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Introduccion 2

En los ultimos afios venimos asistiendo a una verdadera revolucién en lo que se
refiere a la hormona secretada por la glandula pineal denominada melatonina. Varios
estudios cientificos de reciente aparicion han llevado al conocimiento del publico esta
hormona, cuya existencia es conocida hace mucho tiempo, pero a la que no se le habia
prestado la debida atencion en los medios cientificos. Vivimos en una sociedad donde el
stress, la ansiedad, las enfermedades degenerativas, el cancer, etc., ocupan un lugar
importante, aunque nos pese. Los numerosos males que hasta hace pocos afios causaban
miles y miles de victimas entre personas jovenes y de mediana edad han sido dominados.
La poblacion estd envejeciendo y, por tanto, cada vez hay mas personas con enfermedades
malignas o cronicas que se asocian a la vejez. El hombre de hoy intenta buscar soluciones
rapidas a todos los problemas de salud que se le presentan. Y parece, que la llegada dela
melatonina podria colaborar en retrasar la aparicion de algunos de ellos. Descubierta hace
cuarenta afios, esta hormona es conocida en la actualidad como una de las mas ubicuas de
los seres vivos. Estd presente en un amplio espectro de organismos vivientes, desde
protozoos hasta vertebrados superiores, por lo que se supone que su antigiiedad se remonta
a, aproximadamente, mil millones de afios. Su secrecion es ciclica y se realiza, en el caso de
los vertebrados, en la glandula pineal o epifisis. Se sabe que es la hormona que sincroniza
los ritmos dia-noche y de las estaciones, regula el tiempo de suefio, marca la reproduccion
de los animales e, incluso la migracion de ciertas aves y el cambio de piel de algunas especies
de ranas. Sin embargo, los cientificos han descubierto que la melatonina tiene funciones mas
importantes, o al menos mas practicas e interesantes para el hombre de nuestros dias. Este
efecto es la proteccion de los seres vivos de los efectos toxicos de la oxidacion. Este efecto

ocurre en todos los procesos metabolicos y genera los denominados radicales libres,
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implicados de forma importante en el envejecimiento. De igual manera, los procesos
oxidativos pueden contribuir a la génesis de miltiples enfermedades degenerativas, entre
ellas el cancer. El organismo humano es capaz de producir sustancias capaces de inhibir la
oxidacion, aunque su actuacion se limite a determinadas células. A diferencia de ellas, la
melatonina puede penetrar facilmente en cualquier célula de cualquier parte del cuerpo.
Igualmente, el envejecimiento lleva parejo un deterioro de la funcién del sistema
inmunolégico, encargado de la defensa frente a cualquier agresion externa. Pues bien, se ha
visto que la melatonina tiene también una funcién inmunoestimuladora, habiéndose
demostrado que esta hormona puede conservar, o incluso restaurar, este mecanismo de
defensa. De la misma manera, puede proteger contra la inmunodepresion asociada al stress.
Actualmente, esta funcion inmunomoduladora es una de las mas estudiadas. Ella sera el
centro y el objetivo de este trabajo, en donde se intentaran aportar algunas ideas que ayuden

a dilucidar el mecanismo de accién de esta hormona sobre el sistema inmune humano.

I.1.- GLANDULA PINEAL

L.1.1.- Breve reseiia historica: Hasta hace aproximadamente cuarenta
afios, pocos cientificos habian investigado seriamente acerca de esta glandula. En este
espacio de tiempo ha pasado a ser considerada como un 6rgano muy interesante desde el
punto de vista fisiolégico. Sin embargo, su descripcion anatomica ha precedido, con mucho,
a la de otros drganos o glindulas endocrinas. En el siglo III a. C. fue Heréfilo de Alejandria
el primero en describirla y la vinculd con funciones valvulares que supuestamente regulaban
el flujo de la memoria, idea que persisti6 hasta el siglo XIX, en el que Magendie considerd
a la glandula pineal como reguladora del flujo del liquido cefalorraquideo. Fue Galeno, en
el siglo I, el primero en estudiar su anatomia en detalle, y a él se le debe el nombre actual.,
que proviene del vocablo griego konareion (Susemihl, 1892), latinizado conarium (pifia);
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Galeno suponia que la gldndula pineal era el sostén de las venas cerebrales que se extienden
por la parte posterior y dorsal del diencéfalo (Singer, 1956). Esta idea fue apoyada siglos
mis tarde por Vesalio, al cual se le atribuye la primera representacion grafica conocida de
la glandula pineal en el hombre (Fig. 1).

Fig. 1: Representacion de la gldndula pineal (L) segiin Andreas Vesalius.
Tomada de Pineal Research Reviews, (1985) Vol. 3, R. J. Reiter ed., Alan R.
Liss, Inc., NuevaYork, 11.
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Una de las concepciones mas antiguas sobre la funcion pineal se remonta al tiempo
de los Vedas. Fue popularizada en occidente por Descartes y hasta nuestros dias nos ha
llegado a través de Kappers (1980; 1981). Esta teoria afirma que el alma o 4nima esta
localizada en la pineal, e indudablemente influy6 en la vinculacién posterior de la misma con
las enfermedades mentales, si bien también hizo que el interés por esta glandula disminuyera
hasta casi desaparecer durante los dos siglos siguientes, dada las criticas recibidas, tanto en
vida de Descartes como posteriormente.

Es a partir de la segunda mitad del siglo XIX cuando se empiezan a realizar los
auténticos avances en el conocimiento de esta glandula, fundamentalmente mediante estudios
de morfologia comparada con los que se llegan a vislumbrar nuevos aspectos funcionales.
Asi, se descubre su caracter de 6rgano sensible a la luz comparable al de los ojos laterales
(Ahlborn, 1883), y se estudia la inervacion de la glandula en gran numero de especies y su
conexion con el sistema endocrino.

Ya en el siglo XX, en el afio 1954, se publica el libro The Pineal gland (Kitay y
Altschule), en el que se recoge de una forma critica todo el saber anterior sobre la glandula
pineal, esto es, relaciéon con la regulacién de la funcion gonadal, intervenciéon en la
transformacion de las oscilaciones periddicas de la iluminacion ambiental y vinculacién con
la conducta.

Fue en el afio 1958 cuando se inici6 su estudio como érgano endocrino a partir del
descubrimiento de su principal producto de secrecion, la melatonina, por el dermatdlogo
americano Lerner (Lerner et al, 1958). A partir de aqui y hasta nuestros dias, las
investigaciones sobre glandula pineal y melatonina han crecido de forma exponencial y se
las ha relacionado con una gran variedad de sistemas fisiologicos.

L.1.2.- Anatomia y embriologia funcional: La glandula pineal

pertenece al grupo de 6rganos circunventriculares. Se origina a partir de una evaginacién
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neuroepitelial del techo del diencéfalo, la cual es evidente en el hombre desde el segundo
mes de vida intrauterina. En el hombre adulto pesa entre 100 y 200 miligramos, y esta
ubicada en el borde posterior e inferior del cuerpo calloso, entre ambos tubérculos
cuadrigéminos superiores. Se halla encapsulada por la piamadre, desde la cual le llegan vasos
sanguineos, fibras nerviosas amielinicas y estroma del tejido conjuntivo.

La glandula pineal se caracteriza por una gran variabilidad anatémica a lo largo de
la escala filogenética. En peces, anfibios y reptiles lacértidos contiene células fotorreceptoras
semejantes a las retinianas, que también se encuentran en otros grupos zooldgicos mas
inferiores. En mamiferos, la pineal es tipicamente una gliandula endocrina y carece de
fotorreceptores desarrollados, observandose rudimentos de éstos en algunas aves y
serpientes.

Los pinealocitos son las células principales de la glandula pineal de los mamiferos.
En su origen filogénico eran auténticos fotorreceptores directamente sensibles a luz,
conectados al cerebro por medio de neuronas de segundo orden. Posteriormente, estos
fotorreceptores fueron evolucionando y desaparecieron las neuronas de conexion.
Finalmente, en los mamiferos, los pinealocitos han perdido la capacidad de detectar
directamente 1a luz, convirtiéndose en células secretoras. Constituyen el 85% de la masa
pineal, estando el resto constituido por células gliales, que se distribuyen como células de
sostén, y por terminaciones nerviosas. |

La pineal se encuentra abundantemente vascularizada por ramas de las arterias
coroidales posteriores, siendo la sangre drenada directamente a los senos venosos
longitudinal y transversos.

Las aferencias nerviosas estan constituidas principalmente por ramas de origen
simpético provenientes del ganglio cervical superior, las cuales van a regular en gran medida
la funcién pineal. En algunas especies también se da una inervacion parasimpatica con origen
en los micleos salivares superiores. También se han descrito conexiones centrales directas
a través del tracto habénulo-pineal (Villania et al, 1989).
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Se han descrito varios tipos de compuestos que parecen tener actividad hormonal,
y que se han obtenido de extractos pineales (Reitér y Vaughan, 1977) . Entre ellos,
indolaminas del tipo de la melatonina, como serotonina, 5-hidroxi-indol-acético, 5-metoxi-
triptamina, S-metoxitriptofol, etc. Algunas de ellas son productos intermedios en la sintesis
de melatonina. También se han hallado péptidos como arginina-vasotocina, vasopresina con
sus respectivas neurofisinas, MSH, TRH, LHRH, VIP, somatostatina, etc.

I.2.- MELATONINA

1.2.1.- Biosintesis, transporte y metabolismo: La melatonina (N-
acetil-5-metoxitriptamina) se sintetiza a partir del triptofano en la glandula pineal (Fig.2).

OH
CH2CH2NHCOCHs

N
H

MELATONINA
(5-metoxi-N-acetiltriptamina)

Fig. 2: Estructura quimica de la melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina)
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Otros 6rganos contribuyen, aunque en menor medida, a su produccion. Entre ellos,
la retina (Leino y Airaksinen, 1985; Wiechmann, 1986; Pang y Allen, 1986), la glandula
harderiana intra-orbital (Bubenik et al, 1976a), las glindulas lacrimales extra-orbitales
(Mhatre et al, 1988), el tracto gastrointestinal (Quay y Ma, 1976), el sistema nervioso
central (Bubenik et al, 1974) y los hematies (Rosengarten et al, 1972).

La ruta biosintética de la melatonina en la glandula pineal es bien conocida (Ebadi,
1984). El precursor de dicha sintesis es el triptofano (Fig. 3).

Trip'téfano

Melatonina

_‘_r_,}i/ Triptéfano
5-hidroxitriptéfano Melatonina
5HTPD\ HIOMT

Serotonina

\blfitiserotonina

NAT

PINEALOCITO

Fig. 3: Esquema de la ruta biosintética de la melatonina en el pinealocito.

Este aminodcido penetra en el pinealocito, procedente de la circulacion sanguinea,
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a través de un mecanismo de transporte activo que estd regulado por receptores
noradrenérgicos. Tras su entrada en la glandula pineal, es hidroxilado a 5-hidroxi-triptéfano
mediante la enzima triptofano hidroxilasa, controlada a su vez por un receptor [-
adrenérgico. Posteriormente, éste derivado del triptofano, mediante descarboxilacion por
una descarboxilasa de aminoacidos aromaticos, forma la 5-hidroxi-triptamina o serotonina.
El siguiente paso es la acetilacion de la serotonina por la N-acetiltransferasa (NAT), enzima
limitante de la sintesis de melatonina, para formar N-acetil-serotonina, inmediato precursor
de melatonina. Esta se forma por o-metilacién y requiere la presencia de la enzima hidroxi-
indol-oxi-metil-transferasa (HIOMT), que en este caso utiliza como dador de grupos metilos
a la S-adenosil-metionina.

A diferencia de muchas otras hormonas, la melatonina no parece almacenarse durante
tiempo apreciable en la pineal. Asi pues, tras su sintesis abandona rapidamente la glandula,
principalmente hacia la circulacién sistémica y, secundariamente, hacia otros fluidos
bioldgicos, como el liquido cefalorraquideo (Reiter, 1986). Dado su caracter altamente
lipofilico, se ha propuesto un mecanismo de simple difusion para el transporte hacia la sangre
(Cardinali, 1981).

Una vez en la sangre, la melatonina se une a la albimina en un 60-70%, y €l resto
circula libremente (Pardridge y Mietus, 1980). Su vida media en sangre es corta (10-40
minutos) y sufre metabolismo de primer paso a nivel del higado (90%) y, en menor
extension, en el sistema nervioso central. Aproximadamente, el 75% de la melatonina se
transforma en 6-hidroxi-melatonina por los enzimas microsomales hepéticos y,
posteriormente, se conjuga con sulfato para formar 6-sulfatoxi-melatonina (70%) o con
glucurénido en menor proporcion (6%), formas en las que se elimina por orina. Existe una
clara correlacion entre los niveles plasmaticos de melatonina y los de 6-sulfatoxi-melatonina,
por lo que este metabolito resulta un buen indice de su patrén de produccién. Sélo un 1%
de la hormona se elimina por orina sin sufrir ninguna transformacion. En el cerebro, la
melatonina (12%) se convierte en N-acetil-5-metoxikenurenamina (Kopin et al, 1961).
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L.2.2.- Regulacion de la sintesis de melatonina: La produccion de
melatonina estd fundamentalmente regulada por los ciclos luz/oscuridad. La glandula pineal
es el lugar en donde la informacion acerca del ritmo luz/oscuridad se transforma en un
mensaje quimico. En peces, anfibios, reptiles y aves, dicha informacion llega directamente
a la glandula. Sin embargo, en mamiferos, este mensaje llega a través de la retina que
comunica con la pineal por medio de una ruta neuronal que incluye el haz
retinohipotalamico, el niicleo supraquiasmético y fibras pre- y post-ganglionares del sistema
nervioso simpético cuyos cuerpos celulares se encuentran en el ganglio cervical superior
(Moore y Klein, 1974).

La secrecion y la sintesis de melatonina estd determinada principalmente por la
liberacién nocturna de noradrenalina por las terminaciones simpaticas post-ganglionares
(Axelrod, 1974) y posterior unién a receptores «; y B, situados en la membrana del
pinealocito. Como consecuencia de la interaccion con estos receptores se produce la
activacion de la NAT con el consecuente aumento de la produccion de melatonina (Fig. 4).

Bajo condiciones de total oscuridad, por ejemplo en individuos ciegos, el ritmo de
produccién de melatonina se mantiene, aunque diferente del ritmo dia/noche, gracias a un
ritmo impuesto por el propio nicleo supraquiasmético (Lewy y Newsome, 1983). Por el

contrario, no se observa ningun ritmo de melatonina bajo condiciones de luz continua.
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Fig. 4: Ritmos diarios de serotonina, N-acetiltransferasa y melatonina.

Fundamentalmente, la noradrenalina se une a los receptores f-adrenérgicos (Craft
et al, 1985), que estimulan la activacion de la adenilato ciclasa a través de su interaccion con

una proteina Gs, resultando en un aumento en la sintesis de AMPc que activara la NAT,

principal enzima reguladora de 1a sintesis de melatonina, por un mecanismo que aun es

desconocido (Fig. 5).

Los receptores a, también participan en la regulaciéon de la actividlad NAT

potenciando el efecto de los receptores p (Klein et al, 1983, Rubio et al, 1991, Rubio et al,
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1993). Este mecanismo implica la hidrolisis del fosfatidil inositol para formar diacilglicerol,
el activador enddgeno de la PKC, cuya activacion probablemente amplifique la estimulacion
B-adrenérgica por fosforilacion de una Gs o de la misma adenilato ciclasa. Por otra parte,
la unién de noradrenalina a los receptores o, también aumenta la concentracioén de Ca®*
~ intracelular por apertura de un canal dependiente de ligando que también colabora en la
activacion de la PKC.

U NA NA
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Serotonina . N-acetilserotonina

) HIOMT

{} e
11
Alfa |
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Fig. 5: Esquema de la activacion del receptor B-adrenérgico.

Algunos neuropéptidos también pueden intervenir en el control de la actividad de la
glandula pineal. Se ha observado que muchos de ellos son liberados en dicha glandula por
fibras nérviosas de origen central y periférico. De todos ellos, el VIP es el mas conocido.
Este estimula la produccion de AMPc e induce la activacion de la NAT a través de su unién
a receptores especificos. Sin embargo, no se conoce la naturaleza del estimulo que libera el
VIP, ni si esta estimulacion juega un papel fisiologico en la regulacion de la produccién de
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melatonina (Lopez-Gonzalez et al, 1992b).

L.3.- ACCIONES FISIOLOGICAS DE LA MELATONINA

El primer efecto que se describi6 para la melatonina fue su capacidad de producir la
condensacion de los grénulbs de melanina en la piel de anfibios (McCord y Allen, 1917).
Durante mucho tiempo este aclaramiento de la piel de los anfibios fue usado como un
bioandlisis especifico y sensible de melatonina.

El estudio sistematico de las acciones bioldgicas de la melatonina se inicia a principio
de la década de los setenta. Desde entonces, se han descrito muchas acciones biolégicas de
la hormona tanto in vivo como in vitro. Se ha encontrado que la melatonina puede regular
un gran nimero de procesos metabolicos en casi todos los sistemas del organismo, entre los
que destacan el propio sistema endocrino, el sistema nervioso central, el sistema inmune y
el sistema cardiovascular. No obstante, muchas de estas acciones tienen lugar a
concentraciones farmacologicas o son dificiles de explicar en términos fisiologicos.

De todas las posibles funciones, tres estdn plenamente aceptadas: la regulacion de
la maduracién sexual y la actividad reproductora, el ajuste de la actividad metabdlica al ritmo
circadiano y el efecto sedante e inductor del suefio. Otras, como la accién antitumoral,
inmunoestimuladora y antioxidante estdn siendo estudiadas actualmente de forma
preferencial, existiendo ya bastante base experimental que las acredita. Es importante
considerar que algunos de estos efectos, probablemente, sean casos particulares de una sola
accion biologica mas general que los englobe. Pero la falta de conocimiento del mecanismo
de accion de la melatonina hace por el momento dificil sistematizar adecuadamente sus

acciones bioldgicas.
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1.3.1.- Acciones sobre la funcién reproductora: A principios de los
afios sesenta se encontrd que la melatonina producia un ligero retraso en el desarrollo
ovarico de las ratas (Wurtman et al, 1963). Pero, quizas, la demostracién de su capacidad
para suprimir totalmente el eje neuroendocrino-reproductor en hamsters sirios (Mesocricetus
auratus) (Tamarkin et al, 1976) fue el hecho que convencié a muchos cientificos de su
capacidad inhibidora. Por ello, en un principio se considerd que su accion era eminentemente
antigonadotréfica, dado su efecto inhibidor sobre la funcion sexual.

Por otra parte, en especies como el hamster turco (Mesocricetus brandti), la -
presencia de la pineal y la melatonina son esenciales para mantener la actividad reproductora
(Carter et al, 1982). Igualmente, en el carnero, la melatonina es necesaria para una adecuada
sincronizacién del ciclo reproductor anual (Arendt, 1986). En este contexto, pues, la
melatonina tiene efectos progonadotréficos.

A la vista de estos resultados, seria erréneo clasificar a la melatonina como un factor
exclusivamente antigonadotréfico. Por ello, muchos investigadores consideran a la
melatonina como un mediador de los efectos del fotoperiodo en el eje neuroendocrino-
reproductor, sin especificar su accién predominante. Todo esto se produce gracias a los
cambios, que a lo largo del afio, se producen en los niveles de melatonina. Asi, cuando las
noches son mas largas y la produccién de melatonina es mayor, induce regresién gonadal.
Por el contrario, en primavera y verano, cuando los dias son mas largos y la produccion de
melatonina menor, se recupera la actividad gonadal y reproductora (Reiter, 1973).

En humanos, la disminucion en la produccion de melatonina que tiene lugar justo
antes de iniciarse la pubertad, parece ser uno de los factores que desencadenan la aparicion
de la misma (Silman et al, 1979). De hecho, la presencia de pinealomas hiperproductores de
melatonina, pueden provocar retrasos en la maduracion sexual (Vaughan et al, 1978). Por
el contrario, tumores de la region pineal que se acomparien de una destruccion de la glandula
con pérdida de la capacidad de producir melatonina, pueden ser la causa de notables



Introduccion 15

adelantos de la pubertad.

Se ha visto también que algunas patologias del eje hipotalamico-hip6fiso-gonadal
estan asociadas a niveles plasmaticos de melatonina alterados. Asi, por ejemplo, en casos de
amenorrea de origen hipotaldmico se observan niveles nocturnos de melatonina elevados
(Berga et al, 1988). También ocurre en el hipogonadismo hipotalamico (Puig-Domingo et
al, 1992).

1.3.2- Efecto sincronizador del metabolismo con el ritmo

circadiano: La melatonina puede considerarse como un sincronizador interno que facilita
la adaptacion del organismo a las modificaciones ambientales (Reiter, 1981). Esto se
consigue gracias a que su patron de secrecion presenta un marcado ritmo circadiano,
consiguiéndose niveles superiores durante la noche.

Los desajustes que se producen entre el medio externo y el metabolismo son los
responsables del malestar que acompafia a los viajes transoceénicos, fendmeno conocido
como jet-lag. En estudios realizados en humanos, se ha visto una rapida resincronizacion
sobre el ritmo endégeno de melatonina hasta adaptarse a la nueva situacién, normalmente
a una velocidad de dos horas por dia, hasta que el jer-lag desaparece (Arendt et al, 1987).

El mecanismo a través del cual la melatonina sincroniza el mundo exterior con la
actividad metabdlica todavia no esta claro. No obstante, se supone que la gran cantidad de
efectos descritos para la hormona sobre los diferentes componentes del sistema endocrino
colaboran en esta sincronizaciéon (Févre-Montagne et al, 1981). Asi pues, la melatonina,
ademds de los efectos sobre la reproduccion, modula la liberacion de factores pertenecientes
a la funcién endocrina (Wright et al, 1986). Asi, se ha estudiado la modulacién sobre
prolactina, FSH y LH (Waldhauser et al, 1987). También se ha visto que la melatonina
regula la produccion de TSH, MSH, ACTH, y GH (Petterborg et al, 1991), aunque la
importancia fisiologica de estas acciones no est4 bien definida. Otras hormonas que pueden
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ser también reguladas por la melatonina son insulina, progesterona y hormonas
gastrointestinales. Todos estos factores, ademas de los posibles efectos directos sobre el

sistema nervioso central, pueden ser responsables del efecto sincronizador.

1.3.3.- Efectos sobre el sistema nervioso central: La melatonina
realiza diversos efectos a nivel del sistema nervioso central. Uno de los mas estudiados y de
mas candente actualidad es su efecto sedante y ansiolitico. En vertebrados, tanto en reptiles
como en mamiferos, la administracién de melatonina inhibe la actividad motora y aplaca los
comportamientos agresivos. Ya en 1964, Marczynski et al estudiaron la capacidad de la
melatonina para facilitar o inducir el suefio en animales agresivos. En 1981, Lakin et al
estudiaron, también en animales, la disminucion de la sensibilidad al dolor que producia esta
hormona. En humanos, la melatonina tiene un efecto inductor del suefio que se acompaiia
de sedacién. En 1985, Wurtman y Lieberman postularon que la melatonina actiia como un
mediador de las variaciones circadianas en el suefio y la somnolencia. Por otra parte, la
melatonina reduce la capacidad de atencion y de manipulacion de objetos, disminuyendo las
puntuaciones obtenidas en tests de control y coordinacion psicomotora (POMS) (Lieberman
et al, 1984). Aunque se desconocen los mecanismos de accién que median este efecto
hipnético, la breve duracion del mismo hacen de la melatonina una posible alternativa a los
sedantes clasicos, tipo benzodiazepinas, dado que no produce los efectos residuales clasicos
del dia después.

Otro aspecto importante a nivel del sistema nervioso central es la conducta y el
comportamiento. Se ha visto que alteraciones del ritmo de melatonina parecen acompafiarse
de alteraciones conductuales. Asi, por ejemplo, se ha descrito el sindrome de depresion
invernal o desorden afectivo estacional (SAD), que se acompaiia de una triada de sintomas
tipicos como aumento de peso, gran apetencia por los carbohidratos e hipersomnia. Lewy

et al. sugirieron en 1982 que este sindrome depresivo era una consecuencia de una secrecion
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inapropiada de melatonina (alta o desfasada), siendo la fototerapia a primeras horas de la
mafiana uno de sus principales tratamientos. Se han hecho multiples estudios, incluso
comparativos con los tratamientos clasicos, consiguiéndose excelentes resultados (Rosenthal
et al, 1988). De igual manera, niveles anormalmente elevados se presentan en enfermos con
anorexia nerviosa (Brambilla et al, 1988). Se ha visto también como los altos niveles de la
bormona que se presentan en los pacientes anoréxicos, podrian ser la causa de los fallos que
se producen a nivel del eje neuroendocrino-reproductor. Si esto es asi, nuevamente estaria
justificada la fototerapia, que disminuye la produccién y secrecién de melatonina (Reiter,
1985). Contrariamente, en pacientes que sufren migrafias repetidas (Claustrat et al, 1989)

se han descrito niveles anormalmente bajos de produccion de melatonina.

1.3.4.- Efecto sobre el envejecimiento y la duracién de la vida:

Este es uno de los efectos de la melatonina que mayor interés ha despertado en medios
cientificos. Estd basado en que la produccion de melatonina no es constante a lo largo de la
vida. Los primeros estudios se han realizado en animales, fundamentalmente en ratas, y se
ha visto que los niveles nocturnos de la melatonina disminuyen con la edad (Reiter et al,
1981).

En humanos (Iguchi et al, 1982), la produccion ritmica de melatonina empieza a
partir de los tres o cuatro meses de edad. A partir de este momento, la produccién aumenta
de forma espectacular hasta alcanzar su maximo entre los ocho y diez afios de edad, para
disminuir con relativa brusquedad coincidiendo con los cambios puberales (Fig. 6). Ya en
el adulto, los niveles nocturnos van disminuyendo lentamente hasta la vejez, de forma que,
por encima de los setenta afios, las tasas de produccién pueden ser alrededor de un 10% del
de los méaximos prepuberales (Waldhauser et al, 1988).
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Fig. 6: Promedio por edades de los mdximos nocturnos de melatonina, en pg/mL

de sangre. Tomada de Waldhauser y Steger (1986), J. Neural Transm.[Suppl],
21,192,

Todos estos hallazgos sirvieron de pista para considerar a la melatonina involucrada,
ya sea como causa o como efecto, en el proceso de envejecimiento. Asi, diversos grupos de
investigadores han coincidido en describir que la administracion de melatonina a roedores
adultos puede prolongar la vida de los mismos entre un 10 y un 15% (Maestroni et al, 1989).
Igualmente, Pierpaoli y Regelson en 1994, realizaron injertos de pineal de ratas jovenes en
ratas adultas viendo que la vida de éstas tiltimas se prolongaba. Pero los resultados mds
interesantes no se refieren a los cambios en la duracion méxima de la vida debidos a la

melatonina. Lo que mas llama la atencion a los investigadores es el aumento espectacular de
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animales que alcanzan edades avanzadas sin padecer enfermedades tradicionalmente
asociadas al proceso de envejecimiento. Las explicaciones a esto parten de la importancia
de la melatonina en un niimero importante de funciones biologicas (Reiter, 1992), las cuales
se deterioran con la edad al disminuir los niveles de la hormona. Armstrong y Redman
(1991) proponen que la melatonina tiene efectos beneficiosos en enfermedades relacionadas
con el envejecimiento debido a su asociaciéon con los ritmos circadianos, cuya estabilidad se
pierde con la edad al disminuir los niveles de hormona, credndose una desincronizacion que
conduce a distintas patologias y a un deterioro generalizado de la salud. Por ultimo, la teoria
mds reciente que sugiere un papel para la glindula pineal y la melatonina en el
envejecimiento es la elaborada por Poeggeler et al en 1993. En ella, consideran a la
melatonina como un potente secuestrador de radicales libres, los cuales de un tiempo a esta
parte estan siendo considerados como los principales responsables del dafio celular que

conduce al envejecimiento.

1.3.5.- Accion antioxidante: Los radicales libres, y en particular los
derivados del oxigeno, juegan un papel muy importante en una gran variedad de procesos
biolégicos. Mientras que algunos de estos papeles son claramente beneficiosos, sus efectos
nocivos son numerosos y devastadores. Asi, los radicales libres inactivan enzimas, dafian el
ADN vy, fundamentalmente, inician reacciones en cadena que producen la peroxidacion de
lipidos en las membranas celulares y otros muchos lugares. Como consecuencia de esto,
tejidos, células y componentes subcelulares quedan seriamente daflados, se compromete su
funcion y terminan muriendo.

El organismo, obviamente, tiene un poderoso sistema biologico de defensa contra
los agentes oxidantes. Destacan el glutation, las vitaminas E y C, enzimas detoxificantes
como la superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, y algunos agentes

neutralizadores de metales de transicion como la albumina, ferritina y transferrina. En otro
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apartado de este sistema de defensa antioxidante del organismo se incluye actualmente a la
glandula pineal, con su principal producto, la melatonina. Esta hormona, posee propiedades
unicas como secuestradora de radicales libres, lo cual le confiere un papel protector muy
importante. Debido a sus caracteristicas fisico-quimicas puede difundir en todas las células
(Hardeland et al, 1993), con lo cual este efecto de la melatonina se produce a nivel de
numerosos drganos proporcionando una defensa importante frente al ataque oxidativo.

En estudios iniciales, Chen et al, encontraron en 1993 que la bomba de Ca** en el
corazon estaba influenciada por melatonina, aumentando su actividad por la noche.
Incubando con melatonina los cardiomiocitos aumentaba la actividad de la bomba de forma
dosis-dependiente. A su vez, Kaneko et al, en 1989 habian visto que la actividad de la bomba
disminuia en presencia de radicales libres. Se ha especulado, por tanto, que la melatonina
altera el estado redox de las células cardiacas, neutralizando radicales libres. A partir de
estos hechos empieza a estudiarse la capacidad de la hormona para actuar como scavenger
(secuestradora) de radicales libres y como antioxidante.

Tan et al, en 1993, realizaron estudios in vitro con el radical hidroxilo (OH),
considerado el radical libre mas toxico producido por el organismo. En este trabajo, vieron
que la melatonina fue 5 y 14 veces mais efectiva que el glutation y el manitol,
respectivamente, en neutralizar este radical. Experimentos in vivo también confirman estos
resultados. Asi, el dafio en el ADN inducido por safrol, un potente cancerigeno que induce
la formacién de radicales de oxigeno, puede ser evitado mediante la administracién de
melatonina. Es importante sefialar que la melatonina actué en concentraciones muy
pequeiias, casi fisioldgicas frente a las altas concentraciones de safrol, lo cual sugiere que
la melatonina endogena es suficiente para proteger frente a la toxicidad producida por
xenobidticos en general (Tan et al, 1994).

Pieri et al. (1994) realizaron un estudio in vitro con el radical peroxilo (R-COO) y
vieron que la melatonina fue mas eficaz que la vitamina E para neutralizar este tipo de
radicales.
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Por ultimo, considerar que la melatonina también es capaz de activar enzimas
detoxificantes, como la glutation peroxidasa (principal enzima antioxidativa en el cerebro),
proporcionando asi una proteccion indirecta frente al ataque de radicales libres (Barlow-
Walden et al, 1995). Por otra parte, también es capaz de inhibir la sintasa del 6xido nitrico
(NOS), limitando asi la produccion de radicales libres a partir del 6xido nitrico, producto de
la reaccion que cataliza este enzima (Pozo et al, 1994). Esta ultima accién puede

relacionarse con la interaccion de la melatonina con la calmodulina (ver apartado 1.6).

I.4.- MELATONINA Y SISTEMA INMUNE

1.4.1.- Efecto de la melatonina sobre el sistema inmune: La
glandula pineal a través de su principal hormona, la melatonina, es capaz de transformar
informacion luminosa del exterior en sefiales que modulan, como ya se ha visto, la funcion
reproductora, adrenal y otras interacciones neuroendocrinas. También influye, y de manera
importante, sobre la funcion inmune. De la misma manera, el sistema inmunolégico realiza
conexiones con la glandula pineal.

Desde el inicio del siglo XX se sospeché la relacion entre la glandula pineal y el
sistema inmune. Berman (1921) sostenia que el timo y la pineal actuaban conjuntamente en
la regulacion de células, tejidos y crecimiento del organismo. En 1943, Milcu y Pitis
encontraron que la administracién de extractos pineales a largo plazo, producia un
incremento de peso del timo y una hiperplasia de las células linfoides a nivel medular y
cortical en la glandula. Veinte afios después, Devecerski (1963) vio que la pinealectomia
neonatal conducia a una atrofia del timo. Otros autores, en esta época, observaron también
que la supresion de la pineal conllevaba una lesion del sistema inmune, manifestada tanto en

una reduccion de la produccién de anticuerpos (Csaba et al, 1966) como en una reaccion
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de Arthus positiva a BSA (Jankovic et al, 1970). Poco después, estudios cronobiologicos
de la funci6n inmune aportaron nuevos datos al estudio de la interrelacin entre glandula
pineal y sistema inmune. Asi, por ejemplo, Fernandes et al. (1979) observaron un ritmo
circadiano en la actividad de las células NK de bazo de rata. En humanos, igualmente se
establecié que tanto el sistema inmune como el hematopoyético tenian ritmos circadianos,
no s6lo en el mimero de células circulantes sino también en la funcion de las mismas (Haus
et al, 1983) .

Ahora bien, los primeros resultados positivos que demostraron un efecto claro de
melatonina en la funcion inmune fueron los de Maestroni y Pierpaoli. Estos autores han
realizado numerosos estudios y observado que el desarrollo embriolégico y postnatal del
sistema inmune en mamiferos esté bajo control de la maduracion del sistema endocrino. A
la inversa, la exposicion a células histoincompatibles, alogénicas o antigenos en mamiferos
inmaduros retrasa la progresion de la maduracion endocrina (Pierpaoli et al, 1977). Esta
dependencia del timo también se manifiesta en la vida adulta y durante el envejecimiento
(Maestroni y Pierpaoli, 1981). El siguiente paso fue tratar de identificar el 6rgano que
controla la accion endocrina del timo. Y el candidato fue la gldndula pineal, la cual controla
la periodicidad circadiana del sistema neuroendocrino completo a través de la liberacion
ciclica de neurohormonas, siendo la principal la melatonina. Para su - estudio, los
experimentos se realizaron produciendo una perturbacion del ritmo circadiano de la
hormona, inducido por diferentes métodos, e investigando cémo se afecta el sistema inmune,
tanto morfolégica como funcionalmente.

Uno de los primeros experimentos realizados por estos autores fue mantener un
grupo de ratones durante cuatro generaciones bajo condiciones de iluminacion constante,
hecho que produce una inhibicién funcional de la sintesis de melatonina (Reiter, 1985),
después de lo cual observaron que los ratones tenian dificultades para sintetizar anticuerpos
frente a antigenos T-dependientes. En otros estudios, la sintesis de melatonina se inhibi6

farmacolégicamente administrando a un grupo de ratones un B-bloqueante, propranolol,
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observandose una respuesta inmune humoral deprimida sin alterarse la respuesta inmune
mediada por células (Maestroni y Pierpaoli, 1981). Estos resultados se confirmaron en un
estudio mas sistematico, también con ratones, en el que se administrd propranolol por la
noche, lo cual presumiblemente producia una disminucién del incremento nocturno en la
produccién de melatonina junto con una reduccidn en la respuesta primaria a hematies de
carnero (SRBC) y reacciones mixtas de linfocitos aut6logas disminuidas (Maestroni et al,
1986). Resultados similares se obtuvieron utilizando un inhibidor de la sintesis de serotonina,
p-clorofenilalanina. En estos experimentos la administracién nocturna de melatonina
contrarrestd la depresion de la funcién inmune, hecho que demostré claramente la
interrelacion entre la glandula pineal y el sistema inmune. (Maestroni et al, 1986 ; Becker et
al, 1988).

Otros ensayos de estos autores estuvieron encaminados a ver los efectos de la
administracién farmacoldgica de melatonina (Maestroni et al, 1987). Una vez mds se
observo un incremento en la respuesta de anticuerpos frente a hematies de carnero, pero
solamente en ratones normales previamente sensibilizados con los antigenos. La
administracion de la hormona se realizd por la noche. Segun esto, la melatonina se
comporta como un agente inmunoestimulador afectando fundamentaimente las respuestas
T-dependientes sin afectar las respuestas de los anticuerpos frente a los antigenos.

Todos estos estudios fueron realizados in vivo. Maestroni y Conti han realizado
también ensayos in vitro utilizando [*H]-melatonina 6 2[**I}-iodomelatonina, no
encontrando ningun tipo de unién a células inmunocompetentes tanto activadas como no
activadas (Maestroni y Conti, 1991). Es por eso que estos autores proponian un efecto mas
bien indirecto de la melatonina sobre la funcién inmune, en donde est4 implicado el sistema
opioide endégeno. De hecho algunos trabajos apuntan hacia una posible relacién entre la
pineal y este sistema (Lissoni et al, 1986). Para confirmar esta hipGtesis, Maestroni et al
(1988a) trataron un grupo de ratones con naltrexona, un antagonista especifico de los

receptores opioides, y encontraron que este firmaco era capaz de contrarrestar los efectos
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inmunoestimuladores de la melatonina. En esta misma linea, mostraron que péptidos
opioides como B-endorfina, dinorfina 1-13, Met-encefalina y Leu-encefalina eran capaces
de reproducir en parte algunos de los efectos de la melatonina sobre el sistema inmune. En
contraste con la melatonina, la B-endorfina y la dinorfina 1-13 fueron efectivas sobre
animales no sensibilizados previamente (Maestroni y Conti, 1989). Este ltimo hecho
muestra que la melatonina podria estimular la liberacion de agonistas opioides de células
inmunocompetentes activadas previamente. De hecho, estos mismos autores han demostrado
en otros experimentos en ratones y en humanos que concentraciones fisiologicas de
melatonina estimulan a células T colaboradoras (Ty;) a liberar agonistas opioides que son los
que estimularian la respuesta inmune. Esto no excluye que la melatonina también podria
inducir 1a liberacion de estos péptidos de otras células no inmunocompetentes (Maestroni
y Conti, 1990a).

Actualmente, la existencia de receptores especificos para la melatonina en células
inmunocompetentes afirma la idea de un efecto directo de la hormona tanto en células
activadas como no activadas (Calvo et al, 1995). Este aspecto se trata con detalle en el
apartado 1.5.

Existen numerosos trabajos de distintos grupos que defienden una acci6n directa de
la melatonina sobre células inmunocompetentes, las cuales liberan una serie de citoquinas

que constituyen los principales mediadores del efecto inmunologico de la hormona (Fig. 7).
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PINEAL GLAND |

Fig. 7: Esquema de posibles relaciones entre

el sistema inmune y el sistema neuroendocrino.

Asi, Del Gobbo et al (1989) mantienen que la pinealectomia reduce la produccion
de interleuquina-2 y la actividad NK asociada, en ratones. El hecho de que las células NK
estén bajo control directo de las células T a través de la produccion de interleuquina-2
sugiere que la melatonina actia directamente sobre linfocitos T. Por otra parte, Giordano
y Palermo (1991) encontraron que inyectando melatonina por la noche, aumentaba la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) en esplenocitos de raton, hecho
no antagonizado por naloxona. Esto indicaria que la melatonina no actia a través de un
mecanismo opiatérgico sensible a naloxona. Dado que en la ADCC juega un papel
importante el receptor para la fraccion F, de la inmunoglobulina G y que citoquinas como
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interleuquina-6 e interferon-y contribuyen activamente en la activacion del mismo, podrian
estos dos mediadores estar implicados en el mecanismo de accion del aumento de ADCC por
melatonina. Colombo et al. (1992) han mostrado que la melatonina aumenta la produccién
de interferén-y en esplenocitos murinos, pero por una via independiente de interleuquina-2.
En esta misma linea de modulacién positiva por parte de la melatonina se encuentran otros
autores que han comprobado que la melatonina es capaz de amplificar sefiales, tanto
especificas como no especificas, de la proliferacion de las células T (Pioli et al, 1993).

La melatonina también parece activar la funcién monocitica. Morrey et al (1994) han
estudiado la accién de la melatonina sobre monocitos humanos. Sus resultados han mostrado
que la hormona pineal es capaz de activar monocitos e inducir la secrecion de interleuquina-
1, radicales derivados del oxigeno y citotoxicidad frente a células tumorales. Parece ser que
esta activacidn monocitica se realiza a través de una via en la que estd implicada una
proteina-kinasa-C. Ademas de esta accion directa, observan que la melatonina puede
aumentar la sensibilidad de los monocitos a LPS asi como sensibilizar a las células para una
subsiguiente activacion por este mitogeno.

Algunos grupos apoyan efectos inhibidores de la melatonina sobre la liberacién de
citoquinas. Asi, Di Stefano y Paulesu (1994) han descubierto que la melatonina inhibe la
produccion de interferon-y y TNF-a en cultivos de células mononucleares de sangre
periférica, procedente de individuos sanos, estimuladas con PHA. Esto ocurrié en el 22%
de los casos de los individuos. Coinciden por tanto con la idea sobre la accién
inmunomoduladora de la melatonina sobre células previamente activadas por estimulos
apropiados o células procedentes de individuos inmunodeprimidos (Lissoni et al, 1993). Sin
embargo, la naloxona no fue capaz de contrarrestar este efecto inhibidor de la melatonina
sobre el interferén-y, lo cual puede sugerir una accion directa de la melatonina sobre la
produccion de citoquinas y no a través del sistema endogeno opioide (Maestroni et al,
1988a). Ya en 1988, Artz et al habian publicado que la melatonina inhibia la produccion de

interferén-y en cultivos de células mononucleares de sangre periférica.
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A la vista de estos resultados, la melatonina parece modular el sistema inmune s6lo
bajo ciertas condiciones que todavia no estin muy claras. Las diferencias observadas en las
respuestas de los distintos individuos podrian ser debidas a factores desconocidos como el
estado hormonal y/o inmunolégico del individuo (Lissoni et al, 1993), expresion de los
receptores de melatonina en las membranas celulares (Morgan y Williams, 1989) o factores
conocidos como pueden ser la edad del donante o el momento del dia en que se extrae la
sangre (Ritchie et al, 1983).

Se ha propuesto también para la melatonina un papel regulador sobre un efecto del
VIP en células linfoides. Concretamente, se ha visto como la melatonina potencia la
produccion de AMPc estimulada por VIP en linfocitos humanos (Lopez-Gonzélez et al,
1992b).

L4.2.- Efecto de los mediadores inmunolégicos sobre la

glandula pineal: Otro aspecto interesante se refiere a los efectos que el sistema inmune
desempefia sobre la funcion pineal. Varios hechos respaldan la hipdtesis sobre los dos
posibles mecanismos implicados en la regulacion del eje pineal-sistema inmune. El primero
de ellos se basa en la presencia de linfocitos y células plasmaticas en la glandula pineal fetal
y neonatal, y su disminucion con la edad (Boya y Calvo, 1978). El segundo trata de la accién
del interferon-y sobre la produccién de serotonina, N-acetilserotonina y melatonina en
linfocitos T y macréfagos humanos (Finocchiaro et al, 1988).

Acerca de esta ultima idea, Withyachumnarnkul et al. (1990a, 1990b, 1991) han
realizado numerosos estudios. Este grupo se ha centrado fundamentalmente en la influencia
de los interferones en la ruta biosintética de la melatonina. Otros estudios han mostrado ya
coémo el sistema inmune envia sefiales humorales, por ejemplo estos mismos interferones,
para modular otra funciones endocrinas como sintesis y liberacién de hormonas sexuales,

tiroxina, hormona del crecimiento, insulina, esteroides, etc. (Goldstein et al, 1987). Los
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interferones son sustancias producidas por distintas células inmunocompetentes. Entre ellas
se encuentran los linfocitos T colaboradores (Ty), células de la serie monocito/macréfago,
células infectadas por virus, fibroblastos, etc. Tienen, por tanto, una funcién primaria como
componentes del sistema inmunoldgico, aunque también modulan funciones endocrinas. En
algunos casos, pueden inducir una funcién inmunoldgica sobre células del sistema endocrino.
Asi pues, pueden estimular la produccion de moléculas MHC en células del cuerpo liteo
(Fairchild y Pate, 1989).

Un subtipo de interferdn, interferon-y, aument6 la producciéon de melatonina en
cultivos de pineal de rata estimuladas con isoproterenol, un agonista del receptor B-
adrenérgico capaz de activar la enzima N-acetiltransferasa (Reiter, 1989).
Sorprendentemente, este incremento de melatonina se acompafié de una reduccion en la
actividad de la enzima N-acetiltransferasa (Withyachumnarnkul et al, 1990a). Los autores
suponen que esta accion del interferon sobre la melatonina debe ir por una via distinta de la
activacion de la N-acetiltransferasa.

Nuevos experimentos en cultivos de pineal pusieron de manifiesto que el interferén-
y suprime el metabolismo de la serotonina (5-HT) a 4cido 5-hidroxiindolacético (5-HIIA)
por inhibicion de la MAOQ, lo cual produce un exceso de serotonina que se desvia a la
formacion de N-acetilserotonina y en uitimo término a la produccion de melatonina
(Withyachumnarnkul et al, 1990b). Con esto puede verse que la baja actividad de la principal
enzima reguladora de la sintesis de melatonina no compromete la produccién de la misma
por la pineal. Asimismo hay que sefialar que esta accion del interferon requiere la integridad
de la terminacion nerviosa simpética a nivel de la pineal (Withyachumnarnkul et al, 1991)

Los mecanismos por los que el interferon-y limita la actividad de la enzima N-
acetiltransferasa no estan todavia muy claros. Withyachumnarnkul et al. (1990a) proponen
dos posibles maneras de actuar de esta citoquina. Por una parte, el interferon-y facilita la
entrada del triptéfano en el interior de la célula y aumenta la produccion del coofactor de la
enzima triptofano hidroxilasa; esto se ha visto en células mononucleares humanas (Schoedon



Introduccion 29

et al, 1986). Suponiendo que tenga un efecto similar en otras células, incluyendo el
pinealocito y la terminal nerviosa, producird en ambos tipos de células un aumento de
serotonina. Esta sintesis de serotonina en la terminal nerviosa y posterior liberacion, con la
subsecuente accion en los receptores de la membrana del pinealocito, pueden estar
implicadas en la supresion de la actividad de la N-acetiltransferasa (King et al, 1982). La otra
posible explicacién parte de la capacidad del interferon-y para producir un efecto
denominado transmodulacion de receptor (Karasaki et al, 1989), de modo que su unién a
receptores especificos para interferon-y existentes en la membrana del pinealocito causan una
inhibicion del receptor B,, implicado como se sabe en la estimulacién de la actividad de la
N-acetiltransferasa via adenilato ciclasa. Igualmente, la serotonina en exceso liberada al
espacio sinaptico puede interaccionar con sus receptores de la membrana del pinealocito,
originando asimismo la transmodulacién del receptor B, y consiguiéndose un efecto aditivo
con el del interferén-y. El resultado final de este efecto del interferén va a depender de la
dosis del mismo y del nivel de estimulacién noradrenérgica del pinealocito.

Como resumen, Withyachumnarnkul et al (1990a) proponen que el interferén-y
liberado inicialmente por células T colaboradoras va a producir un incremento en la
produccién de melatonina. Esta actuaria mediante un mecanismo de retroalimentacion
positiva aumentando la respuesta inmune, probablemente via estimulacién linfocitos T
colaboradores, que a su vez producirian mas interferén-y y otras citoquinas que modularian,
igualmente, la sintesis de melatonina y otras funciones endocrinas. Este conjunto de eventos
ayudaria al organismo a alcanzar la respuesta inmune dptima en el menor intervalo de tiempo

posible tras una infeccion.

1.4.3.- Efecto de la melatonina sobre la respuesta inmune

inespecifica: Al igual que la glandula pineal se relaciona con la respuesta inmune
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especifica, tanto humoral como celular, de forma bidireccional como ya se ha visto, también
conecta con la respuesta inmune inespecifica o innata. Asi, se han realizado experimentos
en pollos para ver si la glandula pineal influye en el ritmo diurno de factores caracteristicos
de la inmunidad inespecifica, tales como los niveles de lisozima o el mimero de granulocitos,
observandose que la melatonina puede tener efectos directos e indirectos sobre estos
parametros (Rosolowska-Huszcz et al, 1991). En ratas, se han estudiado los posibles efectos
de los factores estimuladores de colonias de granulocitos y macréfagos (G-CSF, M-CSF y
GM-CSF) sobre la funcidn pineal. Estos factores son glucoproteinas responsables de la
diferenciacidn, produccion y activacion de las células fagociticas, neutréfilos y macréfagos,
elementos indispensables en la respuesta del huésped frente a las infecciones. In vivo, GM-
CSF y G-CSF estimularon la secrecion de melatonina por la pineal. In vitro, sélo GM-CSF
indujo 1a liberacion de la hormona de forma dosis-dependiente (Zylinska et al, 1995).

Por otra parte, el sistema opioide-melatonina puede actuar sobre la célula primordial
hematopoyética en la médula 6sea. Se ha visto que la melatonina fue capaz de modular el
numero de células progenitoras de granulocitos y macrofagos en la médula 6sea (Maestroni
y Conti, 1990b). Recientemente, Maestroni et al (1994) han descubierto que la melatonina
estimula la produccién endogena de GM-CSF en las células T de la médula dsea de rata.

1.4.4.- Melatonina e inmunoterapia: Debido a las multiples acciones
que se han encontrado para la melatonina en el sistema inmune humano, actualmente se
propone su posible papel en la inmunoterapia, asociada de forma concomitante con otros
tratamientos. De esta manera, se han hecho pruebas para evaluar los efectos terapéuticos,
endocrinos e inmunolégicos de la melatonina en pacientes con metdstasis tumorales
resistentes a otros tratamientos. En aquellos pacientes en los que la enfermedad no progreso,
el cociente CD4/CD8 aument$ significativamente, mientras que disminuyd en aquellos

pacientes en los que avanzd la enfermedad, lo cual sugiere que la melatonina puede ser util
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para reparar lesiones de la funcién inmune en pacientes con cancer (Lissoni et al, 1989).
Igualmente, se ha empleado la melatonina para modular la activacién de los macrofagos que
se produce en el tratamiento antineoplasico con interleuquina-2. La neopterina es un
marcador especifico de la actividad de los macréfagos. Asi pues, la melatonina disminuy6
la liberacion de neopterina en un grupo de pacientes con céancer en fase avanzada, lo cual
indica su capacidad de modulacion de la respuesta inmune del huésped durante la terapia
antineoplasica (Lissoni et al, 1991).

Ben-Nathan et al (1995) han descubierto récientemente efectos protectores de la
melatonina en ratones infectados con virus causantes de encefalitis. La administracion diaria
de la hormona, 10 dias después de la inoculacién del virus, durante un periodo de 3 dias
redujo la viremia y pospuso el inicio de 1a enfermedad y la muerte de forma significativa.
Estos autores no observaron efecto de la melatonina en el crecimiento de los virus, cuando
se cultivaban adecuadamente en cultivos de tejidos, con lo cual defienden una accion de la
melatonina sobre la resistencia del huésped a los virus mas que sobre la replicacion viral.
Esta capacidad moduladora de la melatonina estaria en consonancia con su capacidad para
contrarrestar el efecto inmunodepresor del tratamiento con glucocorticoides (Maestroni et
al, 1986), los cuales aumentan de forma caracteristica en una infeccion viral (Blalock, 1987).
Por otra parte, la melatonina estimula 1a produccion de interferon-y (Withyachumnarnkul et
al, 1990a), el cual se sabe tiene una importante accion antiviral.

Esta eficiencia de la melatonina en la proteccion frente a infecciones virales letales
justifica la posibilidad de su utilizacion en el tratamiento de infecciones varias, asi como

otros estados patologicos relacionados con el sistema inmune.

1.4.5.- Funcién inmune y ritmos biologicos: La integracion y
sincronizacion de varios sistemas biologicos es un requisito fundamental para la adaptacion

de un organismo a su entorno ambiental. Estas interacciones complejas incluyen la
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modulacién de la funcién inmune por el sistema neuroendocrino, un concepto que ha ido
consiguiendo un soporte experimental importante en los tltimos afios (Blalock y Smith,
1985).

Como ya se ha sefialado en apartados anteriores, la glandula pineal y las
concentraciones séricas de melatonina muestran una periodicidad circadiana y estacional en
muchas especies, el hombre incluido (Arendt et al, 1977). Igualmente, los elementos que
intervienen en la respuesta inmune estan sometidos a variaciones circadianas y circanuales
(Abo et al, 1981). Muchos autores han revisado este tema y destacan la bioperiodicidad de
los linfocitos y de las subpoblaciones linfocitarias (MacMurray et al, 1994). Este es el motivo
fundamental por el que no pueden olvidarse las consideraciones cronobiologicas en la
experimentacion que se refiere a las interacciones entre el sistema neuroendocrino y la
funcién inmune.

En los experimentos realizados por el grupo de Maestroni con B-bloqueantes tipo
propranolol, se ha comprobado que la administracion nocturna del fairmaco es mucho mas
efectiva en reducir los niveles circulantes de melatonina y afectar a la respuesta inmune.
Igualmente, la melatonina fue capaz de revertir los efectos sobre la funcion inmune, se
administré por la noche, indicando claramente que la glandula pineal ejerce su accién
inmunomoduladora a través de la secrecion circadiana de su principal hormona (Maestroni
et al, 1986). Otro trabajo llevado a cabo por Kuci et al (1988) demuestra abiertamente que
la conexion de la glandula pineal con las respuestas inmunes humoral y celular esta
relacionada con la ritmicidad circadiana que presentan las mismas. Asi, mientras la
proliferacion de las unidades formadoras de colonias de granulocitos y macréfagos fue
dependiente de melatonina, dado que los picos de proliferacion estan sincronizados con el
de melatonina, otros pardmetros como la capacidad proliferativa de células timicas y
esplénicas en respuesta a mitdgenos, o la produccion de inmunoglobulina-M, no se
relacionaron con la periodicidad circadiana de melatonina. McNulty et al. (1990) realizaron
un andlisis circadiano de células mononucleares de rata tras pinealectomia y ganglionectomia
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del ganglio cervical superior. Sus resultados hablan en favor de un ritmo circadiano paralelo
a los niveles de corticoides, en lo que se refiere a monocitos. Sin embargo, la ritmicidad
circadiana de las células NK est4 en relacién con la de la pineal, lo cual indica que la glandula
pineal no ejerce una funcion tan general como a priori pudiera pensarse, sino mas bien ejerce
efectos mas especificos y finos sobre elementos concretos de la respuesta inmunolégica.
Otras investigaciones que corroboran esta idea son las que estudian la produccién de
citoquinas inducidas por melatonina. Di Stefano y Paulesu (1994) encontraron que la
melatonina inhibia la produccion de interferon-y y TNF-a en cultivos de células
mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA, y esto solo ocurria en el 22% de
los casos. Ellos defienden que las variaciones estacionales en la toma de muestra puede
influir sobre el efecto inhibitorio de la melatonina en la produccion de citoquinas. Colombo
et al (1992) observaron que la produccion de interferon-y inducida por melatonina fue mayor
en esplenocitos murinos aislados nocturnamente. Consideran que las células esplénicas
obtenidas durante la noche tienen mayor sensibilidad a la melatonina que las aisladas durante
el dia y que esto es debido a la regulacion de los receptores de la hormona. Giordano et al
(1993) también apuntan a la existencia de diferencias estacionales en la expresion y/o funcion
de los receptores de melatonina implicados en la modulacién inmune. Advierten que la
sensibilidad del rat6n a la melatonina varia en el transcurso del afio, al menos en lo que se
refiere a la regulacion de la ADCC.
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L.35.- RECEPTORES DE MELATONINA

Una vez conocido el papel de la glandula pineal como transductor de las sefiales |
luminosas del medio ambiente en una sefial quimica circulante, la melatonina, surge la
necesidad de determinar las células diana de la hormona. Con la ayuda de diversas técnicas
analiticas, fannacolégiéas, 'ﬁsiolégicas, inmuno-histoquimicas, etc., se han logrado
importantes avances en dilucidar los distintos sitios de unién para la hormona pineal.

La utilizacién de radioligandos dentro de los estudios farmacolégicos ha sido decisiva.
Los isdtopos mas cominmente empleados para marcar la hormona han sido el *H y el L.
En el caso de la melatonina tritiada ([’H]-melatonina), el dtomo de tritio se encuentra
sustituyendo. a uno o varios atomos de hidrégeno en la molécula, con lo que su estructura
quimica no se halla alterada, conservando las mismas propiedades quimicas que la
melatonina endégena y manteniendo igual configuracion espacial. A pesar de ello, su
actividad especifica es pequefia (Cardinali et al, 1985). Esto, unido al hecho de que la
primera melatonina tritiada disponible proporcionara resultados inconsistentes y dificilmente
reproducibles, ha llevado al uso del radioligando iodado, esto es, 2-[I'**]-iodomelatonina.
Este radioligando se forma por la inclusién de un atomo de iodo, elemento de gran radio
atémico, comparado con los de H, C, O y N que forman parte de la estructura de la
molécula de melatonina, por lo que introduce una gran distorsion en la configuracién
espacial de la molécula, no pudiéndose asegurar que queden preservadas las propiedades
quimicas de la hormona (Vakkuri et al, 1984 a y b). Aln asi, como luego se vera, este
radioligando ha dado resultados muy positivos en los estudios de receptores y, de ahi, su
amplio uso (Stankov et al, 1993).
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L.5.1.- Receptores cerebrales de melatonina: En 1979, Cardinali et al
demuestran la existencia de lugares de unién especificos para melatonina tritiada en
membranas de cerebro bovino. Hasta este momento no se habia hablado de la existencia de
uniones saturables y de alta afinidad de la hormona a nivel cerebral. Si existian datos
preliminares que apoyaban la hipétesis de la distribucion de melatonina tritiada en el
hipotalamo y, en menor extension, en el cerebro completo, a través de estudios realizados
in vivo donde se habia visto incluso cdmo la administracién de la hormona fria disminuia la
difusién de la [*H}-melatonina (Cardinali et al, 1973). De igual manera, Wurtman et al
(1964) habian mostrado la presencia de melatonina tritiada en tejido nervioso de gato tras
administracion intravenosa. Con la ayuda de estos descubrimientos, Cardinali et al (1979)
encontraron receptores para melatonina en preparaciones de membrana cerebral
definiéndolos por sus caracteristicas de union. Los resultados obtenidos fueron compatibles
con los esperados para el receptor de melatonina y la localizacién fue fundamentalmente a
nivel del hipotdlamo medio basal, zona considerada como lugar primario de accién para la
melatonina de origen pineal (Cardinali, 1974). Al mismo tiempo, Niles et al (1979) realizan
experimentos utilizando fracciones citosolicas de cerebro, con la ayuda igualmente del
radioligando tritiado

Paralelamente, aparecen publicaciones que tratan sobre uniones de alta afinidad de la
melatonina a fracciones citos6licas preparadas a partir de ovario, utero e higado de varias
especies de mamiferos, lo cual sugiere la existencia de lugares de accion de la hormona a
nivel periférico, de probable significacion fisiologica (Cohen et al, 1978). Este aspecto se
trata con mas detalle en el apartado 1.5.2.

Un hecho importante en esta linea de investigacion de receptores fue el descubrimiento
de la existencia de melatonina en la retina de varias especies de vertebrados (Hamm y
Menaker, 1980). En retina de conejo la melatonina es un potente modulador de la liberacion
de dopamina dependiente de Ca®*, como lo demuestra un trabajo de Dubocovich, publicado
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en Nature (1983). Los resultados del mismo sugieren que, si la melatonina se encuentra en
la retina, la luz podria modular indirectamente, a través de melatonina, la actividad de células
amacrinas de la retina que contienen dopamina, ya que su sintesis via NAT es regulada por
la luz ambiental (Binkley et al,1979). Posteriormente, Dubocovich y Takahashi (1987) han
mostrado que las concentraciones de melatonina del orden de picomolar inhiben
selectivamente la liberacion de dopamina dependiente de Ca®, en retina de pollo y ratén, a
través de un sitio de unién que posee las caracteristicas farmacoldgicas y funcionales
propias de un receptor, y que es diferente al sitio de union de serotonina. Ademas, este
efecto inhibidor es contrarrestado por un antagonista del receptor de melatonina denominado
luzindol, hecho que sugiere que la hormona estimula un receptor presinaptico (Dubocovich,
1988a). La caracterizacion del receptor de retina se realizd con la ayuda del radioligando 2-
[**I]-iodomelatonina, que demostrd ser selectivo y de alta afinidad para la identificacion y
caracterizacion de los posibles receptores de melatonina, tanto en el tejido neuronal como
extraneuronal de distintas especies de vertebrados, incluido el hombre (Morgan et al, 1993).
Las caracteristicas de la union especifica de la melatonina iodada a membranas de retina de
pollo cumplia con todos los criterios de unidn a receptores, esto es, estabilidad,
reversibilidad, saturabilidad y alta afinidad. La 2-['*I}-iodomelatonina parecia ligarse a un
tipo tnico de receptor. Con respecto a estudios similares que emplean el radioligando
tritiado, realizados en este mismo 6rgano, la retina, pero con otros animales como truchay
rana, el nimero de sitios de unién encontrados fue casi idéntico en ambos casos, si bien en
este ultimo la afinidad fue significativamente menor, y no se relaciond con ninguna respuesta
funcional a melatonina (Wiechmann et al, 1986). Esto puso de manifiesto cémo la baja
actividad especifica del radioligando tritiado, comparada con la de radioligandos iodados
podia haber imped{do, tiempo atras, la deteccion de sitios de union de alta afinidad en
tejidos con una baja densidad de receptores. Por otra parte, el orden de potencia de
melatonina e indoles relacionados con respecto al sitio de unién de [’H]-melatonina en
hipotalamo bovino (Cardinali et al, 1979) difirié considerablemente con las caracteristicas
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farmacologicas del receptor de melatonina en retina de pollo y conejo. Similares
discrepancias se observaron en el caso del estudio de la retina de vertebrados inferiores
(Wiechmann et al, 1986). Estas diferencias en las caracteristicas farmacologicas de los
lugares unidos por melatonina iodada y tritiada, en preparaciones de membranas de tejidos
del sistema nervioso central, parecen reflejar sitios de union diferentes.

Estas controversias surgidas por el uso de distintos radioligandos y distintos tejidos en
la bisqueda de receptores de melatonina, llevd al grupo de Dubocovich a investigar sitios
de unién especificos para melatonina en membranas cerebrales de hamster sirio
(Mesocricetus auratus), utilizando 2-[**’I]-iodomelatonina (Duncan et al, 1988). Los
resultados de este experimento mostraron que la unién del radioligando a membranas
cerebrales de hamster cumplia con todos los criterios de sitio de union: rapidez,
reversibilidad, saturabilidad, alta afinidad y selectividad farmacoldgica. Este ultimo aspecto
resulté ser de una gran importancia debido a que nunca se habia estudiado. La constante de
afinidad result6 ser del orden nanomolar, rango en que se encuentran los niveles circulantes
de melatonina en esta especie, hecho que habla en favor de la importancia fisiologica de este
receptor en el hamster. Lo mas interesante de este caso fue la comparacion de estos
resultados con los obtenidos por este mismo grupo en preparaciones de membranas de retina
de pollo (Dubocovich y Takahashi, 1987). Asi, tanto en aspectos de afinidad como en
caracteristicas cinéticas existian discrepancias en los distintos tejidos. Lo primero que esto
hizo sospechar fue la existencia de lugares de unién para 2-['*’I]-iodomelatonina diferentes.
Esta hipétesis fue apoyada al comparar los perfiles farmacologicos de ambas uniones y ver
que también existian diferencias. Estas podian estar motivadas por la utilizacién de distintos
animales y distintas regiones del sistema nervioso central encontradas. Ahora bien, las
caracteristicas de los sitios de union en retina de conejo eran muy similares a las de retina
de pollo, lo cual hablaba en favor de dos receptores iguales. A esta controversia se unié una
publicacion sobre receptores en cerebro de rata, utilizando también el radioligando iodado
(Laudon y Zisapel, 1986). Segun ella, la éonstante de afinidad obtenida era diez veces
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menor a la obtenida en los estudios con el cerebro del hamster sirio. Esto hacia desechar la
idea de los dos tipos de receptores antes comentada. Sin embargo, no pudieron establecerse
comparaciones adecuadas, dado que la actividad especifica de la 2-['*I}-iodomelatonina
utilizada era cien veces menor a la utilizada anteriormente. En los estudios de membrana
cerebral de hamster sirio la distribucion regional de los receptores abarco todas las zonas
examinadas: corteza cerebral, cerebelo, hipotalamo, tallo cerebral, bulbo olfatorio, striatum
¢ hipofisis, siendo hipotdlamo y tallo cerebral las zonas mas ricas.

Otro experimento interesante en esta linea fue el estudio y localizacion de receptores en
membranas de cerebro de hamster djungarian (Phodopus sungorus), también un mamifero
fotoperiddico (Duncan et al, 1989). Una vez mas se empleé el radioligando iodado, 2-[*’T]-
iodomelatonina, y se identificaron dos tipos de sitios de union. Por una parte, a nivel de
membranas cerebrales completas, se encontrd un lugar de unidn con caracteristicas cinéticas
y perfil farmacolégico idénticos al encontrado en cerebro de hamster sirio, descubrimiento
realizado por este mismo grupo de investigadores (Duncan et al, 1988). Por otra parte, y a
nivel hipotaldmico, se localizé un receptor de caracteristicas similares al encontrado en retina
de pollo, ya comentado anteriormente (Dubocovich y Takahashi, 1987). En este mismo
trabajo, la localizacién de 2-["*’I]-iodomelatonina en estudios de autorradiografia incluye
zonas como mnucleo paraventricular y micleo reuniens, a nivel del tdlamo; nicleo
supraquiasmatico y eminencia media, a nivel hipotaldmico, y pars tuberalis en la hipofisis
anterior. En el caso del hamster djungarian, es interesante la presencia del radioligando en
la pars tuberalis, ya que esta region exhibe cambios morfolégicos inducidos
fotoperiddicamente (Wittkowski et al, 1984). Puede ser este hecho de gran importancia,
debido a la ya conocida influencia de la melatonina sobre el sistema reproductor del hamster
djungarian (Bartness y Goldman, 1988). Ya Williams y Morgan (1988) habian encontrado
sitios de unién para la melatonina en pars tuberalis de rata. También Morgan et al. (1989¢)
caracterizaron autorradiograficamente receptores de melatonina en esta zona en la especie
ovina, asi como lo hicieron Stankov et al (1991) en pars tuberalis de caballo. Es bastante
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dificil asignar una funcion especifica a la unién de melatonia a la pars tuberalis. Esta es una
region de la hipdfisis anterior situada en la base de la eminencia media y constituida
fundamentalmente por células gonadotrofas y tirotrofas. A veces resulta dificil distinguir
entre la pars tuberalis y la zona externa de la eminencia media, que también se ha sugerido
como posible diana de melatonina (Vanecek et al, 1988). Si se sabe que la eminencia media
esta intimamente relacionada con la funcion del eje hipotalamo-hipdfisis y que la hormona
pineal parece ser capaz de disminuir la liberacion y el contenido de LHRH en la eminencia
media e hipotalamo de distintas especies animales (Jackson et al, 1982). Otros estudios
anteriores también apoyan una accion reguladora de la melatonina sobre la funcién
reproductora por su accion en el eje hipotalamo-hipdfisis (Glass y Lynch, 1981).
Experimentos realizados con ratones mostraron que, al administrarles parches de melatonina,
se les producia regresion gonadal sélo y exclusivamente cuando esto se hacfa sobre el
hipotalamo, concretamente en éreas supraquiasmaticas predpticas y retroquiasmaticas, y no
sobre otras zonas cerebrales (Glass y Lynch, 1982). Hay que sefialar con respecto a esta
zona cerebral (pars tuberalis-eminencia media), que la melatonina ha sido capaz de suprimir
la produccién de AMPc en raton (Weaver et al., 1990), hamster (Morgan et al, 1989a) y
carnero (Morgan et al, 1989b), con lo que este nucle6tido pudiera ser un segundo mensajero
intracelular que mediase las acciones de melatonina.

El nicleo supraquiasmatico del hipotdlamo es una de las zonas cerebrales més
frecuentemente citadas como posible lugar de accién de la melatonina. Inicialmente, se
describi6 en ratas (Vanecek et al, 1987) utilizando melatonina iodada. Asimismo, esta unién
se ha descrito en lagartija y otros vertebrados inferiores (Rivkees et al, 1989) y en conejo
y caballo (Stankov et al, 1991). En todos los casos la caracterizacién dio como resultado
propiedades concordantes con sitios de union de alta afinidad, excepto en rata en donde la
afinidad tan sélo fue intermedia. En humanos, se han hecho estudios in vitro tanto en adultos
como en fetos (Reppert et al, 1988). La afinidad de los receptores encontrados fue del orden

picomolar, coincidente con las concentraciones fisiologicas de melatonina encontradas
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normalmente durante la noche, en la sangre y el liquido cefalorraquideo de humanos. El
hecho de encontrar receptores especificos en el micleo supraquiasmético evidencia que los
efectos de la melatonina sobre los ritmos circadianos humanos pueden estar también
mediados por una accion directa sobre el reloj biologico del hipotadlamo (Goldman y Darrow,
1983). De la misma forma, 1a hormona influye eficientemente en la ritmicidad circadiana de
reptiles, pajaros y mamiferos, por accidén sobre este micleo del hipotalamo (Armstrong,
1989). La densidad de los receptores de melatonina en esta zona sufre variaciones diurnas
que, aparentemente no son el resultado de la regulacién por los elevados niveles nocturnos
de la hormona (Laitinen et al, 1989).

Otra zona del hipotdlamo anterior, el 4rea predptica, se ha descrito como blanco de
alguna funcion de melatonina. La densidad de sitios de unién encontrados fue menor que en
el caso de niicleo supraquiasmatico 6 pars tuberalis-eminencia media. Tan s6lo en el conejo
se han estudiado las caracteristicas cinéticas del posible receptor en este area cerebral que
parece estar relacionada con el control de hibernacion en distintas especies como hamsters
y ardillas. El hallazgo de posibles receptores de melatonina a este nivel apunta a una posible
relacion de 1a hormona con este fenomeno (Kilduff, 1987).

El area postrema es una region del plexo coroideo del cuarto ventriculo cerebral. Es un
6rgano circunventricular diferente en las distintas especies. Esta implicado en la regulacion
de funciones auténomas, como control cardiovascular, ingesta de alimentos y ciclos vigilia-
suefio. Se han encontrado sitios de unién en esta zona en roedores, tanto en ratas (Vanecek,
1988) como en ratones de pies blancos (Weaver et al, 1990). Esto habla en favor de un
posible papel de melatonina en el control de algunas funciones auténomas.

Otro modelo animal utilizado para el estudio y caracterizacion de los receptores de la
hormona melatonina a nivel central es el conejo (Oryctolagus cuniculus). La corteza cerebral
de conejo, fundamentalmente la region parietal, es rica en sitios de union para la melatonina.
Stankov et al (1992) han caracterizado receptores mediante estudios in vitro de uniones

ligando-receptor y estudios electrofisiolégicos y bioquimicos. Los resultados obtenidos
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indicaron que la unién de la 2-["*T}-iodomelatonina a zonas de 1a corteza cerebral de conejo
posee pardmetros cinéticos y farmacologicos que son fisioldgicamente relevantes y, por
tanto, indicativos de un receptor funcional. Ademas, éste est4 aparentemente unido a un
segundo mensajero a través de una proteina G, sensible a la toxina pertisica. Nucleotidos
de guanina, GDP y GTP, fueron capaces de inhibir la unién especifica del radioligando, de
forma dosis-dependiente. Estos hechos sugieren que la regulacion de la adenilato ciclasa, y
por tanto, del AMPc, parece ser el primer paso del mecanismo molecular de la accion de
melatonina en la corteza de conejo. Estos resultados concuerdan con efectos conocidos de
los nucleétidos de guanina sobre el estado de afinidad del receptor de melatonina en otras
areas cerebrales de distintas especies (Laitinen et al, 1990). Igualmente, tanto la melatonina
como la 2-[**’I]-iodomelatonina exhibieron efectos similares al GABA utilizadas en
concentraciones del orden nanomolar, para disminuir la actividad excitadora neuronal. Esto
da a entender que la melatonina pueda estar implicada en el control de funciones corticales
fundamentales y que actia de forma similar al GABA, uno de los principales
neurotransmisores inhibidores del sistema nervioso central.

Otros sitios de unién se han detectado en las arterias cerebrales que conforman el
poligono de Willis y en la arteria caudal de rata (Viswanathan et al, 1990; Capsoni et al,
1994). Estos lugares de union son al menos de dos tipos, unos de baja afinidad y otros de
alta afinidad, que al parecer estan unidos a una proteina-G sensible a la toxina pertusica, y
relacionados por tanto con la produccion de AMPc, segundo mensajero implicado en la
contraccion de las células musculares lisas de los vasos sanguineos. Teniendo en cuenta que
la melatonina actua directamente sobre la musculatura lisa vascular, como se ha visto en
conejos (Shibata et al, 1989) y ratas (Satake et al, 1991; Weekley, 1991), e induce una
disminucion del tono vascular permitiendo asi un mayor flujo sanguineo, con el consiguiente
intercambio calorifico, puede sugerirse un efecto modulador de la melatonina sobre la
funcién cardiovascular y la temperatura. En humanos se ha demostrado que la luz induce
cambios en la temperatura corporal central y que este efecto esta mediado por la melatonina
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(Cagnacci et al, 1993).

Enla Tabla 1 se exponen de manera resumida los distintos estudios de receptores para

la melatonina, indicando el 4rea cerebral, la especie y el valor de la constante de afinidad
K,).

Tabla I: Caracteristicas de los principales receptores cerebrales para la melatonina.

AREA ESPECIE Ky (pM) REFERENCIA
EM/PT rata 21-60 Vanecek, 1988; Vanecek et al, 1987;
Weaver et al, 1989.
hamster sirio 3000 Duncan et al, 1988.
27-59 Vanecek y Jansky, 1989; Williams y
Morgan, 1988.
hamster djungarian 43/1480 Duncan et al, 1989.
conejo 24 Stankov et al, 1991.
carnero 21-33 Stankov et al, 7997; Morgan et al,
1989¢.
caballo 22 Stankov et al, 1991
NS rata 40/5x10* Laitinen et al, 1989.
hombre 120 Reppert et al, 1988.
AP rata 46 Laitinen et al, 1990.
APO conejo 25 Stankov et al, 1991
CORTEX €onejo y carnero 21 Stankov et al, 1991.
HIP hamster sirio 2200 Pickering y Niles, 1990.
RETINA pollo 434 Dubocovich y Takahashi, 1987.

Abreviaturas: EM/PT eminencia media/pars tuberalis; NS nicleo supraquiasmético; AP 4rea postrema; APO
4rea predptica; HIP hipocampo.
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Mencionar asimismo que actualmente se estudia la estructura molecular de los receptores
de melatonina. Se ha conseguido aislar un DNA. que codifica un receptor de alta afinidad
para el radioligando iodado de melatonina. Esto se ha hecho utilizando ARN,, de
melanéforos dermales de 1a especie Xenopus laevis (Ebisawa et al, 1994). Igualmente se ha
clonado el DNA. que codifica receptores de alta afinidad en humanos y en carneros. Todos
estos receptores son miembros de una nueva subfamilia de receptores capaces de unir
protema G, que muestran cierta homologia en su secuencia con respecto a otros receptores
conocidos. ‘

Por utimo, y a modo de resumen, comentar la nomenclatura utilizada para hablar de los
sitios de unién especificos para la 2-["*I}-iodomelatonina. Los avances realizados en el
campo de la biologia molecular han hecho posible el comenzar a clasificar los receptores
funcionales de la melatonina. Dubocovich (1995) clasificé dichos receptores, atendiendo a
su perfil farmacoldgico y a sus propiedades cinéticas, en dos clases que denomind como
ML, y ML,. En la Tabla 2 se resumen las principles caracteristicas de estas dos clases de
receptores.

La combinacion de técnicas de biologia molecular y de aproximaciones farmacoldgicas
ha permitido la identificacion de otros subtipos de receptores de los anteriores (ML, y ML,).
Asi, Reppert y Weaver (1995) han clonado recientemente tres subtipos del receptor ML,
denomindndose éstos como ML,,, ML ,; y ML,.. Han visto asimismo que entre estos tres
subtipos s6lo existe un 60% de homologia en sus secuencias aminoacidicas. A raiz del
descubrimiento de estos tres subtipos y para identificar farmacos selectivos de cada uno de
ellos, se determinaron los perfiles farmacologicos de los receptores ML,,, ML, y ML,
expresados en células COS 7. Cabe sefialar que se ha identificado el receptor funcional
presinaptico de melatonina, presente en la retina de conejo, como subtipo ML
(Dubocovich, 1996).
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Tabla 2: Caracteristicas de los receptores de la 2-['*’I]-iodomelatonina. (Tomado de
Dubocovich (1995), TIPS, 16, 50-55).

ML, ML,
Denominacién comin alta afinidad (pM) baja afinidad (nM)
Estados de afinidad : alta (10-300 pM) alta (0.9-10 nM)
baja (0.3-5 nM)
Cinéticas:
Asociacion lenta (t,,,= 9-60 min) répida (t,,= 1-2 min)
Disociacion lenta (t,,= <40 min) répida (t,,= 1-2 min)
Regulacion
GTP si no
Na* si no
Ca* si no
Mg* si no
Temperatura si (aumenta la afinidad) si (disminuye la afinidad)
Clasificacién por 2-IMEL>ME] >OH-MEL>> 2-IME] >Prazosin>NAS>
orden de afinidad NAS>>Prazosin>5-HT OH-MELCIMEL>>5-HT
Localizacion retina, NS, NPVT,CS, PT cerebro de hamster y ratén,
AP, AC, arterias CW testiculos y rifién de hamster

OH-MEL, 6-hidroximelatonina; 2-IMEL, 2-['*I}-iodomelatonina; MEL, melatonina; NAS, N-acetilserotonina;
AP, 4rea postrema; AC, arteria caudal; CW, circulo de Willis; PT, pars tuberalis; NPVT, niicleo paraventricular
del talamo; CS, coliculo superior; NS, niicleo supraquiasmatico.
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1.5.2.- Receptores periféricos de la melatonina:

Recientemente se ha publicado acerca de la caracterizacion de sitios de unién para
melatonina en distintos érganos y tejidos de animales (Guerrero y Reiter, 1992). Esta
bisqueda de receptores en diferentes lugares puede proporcionar un medio muy valioso de
identificar nuevas funciones para esta hormona. Lee y Pang (1992) identificaron sitios de
unidn para melatonina en el tracto gastrointestinal de pato (Anas platyrhynchos). Con la
ayuda del radioligando iodado de melatonina caracterizaron lugares de union en yeyuno,
tanto en fase de luz como en fase de oscuridad, no existiendo diferencias significativas en
los valores de K, diurnos y nocturnos, existiendo discrepancias con respecto a lo que ocurria
en receptores a nivel neural (Vanecek y Jansky, 1989). El perfil farmacologico de los lugares
de unién indicé alta afinidad, comparable a la de los receptores centrales (ver apartado
1.5.1). Los autores de este trabajo sostienen que podrian ser receptores disponibles para
promover actividades paracrinas para la melatonina, sintetizada localmente a nivel
gastrointestinal (Raikhlin et al, 1975; Huether et al, 1992), o bien para colaborar con
acciones hormonales via interaccién con la melatonina de origen pineal. A nivel subcelular,
los lugares de union se localizan fundamentalmente en la fraccidn nuclear, lo cual puede
sugerir un efecto de la hormona sobre la sintesis proteica a nivel nuclear, sobre la
transcripcion y/o traduccion. Estos datos son confirmados en un trabajo posterior realizado
por Pontoire et al (1993). Este grupo ha caracterizado receptores para melatonina en
membranas de duodeno de pollo (Gallus domesticus), siendo la zona més rica la capa
muscular. La K, obtenida fue del mismo orden que la encontrada por el grupo anterior. En
este caso, ademds, el valor de la constante se increment6 2-4 veces por la presencia de un
andlogo de GTP, sugiriendo este hecho que los lugares de unidn pueden estar unidos a una
proteina G. Este cambio de afinidad por influencia de GTP coincide con el observado en
retina de pollo (Dubocovich y Takahashi, 1987) y no con el sefialado por Rivkees et al
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(1989) en cerebro de lagartija (4nolis carolinensis). Puede cuestionarse si estas
discrepancias son debidas a condiciones experimentales diferentes o si reflejan diferencias
importantes en los distintos tejidos, relacionadas con el receptor propiamente dicho o su
entorno en la membrana. Este mismo grupo ha estudiado la existencia de sitios de union en
el yeyuno humano, a nivel de la capa mucosa y submucosa. Se advierte en este estudio una
K, bastante mayor que la de los animales estudiados y una menor cantidad de sitios de union,
lo cual apunta a la necesidad de mas estudios para determinar la funcionalidad de estos
posibles receptores y compararlos con receptores hoinélogos identificados en otros tejidos.

Otros posibles receptores para melatonina se han encontrado en rifién, hecho que sugiere
la existencia de una accion directa de Ia melatonina sobre el sistema renal (Song et al, 1993).
Como modelo animal se empled la hembra del cobaya (Dunkin hartley), descubriéndose un
unico tipo de receptor con K, comparable a los descritos como de alta afinidad (Dubocovich
y Takahashi, 1987). Una vez mas, no se vieron diferencias significativas en la afinidad y
numero de receptores encontrados en muestras nocturnas y diurnas. El estudio de
distribucion regional mostrd que la unién especifica de 2-['*I]-iodomelatonina fue ocho
veces superior en la regién cortical que en la medular, siendo mayoritaria la unién del
ligando a nivel nuclear. En cuanto al significado fisiologico de estos receptores, su presencia
en el tejido renal apoya la hipétesis de una secrecion de renina regulada por melatonina junto
con funciones excretoras renales via receptores de melatonina. Ya en 1984, Acuiia-
Castroviejo et al habian visto que la pinealectomia inducia alteraciones en la actividad de la
renina plasmética acompaiiada de hipertension. En estudios recientes, también se ha recogido
que la administracién de melatonina influye sobre la osmolalidad urinaria, asi como sobre las
concentraciones de sodio y potasio (Richardson et al, 1992). Otros modelos animales, que
se han empleado para caracterizar posibles receptores en rifion, son el pollo (Song y Pang,
1992) y el pato (Song et al, 1992).

En preparaciones de membranas de glindula adrenal de pato también se han

caracterizado sitios de unién para melatonina (Pang et al, 1994). Los lugares de unioén



Introduccion 47

encontrados son de alta afinidad y parece ser que es un Gnico tipo de receptor. En este caso,
la fraccion mitocondrial fue la que presentd mayor union. En 1989, Persengiev et al
mostraron un incremento significativo de progesterona en glandula adrenal de rata tras la
perfusion de bajas dosis de melatonina. Los resultados concuerdan con la hipdtesis de una
accion directa de la hormona pineal sobre la glandula adrenal (Lesniewska et al, 1990).

Existen otros 6rganos y tejidos en donde también se ha investigado la existencia de
receptores de melatonina. Sefialar, por ejemplo, fracciones de membrana cruda de glandula
harderiana de rata (Lopez-Gonzalez et al, 1991), gonadas de gallo (Gallus domesticus)
(Ayre et al, 1992), glandula tiroides de hamster (Phodopus sungorus) (Rivkees y Reppert,
1991), pulmén de pollo (Pang et al, 1993), etc.

A nivel del sistema inmune también se han caracterizado receptores para la melatonina.
Por ser este sistema el objetivo y centro de este trabajo se analiza con detalle en apartados

posteriores.

L.5.2.1.- Receptores en el sistema inmune: En los ultimos afios ha
comenzado a investigarse la existencia de lugares de unién para melatonina en los distintos
tejidos y células del sistema inmune. La extensa bibliografia existente acerca del posible
efecto de la melatonina en el sistema de defensa ha contribuido a esta bisqueda. Una vez
mas, el radioligando 2-['*’I]-iodomelatonina ha sido una valiosa ayuda en todos estos
estudios. El conjunto de todos los trabajos publicados acerca de este tema, contribuye a
reiterar mas en la idea de que la melatonina tiene una accién directa sobre las que células

inmunocompetentes.

En primer lugar se tratard la caracterizacion de receptores para melatonina en el sistema
inmune humano, ya que todos los experimentos que se presentan en este trabajo se han

realizado en la especie humana. Asi, se han caracterizado sitios de union en linfocitos y
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neutrdfilos de sangre humana. En el caso de linfocitos, Lopez-Gonzalez et al (1992a) han
visto que la 2-['*I]-iodomelatonina se une especificamente a linfocitos de sangre periférica.
Los anélisis de Scatchard (1949) muestran que los datos son compatibles con la existencia
de dos tipos de lugares de unidn, uno de alta y otro de baja afinidad. Los resultados del
trabajo indican que los sitios de union de alta afinidad estan unidos a la potenciacion del
efecto del VIP en la produccion de AMPc y los de baja afinidad estan relacionados con la
activacion de la produccion de GMPc. Los estudios de saturacién mostraron un unico tipo
de sitio de union, compatible con el de alta afinidad y con un valor de K; ligeramente
superior a las concentraciones de melatonina nocturnas en adultos, tanto humanos como
animales (200 pM). Si se considera que los niveles de melatonina humanos, justo antes de
la pubertad, pueden alcanzar el rango de nanomolar (Waldhauser y Dietzel, 1985),
posiblemente esto permita que la melatonina circulante reconozca estos lugares de union en
linfocitos. Por otro lado, estos mismos autores han demostrado que la unién del radioligando
iodado a membranas crudas de linfocitos humanos disminuy6 en presencia de nucledtidos
de guanina, lo cual sugiere una vez mas que estos posibles receptores estén unidos a una
proteina-G (Calvo et al, 1995).

En neutrdfilos, se ha encontrado un tipo simple de lugar de unién (Lopez-Gonzalez et
al, 1993a). Es la primera vez que se estudian posibles receptores en neutrdfilos y tanto las
caracteristicas cinéticas como estequiométricas fueron similares en células completas y en
membranas, lo cual sugiere una unién de melatonina a nivel de membrana. La afinidad
obtenida es del orden de la encontrada para los sitios de baja afinidad en linfocitos humanos.
Por tanto, los resultados obtenidos en leucocitos humanos, en general, sugieren que la
existencia de posibles receptores de alta afinidad esté restringida a linfocitos. Es més, puede
ser que los sitios de unién de baja afinidad encontrados en linfocitos se deban a
contaminacion con granulocitos en las preparaciones de células mononucleares. Por esto,
el papel fisiologico de los sitios de unién de la melatonina en células neutréfilas es aun

desconocido, aunque no se descarte que pueda haberlo, dada la influencia que la hormona
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tiene en algunas funciones del sistema inmune.

En mamiferos del tipo de los roedores existe también una extensa bibliografia, incluso
anterior a la que habla sobre trabajos en humanos, acerca de la presencia de posibles lugares
de unién para la melatonina en el sistema inmune. Ya en 1989, Niles et al encontraron sitios
de unién de alta afinidad en bazo de hamster. En el caso del cobaya, Poon y Pang (1992)
vieron que la exposicion a la luz de forma constante aumentaba el nimero de sitios de union
para la 2-['*I]-iodomelatonina en los esplenocitos, sin afectar la afinidad de la union,
comparado con animales sometidos a condiciones normales de luz y oscuridad. Este
aumento del nimero de receptores podria ser consecuencia de los bajos niveles séricos de
melatonina encontrados en presencia de la luz. Esta influencia de la luz observada en bazo,
apoya un efecto inmunomodulador directo de la hormona en el tejido linfoide. Estos mismos
autores contindan estudiando la modulacion de los sitios de unién por la hormona
melatonina, y demuestran que la administracion exdgena de ésta, dependiente de la dosis,
disminuye el nimero maximo de receptores y aumenta la afinidad (Poon y Pang, 1994).
Igualmente, esta modulacién de los sitios de unién esplénicos por administracion de
melatonina apoya, una vez mas, la accidn directa sobre el sistema inmune para afectar su
funcion. Cabe sefialar en este trabajo el estudio hecho con naltrexona, la cual no afect6 a la
unién de la 2-['*’I}-iodomelatonina propiamente dicha, aunque si fue capaz de suprimir el
efecto inmunomodulador de la melatonina (Maestroni et al, 1988), hecho que apoya la idea
de que los péptidos opioides actiien como mediadores de la funcion y no como moduladores
de la interaccion melatonina-receptor.

En membranas purificadas de timo de rata, Lopez-Gonzilez et al (1993b) han
caracterizado sitios de uni6n de alta afinidad para la 2-['’I]-iodomelatonina. La peculiaridad
de este estudio radica en el hallazgo de dos tipos de lugares de unién, uno de alta y otro de
baja afinidad, cuando se realizd el andlisis de Scatchard (1949). Es la primera vez que se

observa este hecho en timo de rata. Sin embargo, los estudios de saturacion mostraron
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unicamente un tipo de lugar de unidn, coincidente con el de alta afinidad anterior. La K,
correspondiente al receptor de alta afinidad tiene un valor ligeramente superior a las
concentraciones de melatonina nocturnas en ratas adultas (200 pM). Si se tiene en cuenta
que, durante el estado prepuberal, los niveles circulantes de melatonina nocturnos en la rata
pueden alcanzar cifras del orden de nanomolar (Reiter et al, 1985), éstos podran ser
reconocidos por los sitios de unién en el timo, con lo cual este receptor puede estar
relacionado con un papel fisiologico de la hormona en el timo, al menos durante la noche
cuando los niveles de la hormona pineal son altos. No ocurre lo mismo con el lugar de unién
de baja afinidad, al cual no se ha relacionado todavia con ningun papel biologico de la
hormona en el timo. Siguiendo con estudios en timo de rata, Martin-Cacao et al (1993) han
mostrado que la unién de 2-['*I}-iodomelatonina a timo de rata cambia durante el desarrolio
postnatal, de forma que es maximo en el animal recién nacido, disminuye en las primeras
semanas de vida y alcanza un minimo en el adulto. Esto debe ocurrir por cambios en la
capacidad de unién, mas que por variaciones en la afinidad del receptor por el ligando. Estas
modificaciones en la capacidad de unién relacionadas con la edad podrian ser la
consecuerncia de cambios en los niveles séricos de melatonina durante el mismo periodo de
tiempo. Asi, en las primeras semanas de vida estos niveles son bajos debido a una inmadurez
de la glandula pineal, y los sitios de unién en timo aumentan por un mecanismo de
retroalimentacion negativa. Entre la primera y segunda semana ésta madura y se inician los
ritmos propios de la hormona y normalizacién de los sitios de unién. La conclusién de este
trabajo lleva a implicar a la melatonina en una regulacion especifica de la funcion timica
durante el inicio del desarrollo.

Recientemente, Rafii-El-Idrissi et al (1995) han caracterizado receptores especificos en
esplenocitos de rata, obteniendo resultados concordantes con sitios de alta afinidad y una
K, de orden similar a las concentraciones de melatonina nocturnas que se han encontrado
en ratas adultas (0.2-0.3 nM) (Reiter, 1986). Esto permite que los sitios de unién en el bazo

reconozcan la hormona circulante y pueda hablarse a favor de un papel fisiologico de
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melatonina en bazo de rata. En este mismo estudio la unién de 2-['*’I]-iodomelatonina a las
células esplénicas se incrementé tras mantener a los animales bajo condiciones de luz
continua durante varios dias. El aumento se observé en la capacidad de unién més que en
la afinidad, que no cambid. Estos resultados sobre estudios en lugares de unién y respuestas
diurnas de los animales a administracion ex6gena de melatonina muestran que la sensibilidad
a la hormona parece estar relacionada de forma inversa con los niveles de melatonina
endégenos en las distintas especies. Reiter et al (1980) proponen que se producen
alteraciones en las respuestas de los receptores en funcion de los niveles circulantes. Por ello,
cuando éstos son altos, se produce una desensibilizacién de receptores. Esto ocurre por
ejemplo en periodos de oscuridad. Sin embargo, en fase de luz, cuando los niveles de
hormona son escasos, los receptores esta especialmente sensibles. Por otra parte y en este
mismo trabajo, se ha estudiado la influencia de la melatonina sobre la produccion de AMPc,
y se ha visto que dosis farmacologicas de la hormona inhibieron la produccion del nucleétido
ciclico en presencia de forskolina, potente activador del sistema adenilato ciclasa (Niles y
Hashemi, 1990).

Asi mismo, en distintas especies de aves se han encontrado receptores para la melatonina
en células linfoides. Por ejemplo, se han realizado experimentos de unién especifica en
membranas de esplenocitos de pollo (Gallus domesticus) (Pang y Pang, 1992). Se
encontraron sitios de unién de alta afinidad con K, del orden de picomolar, de
caracteristicas similares a los denominados como ML, por Dubocovich (1988). Los datos
obtenidos por andlisis de Scatchard (1949) hablan en favor de un tipo tinico de receptor en
bazo de pollo. Aunque las cifras de K y nimero maximo de sitios de unién disminuyen por
la noche con respecto al dia, las variaciones no son estadisticamente significativas y no
puede hablarse, por tanto, de ritmos diurnos en los lugares de unién en el bazo de pollo.
Llama la atencion, puesto que la existencia de estos ritmos se han recogido en otras especies
(Laitinen et al, 1989; Yuan et al, 1990), cuyos sitios de unién para la 2-[*’I]-iodomelatonina
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son de caracteristicas similares al caso de bazo de pollo. Hay que tener en cuenta que el bazo
puede considerarse como un sitio de almacenamiento de células rojas y blancas de la sangre.
Son los cambios en el numero de alguna de estas células las que pueden haber confundido
los datos y haber disminuido los valores de K y niimero méximo de sitios de unién. De la
mism forma, Yu et al en 1991 habjan hecho estudios en bazo de aves.

En membranas de bazo de paloma también se han caracterizado los lugares de union con
la ayuda del radioligando iodado (Poon et al, 1993). La unién especifica cumple con todos
los criterios de receptor y parece ser un unico tipo. La K, fue del orden picomolar,
encontrandose en el mismo rango que los niveles circulantes de melatonina y, por tanto, con
posible funcién fisiologica. Las caracteristicas farmacolégicas son semejantes a las recogidas
en otros organos y tejidos de paloma, retina (Dubocovich y Takahashi, 1987), cerebro
(Stankov y Reiter 1990), génadas (Ayre et al, 1992), rifion (Song et al, 1992), intestino (Lee
y Pang, 1992), etc. Esto apunta a la presencia de receptores de melatonina similares en tejido
nervioso y no nervioso y concuerda con la existencia de multiples efectos periféricos de la
hormona en las distintas especies animales. Por otra parte, esta union especifica a bazo de
paloma fue inhibida por un andlogo de GTP, lo cual puede apoyar la existencia de una
proteina-G ligada al receptor. Wang et al (1993) vieron también que, cuando se deprimia la
funcién inmune en la paloma por administracion de hidrocortisona en bazo, los sitios de
unién para la 2-["*’I]-iodomelatonina en esplenocitos aumentaron significativamente, y no
asi a nivel cerebral. Esto sugiere que la regulacion de receptores de melatonina mediante
incremento de los mismos no esta mediado por el sistema nervioso central, consolidandose
asi el bazo como un 6rgano diana importante fuera del cerebro.

Poon et al (1994) han estudiado los sitios de unioén para 2-[**’I]-iodomelatonina en timo
de pato (Anas platyrhynchos) tras la administracion de corticoides para inmunodeprimir al
animal. El tratamiento con cortisol disminuy6 el nimero de sitios de unién para la hormona
marcada, pero no afectd a la afinidad. Con esto se demuestra que los glucocorticoides

pueden modular los posibles receptores de melatonina en el timo. Esto apoya la hip6tesis
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que habla del timo como diana para las interacciones inmunomoduladoras entre la
melatonina pineal y los esteroides adrenales (Persengiev et al, 1991). Sin embargo, si la
administracion de esteroides reduce la melatonina plasmatica (Desmichi et al, 1985;
Monteleone et al, 1992), habria que esperar un aumento en el nimero de sitios de unién en
el tejido linfoide. En este estudio en timo de pato se demuestra lo contrario, el cortisol
disminuye el nimero de lugares de union. Esto muestra que los efectos de los esteroides
adrenales en la secrecién de melatonina pineal y los efectos en los tejidos probablemente,
no tienen relacién. Asi, los esteroides pueden inhibir el efecto inmunoestimulador de
melatonina disminuyendo su secrecion y disminuyendo sus receptores en los tejidos linfoides.
También hay que sefialar la caracterizacién de lugares de unién para la 2-["*I}-
iodomelatonina en bolsa de Fabricio observandose una vez mas variaciones diurnas (Liu y
Pang, 1992a).
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En la Tabla 3 se representan de forma resumida las caracteristicas de los principales sitios

de unién de la melatonina en células linfoides:

Tabla 3: Caracteristicas de los sitios de union de melatonina en células linfoides. (Tomado

de Calvo et al. (1995), J. Pineal Res., 18, 119-126).

NUMERO Kp (nM) REFERENCIA
MAMIFEROS
linfocitos sanguineos humanos 2 1.01/208 Lopez-Gonzdiez et al, 1992a.
granulocitos humanos 1 2100 Lépez-Gonzdlez et al, 1993a.
timo de rata 2 0.47/1226 Lépez-Gonzdlez et al, 1993b.
bazo de rata 1 0.34 Rafii-Elldrissi et al, 1995.
bazo de cobaya i 0.049 Poony Pang, 1992b.
AVES
bazo de pato 1 0.073 Yuy Pang, 1991.
timo de pato 1 0.040 Liuy Pang, 1992b.
bazo de pollo 1 0.041 Pang y Pang, 1992.
bolsa de Fabricio de pollo 1 0.043 Liuy Pang, 1993.
bolsa de Fabricio de paloma 1 0.073 Liuy Pang, 1993.
bolsa de Fabricio de codorniz 1 0.035 Liuy Pang, 1993.
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1.5.3.- Hipétesis del receptor nuclear de melatonina: Durante mucho

tiempo se pensd que la melatonina actuaba tinicamente a nivel de la membrana celular. Como
se ha comentado en apartados anteriores, la existencia de sitios de union de alta afinidad en
preparaciones de membranas purificadas se ha estudiado a nivel cerebral y a nivel periférico.
Sin embargo, la hormona ejerce también un papel importante en otras 4reas, como higado
y corazon (Chen et al, 1993), en donde los receptores no han sido totalmente caracterizados.
Publicaciones recientes revelan una localizacion nuclear de melatonina en diferentes tejidos
(Menéndez-Pelaez y Reiter, 1993). El estudio de la localizacion celular de melatonina ha
estado sujeto a la calidad de los anticuerpos disponibles. En los 1ltimos afios se han
desarrollado anticuerpos especificos que presentan baja reactividad cruzada con otros
indoles (Arendt et al, 1977). El primer estudio que recoge la localizacion
inmunohistoquimica de la melatonina y su precursor N-acetilserotonina fue realizado por
Bubenik et al en 1974. Los lugares de estudio en este caso fueron la glandula pineal, la
retina y el cerebelo. Estudios subsecuentes revelaron mediante técnicas de
inmunofluorescencia la presencia de melatonina en el nervio ptico, quiasma 6ptico y nuicleo
supraquiasmatico de rata (Bubenik et al, 1976b). Con esta misma metodologia, este grupo
de investigadores encontraron melatonina en la capa nuclear externa de la retina y en la
glandula harderiana de ratas recien nacidas y adultas, siendo la cantidad mayor en la fase de
oscuridad (Bubenik et al, 1978).

El empleo de anticuerpos altamente especificos junto con procedimientos
inmunohistoquimicos méas sofisticados ha resultado en una mejora en la resolucion de la
localizacion tisular de la melatonina. Asi, mediante inmunofluorescencia y técnicas que
emplean peroxidasa y anticuerpos anti-peroxidasa se detecté melatonina en pineal y glandula
harderiana de vison (Tillet et al, 1989; Meusy-Desolle and Tillet, 1992). Dos estudios que
han utilizado métodos inmunocitoquimicos basados en la reaccidn avidina-biotina, han sido

claves por haber mostrado la localizacion de melatonina en nicleo de pinealocitos y
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fotorreceptores de ratas y palomas (Mennenga et al, 1990; 1991) . Estos autores sostienen
que la unién de melatonina esta restringida al micleo, presumiblemente a la cromatina, lo
cual apunta a la posibilidad de un efecto de la melatonina sobre la transcripcion génica, al
igual que otras hormonas liposolubles.

La confirmacion de esta localizacion nuclear de la hormona pineal se realizd con ayuda
de estudios de fraccionamiento celulares (Menendez-Pelaez y Reiter, 1993), de acuerdo con
el método de aislamiente de membranas y niicleos, descrito por Blum y Roberts (1989). Se
eligieron tres tejidos diferentes: glandula harderiana, por la amplia experiencia desarrollada
con este Organo (Menéndez-Peléez et al, 1987; 1988), hipotalamo, dado su alto contenido
de melatonina (Grota et al, 1982) y el higado, 6rgano no utilizado previamente para estudios
de caracterizacion de receptores. Los datos obtenidos en este estudio proporcionan una
cierta seguridad de que el nucleo celular puede ser un sitio importante para la acumulacién
de melatonina. También se han utilizado técnicas de radioinmunoensayo para evidenciar la
localizacién nuclear de la hormona (Hoffman et al, 1985).

El hecho de la acumulacién preferente de melatonina en el nicleo sugiere la existencia
de lugares especificos de unién en este compartimento celular. La interaccién entre la
hormona y los receptores de glucocorticoides (Persengiev et al, 1991) asi como el efecto de
la castracion en los sitios de unién de melatonina se han observado en varios tejidos (Anis
y Zisapel, 1991). Estos datos apoyan el posible papel nuclear de la melatonina, con lo que
tanto su administracion exégena como su produccion endogena originaria la entrada de la
hormona en el interior celular, dada su alta lipofilicidad, acumuldndose fundamentalmente
en el nicleo. En esta zona podria unirse a sitios especificos e ,incluso, regular la expresion
génica. Estos efectos sobre el genoma se han propuesto en tejidos tan diferentes como
glandula adrenal y glandula harderiana (Menendez-Pelaez et al, 1991; Persengiev et al,
1991). Otra funcion adicional parece ser actuar como secuestradora de radicales libres
protegiendo al ADN de efectos citotoxicos (Tan et al, 1993).

Acufia-Castroviejo et al. (1994) han caracterizado lugares de unién de alta afinidad para
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2-["*T}-iodomelatonina en nicleos de higado de rata, purificados segiin método de Blum et
al, (1987). La union resultd ser rapida, reversible, saturable y selectiva farmacoldgicamente.
La peculiaridad del experimento est4 en la mejora de la unién cuando los nucleos puros se
preincubaron con DNasa antes de los experimentos de union, lo cual apunta a una posible
asociacion de esta union especifica de 2-['*’I]-iodomelatonina con proteinas nucleares. La
correlacion entre la K, y el nimero méaximo de sitios de unién con las concentraciones
nucleares de melatonina sugieren que estos lugares de unién pueden ser receptores
fisiolégicos de melatonina, lo cual podria explicar los efectos de la melatonina sobre la
regulacion génica, anteriormente comentados.

Por ultimo, hay que comentar que se ha visto que la melatonina es un ligando natural de
los receptores RZRa, su variante RORa, (Wiesenberg et al, 1995) y RZRB (Becker-André
et al, 1994). Los dos subtipos del receptor retinoide Z (RZRa y RZRp) y las tres variantes
del receptor retinoide huérfano (ROR), a.,, o, y o, forman un subfamilia dentro de la
superfamilia de los receptores hormonales nucleares. El receptor RZRp se expresa en el
cerebro y la melatonina puede unirse a concentraciones del orden de nanomolar, hecho que
hace sospechar que funciones de la hormona a nivel cerebral pueden estar, al menos en parte,
mediadas por este receptor RZRB. Del mismo modo, la melatonina se une a los receptores
RZRa y RORa, con afinidad del orden nanomolar. Estos receptores se expresan en muchos
tejidos y células fuera del cerebro, como sangre periférica, higado, muasculo liso y testiculo.
Por ello, se ha propuesto que estos receptores pueden estar implicados en la regulacion
transcripcional modulada por melatonina en tejidos periféricos. Al mismo tiempo, el
descubrimiento de esta familia de receptores nucleares RZR/ROR, que tienen por ligando
natural a la hormona pineal puede ayudar a comprender como ésta realiza sus multiples
funciones biologicas.

Wiesenberg et al (1995), igualmente, han identificado un ligando sintético del receptor
RZR, esto es, una tiazolidin diona denominada CGP-52608 (1-[3-alil-4-oxo-tiazolidin-
2iliden}-4-metil-tiosemi-carbazona). Este compuesto es un analogo funcional de melatonina
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y su receptor nuclear pero no se une al receptor de membrana de alta afinidad. Por tanto,
este compuesto puede ser una herramienta importante para discernir entre efectos mediados

a nivel nuclear y a nivel de membrana.

1.6.- MELATONINA Y CALMODULINA

Como se ha visto en apartados anteriores, actualmente se apoya la existencia de
receptores nucleares y de membrana especificos para melatonina, hecho que abre una via
importante para explicar el mecanismo de accion de esta hormona. Sin embargo, la
descripcion de miltiples respuestas celulares y metabdlicas descritas tras la administracion
de la hormona, apuntan a que ésta puede actuar a través de otros mecanismos.

Benitez-King y Anton-Tay (1993) han propuesto que uno de ellos es a través de la
interaccion de la melatonina con Ia calmodulina. Esta es una proteina capaz de unir Ca®*y
transmitir las sefiales de este ion a muchas proteinas diana, como por ejemplo, la adenilato
ciclasa cerebral y la fosfodiesterasa. Una de las bases que apoya esta hipotesis es la
caracteristica fisico-quimica de alta lipofilicidad de la hormona, lo cual le permite atravesar
la bicapa lipidica de las membranas de las distintas células y distribuirse a los distintos
compartimentos celulares. La interaccién de la melatonina con calmodulina se dedujo
inicialmente de la observacion realizada sobre ciertas lineas celulares, que al ser cultivadas
con melatonina mostraron una reorganizacién de microfilamentos y microtubulos
compatibles con cambios en la actividad intracelular de calmodulina (Benitez-King et al,
1990). Posteriormente, estudios in vivo e in vitro confirmaron esta interaccion. Se vio, por
tanto, que el efecto de la hormona pineal en la polimerizacion de la tubulina y cambios en
el citoesqueleto de células cultivadas con melatonina estan mediados por antagonismo con

el complejo Ca**-calmodulina, de modo que a bajas concentraciones de melatonina, ésta
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revierte de forma completa la inhibicion de la polimerizacion de los microtibulos provocada
por el complejo Ca**-proteina, no ocurriendo a altas concentraciones de melatonina, que si
provoca una anulacion de este antagonismo especifico con el citado complejo (Benitez-King
y Anton-Tay, 1993).

Por otra parte, la melatonina también fue capaz de inhibir in vitro 1a fosfodiesterasa
dependiente de calmodulina (Benitez-King et al, 1991). Se midi6 fosfodiesterasa dependiente
del complejo Ca**-calmodulina en presencia de varias concentraciones de la hormona y se
observéd codmo la fosfodiesterasa basal no se modifico y si lo hizo la activacion enzimatica
por calmodulina, que fue inhibida por melatonina de forma dosis-dependiente.

En 1994, Pozo et al publicaron que concentraciones fisiologicas de melatonina eran
capaces de inhibir la actividad de la sintasa del 6xido nitrico en cerebelo de rata, hecho
observado tinicamente en presencia de Ca®". Si se tiene en cuenta, que la actividad de la
sintasa del 0xido nitrico ha mostrado ser dependiente del complejo Ca**-calmodulina, la
accion de la melatonina sobre esta enzima podria realizarse a través de la calmodulina.

Para confirmar los resultados anteriores, se ha valorado la unién de melatonina a
calmodulina con la ayuda de [’H]-melatonina (Benitez-King et al, 1993). Esta unién cumple
todos los criterios fundamentales para considerar la proteina como un receptor, esto es,
saturabilidad, reversibilidad, selectividad y dependencia de Ca™. Parece ser que el
radioligando tritiado se une a un tipo simple de receptor, siendo éste de alta afinidad y
presenta una K, del orden de picomolar, la cual sugiere la posibilidad de la melatonina
module Ia actividad celular por unién a calmodulina, a nivel intracelular y a concentraciones
fisioldgicas. Si se tiene en cuenta, a su vez, que tanto la melatonina como la calmodulina
presentan estructuras muy bien conservadas filogenéticamente, presentes incluso en
organismos primitivos (Balzer y Hardeland, 1991), su interaccién para modular funciones
intracelulares de Ca** puede representar un mecanismo primario de regulacion y

sincronizacién de la fisiologia celular.
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Actualmente, estd ampliamente aceptado que la melatonina, principal hormona secretada
por la glandula pineal, tiene efectos moduladores sobre el sistema inmune. Se le atribuyen
diversos mecanismos de accion a este nivel, que incluyen tanto efectos directos como
indirectos sobre las células inmunocompetentes. El mayor nimero de estudios se ha
realizado utilizando modelos animales, fundamentalmente roedores. En la especie humana,
practicamente no existen estudios acerca de la interaccion entre la glandula pineal y la
funcion inmune. Solamente se ha publicado un estudio en neutréfilos humanos, en donde se
caracterizaron posibles sitios de unidn para la melatonina (Lopez-Gonzélez et al, 1992a;
1993a).

Por lo anteriormente expuesto, los principales objetivos a cumplir en este trabajo son:

1.- Identificar qué subpoblacién linfocitica del sistema inmune humano puede unir
melatonina, y caracterizar posibles receptores para la citada hormona en dichas células. Para
ello se estudian:

a) Posible unién de melatonina a células mononucleares de sangre periférica,
linfocitos T, linfocitos B, células CD4+ y células CD8+,

b) Caracterizacion farmacolégica y cinética de la unién de melatonina a linfocitos
T,

¢) Correlacién entre la unién de linfocitos T y B y la excrecion urinaria de 6-

sulfatoxi-melatonina.

2.- Estudiar la regulacion de la produccion de citoquinas (IL-2, IL-4, IL-6 e IFN-
gamma) por melatonina en cultivos, tanto puros como mixtos, de células mononucleares

humanas de sangre periférica.

3.- Investigar acerca de una posible accién nuclear de la melatonina en células

mononucleares humanas de sangre periférica.
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IIL.1.- AISLAMIENTO DE LINFOCITOS T

IIL1.1.- Obtencién de la muestra: El aislamiento se realizd a partir
de sangre total extraida a las 18:00 horas en tubos con anticoagulante ACD segtin el sistema
VACUTAINER® de Becton Dickinson. Las muestras se obtuvieron de voluntarios sanos,

adultos de edades comprendidas entre 30 y 55 afios.

I11.1.2.- Método: El método FLUOROBEADS® - T (One Lambda, Los
Angeles, California) utiliza microesferas de hierro recubiertas de anticuerpo monoclonal anti-
CD2. Las microesferas tienen un didmetro menor de 1 p y, al estar recubiertas de anticuerpo
monoclonal especifico de células T, no presentan adherencias con linfocitos B, granulocitos
o plaquetas. A partir de 2 mL de sangre completa en contacto con las microesferas, se
consiguié un rendimiento final aproximado de 0.5-1.0 x 10° células T/mL. La separacion de
las células T unidas a las microesferas se consiguio con la ayuda de un separador magnético,
con posterior eliminacion del resto del contenido del tubo por aspiracion. Después de tres
lavados sucesivos con tampon PBS de Dubelcco, pH 7.4, el producto del aislamiento se
resuspendi en dicho tamp6n para conseguir la concentracién de células deseada. Estas
deben ser aisladas dentro de las 24 horas tras la extraccion, para conseguir el mayor
rendimiento. La pureza en las células aisladas fue >98% y la viabilidad, determinada por
exclusion con azul de tripan, fue >95%.
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IIL.2.- AISLAMIENTO DE LINFOCITOS B

I1.2.1.- Obtencion de la muestra: Se procedié del mismo modo que
para las células T.

I11.2.2.- Método: El método FLUOROBEADS®-B (One Lambda, Los
Angeles, California) utiliza micreoesferas de hierro recubiertas de anticuerpo monoclonal
anti-CD19, marcador de linaje de las células B. A partir de S mL de sangre completa en
contacto con las microesferas se consigui6 un rendimiento final aproximado de 1.0-2.5 x 10°
células/mL. El procedimiento de separacion de las células B es basicamente igual que el de

las células T, consiguiéndose la misma pureza y viabilidad de las células.

I11.3.- AISLAMIENTO DE CELULAS CD4+

IT1.3.1.- Obtencion de la muestra: En este experimento se utilizaron
células mononucleares de sangre periférica obtenidas mediante separacion por centrifugacion
en gradiente de densidades, con ficoll-hypaque (Seromed Biochrom, KG, Alemania) segun
el método de Boyum (1968). La extraccion de la muestra se realizo, al igual que en
experimentos anteriores, a las 18:00 horas en tubos de EDTA-K, segiin el sistema
VACUTAINER® de Becton Dickinson y a partir de donantes sanos, de edades

comprendidas entre 30 y 55 afios.
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I11.3.2.- Método: El método DYNABEADS® M-450 CD4 (células T-
colaboradoras/inductoras) (Dynal, A. S., Oslo, Noruega) emplea microesferas magnéticas
de 4.5 p de didmetro recubiertas de anticuerpo monoclonal especifico para la molécula CD4,
marcador de linaje de las células T colaboradoras (Ty;) en humanos. El anticuerpo
monoclonal se une a las esferas Dynabeads M-450 a través de un segundo anticuerpo para
favorecer una orientacion 6ptima del primero. Las esferas se encuentran formando una
suspension que contiene 1.4x10® microesferas/mL en un tamp6n PBS, pH 7.4, con BSA
0.1% y azida sodica 0.02% (Funderud et al, 1987). Una suspensién de células
mononucleares que contenia una concentracion final de 10° células/mL se puso en contacto
con las microesferas que contenian 1.27x107 /mL de las mismas. La separacion de las células
CD4+ unidas a las esferas se consiguié con la ayuda de un separador magnético y con la
aspiracion del resto del contenido del tubo. Después de cinco lavados sucesivos con un
tamp6n calcio-magnesio deficiente pH 7.4 que contenia BSA, el producto del aislamiento
se resuspendié en un tampén PBS, 1 mM CaCl,y 1 mM MgCl,, para conseguir la
concentracion de células CD4+ deseada. La pureza conseguida en este aislamiento fue >99%
y la viabilidad, determinada por exclusion con azul de tripan, fue >95% (Brinchmann et al,
1988).

I11.4.- AISLAMIENTO DE CELULAS CD8+

II1.4.1.- Obtencion de la muestra: Se realizé de la misma manera que
en el caso de las células CD4+.
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I11.4.2.- Método: El método DYNABEADS® M-450 CD8 (células T
citotoxicas/supresoras) (Dynal, A. S., Oslo, Noruega) utiliza microesferas magnéticas de 4.5
u de didmetro recubiertas de anticuerpo monoclonal especifico para la molécula CDS,
expresada por las células T citotoxicas/supresoras en humanos. El anticuerpo monoclonal
estd absorbido directamente sobre la superficie de las esferas dynabeads-450. Las esferas se
encuentran formando una suspensidn que contiene 1.4x10® microesferas/mL en un tampén
PBS, pH 7.4, BSA 0.1% y azida sodica 0.02% (Gaudernack et al, 1986). Una suspensién
de células mononucleares que contenia una concentracion final de 10° células/mL se puso
en contacto con las microesferas que contenian 0.97x10” microesferas/mL. La separacion
de las células CD8+ unidas a las esferas se realizo de forma similar al caso de las células
CD4+, consiguiéndose el mismo grado de pureza y viabilidad celular (Lea et al, 1986).

IIL.5.- AISLAMIENTO DE CELULAS CD14+

IIL.5.1.- Obtencion de la muestra: Se emplearon células
mononucleares humanas de sangre periférica obtenidas mediante separacién por
centrifugacion en gradiente de densidades con ficoll-hypaque (Seromed Biochrom, KG,
Alemania) segiin el método de Boyum, 1968. La extraccion de la muestra se llevé a cabo
a las 10:00 horas en tubos con anticoagulante EDTA-K,, segtin el sistema VACUTAINER?®.
Las muestras se obtuvieron a partir de voluntarios sanos, de edades comprendidas entre 30

y 55 afios.
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II1.5.2.- Método: El método DYNABEADS® M-450 CD14
(monocitos/macréfagos) (Dynal A.S., Oslo, Noruega) se utiliza para el aislamiento o
deplecién de forma rapida de células que presentan el antigeno de membrana CD14,
mayoritariamente expresado por macréfagos y monocitos humanos (Wright et al., 1990).
Esta formado por microesferas magnéticas de 4.5 pu de didmetro recubiertas por un
anticuerpo monoclonal especifico de la clase Ig G,, para la molécula CD14. El anticuerpo
se une a las esferas dynabeads M-450 a través de un segundo para favorecer una orientacion
6ptima del primero. El producto se presenta en forma de suspension que contiene 4x10°
microesferas/mL en un tampon PBS, pH 7.4, BSA 0.1% y azida sédica 0.02%.

Tras el aislamiento de las células mononucleares, se afiadieron las microesferas a una
concentracién de 20x10° /mL. Se incubaron durante 60 minutos, en rotacién y a 4 °C para
prevenir uniones inespecificas de células fagociticas a las esferas. Con una hora de
incubacion se consigue aproximadamente un 98% de células deplecionadas. Posteriormente,
se afiadié tampon PBS calcio-magnesio deficiente suplementado con suero fetal al 0.3% y
se mantuvieron las muestras durante tres minutos en el separador magnético. Transcurrido
este tiempo se tomaron las células CD14-, esto es, las no retenidas por el iman, para su

posterior cultivo.

I11.6.- UNION DE MELATONINA A LINFOCITOS

I11.6.1.- Obtencion de la muestra: Las muestras utilizadas en este

caso, fueron las células mononucleares sanguineas y las distintas subpoblaciones celulares
anteriormente aisladas, es decir, células T, B, CD4+ y CD8+. Cada una de ellas se
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resuspendio en un tamp6n PBS, pH 7.4, para conseguir la concentracién apropiada en cada

Ccaso.

I11.6.2.- Método: El experimento consistid, basicamente, en una
incubacion de las células en un tampén PBS, pH 7.4, 1 mM CaCl, y 1 mM MgCl,, con 2-
['#*1]-iodomelatonina a una concentracion de 100 pM. Esta fue proporcionada por
Radiochemical Centre (Amershan, Reino Unido). La actividad especifica del radioligando
fue de 1900-2175 Ci/mmol y se utilizé durante 60 dias. La pureza del radioligando se obtuvo
mediante cromatografia en columna con silica gel (SGCC) y fue superior al 95%. La
incubacion se realizo a temperatura ambiente y en rotacion, y después se afiadié tampon
PBS, pH 7.5, frio, para parar la reaccion. Posteriormente, se.centrifugé, se aspir6 el
sobrenadante y se midi6 la radiactividad del precipitado en un contador gamma, modelo
LKB 1261 Multigamma, de la casa comercial WALLAC. La unién no especifica de la
melatonina a las células se definié como la que ocurre en presencia de melatonina fria a una
concentracion final de 10 pM. Esta fue proporcionada por SIGMA (San Luis, MO, USA).
Para el caso de células T y B se utilizé una concentracion de 10° células/mL y para
las subpoblaciones CD4+ y CD8+ se empled una concentracion final en el medio de
incubacion de 0.5x10° células/mL.

II.7.- DETERMINACION DE 6-SULFATOXI-
MELATONINA

I1.7.1.- Obtencion de la muestra: El analisis de 6-sulfatoximelatonina

se realiz6 en muestras de orina procedentes de voluntarios sanos. Se recogi6 la orina de 12
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horas (20:00 - 08:00) en frascos de plastico que contenian 2 gramos de acido borico como
conservante. Se tomaron alicuotas de 5 mL y se congelaron a -20°C hasta su cuantificacion

posterior.

I11.7.2.- Método: Se empleé un radioinmunoensayo directo para la
determinacion de 6-sulfatoximelatonina en las muestras de orina (Stockgrand Ltd., Guilford,
Surrey, Reino Unido). Las muestras se diluyeron previamente y se analizaron por duplicado.
La concentracion de 6-sulfatoximelatonina se determind con una curva standard dosis-
respuesta (Aldhous y Arendt, 1988). El coeficiente de variacion intra-ensayo a
concentraciones de 8 y 50 ng/mL fue de 3.6 (n=10) y 8.1 (n=10), respectivamente. El
coeficiente de variacion inter-ensayo a las mismas concentraciones fue de 9.8 (n=8) y 11.1
(n=8), respectivamente. La sensibilidad del método se establece en 2 ng/mL, el valor minimo
utilizado en la curva standard.

I11.8.- CARACTERIZACION FARMACOLOGICA

Se incubaron las células T, separadas segin procedimiento anterior, con 2-
[*Iliodomelatonina a una concentracién 100 pM y en presencia o ausencia de
concentraciones crecientes de melatonina o diferentes metabolitos implicados en la ruta
biosintética de la hormona. Las concentraciones empleadas de los distintos intermediarios
fueron de hasta 0.1 mM y la incubacion se llevo a cabo a 25°C durante 20 minutos. La unién
se inhibid por concentraciones crecientes de melatonina fria. La melatonina, 6-
hidroximelatonina, N-acetilserotonina, 5-hidroxitriptofol, 5-metoxitriptofol, triptamina, 5-
hidroxitriptamina, 5-hidroxi-L-Triptofano, 5-metoxi-DL-triptéfano, 5-metoxitriptamina,
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dcido 5-hidroxiindol-3-acético, acido 5-metoxiindol-3-acético y DL-triptéfano fueron
proporcionados por la casa comercial SIGMA (San Luis, MO, USA).

I11.9.- CULTIVOS CELULARES

I11.9.1- Cultivos puros de células mononucleares: A partir de
donantes sanos se obtuvieron muestras de sangre en tubos con anticoagulante EDTA-K,
segun el sistema VACUTAINER®. Se cultivaron células mononucleares de sangre periférica
obtenidas mediante separacion por centrifugacion en gradiente de densidades con ficoll-
hypaque (Seromed Biochrom, KG, Alemania), segin el método de Boyum (1968),
consiguiéndose una concentracion final de 10® células/mL. La pureza conseguida en las
células aisladas fue >98% y la viabilidad, determinada por exclusion con azul de tripan, fue
>95%. Los cultivos se realizaron en microplacas de 96 pocillos (GREINER, Labortechnik).
El medio de cultivo empleado fue RPMI-1640 (GIBCO, Grand Island, Nueva York) con
HEPES 25 mM, suplementado con suero fetal de ternera (10%), inactivado con calor a 56°
C durante 60 minutos, L-glutamina (1%), penicilina/estreptomicina (0.2%) y PHA a
concentraciones variables de 0.5, 2.0, 4.0 y 8.0 pg/mL, segin el caso. Este fue
proporcionado por SIGMA (St. Luis, MO, USA). También se afiadi6 melatonina a los
cultivos a concentraciones de 10 y 10° M. La hormona fue suministrada, igualmente, por
SIGMA. Cuando procedid, se utilizo un analogo del receptor nuclear de melatonina, CGP-
52608, que se incorpord a los cultivos a una concentracién de 10° M. Este producto
constituye el primer ligando sintético del receptor nuclear de la hormona. Se trata de una
tiazolidin-diona (1-[3-alil-4-oxo-tiazolidin-2iliden]-4-metil-tiosemi-carbazona) y fue cedido
por la Dra. Irmgard Wiesenberg, de los laboratorios Ciba-Geigy AG (Basel, Suiza).

La siembra se Ilevo a cabo con una concentracion de 10° células/mL y la incubacién
se realizo en estufa a 37°C, con CO, al 5% durante 72 horas. Tras este periodo, se separaron
las células por centrifugacion y se congelaron los sobrenadantes a -80°C para posteriores
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I11.9.2.- Cultivos mixtos de células mononucleares: Estos cultivos

se hicieron con una concentracion final de 10° células productoras/mL y 0.5x10%mL de
células alogénicas estimuladoras irradiadas con luz ultravioleta durante 5 horas (Quan et al,

1993). El resto de las condiciones de cultivo fueron similares a las de los cultivos puros.

I11.10.- DETERMINACION DE CITOQUINAS

I11.10.1.- Obtencion de la muestra: Se utilizaron los sobrenadantes

de los cultivos celulares, tanto de cultivos puros, como de cultivos mixtos que se habian

congelado a -80°C. Todas las muestras se procesaron por duplicado.

I11.10.2.- Determinacion de IL-2: La concentracion de esta citoquina
se midi6 con técnicas de ELISA tipo sandwich, utilizando un kit comercial (Immunotech
Internacional, Marsella, Francia). La sensibilidad de la técnica fue de 10 pg/ml (Gearing y
Thorpe, 1988).

111.10.3.- Determinacion de IL-4: Se utilizé un inmunoensayo
especifico tipo ELISA de Inmunotech Internacional cuya sensibilidad fue de 1.5 pg/mL.
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I11.10.4.- Determinacion de IL-6: Se empleo, igualmente, una técnica

de ELISA tipo sandwich de Inmunotech Internacional, cuya sensibilidad fue de 3 pg/mL
(Honda et al, 1990).

I11.10.5.- Determinacion de IFN-y: Se  utiliz6 un

enzimoinmunoanalisis especifico de ELISA de la casa comercial CLB (CLB, Amsterdan,
Holanda), con una sensibilidad de S pg/mL.

I1.11.- DETERMINACION DE CELULAS CD4+ Y CD8+

I11.11.1.- Obtencién de la muestra: Se utilizaron células
mononucleares de sangre periférica cultivadas durante 8 dias con PHA a una concentracion
de 4 pg/mL, en presencia o ausencia de melatonina a una concentracion de 1 uM, a las que

a las 96 horas de cultivo se les habia renovado el medio.

I11.11.2.- Determinacion de subpoblaciones CD4+y CD8+ por

técnicas de citometria de flujo: Se empled un citdmetro de flujo modelo
FACSORT™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, Inc., Mountain View, CA),
equipado con un laser de argon que emite a 488 nm., capaz de excitar FITC, PE, y PerCP.
El solapamiento entre los fluorocromos fue corregido utilizando compensaciones
electronicas. Otros pardmetros utilizados fueron la dispersion frontal (FSC) y la dispersion
lateral (SSC). Los datos fueron almacenados en un ordenador CONSORT™ 32 (Becton
Dickinson) y analizados utilizando el programa LYSISTM I1.
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El estudio de los marcadores CD4 y CD8 se realizo utilizando el reactivo Simultest™
CD4/CD8 (Leu™- 3a/2a) para citometro FACSORT™ (Becton Dickinson) (Landay y
Muirhead, 1989). Contiene dos anticuerpos monoclonales murinos, uno conjugado con
FITC y otro conjugado con PE, permitiendo la determinacion de los porcentajes de células
CD4+ y CD8+ para calcular posteriormente el cociente CD4/CDS8.
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IV.1.- UNION DE MELATONINA A LINFOCITOS

IV.1.1.- Union de melatonina a linfocitos T y B: Se realiz6
inicialmente la separacion de linfocitos T y B segun se detalla en el apartado de material y
métodos. Utilizando una concentracion de 1x10° células/mL, se incubaron las células con
2-[*]-iodomelatonina a una concentracién de 100 pM, durante 20 minutos a 25°C. En la
Fig. 8 se representan los resultados de esta unién, en donde cada punto es la media + SE de
8 experimentos realizados por duplicado. Como puede verse, la union a linfocitos T es

claramente superior a la union a linfocitos B, aunque ésta 1ltima no puede descartarse.
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Fig. 8: Unién de la 2- [*I}-iodomelatonina a linfocitos T y B.
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IV.1.2.- Correlacion entre la unién de melatonina a linfocitos

T y B y la excrecién urinaria de 6-sulfatoxi-melatonina: Se realizd este
experimento con el fin de investigar si la produccion de melatonina podia afectar a la
expresion de los sitios de unién de la misma. Asi, se observé una correlacion inversa entre
la produccion de la hormona, expresada como excrecion nocturna de uno de sus principales
metabolitos en orina, la 6-sulfatoxi-melatonina, y la unién de 2-[**’1]-iodomelatonina a
linfocitos T. Esto se muestra en la Fig. 9, en donde se expone también la correlacion
respecto a los linfocitos B. En ésta ultima, no hubo unién a melatonina, incluso cuando los

valores de 6-sulfatoxi-melatonina fueron bajos.
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Fig. 9: Correlacién entre la unién de 2-[** 1}-iodo melatonina a
linfocitos Ty B y la excrecion urinaria de 6-sulfatoxi-melatonina.
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IV.1.3.- Curva asociacién-disociacion de la unién de 2-['**I}-

iodomelatonina a linfocitos T humanos: Se aislaron los linfocitos T y se incubaron
con el trazador a una concentracion de 100 pM, observandose la union a distintos tiempos,
tal y como se indica en la Fig. 10. La uni6n alcanzé su valor maximo a los 20 minutos y
permanecio estable durante 30. La extraccion del radioligando después de 20 minutos de
incubacion mostré que mas del 95% de la radiactividad emigré en una cromatografia en
columna de silica-gel con 2-['*I}-iodomelatonina pura. Después de alcanzarse el equilibrio,
la union de melatonina iodinada a células T fue reversible. Se estudio la disociacion del
complejo trazador-membrana por la adicion de melatonina fria 100 uM, obteniéndose una
vida media de disociacion de aproximadamente 4 minutos. Por tanto, la presencia de
melatonina en el medio de incubacion no sélo revirti6 la union del radioligando, sino también
la evitd. Cada experimento es la media +SE de tres experimentos realizados por duplicado.
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Fig. 10: Curva asociacidn-disociacion de la union de 2- 251]-iodomelatonina
a linfocitos T humanos.
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IV.1.4.- Isoterma de saturacién de la umién de la 2-["I]-

iodomelatonina a linfocitos T humanos: Los estudios estequiométricos mostraron
que la unién especifica de 2-['*’I]-iodomelatonina a linfocitos T humanos aument6 con
concentraciones crecientes del trazador, aproximandose a la saturacién a una concentracién
de 800 pM. El analisis de Scatchard (1949) de los datos mostrd una recta sugerente de un
s6lo tipo de lugares de unién. Se obtuvo un valor de K;=0.27+0.05 nM y una capacidad de
unién de 2.10+£0.76 fmol/10’ células. Cada experimento es la media +SE de cuatro

experimentos realizados por duplicado. Estos resultados se muestran en la Fig. 11.
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Fig. 11: Isoterma de saturacién de la union de 2-L#I-iodomelatonina a
linfocitos T humanos.
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IV.1.5.- Uniéon de melatonina a linfocitos T CD4+ y CD8+: Se

estudiaron dos subpoblaciones de linfocitos T, CD4+ y CD8+, para ver si podian unir
melatonina. Se aislaron en primer lugar las células CD4+ y CD8+, segun se detalla en el
apartado de material y métodos. Utilizando una concentracién de 1x10° células/mL, se
incubaron las células con 2-["*I]-iodomelatonina a una concentracién de 100 pM, durante
20 minutos a 25°C. Paralelamente, se incubaron en las mismas condiciones células
mononucleares de sangre periférica. En la Fig. 12 se muestra la union de melatonina a células
mononucleares (CMN), linfocitos T (LT), linfocitos B (LB), células CD4+y CD8+. Cada
punto es la media + SE de ocho experimentos realizados por duplicado. Como puede
apreciarse, aunque existe union a todos los tipos de células, es significativamente superior
en el caso de la subpoblacion de células CD4+,
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Fig. 12: Unién de la 2-[**I}-iodomelatonina a
células T (LT), células CD4+y CD8+.
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IV.1.6.- Perfil farmacologico de los lugares de union de la 2-

[*’I]-iodomelatonina en linfocitos T humanos: La caracterizacién farmacolégica
de la unién de 2-['*’I]-iodomelatonina se realiz con melatonina y diferentes metabolitos
implicados en la ruta biosintética de la hormona. Se utilizé una concentracion 100 pM de
radioligando. Los resultados, expuestos en Tabla 4, muestran que el sitio de unién para
melatonina en linfocitos T es altamente especifico para la hormona. La unién fue inhibida por
concentraciones crecientes de melatonina fria; La IC,,, esto es, la concentracién de droga
capaz de inhibir la unién del radioligando a las células en un 50%, se observd a una
concentracion 0.89 nM de melatonina. Sélo la 6-hidroximelatonina, al igual que la
melatonina, desplazo al trazador, aunque fue cien veces menos efectiva que la hormona.
Otros indoles, como los 5-hidroxiindoles o 5-metoxiindoles no fueron efectivos en desplazar
la melatonina. Los resultados fueron la media de dos experimentos realizados por duplicado.
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Tabla 4: Perfil farmacolégico del sitio de union de la 2-{'*’I]-iodomelatonina en

linfocitos T humanos.

Farmacos IC,p, nM
5-metoxiindoles Melatonina 0.89
6-hidroximelatonina 74
Acido 5-metoxiindol-3-acético 16500
5-metoxitriptofol 18700
5-metoxil-DL-triptofano >100000
5-metoxitriptamina >100000
S-hidroxiindoles N-acetilserotonina 2100
Acido 5-hidroxiindol-3-acético 1100
5-hidroxitriptofol 17000
Indoles Triptamina 28000
DL-triptéfano >1000
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IV.1.7.- Discusion: Los resultados anteriormente expuestos muestran
que la melatonina puede interaccionar con las células T humanas a través de sitios de unién
de alta afinidad. No ocurre lo mismo con los linfocitos B en donde la union fue escasa. La
unién de 2-["*I}-iodomelatonina a linfocitos T cumple todos los criterios de la unién a
receptores, esto es, dependencia del tiempo, reversibilidad, saturabilidad, especificidad y alta
afinidad. La isoterma de saturacion se obtuvo utilizando exclusivamente concentraciones
crecientes del radioligando iodinado de melatonina. La interpretacion de los datos por el
andlisis de Scatchard (1949) reveld un unico sitio de union de alta afinidad para la
melatonina en linfocitos T, con una constante de afinidad ( K,) cuyo valor fue de 0.27 nM.
Por tanto, esta interaccion radioligando-receptor implica un tipo simple de receptor a través
de una reaccion bimolecular reversible. La afinidad de este sitio de unién encontrado en
células T humanas es del mismo orden que la que se ha descrito en células mononucleares
totales de sangre periférica, también en humanos (Lopez-Gonzdlez et al, 1992a). Este mismo
grupo ha estudiado posibles receptores para la melatonina en neutréfilos y ha encontrado un
tipo simple de receptor pero, a diferencia de los anteriores son de baja afinidad, con
constantes de afinidad 10* veces menores que las obtenidas para linfocitos T (Lopez-
Gonzalez et al, 1993a). Hasta ahora, en humanos no hay mas bibliografia disponible que
hable de posibles receptores para la hormona pineal en el sistema inmune. Si se han descrito
sitios de unién en timo de rata (Lopez-Gonzalez et al, 1993b) y esplenocitos de rata (Rafii-
El-Idrissi et al, 1995). La K, en ambos casos tuvo el mismo rango que el obtenido para
linfocitos T humanos. Recientemente, Maestroni (1995) ha encontrado receptores de alta
afinidad para la 2-['*I]-iodomelatonina en linfocitos T colaboradores tipo 2 (Ty,) de la
médula 6sea de ratones. Una vez mas la afinidad fue del orden de nanomolar (0.346 nM).
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Tejidos cerebrales como la eminencia media (Vanecek, 1988), la pars tuberalis (Weaver et
al, 1989), el micleo supraquiasmético del hipotalamo (Laitinen y Saavedra, 1990b) o el 4rea
postrema (Laitinen et al, 1990) se han definido como dianas importantes para la melatonina
en animales, encontrandose en todas ellas receptores con afinidades de 10 a 50 veces
superiores a las descritas en los tejidos y células del sistema inmune. Otras hormonas
también presentan distintos valores de constantes de afinidad segin el tejido o especie
estudiada (Guerrero et al, 1994). Concretamente, el valor de K, obtenido en el caso que nos
ocupa, el sitio de unién para la melatonina en los linfocitos T, es similar a las
concentraciones séricas nocturnas de la melatonina en humanos (200 pM)(Reiter, 1986), lo
cual permite el reconocimiento de los sitios de unién por parte de la melatonina circulante.
Ademas, permite sugerir un papel fisiologico para la hormona en estas células del sistema
inmune.

La caracterizacion farmacologica de este sitio de unién indicé que unicamente la 6-
hidroximelatonina fue capaz de desplazar de forma efectiva el radioligando iodinado unido
a los linfocitos. Indoles como los 5-hidroxi y 5-metoxiindoles no fueron efectivos en dicha
accion. Estos resultados concuerdan con los de nuestro grupo (Lopez-Gonzalez et al,,
1992a; Lopez-Gonzélez et al., 1993b; Lopez-Gonzalez et al., 1993a) y con los de otros
autores (Yu y Pang, 1991;Pang y Pang, 1992; Poon y Pang, 1992b; Vanecek, 1988; Laitinen
y Saavedra, 1990b), tanto en 6rganos no pertenecientes al sistema inmune como en el propio
sistema inmune.

En este mismo estudio se encontré una relacion inversa entre la unién de la
melatonina a linfocitos T y la excrecion urinaria de la 6-sulfatoxi-melatonina, uno de los
principales metabolitos de la hormona en orina. Asi, individuos que presentaron gran
eliminacion de este producto por orina mostraron una unién pequefia, y viceversa. El mismo
experimento se realizd para linfocitos B y no ocurrié lo mismo. La unidn en este caso fue
siempre escasa o nula y no se relaciond en ningin momento con la excrecién de la 6-
sulfatoxi-melatonina. Estos resultados apoyan estudios anteriores sobre la regulacion de los
receptores. Algunos autores han visto, igualmente, que la unién de la melatonina a sus
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receptores en los distintos tejidos diana fue tanto mayor cuanto menor era el nivel de
melatonina, incluso tras mantener a los animales de experimentacion bajo condiciones de luz
constante durante varios dias (Rafii-El-Idrissi et al,1995).

Laitinen y colaboradores (1989) han mostrado ¢como la capacidad de unién de la hormona
en el nicleo supraquiasmético de rata presenta variaciones diurnas significativas, con valores
maximos durante el periodo de luz. Resultados similares se obtuvieron en el estudio de
cerebro de paloma, donde la unién maxima correspondié a la Gltima fase del periodo de
oscuridad, justamente cuando los niveles circulantes de la melatonina son minimos (Yuan
y Pang, 1991). Del mismo modo, este tipo de estudios se han hecho administrando la
hormona de forma exdgena. En este caso, la sensibilidad a la melatonina parece estar
inversamente relacionada con los niveles endégenos de la hormona en la especie animal
considerada. A este respecto, Reiter et al (1980) sostienen que este cambio de sensibilidad
antes mencionado podria estar relacionado con alteraciones en las respuesta de los
receptores de la melatonina.

Una vez visto que son los linfocitos T una de las principales dianas de la melatonina
en el sistema inmune humano, surge la necesidad de investigar qué subpoblacion de células
T es capaz de unir dicha hormona. Dicha subpoblacion son las células CD4+, lo cual sugiere
que estas células CD4+ son las células dianas de la melatonina entre las células
inmunocompetentes. Igualmente, podrian existir otras subpoblaciones linfocitarias como
posibles dianas, aunque esto todavia no esta claro. Ahora bien, la demostracion de estos
sitios de unién para la 2-["**I}-iodomelatonina en las células CD4+, proporciona un gran
apoyo a la hipétesis que considera que el efecto regulador de la melatonina sobre el sistema
inmune estd mediado por unién de la misma a las células CD4+. Como es bien sabido, esta
estirpe celular desempefia un papel central en la respuesta inmune, tanto humoral como
celular. Ante la llegada de antigenos recibe estimulos procedentes de otras células y envia
respuesta a otras, mediante la liberacion de mediadores inmunoldgicos que posibilitan una
respuesta eficaz para el huésped (Bierer et al, 1989; Miceli y Parnes, 1993). A este respecto,
ya en 1986, Maestroni et al probaron que el efecto de la melatonina sobre la funcién inmune
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afectaba a la inmunidad mediada por células, pero la hormona solamente ejercia dicho efecto
en presencia de antigenos. Posteriormente, este mismo grupo de investigadores (Maestroni
et al, 1987) sugirieron que los linfocitos T activados por antigenos podian ser las posibles
células dianas de la accioén de la melatonina, una accion que estaria mediada por péptidos
opioides. Estos resultados fueron completados cuando observaron que la melatonina era
capaz de estimular células murinas CD4+ activadas (Thy-1") a liberar agonistas opioides con
propiedades inmunoestimuladoras (Maestroni y Conti, 1990a).
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IV.2.- INFLUENCIA DE LA MELATONINA SOBRE EL
COCIENTE CD4/CD8

IV.2.1.- Efecto de la melatonina sobre el cociente CD4/CDS8 en

cultivos de células mononucleares humanas de sangre periférica: En este
caso se utilizd como mitdgeno el PHA, a una concentracion de 4 pg/mL. Las células se
dividieron en dos grupos, a uno de los cuales se afiadié melatonina a una concentracion de
1 uM. Después de 96 horas de incubacion y tras una centrifugacion, se afiadié medio de
cultivo nuevo y se continué la incubacion otras 96 horas. Finalmente, se determinaron las
subpoblaciones de células T CD4+ y CD8+ por técnicas de citometria de flujo, con el fin de
calcular el cociente CD4/CD8. En la Fig. 13 se muestran los resultados de este experimento,
en donde se aprecia que dicho cociente fue superior de forma significativa en las células

cultivadas con melatonina.
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Fig. 13: Efecto de la melatonina sobre el cociente CD4/CD8
en cultivos de células mononucleares de sangre periférica.
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IV.2.2.- Discusion: Como puede apreciarse en la figura anterior las
células cultivadas en presencia de melatonina presentaron un cociente CD4/CD8 superior.
En este caso se utilizaron sujetos sanos y los ensayos se realizaron in vitro, utilizando
cultivos celulares de sangre periférica humana. Hallazgos similares se han encontrado en
estudios hechos con enfermos de céncer. Lissoni et al. (1989) realizaron un ensayo
administrando melatonina a enfermos de cincer con metastasis y que no respondian a
terapias clasicas. En el seguimiento de dichos pacientes encontraron que en aquellos en los
que la enfermedad no progresd, el cociente CD4/CD8 fue significativamente mayor que
antes del inicio del tratamiento con la hormona. Sin embargo, en aquellos enfermos en los
que la enfermedad progresd, dicho cociente disminuyo.

Este aumento del cociente CD4/CD8 en presencia de melatonina, tanto en enfermos
como en sujetos sanos, hacen que esta hormona pueda ser util desde el punto de vista
terapéutico. Asimismo, dicho cociente puede utilizarse como un marcador prondstico en el
seguimiento de la enfermedad.

En conclusion, estos resultados confirman una vez mas la accion moduladora de la

melatonina exdgena en las respuestas inmunes.
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IV.3.- EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA
PRODUCCION DE CITOQUINAS EN CULTIVOS DE
CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS DE SANGRE
PERIFERICA

IV.3.1.- Produccion de citoquinas a distintas concentraciones

de PHA:

En primer lugar se estudio el efecto del PHA sobre la produccion de citoquinas en
cultivos de células mononucleares. Se emplearon concentraciones crecientes de PHA,
comprendidas entre 0 y 8 pg/mL. En la Fig. 14 se muestra la produccién de interleuquina-2,
interleuquina-4, interleuquina-6 e interferén-y a distintas concentraciones de PHA. En todos
los casos se observé un aumento significativo de la citoquina en cuestion al incrementarse

la concentracion de mitégeno.
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IV.3.2.- Efecto de la melatonina sobre la produccion de
interleuquina-2 en cultivos de células mononucleares humanas de sangre

periférica:

Para ver el efecto de la melatonina sobre la produccién de interleuquina-2 se
cultivaron las células en presencia de distintas concentraciones de PHA. Las concentraciones
de hormona empleadas fueron 1nM y 1uM, concentraciones fisiolégica y farmacologica de
la hormona, respectivamente. Como puede observarse en la Fig.15, cuando se emplearon
concentraciones relativamente altas de mitdgeno (2 y 8 pg/mL) no se aprecié efecto
estimulador de la melatonina sobre la produccion de interleuquina-2. Incluso se observa
cierto efecto inhibidor. Sin embargo, cuando se utilizaron concentraciones bajas de mitdgeno
(0.5 pg/mL) o en ausencia de éste, la melatonina fue capaz de aumentar significativamente

la produccion de interleuquina-2.
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Fig. 15: Efecto de la melatonina sobre la produccién de interleuquina-2 |
en cultivos de células mononucleares humanas de sangre periférica.
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IV.3.3.- Efecto de la melatonina sobre la producciéon de
interleuquina-4 en cultivos de células mononucleares humanas de sangre

periférica:

Este ensayo se realizd de manera similar al caso de la interleuquina-2, mostrado
anteriormente en la Fig. 15. En este caso, independientemente de la concentracion de PHA
empleada, la melatonina no fue capaz de estimular la produccién de interleuquina-4. Estos

resultados se muestran en la Fig. 16,
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IV.3.4.- Efecto de la melatonina sobre la produccién de
interleuquina-6 en cultivos de células mononucleares humanas de sangre

periférica:

Como se muestra en la Fig. 17 la melatonina produjo una estimulacién de la
produccién de interleuquina-6 a las concentraciones empleadas, 1nM y 1uM,
respectivamente. En presencia de cualquier concentracion de PHA, no se produjo ninguna
estimulacién de la produccion de dicha citoquina por parte de la melatonina, lo cual si se
aprecia y, de forma significativa, cuando el mitégeno estuvo ausente. En todas las
condiciones estudiadas pueden verse, incluso, niveles basales importante de interleuquina-6,
que se van incrementando al aumentar la concentracion de PHA, y que son minimos cuando

dicho mitdgeno esta ausente.
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IV.3.5.- Efecto de la melatonina sobre la produccién de
interferén-y en cultivos de células mononucleares humanas de sangre

periférica:

Una vez mas no puede advertirse efecto estimulador de la melatonina cuando se
adiciona el agente mitégeno a distintas concentraciones. Asi, la produccion de interferon-y
tan sélo se incrementd de forma significativa a la concentracion 1 pM de melatonina y
cuando no se afiadié PHA al medio de cultivo. Estos resultados se representan en la Fig. 18
en donde puede observarse que la produccion de esta citoquina concuerda con el caso de

interleuquina-2 e interleuquina-6, y no con la produccion de interleuquina-4.
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Fig. 18: Efecto de la melatonina sobre la produccion de interferdn-y
en cultivos de células mononucleares humanas de sangre periférica.
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IV.3.6.- Efecto de la melatonina sobre la produccién de
interleuquina-2, interleilquina-4, interleuquina-6 e interferén-y en cultivos

mixtos de células mononucleares humanas de sangre periférica:

Para valorar si la melatonina podia actuar sobre linfocitos humanos en presencia de
un estimulo fisiologico, se estudio el efecto de la hormona sobre la produccion de citoquinas
en cultivos mixtos linfocitarios. En el apartado I11.9.2 del material y métodos se explica
como se llevaron a cabo estos cultivos. Al igual que con los cultivos puros se midieron las
citoquinas interleuquina-2, interleuquina-4, interleuquina-6 e interferén-y. En la Fig. 19 se
presentan los resultados de este experimento. Una vez mas se confirma que la melatonina
puede aumentar de forma significativa la produccion de interleuquina-2, interleuquina-6 e
interferén-y en presencia de estimulos adecuados, tanto si se utiliza melatonina a una
concentraciéon de 1 nM como 1 uM. En cuanto a la produccion de interleuquina-4, se
advierte en la gréfica que no se produce ningin incremento en su produccién, coincidiendo

los resultados con los obtenidos en los cultivos puros.
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Fig. 19: Efecto de la melatonina sobre la produccion de citoquinas en
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1V.3.7.- Efecto de la melatonina sobre células CD4+/CD14+

(monocitos/macroéfagos): Para tratar de discernir a través de qué tipo de células CD4+
la melatonina regula la produccion de citoquinas, se realizaron cultivos de células humanas
de sangre periférica, en presencia y ausencia de células de la serie monocito/ macréfago,
cuyo marcador de linaje es el CD14, y que en el caso de monocitos humanos también marcan
para la molécula CD4. Al igual que en experimentos anteriores, se midio la produccién de
citoquinas (IL-2 e IL-6) en los mencionados cultivos. Como puede apreciarse en la Fig. 20,
en ausencia de células CD14+, la melatonina no fue capaz de incrementar la produccion de
IL-6. Es més, la produccion de IL-6, tanto en ausencia como en presenica de melatonina,
disminuye de forma muy significativa en ausencia de las células CD14, lo cual hace pensar
que son las células monociticas las responsables de la produccidn de dicha citoquina en los
cultivos celulares realizados. No ocurrié lo mismo con la IL-2, que alin en ausencia de
células CD14+, la melatonina aument6 la produccion de ésta altima citoquina, lo que hace
sospechar que dicha produccion es independiente de las células CD14+.
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1V.3.8.- DISCUSION:

Las citoquinas son polipéptidos solubles liberados por células del sistema inmune.
Su produccion en alguhas glandulas endocrinas y sus acciones sobre c€lulas sensibles a
hormonas son actualmente temas de gran interés en investigacion. Ejercen sus efectos en una
gran variedad de tejidos. Existe una amplia evidencia acerca de su implicacién en la
patogenia de algunas enfermedades autoinmunes. (Kennedy y Jones, 1991; Arai et al, 1990).
Igualmente, el sistema neuroendocrino ejerce una accion moduladora sobre el sistema
inmune, que puede manifestarse mediante la liberacion de citoquinas (MacLean y Reichlin,
1981). Desde hace poco tiempo se habla incluso de una estructura reguladora completa entre
los sistemas inmune y neuroendocrino (Blalock y Smith, 1985).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores (apartado IV.1), en donde se muestra
la existencia de posibles lugares de union para la melatonina en células CD4+, el siguiente
paso 16gico es ver si la induccion y/o estimulacion de la secrecion de citoquinas es una
posible via de interaccion entre la hormona pineal y la respuesta linfocitica. Estas c€lulas
CD4+ son vitales en la liberacién de factores inmunoldgicos tipo citoquinas (Kupfer y
Singer, 1989), las cuales podrian ser los verdaderos mediadores fisiologicos de la
melatonina. Esta idea ha sido apoyada por Maestroni et al (1988a), que consideran que las
células T murinas activadas por antigenos son las posibles células diana de la accion de la
melatonina. Esta accion estaria mediada por péptidos opioides y las moléculas efectoras
finales podrian ser productos de estas células T activadas. Este mismo grupo ha demostrado
posteriormente (Maestroni y Conti, 1990a) que la melatonina es capaz de estimular la

liberacién de agonistas opioides, con propiedades anti-stress e inmunoestimuladoras, por las
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células CD4+ murinas (Thy-17). Estos péptidos opioides podrian ser algunos de los
mediadores fisiologicos de la hormona pineal, capaces de modular el sistema inmunolégico
tras una lesion debida a stress agudo y regular la reactividad inmune en situaciones normales.
En el modelo humano, estos investigadores han encontrado resultados menos consistentes
y con grandes variaciones interpersonales.

En 1986, Mosmann et al publicaron que algunas lineas de células T CD4+ murinas
podian ser clasificadas en dos grupos, Ty, v Ty, basandose en las citoquinas producidas por
cada grupo y en sus actividades funcionales. Desde entonces, este modelo de subpoblaciones
ha evolucionado para incluir nuevas citoquinas descubiertas posteriormente. Actualmente,
las células Ty, se definen por su produccion de interleuquina-2, interferén-y y TNF-B, y las
células Ty, por la produccion de interleuquina-4, interleuquina-5, interleuquina-6,
interleuquina-10 e interleuquina-13; ambos tipos de células producen interleuquina-3, TNF-a
y GM-CSF en un grupo que se ha dado en llamar T;;, (Del Prete et al, 1994; Kelso, 1995).

Una de las citoquinas que se ha medido en los experimentos que se muestran en este
trabajo es la interleuquina-2. Es una linfoquina producida principalmente por células T
colaboradoras (Ty;,) y en una pequefia proporcion por células T CD8+ (T,). Juega un papel
central en la proliferacion de linfocitos T antigeno dependientes (Watson y Mochizuki,
1980), asi como en la induccidn de las funciones efectoras de linfocitos T y B y células NK
(Swain, 1991). La cantidad de interleuquina-2 sintetizada por células T CD4+ determina, de
forma importante, la magnitud de las respuestas inmunes dependiente de células T. Como
se muestra en el apartado IV.3.2, la melatonina fue capaz de aumentar la produccion de esta
citoquina cuando se utilizaron tanto condiciones fisiologicas como farmacolégicas de la
hormona. Ahora bien, esta estimulacion tan s6lo se aprecia cuando las concentraciones de
mitégeno fueron bajas o estuvo ausente, En el caso del cultivo mixto linfocitario, que se
realizd con el fin de aproximarse aiin mas a las concentraciones fisiologicas (apartado
1V.3.6), la estimulacion fue aproximadamente del mismo orden que cuando se utilizé el PHA

a la concentracion de 0.5 pg/mL o cuando éste estuvo ausente. Esta relacion de la
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melatonina con la interleuquina-2 se ha recogido en trabajos anteriores. Asi, Del Gobbo et
al (1989) vieron que la pinealectomia inhibia la produccion de esta linfoquina en esplenocitos
de ratén y que la melatonina era capaz de revertir este efecto tras una tnica administracion
de la hormona. A esta efecto sobre la produccion de interleuquina-2 se unia una inhibicién
de la actividad citotéxica de las células NK en los animales pinealectomizados. Esta
alteracion parece estar relacionada con la reduccién de la produccion de interleuquina-2. De
hecho, las células NK estan bajo control directo de los linfocitos T colaboradores (Ty) a
través de la produccion de interleuquina-2, que interviene en su proliferacioén y actividad
(Hanney et al, 1981). También se ha publicado que la melatonina puede incrementar la
expresion de receptores de interleuquina-2 en linfocitos humanos (Scaglione et al, 1990).
A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo, acerca de la produccion de
interleuquina-2 en humanos, y apoyados de alguna manera por otros autores en modelos
animales, cabe relacionar de algin modo la accion de la melatonina sobre la funcién inmune
en humanos con su accion antitumoral. Ya anteriormente, Maestroni et al (1988b) sugerian
que tal actividad dependia basicamente de mecanismos inmunolégicos. Este mismo grupo
(Maestroni y Conti, 1991) investigd, posteriormente, la posible accion anticancerosa de la
melatonina teniendo en consideracion la posible accion de la interleuquina-2. Asi pues,
vieron que esta linfoquina podia estimular la produccion, a partir de precursores de células
NK, de células que podian ejercer frente a células tumorales una accion citolitica especifica.
Estas células se han denominado células LAK (lymphokine-activated-killer o células
"asesinas” activadas por linfoquinas). Otras células implicadas en la destruccion de células
tumorales, como son las células NK vy los linfocitos T citotdxicos (T,), se encuentran
fisiologicamente bajo el control de la interleuquina-2, siendo la respuesta inmunologica
antitumoral un fendmeno dependiente de la citada citoquina (Grimm et al, 1982; 1983). Por
todo esto, puede sugerirse que la produccion de interleuquina-2 por parte de la melatonina
puede explicar parte de su accion antitumoral. De hecho, se han hecho estudios en los que
se ha utilizado una terapia combinada de interleuquina-2 con melatonina (Lissoni et al, 1991;
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1994).

Los interferones son proteinas o glucoproteinas que se agrupan, de acuerdo con la
secuencia aminoacidica de sus estructuras proteicas, en tres clases: alfa, beta y gamma. Los
interferones alfa y beta integran los interferones de tipo I y el gamma permanece en solitario
dentro del tipo II. Los del tipo I estdn, por regla general, mejor capacitados para inducir
resistencia virica en las células; el gamma desempefia un papel mas prominente en la
direccién de las maniobras defensivas del sistema inmunitario. El interferon-y se produce
fundamentalmente por células Ty;,. La transcripcion se inicia como consecuencia de la
activacion de un antigeno y es aumentada por interleuquina-2 e interleuquina-12. También
las células NK pueden sintetizarlo, funcionando en este caso como un mediador de la
inmunidad natural ( Farrar y Schreiber, 1993).

Por ser una de las principales citoquinas liberadas por las células CD4+ se midi6 en
los experimentos que se presentan, al igual que la interleuquina-2. En el apartado 1V.3.5 se
exponen los resultados correspondientes a la produccion de interferon-y en ausencia y en
presencia de melatonina a concentraciones 1 UMy 1nM. En este caso, sélo aument6 la
produccién de la citada citoquina cuando no habia mitogeno en el medio de cultivo y sélo
fue significativo cuando se emplearon concentraciones farmacoldgicas de la hormona. Una
vez mas, la presencia de concentraciones relativamente altas de PHA hizo que no se
observase el efecto estimulador de la melatonina. En el caso del cultivo mixto linfocitario
(apartado IV .3.6), la produccién de interferon-y fue del mismo orden que en el cultivo puro.
La diferencia es que la produccién fue también significativa a concentraciones fisiologicas
de la hormona. Estos resultados obtenidos con el interferon-y concuerdan bastante bien con
los obtenidos con la interleuquina-2. Por una parte, ambas citoquinas son liberadas por el
mismo tipo de subpoblacién de células, esto es células Ty,. Por otra parte, resulta 16gico si
se tiene en cuenta la secuencia normal de la respuesta inmune en humanos. Asi, como se ha
comentado anteriormente, la interleuquina-2 aumenta la produccion de interferén-y. Este

ultimo estimula la actividad citolitica de células NK (Reiter, 1993), mostrando asi una accion
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sinérgica con la interleuquina-2. Estos resultados pueden ser apoyados por trabajos
anteriores de otros grupos. Asi, Giordano y Palermo publicaron en 1991 que la melatonina
aumentaba la ADCC mediada por esplenocitos de raton. Debido a que el interferén-y juega
un papel importante en la activacién de células portadoras del receptor Fcy, principales
efectoras de la ADCC (Nathan et al, 1983), es posible que la melatonina incremente la
ADCC por estimulacion de la produccion de este mediador soluble. Otros autores sugieren
que la melatonina induce un incremento en la produccion de interfer6n-y por esplenocitos
murinos, pero por una via independiente de interleuquina-2 (Colombo et al, 1992).

Otras publicaciones mas recientes hablan también en favor de una estimulacion de
la produccidn de interleuquina-2 e interferon-y por parte de la melatonina (Caroleo et al,
1992; Pioli et al, 1993)

La interleuquina-4 fue identificada inicialmente como una citoquina derivada de las
células T colaboradoras (Ty) que estimulaba la proliferacién de células B murinas en
presencia de anticuerpos anti-inmunoglobulinas y causaba una activacion de las células B en
reposo, asf como el incremento de la expresion de moléculas MHC de clase II (Howard et
al, 1982). También puede actuar sobre otras células como monocitos y células endoteliales
(Bancherau, 1991). Hoy se sabe que una de sus principales funciones fisiolégicas es la
regulacién de las reacciones alérgicas (Pene et al, 1988). Actualmente se conoce que son las
células Ty, la principal fuente de esta linfoquina, aunque poblaciones celulares como
mastocitos y basofilos y algunas células T CD8+ también son capaces de producirla.

En el apartado IV.3.3 se presentan los resultados correspondientes a la produccion
de interleuquina-4 a diferentes concentraciones de melatonina y utilizando concentraciones
crecientes de PHA. Claramente se observa que la melatonina no fue capaz de estimular la
produccién de la citada linfoquina en ninguna de las condiciones utilizadas. Ni siquiera se
observa efecto alguno cuando se utilizé cultivo mixto linfocitario (apartado I'V.3.6). Si se
tiene en cuenta que son las células Ty, las principales productoras de interleuquina-4 y que
los resultados anteriores hablan en favor de citoquinas liberadas por células Ty,
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(interleuquina-2 e interferén-y), es posible que la melatonina estimule la produccion de
citoquinas tnicamente a través de células Ty,. Por otra parte, hay que decir que entre las
multiples funciones atribuidas al interferén-y una de las mds importantes es una funcién
inhibidora de la estirpe Ty, y de los efectos mediados por la interleuquina-4 (Péne et al,
1988b). Igualmente, ésta dltima inhibe la activacion de macrofagos y bloquea muchos de los
efectos activadores del interferon-y sobre los macrofagos, como la produccién de
interleuquina-1, 6xido nitrico y prostaglandinas. Estos efectos son compartidos por la
interleuquina-10, también producida por las células Ty, (Fiorentino et al, 1989). Este
antagonismo entre el interferén-y y la interleuquina-4 representa la base para el balance entre
los dos tipos de subpoblaciones de células T CD4+, Ty, y Ty, (Mosmann y Coffiman, 1989).
Los resultados expuestos en este trabajo correspondientes a la produccion de interleuquina-4
no concuerdan en un principio con los obtenidos por Maestroni en un articulo publicado en
1995. En él publicd que los linfocitos Ty, podian ser posibles células dianas para la
melatonina en médula 6sea de humanos. De hecho, caracterizé un receptor de alta afinidad,
cuya activacion con concentraciones fisiologicas y farmacologicas de melatonina, resultaba
en un aumento significativo de interleuquina-4, aumento que ya habia visto anteriormente
(Maestroni et al, 1994b). Esta citoquina tiene la capacidad de actuar sobre las células
estromales de la médula 6sea, las cuales pueden sintetizar dicha citoquina (Garland, 1991),
e inducir la liberacion de factores de crecimiento hematopoyéticos, tipo GM-CSF y G-CSF
(Peschel et al, 1987). Estos, a su vez, pueden disminuir los efectos tdxicos sobre la funcién
hematopoyética provocados por los agentes citotoxicos utilizados en la terapia
anticancerosa, abriendo una posible via de aplicacion terapéutica para la melatonina en
patologia tumoral. Ahora bien, este mismo grupo (Maestroni et al, 1996) ha presentado
recientemente, en el congreso sobre neuroendocrinoinmunologia celebrado en Locarno
(Suiza), una comunicacién en donde consideran que no han podido confirmar ningin efecto
de la melatonina sobre la expresion del m-RNA de la interleuquina-4 ni sobre su liberacion

en la médula 6sea. Piensan que el efecto hematopoyético de la melatonina podria depender
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de lo que ellos llaman péptidos opioides inducidos por melatonina (MIO), efecto
neutralizado por el antagonista especifico de opidceos, naltrexona. Con estos resultados se
confirma que la melatonina probablemente sélo actie a través de las células Ty, y no sobre
las Ty,.

Entre las citoquinas que median la inmunidad natural se encuentra la interleuquina-6.
Es sintetizada fundamentalmente por células Ty;, y en menor extension por células de la serie
monocito/macréfago humana, células endoteliales vasculares, fibroblastos, etc. Se produce
en respuesta a la interleuquina- 1, y en menor extension al TNF. Entre sus funciones mas
importantes destacar que incrementa la proliferacion de células T, estimula la diferenciacién
de células B, aumenta la respuesta de fase aguda, actiia como factor de crecimiento de
células hematopoyéticas, etc. (van Snick, 1990). En el trabajo que aqui se expone, también
se ha medido produccion de interleuquina-6 en cultivos de celulas humanas de sangre
periférica. Como se presenta en el apartado IV.3.4, la melatonina estimul6 la produccion de
interleuquina-6 a concentraciones fisiologica y farmacolégica, y en ausencia de mitogeno
alguno. También lo hizo en el caso de cultivo mixto linfocitario (apartado IV.3.6) a las dos
concentraciones de melatonina empleadas. Al igual que con el interferén-y y la interleuquina-
2, existe bibliografia anterior que apoya este hecho de estimulacion por parte de la
melatonina. Asi, por ejemplo, Maestroni et al (1986; 1987) postularon que la melatonina
aumentaba la respuesta a anticuerpos a través de un mecanismo opiatérgico. Dado el papel
que la interleuquina-6 juega sobre los linfocitos B, es posible que el efecto de la melatonina
sobre la produccién de anticuerpos pueda estar mediado también por la liberacién de dicha
citoquina. Por otra parte, la interleuquina 6, al igual que el interferon-y es capaz de estimular
a las células efectoras de la ADCC (Miyaura et al, 1988). Podria ser por tanto otro mediador
inmunologico implicado en el aumento de esta citotoxicidad dependiente de anticuerpos por
parte de la melatonina (Giordano y Palermo, 1991).

Otro aspecto a considerar en la estimulacion de la produccion de interleuquina-6 por
melatonina, en cultivos de células humanas de sangre periférica, es el hecho de que dicha
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citoquina puede ser también liberada por células que marquen para la molécula CD4+, pero
que no sean células T. Tal es el caso de las células de la serie monocito/macréfago humana
(van Snick, 1990). Por esto, se realizaron cultivos celulares en los que estaban ausentes
dichos monocitos y volvi6 a medirse la produccién de interleuquina-6 a distintas
concentraciones de melatonina. El resultado obtenido (apartado IV.3.7) hizo confirmar que
dicha estimulacion por melatonina se producia a través de células monociticas CD4+ y no
a través de linfocitos T CD4+. Ya Morrey y colaboradores (1994), habian publicado que la
melatonina podia activar la funcién monocitica humana induciendo la secrecién de
interleuquina-1, radicales libres de oxigeno y estimulando la citotoxicidad frente a células
tumorales. A esto puede unirsele la produccién de interleuquina-6 aqui expuesta. El mismo
experimento se realiz midiendo la produccion de interleuquina-2, que no vario aunque los
monocitos no estuvieran presentes. Asi pues, puede concluirse diciendo que la estimulacion
de interleuquina-2 e interferon-y por melatonina se produce a través de linfocitos Ty, que
la melatonina no parece influir sobre las células Ty, productoras de interleuquina-4 e
interleuquina-6 y que la produccién de ésta ltima se produce a través de la activacion de
los monocitos.

En la Fig. 21 se expone de forma esquematica la interrelacién existente entre la
glandula pineal y el sistema inmune, con todos los posibles mediadores inmunolégicos
descritos hasta la fecha.
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Glandula Pineal

actividad NK CCDA

Fig. 21: Esquema de las posibles interrelaciones existentes entre la
gldndula pineal y el sistema inmune.
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IV4.- EFECTO DEL CGP-52608 SOBRE LA
PRODUCCION DE CITOQUINAS EN CULTIVOS PUROS Y
MIXTOS DE CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS DE
SANGRE PERIFERICA

Para tratar de discernir sobre una posible accion de la melatonina a nivel nuclear se
utiliz un agonista del receptor nuclear de la hormona, el CGP-52608, un ligando que no se
une al receptor de membrana. Se realizaron cultivos de células mononucleares humanas de
sangre periférica, tanto puros como mixtos, en presencia de concentraciones de analogo
similares a las empleadas con melatonina, esto es 1 uM. Posteriormente se realizaron
determinaciones de citoquinas, interleuquina-2, interleuquina-6 e interferdn-y, para ver si el
CGP-52608 tenia alguna accion estimuladora sobre la produccion de dichos mediadores

inmunoldgicos.
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IV.4.1.- Efecto del CGP-52608 sobre la produccion de
interleuquina-2 en cultivos puros y mixtos de células mononucleares

humanas de sangre periférica: En la Fig. 22 se muestran los resultados
correspondientes a la produccién de interleuquina-2 en presencia de CGP-52608 y
melatonina, ambos a una concentracién de 1 uM. Como puede apreciarse, el CGP-52608
fue capaz de estimular la produccion de interleuquina-2 de manera similar a la melatonina,
consiguiéndose concentraciones de dicha citoquina del mismo orden que las obtenidadas

cuando los cultivos se realizan en presencia de la hormona.
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IV.4.2.- Efecto del CGP-52608 sobre la produccién de
interleuquina-6 en cultivos puros y mixtos de células mononucleares

humanas de sangre periférica: En este caso, al igual que en el apartado IV.4.1, se
midi6 la produccion de interleuquina-6 en cultivos de células mononucleares en presencia
del andlogo CGP-52608. La estimulacion de la produccion de interleuquina-6 por el CGP-
52608 fue significativa tanto en cultivos puros como en cultivos mixtos, y en éste ultimo el
efecto del CGP fue superior al de la melatonina. Cabe destacar la produccién basal de
interleuquina-6 que se produce en ambos tipos de cultivos. Estos resultados se muestran en
la Fig. 23.
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I1V.4.3.- Efecto del CGP-52608 sobre la produccion de
interferén-y en cultivos puros y mixtos de células mononucleares humanas

de sangre periférica: El CGP-52608 también fue capaz de estimular la produccion de
interferén-y en cultivos puros y mixtos de células mononucleares humanas. Este efecto fue
mas pronunciado en el caso del cultivo mixto, en donde la estimulacién fue similar a la
producida por melatonina. En el cultivo puro fue ligeramente inferior que la estimulacion de
la citoquina por melatonina. En ambos casos, la estimulacion de la produccion de interferon-
v fue estadisticamente significativa. Una vez mas, al igual como ocurre con otras citoquinas,
existe una produccién basal de dicho mediador inmunolégico. Estos resultados pueden

observarse en la Fig. 24.
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IV.4.4.-Discusion: El CGP-52608 es una tiazolidin diona identificada por
Wiesenberg et al en 1995, Se trata de un ligando sintético del receptor nuclear de la
hormona melatonina, pero no se une al receptor de membrana de alta afinidad.

Los resultados preséntados en el apartado IV.4 muestran que este compuesto fue
capaz de reproducir los efectos de la melatonina sobre células inmunocompetentes,
exhibiendo la misma potencia que ésta, ya que en todo momento se utilizaron las mismas
concentraciones para ambos, esto es 1 uM. Estos resultados hablan en favor de un posible
mecanismo mediado por receptores nucleares, frente a receptores de membrana, para la
accion de la melatonina sobre células inmunocompetentes. Por esto, este compuesto puede
ser una herramienta importante para discernir entre efectos mediados a nivel nuclear y a nivel
de membrana.

Actualmente no hay nada publicado al respecto de los posibles efectos del CGP-
52608. Unicamente, existen datos obtenidos en timocitos y esplenocitos de rata, los cuales
fueron presentados en el pasado congreso celebrado en Locarno (Suiza) sobre neuro-
endocrino-inmunologia por Rafii-El-Idrissi et al (1996). En estos experimentos se muestra
como el CGP-52608 fue capaz de desplazar la unién por 2-['*I}-iodomelatonina en nicleos
de timocitos y esplenocitos de rata. Todo lo contrario en el caso de las membranas de estas
mismas células a las que el CGP-52608 no pudo unirse.

Se abre, por tanto, un amplio campo de investigacion con la aparicion de éste
analogos del receptor nuclear de melatonina, sin duda de gran valor para tratar de discernir
los posibles mecanismos a través de los cuales la hormona puede actuar en los distintos

organos y tejidos.
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1.- La melatonina tiene un efecto directo sobre la funcién inmune humana actuando
fundamentalmente sobre células CD4+. No se descarta que pueda actuar sobre otros tipos

de células inmunocompetentes.

2.- La unién de melatonina a células CD4+ se realiza a través de un receptor de alta
afinidad, cuya constante de afinidad (0.27 nM) presenta un valor del orden de las
concentraciones fisiologicas de la melatonina. Esto confiere un posible papel funcional a

dicho receptor en el sistema inmune humano.

3.- La melatonina parece influir en el incremento del cociente CD4/CD8 que se
produce al cultivar células mononucleares de sangre periférica en presencia de
concentraciones farmacoldgicas (1 micromolar) de la hormona, frente a cultivos realizados

en ausencia de la hormona.

4.- La melatonina incrementa la produccion de IL-2, IL-6 e interferén-y en cultivos

de células mononucleares humanas de sangre periférica.

5.- La regulacion de la produccion de IL-2 por melatonina est4 mediada por células
CD3+/CD4+, esto es, células T colaboradoras del tipo 1 (Ty;,).
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6.- La regulacion de la produccion de IL-6 por melatonina est4 mediada por células

CD14+/CD4+, es decir, células humanas de la serie monocito/macréfago.

7.- La melatonina no parece actuar sobre células T colaboradoras del tipo 2 (Ty,),
hecho que se manifiesta al no ser capaz de incrementar la produccion de IL-4, una de las

principales citoquinas liberadas por este tipo de células.

8.- Los resultados obtenidos acerca del efecto de la melatonina sobre la produccién
de IL-2 e IL-6, junto otros posibles mecanismos, parecen indicar que dicho efecto puede
estar mediado por receptores nucleares de la hormona. Este hecho es corroborado por los
resultados obtenidos con la utilizacién de un analogo del receptor nuclear de la melatonina,
el CGP-52608. |
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ABSTRACT  This paper shows the presence of high-
affinity binding sites for melatonin in human eireun-
lating T lymphoeytes, but not in B lymphocytes, The
binding of melatonin to T cells was dependent on
time, stable, reversible, saturable, specific, and in-
versely correlated to the production of melatonin,
expressed as the nocturnal 12 h production of its
urinary metabolite 6-sulfatoxymelatonin. The affin-
ity of these binding sites (K4 = 0.27 nM) suggests that
they may recognize the physiological concentrations
of melatonin in serum. Moreover, among the lym-
phocyte subpopulations studied, binding of mela~
tonin was mostly found in CD4* eells rather than in
CD8* ‘cells. Results suggest that CD4* eells may be
the target of melatonin among the human circulating
lymphocytes.—Gonzalez-Haba, M. G., Garcia-
Mauriiio, S., Calvo, J. R., Goberna, R., Guerrero, J.
M. High-affinity binding of melatonin by human cir-
enlating T lymphoeytes (CD4*). FASEB J. 9,
1331-1333 (1995)

Kev Words: pineal giand - CD4™ cells

THE NEUROENDOCRINE SYSTEM MODULATES the immune system
through neuropeptides and neurohormones (1), which sug-
gests the existence of a neuroendocrine-immune system
regulatory axis {2). Among the different neurchormones
and neuropeptides that influence the immune system, the
pineal neurohormone melatonin plays an important role in
the immune system (3). Maestroni and co-workers (4-8)
have demonstrated that melatonin enhances antibody pro-
duction against T-dependent antigens in oormal mice.
Melatonin also counteracts the immunodepression induced
by scute stress or pharmacologically administered corti-
costeroids on antibody production, thymus weight, and an-
tiviral resistance. Mechanisms involved in the
immunostimulatory effect of pineal gland are not well un-
derstood, but some evidence suggests that the release of
opioid peptides and interleukin-2 by T-helper cells may
participate in this mechanism by activating, at least, natu-
ral killer cell activity (9) and antibody-dependent cellular
evtotoxicity (10). Furthermore, melatonin also activates
buman monocytes, increasing the cytotoxicity, the secre-
tion of IL-1. and the production of reactive oxygen inter-
mediates (11).

The effect of melatonin on the immune system is also
supported by the existence of specific binding sites for
melatonin in lymphoid cells (12). We have described pre-
viously the presence of high-affinity binding sites (K; =1
nM) for melatonin in human blood lymphocytes (13, 14).
We have also provided evidence for the presence of low.
affinity melatonin binding sites (K; = 2,000 M) in human
granulocytes (15). In other species, melatonin binding
sites have been described in spleens of the mouse, guinea
pig, duck, chicken, and pigeon with K, values in the 0.1
aM range (16-18). Similar findings have been shown in
spleen and thymus from the rat, where the K, value of the
melatonin binding site is in the nanomolar range (19-21).

In this paper, we show the presence of high-affinity
binding sites for melatonin in human circulating T lympho-
cytes, but not in B lymphocytes. The binding of melatonin
to T cells was dependent on time, stable, reversible. satu-
rable. specific, and inversely correlated to the production
of melatonin, expressed as the nocturnal 12 h
of its urinary metabolite 6-sulfatoxymelatonin (65-MEL).
Furthermore, among the T cell subtypes studied. binding
of melatonin was mostly found in CD4" cells rather than
in CD8" cells. The affinity of these binding sites suggests
that they may recognize the physiological concentrations of
melatonin in serum.

MATERIAL AND METHODS

Materials

{‘”nmhm"pmwmmumumm
sham [nt.. Amersham, U.K.). The specific activity of the mdioligand was
1900-2175 Ci/mmol and was used for 60 days. Purity of the nudialigand
was checked by silica gel column chromatography (SCCC) aad was
>95%. Melstonin, §-hydroxymelatonin, N-scetyleerotonin, S-by-
droxytryptophol, s-mchomquphol. tryptamine, S-hydroxytryp-
tamine, S-hydroxy-L.tryptophan, S-u(hoxy-DL-u'yplcpiua.
S-hydroxyindole-3-ecetic acid, 3-methoxyindole-

lTommMthd:Wd
Medical Biochemistry and Molecular . The University of Seville
School of Medicine, \vdnbmhesﬁqm%.%lmmdk Spain.

abbreviations: 65-MEL, Gosulfasoxymelstonin: SGCC. silica gel col-
umn chromatography.
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Cell preparations

Peripheral bloud was oblained from healthy adult volunteers and used
to obtain B lymphocytes. T lymphocytes. CD3™ T cells. or CD8* T
cells. T and B lymphocytes were obtained by the FluoroBeads isolation
procedure (One Lambdu, Los Angeles, Calif.) using whole blood. The
method uses imm ic beads costed with monoclonal antibodies
sguinst the CD19 and CD2 marker cells for B and T lymphocyies.
- respectively. During & 3 min incubstion period, the CD19 or CD2
positive cells bind to the immunomagnetic beads, and subsequently the
rosetted cells can be isolated and washed by a magnet. The isolated cells
are pure (>98%) and show high viability (>95%) as determined by
trypansblue exclusion studies.

Whes. required, CD4* and CD8* T cells were obtained by the
Dyasbeads M50 CD4 and Dynabesds M350 CD8 isolution proce-
dures, respectively, from mononuclear cell preparations. The method
uses immunomagnetic beads coated with monoclonal antibodies against
CD4 and CD8. Mononuclear cells were obiained by Ficoll-Hypaque
demsity gradient (22). With this technique the interface between Ficoll
and plasma contains the lymphocytes and monocytes. The isolated cells
{sbout 50% T lymphocytes, 20% B lymphocytes. 10% K-NK cells. and
10% monacytes) were incubated for S min with the respective immu-
nomagnetic beads; CD4 and CD8 positive cells then bind to the immu-
aomagnetic beads, and subsequently the rosetted cells can be isoluted
and washed by s magnet. The isoluted ceils were pure (>98%) and
viahility, us determined by trypan-blue exclusion, was always greater
than 95%,

Binding studies

Binding asay conditions were essentially as previously described for
Iymphocyte studies 113. 15. 19, 21. 23). Briefly. rosetted ceils jup to 12
% 10° cellwml) were incubated with (Timelatonin (25-300 pM) in
PBS buffer, } mM CaClz, 1 mM CaClz, pH 7.4, and. when necessary,
native melatonin or other drugs. in a total reaction volume of 1 mi.
Reaction was performed at the times indicated and at 20 C, Cell-bound
[u‘sﬂnehmin was separated by centrifugation, then washed with PBS
bufler, and the radiouctivity was determined. Duta are reported 38 spe-
cific binding, i.e., total tracer bound minus the amount of the tracer that
was not displaced by 10 uM melatonin, No, detectuble degradation of
{Plmelstonin during the incubstion at 20 C for 20 min occurred u»
SCCC of aliquots of the incubution medium, taken before and after
i jon. revealed similar amounts of radioactivity (95%) in the posi-
tion of [ Ijmelutonin. In saturation studies, data were evaluated by
Seatchurd {24) analysis. The equilibrium dissociation conatant (Ky) and
the meximal binding capacity were caleulated

6<Sulfatoxymelatonin determinations

When required. urinary 65-MEL determinations were performed. Sub-
jeets collected the 12 'h noctumal urine (from 2000 to 0800 h) into
plastic bottles containing 2 g boric acid a8 preservative, Five milliliter
aliquots were frozen until assayed to quantify 6S-MEL. Urinary 65-MEL
was assayed in duplicate at 2 volume of 100 il using a direct radioim-~
munoussay (Stockgrand Lid., Guilford, Surrey, UK.). The intra-asesy
eoelficient of varistion over messurements st concentrations of
8 and 30 ng/mi was 3.6 (n = 10) and 8.1 (n = 10), respectively. The
interassay coeilicient of variation over the course of the asasys at con-
centrations of 8 and 50 ng/mi was 9.3 (x = 8) and 111 (n = 8),
sespectively. The sensitivity of each assay was set at 2 ng/ml. the value
of the Jowest standard used 0 derive the standard curve.

RESULTS

The presence of melatonin binding sites in B and T lym-
phocytes was initially investigated. As shown in Fig. 1,
binding of {!**[}melatonin was observed in T cells rather

h % ek p < 0.01

e 4l

£

§ s |

g

N . o

— 0 R
T B
LYMPHOCYTES

Figure 1. Binding of melatonin by human T and B lymphocytes, Rosetted
cells (1-3 X 10° celle/ml) weve incubuted with {'**ljmelatonin {100:pM)
for 20 min at 25°C. Euch point is the mean 2 st of eight experiments
periormed in duplicate.

than in B cells. Although binding of melatonin by B cells
cannot be discarded. binding by T cells is 10-fold higher
than that found in B lymphocytes. Further experiments
were performed to investigate whether melatonin produc-
tion could affect the expression of melatonin binding sites.
In fact, we observed a reverse cotrelation between mels-
tonin production, expressed as the nocturnal excretion of
the urinary metabolite 65-MEL, and binding of [1**f}mela-
tonin by T lymphocytes, Thus. binding exhibited the high-
est values when the excretion of 65-MEL was low and,
conversely. binding of melatonin by T cells decreased
when excretion of urinary 65-MEL was high (Fig. 2. top).
As in previous experiments, we again failed to find binding
of melatonin by B cells, even when the excretion of mela-
tonin was low (Fig. 2. bottom). Then, the foilowing experi-
ments were performed using T lymphocytes.

Figure 3 depicts the time course of specifig binding of
melatonin to human T lymphoeytes at 20C. Binding
reached its maximal value at 20 min and remained stable
for 30 min, Extraction of radioligand after 20 min incuba-
tion showed that more than 95% radioactivity comi-
grated on SGCC with authentic melatonin; no other
radiolabeled peaks were observed. Thus, tracer was stable
during the course of 2 binding assay at 20 C. After
equilibrium, binding of [ Ijmelatonin to T cells was re-
versible. Dissociation of the tracer-membrane complex was
studied by the addition of 100 UM melatonin: this test
indicated a half-time of dissociation of about 4 min. Fur-
thermore, the presence of 100 4M melatonin not only re-
verted binding of [‘Eﬂmelatonin by T cells, but also
prevented it.

. Stoichiometric studies showed that specific binding of
[*Timelatonin to human T lymphocytes increased with
increasing concentrations of the radioligand and ap-
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igure 2. Correlation between binding of meiatonin by B and T lympho~
evies and urinary excretion of 65-MEL. Binding of melatonin was deter-
mined incubating rosetted cells (13 x 10° cellwml) with {**{}melutonin
(100 pM) for 20 min ut 25'C. 6S-MEL was determined by mdicimmunoes~
say in urine collected from 2000 to 0800 b.

proached saturation at 800 pM (Fig. 4). Scatchard analy.
sis of the data (Fig. 4, inset) yielded a linear plot suggest-
ing binding 1o 2 single class of binding sites, The K, for the
unglesxtemoz"‘OOSnM.withabindingupucitvof
1.92 £0.76 fmol/10° cells.
Tbcphnmcologc;lchancmmnonof[ml]mhtomn
binding to buman T lymphocytes was carried out with
tracer concentrations of radioligand (100 pM) and with
melatonin or different metabolites invoived in the mela-
tonin synthesis pathway. Results showed that the mela-
. tonin binding site on T lymphocytes is highly specific for
the hormone. Binding was inhibited by incressing coneen-
trations of native’ melatonin; 50% inhibition (ICs0) was
observed at 0.89 aM melatonin, Only 6-hydroxymelatonin
also displsced the radioligand, but was 100-fold less effec-
tive than melatonin. Other indoles. S-hydroxyindoles. or
S-methoxyindoles were shown to be ineffective (Table 1).
Finally, experiments were performed to investigate the T
lymphocyte subpopulation able to bind melatonin, Lym-
phocyte preparations enriched in CD4"~ and CD8” cells
were used for that purpose. As shown in Fig. 5, we ob-
served significant binding in mononuclear cells, T lympho-

RESEARCH COMMUNICATION

cytes, and CD8” cells. However, binding of melstonin by
C€D4 " cells was around four- to eightfold higher than that
found in the other cell preparations.

DISCUSSION

In this paper we show that melatonin may interact with
human circulating T rather than with B lym-

through high-affinity binding sites. Binding of
[1*5[}melatonin by T lymphocytes fulfills all criteria for
binding to a receptor site. Binding exhibited properties
such as dependence on time. reversibility, saturability,
specificity, and high affinity. Saturation studies were per-
formed using exclusively increasing concentrations of
{1%[Jmelstonin. Interpretation of the data by the Scatchard

-anslysis (24) disclosed one high-affinity binding site for

melatonin (Kq = 027 nM) in T iymphocytes. Thus, the
of receptor via & simple and reversible bimolecular reac-
tion. The affinity of the melatonin binding site in human T
lymphocytes is in the same mange as that described for
human circulating mononuclear cells (13), rat thymus (19),
and rat spleen (21), and is 5--to 10-fold lower than that
described in the spleens of guinea pig (18), chicken (17),
or duck (16). Melatonin receptors described in other ts-
sues such as median eminence-pars tuberalis (25, :26),
suprachiasmatic nucleus (27), and area postrema {28) also
exhibit 10- to 30-fold higher affinity than that in rat spleen.
However. affinity of melatonin binding sites in human T
lymphocytes is 10.000 times higher than that described in
human neutrophils. Remarkably, receptors for other hor-

[12S1]MEL BOUND (fmol/107cells)

10 20
TIME (min)

Figure 3. Association and dissociation of {B{JMEL binding in buman
Tlymphocytes. ['“[]MEL (100 pM) was incubated with rosseted ceils 18
% 10° cells/ml) st 25°C at the times indicsted (@), Ater 10 or 20 min
incubation. 100 3 melatonin was added and the madicactivity specifi-
cally bound was determined at the sppropristed times (C), Each experi-
ment is the mean 2=t of three experiments performed in duplicate.
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% (128 MEL (oA

ﬁg«reG.Sumumuuh«md[‘”l]MELhndmgm human T lympho-
sytes. Rosetted cells (8 x 10° cells/ml) were incubated with incremsing
eoncentrations of [**{JMEL (up to 1000 pM) for 20 min at 25'C. Each
point is the mean £5t of four experiments performed in duplicate. Inset:
Scaicherd analysis of the data. B, is the binding capacity,

mones also exhibit a variety of K4 values depending on the
tissue or the species studied (12). Moreover, the high-af-
finity binding site of melatonin in human T lymphocytes is
likely related to a physiclogical role of the hormone in the
organ. Thus, the Ky value obtained is similar to serum
melatonin concentrations at night (200 pM) in humans

TABLE 1. Pharmacological profile of the [ [Imelatonin binding site
in human T [ymphocrie:

 Drues_
S-methoxyindoles
Melstonin 0.89
. G-hydroxymelatonin e
S-methoxvindole-J-acetic acid 16500
S-methoxytryptophol 18700
S-methoxyl-DU-rypiophun >100.000
. S-methoxytryplamine > 100000
S-hydroxyindoles
Neacetylserotonin 2100
S-hydroxyindole-3-acetic acid 11000
S-hydroxytryptophol 17000
- Sehydroxytryptamine 31000
Selrydroxy-Letryptophan 34000
Indoles
Trypiamine 28000
DL -trvptophan > 100000
“Human T lymp vmw bated with lmpll[mﬂulmmnm
the absence o in the i of each drug tup o

0.1 md) a1 25C br’.’l)cpu\.'nnelﬂmvaluemmgmnmum-}themg
mummm(“nmwmmwmm Results are
the menn of two exp P p

i 8 p <005 CD4t
b, p < 0.01 vs MNC l

20r

10F

{125MEL BOUND (fmol/10”cells)
s

MNC BL T. CD4* CD8*

Figure 5. Binding of melutonin by human mononuclesr cells (MNC), B
lymphocytes (BL), T lymphocytes (TL), CD4” cells. a0d CD8™ ceils. Cells
{1=3 x 10° cella/ml) were incubuted with ['®I}melatonin (100 pM) for 20

min at 25°C. Each point is the mean £ 3¢ of sight experiments performed
in duplicate.

{29), possibly allowing melatonin binding sites in T lym-
phocytes to recognize circulating melatonin.

The pharmacological characterization of the melatonin
binding site labeled by [ I)melatonin indicated that anly
6-hydroxymelatonin approached the effectiveness of mela-
tonin in displacing [~ Ijmelatonin bound to lymphocytes
(Table 1). Other indoles including S-hydroxy- and 5-
methoxvindoles were ineffective. Results are in
agreement with those described by our group (13. 13, 19,
21 and by other authors {(16-18, 25, 27) for immune and
nonimmune

In this study. bmdmg of [ I]mehtomn to human T
lymphocytes showed to be inversely correlated with the
nocturnal melatonin production. measured as the urinary
metabolite 63-MEL. Thus, subjects with high excretion of
63-MEL exhibited low binding of melatonin to T lympho-
cytes, whereas subjects with low production of melatonin
exhibited high binding. Results agree with previous stud-
ies reporting that binding of melatonin 1o its reveptor in
different target tissues is higher when melatonin concen-
tration is low, iLe., after maintaining the animals under
constant light exposure for several days (21). Moreover.
hitinenetal.(%)showedthat{ melatonin binding
capacity in the rat suprachiasmatic nucleus exhibited sig-
rificant diurnal variation. with a peak in the light period.
Similar results were obtained in the brain tissues of birds
{31), where maximal binding was observed in the late pho~
tophase. Studies of binding sites and the diurnal responses
ofthenmmdmexogemsadmmmmofmewomnaho
show that sensitivity to melatonin appears to be inversely

laledtothelevelsofendogenomhormmm&eammal-
Because of the inhibitory effect of melatonin in the late
afternon. but net in the morning, on the neuroendocrine-
reproductive axis. Reiter et al. (32) suggested that the
chunged sensitivity of the animal might be related to al-
terations in the response of melatonin receptors.
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Finally, 'expenmenupex{omedmmmnptethe'l’lym-
subpopulation sble 1o bind melatonin showed that
buxdmgofmehtmn by CD4 " cells was arcund four- to

ceplors, in these
hypothesis that the regulatory effect of melatonin
immune system is mediated by binding to CD4  lympho-
eytes. This hypothesis is also supported i

R,

inding sites, the putative melatonin re-
cells provides

in binding sites in human T lym-
phocytu(cm)'l'he&vdueofdubmdmgmhbelnw
the nanomolar range, suggesting that melstonin may play a
physiological role in regulation of immune function via
binding to CD4 " cells. ,
Supported by grants from Comision Interministerial de Ciencia y
"l‘”mz g (PM91-0616) and Fondo de Investigaciones Ssnitarias
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