraciones bajas de autoanticuerpos. Los autoanticuerpos naturales suelen ser anticuerpos
de baja afinidad de la clase IgM que pueden generarse sin la cooperacion dellgyagielao
lesionan los tejidos. Si se producen grandes cantidades de autoanticuerpos de alta afinidad puede

aparecer una autoinmunidad patologica.

3.2. Alteraciones linfociticas que producen autoinmunidad

La autoinmunidad puede ser el resultado de alteraciones primarias de las cElalds Bnbas.
Pero recientemente se esta centrando el interés sobre lagcparigise una alteracion en la autotolerancia
de los linfocitos T puede dar lugar a enfermedades autoinmunitarias que son producidas por reacciones
inmunitarias mediadas por células. Las alteraciones de la célula T cooperadora también puede conducir a
la produccion de autoanticuerpos porque las células T cooperadoras son necesarias para la produccion
de anticuerpos de alta afinidad contra antigenos proteicos. Hay distintas alteraciones que producen

autoinmunidad.

3.2.1.Fracaso de la tolerancia central

Se puede considerar que la autoinmunidad es el resultado de un fracaso de los procesos de selec-
cion que normalmente eliminan o inactivan clones linfocitos especificos para antigenos propios durante su
maduracion.. Se desconocen los mecanismos por los que los linfocitos autorreactivos pueden escapar de

este proceso.
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3.2.2. Fracaso de la tolerancia periférica (anergia clonal)

La tolerancia periférica puede fracasar por mecanismos dependientes de la coestimulacion de célu-
las presentadoras de antigeno (infecciones e inflamacién local) que pueden superar la anergia de la célul:
T y provocar reacciones autoinmunitarias, es gdgaee la inflamacion local puede conducir a la
autoinmunidad.

La tolerancia periférica también puede fallar por mecanismos no relacionados con la coestimulacion.
Un ejemplo es el caso del gen Fas en ratones MRtdpde la expresion defectuosa del Fas da lugar a
un fallo en la induccion de apoptosis. Esto puede llevar a la persistencia de linfocitos autorreactivos de
muchas especificidades, a la estimulacion de numerosos clones de células autorreactivas, a la produccior
de multiples autoanticuerpos, y a enfermedades autoinmunitarias sistémicas.

En los linfocitos B, el reconocimiento del antigeno sin la cooperacion de |3 géldilece angjia
clonal. Por lo tanto, la estimulacion de las células T cooperadoras que puedan interaccionar con células B
potencialmente autorreactivas pero anérgicas, puede superar la tolerancia de la célula B. En las situacio-
nes en las que las células B autorreactivas no son eliminadas, al entrar en contacto con células T coopere
doras pueden llevar a la produccion de autoanticuerpos. La estimulacion de las células B autorreactivas
por las células T cooperadoras se debe a la exposicion de antigenos con multiples determinantes en lo:

que un epitopo se une alas células B autorreactivas pero el otro epitopo ligado es extrafio.

3.2.3.Activacion linfocitaria policlonal

La autoinmunidad puede ser el resultado de la estimulacion de linfocitos autorreactivos que no se
eliminan durante su desarrollo. Los activadores policlonales estimulan muchos clones de linfocitos T 0 B,
sin importar su especificidad antigénicaryalgunos casos, interaccionando con moléculas de superficie
diferentes a los receptores para el antigeno.. Productos microbianos como el LPS pueden inducir la
activacion policlonal de la célula B, y esto puede ser un nexo entre las infecciones y la autoinmunidad. La
activacion policlonal de la célula T por superantigenos bacterianos es otro de los mecanismos propuestos
de autoinmunidad, pero los superantigenos estimulan a las células T al unirse a las regiones V del recepto

para el antigeno.
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Se observan fendmenos autoinmunitarios en la enfermedad injerto contra huésped. En los recepto-
res de tales transplantes, las células T cooperadoras transplantadas pueden reconocer linfocitos B del
huésped como extrafios (una forma de alorreactividad), llevando a la activacién policlonal de la célula B y
a la produccion de autoanticuerpos sin una estimulacion antigénica especifica.

En las enfermedades autoinmunitarias atribuidas a una activacion policlonal, se producen multiples

autoanticuerpos, lo que da lugar a lesiones sistémicas en lugar de especificas de 6rganos.

3.2.4 Reactividad cruzada inmunitaria entre los antigenos propios y extrafios

Algunas enfermedades autoinmunitarias son iniciadas por respuestas inmunitarias normales frente a
antigenos extrafios, pero los anticuerpos o células T que se estimulan pueden reconocer casualmente una
proteina propia similar (reactividad cruzada). En algunos aspectos, el ejemplo de antigeno extrafio que
comparte epitopos con antigenos propios es también una forma de reactividad cruzada entre proteinas
propias y extrafias que conduce a la autoinmunidad. A la homologia encontrada en secuencias entre varios
antigenos microbianos y propios se le llama imitaciébn molecular y se cree que es unarazoén por la que las

respuestas inmunitarias contra los antigenos extrafios pueden inducir reactividad contra los propios.

3.2.5.Regulacion linfocitica anormal

Una produccion excesiva o desequilibrada de citokinas puede ser un mecanismo de estimulacion
anormal de multiples linfocitos, incluidas las células autorreactivas, bien rompiendo la tolerancia de las
célulasT o siendo efectoras de la lesion tisular

También se han comprobado que tanto el déficit en el nUmero y funciones de Iab sépriesoras

o reguladoras como el exceso de células Thl pueden originar autoinmunidad.

3.3. Factores genéticos en la autoinmunidad

Una gran parte del reciente interés en la base genética de la autoinmunidad se ha centrado en los

genes del MHC, debido a su papel critico en la maduracion de las células Ty en la induccién de respues-

tas inmunitarias frente a todos los antigenos proteicos.
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3.3.1. Papel de los genes del MHC en la autoinmunidad

La tipificacion del antigeno leucocitario humano (HLA) en grandes grupos de pacientes con diferen-
tes enfermedades autoinmunitarias, ha demostrado que algunos alelos HLA aparecen con una frecuenci
superior en estos pacientes que en la poblacion general. A partir de estos estudios, se puede calcular ¢
riesgo relativo de desarrollar una enfermedad en individuos que heredan alelos variables del HLA. De esta
forma, se ha encontrado que la artritis reumatoide esta asociada al alelo DR4, y que los individuos que
presentan este alelo tienen un riesgo relativo de 6 de padecer la enfermedad en comparacion con lo:

individuos que carecen de ese alelo.

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar la asociacion de las enfermedades

autoinmunitarias con la herencia de secuencias del MHC particulares:

1) Las estructuras de las moléculas del MHC pueden determinar qué clones de linfocitos T sufren
seleccidn negativa durante su maduracion. Este mecanismo puede explicar el que la resistencia

asociada al HLA-D@ puede provocar la falta de seleccion negativa de las células T autorreactivas.

2) Las moléculas de clase Il del MHC pueden influir en la activacion de células T reguladoras cuya

funcidn normal es evitar la autoinmunidad

3) El gen asociado a la enfermedad puede no ser alelo del HLA, sino otro gen localizado en el
complejo HLA. Otra hipoétesis es que, la autoinmunidad se asocia a los genes del proteosoma
cuyos productos sirven para degradar antigenos proteicos y transportar los péptidos a lugares

dentro de las células donde se unen a moléculas del MHC.

4) Las similitudes entre los antigenos microbianos y las moléculas del MHC propias pueden dar lugar

areacciones autoinmunitarias tras las infecciones.

De todos modos, la expresion de un gen HLA particular no es por si misma la causa de ninguna
enfermedad autoinmunitaria, pero puede ser uno de los diversos factores que contribuya a la

autoinmunidad.
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3.3.2 Asociacion de otos genes con la autoinmunidad

Los déficit genéticos de dos de las proteinas del complemento C2 y C4, o del receptor del
complemento del tipo 1, afectan a la fagocitosis de complejos inmunitarios, aumentan su concentra-

cidn en circulacion y coinciden con la aparicion de sindromes similares al lupus eritematoso sistémico.

3.4. Infecciones, alteraciones anatémicas y otros factores en la autoinmunidad

El desarrollo de autoinmunidad se asocia también con muchos factores.

1) Infecciones virales y bacterianas, no por el propio agente infeccioso, sino que son

el resultado de respuestas inmunitarias del huésped que el microorganismo puede provocar o en cuya
regulacion puede interferir ocasionando autoinmunidad. Los posibles efectos de las infecciones son:
activacion policlonal de linfocitos, inflamacion tisular local, alteraciones de los antigenos propios creando

neoantigenos que muestren reaccion cruzada parcial, lesion tisular que libere antigenos aislados.

2) Alteraciones anatomicas en los tejidos, como la inflamacion, lesién isquémica o traumatismo que
pueden conducir a la exposicion de antigenos propios aislados del sistema inmunitario. Estos antigenos
secuestrados pueden no haber inducido autotolerancia, y si se liberan podran interactuar con linfocitos
inmunocompetentes e inducir respuestas inmunitarias especificas.La inflamacion tisular puede también
causar alteraciones estructurales en los antigenos propios y la formacion de nuevos determinantes

capaces de inducir reacciones autoinmunitarias.

3) Influencias hormonales, que desempefian un papel importante en las enfermedades autoinmunitarias

humanas y experimentales.
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3.5. ARTRITIS REUMATOIDE

La Artritis Reumatoide (AR), término propuesto por Garrod en 1859, es una enfermedad inflamatoria
de tipo sistémico que compromete las diferentes estructuras articulares, preferencialmente la membrana
sinovial. Durante su evolucion puede afectar diversos 6rganos y sistemas, razén por la cual se recomiende
utilizar el término de “enfermedad reumatoide”.

Como enfermedad sistémica es muy variable en su presentacion y en su evolucion. Inicialmente
produce lesion de la sinovial, presentdndose un complejo sintématico de tipo inflamatorio que es el res-
ponsable de los sintomas clinicos, sin embargo, ocasionalmente el reconocimiento de la AR en sus fases

iniciales puede ser dificil debido sobre todo a sus diferentes formas de comienzo .

3.5.1. Patogénesis

La AR se caracteriza por una inflamacion cronica de las articulaciones sinoviales e infiltracion de
células sanguineas activadas, principalmente célutzecrofagos y células plasméticas (Janossy y cols.,
1981; Cushy Lipskyl 988), que producen una progresiva destruccion del hueso y del cartilago mediado
por citoquinas y por enzimas destructivas (Feldmanny cols., 1996b), sobretodo metaloproteinasas (MMP),
que son enzimas producidas por macrofagos y fibroblastos activados en respuesta a Il 1yaENF-
MMP se sintetizan como moléculas latentes, siendo la MMP-1 (colagenasa) y la MMP-3 (estromielisina
1) las mas involucradas en la destruccion articulae(\ y cols., 1994). La actividad de las MEfa
regulada por los inhibidores tisulares de MMP (TIMP). Estos TIMP estan producidas por las mismas
células que producen las MM®&que sugiere que la enfermedad artritica puede deberse a un desequili-
brio entre la produccion de MMP y TIMP (Feldmanny cols., 1996a). Es de interés sefialar que la IL-10
y TGF{ no s6lo inhiben la produccion de citoquinas proinflamatorias, sino que también inducen la pro-

duccion de'iMP (Wright y cols., 1991).

Las causas que originadR son desconocidas, las investigaciones actuales hablan de 3 meca-
nismos distintos: por agentes infecciosos, por un fallo de la autotolerancia y por una activacion anémala

de linfocitosT.

Entre los agentes infecciosos que se barajan se encuentran: el virus linfotrépico de células T huma-
nas tipo I; virus de la rubeola; Citomegalovirus; Herpes virus; micoplasmayy virus EpsteireBaint€y/,
1989; Phillips, 1988). Se han detectado anticuerpos dirigidos contra antigenos especificos del EBV en un

8% de los pacientes, estos antigenos que se encuentran en la glicoproteind Oissd gpribetizan con
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 Cambios clinicos en la Artritis Reumnatoide
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Figura 7. Esquema de la situacion de una articulacion normal y una articulacion afecdautaisl®eumatoide.

la cadeng de las moléculas de MHC de clase Il de HLA-Dw4 (en el 50% de los pacientes), -Dw14y
—DR1 (Roudiely cols.,1988). Es posible que en pacientes con estos haplotipos, la tolerancia a
autoantigenos puede modificar la respuesta al EBV y producir una alteracion en la infeccion que conlle-
varia a manifestar sintomas similaresdRgRoudiery cols.,1988; 1989). Otro dato que apoyaria el
papel del EBYque se ha encontrado en pacientédden nimero elevado de células B infectadas con

el virus y una disminucion de la respuesta citotdxica de célelasespuesta al virusgdy cols.,1986;
Deppery Zvaifler1981) Al ser el EBVun activador policlonal de linfocitos B, también producird una

sobreproduccion de inmunoglobulinas, incluyendo aumento del factor reumatoide (Staaihi#®78).

Otros virus implicados son los parvovirus. Los parvovirus son virus de DNA pequefios que causan
enfermedad en muchas especies. El parvovirus B19 ha sido implicado como la causa de una artropatia en
adultos que normalmente es autolimitada y que no desemide@&thitey cols.,1985). Otros parvovirus
han sido implicados en la patogénesis, porque se han encontrado en la membrana sinovial de los pacientes

(Simpsory cols.,1984).
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Por otro lado, las micobacterias expresan proteinas de choque térmico (HSP), las cuales se han
comportado como factores artritogénicos en ratas con artritis inducida por adyuvante (yacosden
1988), su gran homologia con las HSP humana hace que se piense que jueguen un papel en la inflamacior
(Polla, 1988). Pacientes cAR presentan niveles elevados de anticuerpos antidd 8icobacterias
recombinantes @bulfay cols.,1989). Otro indicio es la presencia de célul&D3y5 CD4- CD8- en
el fluido sinovial, siendo este grupo el que prolifera ante una infeccion con antigenos micobacterianos

(Holoshitzy cols.,1989).

En cuanto a la autoinmunidad, las proteinas enddégenas mas cominmente implicadas son el colagen
y las IgG. El colageno es una causa directa de artritis en roedores y monos, en humanos se han detectad
altos titulos de anticuerpos a las formas nativas y desnaturalizadas de colageno tipo Il en el suero de los
pacientes coAR (Rowleyy cols.,1986; Choy cols, 1988), sin embgpo hay datos que apoyan que
estos anticuerpos no preceden el inicio ddRaEs probable que cuando el cartilago es invadido y
destruido por la sinovitis, porciones de ese colageno creen una respuesta inmune formando los complejos
anticuerpo-antigeno del colageno (gj, factor reumatoide-IgG) que precipitan en la superficie del cartilago

sirviendo como un quimioatacante para el tejido invasivo (Jasin, 1985)

Los factores reumatoides, son anticuerpos circulantes, normalmente 1gG o IgM, reactivos con la
porcién Fc de sus propias moléculas IgG, debido probablemente a una anémala glicosilacion de estas
proteinas. Estos factores reumatoides se encuentran en el 80% de los pacientes de ARy se utiliza comc

prueba diagnostica (Abbas 1990).

En referencia a la activacion de linfocito, estudios genéticos y en gemelos han demostrado que la
predisposicion a padecer la enfermedad reside en el locus HLAt&¥RY3978). De este modo, el
80% de pacientes con AR de raza caucasiana, expresan los subtipos DR1 o DR4 (Gregersen 1987).
Como se sabe, la funcion de DR es presentar péptidos a las células T CD4+, por lo que esté claro que las
células T estan implicadas en la patogénesis de la enfermedad, y este papel se centra en la presentacion
autoantigenos ¢dy cols.,1988). Gracias a estudios de andlisis de mutacion se conoce que la posicion
del aminoacido 71 de la cadena®$ correlaciona con la susceptibilidad genética a padlBcer

(Hammely cols.,1995).
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Las citoquinas juegan un papel muy importante en el curséRldlas dos citoquinas claves en la
patogénesis d&R son la IL-1 y elNF-o (Buchany cols.,1998; van der Ber, 1998). IL-1 yTNF
acttian sinérgicamente para inducir otras citoquinas (IL-6 e IL-12) e incrementar la produccion de PGE
y otros metabolitos del acido araquiddnico en los sinoviocitos que contribuye al dolor y a la hinchazoén
caracteristica de /R (Harris, 1990). Las citoquinas proinflamatorias: promueven la migracion de
neutrofilos, monocitos y linfocitos al sinovio, favorecen la degradacion 6sea por la induccion de la pérdida
de proteoglicanos; estimulan a las proteasas neutras en los condrocitos (CushiQ9fpskgn Leng
cols.,1995); favorecen la reabsorcion 6sea (Dinarello y Moldal@&9).Varios investigadores han
demostrado que el tratamiento con anticuerpos anti<l Miguce la produccion sinovial de IL-1, GM-
CSF IL-6 y IL-8 (Brennary cols.,1989). Otros estudios usando antagonista del receptor de IL-1,
bloquean la produccion de IL-1y reducen los niveles de IL-6 e IL-8 pero no los de. BY6s datos
sugieren que el TNE-es el iniciador de la cascada proinflamatoria (Feldmats.,1996b) y una

futura diana terapéutica en el tratamiento dé&la

CITOQUINAS
ANTIINFLAMATORIAS

(IL-10, TNFR SOLUBLE,
IL-11
A

/ [

DESTRUCCION

DEL HUESO Y

- = DEL

CARTILAGO
\ "
CITOQUINAS

PROINFLAMATORIAS
(IL-6, IL-8, GM-CSF)

MACROFAGO

Figura 9. Cascada de citoquinas implicadas efrtsitis Reumatoide. Representacion esquematica de algunas de las
citokinas y de las células que participan en la cascada de citokinas dependiente de factor de necrosis tumoral (TNF), que
ilustran el papel crucial de dicha citokina en la Artritis Reumatoide. Entre las células implicadas se encuentran las células
T CD4+ y los macréfagos, aunque la interaccion entre ambas células no estan bien definidas. GM-CSF: factores
estimuladores de colonias de macréfagos y granulocitos; IL: interleukina; Ra: antagonista del receptor; TNF-R: receptor

deTNF
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Este aumento de las citoquinas proinflamatorias contrasta con la deficiente produccion de IL-10,
una citoquina antiinflamatoria que antagoniza los efectos deal NF1, IL-12, en pacientes de AR
(Feldmanry cols.,1996a; Kotakg cols.,1997) Aunque otra citoquina antiinflamatoria (comad @F-

B, tanto en su forma activa como en su forma latente) y los inhibidores de citoquinas (como el IL-1ray el
TNF-R soluble) se encuentran paraddjicamente elevados, aunque este aumento no es suficiente par:
neutralizar toda la produccion de IL-TMF-a (Favay cols.,1989;Wahl, 1994, Feldmampcols.,

1996a). El hecho de que una citoquina caracteristica de las células Th2, como la IL-4, no se encuentre
normalmente en el fluido sinovial, sugiere que el subtipo de c@linaslucradas eAR son las del

subtipo Thl (Feldmanny cols., 1996b).

3.5.2. Modelos animales

En ratas, los modelos de artritis erosiva pueden ser clasificadas dentro de 3 grupos. El primer grupo
es el que se induce por hiperinmunizacion de ratas genéticamente susceptibles con antigenos como colager
tipo Il (CIA) y proteina oligomérica de la matriz del colageno (COMP) disuelta en adyuvante incompleto
de Freund (FIA). El segundo grupo es el que se induce la artritis por la administracion intradermal de
varios adyuvantes oleicos, de los cuales el que contiene Micobacterium tuberculosis inactivada por calor
y emulsificado con FIA el mas estudiado. La artritis erosiva cronica también ha sido inducida con otros
adyuvantes, como por ejemplo avridina en FIA, pristane y con FIA solo. El tercer grupo de modelos de
artritis con ratas incluye varias formas de peptidoglicanos-polisacaridos de la pared celular de bacterias.

Aqui se incluye el modelo de artritis inducida por componentes de la pared celular de estreptococos.

En ratones, los tres principales modelos para el estudio de ratones son: la artritis inducida por

pristane (PIA), inducida por colageno (CIA) e inducida por proteoglicanos\(Uitey, 1999).

3.5.2.1. Modelos de artritis en ratones

PIA enratones:Es una enfermedad crénica inducida por dos inyecciones intraperitoneales de pristane.
El inicio de PIA se retrasa y el curso de la enfermedad se extiende hasta 100-200 dias. Las células
TCDA4+ juegan un papel muy importante, aunque la activacion de las células B también, como demuestra

la presencia de hipggmmaglobulinemia, produccion de autoanticuerpos: anti-Hsp65, anértgG
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colageno tipo |y II, anti-histonas, anti-DNAss. Se inducen esta enfermedad en ratones DBA/1y BALB/

¢ (Wilder,1999; Croford yWilder, 1997). Las similitudes conA&R humana son: artritis simétrica de las
articulaciones, articulaciones periféricas afectadas, inflamacion persistente en las articulaciones, hiperplasia
sinovial, infiltracién celular en la inflamacion, erosiones marginales, regulado por genes del MHC y por
genes no MHC, progresion crénica de la enfermedad, presencia de factor reumatoide. Las diferencias

son poliartritis leve y retraso en el inicio de los sintomas clinicos Woeeyr, 1999).

Artritis inducida por colageno en ratones:La artritis inducida por colageno (CIA) en ratones se
produce por inmunizacion con colageno tipo Il emulsificado en adyuvante completo de FraliidgCF
ratones, a diferencia de las ratas necesitare@ivez de FI&Aomo adyuvante. En las etapas tempranas

de CIA, hay deposicién de fibrina y los anticuerpos anti-coldgeno se unen al colageno del cartilago y
activan al complemento. La fase cronica es dependiente de células T autorreactivas. En ratones DBA/1y
B10.RIIl, los machos tienen una mayor prevalencia y la enfermedad es mas severa que en hembras.
Como ocurre en lAR humana, la ClAnurina remite durante el embarazo y se agrava después del parto
(Wilder, 1999). Las similitudes conA&R humana son: artritis simétrica de las articulaciones, articulaciones
periféricas afectadas, inflamacion persistente en las articulaciones, hiperplasia sinovial, infiltracion celular
en lainflamacion, erosiones marginales, mayor incidencia en hembras que en machos, regulado por genes
del MHC y por genes no MHC, responden a las mayoria de las terapias efectivas en AR salvo a los

farmacos anti-inflamatorio no esteroideos (Jdélgler, 1999).

Artritis inducida por proteoglicanosTres inyecciones intraperitoneales de proteoglicano (sin condroitin
sulfato) de cartilago humano fetal en®G@Fen FIA, induce una poliartritis cronica en ratones BALB/c
después de 4 semanas. Las hembras son mas susceptibles que los nildend99@/ Croford y
Wilder,1997). Las similitudes conAd&k humana son: artritis simétrica de las articulaciones, articulaciones
periféricas afectadas, inflamacion persistente en las articulaciones, hiperplasia sinovial, infiltracion celular
en lainflamacion, erosiones marginales, regulado por genes del MHC y por genes no MHC, presencia de
factor reumatoide y anticuerpos anti-colagenao tipo I, deposicién de inmunocomplejos. Se diferencia en

gue desarrollan espondilitis (Jo@tder, 1999).
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3.5.2.2. Modelos de artritis en ratas

Artritis inducida por COMP:  Lainmunizacion tanto con COMP de rata nativa como COMP desnatu-
ralizado en FIA induce artritis severa en cepas de ratas susceptibles (DA y Lewis). Aunque la artritis de
las articulaciones periféricas se parece clinicamente al AR, no acaba en una destruccion permanente de la
articulaciones. El desarrollo de la enfermedad parece ser dependiente de una respuesta inmune a COMI
autélogo y no por la reactividad cruzada a otros colagenos del cartilago de riaed(@vdfder, 1997).

Las similitudes de este modelo con la AR humana son: artritis de las articulaciones simétricas, articulacio-
nes periféricas afectadas, inflamacion de la articulacion persistente, respuesta inmune a proteinas del car
tilago, regulado genéticamente por genes del MHC y genes que no pertenecen al MHC. Sin embargo, no
presenta una destruccion permanente de las articulaciones y es una enfermedad transkftitidefJoe y

1999).

Artritis inducida por adyuvante completo: Una inyeccion intradermal, en la base de la cola, con
Micobacterium tuberculosis inactivada por calor en FIA, conlleva una artritis en 14 dias en cepas de ratas
DA o Lewis AlA puede ser también inducida con componentes de la pared celular de otras bacterias
aunque la artrogenecidad varia. El aumento dedNE-1 y IL-6 se detecta a los 4 dias después dela
inmunizacion. El progreso de la enfermedad ocurre rapidamente en varias semanas semejante a un proce
so monofasico. Los granulocitos y las células CD4+ autorreactivas juegan un papel principal en la enfer-
medad. La respuesta inmune humoral no contribuye a la enfermeatiiet, \899; Croford yWilder,

1997). Las similitudes que presentan céxRdumana son: artritis simétrica de las articulaciones, articu-
laciones periféricas afectadas, inflamacion persistente de las articulaciones, hiperplasia sinovial, infiltracion
de células en la inflamacion, erosiones marginales, regulado por genes del MHC y por genes no MHC,
responde a la mayoria de las terapias efectiv&R dras diferencias con&R humana son: que ocurre

de una manera explosiva, es de curso monofésico, involucra al esqueleto axial, no presenta factores
reumatoides, se ven afectados el sistema gastrointestinal, el tracto urinario y la piel. Presenta periostitis,

anquilosis 6sea y manifestaciones extraarticulares que no son prop#sR {@la ywilder, 1999).
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Artritis inducida por Avridina: La inyeccion de avridina [N,N-dioctadecil-N’,N’-bis (2-hydroxyethyl)
propanodiamina/CP-20961] emulsificado en FIA, en la base de la cola es potencialmente artritogénico en
ratas DAy Lewis. Las ratas inyectadas con avridina desarrollan artritis semejante al AIA. Como la avridina

es un adyuvante sintético carente de las propiedades para inducir respuesta inmunes de las células Ty
células B, ha sido utilizada para investigar el papel de los adyuvantes en lainmunidad innata en el desarro-
llo de la artritis erosiva. Sin embargo, las células T son importantes en el desarrollo de la enfermedad
porque la induccion de la artritis por avridina en ratas nude atimicas no desarrollan artritis.

Como sucede en la AR humana, las hembras desarrollan una enfermedad més severa que los machos. Los
datos experimentales sugieren que los cromosomas sexuales regulan la severidad de la enfermedad segun
el género, pero las hormonas gonadales también ejercen efectos regulalitme$999). Las similitu-

des con la AR humana son: artritis simétrica de las articulaciones, articulaciones periféricas afectadas,
inflamacion persistente en las articulaciones, hiperplasia sinovial, infiltracion celular en la inflamacion, ero-
siones marginales, mayor incidencia en hembras que en machos, regulado por genes del MHC y por genes
no MHC. Sin embargo, se diferencia en que la severidad es moderada, monofasica y presenta poliartritis

(Joe yilder, 1999).

Artritis inducida por Pristane (PI1A): la inyeccion intradermal de 2,6,10,14-tetrametilpentadecano
(pristane), en la base de la cola, induce artritis en ratas Lewis y DA. PIA desarrolla artritis en 2-3 semanas
después de lainyeccién y progresa durante un mes. Las células T son necesarias para el desarrollo de la
enfermedad. Las erosiones 6seas, comienza subcondronalmente, son evidentes a los 2 dias después del
inicio de la artritis clinica. El suero de las ratas afectadas tienen niveles elevados de IL-6 durante las fase
aguda de la enfermedadi(tiér, 1999). Las similitudes conA&r humana son: artritis simétrica de las
articulaciones, articulaciones periféricas afectadas, inflamacion persistente en las articulaciones, hiperplasia
sinovial, infiltracion celular en la inflamacion, erosiones marginales, mayor incidencia en hembras que en
machos, regulado por genes del MHC y por genes no MHC, presencia de factor reumatoide. Las diferen-

cias con la AR humana son: que presenta una poliartritis leve 0 moderadamente severa.

Artritis inducida por aceite (OIA): Este modelo de artritis s6lo se desarrolla en ratas DA después de
una inyeccion subcutanea de FIA. El inicio de la enfermedad es a los 14 dias de la inyeccion. La inflama-

cion en la articulacion es mucho menos grave que en otros modelos. Las células T autorreactivas expresan
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altos niveles de IL-2, IFNy TNF-o.. No producen anticuerpos anti-colageno tipo lldey, 1999).Las
similitudes que presentan son: artritis simétrica en las articulaciones, articulaciones periféricas afectadas,
inflamacion leve en las articulaciones, hiperplasia sinovial, infiltracion celular en la inflamacion, erosiones
marginales, regulado por genes del MHC y genes no MHC. Sin embargo, la poliartritis es leve y no

presenta factor reumatoide (JO&/§der, 1999).

Artritis inducida por componentes de la pared celular de estreptococo&lina Unica inyeccion
peritoneal de una suspension acuosa de fragmentos de peptidoglicano-liposacarido de la pared celular d
estreptococo del grupo A induce artritis en ratas Lewis. Una fase aguda, independiente de la respuesta de
timo y dependiente del complemento, se origina a las 24 haaa®sa etapa, viene una etapa cronica,
dependiente de la respuesta del timo, que comienza a los 14 dias después de la inyeccion, y que s
caracteriza por curso fluctuante similar al de los pacientes de AR. Esta fase cronica esta asociada con Ie
produccion de altos niveles de citokinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento, metaloproteinasas,
ciclooxigenasa 2 y NO en las articulaciones afectadéddfy\L 999). Las similitudes conAdR humana

son: artritis simétrica de las articulaciones, articulaciones periféricas afectadas, inflamacion persistente en
las articulaciones, hiperplasia sinovial, infiltracion celular en la inflamacion, erosiones marginales, mayor
incidencia en hembras que en machos, regulado por genes del MHC y por genes no MHC. Sin embargo,

no presenta factor reumatoide.
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3.5.3 Artritis inducida por coladgeno

La artritis inducida por colageno (CIA) en ratas es un modelo animal dependiente de células T
descrito por primera vez pbrentham y cols. en 1977. Se induce por la inyeccion de colageno tipo I, un
componente de la matriz extracelular del cartilago articular localizado en la articulacién diartrodial (Cuzzocrea
y cols., 2000).La artritis inducida con cualquier tipo de colageno es normalmente monofésica, siguiendo
un patron de sinovitis aguda (1-2 semanas), una resolucién gradual (2-3 semanas) seguido por una anqui-
losis fibrosa u 6sea que va paralela a las severidad de la artritis durante las dos primeras semanas (Cremer
y cols., 1998). Después de 10-14 dias tras la inmunizacion con colageno tipo Il en FIA, las ratas desarro-
llan poliartritis con formacién de pannus y erosion del hueso y cartilago a nivel histoldgico (Brahny cols.,
1994) Ademas, la inmunizacion con colageno tipo Il conlleva un desarrollo de la hipersensibilidad retar
daday produccion de autoanticuerpos (Oliver y cols., 1388{o la respuesta inmune celular como la

humoral son caracteristicas de la enfermedad (Brahn, 1991).

La fase inicial de CIA se caracteriza por la unién del autoanticuerpo a la superficie del cartilago
articular en asociacion con la fijacién del complemento, aumento de C5a dentro del especio intrarticular
deposicién de fibrina, invasion de neutrdéfilos y pérdida de proteoglicanos del cartilago de la articulacion.
La segunda fase de CIA se caracteriza por un flujo de células T activadas, células B y monocitos para
producir inflamacion en la articulacion. Las células T tienen dos funciones: estimular a las células B para la
produccion de autoanticuerpos y producir citokinas pro-inflamatorias (Cannony cols., 1996; Griffiths y
cols., 1993). Las citoquinas proinflamatorias estimulan a los neutréfilos, monocitos y linfocitos para que
migren al sinovio. Una vez en el sinovio, los neutrofilos se activan y producen mediadores que estimulan a
los leucocitos mononucleares, sinoviocitos y condorcitos. Estas células produpgrllL6l(Koch 'y
cols., 1995; Harris, 1990). La ILBIproducida inhibe la sintesis de matriz extracelidduce a las
metaloproteinasas de la matriz (Arend y Da@®0;Tamura y cols., 2001), y promueve la degradacion
del cartilago mediante la pérdida de proteoglicanos y por la produccién de proteasas neutras en los

condrocitos (Cush 1991; van Lent 1995).
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La IL-6 se produce por la estimulacion de pleth condrocitos y actla junto a ésta en la inhibicién
de la sintesis de proteoglicanos (Nietfled y cols., 198@)bién actlia sobre el crecimiento en las Ultimas
fases de la diferenciacion de células B, estimula la mielopoyesis (Sarlis y cols.,1992; Wili@ssy,
2001), y coordina la actividad de diferentes células inmunes con un importante papel en la respuesta de la
fase aguda (Zubelewicz y cols., 1999). La IL-6 es segregada por fagocitos mononucleares en respuesta

la estimulacion de TNE-y de IL-13 (McCartney-Francis y cols., 1993).
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Uno de los mecanismos por los cuales Iglejdrce su accion pro-inflamatoria es porque estimula
la produccion de NO (Koch y cols., 1995). NO, es un radical inestable producido por la accion de NO
sintasa (NOS) sobre L-Arginina'y es un importante mediador en condiciones fisiologicas y fisiopatoldgicas.
NO puede mediar en la inflamacion local y en la destruccion tisular (Cannony cols., 1996; McCartney-
Francisy cols., 1993; Brahny cols., 1998) por la produccién de una isoforma de NOS (NOS inducible
[INOS]) que puede producir grandes cantidades de NO durante mucho tiempo (Nathan, 1992). El desa-
rrollo de artritis se correlaciona con la induccion de INOS y por la produccién de NO. EI NO producido,
enrespuesta a las citoquinas, promueve la degradacion del cartilago, #&tiohlbicion de la sintesis de
colageno y de proteoglicanos, y la induccion de apoptasgif@n y cols., 1994 t&anovic-Racic y

cols., 1996; Lotz y cols., 1999).

Cuando el NO se produce en grandes cantidades por la iINOS, se puede dar la formacion de
peroxinitrito, el cual se descompone en radicales hidroxilo altamente reactivos (Andersson y Ekstrom,
1997). El peroxinitrito es citotdxico por iniciar la peroxidacion lipidica, inactivar las enzimas de respiracion
mitocondriana, reducir los niveles de glutation, activar a la enzima nuclear poli(ADP-ribosa) sintetasa, y
promover la muerte celular (Cuzzocreay cols., 1998; 2000; Phelpsy cols., 1995; Inoue y Kawanishi,1995;
Salgo y cols., 1995). La sobreproduccion de ROS (aniones superoxido, perdxido de hidrégeno,
peroxinitrito) en la inflamacién conlleva a una considerable situacion de stress oxidativo, indicado por los
niveles de peroxidacion lipidica. El empeorameinteo de la artritis esté estrechamente relacionada con el
aumento dela peroxidacion lipidica, como muestra los altos niveles en sangre de malondialdehido y conju-

gados dienos en pacientes Aéh(Cuzzocreay cols., 2000pshikawa y Kondo,1981).
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3.6. Lupus Eritematoso Sistémico

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune, multisistémica, de gran
heterogeneidad y variabilidad, caracterizada por la produccion de autoanticuerpos, asi como la formacién
y deposito de complejos inmunes. Aunque no todas las manifestaciones del LES pueden ser atribuidas ¢
los complejos inmunes, ellos juegan un papel muy importante en su patologia e inmunopatologia, siendo el
LES el prototipo de la enfermedad mediada por complejos antigeno-anticuerpo en el ser humano (Edberg
y cols., 1998). La etiologia de la enfermedad permanece desconocida, pero se cree que es multifactorial,
resultando de la interaccion compleja de factores genéticos y ambientales (Grdsanap(00). Sin
embago, los estudios con pacientes asi como en ratones propensos a desarrollar una enfermedad similat
han permitido la creacién de un modelo para estudiar los eventos criticos para la induccién de los
autoanticuerpos. De acuerdo a este modelo, los autoanticuerpos se producen en individuos genéticament

susceptibles en quienes las anormalidades promueven la autorreactividad de las cElulas B y
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Figura 11. Manifestaciones mas caracteristicas en el Lupus Eritematoso Sistémico.

Durante el inicio dela enfermedad, los anticuerpos antinucleares (ANA) son estimulados por la
presencia de autoantigenos que existen como complejos y que se vuelven inmunogénicos cuando sor
liberados por células apoptéticas. Esta estimulacion es manejada por la produccién de autoanticuerpos
del tipo de la IgGpor mecanismos similares a los observados en las respuestas inmunes a antigenos

extranos (Pistesk®2000).
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Otros tipos de autoanticuepos que producen los pacientes de LES son: anti-histonas, anti-eritrocitos,
anti-plaguetas, anti-leucocitos y frente a factores de coagulacion. El autoanticuerpo especifico para los
glébulos rojos y plaguetas llevan a una lisis mediada por complemento que da origen a una anemia hemolitica
y una trombocitopenia respectivamente. Cuando los autoanticuerpos reaccionan con varios antigenos
nucleares forman los complejos inmunes, que se depositan en las paredes de los capilares desarrollando
una reaccion de hipersensibildad tipo lll. Estos inmunocomplejos activan al sistema del complementoy
generan complejos que atacan a las membranas y productos del complemento que dafan las paredes de

los capilares originando los sintomas de vasculitis y glomerulonefritis.

Los pacientes con LES severa presentan niveles muy elevados en suero de factores activados del
complemento (C3ay C5a), de 3 a5 veces mas altas que en sujetos normales. C5a induce un aumento de
la expresion del receptor del complemento del tipo 3 (CR3) en neutrofilos, facilitando la agregacion
neutrofilicay el ataque al endotelio vascélbestar los neutrofilos atacando el endotelio de los capilares,
el numero de neutrdfilos circulantes desciende (neutropenia) y se procede la oclusion de varios capilares

(vasculitis). Esta oclusion puede originar una debilidad del tejido dafiado.

Entre los innumerables autoanticuerpos producidos en el LES se encuentran anticuerpos contra
cromatina, contra particulas de ribonuceloproteina nucleares pequefia (U1y Sm) y frente a los complejos
Ro/SSAy La/SSB (&n, 1989; Kotzin y O Dell, 1995 utoanticuerpos anti-fosfolipidos también son
frecuentes y estan asociados a complicaciones tromboticas. Otro grupos de autoanticuerpos estan dirigi-

dos contra moléculas de superficie de las células que originan anemia hemolitica y trombocitopenia.

Los autoanticuerpos IgG anti-DNAdSs juegan un papel prominente en la glomerulonefritis (GMN)
originada por inmunocomplejos (Kotziny O Dell, 1995). Hay dos mecanismos propuesto. En el primero,
el antigeno que contiene DNA queda retenido en el glomérulo y es entonces cuando es reconocido por los
anticuerpos anti-DNA, originando la formacion de inmunocomplejos in situ (Bernstein y cols., 1995). En
el segundo modelo, el subtipo patolégico de anticuerpos anti-DNA es capaz de interaccionar con las
estructuras del glomérulo sin que haya antigenos-DNA en el origen. Otros autoanticuerpos implicados en
la GMN son los anticuerpos anti-glicoproteina retroviral endégena (gp70) y el IC gp70-antigp70 (Izui y

cols., 1981).
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3.6.1. Papel de las células B

La primera vez que fue identificado fue en pacientes con LES hace 40 afios y durante los ultimos 20
afios se ha considerado que los niveles de anticuerpos anti-DNAdSs refleja la actividad clinica de la enfer-
medad, en especial en rifién. De este modo, altos niveles de anticuerpos anti-DNAds (medidos por la
técnica de Farr) se han encontrado en pacientes con nefritis ocasionada por lupus y que lainmunoglobuline
que mas afecta a la enfermedad renal es la IgG

En ratones, los anticuerpos anti-DNA pueden ser inducidos por inyeccién de irritantes quimicos
(como el Pristane), por estimulacién con antigenos como el DNA bacteriano, fosfolipidos de la pared de
las bacterias y virus y por estimulacién con complejos de {Pptateinas (SchwartzAyollar, 1985;

Satohy cols., 1995yambién en ratones, los anticuerpos anti-[pagenos son inducidos por inmu-

nizacion de animales con complejos de proteinas y DNA (Desai y cols.,1993).

En humanos, los antigenos que inician la formacion de anticuerpos anti-DNA potencialmente
patogénicos pueden ser la cromatina y/o los nucleosomas. La evidencia del papel central de la
inmunogenicidad de estos dos complejos incluyen la presencia de anticuerpos a estas sustancias en
suero de pacientes (Burlingame y cols., 1994) y su capacidad de bloquear la union de las inmunoglobulinas
séricas de pacientes con LES a extractos de glomérulos (Lefkowith y cols Adiggs, los linfocitos
T activados por nucleosomas de pacientes con LES pueden estimular a los linfocitos B para producir anti-
DNA del tipo IgG (Mohan y cols., 1993). Los nucleosomas juegan un papel central en la fisiopatogénesis
del LES siendo los anticuerpos IgG anti-nucleosomas los marcadores mas sensibles para diagnosticar I
presencia de LES, ya que estos anticuerpos se encuentran casi exclusivamente en pacientes con lupu

escleroderma y enfermedad mixta del tejido conectivo (AmouraYy cols., 2000).

Por otra parte, complejos proteicos que conti&Réh pueden inducir anticuerpos anti-DNA, de
hecho, se observo que inmunizando conejos con péptidos con pequefias particulas RNA nucleares pue

den inducir anti-DNA y anticuerpos a pequenfias particulas RNA nucleares (JamesYy cols., 1995).
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Debido a que la apoptosis es la fuente de la produccion de nucleosomas ha llevado a la sugerencia
gue la muerte celular programada esta incrementada en el LES lo cual ha sido confirmado tanto en huma-
nos como en ratones (Emleny cols., 1994). Sin embargo, esto no es especifico de los pacientes con
Lupus, ya que también se ha observado en otras enfermedades inflamatorias (Lorenz y cols.,1997), lo
cual obliga a pensar que existe una fagocitosis defectuosa que explique la presencia de nucleosomas
circulantes en niveles elevados en el LES (Hermann y cols., 1998). Interesantemente, el nucleosoma
mismo inhibe la remocion de células apoptéticas por macréfagos murinos (Lederach y col$grii998).
bién se ha visto la aglomeracion de nucleosomas con otros autoantigenos, como las ribonucleoproteinas
llamados cuerpos apoptoéticos, lo cua Ipermite lanzar la hipotesis que en el LES la persistencia de
célulasapoptéticas circulantes estimulan la produccion de autoanticuerpos. Por otra parte, se ha encontra-
do que durante la apotosis, hay una serie de cambios en las proteinas y una alta produccion de ROS que
tienen la capacidad de incrementar la inmunogenicidad de las células apoptéticas (Zahir y cols., 2000).
Ademads, las infecciones con virus pueden contribuir a la inmunogenicidad de los nucleosomas e iniciar una
respuesta autoinmune (Rekvig y cols., 1997), especialmente con el polionfaleswsiales pueden
agruparse con los nucleosomas en cuerpos apoptoticos e inducir una respuesta autoinmune que puede

extenderse del antigeno viral al nucleosoma (Andreasseny cols., 1999).

El mecanismo responsable para la ruptura de la tolerancia en el LES aun permanece desconocido,
sin embargo, en los Ultimos afios ha existido un avance en el conocimiento de las interacciones moleculares

regulando la expansion de las células By T autorreactivas.

Los anticuerpos IgM anti-DNAss se encuentran hormalmente en suero de sujetos sanos. Estos
anticuerpos corresponden al repertorio de autoanticuerpos naturales, tienen baja afinidad por el DNAy
por otros autoantigenos, como la tiroglobulina (Pisetsky y cols., 1990). Por otra parte, los anticuerpos
anti-DNAds son menos prevalentes en sujetos normales y contiene subgrupos de alta afinidad con reactividad
cruzada estrecha (Diamond y cols., 1992). Otras caracteristicas adicionales que contribuyen a la
patogenicidad de los autoanticuerpos son: la capacidad de fijar complemento, afinidad por el DNA'y
otros antigenos que reaccionan cruzadamente, la carga de la molécula del anticuerpo o del complejo
inmune que lo contiene y la secuencia de los aminoacidos de la proteina asociada (Rothfield y Satllar

1967; Mohan y Datta, 1998infield y cols., 1997).
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71



INTRODUCCION

El proceso mediante el cual la respuesta de los linfocitos T y B a un antigeno se expande para incluir
la reactividad a antigenos adicionales, depende de la degeneracion del receptor de antigenolde la célula
de manera tal que, un solo receptor se une a un complejo péptido-HLA. Por lo tanto, unacélulaT o B
activada por un solo antigeno responde a multiples autoantigenos y no autoantigenos (Hemmery cols.,
1997) A través de este mecanismo, multiples exposiciones a antigenos bacterianos, virales o quimicos o

autoantigenos puede llevar a la formacion de anticuerpos anti-DNA.

La tolerancia es el mecanismo por el cual se elimina o neutralizan las células autorreactivas, un fallo
en este mecanismo en personas genéticamente susceptibles puede llevar a la autoinmunidad (Kamradt,
2001). Algunos mecanismos estan dirigidos a bloquear células B autorreactivas y son: supresion clonal de
células B inmaduras en médula 6sea (Nemazee, 2000); supresion de células B en bazo o en ganglios
linfaticos (Rathmell y cols., 1996); inactivacion funcional (Goodnow y cols., 1988); y la edicion del recep-
tor (Nemazee 2000b), un mecanismo que cambia la especificidad del receptor de la célula B cuando se
encuentra a un autoantigeno. El papel que juegan cada uno de estos mecanismos en la patogénesis del

LES es desconocido.
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3.6.2. Papel de las células T

La presencia de ciertos alelos de MHC-1l y la produccion de autoanticuerpos IgG caracteristicas de la
enfermedad del LES hicieron sospechar que las células T CD4 jugaban un papel principal en la patogénesis
de la enfermedad. En todos los modelos animales se ha podido demostrar que el tratamiento con anticuerpo
anti-CD4 disminuye la produccion de autoanticuepros IgG y mejoraba los sintomas de la enfermedad.
Mismos resultados se obtuvieron bloqueando la activacion de las céluals T y/o la interaccion entre células

T-B (Finck 1994).

Estudios realizados en modelos murinos demostraron que antigenos nucleosomales no-DNA son ca-
paces de estimular algunas células T autorreactivas que inducirian la produccion de anticuerpos anti-DNA
por parte de las células B. De este modo, estas células B podrian mediante el MHC-II presentar histonas
u otros péptidos cromosomales a las células T (Mohany cols., 1993).

Se ha podido comprobar que las células T causantes de la enfermedad se hayan presente en «
repertorio normal de células T circulantes. Estas células T que no fueron eliminadas durante la seleccion
timica se hayan sin embargo inactivadas gracias a los mecanismos protectores de la tolerancia periférice
(inactivacion funcional, inmunoregulacion e ignorancia inmunologica) (Kotzin, 1996). Sin embargo, cuan-
do se produce una presentacién anormal, o ocurre la presentacién de un autoantigeno o se produce u
fallo en la tolerancia periférica se puede producir la activacion de estos clones de células T autorreactivas
gue pueden desencadenar el LES (Bockenstedt 1995).

Otro papel que desempefia las células T en el LES es la produccion de citoquinas, aunque este punt
es bastante controvertido, ya que hay autores que otorgan un papel preponderante a las citoquinas prodt
cidas por células Th2, mientras que otros autores sostienen la teoria que son las citoquinas producidas pa
las células Thl las que juegan un papel preponderante en la patologia del LES

Normalmente, los inmunocomplejos antigeno-anticuerpo, son eficientemente suprimidos o aclara-
dos por el sistema fagocitico mononuclear que se encuentra en higado y bazo. Este sistema, es dependie
te de los receptores para el complemento, de los receptores para reconocer la porcion Fc de la
inmunoglobulina o receptores Fc y de los transportafores de inmunoglobulinas (Ravetch y Clynes, 1998).
Un procesamiento anormal de los inmunocomplejos podria jugar un papel importante en el LES por

diferentes vias, incluyendo anormalidades en los mecanismos de transporte o de presentacion, defectos
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en la funcion del sisema fagocitico mononuclear (Haakenstad y Mannik, 1974), o anormalidades intrin-

secas a la funcion fagocitica nucldas cuales han sido descritos como factores importantes en la
fisiopatogénesis del LES (Daviesy cols., 1992).

No esta claro, qué es lo que distingue un autoanticuerpo patogénico de uno que no lo es. La fijacion
del complemento es esencial para el dafio tigutaral coincide con la riqgueza en anticuerpos patogénicos
del tipo IgG1 e IgG3, las cuales fijan complemento eficientemente (Rothfield y,38tdy Mohan y
Datta,1995). Por otra parte, la carga cationica también da al anticuerpo una ventaja patogénica, permi-
tiendo que éste se una a moléculas cargadas negativamente en la membrana basal glomerular (Suzuky y

cols., 1993).

Los inmunocomplejos que son capaces de ligar el complemento de manera eficiente, son fijados
rapidamente por los eritrocitos a través del receptor eritrocitario para el complemento tipo 1 (CR1), y
estos complejos eritrocito-inmunocomplejo son incapaces de depositarse en los tejidos (KBB@grly
y son transportados hacia el sistema fagocitico mononuclear donde son eliminados de la circulacion
(Cornacoffy cols., 1983).En cualquier situacion en la que se disminuya la reaccion de adherenciainmune
eritrocito-inmunocomplejo, estara asociada a una mayor probabilidad de depdsito de inmunocomplejos
en los tejidos (Wson y Fearon, 1984; Sckefli y cols., 1986). El depdsito en los tejidos de estos
inmunocomplejos produce liberacion de mediadores inflamatorios e infiltracion con células inflamatorias,
con el consiguiente dafio tisylque se hace especialmente evidente en el rifién (Salmon y cols., 1996).
Alli, estos depdsitos se encuentran principalmente en la membrana basal glppggoambién se

pueden depositar en cualquier otrgadro (Vner y cols., 1985).

3.6.3. Factores medioambientales

Entre las mismas se encuentran el incremento del rash cutaneo tras la exposicion al sol, empeora-
miento de la enfermedad tras infeccidn virica o bacteriana, y cambios en la actividad de la enfermedad tras
tratamiento hormonallambién se ha descrito que el tratamiento con ciertos farmacos (procainamida o
hidralazina) induce la produccion de anticuerpos anti-nucleares y a padecer una enfermedad parecida al
lupus (Kotziny O"Dell, 1995). Las inyecciones intraperitoneales de pristane induce una enfermedad pa-
recida al lupus en ratones (Satoh y cols., 1998¢sar de todos estos datos, no hay una evidencia clara

de que los factores medioambientales estén implicados en el inicio del LES en humanos.

74



INTRODUCCION

3.6.4. Contribuciones genéticas

Multiple son los genes que se han involucrado con el inicio, susceptibilidad y desarrollo del LES
entre los que se encuentran los genes del MHC-II, genes del complemento y genes no-MHC-II. Sin
embargo la combinacion de ciertos genes puede ser menos importante que la acumulacion de un nimert
adecuado de genes que predisponen a la enfermedad (Morel 1994; Drake y cols., 1995), de este modc
el riesgo relativo de padecer LESpara los individuos con el haplotipo HLA-DR2 o HLA-DR3 esde 2 a

3 mientras que si presenta los dos haplotipos el riesgo relativo es de aproximadamente 5.

Entre los genes claramente implicados en el desarrollo de la enfermedad, se encuentra los genes dt
MHC-II, involucrados en la presentacion de antigenos. En cuanto a una alteracion en los genes del com-
plemento se ha podido comprobar gudéficit de la proteina del complemento C4 se produce en
aproximadamente el 10% de los pacientes con LES pero s6lo en el 1% de la poblacioaunugomal,

los mecanismos de esta influencia son desconocidos.

Otras contribuciones genéticas pueden influir en el aumento de la deposicion y/o formacién de
inmunocomplejos en el rifidn o alterar la respuesta inflamatoria ante estos complejos. Otros genes
involucrados son los genes lpry gld, producidos por mutacion en el gen Fas y Fas-L, respectivamente,
gue estan involucrados en la apoptosis (Cohen y Eisenberg, 1991; van Houten y Budd, 1994). Los
individuos homocigaoticos para estas mutaciones presentan una poblacion anormalmente elevada de célu
las T CD4-CD8-, una alta tasa de autoanticuerpos y presentan alteraciones en los mecanismos de toleraci
periférica de las célulds Las mutaciones en el gen Fas es la base genética de los ratonseMRL-Ipry
aunqgue ha sido detectada en un grupo de nifios con sindromes linfoproliferativos y evidencia de

autoinmunidad no se ha encontrado un equivalente del fenotipo Ipr o gld en el LES.
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3.6.5. Modelos animales

Los modelos animales de lupus proporcionan sistemas experimentales muy valiosos para el analisis
de la patogenia de esta enfermedad. Se han descubierto vairas cepas endogamicas de ratones que desa-
rrollan de forma espontanea enfermedades autoinmunitarias que se parecen al LES humano en diferentes

grados.

Ratones NZB y (NZB x NZW)F1:Fue la primera que se describio, y la mas parecida al LES. Los
ratones negros de la cepa Nueva Zelanda (NZB) desarrollan una anemia hemolitica autoinmune a los 2-
4 meses de vida. El haplotipo implicado es el MHXij-& tiempo de supervivencia para el 50% de los
animales es de 18 meses ,dandose en ambos sexos por igual. Ademas de la anemia hemolitica, estos
ratones desarrollan linfomas y glomerulonefritis. Las principales caracteristicas inmunolégicas son: pro-
duccion de anticuerpos anti-eritrocito, anti-proteinas nucleares, ant-BiNidinfocitoT, hiperproduccion

de IgM y una disfuncion linfocitaria generalizada (Kalsi , 2002).

Los ratones hibridos resultantes de la primera generacion de los ratones de las cepas Nueva Zelanda
negros y blancos (NZB x NZW)F1 desarrollan una glomerulonefritis severa mediada por depdsitos de
inmunocomplejos en el rifidn que causan la muerte. Las hembras son las que méas padecen esta enferme-
dad, teniendo una supervivencia media de 7-8 meses. El haplotipo caracteristico de estos ratones es el
MHC H-2¢, Las principales caracteristicas inmunolégicas son produccion de anticuerpos antinucleares 'y
anti-DNA, y una disfuncion linfocitaria generalizada (Kalsi, 2002).

Estudios extensos en estos ratones, han demostrado que también hay genes que no son del MHC en
la F1 procedentes de ambos progenitores, contribuyen a la evolucion de la enfermedad. Las células B de
los ratones (NZB x NZW)F1 son hiper-respondedores a los antigenos extrafios asi como los activadores
policlonalesy las citokinas, y esta puede ser la anormalidad inmunitaria bésica en estos ratones. Se desco-

noce la base bioguimica de este exceso de respuesta de la célula B.

Lineas de ratones BXSBESs una cepa recombinante en la que la susceptibilidad a padecer la enferme-
dad esta ligada al cromosofa so6lo los machos la padecen. Estos ratones que tienen una vida media
de 2-4 meses padecen anemia hemolitica, linfadenopatia y GMN. Estos ratones producen anticuerpos
anti-DNA, anti-anticuerpos timocitotoxico naturales (antAlN inticuerpos anti-eritrocitos, también pa-

decen atrofia timica que ocurre mas temprano que en los normalesy&blsad 994; Kalsi, 2002).
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Lineas de ratones Moth-EatenEstos ratones poseen el haplotipo®-2n ambos sexos estan afec-
tados por igual, con un tiempo medio de supervivencia de 1 mes. Estos ratones padecen pérdida de pelc
GMR y un aumento de la probabilidad de padecer infecciones. Producen anticuerpos anti-DNA, anti-
NTA, anti-eritrocitos e inmunosupresion (Kalsi, 2002).

Ratones de la linea Palmerston-North:as prevalencia de la enfermedad es mayor en hembras, con
unatiempo de vida medio derheses. El haplotipo implicado es el HEAtos ratones padecen poliarteritis
nodosa y nefritis mediada por inmunocomplejos y producen anticuerpos anti-DNA con hiperactividad de
linfocitos B (Kalsi, 2002).

Ratones de la linea Swark:0s ratones de ambos sexos padecen la enfermedad, que se caracteriza por
padecer una GMN lev&ienen un tiempo de vida media de 18 meses. El haplotipo implicado €5 el H-2
Estos ratones producen anticuerpos anti-DNA y padecen una atrofia timica antes de lo normal (Kalsi,
2002).

Ratones de la linea SNF1:as hembras de esta linea padecen una GMN severa debido al haplotipo H-
294 Tienen una supervivencia media de 4-8 meses, y producen anticuerpos apiNAIcleosomas

(Kalsi, 2002).

3.6.6. Ratones MRL-Ipr/-lpr

Los ratones MRL/Ipr desarrollan espontdneamente una enfermedad autoinmune muy parecida al
LES humano. Las caracteristicas clinicas de la enfermedad incluye production de autoanticuerpos,
hipergammaglobulinemia, nefritis, artritis, vasculitis y linfadenopatia (Coheny Eisenberg,1991; Theofilopoulos
y Dixon, 1985Andrews y cols., 1978).

Las cepas mutantes mas conocidas son la de los ratones Ipr (Ipr: linfoproliferacion) que tienen la
mutacion en el gen fas y la cepa de los ratones gld (gld: enfermedad linfoproliferativa generalizada) que
tienen la mutacion en el gene fasL. Los linfocitos de estos ratones tienen una tasa exagerada de prolifera
cion porque, después de su activacion, su tasa de multiplicaciones no estad modulada por apoptosis, lo cue
es un mecanismo que habitualmente controla la respuesta del sistema inmunitario. Fas es un receptor di
membrana que pertenece a la superfamilia del receptor TNF y esta involucrado en los mecanismos de
apoptosis (&day cols., 1999). La apoptosis puede ser inducida cuando la proteidelfiaghcitoTc
interacciona con la proteina Fas de una célula blanco. La union Fas-FasL provoca un aumento en la

concentracion intracelular del €g la fragmentacion del DNA.
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La mutacion Ipr se define como la insercion de un retrotransposon temprano en el segundo intron del
gen fas en el cromosoma 19, que interfiere con la normal transcripcion debgaenghé-Fukunaga
cols.,1992;Watsory cols.,1992). Esta mutacion tiene como resultado la acumulacion de una poblacion
atipica de células T que no expresan el antigeno CD4 y CD8 pero si B220, una isoforma del CD45 que se
encuentra normalmente en las células B (Apluags.,1994).

La mutacion gld ocurre por la sustitucién de un Unico aminoacido en el dominio de muerte
citoplasmatica de la proteina Fas que elimina su capacidad para traducir la sefial apoptoética dentro de la
célula a pesar de su unién con el ligando Fas (Nagata y Suda, 1995).

En estos ratones, juega un papel muy importante la cElelagspecial las céluldsCD4+
autorreactivas, en la patogénesis del lupus, como queda reflejado en los estudios de nefritis por timectomia
neonatal (Steinberg 1980), lainmunodeplecion con anticuerpos anti-CD3 ($$aoter©988; O’Sullivan
y cols., 1991Jabsgy cols.1993; Merinoy cols.,1993), anti-CD4 (Henricksoncols.,1994), anti-Thy
1.2 (Seamay cols.,1983), o la administracion de ciclosporkéMountzy cols.,1987), incluso la
deplecidn genética de células T CD4+ por desorganizacion controlada del MHC 11 (Jgciolkar
1994) o del gen CD4 (Kaohcols.,1995), reducen los sintomas de la enfermedad y la proliferacion de
células T doble negativas.

Sin embgo, las funciones que desemperian los subtipos de Gellikdsy Th2, permanecen muy
poco definidas. Por ejemplo, algunos estudios hablan que, el repertorio de citoquinas predominante en el
lupus son las producidas por las céltilas (Shirai y cols., 199Fakahashiy cols., 1996), mientras que
para otros autores, son las citoquinas producidas por las células Th2 las que son importantes en el desa-
rrollo dela enfermedad (Prud’homme y cols.,1995; Shorlemmery cols., TEa9$cols., 1995).

Entre los indicios que podrian demostrar el papel preponderante de las células Th2 se encuentran el
hecho de que activan a las células B autorreactivas en la produccion de autoanticuerpos, que es la marca
caracteristica tanto en el lupus humano como en ratones (Peng y cols., 1997). Una citoquina producida
por las células Th2 es la IL-10, es una citoquina reguladora que inhibe la produccion de citoquinas en las
células Thly la proliferacion de las células T CD4+ por mecanismos indirectos sobre la funcion de las
células presentadoreas de antigenos o por efecto directo sobre las células T (Moore y cols., 2001). Se ha
observado que esta citoquina se encuentra elevada en pacientes de LES (Llorente y cols., 1995), y los
niveles séricos se correlacionan con la actividad de la enfermedad (Hagiwara y cols., 1996; Houssiau y

cols., 1995; Park y cols., 1998ambién se ha demostrado, que el tratamiento en ratones y en humanos
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con anticuerpos anti-IL-10 retrasa el inicio de la enfermedad quizas, a través de un efecto sobre la pro-
duccion d&'NF-a (Ishiday cols., 1994; Llorente y cols., 20@03u vez, el tratamiento con antagonis-

tas de la IL-4 reducia los niveles de anticuerpos anti-DNA y el dafio renal (Schorlemmery cols., 1995).

Otros experimentos demuestran la prevalencia de las citoquinas producidas por las células Thl,
como es el hecho de encontrar niveles elevados de ILas2@¥ y cols., 2001; Schwarting y cols.,
1999), de IL-B, IL-6 y TNF-a en rifién, nodos linfaticos y bazo (Murray y cols., 1990; Boswell y cols.,
1988). Pero la citoquina de las células Th1l que esta mas involucrada en la patogenia de la enfermedad e
el IFN-y. Estd demostrado que en el lupus hay una hiperproduccion deMiNray y cols., 1990,
Prud’hommey cols., 199%akahashiy cols., 1996).su vez, un déficit del gen de IFNBalomenos y
cols., 1998, Pengy cols., 1997) o una delecion de su receptor reduce la GMN a través de la reduccion de
la produccioén de anticuerpos Ig2a anti-DNAds (Haas y cols., TB®Wpién reduce los signos de la
enfermedad, el tratamiento con anticuerpos antistfeNanti-IFNy-receptor (Jacob y cols., 1987,

Ozmeny cols., 1995).

Otros datos que demuestran la implicacion de las células Thl, es que hay un aumento de la expre
sion de MHC 1l en macrofagos que hace que estén activados (Lu y Unanue,1982). Una de las conse-
cuencias de esta activacion es la sobreproduccion de NO por los macrofagos infiltrados y células mesengiales
residentes en el glomérulo inflamado (Reilly y cols., 2000), esta produccion es crucial en el inicio y man-
tenimiento de la GMN y su inhibicién reduce la progresién de la enfermedad (Hortelano y cols., 1997;

Weinbegy cols., 1994).

Una posible explicacion de esta dicotomia en el patron de produccién de citoquinas la da Dayan 'y
cols (2000). Estos autores hablan de que la prevalencia de uno u otro subtipo de células T depende de |:
edad. De esta forma, en ratones jovenes, hay un incremento inicial de las citoquinas pro-inflamatorias (IL-
1y TNF-), seguido por un pico en la produccion de citoquinas de Thly(8HN-2). Las citoquinas
producidas por las células Th2 (IL-4 e IL-10) aparecerian en una etapa mucho mas tarde, cuando las
manifestaciones clinicas ya estan instauradas, en esta etapa, los niveles de citoquinas de Thl estarian m
baja que en ratones controles (Segal 1997a). Este cambio en la produccion de citoquinas de Thl a Th2 h
sido observado tanto en pacientes y en ratones de edad avanzada (Kubo y Cl8@@anéigle,

1993; Ernsty cols., 1995; Engwerday cols., 1996; Segal y cols., 1997b).

79



INTRODUCCION

3.7. Regulacion neuroinmunoendocrina de las enfermedades autoinmunes

La primera relacion del sistema endocrino con el inmunoldgico fue comunicada por Calzolari en
1898, quien observo en conejos castrados el aumento del timo, confirmado por Chillido en 1940.; poste-
riormente Salomon en 1964 escribe sobre la integracion entre inmunidad, enfermedad y como podrian
influir los estados emocionales. Ader en 1975 escribe sobre la conducta y estados emocionales que
pueden llevar a la inmunosupresion y Farrar en 1987 publica un interesante articulo sobre la relacion del
sistema inmune y el nervioso. La interaccion entre estos dos sistemas juega un papel importante en la
modulacioén de la susceptibilidad y de la resistencia a padecer enfermedades inflamatorias e infecciosas

(Sternberg, 2001).

3.7.1. Interacciones inmuno-neuroendocrinas

Numerosos son los trabajos que han arrojado resultados que pueden aceptarse como evidencia de
una integracion funcional entre el sistema inmune y el neuroendocrino que comparten una serie de media-
dores tanto a nivel endégeno como exdégeno (Eiguchiy Soneira,2002). La regulacion neuroendocrina de
la respuesta inmune e inflamatoria ocurre a distintos niveles: a nivel general, a través de la accion
antiinflamatoria de los glucocorticoides, que aumentan por la estimulacion del eje hipotalamico-pituitaria-
adrenal (HR); o a un nivel local, en el foco inflamatorio, por la produccién en los nervios periféricos de
neuropéptidos y neurohormanas proinflamatorias (Stenberg, 2001). La integracion de estos sistemas se
puede resumir de la siguiente forma:

1) Las hormonas clasicas y neurotransmisores se unen a receptores especificos de las células del sistema
inmune, regulando su actividad.

2) Los productos clasicos del sistema inmune, como las citoquinas, pueden actuar sobre las células del
sistema neuroendocrino alterando sus funcionalidad.

3) Las hormonas liberadas por el hipotalamo, asi como los estimulos inmunes, pueden actuar sobre los
linfocitos favoreciendo la liberacion de neuropéptidos, los cuales podrian modificar la actividad del siste-

ma neuroendocrino.

4)Algunas células del sistema nervioso producen citoquinas o péptidos semejantes, que son capaces de

modular la funcion de las células del sistema inmunitario (Eiguchi y Soneira, 2002).
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3.7.2. Regulacion neuroendocrina de la inflamacion por la accién de los glucocorticoides

3.7.2.1. Eje hipotalamo-pituitaria-adrenal

El eje HRinterviene fundamentalmente en el stress y existen evidencias de acciones bidireccionales.
Esta demostrado que las citoquinas, como la IL-1, puede estimular al SNC a través de la estimulacion del
nervio vago y el nucleo del tracto solitario (Blugtels.,1994 Watkinsy cols.,1994). Esta estimulacion
produce liberacion de la hormona liberadora de coritcotropina (CRH) en el hipotalamo y un aumento de
los niveles plasmaticos de la hormona adrenocorticotréfica (ACTH) por la higdsisez, |IACTH
puede inhibir la produccion de IFN3or interferir con la union de las células Th; también tendria un
importante rol regulador en las funciones de los linfocitos B y seria estimulador de la migracion de monocitos
por quimiotaxis. Dosis fisiologicas A€ TH pueden interferir en la respuesta cell®ar otra parte, los
linfocitos también producekxCTH (Eiguchiy Soneira, 2002).

La hormona estimulante del melanocito (MSH) inhibe la produccién y accion de citoquinas pro-
inflamatorias y quimioquinas (IL-1, TNé;IL-6, IL-8), inhibe la sintesis de NO y neopterina en macréfagos,
inhibe la migracién de neutrofilos, y la sintesis de prostaglandinas en fibroblastos e incrementa la produc-
cion de IL-10 en monocitos (Lipton y Catania, 1997).

La prolactina (PRL), otra hormona adenohipofisaria, puede ser producidas por linfocitos de sangre
periférica, en el bazo y en timocitos. Las células NK y los linfocitos de los 6rganos linfoides primarios y
secundarios expresan receptores para PRL. En pacientes hiperprolactinémicos se ha detectado una cot
siderable reduccién de la poblacion de células NK. En ratones nude (carentes de timo), los niveles de
PRL son significativamente bajos, con niveles de hormona luteinizante (LH) altos. El transplante de tejido
timico en estos animales provoca la disminucién de LH y aumento de PRL a niveles normales, lo que
indicaria una interaccion reciproca entre timo e hipdfisis (Eiguchiy Soneira, 2002).

La hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH) sintetizada en hipotalamo y otros
sitios, es capaz de estimular la blastogénesis de linfocitos en sujetos sanos, pero tiene un efecto inhibidol
sobre la actividad NK, la quimiotaxis y migracion de los leucocitos en sujetos normales. La hormona del
crecimiento (GH), puede ser sintetizada por células epiteliales del timo y puede regular distintos pardmetros
involucrados en la migracién y diferenciacion de los timocitos. Estos efectos serian mediados por la secre-

cion autocrina del factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1) (Eiguchiy Soneira, 2002).
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Por otra parte, la expresion de citoquinas y de sus receptores en células del tejido nervioso y
endocrino han sido demostrada claramente, como por ejemplo, la expresion del receptor de IL-1 en los
islotes pancreaticos de Langerhans. En la adenohipdfisis, se ha observado que la IL-2 y la IL-6 podrian
alterar la proliferacion celulaasi como la secrecion de GH, PRACTH (McEweny cols., 1997).
También la IL-2, induce la secrecion de CRH en las neuronas hipotalamicas, con incremento de NO.
Otros estudios han demostrado que la IL-5, IL-7, IL-9 y P@&sticipan en la regulacion de la diferen-

ciacion neuronal (Eiguchiy cols. ,2000).

Tanto el exceso como el defecto de la respuesta hormonal contra el stress est4 asociado con la
enfermedad: el exceso puede afectar a la susceptibilidad y a la severidad de las enfermedades infecciosas
por los efectos inmunosupresores de los glucocorticoides (Brosls,1993; Hermann 1993; Glaser y
Kiecolt-Glaser1998); el defecto, de la respuesta del ej&, 9B asocia con el aumento de la probabi-

lidad de padecer enfermedades autoinmutern®eg, 1997, Jafarianehrani y $ernbeg, 1999).

3.7.2.2. Glucocorticoides

Inicialmente se pensé que los glucocorticoides tenian sélo efectos inmunosupresivwpgblench
1950, Cuppsy Fauci, 1982). De este modo, se vio que suprimian la adhesidriaetigaacion, la
activacion de macréfagos, la presentacion de antigenos, la expresion del receptor deaadiveason,
proliferacién y diferenciacién de linfocitos Ty linfocitos B, incluyendo la produccion de anticuerpos
(Sternberg, 2001). Sin embargo, estudios recientes han mostrado que, a dosis fisioldgicas, los GC po-
seen efectos inmunomoduladores, causando un cambio de la produccién de citoquinas pro-inflamatorias

a un patron de citoquinas anti-inflamatorias (Elenkov y Chrousos,A€88elly cols.,2000).

Los glucocorticoides también regulan la funcion inmune a nivel de érgano, como en el timo, donde
se ha descrito que posee toda la maquinaria para su produecién@¢yAshwell, 1997), interveniendo
en la seleccion timica. Los glucocorticoides timicos se producen por citoqueratina timica de las células T
que se diferencian en el estroma. La cantidad que se produce es mas baja que la presente en el plasmay
solo se detecta en cultivos de tejido, lo cual indica, que el efecto de los esteroides es una accién paracrina

mas que endocrina (Stenberg, 2001).
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Proteinas de la fase aguda
Figura 13.La hormona estimuladora de corticotropina (CRH) y el sisteous coeruleus.noradrenalina (LC-NE) del
cerebro son los efectores principales de la respuesta ante el stress y participan en un feedback positivo, en donde la
activacion de uno de ellos activa a los demas. El sistema CRH se inhibe por cortisol, systkisia-BDZ, pro-
opiomelanocortina (POMC) y por la propia CRH; por otra parte su producciéon se estimula por serotonina (5-HT),
acetilcolina (Ach), el sistema LN-CE, vasopresindRAy por citoquinas inflamatorias. La produccién de CRH estimula
la secrecion dAVP yactla singricamente con ella para estimular la producciéA@&H en la pituitaria, la cual
estimula la produccion de cortisol por la médula adrenal. EIGN#&1L-1B y la IL-6 se producen el foco inflamatorio y
son los mayores activadores del sistema CRH. Estas tres inflamatorias estimulan su propia produccién, de esta forma el
TNF-o y el IL-1B estimulan la produccién de IL-6, pero la IL-6inhibe la deTiNiF-el IL-1p y actla junto a los
glucocorticoides para estimular la secrecion hepatica de las proteinas de la fase aguda. Los glucocorticoides inhiben la
produccién de estas tres citoquinas. Las lineas discontinuas representan inhibicion; las lineas continuass representan
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También se ha demostrado que los glucocorticoides inhiben la produccién de androgenos adrenales
(Vilarinho y Costellat, 1998) y de hormonas sexualdar{ivho y Costellat, 1998; Navarro y cols.,1998).
A su vez, hay una interaccion de las hormonas sexuales sobre & digstdiRdrogenos inhiben y los
estrégenos estimulan al ejeAlfChrousos y Gold, 1992). La gonadectomia en machos incrementa el
CRH hipotaldmico, sin embargo, si se le administra después testosterona se recuperan los niveles de

glucocorticoides ACTH (Bingaman y cols.,1994).

3.7.2.3. Hormonas sexuales

Existe una interrelacion entre las hormonas sexuales y el sistema inmune. A niveles fisiologicos, los
estrogenos aumentan y los androgenos disminuyen la respuesta inmune (Masi y cols., 1996). En general,
los andrégenos (testosterona y DHEA) tienden a suprimir tanto la respuesta humoral comg la celular
mientras que los estrégenos y progesterona estimulan la actividad humoral (Th2), pero a altas concentra-
ciones, los estrégenos también inhiben la respuesta inmune Aéhdatosis de estradiol disminuyen el
numero de célulaBCD4+, mientras que la testosterona incrementa el numero de T&m&s- (Wider,

1996; Cutolo y cols., 1995; Benteny cols., 1989).

Se sabe que, los estrogenos contribuyen a que las hembras sean mas susceptibles a padecer enfer-
medades autoinmunes {#ér y Sernbeg, 1990Ahmed y cols., 1999; Lahita, 1999). La ovariectomia
reduce, mientras que el tratamiento con estrégenos reactivan, los sintomas de inflamacién por artritis en
roedores (Alleny cols., 1983). En general, el ciclo menstrual y la terapia con estrogenos afecta al eje HP

(Kirschbaumy cols., 1999) y a la funcién inmune (Zelazowskay cols., 1997).

Las IL-1TNF-a e IL-6 actian sobre el eje ABon el consiguiente aumento de glucocorticoides.
Los glucocorticoides producen alteraciones en las génadas disminuyendo la produccién de testosterona'y
DHEA. Pero no solamente habria una influencia de citoquinas sobre las hormonas sexuales, sino que, de
modo contrario, éstas pueden regular la produccion de citoquinas. Los émgimson monocitos,
demostrd que la administracién de andrégenos disminuia la produccion de IL{§ yrlieritras que con
igual concentracion de estrégenos, se produjo un aumeAtigNel deTNF y liberacion de IL-6, IL-

18y TNF.
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3.7.3. El eje HR y hipotalamo-pituitaria-gonadal (HPG) en laAr tritis Reumatoide

Uno de los factores causantes de la artritis reumatoide (AR) es la disfuncién délejieHie
HPG (Cutolo y cols., 2000). Se ha descrito como, en mujeres jovenes, que han padecido situaciones de
stress (situaciones personales, infecciones y operaciones, y uso de anticonceptivos) tienen activo el siste
ma HR, conllevando un descenso de androgenos adrenales en los niveles plasméticos (Masiy cols.,1996;

1999; Hallery cols., 1997).

Cuando se administra testosterona en cultivos de macréfagos sinoviales de pagiBntes de
observo que inhibia la produccion de IL-1 (Dalgbgkuhl, 1997; Cutolo y cols., 1993; 1996a). Una
inhibicion similar de IL-1 y IL-6 se encontré en PBMC de pacienté&deatados con testosterona (Li
1993). Sin embargo, el tratamiento con estradiol incremento la secrecion de IL-1 en macréfagos peritoneales
de ratay la produccién de IL-1 e IL-6 en PBMC humanos (Hu y cols., 1987; Cutolo y cols., 1996b;
Wilder, 1996). Por otro lado, la dihidrotestosterona, metabolito activo de la testosterona, reprime la
expresiony la actividad del promotor del gen IL-6 humano via inhibicion de la activacion NFKB y mante-
niendo de los niveles de IkBa (Keller y cols., 1996). Los macréfagos tanto en humanos como en roedores
poseen receptores nucleares y citoplasmaticos para testosterona, y los receptores para andrégenos (c
altay baja afinidad) fueron encontrados en el HLA-DR de macro6fagos sinoviales en humanos (Cutolo y
cols., 1992). Parece ser que, los macrofagos sinoviales son el nexo de union entre las hormonas sexuale
y los efectores de la respuesta inmune (Cutolo, 1999; Masi y Cutolo\i@8%;y Elenkoy1999).

También se ha encontrado bajas concentraciones plasmaticas dey DHIEAS en pacien-
tes CorAR, este dato se correlaciona con la bajada matutina de los niveles de cortisol y con las altas
concentraciones de IL-6 (Masiy Chrousos,1996). Esta produccion reducida de DHEA, y la inesperada
reduccion de los niveles de cortisol, apoyan el concepto de una hipofuncién adrenal en pacidRites con
activa (Mastorakos y cols., 1993). Estos datos de DHEA se contraponen con los altos niveles basales de
IL-12 (Cutoloy cols., 1997), citoquina que induce la secrecion de {HAexpansion clonal de células
Thl (Moritay cols., 1996) y que contribuye a que las céllldasean predominantes eAR (Cutolo
y cols., 1998).

Del mismo modo, las altas concentraciones de IL-6, que es una citoquina que controla la respuesta
adrenal ante el stress y que colabora en el aumento de corticosteroides y en la secrecién normal de

androgenos, apoyan la teoria de insuficiencia adrenal en pacienfd®.con
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3.7.4. Eleje HR y HPG en el Lupus Eritematoso Sistémico

En recientes estudios se ha sugerido que la testosterona puede suprimir la produccién de anticuerpos
anti-DNA en PBMC al inhibir la hiperactividad de las células B e indirectamente disminuyendo la produc-
cion de IL-6 en monocitos (Kanday cols., 1996).

Las concentraciones séricas de IL-6 efSH-encuentran elevadas en pacientes con LES que
padecen linfadenopatia y/o sindrome nefrotico; pero son los niveles del®blgue estan elevados en
pacientes que desarrollan trombocitopenia. Pacientes de LES con hipogammaglobulinemia presentan ni-
veles aumentados de IL-6 en suero (Al-Janadiy cols., 1993). Recientemente, un polimorfismo dentro del
gen del promotor de IL-10 se ha asociado con el aumento de IL-10 en suero, lo que sugiere un papel de
esta citoquina en las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Lazarusy cols., 1997). Este dato se ve
apoyado por estudios en los que se han encontrado un incremento de citoquinas Th2 (aumento del ratio
IL-10:1FN-y) en pacientes respecto a sujetos sanos (Houssiau y cols., 1995; Richard-Patin y cols.,1995).

Un claro ejemplo del papel dominante que juega la PRL y los estrogenos en el LES, es el hecho de
gue la enfermedad tiende a progresar o0 a iniciarse durante el embarazo y que puede remitir después del
parto (Elenkov y Chrousos, 199&)su vez, en situaciones de menopausia, en los que disminuye los
niveles de estradiol y cortisol, se observa una baja incidencia de LES, mientras que la incidencia es mayor
en las mujeres en edad fértil (Bruce y Laskin, 1997). Del mismo modo, el uso de anticonceptivos orales,
aumenta las posibilidades de desarrollar o de agravar los sintomas de la enfermedad (Petri y Robinson,
1997; Brennany cols., 1997).

En cuanto a los androgenos, la DHEA incrementa la secrecion de IL-2 en linfocitos T activados y
disminuye la produccion de IL-4, IL-5 e IL-6 (Daynes y cols., 1990; Suzukiy cols., 1995). De hecho, en
LES, los niveles IL-4, IL-5 e IL-6 se encuentran disminuidos, independientemente del sexo, edad y
actividad de la enfermedad (Masi, 1994; Lahitay cols., 1994) posiblemente por presentar niveles reduci-
dos de DHEA. Recientemente, un ensayo clinico en pacientes de LES a los que se administr6 DHEA,
demostré ser eficaz clinicamente manteniéndose los beneficios obtenidos durante al menos un afio en
aquellos pacientes que mantuvieron el tratamiesto\dlenhoveny cols., 1995; 1998).

Otra androgeno que se encuentra disminuido es la testosterona. Se ha demostrado que, el trata-
miento con testosterona disminuye los sintomas del LES al reducir la proteinuria y la produccion de

autoanticuerpos (Blanky cols., 199@n Griensven y cols., 1997).
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Los continuos avances en la investigacion sobre el papel que desempefia la melatonina en |
regulacion y modulacion del sistema inmune, nos llevo a realizar este trabajo. El objetivo de este trabajo,
es conocer el efecto que ejerce la melatonina sobre las enfermedades autoinmunes. Para ello, elegimo
dos tipos de enfermedades autoinmunéstriitis Reumatoide, como ejemplo de enfermedad autoinmune
mediada por célulak y el Lupus Eritematoso Sistémico, como ejemplo de enfermedad autoinmune

mediada por inmunocomplej@esarrollamos los siguientes objetivos:

4.1. Accion de la melatonina sobre la  Artritis Reumatoide

1.1.- LaArtritis Reumatoide es una enfermedad que origina una erosion y destruccion de las articulacio-
nes. Entre los objetivos de este trabajo esta describir como afecta a estos cambios la presencia de

melatonina. Para ello realizamos un estudio histopatoldgico de la articulacion afectada.

1.2.- Uno de los parametros indicativos del establecimiento de la enfermedad es la presencia de factores
reumatoides en el suero. Por tal motivo, estudiamos la influencia que tendria la administracion de melatonina

en la produccion de dichos factores reumatoides.

1.3.- LaArtritis Reumatoide esta caracterizada porque en su estadios iniciales hay un predominio de la
respuesta inflamatoria. Fue nuestro objetivo, investigar qué papel desempefia la melatonina en esa situa

cion proinflamatoria. Para ello, determinamos la produccion dp #.H1-6 en distintos tejidos.

1.4.- Los mecanismos oxidativos estan acentuados en las enfermedades autoinmunes, al ser la melatonin
un buen antioxidante, nos planteamos qué papel puede jugar en este tipo de enfermedades inmunoldgica:
Para desarrollar este objetivo, evaluamos los niveles de NO y el grado de peroxidacion lipidica en distin-

tos tejidos como indicadores del estrés oxidativo.

1.5.- Debido a que las enfermedades autoinmunes tienen una prevalencia mayor en hembras que el
machos. Decimos investigar los niveles hormonales y como se verian afectados €stos con un tratamientc

con melatonina.

1.6.- Medicion de todos los pardmetros anteriormente citados en otros dos modelos: en ratas

pinealectomizadas y en ratas hembras.
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4.2. Accion y efecto de la melatonina sobre el Lupus Eritematoso Sistémico

2.1.- Una de los patologias caracteristicas del LES es el desarrollo de glomerulonefritis. Nuestro objetivo
fue averiguar el papel que tendria la administracion de melatonina en el curso de dicha patologia. Para ello,

realizamos un estudio histopatoldgico de los rifiones de los ratones utilizados en el estudio.

2.2.- Larespuesta humoral, en especial la presencia de anticuerpos antinucleares en suero, es una de las
marcas caracteristicas del LES. Por tal motivo, cuantificamos la produccion de dichos anticuerpos y

estudiamos la interaccion que tendria la melatonina en dicha produccion.

2.3.- Un nuevo objetivo que nos planteamos fue el establecer el papel que jugaria la melatonina en el
balance de produccion de distintas citoquinas. Para realizar este objetivo, determinamos distintas citoquinas
en distintos tejidos:

* Citoquinas que median en la inmunidad innata: SINFE-1p, IL-6.

* Citoquinas que regulan la activacion, proliferacion y diferenciacion linfocitaria: IL-2.

* Citoquinas que regulan la inflamacion de origen inmunitarioylHN-10.

2.4.- Como ya hemos comentado anteriormente, los mecanismos oxidativos estan acentuados en las
enfermedades autoinmunes. Para cumplir este objetivo evaluamos la respuesta oxidativa (NO y LPO) en

distintos tejidos y como se veria afectada por la administracion de melatonina.

2.5.- Debido al marcado papel que desempefian las hormonas sexuales en el curso y desarrollo de las
enfermedades autoinmunes. Nos planteamos como objetivo la determinacién de los parametros anterior-
mente citados en un modelo con tratamiento hormonal conjunta: las hembras fueron tratadas con

testosterona+melatonina, y los machos con estradiol+melatonina.
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5.1. Animales de experiment acion

Para el estudio de la artritis reumatoide se utilizarorWeggtes machos y hembras de 10 semanas
de vida, criadas en el animalario del Hospital Universit4rgen Macarena. Los animales recibieron
comiday bebidad libitumy fueron mantenidos bajo un fotoperiodo automéatico de un ciclo de 14 horas
de luzy 10 horas de oscuridad (L:O 14:10, luz desde las 06:00 hasta las 20:00 horas), y condiciones
constantes de temperatura £22°C) y de humedad (455%).

En el caso de pinealectomia, ratas de 48 horas de vida fueron pinealectomizados utilizando como
anestesia una hipotermia profunda. Los animales que fueron usados como controles se les practico une

falsa pinealectomia. Sélo se usaron las ratas machos de 10 semanas de vida.

Para el estudio del Lupus Eritematoso Sistémico, se adquirieron 4 parejas reproductoras de ratone:
MRL/Iprs(laboratorios Jackson, ME, USA) y mantenidos en condiciones de esterilidad en el Centro de
Experimentacion y Produccidmimal de la Universidad de Sevilla ubicado en la localidad de Espartinas.
Tras superar el periodo de cuarentena, las parejas reproductoras fueron cruzadas, al igual que las prime

ras generaciones, hasta obtener una n considerable de ratones para los posteriores experimentos.

5.2. Modelo experimental

5.2.1. Induccion de la artritis por colageno

El colageno tipo Il de pollo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) se disolvio en acido acético 0,1 M
a una concentracion final de 1 mg/mL. Posteriormente, se dejo reposar toda la noche a 4°C, tras lo cual

fue emulsionado con adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich) en una relacion 1:1 (v:v).

Las ratas machos fueron divididas al azar en 4 grupos que fueron denomiAate’s+NEL,
CIA, CIA+MEL. Los grupos IRy IFA+MEL fueron inyectadas con 5Q0de adyuvante incompleto
de Freund en la planta de la pata trasera derecha, y fueron utilizados como controles; CIAy CIA+MEL

fueron inyectadas con 568 de la emulsién CII/FIA en la planta de la pata trasera derecha.
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Los grupos B+MEL y CIA+MEL recibieron durante 14 dias una inyeccion subcutanea gé 100
de una solucién que conteniari@ de melatonina (Sigma-Aldrich). Los grupo& WCIA recibieron

inyecciones subcutaneas de {i0@e vehiculo (salino con 1% de etanol).

Las ratas pinealectomizadas y falsamente pinealectomizadas también fueron inyectadak con 500
de emulsion CII/FIA. Los grupos fueron denominados PXAC#IAM+CIA.Todas las ratas fueron

pesadas e inyectadas bajo anestesia con étedadasiras del Dia 1.

Las ratas hembras fueron divididas aletoriamente en dos grupos: H-CIA y H-CIA+MEL. Los dos
grupos fueron pesadas e inyectadas conib@@ emulsion de CII/FIA en la pata trasera derecha.
Durante los 14 dias de tratamiento, el grupo H-CIA recibi6é una inyeccion subcutaneabeel 00
vehiculo, mientras que el grupo H-CIA+MEL recibi6 diariamente una inyeccion de melatonina (30 mg de
melatonina en 100).

Tras los 14 dias de tratamiento las ratas fueron pesadas y matadas por decapitacion. La sangre fue
recogida en tubos SST Il'y centrifugados a 3000g durante 15 minutos para la obtencién de suero. El suero

fue alicuotado para distintas determinaciones.

5.2.2. Lupus Eritematoso Sistémico

Los ratones MRL/Iptfueron divididos por sexo. Las hembras con 14 semanas de vida fueron
ramdomizadas al azar en 2 grupos. Un grupo recibi6é durante 1 mes un tratamiento de 30 mg/ kg de peso
de melatonina disuelta al 1% en etanol en los biberones de agua y fueron denominadas HM, mientras que
el grupo control sélo tenian en los biberones agua con un 1% de etanol, y fueron denominadas HC.
Posteriormente, otro 2 grupos de ratones hembras (controles y con melatonina) recibieron durante 1 mes
inyecciones subcutaneas cada 2 dias dglH#una solucion de DMSO con propionato de testosterona
(Sigma-Aldrich) a una concentracion de 50 mg/kg de peso, fueron anotadas HCT y HMT respectivamen-
te

Por otro lado, los machos de 16 semanas fueron divididos en grupo control con 1% de etanol en el
biberén y grupo con melatonina a la misma dosis de 30 mg/kg de peso, y fueron designados MC y MM
respectivamente. Posteriormente, otro 2 grupos de ratones (control y melatonina) recibieron cada 2 dias,
inyecciones subcutaneas de {ibfle una solucion de DMSO con benzoato de estradiol (Sigma-Aldrich)

a una concentracion de 30 mg/kg de peso, y designados MCE y MME respectivamente.
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En todos los casos, tras el mes de tratamiento se pesaron los ratones y se mataron por decapitacié
recogiéndose la sangre en tubos K3E para la obtencion de suero por centrifugacion a 3000g durante 1=

minutos. El suero fue alicuotado y congelado a—80° C para posteriores determinaciones.

5.3. Estudio histopatolégico

El estudio histopatolégico se realizé en el Departamento de Citologia e Histopatologia Normal y

Patologica con la colaboracion de la Dra. Inés Martin Lacave y&$# Maria Fernandez Santos.

5.3.1 Artritis inducida por colageno

En el caso de la artritis inducida por colageno, el estudio histopatolégico se realizé en la extremidad en
la que se indujo la enfermedad. Después de ser sacrificadas las ratas, las patas traseras derechas fuer
amputadas, despellejadas y fijadas en un buffer neutral de formaldehido al 4%. Las muestras fueron
descalcificadas en acido férmico al 5%, procesadas, embebidas en parafina y cortadas en secciones de
um. Las secciones fueron tefiidas con el colorante tricromico de Masson y evaluadas a microscopia
Optica para observar los cambios morfologicos. El grado de severidad de las lesiones histologicas fueron
elevadas como leve, moderada, severa y extremadamentekml@edproceso se realiz6 siguiendo un

estricto control de doble ciego.

5.3.2. Lupus Eritematoso Sistémico

Para el caso del estudio del Lupus Eritematoso Sistémico se usaron los rifiones derechos de los rato
nes MRL-Ipr para el endlisis histopatoldgico. Los rifiones fueron diseccionados una vez que fueron sacri-
ficados los ratones y fijados en un buffer neutral de formaldehido al 4% y embebidas en parafina. Las
secciones dejam fueron tefiidas con hematoxilinay eosina (H&E) y acido periédico dé Fotds las
secciones de los riflones fueron evaluadas a microscopico Optico por dos observadores distintos en con:
diciones de doble-ciego. El grado de severidad de las lesiones histoldgicas caracteristicas de la nefritis
lGpica fue evaluada como ausente (-), leve (+), moderado (++) o severa (+++) de acuerdo con la nota-
cion de Nose y cols. (2000), un ratdén presenta glomerulonefritis cuando presenta al menos lesiones

proliferativas y/o lesiones crecientes en mas del 50% de 20 o mas glomeérulo renales.

95



MATERIALES Y METODOS

5.4. Obtencién de las preparaciones celulares

5.4.1. Células del exudado peritoneal

El procedimiento seguido para el aislamiento de células del exudado peritoneal de ratas y ratones es

una modificacion del método utilizado feunawaki y Nathan (1984) con algunas modificaciones.

a) Reactivos:

-Solucion salina: NaCl 0,9% (p/v) estéril.

- NaCl 0,2% (p/v) estéril.

- Medio completo: Medio RPMI 1640 (BioWhittakBoehringer Ingelheim Bioproducts Partnership,
Verviers, Bélgica) suplementado con un 10% de suero fetal bovino (BioWhiBakéringer
Ingelheim Bioproducts Partnershifgrviers, Bélgica) inactivado (56° C durante 30 minutos), 1%
de Glucosa, 1% de Anfotericina B y 1% de L-Glutamina/penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich

Co., Ltd., Irvine, UK)

b) Procedimiento:

Una vez decapitado y desangrado el animal se le practica una incision en la pared abdominal, se
introducen 20 ml (ratas) o 10 ml (ratén) de solucion salina fria y se lava la cavidad peritoneal masajeando
suavemente el abdomen del animal. Con una pipeta de 1 mly punta estéril, se recupera la solucion porta-
dora de las células peritoneales y se vierte en un tubo de 10 ml estéril. Se centrifuga a 600g durante 10
minutos a 4° C. Se desecha el sobrenadante y se resuspende el pellet en 2 ml de NaCl 0.2%, se incuba
durante 30 segundos para producir la lisis osmética de los hematies contaminantes. Se restaura la
osmolaridad com 8 ml de solucién salina'y se vuelve a centrifugar a 600g durante 10 minutos a 4° C. Se
desecha nuevamente el sobrenadante y se resuspende el sedimento celular en 1 ml de medio completo,
procediéndose al contaje chiypan Blue (Sigma-Aldrich Co.), comprobacién de la viabilidad celular y
ajuste a la concentracion deseada. Las células asi obtenidas fueron utilizadas inmediatamente para el

experimento.
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c) Ratas con CIA:

Las células a una concentracion final de télOlas/ml fueron cultivadas por triplicado en placas
de 24 ml e incubadas coni@/ml de LPS (Sigma-Aldrich Co.) a 37° C en una atmadsfera del 5% de
CO, durante 4 horas para la produccion de Bl Hurante 24 horas par ala produccion de IL-6 y NO.
Tras el tiempo de incubacion, las células fueron recogidas y centrifugadas a 600 g durante 5 minutos a 4°

C, desechandose el pellet y guardando el sobrenadante a —20° C para las posteriores determinaciones

d) Ratones MRL-Ipr:

Las células a una concentracion final de téllas/ml fueron cultivadas por triplicado en placas
de 24 ml e incubadas conl@/ml de LPS a 37° C en una atmosfera del 5% dedG@nte 24 horas
para la determinacion d&F-o, IL-1p, IL-6, IFN-y, IL-10.Tras el tiempo de incubacion, las células
fueron recogidas y centrifugadas a 600 g durante 5 minutos a 4° C, desechandose el pellet y guardando €

sobrenadante a—20° C para las posteriores determinaciones.

5.4.2. Células mononucleares de sangre periférica

El proceso de aislamiento se llevo a cabo segun la técnica descrita por Boyum (1968), con algunas

modificaciones.

a) Reactivos:

- Solucion para aislamiento de linfocitos Ficoll-Hypadgire 1.077 g/ ml).

- Soluciodn salina: NaCl 0,9% (p/v) estéril.

- Heparina sédica.

- Medio completo: RPMI 1640 + Suero bovino fetal 10% + 1% de Glucosa + 1% de Anfotericina

B + 1% de L-Glutamina/penicilina/estreptomicina
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b) Procedimiento:

Cuando se decapita al animal se recoge la sangre en tubos estériles de 10 ml previamente
heparinizados con 2 gotas de heparina sbédica. Se agita suavemente para conseguir una buena
anticoagulacion. Se hace una dilucion 1:1 afiadiendo al volumen de sangre un volumen igual de solucién
salinay se agita suavemente. Esta preparacion, se trasvasa cuidadosamente y se dejan resbalar por la
pared de un tubo Falcon de 15 ml estéril que contiene 3 ml de solucion de Ficoll-Hypaque teniendo
cuidado de que no se mezclen. Se centrifuga durante 20 minutos a 1000g y a 4° C. Se recoge con una
pipeta Pasteur estéril la interfase blanquecina que contiene las células mononucleares, transfiriéndola a un
tubo de 10 ml estéril. Se lava con solucién salina centrifugando a 600 g durante 10 minutos a 4° C.
Posteriormente, se desecha el sobrenadante y se resuspende el sedimento celular con 1 ml de medio
completo, procediéndose al contaje €oypan Blue, comprobacién de la viabilidad celular y ajuste a la
concentracion celular deseada. Las células asi obtenidas fueron utilizadas inmediatamente para el experi-

mento.

c) Ratas con CIA:

Las células a una concentracion final de 2él0las/ml fueron cultivadas por triplicado en placas
de 24 ml e incubadas coni@/ml de LPS a 37° C en una atmosfera del 5% deglG@nte 4 horas
para la produccion de ILBly durante 24 horas par ala produccion de [Tr&s el tiempo de incubacion,
las células fueron recogidas y centrifugadas a 600 g durante 5 minutos a 4° C, desechandose el pellety

guardando el sobrenadante a —20° C para las posteriores determinaciones.
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5.4.3 Aislamiento de esplenocitos purificados

Los esplenocitos purificados fueron aislados utilizando el método de Boyum (1968) con algunas

modificaciones (Calvoy cols., 1986).

a) Reactivos:
- Solucion para aislamiento de linfocitos Ficoll-Hypagire £.077 g/ ml).
- Solucion salina: NaCl 0,9% (p/v) estéril.
- Medio completo: RPMI 1640 + Suero bovino fetal 10% + 1% de Glucosa + 1% de Anfotericina

B + 1% de L-Glutamina/penicilina/estreptomicina

b) Procedimiento:

Después de haber extraido y pesado los bazos, se cortan y trituran con tijeras en salino frio y se
filtran a través de unatela de nylon previamente esterilizada (por difusion del liquido libre de fragmentos de

bazo).

A la solucion filtrada se le afiade 2 volumenes de salino y esta mezcla se trasvasa con mucho
cuidado a un tubo Falcon de 15 ml estéril que contiene 3 ml de Ficoll-Hypaque, y luego se centrifug6 a
1000 g durante 20 minutos a 4° C. La interfase se recogio con una pipeta Pasteur estéril y se deposito et
un tubo de 10 ml estéril. A continuacion, se lavo 2 veces con solucion salina centrifugando 10 minutos a
800 gy a4° C. Desechando el sobrenadante, se resuspendié en medio completo, se procedié al contaj
conTrypan Blue de las células y se ajusto a la concentracion deseada, utilizandose de forma inmediata en

los experimentos.
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c) Ratas con CIA:

Las células a una concentracion final d& 8él0las/ml fueron cultivadas por triplicado en placas
de 24 ml e incubadas confd@ml de LPS a 37° C en una atmosfera del 5% del@@nte 4 horas para
la produccion de IL{ly durante 24 horas par ala produccion de IL-6 yTN&s el tiempo de incubacion,
las células fueron recogidas y centrifugadas a 600 g durante 5 minutos a 4° C, desechandose el pellety

guardando el sobrenadante a —20° C para las posteriores determinaciones.

d) Ratones MRL-Ipr:

Las células a una concentracion final de télGlas/ml fueron cultivadas por triplicado en placas
de 24 ml e incubadas conl@ml de LPS a 37° C en una atmosfera del 5% dedG@nte 24 horas
para la determinacion d&F-a, IL-1p, IL-6, IFN-y, IL-10. También se incubaron por triplicado célu-
las a una concentracion de P-délulas/ml con 8g/ml de PHA (Sigma-Aldrich, Co.) durante 48 horas
para la determinacion de IFNHL-10 e IL-2.Tras el tiempo de incubacion, las células fueron recogidas
y centrifugadas a 600 g durante 5 minutos a 4° C, desechandose el pellet y guardando el sobrenadante a

—20° C para las posteriores determinaciones.
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5.4.4 Aislamiento de células de nddulos linfaticos purificados en ratones

a) Reactivos:
-Solucion salina: NaCl 0,9% (p/v) estéril.

- NaCl 0,2% (p/v) estéril.
- Medio completo: RPMI 1640 + Suero bovino fetal 10% + 1% de Glucosa +A¥fotericina

B + 1% de L-Glutamina/penicilina/estreptomicina

b) Procedimiento:

Una vez diseccionado los nédulos linfaticos axilares derechos se pesan, se cortan y trituran con
tijeras en salino frio y se filtran a través de una tela de nylon previamente esterilizada. A la solucion filtrada
se le afiade 2 volumenes de salino y se centrifuga durante 10 minutos a 800 g y 4° C. Desechando e
sobrenadante, se resuspendié en medio completo, se conté las células y se ajusto a la concentracié

deseada, utilizandose de forma inmediata.

c) Ratones MRL-Ipr:

Las células a una concentracion final de télGlas/ml fueron cultivadas por triplicado en placas
de 24 ml e incubadas con1@/ml de LPS a 37° C en una atmosfera del 5% dedG@nte 24 horas
para la determinacion d&F-a, IL-1p, IL-6, IFN-y, IL-10. También se incubaron por triplicado célu-
las a una concentracion de P-d€lulas/ml con 8g/ml de PHA durante 48 horas para la determinacion
de IFN+, IL-10 e IL-2.Tras el tiempo de incubacion, las células fueron recogidas y centrifugadas a 600
g durante 5 minutos a 4° C, desechandose el pellet y guardando el sobrenadante a —20° C para la

posteriores determinaciones.
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5.5. Preparacion de homogenados de articulacion de ratas

El homogenado de la pata de rata se realiz6 siguiendo las directrices de trabajos anteriores de

Hallorany cols. (1999) y Szekanecz y cols. (2000).

a) Reactivos:

- Tampdn de lisis: Solucién de PBS que contigid 2le fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1
ug/mL de antipaina,dg/mL de aprotinina, dg/mL de leupeptina y 1g/mL de pepstatina A

(todos los productos son de la casa comercial Sigma-Aldrich, Co.).

b) Procedimiento:

Se disecciona la pata derecha trasera del animal, aquella donde se inocul6 tanto la emulsién de
coldgeno como la de control. Se le cortan las garras y se le retira la piel a modo de guante. Con una

cuchilla se separan cartilagos y musculos intentando dejar totalmente limpia la estructura ésea..

La extremidad se coloca en un tubo Falcon de 50 mL y se le afiade 3-5 mL de tampon de lisis.
Entonces se homogeniza en hielo con un politron seguido de una sonicacion durante 30 segundos. Los
homogenados se centrifugan a 2000 g durante 10 minutos. Se toman los sobrenadantes y éstos son
filtrados usando filtros millipore de Qu2n de diametro. El sobrenadante filtrado se alicuota y se congela

a—80° C hasta su uso.
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5.6. Determinacion de niveles de anticuerpos en suero

5.6.1. Niveles de anticuerpos anticolageno tipo Il en ratas

Los niveles de anticuerpo IgG anticolageno tipo Il fueron determinados en suero de las ratas como

ha sido descrito previamente por Brahny cols. (1994) y Halloran ycols. (1999).

a) Reactivos:

- Colageno tipo Il disuelto en acido acético 0.1 My emulsificado 1:1 (v/v) en adyuvante incompleto
de Freund.

- Soluciéon de lavado: PBS-T

- Solucién de blogueo: PBS con BSA al 1%.

- Anticuerpo antilgG (H+L) de rata conjugado con peroxidasa (Calbiochem, California USA).

- Solucion sustrato. Mezcla 1:1tetrametilbenzidina (TMB) y peroxido de hidrogeno.

- Solucién de parada: HCI.

b) Procedimiento:

- Seincubala placa con 1Q0/ pocillo con 4Qug/ mL de la emulsion CII/FIA durante toda la
noche a 4° C.

- Selavalaplaca 3 veces.

- Se afiade 300/ pocillo de solucion de blogueo y se deja incubar durante 2 horas a temperatura
ambiente.

- Selavalaplaca 3 veces.

- Se afiade 100l de suero en cada pocillo. Se incuba durante 3 horas a temperatura ambiente. La
dilucion es 1:2560 en PBS con BSA al 1%.

- Selavalaplaca 3 veces.

- Seafade 100L/ pocillo de anticuerpo secundario y se incuba durante 1 hora a temperatura

ambiente.
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- Selavalaplaca5 veces.
- Se afade solucion sustrato y se deja incubar en oscuridad durante 20-30 minutos.

- Se paralareaccién con solucion de paraday se lee en el lector de placas a 490 nm.

5.6.2. Niveles de anticuerpos en ratones MRI-Ipr

En el suero de los ratones MRL#Ase determind los niveles de inmunoglobulinas y anticuerpos
antiDNA de doble cadena segun la técnica descrita Matsuzawa y cols. (2000) y Zhang y cols. (2000);
también se determind los niveles de anticuerpos anticolageno tipo 1l siguiendo la técnica ya descrita para
ratas con algunas modificaciones.

5.6.2.1. Cuantificacién de niveles de inmunoglobulinas totales

a) Reactivos:

Anticuerpo policlonal IgGAM (H+L) (Zymed, S. Francisco, CA, USA).
- Solucién de bloqueo: PBS con BSA al 3%.

- Solucién de lavado: PBS con 5%ldecen 20 (PBS-T).

- Suero de referencia de ratén (ICN).

- Anticuerpo antilgM biotinilado (Calbiochem, LAsgeles, CA, USA).

- Anticuerpo antilgG biotinilado (Calbiochem, LAsgeles, CA, USA).

- Solucion sustrato: mezcla 1:1 (v/v) de TMB y peroxido de hidrégeno.

- Solucion de parada: HCI.
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b) Procedimiento:

A una placa de ELISA se afiade 10focillo de anticuerpo anti IgGAM (H+L) a una concen-
tracion de Ing/mL para la determinacion de IgM y den@/mL para la determinacion de 1gG.

Se deja incubar toda la noche a 4° C.

Se lavan 3 veces las placas en el lavador con una solucién de PBS-T

Se bloquean las placas con 30@e solucién de bloqueo. Se deja incubar durante 2 horas a
temperatura ambiente.

Lavar 3 veces las placas.

Se afaden las muestras de suero previamente diluidas en PBS, 1/10000 para IlgM y 1/500000
paralgG, y los estandares. Se realizan las curvas patrones através de diluciones seriadas, 1000
15,6 ng/mlpara IgM y 2000-31,3 ng/mhara IgG

Se dejaincubar durante 3 horas a temperatura ambiente.

Se lavan las placas 5 veces.

Se aflade 10@/pocillo de anticuerpo secundario (antilgM o antilgG biotinilado) diluido a la
concentracion indicada por el comerciante. Se incuba 1 hora a temperatura ambiente.

Se lavan las placas 5 veces.

Se afade solucion de sustrato y se deja incubar 20-30 minutos en oscuridad.

Afadir 50uL de solucion de parada.

Leer en un lector de placas a 490 nm. Se realiza la curva estandar y se extrapolan las densidade

Opticas y se multiplica por el factor de dilucién para obtener las concentraciones de IgM e IgG

en suero.
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5.6.2.2. Cuantificacién de niveles de anticuerpos antibNA de doble cadena

a)

b)

Reactivos:

Poli-L-Lisina (Sigma, USA).

DNA de timo de ternero (Sigma, USA).

Solucién de blogueo: PBS con BSA al 3%.

Solucion de lavado: PBS coween 20 al 5% (PBS-T).

Anticuerpo antilgM biotiniladgCalbiochem, Lodngeles, CA, USA)
Anticuerpo antilgG biotinilad¢Calbiochem, Lodngeles, CA, USA)
Solucién sustrato: mezcla 1:1 (v/v) de TMB y peroxido de hidrégeno.

Solucion de parada: HCI.

Procedimiento:

Se afade 10@L/pocillo de una solucion de p@/mL de poli-L-Lisina disuelta en PBS.

Se deja incubar durante 12 horas a 4° C.

Selavan las placas 3 veces.

Se afiaden 2Q0 de DNA de timo de ternero g@/mL en PBS.

Se dejaincubar toda la noche a 37° C.

Selavan las placas 3 veces.

Se afiade 300L de solucién de bloqueo y se deja incubar durante 2 horas a temperatura am-
biente.

Selavan las placas 3 veces.

Se afiaden las muestras de suero previamente diluidas en PBS, 1/200 para IgM y 1/1000 para
lgG y los estandares 100-1,566/ mL para IgM y 200-3,18g/ mL para IgG

Se dejaincubar durante 3 horas a temperatura ambiente.

Selavan las placas 5 veces.

Se afiade 1Q@L/ pocillo del adecuado anticuerpo biotinilado diluido en PBS. Y se deja incubar

durante 1 hora atemperatura ambiente.
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- Selavan las placas 5 veces.

- Seafade 100L/ pocillo de solucion sustrato y se incuba durante 20-30 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad.

- Se afiade 50L/ pocillo de solucién de paraday se lee en el lector de placas a 490 nm.

- Serealiza la curva patron y se extrapola los valores de las densidades épticas obtenidas, se
multiplica por el factor de dilucién y se obtienen las concentraciones de anticuerpos IgM e IgG

antiDNA de doble cadena en suero.

5.6.2.3. Cuantificacion de los niveles de anticuerpos anticolageno tipo |l

a) Reactivos:

- Colagenotipo Il disuelto en acido acético 0,1 My emulsificado 1:1 (v/v) en adyuvante incompleto
de Freund.

- Solucion de lavado: PBS-T

- Solucién de bloqueo: PBS con BSA al 1%.

- Estandares de IgM e IgG para la creacion de las curvas patrones: 10gtinbGara IgM, y
200-3,13ug/ mL para IgG

- Anticuerpo antilgM biotiniladgCalbiochem, LoAngeles, CA, USA)

- Anticuerpo antilgG biotinilad¢Calbiochem, LoAngeles, CA, USA)

- Solucion sustrato. Mezcla 1:1 de TMB y peroxido de hidrogeno.

- Solucion de parada: HCI.

b) Procedimiento:

La metodologia para determinar los niveles de anticuerpos IgM e IgG anticolageno fue la misma que

se siguio para la determinacion en el caso de las ratas con artritis inducida por colageno.
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5.7. Determinacién de citoquinas

a) Determinacion de citoquinas en ratas artriticas

Se determinaron las citoquinas fellL-6 por el método de ELISA siguiendo las recomendacio-
nes del fabricante (R&D Systems). Las mediciones se realizaron: en suero, en sobrenadante de cultivo
celular: de esplenocitos, de células mononucleares de sangre periférica, de células del exudado peritoneal,

y en sobrenadante de homogenado de articulacion.

b) Determinacion de citoquinas en ratones MRL-Ipr

Se determinaron las siguientes citoquinasiLFNF-a, IL-6, IFN-y, IL-10 e IL-2 siguiendo las
recomendaciones del fabricante (OptEIA Set, Pharmingen, San Diego, California, USA). Las determina-
ciones se realizaron en sobrenadante de cultivos celulares de células del exudado peritoneal, de esplenocitos

purificados y de nédulos linfaticos.
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5.8. Determinacion de los niveles de Nitrito/NlItrato

La cuantificacién de los niveles de nitrito/ nitrato como indicador de la produccién de 6xido nitrico

se realiz siguiendo la metodologia estuvo basada en experimentos previos de Spangler y cols. (1996).Er

ratas con CIA se determin6 en suero (diluido 1:10 en PBS), en sobrenadante de homogenado de pata

en sobrenadante de cultivo celular de células del exudado peritoneal y de esplenocitos. En ratones MRL-

Ipr se determiné en suero (diluido 1:5 en PBS).

a)

b)

Reactivos:

Solucién de PBS.

600 mU de nitrato reductasa en tampon fosfato 100 mM (pH 7.4).

250uM de NADPH en tampon fosfato 100 mM (pH 7.4).

Reactivo de Griess: mezcla 1:1 (v/v) de sulfanilamida al 1 %@uléstilada y dihidrocloruro de

naftiletilendiamida al 0.1% en,AQ, al 5%.

Procedimiento:

En una placa de 96 pocillos se aplicab0Opocillo de muestra.

Se le afiade 24 de nitrato reductasa para que la concentracion final sea de 60 mU/ pocillo.

Se le aflade 349 de NADPH para que la concentracion final sea de\25pocillo.

Se dejaincubar en oscuridad durante 3 horas a temperatura ambiente.

Se afiade 1Q0L/ pocillo de reactivo de Griess y se deja incubar durante 10 minutos.

Se lee en el lector de placas a 550 nm.

Las concentraciones de nitrato se calculan por comparacién con una curva patron de nitrato

sodico 100-1uM.
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5.9. Determinacién del grado de peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica (LPO) es un mecanismo bien establecido de dafio celular tanto en plantas
como en animales, y se usa como indicador de estrés oxidativo en células y en tejidos. Los perdxidos
lipidicos son inestables y se descomponen para formar una serie de componentes complejos incluyendo
componentes carbonilos reactivos. Los peroxidos de acidos grasos poliinsaturados generan malondialdehido
(MDA) y 4-hidroxialquenales (HAE) en la descomposicion. La medicion de MDAy HAE ha sido utiliza-
da como indicador de peroxidacion lipidica (Esterhd®®1). EI método LPO-586 esta disefiado para
medir MDA solo (con &cido clorhidrico) o medir MDA con HAE (con &cido metanosulfonico).

El ensayo LPO-586 esta basado en la reaccion de un agente cromogénico, N-metil-2-fenilindol,
con MDAy HAE a 45° C. Una molécula de MDA o de HAE reacciona con 2 moléculas de N-metil-2-

fenilindol para formar un cromégeno estable con absorbancia maxima a 586 nm.

a) Reactivos:
- N-metil-2-fenilindol en acetonitrilo
- Acido metanosulfénico
- 4-hidroxinonenal, dietilacetal en acetonitrilo
- 1,1,3,3-tetrametoxipropano €ns-HCl (TMOP)
- Metanol
- Acetonitrilo
- Hidroxitolueno butilado
- HCI37% (12N)
- TamponTris-HCI 20 mM, pH 7,4

b) Preparacion de tejidos:

Se peso el cerebro. Para preparar el homogenado se agregd 10 ml de tampon fosfato 20 mM, pH
7,4 por cada 2-3 gramos de tejido y se homogenizé con un pélithimogenado se le afiaderfile
hidroxitolueno butilado 0.5 M para prevenir la oxidacion de las muestras. Se centrifuga el homogenado a
3000g durante 10 minutos a 4° C y se recoge el sobrenadante, una alicuota se guarda para determinaciéon

de proteinas.
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c) Procedimiento:

Preparar la curva estandar a unas concentraciones finales de: 0, 2.5, 5, XQML5, 20

Anadir 200ul de muestra en un tubo de 5 mL

Afadir 650ul de solucién diluida de trabajo (mezcla de 1 volumen de metanol con 3 volimenes
de N-metil-2-fenilindol). Mezclar con vortex.

Afadir 150ul de HCl al 37% para el ensayo de MDA o t3@e acido metanosulfonico para

el ensayo de MDA+4-HAE. Mezclar con vortex y tapar los tubos.

Incubar a 45° C durante 45 minutos para el ensayo de MDA, o durante 60 minutos para el ensayo
de MDA+4-HAE.

Parar la reaccion durante 5 minutos en hielo.

Centrifugar las muestras a 150009 durante 15 minutos.

Transferir el sobrenadante a una cuveta y medir la absorbancia a 586 nm.

d) Cuantificacion:

Las ecuaciones para determinar las concentraciones de MDA y MDA+4-HAE son:

[MDA] = (A-A ) x 5le

[MDA+4-HNE] = (A-A ) X 5/

Donde:

A, es la absorbancia que presenta la muestra

A, es la absorbancia en ausencia de muestra

5, es el factor de dilucion de la muestra de la cubetan{2l@dmuestra en un volumen final de 1
mi)

e, es el coeficiente de extincion molau valor es de 120,000

Los datos se refieren a cantidad de mg de proteinas del sobrenadante. La determinacion de

proteinas se realizo siguiendo la metodologia de Bradford (1976).
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5.10. Cuantificacion de niveles hormonales en suero

Se determinaron los niveles de testosterona, estradiol y cortisol en suero de las ratas artriticas. Para
efectuar dicha determinacion los sueros fueron diluidos 1:5 en PBS y leidos en el Hospital Universitario

Virgen Macarena.

5.11. Analisis est adistico

Los datos obtenidos en los distintos experimentos se analizaron mediante los programas Sigma Stat
de Jandel Scientific Software y SPSS de Microsoft Corporation. Los resultaros se expresaron como la

media = SEM. Los valores de p< 0,05 se consideraron como significativos.

En el estudio de ratas con CIA, la comparacion entre los gréptSAFMEL, CIA y CIA+MEL
se realiz6 mediante el test two-wayAdd¢OVA. Las comparaciones de pares multiples se realizé me-
diante el test de Student-Newman-Keuls. La comparacion entre los grupos PX+CIAy SHAM+CIA, y
entre los grupos H-CIH-CIA+MEL se realiz6 mediante el test de one-wa&N©VA seguido del

test deTukey a posteriori.

En el estudio de los ratones MRL-larcomparacion entre los grupos HC, HM, MC y MM se
realizé mediante el test two-wayAOVA. Las comparaciones de pares multiples se realizé6 mediante
el test de fident-Newman-Keuls. La comparacion entre los gruposHEWIT, y entre los grupos

MCE y MME se realizé mediante el test de one-wadNd@VA seguido del test daikey a posteriori.
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6.1. ESTUDIO DE LA ACCION DE LA MELATONINA EN LA ARTRITIS REUMATOIDE
EN RATAS MACHOS

6.1.1. Induccioén de la enfermedad en ratas Wistar

Para el estudio de la Artritis Reumatoide utilizamos un modelo animal ampliamente empleado en la
investigacion: artritis inducida por colageno en rétssar macho.

Las ratas macho de 14 semanas de edad fueron pesadas antes de ser repartidas en 4 grupo:
aleatoriamente. Los grupos fueron denominaddsFA+MEL, CIA, y CIA+MEL. Los grupos IR e
IFA+MEL fueron inyectados intraplantarmente en la pata trasera derecha con 0,5 ml de adyuvante in-
completo de Freund (FIA), y fueron utilizados como grupos controles. Los grupos CIAy CIA+MEL
recibieron una inyeccion intraplantar de 0,5 ml de una emulsion de colageno tipo Il de pollo disuelta en
acético 0,1 My emulsionada 1:1 (v/v) con FIA (C-II/FIA). Las inyecciones se realizaron bajo anestesia
de éter alasl100 hy se tomo ese dia como dia 0 del experimento. Durante 14 dias, los §rtdéd |-
y CIA+MEL recibieron una inyeccion subcutanea en la base de la cola de las ratas de 0,1 ml conteniendo
30 mg de melatonina disuelta en 1% de etanol y salino. Los grédpp€IRA recibieron durante esos 14
dias una inyeccion subcutanea de 0,1 ml de salino con etanol al 1%. Las inyecciones se realizaron diaria-

mente a las 19:00, una hora antes del periodo de oscuridad (ciclo 14:10).

Tras 14 dias de tratamiento, las ratas volvieron a ser pesadas y sacrificadas por decapitacion. La
sangre fue recogida en tubos para la obtencion de suero y los tejidos fueron extirpados asépticamente par

los posteriores estudios.

En la figura 14, observamos la ganancia de peso ocurrida durante los 14 dias de tratamiento. Este
ganancia de peso fue obtenida restando el peso en el dia 14 del peso del dia 0. Observamos que el tratamie
to diario con melatonina reduce la ganancia de peso respecto a sus grupos coAtvaesigA+MEL

p< 0.05y CIA versus CIA+MEL, p< 0.05) independientemente de tratarse de una situacion normal (en el
caso de los grupos controles), o de tratarse de una situacién patologica (en el caso de los grupos en los gL

ha sido inducida la enfermedad).
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80

Figura 14. Efecto de la melatonina en la

ganancia de peso en ratas inyectadas con

(2]
o

emulsién FIA o C-1I/FIA. Los datos se ob-
tuvieron restando el peso de las ratas en el
dia 14y el dia 0, los valores estan expresa-

dos como la media SEM de 10 animales

N
o

por grupo. a, Ik versus IR+MEL p< 0,05;

GANANCIA DE PESO (g)
IS
S

b, CIA versus CIA+MEL, p< 0,05.
IFA IFA+MEL CIA CIA+MEL

Enlafigura 15, podemos observar el peso relativo del bazo en los distintos grupos. En ambos casos
situacion normal y situacion con artritis, la administracion de melatonina reduce el tamafio y peso del bazo
(IFA versus IR+MEL, p< 0.05; ClAversus CIA+MEL, p< 0.05), sin que haya diferencia significativa

entre los grupos.

@ 3,0

g Figura 15. Efecto de la melatoninan el

o 251 _

o) peso relativo de los bazos de cada grupo.
o

o) 2,0 1 Los datos se obtuvieron dividiendo el peso
N

é 1,5 1 del bazo (mg) entre el peso del animal al dia
o

E 1,0 - 14 (g). Los valores estan expresados como
E 05 - la mediat SEM de 10 animales por grupo. a,
8 IFA versus IR+MEL, p< 0,05; b, ClAver

'r-J'_J 0,0 -

IFA IFA+MEL CIA CIA+MEL sus CIA+MEL, p< 0,05.
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6.1.2. Estudio histopatolégico de la articulacién afectada por la enfermedad

Tratamiento | Inflamacién | Hiperplasia Inflamacion Erosién Formacion Hiperplasia
tisular sinovial linfocitica del Osea de la
Sinovial Cartilago superiosteal médula 6sea
IFA ++ - + - ++ +
IFA+MEL +++ + ++ - ++ +
CIA +++ +++ (P) ++ + ++ +
CIA+MEL ++++ ++ (P) ++ + + ++

Tabla 1. Examen histopatolégico de las articulaciones, de los tejidos periarticulares circundantes yde los huesos de las

extremidades afectadas en todos los grupos experimeN&gdesivo (-); Leve (+); Moderado (++); Severo (+++); Grave

(++++); (P), pannus ocasional.

Como se puede obserar dratda 1, el grado de gravedad de las lesiones histoldgicas fue evaluada
como leve, moderada, severa o extremadamente severa. En todos los animales se encontrd evidencias c
inflamacion y edema en la articulacion afectada.En las ratas que fueron inyectadas con FIA, se observo une
infiltracion celular leve y tejido intracapsular en el sinovio (C), siendo la inflamacion mayor en el &#j&ILF
(D). Sin embargo, los cambios histopatologicos fueron mas evidentes en el los grupos inyectados con la

emulsion CII/FIA gue en los grupos controles.

Otra caracteristica que se pudo detectar es la presencia de infiltrado linfocitica en el sinovium. El
infiltrado celular estaba compuesto principalmente por leucocitos y macréfagos yéste aumentaba en todos los
grupos tras la administracion de melatoniaatoo en el grupo Cléomo en el grupo CIA+MEse pudieron
observar una inflamacion de la capsula sinovial y de los tejidos adyacentes, presentnado infiltrado celular en

el grupo CIA (E) y una hiperplasia de la membrana sinovial en el grupo CIA+MEL (F).
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DISCUSION

7.1 ACCION DE LA MELATONINA EN LA ARTRITIS REUMA TOIDE

Parainvestigar el papel que tiene la melatonina en la AR nos planteamos al principio tres objetivos:
a) estudiar el efecto que tendria la administracion de melatonina exégena en ratas machos; b) investigar s
la pinealectomia altera el desarrollo de la enfermedad; c) estudiar el efecto que tendria la administracion de

melatonina exdgena en la patologia en funcién del género.

Para realizar todos estos puntos, utilizamos el modelo animal de la artritis inducida por colageno
(CIA) en ratas. Este modelo experimental fue descrito en ratas por primerahengh@m Yy cols. en
1977 y puede ser inducido ademas en ratonesl@¥y cols., 1981) y en primategéntham, 1982)
con inyecciones de colageno tipo Il del cartilago artiduggpatologia observada en las articulaciones es
muy similar a la que podemos encontrar en pacientes artriticos (Stuart y cols., 1982a, 1982b) y en la
patogénesis de la enfermedad esta involucrada tanto la respuesta inmune celular como la humoral.

La CIA se caracteriza, como en humanos, por desarrollar una poliartritis simétrica en las articulacio-
nes que origina su destruccion por erosion y por presentar elevados niveles de anticuerpos anti-colagenc
en suero (Brahn, 19940noy cols., 1997). Por ese motivo, analizamos los niveles de anticuerpos anti-
colageno en los distintos grupos. Nuestros resultados indican que, en machos los niveles de melatoning
enddgena son necesarios para la produccion de anticuerpos anti-colageno. Este resultado concuerda co
lo expuesto por Hansson y cols., (1992, 1993) que observaron que la administracion de melatonina
elevaba los niveles de anticuerpos anticolageno en ratones con artritis, mientras que la pinealectomia los
reducia. El mecanismo de accién propuesto para esta elevacion de la respuesta humoral tras la administre
cion de melatonina es a través del sistema opioide, mientras que la pinealectomia inhibia la funcion inmune
humoral a través de la disminucion de G-GSF y GM-CSF en médula 6sea (Maestroni y cols., 1987; Kuci

y cols., 1988).
Los niveles de produccion de anticuerpos estan mas elevados en hembras que en machos. Est

hecho se entiende en el contexto de que las hembras, en general, presentan una respuesta inmune humo
mayor que en machos (Toérnwall y cols., 1999) y por la mayor disposicion a peRetssias hembras

sobre losmachos, con un ratio de 4:1 respectivamente (Abbas y cols., 1994). En segundo lugar observa-
mos que, la dministracion de melatonina en hembras disminuye los niveles de anticuerpos anti-colageno en
suero. Esto sugiere el que, la melatonina juegue un papel distinto dependiendo del sexo en la respuest:

inmune humoral y que la accidn de la melatonina sobre esta respuesta sea a través de un mecanism
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indirecto o bien dependiente de las hormonas sexuales.

El modelo experimental de CIA esta intimamente asociado a una respuesta inmune celular y concre-
tamente con una elevada produccién de citoquinas inflamatorias que contribuyen a la degradaciony ero-
sion articular(lssekutz y cols., 1994; van de Loo y cols., 1995; Koch y cols., 1995; van Lent y cols.,
1995, Zubelewicz y cols., 1999). Entre estas citoquinas inflamatorias se encuentrgyl&alll-b. La
IL-18, producida principalmente por los macréfagos en el sinovium (Szekanecz y cols., 2000), es clave
en lainflamacion, en el aumento de la produccion de NO, en la reabsorcion 6seay en la inhibicion de la
matriz del cartilago (Cochrany cols., 1966; Dayer y Demczuk, 1984; van de Loo y van den Berg, 1990;
Arend y Dayer1990; Roodman, 1993). La IL-6 es producida principalmente por monocitos, Télulas
y fibroblastos en respuesta a los niveles de &NFE-1 producidos en el sinovium.

Como era previsible, todos los grupos que fueron inmunizados con colageno tipo Il de pollo pre-
sentaron niveles de ILBly de IL-6 muy superiores a sus respectivos controles. En todos los tejidos en
los que fueron determinadas estas citoquinas se observo el siguiente patron: la administracion de melatonina
exdgena eleva los niveles de IB-4.IL-6, tanto en hembras como en machos; por el contrario, la dismi-
nucion de la sintesis enddégena de melatonina produjo una disminucion de la produccion de citoquinas
inflamatorias, lo que confirma que la melatonina actia como un agente proinflamatorio posiblemente a
través de la activacion de los monocitos y los linfocitos Th por el mecanismo de la PKC (Morrey y cols.,
1994; Garcia-Maurifio y cols., 1997, 1998 y 1999). Otro resultado interesante de la determinacion de
citoquinas inflamatorias fue que las hembras artriticas tuvieron niveles @lg IL-6 mas elevados que
los machos artriticos.

Por lo tanto podemos concluir que los grupos que tuvieron unos niveles de citoquinas inflamatorias
mas elevados tuvieron una mayor erosion y degradacion del cartilago. De hecho, esta conclusion se
confirmo con el estudio histopatoldgico de las articulaciones dafiadas con artritis, pues los grupos con

niveles de citoquinas inflamatorias mas elevados presentaron signos mas evidentes de inflamacion.

De esta forma, podemos asegurar que la melatonina juega un papel fundamental en el curso y
desarrollo de IAR por su accién proinflamatoria. Esta afirmacién esta en contraposicion con lo descrito
por Harbuz y cols. (1996 y 1998). Estos autores otorgan este papel proinflamatorio a la serotonina
basandose en que los niveles plasmaticos de serotonina y la actividad serotoninérgica se encuentran eleva-

dos en este modelo (Perschy cols., 1993).
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Su observacion se basé en la administracion de p-Clorofenilalanina, un inhibidor reversible de la
TH, que disminuia los niveles de serotonina y con ello se reducia la severidad de la inflamacian articular
Obviamente, al inhibir la TH, se reducen los niveles plasmaticos de serotonina, pero con ellos también se
reducen los niveles de melatonina, porque la serotonina es un intermediario en la ruta sintética de la
melatonina. Por lo tanto, es la melatonina, y no la serotonina, el agente proinflamatorio y el que provoca la

anomala produccion @kNm de CRF en el ndcleo paraventricular

Una de las consecuencias del incremento de la produccidnftlediqde estimula la produccion

de NO. NO se produce en los condrocitos articulares por accion de la enzima INOS en respuesta a la
activacion inducida por IL-1 y otros agentear(ilira y Ohmori, 2001). La relacion entre la severidad de

la artritis y los niveles de NO fue puesta de manifiesto por McCartney-Francisy cols. en 1993. En nuestro
estudio, determinamos los niveles de NO en distintos tejidos (suero, bazo, exudado peritoneal y en articu-
lacion) y encontramos que al igual que ocurriria con las citoquinas inflamatorias hay una gran diferencia
cuando se compara la produccion de NO en hembras y en machos, siendo mayor en las primeras que e
los segundos en todos los tejidos estudiados. La segunda observacion es que la accion que ejerce |
melatonina en la produccion de NO varia segun la situacion: alejada del foco inflamatorio o0 en el mismo

foco inflamatorio.

En tejidos alejados del foco inflamatorio (suero, esplenocitos y células del exudado peritoneal) la
administracion de melatonina en machos ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad NOS (Pozo y cols.,
1994) provocando una disminucion de los niveles de NO en estos tejidos. Esta tendencia también se
observa en aquellos machos artriticos que fueron pinealectomizados. ya que al tener reducida la sintesis d
melatonina enddgena, presentaron niveles de NO mas altos que en aquellas ratas macho falsamente op
radas. Esta accion ejercida por la melatonina es un mecanismo de regulacion y de control ejercido por la
propia neurohormona. Hemos descrito anteriormente, como la melatonina posee un marcado efecto
estimulador que incrementa la produccion de distintas citoquinas inflamatorias que a su vez estimulan la
produccion de NO. Para controlar la adecuada respuesta y restablecer el equilibrio inmune la melatonina

controla la produccién de NO para que la respuesta inflamatoria no se exceda en el tiempo.
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Este control se pierde sin embargo en una situacion severa como es el caso de una articulacion
afectada de artritis. En esta situacion, en la que las células T y los monocitos que han emigrado al foco
inflamatorio se encuentran hiperactivados (los niveles dg iLee IL-6 fueron mayores en la articula-
cion que en suero), la melatonina solo ejerce la capacidad proinflamatoria, bien porque ha perdido o
porque no puede ejercer su accion reguladora sobre la produccion de NO. Es por ello, que en la articu-
lacion de las ratas tratadas con melatonina, los niveles de NO son mayores que en las ratas que recibieron
salino. Esta observacion se confirma en el grupo de ratas artriticas pinealectomizadas que presentaron
niveles de NO menores que el grupo falsamente operadas. Estos datos concuerdan con los experimentos
realizados por Cutolo y cols. (1999b) en cultivos de macrofagos sinoviales de pacientes artriticos, donde

la administracion de melatonina aumentaba la produccion de NO y de IL-12.

Esta misma explicacion se puede aplicar al grupo de hembras artriticas. Las hembras tratadas con
melatonina presetaron niveles mas bajos de NO en suero, pero presentaron niveles elevados tanto en la
articulacion como en cultivos de esplenocitos y de células del exudado peritoneal. En el caso de las
hembras, las células T y los monocitos de bazo y células del peritoneo se encuentran tan hiperactivadas
gue la administracién de melatonina no consigue regular la produccion de NO.

EINO reacciona con el anion superoxido, una potente molécula citotoxica y proinflamatoria, origi-
nando peroxinitritos (Beckman y cols., 1990; Cuzzocreay cols., 2000b; Salveminiy cols., 2001), que al
descomponerse da lugar a la aparicion de radicales hidroxilos altamente reactivos (Anderssony Ekstrom,
1997). Estos peroxinitritos y otros ROS originan dafio y necrosis celular a través de varios mecanismos,
entre los que se incluye desnaturalizacion proteica, dafio en el DNA 'y peroxidacion de la bicapa lipidica
de las membranas celulares (Cuzzocreay cols., 2000b). Con el objeto de estudiar este efecto en nuestro

modelo, determinamos el grado de LPO en distintos tejidos.

La melatonina actia como un potente antioxidante que regula la actividad de la G6PDH y GSH-
PXy aumenta los niveles de la superdxido dismutasa y de la glutation peroxidasa incluso a niveles fisiol6-
gicos (ny cols., 1994; Barlow-#idlen y cols., 1995; Pablos y cols., 1995; Pierrefiche y Laborit, 1995;
Reitery cols., 1995b y 199%ntolin y cols., 1996; Kotler y cols., 1998; Benot y cols., 1999). En suero
y en cerebro, tejidos alejados del foco inflamatorio, los niveles de LPO fueron menores en los grupos que
recibieron melatonina exégenay en el grupo falsamente operados (por tanto, con la capacidad de produ-

cir melatonina enddgena intacta).
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Figura 76. Esquema de los acontecimientos que ocuure en una articulacion afectada de artritis.

Este dato refuerza la teoria antes expresada, en la que la melatonina en zonas alejadas del foc
inflamatorio posee capacidad proinflamatoria y antioxidante, con lo que regula de manera eficiente la

respuesta inmune celular

Por el contrario, en la articulacion donde se encuentra el foco inflamatorio, la melatonina sélo posee
la capacidad proinflamatoria porque como observamos en los tres grupos de experimentacion, los niveles
de LPO fueron mayores en aquellos grupos tratados con melatonina y en el falsamente operado. Estos
resultados confirman el papel regulador que tendria la melatonina y como la pérdida de ese control des-

emboca en una activacion cronica de las células implicadas en la degradacion y erosion del cartilago.

Por ultimo, y debido a las diferencias observadas en la severidad de la enfermedad entre machos \
hembras procedimos a determinar la influencia del éjegHiRveés de los niveles de cortisol, y la influen-

ciadel eje HPG midiendo los niveles de testosterona y estradiol en suero de las ratas estudiadas.
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Figura 77.Esquema simplificado de las interacciones neuroinmunoendocrinas en le tejido sinovial inflafmadis en
Reumatoide. La estimulacion de una ruta esté indicada con ‘+’ y la inhibicién con ‘-‘. Por ejemplo, los estrégenos
estimulan la produccién de cortisol (a través de CRH), a los macrofagos y a las células Th2, pero inhibe a las células Th1.
ACTH: hormona adrenocorticotropa/P: Arginina vasopresina; calcitonina grp: péptido relacionado con el gen de la
calcitonina; CRH: Hormona liberadora de corticotropina; IL: interleuquinas; Th: linfocitos T helper; TNF: factor de

necrosis tumoral.
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Los datos obtenidos tras la medida de cortisol mostraron que los niveles se correlacionaban con la
severidad de la enfermedad, es decjuellos grupos de ratas artriticas que presentaron una respuesta
inflamatoria mayor presentaron mayores niveles de cortisol y viceversa. En este sentido, las hembras
artriticas tuvieron un mayor grado de hipercortisolinemia que los machos y los grupos que recibieron
melatonina exdgena, o que tenian intacta la sintesis de melatonina endoégena, presentaron mas
hipercortisolinemia que los grupos artriticos que sus respectivos controles. Estos datos tienen relevancia
en el sentido de que, el aumento de la produccidn de cortisol es una respuesta normal ante situaciones d
estrés o de inflamacién y que esta mediado por acciones centrales y periféricas de las propias citoquinas
(Cutoloy cols., 2000). De hecho, estad demostrado que las citoquingdll-ely TNF-a (del Rey y
Besedovsky2000) estimulan el eje ARIe forma singjica o independiente activando la CRH a nivel
hipotalamico (Bijlsmay cols., 1999). La capacidad de estimulacion es mayor parf lguie-gstimula
la produccion de CRHACTH y corticosterona (Berkenbosch y cols., 1987; Sapolsky y cols., 1987;
Ueharay cols., 1987). Una vez activado el eja H@ elevan los niveles de glucocorticoides en la
corteza adrenal que actlan a nivel de la trasncripcion de los genes inhibiendo la produccigride IL-1
6 yTNF-a y la produccion de leucotrienos y prostaglandinabié¥s y'Yarwood, 1990; O’Connory

cols., 2000), con lo que se recstableceria la situacion de equilibrio.

De este modo, la hipercortisolinemia encontrada en los grupos artriticos seria una respuesta
normal ante la inflamacion. Pero hay evidencias que sugieren que esta regulacion esta AlRr&tia en
recientes estudios realizados en pacienteARmse ha descrito que la actividad global del eja HP
permanece extraordinariamente normal, con nivela€dél normales y con una inapropiada produc-
cion normal de niveles de cortisol €8t, 1957; Gudbjornssony cols., 1996; @mfyWilder, 1997b).

Esto nos lleva a pensar en dos posibles causas: la primera es que la alteracion se encuentre a nivel hipotalami
en la produccion de CRH. En este sentido, varios autores han observado una disminucion de los niveles
deARNmM de CRF en el nucleo paraventricular en varios modelos experimentales de enfermedades
autoinmunes (revisado por Harbuz y cols., 1999). La segunda causa seria a nivélsilglao pensar

gue en una situacion traumatica como el que se produce en el sinovium de una articulacion afectada cor
artritis, las células T y los macréfagos estén continuamente hiperactivadas ante el reconocimiento y pre-
sentacion de numerosos antigenos, y que ante esta situacion de hiperactivacion, los linfocitos y los monocitos
no respondan ante los estimulos antiinflamatorios del cortisol. El cortisol a través de un mecanismo

downregulation presentaria niveles basales normales a largo plazo. Por lo tanto, la hipercortisolinemia
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encontrada en el suero de nuestras ratas artriticas tras 14 dias de tratamiento, es inversamente proporcio-
nal a la baja respuesta que las células inflamatorias presentan ante ePomrdigot.hipercortisolinemia,

menor accién antiinflamatoria del cortisol sobre las células inflamatorias, con lo que habria una mayor
inflamacion y por lo tanto, mayor severidad de la artritis, y viceversa. La pérdida del control de la respues-

ta ante el estrés y la inflamacion eAfRaestaria originada por el fallo del mecanismo de reconocimiento

de lo propio de los linfocitos T que reconocen como extrafio sustancias propias de la articulacion, con lo
que los linfocitos T y los monocitos permanecen en un permanente estado de hiperactivacion sin respon-
der ante los estimulos antiinflamatorios, perpetiandose el estado inflamatorio y desencadenandose, final-

mente, la erosion y la degradacion del cartilago.

Por ultimo con respecto al tercer objetivo que planteamos, los resultados obtenidos de la determi-
nacion de hormonas pertenecientes al eje HPG (testosterona y estradiol) demostraron que:
*En machos, la administracion de melatonina reduce los niveles séricos de testosterona y de estradiol.
* La pinealectomia aumenta los niveles séricos de testosterona.
* En hembras, la administracion de melatonina no varia los niveles de testosterona mientras que eleva

los de estradiol.

De acuerdo con la bibliografia existente, la respuesta inmune en machos depende mas del eje HPG
gue del eje HR, en particulgrel hipoandrogenismo ha sido involucrado en la patogénesi8deta
hombres (Cutolo y Straub, 2000). Esto esta de acuerdo con nuestros resultados, donde encontramos que
los niveles de estradiol no juegan un papel importante y si los niveles de testosterona en el curso de la CIA.
Se ha demostrado que los androgenos son protectordgmtano muestra el hecho de que se hayan
encontrado bajas concentraciones de testosterona sérica en hombres artitiiepd 996; Cutolo y
Castagnetta, 1996b; Cutolo y cols., 1998). En nuestro modelo, la bajada de los niveles séricos de
testosterona en las ratas artriticas macho tratadas con melatonina seria indicativo de mayor grado de
enfermedad. Posiblemente el mecanismo implicado sea el efecto inhibitorio que posee la melatonina sobre
la actividad GnRH (Brzenzinskiy cols., 1987a, 1987b). Los efectos inherentes a una menor produccion
de testosterona son: una menor regulacion negativa sobre la produccién de citoquinas inflamatorias en
macréfagos y sobre la produccién de anticuerpos IgG en linfocitos B (Cutcholy, 2000)Todo ello
conllevaria a que la melatonina en machos aumentaria la produccion de citoquinas inflamatorias y la pro-

duccion de autoanticuerpos, como ha quedado demostrado en nuestro trabajo.
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En una situacion de sintesis endégena de melatonina reducida, como la pinealectomia, los niveles d¢
testosterona estdn mas elevados al no sufrir el efecto negativo de la melatonina, de este modo, al tene
mayor concentracion de testosterona habrd una mayor proteccién , porque supondria una menor produc
cion de citoquinas inflamatorias y de autoanticuerpos.

En hembras, por el contrario, la respuesta inmune depende mas dal(etit®l) que del eje
HPG(testosteronay estradiol) (Cutolo y Straub, 2000), como muestra el hecho de que los niveles de

testosterona y de estradiol fueron muy inferiores en hembras que en machos.

La comparacion entre los dos grupos de hembras depar6 que los niveles séricos de testosteronan
variaron con el tratamiento con melatonina pero no asi los de estradiol que se vieron aumentados por
dicho tratamiento. Este aumento de los niveles circulantes de estradiol puede ser explicado a través de lo:
estudios que demuestran que las citoquinas inflamatorias (IL-6, IL-1 yJ plfeden estimular la acti-
vidad aromatasa en tejidos periféricos (Nest@93; Macdiarmid y cols., 1994; Purohity cols., 1995).

La aromatasa es la enzima encargada de la conversion periférica de androgenos (testosterona )
androstendiona) en estrégenos (estrona y estradiol respectivafasites, el aumento en la actividad
aromatasa induce a su vez, la produccion de las citoquinas inflamatorias a nivel local (Cutolo y Straub,
2000). En tejidos donde abundan los macréfagos, se ha encontrado una fuerte correlacion entre la activi-
dad aromatasa y la produccion de IL-6, de hecho se ha encontrado que la IL-6 media en la actividad de
la enzima 1j-hidroxiesteroide dehidrogenasa, enzima que convierte la estrona en estradiol (Speirsy
cols., 1993; Purohit y cols., 1995). Por lo tanto, el aumento de los niveles séricos de estradiol en ratas
hembras artriticas tratadas con melatonina se debe a la mayor produccion de citoquinas inflamatorias,

aunque la severidad de la enfermedad se deba a la respuesta del cortisol.
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Figura 78. Hormonas sexuales y citokinas en tejidos sinoviales. El aumento ¢ie TINE-o, y especialmente IL-6,

producen aumento de f-estradiol (E).
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7.2.ACCION DE LA MELA TONINA EN EL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Para estudiar el papel que desempefia la melatonina en el LES utilizamos ratones MRE/MpJ-Fas
(MRL-lpr), que es un modelo animal ampliamente utilizado para el estudio de LES. Esta cepa de ratones
desarrollan espontaneamente una enfermedad autoinmune generalizada muy semejante al LES humanay
gue se caracteriza por presentar GMN mediada por inmunocomplejos, linfadenopatia, artritis, vasculitis y
produccion de anticuerpos (Andreywsols.,1978; Hang cols.,1982; Theofilopoulos y Dixon, 1985;

Coheny Eisenberg, 1991; Goufatols.,1999). Los ratones MRL-Ipr son homocigéticos para el gen
linfoproliferativo (Ipr), cuya mutacién conlleva la inactivacion del gen fas y por consiguiente una apoptosis
deficiente de los linfocitos autorreactivos (células T CD4-CD8-) que se van acumulando en tejidos linfoides
periféricos (Murphy y Roths, 1978/atanabe-Fukunagecols.,1992;Watsory cols.,1992; Nagata y
Golstein, 1995bAparte del gen Iphay otros factores y otros genes que influyen en la severidad y en las
manifestaciones de la enfermedad de los ratones MRL-Ipy @pis.,1984; Santorg cols.,1988). En

la patogénesis de los ratones MRL-Ipr estan implicados los linfocitos T @B4gue estimulan a las

células B autorreactivas (Santgreols.,1988; Peng cols.,1996; Kotzin, 1996). Sin embargo, el papel

gue desempefian los linfocitos Th1y Th2 es controvertido, ya que hay indicios de que son las citoquinas
producidas por las células Thl (IFNas implicadas en la patogénesis de la enfermedad, mientras que
otros autores sostienen que son las citoquinas producidas por los linfocitos Th2 (IL-10) las fundamentales

en el desarrollo del lupus.

En un estudio realizado por Lechnery cols. en 1996 se pudo constatar que en ratones MRL-Ipr la
secrecion de melatonina no seguia el tipico ritmo circadiano, sino que habia un pico de produccion durante
el dia, por lo que nos propusimos estudiar cuél seria el efecto que tendria la administracion de melatonina
en los ratones MRL-Ipr

Debido a que la enfermedad autoinmune es mas severa en ratones MRL-Ipr hembras que en machos,

se dividieron los grupos segun el sexo para estudiar como actuaria la melatonina segun el sexo del animal.
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Después de un mes de tratamiento con melatonina se observé que la mortalidad fue mayor en lac
hembras que en los machos. Este dato tiene correlacion con lo ya observado en la literatura, donde las
MRL-Ipr hembras experimentan una mortalidad méas temprana que los machos (Andrews y cols., 1978;
Murphy y Roths, 1978; Theofilopoulos y Dixon, 1985). La administracion de melatonina redujo la morta-
lidad en las hembras en comparacion con las hembras control, sin embargo, la mortalidad fue mayor en los
machos tratados con melatonina en comparacion con los machos controles. Estos datos de mortalidad s
vieron subrayados con los datos obtenidos referentes a la hiperplasia linfoide y la esplenomegalia caracte-
risticas de esta enfermedad (Hagiwaray cols., 2000). En este sentido, los grupos de hembras presentaro
una mayor linfadenopatia y esplenomegalia que los machos. Sin embargo,cuando a los ratones se le
administré melatonina disminuyd el tamafio del bazo y el de los nédulos linfaticos.

Medimos los niveles de autoanticuerpos IgM e IgG como marcadores de la enfermedad. Los resul-
tados demostraron que:

a) Las hembras controles presentaban niveles mayores de IgG total que los machos. Este dato est:
recogido en la bibliografia, en la que se apunta que las hembras poseen mayor respuesta inmune humore
que los machos (Tornwall y cols.,1999).

b) La administracion de melatonina reduce los niveles de autoanticuerpos (Ig total, anticuerpos anti-
DNAds y anticuerpos anti-colageno tipo Il) en las hembras y los eleva en machos.

Por consiguiente, silos niveles de produccion de anticuerpos anti-DNAds se consideran como los
marcadores indicadores del grado y severidad del lupus (Kotzin, 1996), podemos asegurar que la enfer-
medad es mas leve en hembras tratadas con melatonina que en hembras controles, mientras que la adrr

nistracion de melatonina en machos acelera los sintomas de la enfermedad respecto a sus controles.

También se determinaron en suero la produccion de citoquinas proinflamatorias, [CNIB-y
IL-6) y de los niveles de NO. Los resultados demostraron que:
a) No habia diferencias entre los grupos controles.
b) La administracion de melatonina en hembras provoca una disminucién de la capacidad inflamatoria
cuando la comparamos con las hembras controles, mientras que en machos provoca un aumento de
status inflamatorio en comparacion con los controles.
c¢) Los machos tratados con melatonina poseen mayor produccion de agentes proinflamatorios que las

hembras tratadas con melatonina.
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El que haya un elevado status proinflamatorio esta relacionado con las manifestaciones de la enfer-
medad, como es el caso de la nefritis, la vasculitis y la artritis (Andrews y cols., 1978; Coheny Eisenberg,
1991). Esta situacion proinflamatoria esta provocada por un aumento en la activacion de los macrofagos
(Dang-Muy cols., 198 A\Veinbeg y cols., 1994) que producen mayor cantidabitie-o, IL-1p y IL-

6 (Boswell y cols., 1988; Murray y cols., 1990) y por consiguiente una excesiva produccion de NO, que
es muy importante en el inicio y progresion de la GMN en los ratones MRLdpi{#y y cols., 1994;

Reilly y cols., 2000). De hecho estas observaciones se vieron confirmadas con el estudio histopatologico
de los rifiones, donde los grupos que presentaron mayores niveles de citoquinas inflamatorias presentaron

mayores lesiones renales.

También se determind en suero la IL-2, esta citoquina regula la activacion, la proliferacion y la
diferenciacion linfocitaria. Nuestros datos demostraron que:
a) Hay mayor produccion de IL-2 en las hembras controles que en los machos controles.
b) La administracién de melatonina en hembras reduce los niveles de IL-2.
c) La administracién de melatonina en machos produce un aumento en la produccién de IL-2 en
comparacion con los machos controles y con las hembras tratadas con melatonina.

Es decique hay una mayor estimulacion y diferenciacion de las céhlaen hembras controles

y en machos tratados con melatonina que en los machos controles y que en las hembras tratadas con

melatonina.
Se determinaron los niveles de -BIiL-10 por ser citoquinas que regulan la inflamacion de

origen inmunitario. El IFN+es una citoquina producida por las células Th1l que estimula la accion
proinflamatoria en monocitos y macrofagos e inhibe la accion de las células Th2, mientras que la IL-10,
producida por linfocitos Th2 y macréfagos tiene accion antiinflamatoria. Los resultados en suero demostraron
que:

a) Las hembras controles poseen niveles deylffids elevados y niveles de IL-10 mé&s bajos que los
machos controles.

b) Cuando se administra melatonina en hembras disminuyen los niveles/dedéientan los niveles

de IL-10 respecto a hembras controles. La administracién de melatonina en machos produce un aumento
de IFNy y una disminucion de los niveles de IL-10 en comparacion con los machos controles.

c¢) Las hembras tratadas con melatonina poseen un mayor estado antiinflamatorio en comparacién con los

machos tratados, que poseen un mayor estado proinflamatorio.
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Figura 79. Esquema comparativo propuesto de las interacciones celulares en las siguientes sitipElendsas
MRL-Ipr tratadas con meltatonina (HM) en comparacion con hembras controles (HC); B) Machos controles (MC) en

comparacion con HC.

Durante las ultimas décadas, numerosos investigadores han centrado sus investigaciones en el IFN
v. Esta citoquina ejerce su accion sobre la mayoria de las células del sistema inmune, incluyendo macrofagos
célulasT, células By natural killer (NK). En ratones MRL-Ipr el Ifldumenta la produccion de IgG2a
y IgG3, isotipos de IgG que estan implicados en la GAMmMas, también acelera el desarrollo del lupus
aumentando la expresion de MHC y la presentacion de autoantigenos d c@tlalerantesSTambién
esta implicada en los procesos inflamatorios y de respuesta inmune local (Balomenos y cols., 1998). Se ha
demostrado que la administracion de fHNvivo acelera el progreso de la enfermedad, mientras que el
tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-f-dleon receptor de IFMsoluble, retrasa el inicio de la
enfermedad en ratones NZB/W F1, y en menor medida en ratones MRL-Ipr (Mishra y cols., 2003). Por
otro lado, hay evidencias de que la citoquina IL-10, puede modular negativamente el desarrollo del lupus

en ratones a traves de la inhibicion de citoquinas de linfocitos Th1 (Moore 2001).
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Este efecto sélo es efectivo en las fases iniciales de la enfermedad, ya que en estadios méas avanzados,
se ha demostrado que los niveles de IL-10 estan elevados (Daya¥iig@@0?2). De este modo, en
etapas iniciales de la enfermedad, situaciones en la que predomina la capacidad proinflamatoria, es decir
aumento de IFN-y disminucion de IL-10, se produce un empeoramiento del desarrollo de la enfermedad,
como es en el caso de hembras controles y en machos tratados con melatonina. Sin embargo, en machos
controles y en hembras tratadas con melatonina predomina la situacion antiinflamatoriajiesnitesaion
de IFNy y aumento de IL-10, que conlleva una mejoria en el desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto,
podemos asegurar que los grupos con niveles elevados déhéidbras controles y machos tratados
con melatonina) padecen una enfermedad mas severa: mayor produccion de autoantiocuerpos, mayor
grado de GMN y mayor inflamacion. Mientras que los grupos con niveles de IL-10 mas elevados (hembras

tratadas con melatonina y machos controles) presentan signos de enfermedad més atenuados.

Con el objetivo de estudiar el papel de los linfocitos Th y de los monocitos/macréfagos en ratones
MRL-Ipr estudiamos la produccidmvitro de las citoquinas estudiadas en suero en cultivo celulares de
esplenocitos y en células de nddulo linfatico. Las células fueron estimuladas con PHA para estudiar la
produccion de IFNs IL-10 e IL-2 por parte de los linfocitos Thly Th2. Los resultados demostraron
gue la produccion de citoquinas seguia el mismo patrén que observamos en sueymagatecpacidad
antiinflamatoria en machos controles y en hembras tratadas con melatonina y mayor capacidad

proinflamatoria en las hembras controles y en machos tratados con melatonina.

Por otra parte, las células fueron estimuladas con LPS para estudiar la produccién dé-TNF-

1B, IL-6, IFN-y y IL-10 por parte de los monocitos/macréfagos y linfocitos Thl. En esta ocasion, los
datos obtenidos fueron paradojicos. Se encontré que hubo una mayor respuesta proinflamatoria en los
machos controles y en las hembras con melatonina (cuando en suero era lo contrario), y una mayor
respuesta antiinflamatoria en hembras controles y en machos tratados con melatonina. Estos datos
demuestran que en machos controles y en hembras tratadas con melatonina la respuesta Thl no esta
afectada, sino que por accién de la IL-10, hay un predominio de la respuesta Th2 pero sin aumento de la
produccion de autoanticuerpos. Mientras que en las hembras controles y en machos tratados con melatonina

lo que predomina es la respuesta Th1 por accion de}.lFN-
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Figura 80. Esquema comparativo propuesto de las interacciones celulares en la comparacién entre machos MRL-Ipr

controles (MC) y machos tratados con melatonina (MM).

Para explicar el efecto dependiente del sexo que se observa con la administracion de melatonina no:
basamos en la accion inhibitoria que posee la melatonina sobre la liberacion de la GnRH (Brzezinski y
cols., 1987ay 1987b). La GnRH es la hormona responsable de la produccion de hormonas sexuales er
las gonadas. Por lo tanto, en hembras, la administracion de melatonina conlleva una produccion disminui-
da de estrogenos. Esta demostrado que los estrégenos acelera el desarrollo del LES (Lahita, 1996; Liang
y Karlson, 1996). Los estrégenos estimulan la produccion de citoquinas inflamatorias por los macréfagos
y monocitos (Cutolo y Straub, 2000), aumentan la produccion de autoanticuerpos por linfocitos B (Carlsten
y cols., 1989), aumentan los nivelesAd®Nm de IFNy y IL-2 (Karpuzoglu-Sahin y cols., 2001ay
2001b). Por lo tanto, con la administracion de melatonina disminuimos los niveles de estrégenos y por
consiguiente se produce: una disminucion en la produccion de citoquinas inflamatorias en macréfagos/
monocitos, menor produccién de autoanticuerpos por parte de células By disminucion de los niveles de

IFN-y e IL-2. Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en nuestro trabajo.
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Sin embargo, la administracion de melatonina conllevaria una disminucion en los niveles de androgenos.
Los andrégenos, principalmente la testosterona, reducen la producciép €éLi6 en monocitos
(Cutoloy cols., 1995b; Kanday cols., 1996), disminuyen la produccién de autoanticuerpos (Mosmanny
Sad, 1996; van Griensven y cols., 1997) y disminuyen la produccion de IL-4, IL-5silfrAfectar la
produccion de IL-2 (Araneo y cols., 1991). Por lo tanto, la disminucion de testosterona como conse-
cuencia de la administracion de melatonina produjo un aumento de la produccion de citoquinas inflamatorias
en monocitos y macréfagos, mayor produccion de autoanticuerpos, y aumenta dell=R produ-

cidas por los linfocito$.
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Figura 81. Efectos estimuladores (rojo) e inhibidores (azul) de los andrégenos (TT) y estrégenos (E2) en la produc-

O

cion de citoquinas e inmunoglobulinas. Basadas en la figura de Cutolo y Straub (2000).
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Enresumen, las hembras MRL.dprel inicio de la enfermedad tienen una resptie&taredominante
(proinflamatoria) y con mayores niveles de autoanticuerpos por accion dehtieitras que los machos
poseen una respuesta Th2 (antiinflamatoria) predominante. Este cambio del tipo de respuesta inmune e
producido por las hormonas sexuales y es la responsable de que las hembras padezcan el lupus con may

virulencia que los machos.

La administracion de melatonina produce un cambio en el tipo de regksiestahembras, el
predominio de la respuesta inmune pasa de ser Th1l a Th2, con la consiguiente mejoria en los sintomas d
la enfermedad. En machos, por el contrario, el cambio de respuesta conlleva pasar de una respuest

inmune Th2 a Th1l, con lo que se agravan los sintomas y se acelera el desarrollo de la enfermedad.

)

MEL
)

MC MM

Figura 82.cambio de respuesta de las céldlaen ratones MRL-IpMEL: MelatoninaTT: Testosterona; HC: Hem-

bras controles; HM: Hembras tratadas con melatonina; MC: Machos controles; MM: Machos tratados con melatonina
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Ratones MRI-Ipr con tratamiento hormonal

Como quedo6 demostrado en el capitulo ant&imcidencia del lupus en ratones MRL-Ipr esta
determinada por el sexo de los ratones, y concretamente por las hormonas sexuales: estrogenos y
androgenos. Esta influencia hormonal quedé reflejada cuando se le administré melatonina a los ratones ya
gue actuaba modulando los niveles de hormonas sexuales. Con el objeto de confirmar lo expuesto
anteriormente, disefiamos un experimento con terapia hormonal, tratando a las hembras de MRL-Ipr con
testosteronay alos machos con estradiol.

Después de 1 mes de tratamiento con estradiol se produjo en machos una elevada mortalidad, como
ya habia sido descrita por Blank y cols en 1990, siendo mayor en los machos que ademas recibieron
melatonina. En el caso de las hembras tratadas con testosterona, la mortalidad fue mayor en el grupo que
ademas recibié melatonina. Sin embargo descendi6 en el grupo que solo recibié testosterona en comparacion
con el grupo control. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Margolis y Caplan en 1951 ,que
emplearon el propionato de testosterona como terapia, que aunque producia la remision de la enfermedad

fue desestimado por originar reacciones adversas severas.

Del mismo modo, se estudio el indice de esplenomegalia y de hiperplasia linfoide. La administracion
de melatonina y testosterona en hembras reduce considerablemente tanto la esplenomegalia como la
hiperplasia linfoide. En cambio en machos, el tratamiento combinado de melatonina y estradiol aumenta el

indice de esplenomegalia y de hiperplasia linfoide.

Al igual que en el experimento anteriestudiamos y determinamos la produccion de niveles de Ig
y de autoanticuerpos en suero. Las hembras MRL-Ipr presentaron los siguientes resultados:
a) el tratamiento combinado de melatonina y testosterona reduce significativamente los niveles de IgM e
IgG totales y de autoanticuerpos en comparacion con los ratones MRL-lpr hembras que solo recibieron
testosterona.
b) el tratamiento con testosterona reduce la produccion de anticuerpos IgG e IgM. Este resultado esta en
correlacion con experimentos en los que el tratamiento con testosterona reducia considerablemente los
niveles de autoanticuerpos y por consiguiente la gravedad de la enfermedag (Blank990; van

Griensvery cols.,1997).
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De los resultados obtenidos en machos MRL-Ipr tratados con estradiol podemos deducir que:
a) El tratamiento combinado de melatonina y estradiol aumenta significativamente los niveles de
autoanticuerpos IgG e IgM respecto al tratamiento sélo con estradiol.
b) En comparacion con el grupode machos sin tratamiento, el tratamiento con estradiol aumenta los
niveles de autoanticuerpos en clara correlacion con lo ya expuesto por Blank y cols en 1990.

Por consiguiente, podemos asegurar que la tendencia en la produccién de autoanticuerpos se mantier
a pesar del tratamiento hormonal, es diecidministracion de melatonina en hembras reduce los niveles

de autoanticuerpos, mientras que el mismo tratamiento en machos aumenta dichos niveles.

Con respecto a los niveles séricos de citoquinas y de NO podemos establecer que:
a) En hembras, el tratamiento con testosterona produce un aumento significativo de la IL-10 (citoquina
antiinflamatoria), un aumento de la IL-2 (citoquina responsable de la activacion, diferenciacion y proliferacion
de células T) y un mantenimiento de las citoquinas inflamatorias y proinflamatorias, que conlleva una
disminucion en los niveles de NO. Por lo tanto, cabe decir que el tratamiento con testosterona en hembras
control provoca un cambio en el tipo de respuesta inmune, de una respuesta Thl (proinflamatoria) en
hembras controles, se pasa a una respuesta Th2 (antiinflamatoria) en hembras tratadas con testosteron
Estos datos confirman el papel inmunosupresor natural que posee los androgeyas(dASI99).
b) En hembras, el tratamiento de melatonina y testosterona produce un aumento de IL-2, de las citoquinas
inflamatorias (TNFe,, IL-1 e IL-6) y proinflamatorias (IFN) y un aumento considerable en los niveles
de NO, con un consiguiente descenso de citoquina antiinflamatoria (IL-10). La administracion conjunta
de melatonina y testosterona provoca un cambio de respuesta, se pasa de una situacion Th2 (antiinflamatoric
con solo melatonina a un tipo de respuesta Th1l (proinflamatoria) con el tratamiento combinado melatonina

y testosterona.

Para confirmar estos resultados procedimos a estudiar la produccion de las distintas citoquinas por
parte de las células Thly Th2 en distintos tejidos estimulados con PHA'y con LPS. Cuando estimulamos
las células con PHA, obtuvimos que en hembras tratadas con melatonina y testosterona habia una respues
predominantemente antiinflamatoria (Th2), mientras que en las hembras tratadas sélo con testosterona
predominaba la respuesta proinflamatoria (Th1). Un resultado paraddjico en comparacion con lo obtenido

en suero.
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Figura 83. Esquema comparativo propuesto de las interacciones celulares en las siguientes sitpEiendsas

MRL-Ipr controles (HC);B) Hembras controles tratadas con testosterona (HCT) en omparacién con HC; C) Hembras

tratadas con melatonina y con testosterona (HMT) en comparacion con HCT

Pero cuando estimulamos las células con LPS para ver el funcionamiento de las células Th1l y monocitos/

macréfagos, obtuvimos en las hembras con melatonina una elevada respuesta inflamatoria y proinflamatoria

gue sugiere que, por la accion reguladora negativa dely Helre los linfocitos Th2, prevalece la

respuestadhl en hembras melatonina y testosterArs vez, la marcada tendencia antiinflamatoria

demostrada en hembras con testosterona, sugiere que en éstas la respuesta predominante sea del tipo

Th2.
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Por lo tanto confirmamos que a las hembras de MR&Hpatamiento exclusivo con testosterona
0 exclusivo con melatonina provoca un cambio en el tipo de respuesta inmune, pasando de una respuest
Th1 a unarespuesta Th2. Por el contrario, una administracion conjunta de ambas sustancias (melatonine
y testosterona) no provoca ningln cambio en el tipo de respuesta, manteniéndose el predominio de la
respuesta Th1l. La Unica diferencia entre el tratamiento con melatonina o con testosterona, es que con |z

primera conseguimos ademas una disminucion mas significativa en los niveles de autoanticuerpos.

HC HM

HCT HMT

Figura 84.Cambio de respuesta en las célilagn ratones MRL-Ipr hembras. MEL: Melatonifa; Testosterona; HC:
Hembras controles; HM: Hembras tratadas con melatonina; H&Mbras tratadas con testosterona; HM@mbras

tratadas con melatonina y testosterona.

El estudio de los niveles séricos de citoquinas y NO en machos demnostré que:
a)El tratamiento con estradiol eleva los niveles de ®NE-1p, IL-6, IFN-y, niveles de NO y de IL-2
e IL-10. Datos que concuerdan con la bibliografia existente (Cutolo y Straub, 2000,Karpuzogju-Sahin
cols.,2001ay 2001b).
b) El tratamiento conjunto de estradiol y melatonina eleva considerablemente los niveles de las citoquinas

proinflamatorias y de NO, IFNe IL-2 y reduce los de la interleuquina antiinflamatoria (IL-10).
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Figura 85. Esquema comparativo propuesto de las interacciones celulares en las siguientes sitipbdiacbes
MRL-Ipr controles (MC);B) Machos controles tratadas con estradiol (MCE) en omparacion con MC; C) Machos tratadas

con melatonina (MME) y con estradiol en comparaciéon con MCE.

También procedimos a estudiar el comportamiento de los linfébitpde los macréfagos/monocitos
en los machos tratados con estradiol. Cuando se estimularon las células con LPS, se demostré que los
ratones que recibieron melatonina y estradiol presentaban una capacidad inflamatoria mayor que los ratones
gue solo recibieron estradiol.Es dgeirlos ratones tratados con estradiol y melatonina hay un predominio

de las acciones proinflamatorias ejercidas por monocitos/macrofagos y linfocitos Th1.

Por el contrario de los resultados obtenidos con la estimulacion con PHA, vimos que las tendencias
eran las contrarias, lo que nos indica que la respuesta Th2 es la que predomina en los tratados sélo con

estradiol.
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Asi, podemos confirmar que los machos MRL-Ipr normales poseen una resp@estacada por
la produccion de IL-10 (antiinflamatoria). Cuando a estos ratones se le administra melatonina, los ratones
desarrollan un lupus més agresivo por los mecanismos directos e indirectos ya explicados que incluyen un
cambio de respuesta inmune del tipo Th1 con elevacion de citoquinas inflamatorias, de los niveles de NO,
de IFN+, de IL-2 y en la produccién de autoanticuerpos.
Cuando a los ratones controles se le administra estradiol, empeoran por las acciones propias de la
hormonas: aumento de la produccion de autoanticuerpos, aumento de las citoquinas inflamatorias y de

NO por parte de los monocitos, pero sin afectar al tipo de respuesta Th2 y sin afectar a la produccion de

MC MM
MEL
(e ) ()
=3) E2
(+) 1 l (+)

MEL
SOk ndt

MCE MME

IL-10 y de IFNy.

Figura 86. Cambio de respuesta en las células Th en ratones MRL-Ipr machos. MEL: Melatonina; E2: estradiol; MC:
Machos controles; MM: Machos tratados con melatonina; MCE: Machos tratados con estradiol; MME: Machos

tratados con melatonina y estradiol.

Cuando a los ratones MRL-Ipr machos los tratamos con una terapia conjunta de melatonina y
estradiol conseguimos que el empeoramiento y la severidad de la enfermedad del lupus tomen signos
dramaticos, porque las acciones que ejerce el estradiol (aumento de las citoquinas inflamatorias y de los
niveles de NO en macréfagos y monocitos y al aumento en la produccion de autoanticuerpos por los
linfocitos B) se ven multiplicadas por accion de la propia melatonina y porque ésta misma provoca un
cambio de respuesta del tipo Th1 donde hay un incremento en la producciorygeaulfriescenso de

la produccion de IL-10.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones que hemos obtenido a partir de los resultados presentados en este trabajo de tes

doctoral son los siguientes:

Melatoninay Artritis Reumatoide

1)

2)

3)

4)

5)

La melatonina posee un efecto dependiente del sexo en la produccion de autoanticuerpos. En

machos aumenta la produccion mientras que en hembras la reduce.

A nivel sistémcio la melatonina posee capacidad proinflamatoria, ya que aumenta la produccion

de citoquinagnflamatorias (IL-B, IL-6) en monocitos y linfocitos Th a través de un mecanismo
dependiente de la PK& nivel del foco inflamatorio el aumento de la produccion de citoquinas

inflamatorias en la articulaci@ontribuye a la degradacion y erosion articular favoreciendo el

desarrollo de la enfermedad.

En situaciones no patoldgicas, la melatonina contribuye al restablecimiento del equilibrio en la

respuesta inmune debido a su efecto antioxidante (reduciendo los niveles de NO y el grado de
peroxidacion lipidica). Sin emlg, en una situacion detritis Reumatoide, en donde la res-

puesta inmune se encuentra desequilibrada en favor de una respuesta inflamatoria, la melatonina

No ejerce su accion antioxidante.

El organismo responde a la inflamacion producierattisol para controlar la duracion de la
respuesta inflamatoria y restablecer el equilibrio original. Pero en una situacion patolégica como la
Artritis Reumatoide, la administracién de melatonina colabora en esta hipercortisofaemia.

mas, la melatonina también contribuye al desarrollo de la enfermedad alterando la produccion de
hormonas sexuales. De este modo, en machos, produce una disminucion de los niveles protec-

tores de testosterona, mientras que en hembras provoca un aumento de |pernjidigales
de estradiol.

En resumen, la administracion de melatonina favorece el desarrollo y progresudrdesla
Reumatoide en ratas, porque contribuye a que haya una mayor respuesta inflamatoria en la articu-
lacién, no reduce los radicales libres originados en la articulacién dafiada, favorece la falta de

respuesta al cortisol a nivel celular y modifica la produccion de hormonas sexuales.
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Melatonina y Lupus Eritematoso Sistémico

6)

7)

8)

9)

Las hembras MRL-Ipr desarrollan la enfermedad con més virulencia que los machos por accion
de los estrogenos, estas acciones se traducen en una mayor produccion de autoanticuerposy
mayor produccion de citoquinas proinflamatorias (principalmente)Elracteristicos de una
respuesta inmune del tipo Th1. Los machos desarrollan una enfermedad més atenuada por accion

de los andrégenos que provocan una respuesta inmune del tipo Th2 (antiinflamatoria).

La administracién de melatonina en el inicio del LES provoca un cambio en el tipo de respuesta
celular que produce efectos opuestos segun el sexo. Mientras que en hembras la administracion
de melatonina posee efectos beneficioso debido a un cambio de respuesta del tipo Th2 con
prevalencia del status antiinflamatorio, en machos la administracion de melatonina posee efectos
perjudiciales como consecuencia del cambio de respuesta a tipo Thl, caracterizado por un au-

mento del status inflamatorio y una elevacion de la respuesta humoral.

La administracion de testosterona en hembras posee los mismos efectos beneficiosos que obser-
vamos con el tratamiento unitario de melatonina (reduccion de los niveles de autoanticuerpos y
respuesta del tipo Th2). Sin embargo, la terapia hormonal conjunta de melatonina y testosterona

no produce ningun cambio en el tipo de respuesta manteniéndose el tipo Th1.

La administracion de estradiol en machos provoca un empeoramiento de la enfermedad por la
elevacion de los niveles de autoanticuerpos.La administracion conjunta de melatoninay estradiol
en machos provoca una acentuacion de los efectos negativos observados como consecuencia de

la predominancia de la respuesta Thl.

10) En resumen, la melatonina presenta un marcado efecto dependiente del sexo en ratones MRL-Ipr

teniendo un efecto directo a nivel celular y un efecto indirecto sobre la produccion de hormonas

sexuales seguramente a través de la GnRH.
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