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Introduccion

Desde su descubrimiento en 1958 el interés despertado por la melatonina, tanto en el ambito
cientifico como social, ha ido en aumento. Asi ha pasado de ser una neurohormona involucrada en el
control de procesos reproductivos de ciertos mamiferos a ser considerada una sustancia con
propiedades magicas, entre las que destacan la de ser la “hormona de la juventud”, “pildora del
antienvejecimiento” o ”la pildora del suefio”. Si bien los efectos beneficiosos de la melatonina en
determinados campos concretos de estudio son aceptados por una gran parte de la comunidad
cientifica, son ain muchos los estudios cientificos que se requieren para poder obtener fundamentos
racionales y cientificos que nos permitan adoptar a la melatonina como la molécula endégena

encargada de mejorar la calidad de vida.

La sintesis y secrecién de melatonina por la glandula pineal sigue un ritmo circadiano, de
forma que los niveles de melatonina circulante se ven aumentados por la noche y disminuidos durante
el dfa. Esta sincronizacion de la liberacion de melatonina con el ciclo luz-oscuridad ha hecho que se
considere a la melatonina como el agente encargado de comunicar los diferentes cambios ambientales
a todos los niveles del organismo para que éstos ajusten sus diferentes ritmos bioldgicos, ya sean
circadianos o estacionales. Por tanto la glandula pineal, principal productora de melatonina, seria la
encargada traducir los cambios en los periodos de luz-oscuridad que se producen en el exterior del
organismo en una sefial organica reconocible: la melatonina o la “expresion quimica de la noche”,

como ha sido denominada.

La gran diversidad en las estrategias empleadas por las diferentes especies de mamiferos para
adaptarse a las sefiales ritmicas proporcionadas por la melatonina llevan a respuestas especificas a
dichas sefiales. Asi, los efectos de la melatonina sobre las funciones fisioldgicas son numerosos. Sus
efectos sobre el suefio, reproduccién, termorregulacion y la ritmicidad de los ciclos bioldgicos
enddgenos han sido bien establecidos tanto en animales, como en humanos. Ademas, nuevas e
importantes acciones de la melatonina estan siendo estudiadas en la actualidad, como son sus efectos
anticancerigenos, su accién como antioxidante y por tanto como factor antienvejecimiento, y su

funcién reguladora del sistema inmune.

El caracter altamente lipofilico de la melatonina le permite entrar rapidamente en las células
y es capaz de atravesar facilmente la barrera hematoencefélica y otras barreras morfofisiologicas. Sin
embargo, se han establecidos cuatro diferentes mecanismos de accién por los cuales la melatonina
puede llevar a cabo sus funciones fisiologicas. Estos son su interaccién con receptores de membrana
asociados a proteinas G, la interaccion con receptores nucleares, la unién a proteinas citoplasmaticas

reguladoras como la calmodulina, y su interaccion directa con radicales libres.
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1. La Melatonina

1.1 Breves antecedentes historicos sobre la glandula pineal

Los primeros pasos en el estudio de la glandula pineal se realizaron por el afio 300 a.C. cuando
Heroéfilo, anatomista de la Universidad de Alejandria, descubrid la pineal humana describiéndola como
el érgano que regulaba el flujo de la “pneuma”, el espiritu, desde el tercer al cuarto ventriculo del
sistema ventricular cerebral, donde habia ubicado al alma. Galeno, en el siglo I d. J.C., describi6 su
anatomia en detalle denominandola “konareion” por su semejanza, al menos en humanos, con una
“pifia de pifiones”. Sin embargo, a diferencia de Herdfilo, consideré que la pineal no podia ser la
puerta que permitia el paso del alma de un ventriculo a otro pues se encontraba fuera del sistema
ventricular. Galeno le dio caracter de glandula, es decir, 6rgano que comunica y sostiene los vasos
sanguineos y a sus ramificaciones. Una de las concepciones mas conocidas sobre la funcion pineal es
la postulada, en el siglo XVII, por René Descartes en su libro De Homine, al situar en la pineal la
residencia del alma, desde donde ésta ejerce sus funciones de imaginacion, sentido comun y control

del cuerpo y a donde llega la informacién procedente del cuerpo.

Los estudios que llevaron a la caracterizacion de la pineal en cuanto a su anatomia, histologia
y embriologia comenzaron a mediados del siglo XIX, cuando se desarrollaron técnicas de diseccion
y tincion més elaboradas. A principios del siglo XX, con la publicacion del libro de Studnicka, se
establece el origen filogenético de la pineal como un 6rgano que se desarrolla a partir de uno
fotorreceptor, y se postula su posible funcién secretora, liberando sus productos a la circulacién
sanguinea (Studnicka, 1905). A mediados del siglo XX, en plena Segunda Guerra Mundial, Bargmann
publica una revision en la que se establece la posible funcién neuroendocrina de la glandula pineal,

posiblemente regulando las funciones del hipotalamo (Bargmann, 1943).

La era actual del conocimiento pineal se inicia en 1954 con la publicacion del libro “The
Pineal Gland” por Kitay y Altschule, donde analizan un elevado niimero de trabajos publicados y en
el que concluyen que podian atribuirse a la glandula pineal tres propiedades: a) intervencion en el
control de la funcién gonadal; b) participacion, en vertebrados inferiores, en la respuesta cromatica
dérmica a los cambios de luz ambiental; y c¢) alguna vinculacién con la conducta (Kitay y Altschule,
1954). En 1958, la melatonina es identificada por Lerner (Lerner et al., 1958), lo que permiti6

reproducir los efectos de extractos pineales y revertir las secuelas de la pinealectomia. Este
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descubrimiento, junto con el desarrollo de técnicas como la microscopia de fluorescencia, radiografia,
radioinmunoensayo y métodos finos de investigacion bioquimica y farmacoldgica, han permitido la
rapida evolucion en el conocimiento de la glandula pineal asi como de sus funciones fisiologicas.
Teniendo en cuenta la gran cantidad de funciones fisiologicas que se atribuyen hoy en dia a la pineal,
la definicion mas completa que se ha formulado de este 6rgano es la realizada por Reiter y Hester,
quienes la denominaron “el regulador de reguladores™: “La pineal es un drgano endocrino de origen
neural, con multiples funciones moduladoras de las funciones reguladoras de los sistemas endocrinos
y probablemente no endocrinos, que sincroniza estas funciones con las condiciones internas y externas

al organismo” (Reiter y Hester, 1966).

1.2 La glandula pineal

La glandula pineal o epifisis, denominada asi por su situacién respecto al cerebro en oposiciéon
a la hipofisis, pertenece al grupo de 6rganos circunventriculares; esta situada en un surco entre los
cuerpos cuadrigéminos superiores en la parte posterior del techo del diencéfalo, inmediatamente por
debajo del cuerpo calloso (Fig. 1). Estd envuelta por una membrana conjuntiva proporcionada por la
piamadre, que forma tabiques ramificados y anastomosados entre si, los cuales dividen la epifisis en
celdas. En el hombre llega a pesar entre 100 y 200 miligramos, y se puede apreciar a partir del segundo

mes de vida intrauterina.

Glandulapineal

Figura 1. L ocalizacién de la glaindula pineal en el cerebro humano.
Se representa una secci6n sagital medial del cerebro.
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A través de la piamadre le llegan vasos sanguineos y fibras nerviosas amielinicas. El flujo
sanguineo en la pineal es uno de los més elevados del cuerpo humano y su irrigacion se produce por
los vasos meningeos. La inervacién de la pineal tiene una especial importancia a la hora de
comprender sus funciones fisioldgicas. La pineal presenta terminaciones nerviosas postganglionares
que se originan en el ganglio cervical superior y la alcanzan a través del nervio coronario (Kappers,
1976). Este tipo de inervacidn se origind en pecesy se desarrollé progresivamente en anfibio, reptiles,
aves y mamiferos. Por otra parte, ha sido descrita una inervacion aferente procedente de neuronas
sensoriales pineales, que es exclusiva de especies cuya pineal presenta células fotorreceptoras

funcionales, estando ausente en mamiferos (Ueck, 1979).

Embriolégicamente, la glandula pineal se origina como una evaginacién del techo del
diencéfalo, del que surgen también los ojos laterales y el hipotalamo. Este origen comun se refleja en
el hecho de que comparten la propiedad fisioldgica de responder a cambios ciclicos en la iluminacion

ambiental, desempefiando un papel esencial en el control de los ritmos bioldgicos.

Desde el punto de vista evolutivo la pineal, o el tercer ojo de los vertebrados, forma parte de
un sofisticado sistema fotoneuroendocrino formado por los ojos laterales, la propia glandula pineal
y las formaciones supernumerarias vinculadas al tercer ojo; estas formaciones son: el drgano
parapineal de lampreas y peces, el 6rgano frontal de los anfibios y el érgano parietal de los reptiles
(Oksche y Hartwig, 1979).

Filogenéticamente se identifican tres estadios en la evolucién de la glandula pineal. Una
primera etapa como fotorreceptor en invertebrados inferiores, anfibios y peces, transformando la sefial
luminica ambiental en una sefial neural aferente hacia el sistema nervioso central a través del nervio
pineal. Una segunda etapa en la que actda como un transductor endocrino en los mamiferos, perdiendo
la capacidad fotorreceptora y recibiendo la sefial luminosa via retina neural; las neuronas simpéticas
del ganglio cervical superior son la via final comun para el control fético de la glandula pineal en la
mayoria de los mamiferos. Se establece en tercer lugar un estadio intermedio como transductor
fotoendocrino en las aves, donde fotorreceptores presentes en la glandula tienen cierta capacidad para

transformar la energia luminica en una respuesta secretora (Cardinali, 1974).

El pinealocito o célula parenquimatosa de la glandula pineal es el componente celular mas
abundante en la pineal de los mamiferos; células epiteliales y células gliales componen el resto de la
masa celular. Estas células pineales son mas o menos abundantes dependiendo de la especie, pero su

presencia es constante en todos los vertebrados inferiores y superiores. Los pinealocitos derivan de
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la linea ependimal del epitdlamo; son células grandes, de nucleo voluminoso, que emiten
prolongaciones citoplasmaticas que terminan en los espacios intercelulares o perivasculares. Se
pueden distinguir dos tipos de células parenquimatosas, claras y oscuras, en funcién de la diferente
densidad electronica que presentan sus citoplasmas. Esta diferencia posiblemente se deba a diferentes

estados funcionales de los pinealocitos (Karasek y Reiter, 1992).

Aligual que la pineal, el pinealocito ha evolucionado filogenéticamente desde una célula con
capacidad fotorreceptora y/o secretora, como ocurre en anfibios, reptiles y peces, a la célula
exclusivamente secretora de los mamiferos (Fig. 2). Esto se refleja en la evolucion morfolégica que
presentan los pinealocitos. Las prolongaciones segmentadas exteriores, encargadas de la funcién
fotorreceptora, y las estructuras que realizan la transmision de la seiial fética transducida degeneran
progresivamente a lo largo de la evolucidn, mientras que las encargadas de la actividad secretora se

desarrollan progresivamente (Collin y Oksche, 1981).

Segmento
exterior

células
epiteliales

Sinapsis

capilares

terminaciones simpaticas

Figura 2. Representacion esquematica de los pinealocitos de
diversos vertebrados. A: Los pinealocitos de peces y anfibios poseen
segmentos externos muy desarrollados y fotorreceptivos y establecen
sinapsis con neuronas que proyectan a nicleos del diencéfalo y del
mesencéfalo. B: Los pinealocitos de reptiles y aves presentan un
segmento exterior reducido pero alin con capacidad fotorreceptora y
contactan directamente con los capilares sanguineos. Presentan una
mayor inervacion simpatica. C: Los pinealocitos de mamiferos han
perdido su capacidad fotoreceptora y presentan cilios vestigiales.
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1.3. Sintesis de melatonina

En 1958 Lerner y cols (Lerner et al., 1958), quienes estaban investigando la sustancia que
causaba la formacién de parches blancos en la piel de humanos, y partiendo de la ya conocida
existencia de un factor aclarador de la piel de los anfibios contenido en la pineal de los mamiferos,
consiguieron aislar y determinar la estructura de dicho factor aclarador pineal a partir de grandes
cantidades de pineales bovinas. Esta sustancia fue identificada como N-acetil-5-metoxitriptamina, una
indolamina, y debido a su efecto blanqueador de los melan6foros la denominaron melatonina.
Seguidamente fue demostrada por Axelrod y cols la presencia en la glandula pineal de las enzimas

necesarias para la sintesis de melatonina (Axelrod, 1974).
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Figura 3. Ruta de biosintesis de melatonina en la glindula pineal.
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La biosintesis de la melatonina por la glandula pineal esta bien establecida (Sugden, 1989).
Dicha biosintesis (Fig. 3) se inicia con la captacion de triptéfano de forma activa por los pinealocitos,
la mayor parte del cual se utiliza para la sintesis de indolaminas. El paso inicial es la oxidacion del
triptofano a 5-hidroxitriptofano por la accion de la triptofano hidroxilasa, reaccion que requiere O,

y Fe**. El S-hidroxitriptéfano es decarboxilado a serotonina (5-hidroxitriptamina) por la 5-
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hidroxitriptéfano decarboxilasa. Una parte de la serotonina producida se deriva hacia la sintesis de
melatonina, proceso se lleva a cabo en dos pasos. La serotonina es acetilada a N-acetilserotonina por
accién de la enzima N-acetiltransferasa (NAT). Finalmente otra enzima, la hidroxiindol-O-
metiltransferasa (HIOMT), transfiere un grupo metilo, donado por la S-adenosilmetionina, a la

posicion 5-hidroxi de la N-acetilserotonina y se forma melatonina.

Las enzimas triptéfano hidroxilasa y NAT presentan un ritmo luz-oscuridad de actividad, con
un pico nocturno de maxima actividad (Klein y Weller, 1970; Sitaram y Lees, 1978; Binkley, 1993),
que hace que la serotonina y la melatonina sigan un marcado ritmo circadiano de sintesis en la
glandula pineal (Fig. 4). La biosintesis de melatonina esté principalmente controlada por la actividad
de laNAT, cuya reaccion se considera paso limitante en la produccién de la melatonina. La actividad
de la HIOMT no parece presentar una variacion con el ciclo luz-oscuridad, aunque es méas alta durante
la noche (Sugden et al., 1989; Binkley, 1993), por lo que se piensa que la actividad de la HIOMT

podria intervenir en la regulacion de la sintesis de la hormona.
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Figura 4. Ritmo representativo de biosintesis de melatonina. Valores
tomados en la glandula pineal de pollo (Modificado de Binkley, 1993).

La sintesis de melatonina no es exclusiva de la pineal, ya que tanto la melatonina como las
enzimas implicadas en su sintesis se han encontrado en estructuras extrapineales (Binkley, 1981; Klein
et al., 1996). La sintesis extrapineal se puso de manifiesto cuando se detecté la presencia de
melatonina en la sangre y la orina de animales pinealectomizados. Se ha determinado la presencia de
melatonina en retina, glandula harderiana, hipotalamo, cerebelo y células gastrointestinales, asi como

en diversas células del sistema inmune (Kvetnoy y Yuzhakov, 1994).
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1.4 Secrecion de melatonina

Una vez la melatonina ha sido sintetizada es liberada directamente al espacio intercelular.
Debido a su pequefio tamafio y al hecho de ser altamente lipofilica e hidrofébica, y por tanto,
altamente soluble en todos los ambientes, difunde pasivamente a través de la membrana celular de los

pinealocitos sin ser almacenada en vesiculas de secrecion, siendo asi rapidamente liberada.

Si bien se ha detectado la presencia de melatonina en casi todos los fluidos estudiados,
comunmente se acepta que la melatonina es liberada directamente al sistema vascular sanguineo y de
forma secundaria a otros fluidos corporales. Las elevadas concentraciones de melatonina presentes
en el liquido cerebroespinal, superiores a veces a las presentes en sangre, hacen pensar que ésta podria
ser una importante ruta secretora y probablemente la utilizada de forma preferentemente por la

melatonina para alcanzar el cerebro.

La presencia de melatonina en el plasma de todos los animales estudiados es mas elevada
durante los periodos de oscuridad que durante el dia debido a que la liberacion de la hormona varia
a lo largo del ciclo luz-oscuridad. Este aumento nocturno parece derivar principalmente, aunque no
de manera exclusiva, de la glandula pineal. Tanto la pinealectomia como la denervacion de la glandula
por ganglionectomia cervical superior suprimen la aparicion del incremento nocturno de melatonina
en plasma. Ademas de la luz existen otros factores que parecen afectar a la produccion de melatonina,

como son la temperatura y los campos electromagnéticos.

La melatonina es transportada en el flujo sanguineo unida a albimina, aunque en el liquido
cerebroespinal no estd unida a proteinas. La vida media de la hormona es muy corta, entre diez y
cuarenta minutos (28.4 minutos en humanos), lo que depende tanto de su difusién a otros fluidos como
de su degradacion metabdlica, la cual se lleva a cabo en un 90% en el higado. La melatonina captada
por los hepatocitos es hidroxilada en un nico paso a 6-hidroximelatonina, a continuacién es
conjugada con sulfato para formar 6-sulfatoximelatonina (70%), y en menor medida glucurénido (6%),
escapando al metabolismo el 1% de la melatonina. En el cerebro la melatonina es metabolizada a N-
acetil-5-metoxiquinuramina durante el proceso de eliminacién de radicales libres. Todos estos

metabolitos son excretados en la orina.

Se han encontrado concentraciones significativas de melatonina en diversos fluidos bioldgicos

humanos. En la saliva se han encontrado altas concentraciones de melatonina, las cuales sigue un
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ritmo similar al observado en la sangre; durante el dia los niveles son similares en ambos fluidos, y
por la noche aumenta aunque no alcanza las concentraciones que se encuentran en sangre (Laasko et
al., 1990). Se ha detectado la presencia de melatonina en fluidos estrechamente relacionados con la
reproduccién como son fluido seminal (Bornman et al., 1989), el fluido folicular ovarico, donde las
concentraciones son superiores a las sanguineas (Brzezinski et al., 1987), en liquido amniético, con
un ritmo y concentraciones semejantes a las sanguineas (Kiveld et al., 1989), y en la leche materna
(Illnerova et al., 1993).

En relacioén con el crecimiento y desarrollo de los individuos, los estudios realizados en
diversos mamiferos, incluido el hombre, muestran que la hormona no es sintetizada por el organismo
durante el periodo fetal, ni en los individuos recién nacidos, no encontrandose un ritmo de secrecion
de melatonina hasta los 2-4 meses de vida. Durante este periodo la melatonina es suministrada por via
sanguinea través de la placenta o en la leche materna. Tras los primeros meses de vida la produccion
de melatonina se incrementa rapidamente durante el primer afio, y alcanza los niveles nocturnos mas
elevados entre el primer y tercer afio. Los niveles de melatonina empiezan a disminuir hacia el
principio de la pubertad, momento a partir del cual, la produccién de melatonina decae

sustancialmente con el envejecimiento fisiolégico (Sack et al., 1986; Reiter, 1994).

La disminucién de la funcionalidad de la glandula pineal con el envejecimiento se pone de
manifiesto de manera evidente en la gradual reduccién de la amplitud del pico nocturno de produccién
de melatonina. El mecanismo que lleva a la disminucién gradual de la sintesis de melatonina con el
envejecimiento parece estar relacionado con la reduccién del nimero de receptores f-adrenérgicos en
la membrana de los pinealocitos (Henden et al., 1992) y el daiio causado a células del NSC y del
hipotalamo inducido por la formacién de radicales libres que acompafia al envejecimiento (Poeggeler
et al., 1993). Por otra parte, la gran variabilidad existente entre los individuos de un mismo grupo de
edad en cuanto a los niveles de melatonina esta relacionada con una serie de factores condicionantes

como son la predisposicion genética, estado de salud y condiciones ambientales.

La melatonina circulante, al ser muy lipofilica, puede ser rdpidamente transferida otros
fluidos, alcanzar todos los tejidos corporales y pasar a través de las membranas celulares. Asi, se
puede decir que todas las células del organismo reciben informacién acerca de los cambios del

fotoperiodo.

11
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1.5. Transduccion de sefial para la sintesis de melatonina

La transduccion de sefial para la sintesis de melatonina (Fig. 5) se inicia con la liberacién de
norepinefrina (NE) por las terminaciones nerviosas de las fibras simpaticas, que inervan la glandula
pineal, procedentes de células postganglionares del ganglio cervical superior, y su unién a receptores
B,-adrenérgicos en la membrana de los pinealocitos. La unién de NE al receptor activa una adenilil
ciclasa, (AC) por medio de una proteina de unién a nucleétidos de guanina estimuladora (proteina G,),

induciendo un aumento en los niveles intracelulares de AMP ciclico (AMPc¢) (Axelrod, 1974).

Figura 5. Transducién de sefial de la sintesis de melatonina. Se representa la
induccién de la activacién de la NAT por los recepotres [3;-adrenérgicos y su
potenciacion por receptores o,-adernérgicos, asi como el posible mecanismo de
regulacion por ICER.
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Aunque la poblacion de receptores 3,-adrenérgicos es predominante en la membrana de los
pinealocitos, existe una pequeiia poblacion de receptores «,-adrenérgicos (Fig. 5). La activacion de
los receptores a;-adrenérgicos por NE amplifica la respuesta de los receptores P,-adrenérgicos ya
activados, al aumentar la produccion de AMPc. Esta amplificacion se deberia a un aumento de la
eficiencia de la actividad adenilil ciclasa por medio de la fosforilacion, por accién de proteinas
quinasas C (PKC), de la propia adenilil ciclasa o de la proteina G,. La activacion de los receptores -
adrenérgicos incrementa los niveles intracelulares de diacilglicerol y de Ca**, posiblemente por la
activacion de la fosfolipasa A, la fosfolipasa C (FLC) y la proteina quinasa dependiente de
fosfolipidos (Ho y Klein, 1987; Ho et al., 1988). El aumento de estos segundos mensajeros permite

la translocacién a la membrana y la activacion de PKC (Sugden, 1989).

El aumento de los niveles intracelulares de AMPc conlleva el incremento de la produccion
de melatonina. Este incremento en la sintesis de melatonina coincide con el aumento de la actividad
de la NAT. La velocidad a la cual el AMPc incrementa la actividad de la NAT y la magnitud de este
aumento varian segun las diferentes especies (Reiter, 1991a). Sin embargo, existen excepciones en las
cuales el incremento de la sintesis de melatonina no conlleva un aumento significativo de la actividad
de la NAT (Menéndez-Pelaez et al., 1990). El aumento de AMPc produce ademas un incremento de
los niveles de ARNm de la NAT (Roseboom et al., 1996).

El mecanismo por el cual se produce el aumento de la actividad y de los niveles de ARNm de
la NAT son poco conocidos. Estudios recientes sugieren que el AMPc aumentaria los niveles de
ARNm de la NAT a través de la fosforilacion de la proteina de unién al elemento de respuesta al
AMPc (CREB) para formar la proteina activa, fosforilada, de este factor de transcripcion (PCREB).
La fosforilacién la llevarian a cabo proteinas quinasas dependientes de AMPc (PKA) que una vez
activadas se translocan al nucleo fosforilando a CREB. Una vez activada PCREB se une a su diana
especifica de union CRE (elemento respuesta a AMPc) en el promotor de la NAT en su activando la

transcripcion (Roseboom y Klein, 1995) (Fig 5.).

Por otra parte, la sola activacion de receptores ,-adrenérgicos eleva los niveles de ARNm de
la NAT (Roseboom et al., 1996) pero sin alterar el estado de fosforilacién de CREB (Roseboom y
Klein, 1995), sugiriendo un mecanismo alternativo mediado por elementos de respuesta a Ca** o

proteinas quinasas dependientes de fofolipidos.

Se ha establecido la existencia de un mecanismo regulador de la transcripcién de laNAT. Los

niveles de ARNm de laNAT decaen gradualmente después de alcanzar el pico de méxima expresion.
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Sin embargo, este efecto no tiene lugar cuando se bloquea la sintesis de proteinas, lo que indica que
se debe producir la sintesis de uno o mas factores inhibidores e inducibles que inhiban gradualmente
el aumento de los niveles de ARNm de la NAT (Roseboom et al., 1996). Un candidato seria una
ARNasa dirigida contra el ARNm de la NAT, o algin factor de transcripcion inhibidor. Dos factores
de transcripcion han sido propuestos, el antigeno 2 relacionado con Fos (Fra-2) (Baler y Klein, 1995)
y la proteina de respuesta temprana inducida por AMPc (ICER) (Stehle et al., 1993). La expresion de
ARNm de ambos factores presenta fluctuaciones circadianas equivalentes a las del ARNm de laNAT;

ademas, ambos factores estan bajo el control de sefiales adrenérgicas.

Se ha sugerido un mecanismo por el cual ICER regula la ritmicidad de la expresion de ARNm
de la NAT (Fig. 5). El aumento de AMPc activaria la PKA, que fosforilaria CREB, de forma que
PCREB aumentaria la sintesis del ARNm de la NAT y la expresion de ICER al unirse a los
promotores de los genes que codifcan para ambas porteinas. Por otra parte ICE regula negativamente
su propia expresion, de tal forma que el balance entre las proporciones de PCREB e ICER es quien

determina la actividad de la transcripcion del gen de la NAT (Foulkes et al., 1996).

En la regulacion de la actividad N-acetiltransferasa, los mecanismos postranscripcionales
parecen tener una funcion importante. Esta idea se basa en el hecho de que la presencia de luz durante
periodos de oscuridad disminuye la actividad de la NAT sin afectar a los niveles de ARNm, y como
en condiciones de iluminacion constante el ritmo de actividad de la NAT se suprime, mientras que el

ritmo de sintesis de ARNm no se ve afectada (Roseboom et al., 1996).

De todos estos datos podemos interpretar que la relacion entre la sintesis de ARNm de laNAT
y su actividad enzimdtica durante los primeros instantes de la noche, cuando la actividad enzimética
se incrementa, difiere de la que se da en los ultimos momentos de la noche, momento en que la
actividad enzimatica disminuye. Al principio del periodo de oscuridad, la sintesis de¢ ARNm y la
actividad de la NAT incrementan en paralelo; esto sugiere que el incremento de ARNm es necesario
para el aumento de la actividad, determinando asi la tasa de incremento de la actividad de la NAT.
Esta hipdtesis se ve apoyada por el hecho de que el tratamiento con actinomicina D, que inhibe la
transcripcion, bloquea tanto el aumento de ARNm como la actividad (Roseboom et al., 1996). Por otra
parte, la actividad de NAT puede decrecer sin que disminuyan los niveles d¢ ARNm, sugiriendo la
existencia de mecanismos post traduccionales que modificarian dicha actividad (Roseboom et al.,
1996). En este sentido, se ha demostrado cémo la disminuciéon de AMPc y la presencia de agentes
reductores de grupos tioles, que rompen puentes disulfuro, inhiben la actividad de la NAT (Klein et
al., 1978; Namboodiri et al., 1980).
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Ademas de los receptores o,- y B,-adrenérgicos se ha encontrado una poblacion relativamente
abundante de receptores o en la glandula pineal (Jansen et al., 1990). La activacion de receptores o
por agonistas especificos potencian la actividad de la NAT y la sintesis de melatonina previamente
estimuladas por agonistas de receptores [3,-adrenérgicos durante el dia, o por NE endogena durante

periodos de oscuridad (Steardo et al., 1996).

1.6. Biologia molecular de la NAT

Como se ha visto, la N-acetiltransferasa es la enzima que controla el ritmo diario de sintesis
de melatonina en la glandula pineal. La clonacién del ADNc que codifica para la NAT (Borjigin et
al., 1995; Coon et al., 1995) ha permitido un rapido avance en el conocimiento de su regulacién y

sintesis, asi como de la ritmicidad de 1a sintesis de melatonina.

El gen humano para laNAT, de unos 2.5 kb, esta localizado en el cromosoma 17q25. Presenta
cuatro exones y transcribe un inico ARNm de diferentes tamafios en funcion de la especie, que tiene
una longitud de 0.95 kb (Fig. 6).

Intrén 1 Intron2  Intrén 3
(945 bp) (263bp) (337 bp)
(I [ . L I
Exén 1 Ex6n 2 Exén 3 Ex6n 4
(159 bp) (238 bp) (155 bp) (453 bp)

Figura 6. Organizacién del gen humano de la N-acetiltransferasa.
Las areas en negro muestran la pauta abierta de lectura.

El gen de la NAT representa una nueva familia dentro de la superfamilia de las
acetiltransferasas. La NAT (~25 kDa) se caracteriza por tener una alta especificidad de sustrato, al ser
muy selectiva para algunas arilalquilaminas como la serotonina y la triptamina, tener muy baja
selectividad para otras como la histamina y la norepinefrina, y no tener afinidad por la arilaminas. Esta

selectividad limita la funcién biologica de la NAT a la acetilacion de la serotonina.
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La NAT (Fig. 7) presenta dos dominios, denominados A y B, que contienen varios
aminoacidos conservados, que se localizan entre los residuos 122-141 y 166-178 respectivamente
(Coon et al., 1995). El sitio de unién de la arilalquilamina se localiza en un dominio de 50
aminoacidos que presenta tres secuencias (49-59, 73-86,91-101) completamente conservadas en todas
las NAT clonadas.

Sitio PKA

SH
Dominio de unién arilalquilamina

.

~_ 4k -

Dominio A

Dominio catalitico rico en Hys

Sitio de unién de AcCoA

Dominio B

Figura 7. Promotor de la NV-acetiltransferasa de pinealocitos de rata.
Se representa la posible caja TATA, el posible sitio CRE y la caja
CCAAT.

La secuencia de aminoacidos es muy similar entre los diferentes vertebrados, con un 82 % de
similitud. Dicha secuencia de amino4cidos presenta una serie de caracteristicas altamente conservadas
como son sitios susceptibles de fosforilacion tanto para PKC como para PKA, sitios para la unién de
acetilcoenzima A y para la transferencia del grupo acetilo, una region rica en histidinas que podria
participar en la N-acetilacion de la serotonina, y grupos de unos cinco residuos de cisteina que pueden
intenvenir en la inactivacién quimica mediada por compuestos que contengan grupos disulfuro (Fig.
7).

El promotor del gen de 1a NAT (Fig. 8) presenta tres puntos de iniciacion de la transcripcion.
El principal de ellos, situado a 38 pb corriente abajo de una secuencia semejante a la caja TATA, se
encuentra situado dentro de una posible secuencia consenso iniciadora y da lugar a la secuencia lider
mas larga (173 nucleétidos). La traduccion se ve afectada por las estructuras secundarias que adoptan
las secuencias lider. A su vez, en el promotor se han encontrado un posible sitio de unién para AP-1,

una secuencia que se asemeja mucho (siete de ocho nucleétidos) a la secuencia consenso CRE, y una
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caja CCAAT invertida. Tanto el sitio CRE como la caja CCAAT invertida mostraron ser capaces de
unir sus proteinas ligando especificas, CREB y proteinas de unién a secuencias CAAT, y ser

necesarias para la transcripcion; mutaciones en estas secuencias bloqueaban la transcripcion (Baler
etal., 1997).

-139  -120  -32

CRE CCAT CRE ;

Figura 8. Dominios conservados en la N-acetiltransferasa. Los
dominios son comunes a las secuencias de aminoacidos de la NAT en
humano, rata, oveja y pollo.

Todas estas propiedades que caracterizan molecularmente a la NAT sirven como base para
confirmar, o al menos no descartar, las hipétesis formuladas sobre la regulacién de su sintesis y

actividad.

1.7 Regulacion de la sintesis de melatonina

La glandula pineal es el lugar donde la informacion sobre los periodos de luz-oscuridad se
traduce a la sefial quimica reconocible por el organismo que es la melatonina (Reiter, 1991a). La
sintesis de melatonina sigue un marcado ritmo circadiano, de forma que se inicia a Gltima hora de la
tarde y se va incrementando progresivamente hasta alcanzar valores maximos a mitad de la noche para,

a partir de aqui, ir decayendo hasta alcanzar niveles basales a primera hora de la mafiana.

Las vias neuronales por la cuales se regula la actividad de la glandula pineal (Fig. 9) estan
perfectamente establecidas (Moore, 1978). La luz que se percibe a través de la retina es convertida en
impulsos eléctricos que alcanzan el nfcleo supraquiasmatico (SCN) a través del tracto
retinohipotalamico. Desde el SCN salen proyecciones hacia el nicleo paraventricular del hipotalamo;
las neuronas de este nuicleo se proyectan hacia el hipotilamo lateral, de donde emergen axones que
conectan directamente con neuronas preganglionares simpaticas de la columna intermediolateral de
los segmentos toracicos superiores. Los axones de las neuronas preganglionares alcanzan el ganglio

cervical superior, donde se origina la inervacion postganglionar simpatica de la glandula pineal.
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Nucleo supraquiasmatico

—

Area tuberal ventral \
hipotalamica

Area hipotalamica lateral

Glandula pineal

Ganglio simpético
cervical superior

Area intermedio lateral

Figura 9. Esquema de la via de transmision de la informacién
luminica desde los ojos hasta la glandula pineal de un mamifero.
Unicamente se representa el diencéfalo.

La produccion de melatonina en la pineal de los mamiferos viene determinada por la actividad
de las neuronas de SCN. En ausencia de activacion por la luz de las células fotoeléctricas de la retina
el SCN induce la estimulacién de los pinealocitos mediante la liberacion de NE por las células

postganglionares del ganglio cervcial superior.

El ritmo circadiano de la sintesis de melatonina se origina en el nicleo supraquiasmatico del
hipotadlamo. En animales que son mantenidos en condiciones de oscuridad continua el ritmo de
melatonina permanece sin alteraciones, aunque disminuido. Por otro lado, la ruptura neural en
cualquier punto situado entre los ojos y el SCN estimula la sintesis de melatonina, mientras que la
eliminacion de los ganglios cervicales superiores abole el ritmo circadiano de la sintesis. Esto sugiere
que es el SCN, actuando como un reloj endogeno, quien marca el ritmo circadiano de la sintesis de
melatonina con una periodicidad ligeramente superior a 24 horas, y adaptaria la sintesis a este periodo

de 24 horas en base a las variaciones en la duracion de los periodos de luz-oscuridad.

La regulacion circadiana de la sintesis de melatonina se pone de manifiesto en cada uno de

los pasos que conducen a su secrecion por la glandula pineal. La actividad de las enzimas implicadas
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en su sintesis presenta ritmos circadianos. En las células postganglionares simpaticas la actividad de
la tirosina hidroxilasa, enzima limitante de la sintesis de NE, aumenta durante la noche (Craft et al.,
1984). En los pinealocitos, al igual que la actividad de 1aNAT, la actividad de la triptéfano hidroxilasa
aumenta durante la noche (Shibuya et al., 1977) y los receptores B,-adrenérgicos en las membranas
presentan un ritmo circadiano de 24 horas, aumentando su niimero en las tltimas fases de luz o en el

periodo de oscuridad (Pangerl et al., 1990).

Por otro lado, la expresion de la NAT, que sigue un ritmo circadiano, parece ser controlada
por factores de transcripcion tanto estimuladores (CREB) como inhibidores (Fra-2 e ICER). En
concreto, los factores inhibidores presentan a su vez ritmos circadianos semejantes a los de la
melatonina, lo que permite postular que la caida en la sintesis de melatonina hacia el final del periodo
de oscuridad se puede deber a estos factores represores, y representaria el mecanismo a través del cual

se limitaria la produccién nocturna de la melatonina (Stehle et al., 1993).

Laregulacion de la actividad de laNAT se puede llevar a cabo por medio de dos mecanismos,
uno que actuaria a nivel de su transcripcion, interpretado como un aumento de la cantidad de enzima,
y un segundo, llevado a cabo por medio de modificaciones postraduccionales de activacion e
inactivacion de la enzima. No podemos descartar la posibilidad de una degradacion proteolitica de
la enzima, lo que podria explicar el porqué de la dificultad que se encuentra para volver a estimular
la actividad de la NAT después de haber sido bloqueada por exposicion a la luz en periodos de
oscuridad (Illnerova et al., 1979). Se podria afiadir un tercer mecanismo que actuaria a nivel de la
estabilidad del transcrito, que presenta una disminucién dependiente del tiempo en su tamafio como
resultado de una reduccion en la longitud de la cola de adeninas (Roseboom et al., 1996). Esta
disminucion en la longitud de la cola de adeninas parece afectar a la estabilidad del transcrito y a la

eficiencia de la transcripcion.

La luz tiene un efecto muy marcado sobre la sintesis de melatonina. En mamiferos, la luz
inhibe la actividad eléctrica de las neuronas postganglionares simpaticas, y por tanto la liberacion de
NE, y disminuye la actividad de la NAT (Reiter, 1985). Por la noche, por contra, se produce un
incremento de la actividad de la NAT, de 10 a 100 veces mayor que durante el dia, aumentando asi
la concentracién de N-acetilserotonina y disminuyendo la concentracién de serotonina. Como
consecuencia la concentracion de melatonina aumenta; la actividad de la HIOMT se ve levemente
incrementada (Binkley, 1993). Por otro lado, las fluctuaciones diarias de la actividad de las enzimas

de la glandula pineal disminuyen rapidamente en presencia de luz, desapareciendo en condiciones de
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iluminacion continua; el cambio a la inversa de las condiciones de iluminacién produce una inversion

de dichas actividades y de la sintesis de melatonina.

Es importante destacar que la intensidad luminica, la longitud de onda de la luz y la duracién
de la exposicion son factores importantes para conseguir la inhibicion de la sintesis de melatonina. La
intensidad de luz necesaria para inhibir la liberacion nocturna de melatonina varia segun las especies.
En humanos se necesitan 2500 luxes para inhibir totalmente la sintesis de melatonina, mientras que

100 luxes durante 60 minutos la reducen un 33% (Lewy et al., 1980; Mclntyre et al., 1989).
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2. Funciones bioldgicas de la melatonina

2.1. La melatonina y la reproduccion

El papel de la melatonina como un transductor de la informacién fotoperiédica para la
reproduccion animal fue establecido hace mucho tiempo. En estudios experimentales, su eficacia para
modificar las funciones reproductivas varia dependiendo de la especie, la edad de los animales en

estudio, y del momento en el que se suministra la indolamina con relacién al ciclo luz-oscuridad.

Se han realizado estudios en los cuales diferentes especies de animales se sometieron a
cambios en el fotoperiodo, pinealectomia y/o suministro exégeno de melatonina, a diferentes tiempos
en relacion con el ritmo circadiano de su sintesis; los resultados han demostrado que la glandula pineal
y la melatonina estan involucradas en la transmision del fotoperiodo al sistema reproductivo y que,

en su ausencia, el aparato reproductivo es incapaz de responder a cambios en la duracién del dia.

Las modificaciones en la produccion nocturna de melatonina son las sefiales mediante las
cuales la melatonina influye en la reproduccion de los animales. Entre las diferentes propiedades que
definen la seiial de la melatonina (fase, duracién y amplitud), parece ser que es la modificacion en la
duracién de la produccién nocturna de melatonina, la que transmite la informacion acerca del

fotoperiodo al sistema reproductor (Reiter, 1991b; Cagnacci y Volpe, 1996).

El mecanismo més aceptado como responsable de esta funcién de la melatonina como
mediador de la fisiologia reproductiva es su efecto sobre el eje hipotadlamo-adenohipdfisis-gonadal.
La melatonina modifica la actividad y la frecuencia de disparo del mecanismo generador de impulsos
eléctricos hipotaldmico, el cual regula la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnHR). Una prolongada secrecién nocturna de melatonina inhibe la secrecion de GnHR en algunos
roedores, y disminuye la respuesta de la glandula pituitaria a la estimulacién por la GnHR en ratas
recién nacidas. Ademas, la integridad del hipotdlamo ventromedial es esencial para el efecto
inhibitorio de la melatonina sobre la secrecion de gonadotropinas y se han localizado receptores para
melatonina en la glandula pituitaria, concretamente en la pars tuberalis (PT) (Weeb y Puig-Domingo,
1995).
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Que la melatonina ejerce una determinada influencia sobre la fisiologia reproductiva en
animales que muestran un ciclo reproductivo marcadamente estacional ha sido claramente establecido.
En aquellos animales que se reproducen cuando los dias son largos, como es el caso del hamster, una
mayor duracion en la secrecion nocturna de melatonina induce la regresién gonadal (que ocurre en
invierno), mientras que en aquéllos que se reproducen cuando los dias son mds cortos, como las

ovejas, induce una estimulacion del desarrollo gonadal (primavera-verano).

En el hamster (Mesocricetus auratus) los cambios en la longitud del fotoperiodo son
especialmente importantes al controlar la actividad gonadal. Los érganos reproductores son muy
sensibles a la iluminacion ambiental y a la actividad de la glandula pineal. Un fotoperiodo corto o un
caso extremo como la ceguera llevan a la atrofia de los 6rganos reproductores. En los machos se
observa una pérdida completa de la actividad espermatogénica testicular y se reducen las génadas en
un 80%, asi como los 6rganos reproductores secundarios. Este atrofia se produce por una disminucién
en la secrecion de LH y FSH por la hipdfisis. En las hembras se observa una disminucion en las
concentraciones plasmaticas de GnRH y una pérdida de peso del utero, debida posiblemente a una
disminucién en la produccién de estrégenos. La pinealectomia evita la regresion gonadal que se

produce al mantener los animales en condiciones de fotoperiodo cortos (Reiter, 1991b).

Se puede establecer, por tanto, un claro efecto antigonadotrépico de la melatonina en el
hamster. Durante los dias cortos, se produce un aumento en la sensibilidad del eje hipotdlamo-
hipofisario al efecto de retroalimentacion (feedback) negativa ejercido por las hormonas esteroideas.
Los machos castrados muestran una mayor sensibilidad al feedback negativo producido por
testosterona exdgena en los dias cortos que animales expuestos a dias largos. Este incremento en la
sensibilidad es bloqueado o reducido por la pinealectomia. Ademas, la administracion de melatonina
durante los dias largos induce el mismo grado de regresién gonadal que se observa en animales
expuestos a dias cortos. Por tanto, durante los dias cortos aumenta la actividad pineal, favoreciéndose
el efecto negativo de las hormonas esteroideas que retraen las génadas, mientras que en los dias largos
laactividad pineal decae y el efecto inhibitorio de las hormonas esteroideas desaparece, regenerandose

las gonadas.

El hamster es un animal hibernante; conforme se acerca el fin del periodo de hibernacién, se
regeneran las génadas. Esta restauracion ocurre de manera espontinea, pues si bien los dias se van
acortando, la regeneracion gonadal ocurre mientras aun estan hibernando, es decir, en condiciones de
total oscuridad. En animales que son mantenidos en un estado de ceguera durante unas 27 semanas,

se observa también una regeneracion espontanea de las génadas. La regeneracién espontanea parece
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deberse a que el eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal se vuelve refractario a la melatonina, lo cual hace

que se regeneren las gonadas. La base celular de la regeneracion espontanea se desconoce.

El primer indicio de que la glandula pineal pudiera estar relacionada con la reproduccion en
humanos surgié de los estudios de Heubner (1898), quien describid el caso de un nifio de cuatro afios
que presentaba una pubertad precoz y un tumor que habia destruido la glandula pineal. Tumores que
destruyen la glandula pineal son asociados con una pubertad precoz, mientras que aquellos tumores
hiperactivos, que secretan melatonina en exceso, producen un retraso en la aparicion de la pubertad,
aunque no se ha establecido una clara relacién entre los niveles de melatonina y la aparicion de la
pubertad. Sin embargo, hoy en dia se acepta que si la glandula pineal afecta de alguna manera al
desarrollo de la pubertad en humanos es a través de cambios en los niveles de melatonina (Cavallo,
1993). La entrada en la pubertad esta relacionada con la disminucion en la secrecion de melatonina

que acontece con el crecimiento infantil.

Una vez alcanzada la madurez sexual, el ritmo de melatonina no parece variar. Existen sin
embargo varias patologias que relacionan a la glandula pineal y la melatonina en la madurez. En
mujeres con amenorreas, cuyos niveles de estrégenos son muy bajos, la concentracion de melatonina
suele estar elevada, estrogenos exdgenos inhiben la secrecion nocturna de melatonina en estas mujeres.
Ademas, la supresion de la sintesis de estrogenos en mujeres sanas eleva los niveles de melatonina
circulante. Estos datos sugieren la existencia de un control negativo de los estrégenos sobre la
actividad de la glandula pineal. Por otra parte, hombres adultos con oligospermia o aspermia presentan
niveles nocturnos elevados de melatonina; en mujeres adultas que presentan ciclos menstruales
alterados o sin ovulacion, los niveles de melatonina circulante estan mas elevados. En conjunto, estos
datos sugieren que la elevacion de los niveles de melatonina puede desencadenar anomalias

reproductivas (Reiter, 1998).

Aunque la especie humana no se considera como reproductor estacional, existe un
comportamiento estacional en cuanto a la concepcion con respecto a las diferentes dreas geograficas.
Ademas, es posible que la melatonina actie sobre el eje reproductivo e intervenga de forma
significativa en el ritmo estacional de la concepcién. En la fase folicular del ciclo menstrual, la
secrecion de GnRH y el ritmo pulsatil de secrecion de LH se incrementan por la noche. La
administracioén de melatonina durante el dia en esta fase del ciclo menstrual aumenta la amplitud de
los pulsos de LH y su respuesta a la estimulacion por GnRH. En base a esto, se ha sugerido que la
secrecion circadiana de la melatonina ayudaria a sincronizar la secrecion de LH preovulatoria, que

ocurre por la noche, con el periodo nocturno (Cagnacciy Volpe, 1996).
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2.2 La melatonina como sincronizador de los ritmos circadianos. El sueiio.

La melatonina tiene una funcién sincronizadora de los diferentes ritmos circadianos que se
generan en el organismo con los ciclos diarios de luz-oscuridad, adaptando el organismo a las
modificaciones del medio ambiente (Reiter, 1981). Asi, actia como un cronobidtico, es decir, una
sustancia capaz de reajustar los ritmos circadianos desincronizados o bien de prevenir que se den estos

se desajusten por alteraciones medioambientales.

En vertebrados, mamiferos y no mamiferos, la melatonina esta implicada en el control de los
ritmos circadianos. Se ha demostrado que la melatonina es capaz de ajustar el ritmo de actividad
locomotora en hamster y rata. Sin embargo, no se ha clarificado aiin el mecanismo por el cual la

melatonina lleva a cabo esta funcidn cronobidtica (Steinlechner, 1996).

Los mecanismos por los cuales la melatonina lleva a cabo esta funcién cronobiética no han
sido completamente establecidos. Sin embargo, se sabe que es la interaccion directa entre la glandula
pineal, a través de la secrecién de melatonina, y el SCN la que regula los ritmos circadianos. Estos
ritmos estan bajo el control de un reloj circadiano endégeno que se localiza en el SCN del hipotalamo,
y que es ajustado a un periodo de 24 horas por factores medioambientales, de los que el ciclo de luz-
oscuridad parece ser el mas importante. Lesiones en este niicleo eliminan la ritmicidad circadiana de
diferentes funciones fisiolégicas como son la alimentacion, ingestion de agua, los ciclos de vigilia
suefio y los niveles plasméticos de melatonina. El SCN, mediante la actividad circadiana de sus
neuronas, con un pico de maximo descarga durante el dia, controla la liberacién circadiana de
melatonina por la glandula pineal. A su vez el SCN expresa receptores para lamelatonina, y ésta puede
cambiar de fase el ritmo de actividad del SCN, pudiendo asi regular los ritmos circadianos
(Steinlechner, 1996).

Los estudios sobre las funciones cronobidticas de la melatonina se han centrado
principalmente en las alteraciones en el ritmo circadiano de los ciclos vigilia-suefio. El efecto
cronobidtico de la melatonina solo se observa cuando es suministrada siguiendo un protocolo
determinado. La melatonina puede avanzar o retrasar la fase de suefio dependiendo del momento en
que sea suministrada. En humanos, su administracion en las primeras horas de la mafiana produce un

retraso de fase, mientras que a tiltimas horas del dia produce un adelanto de fase (Sack et al., 1998).

Lamelatonina ha resultado ser eficiente en el tratamiento de diferentes alteraciones del suefio

en humanos como son: 1) adelanto o retraso de la fase de suefio; 2) insomnio en ciegos con ciclos de
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vigilia-suefio iguales o superiores a 24 horas pero que no se ajustan al ciclo luz-oscuridad; 3) jet-lag,
desajustes entre el ritmo interno y el tiempo real externo como consecuencia de vuelos transoceanicos;
4) alteraciones como consecuencia del cambio en la pauta vigilia-suefio en trabajadores con turno de
noche (Sack et al., 1998).

Aparte del efecto de la melatonina sobre la sincronizacion de los ritmos circadianos, se han
descrito otros efectos de la hormona sobre el sistema nervioso central. En vertebrados, tanto reptiles
como mamiferos, la administracién de melatonina inhibe la actividad motora y aplaca los
comportamientos agresivos. En humanos, la melatonina tiene un efecto inductor del suefio que se

acompafia de sedacion, y disminuye la capacidad de atencion y de manipular objetos.

La ingestion de melatonina afecta tanto a la aparicion del suefio, tiempo requerido para
quedarse dormido, como a la calidad y duracion del mismo, y tiene un efecto hipnético. Los primeros
estudios que mostraron el efecto de la melatonina sobre el suefio en humanos se llevaron a cabo con
concentraciones farmacoldgicas (1 mg-1,2 g). Recientemente se ha visto que la administracion de
concentraciones bajas de melatonina (0,1-0,3 mg), que permiten que la concentracion sérica de la
hormona se aproxime los niveles de melatonina en adultos (50-120 pg/ml), facilita la induccién del
suefio en individuos sanos. La respuesta ocurre en menos de una hora tras la administracion de la
hormona, independientemente del momento en que se suministre, lo que parece excluir la posibilidad
de que el efecto sea debido a un cambio de fase en la aparicion del suefio (Dollins et al., 1994). La
melatonina mejora ademas las condiciones del suefio en pacientes con insomnio que presentan déficit
en sus niveles de melatonina, generalmente ancianos, asi como en pacientes con Alzehimer (Haimov
et al., 1995).

Los mecanismos que median la induccion del suefio y el efecto hipnético de la melatonina no
estan claros, pero parecen estar relacionados con los efectos hipotérmicos de la misma (Cagnacci et
al., 1992).
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2.3. Melatonina y sistema inmune

2.3.1. La melatonina como moduladora de la respuesta inmune

En los Gltimos afios se ha puesto de manifiesto, tanto en experimentos iz vivo como in vitro,
la funcién inmunomoduladora de la melatonina. Los mecanismos por los que lamelatonina acta sobre
el sistema inmune abarca interacciones directas e indirectas con células inmunocompetentes. Por otra
parte, el sistema inmune puede, a través de la sintesis y secrecion de determinados factores solubles,
afectar a la funcién de la glandula pineal. Esta interaccién mutua sugiere la existencia de una
regulacion reciproca entre la glandula pineal, un érgano neuroendocrino, y el sistema inmune. En la
figura 10 se representa un esquema de las principales funciones de la melatonina sobre células del

sistema inmune en mamiferos.

lipooxi:
genasa

—IL-2

\ IFNy
MIOs

Figura 10. Modulacion del sistema inmune por la melatonina en mamiferos. Se
representa un esquema hipotético de los principales efectos de la melatonina sobre
diferentes células inmunes. Basado en Garcia-Maurifio y cols (1997), con algunas
modificaciones.
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La primera evidencia de la existencia de una relacion funcional entre la glandula pineal y el
sistema inmune fue la observacién de que la administracién de extractos pineales llevaba a un
incremento en el peso del timo, presentando una hiperplasia celular en las zonas medular y cortical
de la glandula (Milcu y Pitis, 1943). Mas tarde se observo, en ratas recién nacidas pinealectomizadas,
una desorganizacion estructural del timo (Devecerski, 1963) y un deterioro de la respuesta inmune,

puesto de manifiesto por la disminucion de la produccion de anticuerpos (Csaba et al., 1966).

El primer resultado en firme que demostraba un claro efecto de la melatonina sobre la funcién
del sistema inmune fue proporcionado por Maestroni y Pierpaoli, quienes realizaron una pinealectomia
funcional al mantener ratones durante varias generaciones bajo una iluminacién constante,
suprimiendo asi la produccién de melatonina, y observaron c6mo en la tercera y cuarta generacion los
ratones crecian con dificultad y presentaban una disminucién en la produccién de anticuerpos en
respuesta a antigenos T-dependientes, as{ como una atrofia de los tejidos linfoides de bazo y timo

(Maestroni y Pierpaoli, 1981).

De igual forma, la inhibicion farmacoldgica de la funcién pineal por la inyeccién por la tarde
del antagonista 3-adrenérgico propanolol, que disminuye el pico nocturno de sintesis de melatonina,
o la inyeccion diaria de p-clorofenilalanina, un inhibidor de la sintesis de serotonina, disminuyd
igualmente la produccién de anticuerpos en la respuesta primaria a la exposicion con eritrocitos de
carnero, usados como antigeno timo-dependiente, y medida como el niimero de células formadoras
de placa hemoliticas (PFC).

La prueba definitiva que corroboraba la existencia de una interaccion entre la glandula pineal
y el sistema inmune se obtuvo cuando la funcién inmune, disminuida por el propanolol o la p-
clorofenilalanina, fue restablecida por la administracién a ultima hora del dia de melatonina
(Maestroni et al., 1986). En los animales control se observé también un efecto inmunoestimulador de
la melatonina, suministrada a Gltimas horas de la tarde, al aumentar la produccién de anticuerpos en
la respuesta inmune primaria y secundaria a la exposicion a eritrocitos de carnero, no observandose
ningin efecto en animales no inmunizados. Este efecto fue dependiente de la dosis a concentraciones

fisiologicas de 10-10* pg/kg de peso (Maestroni et al., 1987).

Son miltiples los trabajos en los que se demuestra la relacion entre la melatonina y el sistema
inmune. En ratones, la melatonina contrarresta el efecto inmunosupresor de corticosteroides y
condiciones de estrés agudo sobre el timo, y previene la paralisis y muerte de ratones infectados con

agentes viricos (Maestroni et al., 1988, 1989; Ben-Nathan et al., 1995). Maestroni y cols demostraron
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el efecto protector de la melatonina sobre la apoptosis en células hematopoyéticas de médula osea
inducida in vivo o in vitro por drogas quimioterapéuticas. Este efecto protector viene determinado por
el aumento de la produccién de factores estimuladores de la formacion de colonias de macréfagos y
granulocitos (Maestroni, 1995). También se ha observado que la melatonina protege in vivo € in vitro

contra la apoptosis en timocitos de rata (Sainz et al, 1995).

Otros autores han corroborado el efecto inmunoestimulador de la melatonina. En 1989, del
Gobbo y cols demostraron que la pinealectomia en ratones reducia significativamente la produccién
de IL-2 y la actividad asociada de las células T citotoxicas o natural killer (NK), mientras que el
tratamiento con concentraciones farmacoldgicas de melatonina revertia ambos efectos (Del Gobbo et
al., 1989). Giordano y Palermo demostraron cémo la inyeccion de melatonina en ratones aumentaba
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) de los esplenocitos, posiblemente
aumentando la produccién de IL-6 e interferon gamma (IFNy) (Giordano y Palermo, 1991).
Posteriormente se demostré que la melatonina inducia un incremento en la produccion de IFNy en
esplenocitos de raton (Colombo et al., 1992). Por otra parte, se ha demostrado que la melatonina
inhibe la produccion de IFNYy y la proliferacion de linfocitos estimulada por fitohemaglutinina en

linfocitos humanos (Finocchiaro et al., 1988).

En ratones viejos o inmunodeprimidos, la administracion de melatonina potencié la respuesta
inmune humoral a través de estimulacion de la actividad de las células T colaboradoras (Th) y el
aumento de la produccion de IL-2, estimul6 la respuesta a mitdgenos de linfocitos T y B (Caroleo et
al., 1992) y aument¢ la presentacion de antigenos por los macréfagos a los linfocitos T en bazo, al
incrementar las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il y la produccion de
IL-1 y del factor de necrosis tumoral alfa (TNFea) (Pioli et al., 1993).

En humanos también se ha observado un efecto estimulador de la melatonina sobre la
respuesta inmune. La melatonina estimula la secrecion de IL-1, IL-6 y TNFo (Barjavel et al., 1998),
asi como la sintesis de ARNm de IL-1 y la actividad citotéxica (Morrey et al., 1994), al aumentar la
produccién de 6xido nitrico y compuestos derivados del oxigeno en monocitos. Los linfocitos Th1 son
activados por la melatonina incrementando la produccién de IL-2 y IFNYy, la produccién de IL-6 se
ve también estimulada en células mononucleares de sangre periférica, posiblemente por la activacion
de monocitos mas que de linfocitos Th2 (Garcia-Maurifio et al., 1997). En linfocitos B humanos la
melatonina inhibe la expresion del ARNm del gen 5-lipooxigenasa, enzima implicada en la formacién

de leucotrienos (compuestos relacionados con mecanismos inmunes inflamatorios), mediante su unién
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a receptores nucleares, lo que hace suponer que la melatonina ejerce una funcién moduladora de los

procesos inflamatorios e inmunes (Steinhilber et al., 1995).

La melatonina puede también proteger a las células inmunes contra el estrés adrenérgico. El
tratamiento continuo con adrenalina o noradrenalina de ratas in vivo tiene un efecto supresor, a través
de receptores a,-adernérgicos, sobre la respuesta mitogénica de linfocitos de sangre periférica. Este
efecto solo se observé con el tratamiento conjunto con agentes [3-bloqueantes como el propanolol
(Felsneretal., 1995). Tanto la pinealectomizacion funcional, por exposicién constante a la luz durante
24 horas, como el 3-bloqueo aumentaron el efecto inmunosupresor de la noradrenalina, mientras que
el tratamiento con melatonina o la exposicion a un ciclo normal de luz-oscuridad lo contrarrestaba.
En funcién de estos datos se ha propuesto que la melatonina endégena protege de la inmunosupresion
causada por el estrés adrenérgico, y que el bloqueo de los receptores 3-adrenérgicos aumenta el efecto

supresor adrenérgico a través de la inhibicion de la liberacién de melatonina (Liebman et al., 1996)

Por tiltimo, la melatonina reduce el crecimiento de tumores potenciando la actividad de laIL-2
en la respuesta antitumoral en humanos, asi la administracion conjunta de melatonina e IL-2 durante
la inmunoterapia del céncer mejora los resultados del tratamiento permitiendo ademés una
disminucién en la cantidad de IL-2 administraday los efectos secundarios (Conti y Maestroni, 1995).
También se ha demostrado que el tratamiento durante 30 dias con melatonina en pacientes con cancer
incrementa los niveles séricos de TNFa, IL-2, IFNy comparado con los niveles anteriores al
tratamiento (Neri et al., 1995).

Por otra parte, también se ha descrito el efecto inhibitorio de la melatonina sobre la funcién
inmune. En humanos, la actividad de linfocitos T citotoxicos, la sintesis de IFNy y TNFa por
linfocitos, y la proliferacion de linfocitos T y lineas celulares de linfoblastos fueron inhibidos por la
melatonina en estudios realizados in vitro (Lewinski et al., 1989; Persengiev y Kyurkchiev, 1993; Di
Stefano y Paulesu, 1994).

2.3.2. Melatonina y Opioides

Los péptidos opioides han sido propuestos como mediadores en el mecanismo de accién de

la melatonina sobre el sistema inmune.
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Inicialmente la mayoria de los datos que relacionaban a la melatonina con el sistema inmune
procedian de estudios in vivo, y no eran confirmados por estudios in vitro. Esto, unido al hecho de que
los experimentos de unién a células inmunocompetentes por radiloligandos de la melatonina tampoco
demostraban la presencia de sitios de unidn, hizo pensar a Maestroni y cols que el efecto de la

melatonina debia estar mediado por algun o algunos factores no identificados.

Se habian publicado una serie de trabajos que sugerian una relacion entre la glandula pineal
y el sistema de opioides enddgenos (Lakin et al., 1981; Lissoni et al., 1986). Maestroni y cols
confirmaron dicha relacion al demostrar que los efectos inmunoldgicos de la melatonina (estimulacion
de la produccion de anticuerpos en la respuesta primaria y el efecto anti estrés sobre la respuesta
inmune de ratones inmunizados) eran contrarrestados por el antagonista opioide naloxona (Maestroni
et al,, 1987, 1988) y observaron que otros péptidos opioides (B-endorfina y dinorfina 1-13)
reproducian el efecto inmunoestimlulador y anti estrés de la melatonina, al menos en parte (Maestroni
y Conti, 1989).

Por otra parte, los efectos inmunoldgicos de la melatonina y los péptidos opioides sélo eran
observados cuando eran inyectados a ultimas horas de la tarde, lo que conferia a sus funciones
inmunolégicas un caracter circadiano. Sin embargo, a diferencia de la melatonina, la B-endorfina y
la dinorfina 1-13 eran efectivos para contrarrestar los efectos del estrés en animales no inmunizados.
Por otra parte, se sabia que las células inmunocompetentes activadas, murinas y humanas, presentan
receptores opioides y son capaces de producirlos. Maestroni y cols plantearon entonces la hipdtesis
de que la melatonina podria actuar estimulando la liberaciéon de opioides por células

inmunocompetentes previamente activadas.

Para comprobar dicha hipdtesis, incubaron esplenocitos de ratén activados con
concentraciones de melatonina en el rango de nM; tras la incubacién tomaron el sobrenadante y
comprobaron cémo éste era capaz de restablecer el peso del timo en ratones inmunodeprimidos que
no habian sido inmunizados. A su vez, en ratones inmunizados con eritrocitos de cordero, el
sobrenadante actuaba como un factor inmunoestimulador y anti estrés con relacion a la celularidad
del timo y la produccién de anticuerpos. Este efecto no se observé con el sobrenadante de linfocitos
no activados. De nuevo, este efecto ejercido por el sobrenadante fue sensible a la incubacién con
naloxona. Ademas, el sobrenadante desplazé unién especifica de [*H]naloxona en membranas de

cerebro de raton (Maestroni y Conti, 1990).
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Ladeplecion selectiva de las diferentes subpoblaciones de células T de esplenocitos activados
mediante anticuerpos monoclonales demostr6 que las células estimuladas por la melatonina para
producir los supuestos agonistas opioides eran células T CD4+ (Th1l) (Maestroni y Conti, 1990).
Finalmente, la union especifica de los factores liberados por las células Th tras ser estimuladas por
la melatonina a receptores opioides del timo, y la supresion del efecto recuperador del timo (peso,
celularidad y produccion de anticuerpos) ante el estrés inducido por corticosteroides al ser incubados
con anticuerpos antif-endorfina y anti-metaencefalina, demostré el caracter opioide de estos factores

(Maestroni y Conti, 1991).

Estos resultados obtenidos por Maestroni y cols en ratones y otros similares en humanos,
menos consistentes éstos, demostraron que concentraciones fisioldgicas de melatonina estimulaban
la liberacién de péptidos opioides enddgenos, demoninados MIO (opioides inmunes inducidos por

melatonina), por células Th activadas.

2.3.3. Melatonina y citocinas

La melatonina puede llevar a cabo esta funcion inmunoldgica a través de la induccion de la sintesis

y liberacién de diversas citocinas por determinadas células inmunes.

Los primeros datos que demostraban que la melatonina podia estimular la liberacion de
citocinas por las células inmunes surgieron de los estudios de Del Gobbo y cols. Estos autores
comprobaron que la pinealectomia reducia la produccion de IL-2, linfocina liberada por las células
Thl que activa a las células NK y la consiguiente actividad de las mismas en ratones. El tratamiento

con melatonina revertia los efectos de la pinealectomia (Del Gobbo et al., 1989).

La demostracion de la accién estimuladora de la melatonina sobre la ADCC en ratones y el
hecho de que ésta no fuera inhibida por la naltroxona sugirieron que este efecto podia estar mediado
por la produccion de determinadas citocinas (Giordano y Palermo, 1991). E1 ADCC es un proceso
litico en el que la célula es recubierta por anticuerpos especificos, cuya fraccion constante (Fc) es
reconocida por receptores especificos de leucocitos, entre ellos las células NK, activando su capacidad

citolitica y destruyendo a la célula. Este proceso litico es estimulado por diversas citocinas como IL-2,
IFNy e IL-6.
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Se ha demostrado que la melatonina es capaz de estimular la produccién de citocinas. Asi, en
ratones imnunodeprimidos o ratones viejos la melatonina estimula la produccion de IL-2, IL-1, IFNy
y TNFa en esplenocitos (Caroleo et al., 1992, 1994; Pioli et al., 1993).

En monocitos humanos la melatonina es capaz de inducir la produccién de IL-1, asi como la
produccién de los intermediarios reactivos del metabolismo de oxigeno H,0,, O, y 6xido nitrico.
Ademas, la melatonina es capaz de sensibilizar a los monocitos para una posterior estimulacion con
LPS (Morrey et al., 1994).

Recientemente Garcia-Maurifio y cols han demostrado que concentraciones fisiologicas de
melatonina estimulan en humanos la produccién de IL-2 e IFNy en células Thl, asi como la
produccion de IL-6 por monocitos. Este efecto estimulador de la melatonina sélo se observa cuando
las células no han sido activadas, cuando han sido levemente activadas con PHA o por incubacién con
células previamente por irradiadas. Por otra parte, estos autores no observaron estimulacion de la
produccién de IL-4 por melatonina, lo que sugiere que las células Th2 no son activadas por la

melatonina (Garcia-Maurifio et al., 1997).

La accién de la melatonina sobre la produccion de IL-4 ha sido también estudiada. En un
primer estudio, Maestroni y cols vieron como en la médula 6sea de ratén la melatonina “rescataba”
células hematopoyséticas, en concreto las denominadas unidades formadoras de colonias granulocito-
macréfago (GM-CFU), de la apoptosis inducida por drogas quimioterapéuticas al estimular la
produccidn del factor estimulador de la formacién de colonias de granulocito-macrofago, posiblemente
a través de células T. A continuacidn estudiaron si este efecto era mediado por las células T a través
de la produccién de IL-4; para ello, afiadieron anticuerpos monoclonales anti IL-4 y observaron cémo
quedaban inhibidos los efectos de la melatonina. Comprobaron a su vez cémo la melatonina estimula
a las células Th2 para producir IL-4, la cual induce a las células estromales adherentes de la médula
Osea a producir GM-CSF (Maestroni et al., 1994a,b).

A partir de los resultados de los experimentos anteriores, Maestroni y cols propusieron que
la melatonina actuaba estimulando la produccién de IL-4 por las células Th2 en la médula ésea. Si
embargo, en estudios posteriores no pudieron encontrar una relacion directa entre la melatoninay la
produccién de IL-4. Ademas, encontraron que la naltroxona, al igual que el anticuerpo anti-IL4,
inhibia parcialmente el efecto de la melatonina. Descubrieron entonces la presencia de dos proteinas
liberadas por las células Th al ser estimuladas por la melatonina, las cuales eran reconocidas tanto por

el anticuerpo monoclonal anti-IL4 como por un anticuerpo monoclonal dirigido contra una secuencia
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comun de péptidos opioides. Establecieron asi cémo la melatonina actuaba sobre células Th para

producir la liberacion de péptidos opioides semejantes a IL-4 y dinorfina (Maestroni et al., 1996).

La accion directa de la melatonina sobre el sistema inmune se ve fuertemente apoyada por la
presencia de receptores de melatonina en los tejidos linfoides y en células inmunes. La confirmacién
de la existencia de dichos receptores viene dada por la presencia de sitios de unién especificos para
el radioligando ['*I]melatonina en homogenados de érganos linfoides primarios y secundarios de

diversas especies de aves y mamiferos (Tabla I).

Tabla I. Caracteristicas de los receptores de melatonina en
células linfoides. Valores tomados de Poon y cols, 1994; Maestroni
y cols, 1994a; Morrey y cols, 1994; Calvo y cols, 1995; Gonzalez-Haba
y cols, 1995; Raffi-El Idrissi y cols, 1995.

Nimero K, (nM)

Mamiferos  Linfocitos humanos 2 1.01/208
Granulocitos humanos 1 2100
Linfocitos T CD4" 1 0.27
Monocitos humanos 1 0.270
Linfocitos Th, 1 0.346
Timo de rata 2 0.47/1226
Bazo de rata 1 0.34
Bazo de cerdo 1 0.049

Aves Bazo de pato 1 0.073
Timo de pato 1 0.040
Bazo de pollo 1 0.041
Bolsa de Fabricio pollo 1 0.043
Bolsa de Fabricio de paloma 1 0.073
Bolsa de Fabricio de codorniz 1 0.035

K, constante de disociacidn
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En mamiferos se han descrito sitios de union especificos para melatonina en linfocitos de
sangre periférica, neutrofilos, células T CD4" y monocitos humanos, timo y bazo de rata, linfocitos
Th2 de médula 6sea de ratén, bazo de hamster y bazo de cerdo de Guinea (Calvo et al., 1995;
Maestroni, 1995; Gonzalez-Haba et al., 1995; Barjavel et al., 1998). Por otra parte, en aves se han
identificado sitios de union en timo y bolsa de Fabricio de pato, pollo, codorniz y paloma, asi como

en bazo de pato, pollo, paloma (Poon et al., 1994).

2.3.4. Acciones indirectas de la melatonina

A los efectos directos de la melatonina sobre la funcién inmune hay que afiadir la posible
existencia de mecanismos indirectos mediante la modulacién de la sintesis, liberacién y acciones de
otras hormonas, por los cuales la melatonina podria modular la funcién inmune. En este sentido, se
ha propuesto que la melatonina podria interaccionar con los ejes hipotalamo-hipo6fisario-gonadal e

hipotalamo-hipofisario-adrenal para llevar a cabo su funcién moduladora del sistema inmune.

Los dias cortos y el tratamiento con melatonina inducen la regresion de las gonadas en muchas
especies. La regresion gonadal en machos coincide con una disminucién de la concentracion de
testosterona circulante, que generalmente suprime la funcién inmune. El tratamiento con testosterona
de ratones o ratas, castrados o intactos, suprime la inmunidad humoral y celular (Schuur y Veheul,
1990). Por otra parte, se ha descrito la existencia de receptores de andrégenos en timo, pero no se han
encontrado en linfocitos circulantes (Mc Cruden y Stimson, 1991). Teniendo en cuenta que los niveles
de androgenos disminuye en los dias con periodos de luz cortos, se ha sugerido que la melatonina
podria modular la accién inmunosupresora de los andrégenos sobre el sistema inmune (Nelson et al.,
1995). Esta hipoétesis se ve apoyada por la existencia de sitios de unidn para melatonina en los tejidos
gonadales (Cohen et al., 1978).

La lesién del area hipotalamica anterior causa la involucion del timo y una disminucion del
numero de linfocitos circulantes; este efecto fue revertido por el tratamiento con la hormona liberadora
de tirotropinas (TRH) o con melatonina. Por otra parte, la melatonina estimula la liberacion de TRH.
Esto ha permitido sugerir que la melatonina podria ejercer su accién inmunomoduladora a través de
la regulacion de la sintesis y/o secrecion de la hormona liberadora de tirotropinas (Pierpaoli y Yi,
1990; Lesnikov et al., 1992).
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El tratamiento de ratas con melatonina disminuy9 la liberacion basal de prolactina (PRL) y,
sin embargo, potencié el incremento de PRL inducido por condiciones de estrés. En funcidn de estos
datos se ha sugerido que la accidn anti estrés que la melatonina ejerce sobre el sistema inmune podria
estar mediada por la PRL (Skwarlo-Sorita, 1996). Esta hipdtesis se ve apoyada por el hecho de que la
PRL antagoniza la inmunosupresion causada por los glucocorticoides y su liberacion es inducida por
el estrés (Bernton et al., 1992), y porque la PRL es un reconocido modulador de la funcién inmune.
Asi por ejemplo, la eliminacion de la hipofisis en ratas lleva a un estado de supresion de la funcién
inmune humoral y dependiente de células, que se recupera por la administracion de PRL; ademas, se
han encontrado receptores para la PRL en membranas de células linfoides (Reber, 1993), aunque
también se ha publicado que la melatonina aumenta los niveles plasmaticos de PRL (Lu y Meites,
1973).

La melatonina y los esteroides adrenales pueden interaccionar para modular las funciones
inmunes. La melatonina antagoniza el efecto inmunosupresor de los corticosteroides (Maestroni et al.,
1986). Ademas, los receptores de hormonas corticoideas en el timo de rata son regulados por la
melatonina, y estaregulacién depende de la concentracion de glucocorticoides circulantes. Basandose
en estos datos, se ha sugerido que la modulacion del sistema inmune por la melatonina, a nivel del
timo, podria llevarse a cabo mediante la regulacion de los receptores de corticosteroides y se veria

influida por las concentraciones de glucocorticoides circulantes (Persengiev et al., 1991a, b).

2.3.5. Efectos del sistema inmune sobre la glindula pineal

Aparte de laya establecida funcién moduladora de la melatonina sobre el sistema inmune, son
varios los estudios que muestran coémo productos inmunes afectan a su vez a la funcién pineal,
poniendo de manifiesto la posible existencia de una regulacion reciproca entre la glandula pineal y el

sistema inmune.

En cultivos de glandulas pineales de ratas estimuladas con isoproterenol, un agonista de los
receptores P-adrenérgicos que activa a la NAT, el IFNy, por un lado estimula la produccién de
melatonina, mientras que por otro inhibe la actividad de la NAT (Withyachumnarnkul et al., 1990a,
b). Este efecto estimulador de la produccion de melatonina podria ocurrir por una via independiente
de la estimulacion de la NAT que consistiria en la inhibicién por IFNYy de la degradacion de la 5-

hidroxitriptamina (5-HT), lo que incrementaria la disponibilidad del precursor de la sintesis de
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melatonina, que seria dirigido hacia la sintesis de ésta aumentando asi su produccion
(Withyachumnarnkul et al., 1991).

El efecto inhibitorio del IFNy sobre la actividad de la NAT parece deberse a que el aumento
de la 5-HT causado por el IFNy hace que ésta difunda al exterior y se una a sus receptores en la
membrana del pinealocito, lo que inhibe la actividad de la NAT. Este efecto requiere que los
terminales simpaticos de la glandula pineal estén integros, lo que sugiere que el aumento y difusién

de la 5-HT podria tener lugar también en los terminales simpaticos (Withyachumnarnkul et al., 1991).

La transmision de informacion entre el sistema inmune y los pinealocitos puede ocurrir
también por una interaccion a través de receptores especificos en los pinealocitos. La liberacion de
melatonina es inhibida de una forma dependiente de la dosis por la administracion a ratas de IL-1{3
recombinante humana, efecto que se inhibe por la administracion de anticuerpos anti receptores de
IL-1 humanos (Mucha et al., 1994). Por otra parte, el tratamiento con IL-2 elimina el pico nocturno

de liberacion de melatonina en humanos (Lissoni et al., 1990).

Se ha demostrado también un efecto estimulador de la produccion y liberacién de melatonina
por la administracion a ratas del factor estimulador de la formacién de colonias de macrofagos y
granulocitos (GM-CSF) y del factor estimulador de la formacién de colonias de granulocitos (G-CSF).
Ademas, el efecto estimulador de ambos factores en cultivos de glandulas pineales fue dependiente
de la dosis (Zylinska et al., 1995).

Por otra parte, la existencia de una relacion reciproca entre la melatonina y el sistema inmune
se ve apoyada en el hecho de que las células inmunes pueden sintetizar y liberar melatonina. Se ha
demostrado que los linfocitos y macréfagos de sangre periférica humana tienen la capacidad de
sintetizar melatonina y como la incubacién de pinealocitos con IFNy aumenta la captacion de

triptofano por las células, asi como la sintesis de serotonina y melatonina (Finocchiaro et al., 1988).

2.3.6. Sistema inmune y fotoperiodo

Los animales usan el fotoperiodo como fuente de informacién para realizar adaptaciones
estacionales especificas, como la reproduccién, con el fin de mantener un balance de energia positivo
que les permita sobrevivir, en las mejores condiciones posibles, a las fluctuaciones medioambientales

de temperatura, disponibilidad de alimentos, etc.
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Entre las funciones fisiolégicas que requieren de ese balance positivo y que contribuyen a la
supervivencia del animal se encuentra la resistencia inmunol6gica. La cadena de eventos celulares que
se dan durante la fase aguda de la respuesta inmune, la inflamacidn y la elevacion de temperatura
requieren energia. Un déficit energético general puede incrementar el riesgo de infeccion y muerte,

por no poder el organismo suministrar la energia requerida por el sistema inmune.

Muchas de las condiciones medioambientalas conocidas como estrés pueden afectar al sistema
inmune. El estrés por falta de alimentos puede provocar la secrecion de glucocorticoesteroides, que
disminuyen larespuesta inmune. Algunas de estas condiciones acontecen mediante ciclos estacionales,

lo que lleva a una fluctuacion estacional de la funcién inmune (Lochmiller et al., 1994).

La influencia de ciclos estacionales en el desarrollo, regresion y regeneracion de los 6rganos
linfaticos ha sido descrita en varias especies de mamiferos. En ratones, ratas y ardillas se ha descrito
que el namero total de leucocitos circulantes, asi como la masa celular de timo e higado, se encuentran
mas elevados durante el otofio y el invierno comparado con los animales estudiados en primavera y
verano (Nelson el al., 1995).

Hay evidencias que sugieren que los animales podrian utilizar el fotoperiodo para combatir
la disminucién de la funcién inmune provocada por el estrés estacional (Nelson et al., 1995). Asi, por
ejemplo, ratones sometidos a bajas temperaturas presentan elevadas concentraciones de
corticoesteroies, una pérdida de peso del bazo y una disminucién de inmunoglobulinas G,
independientemente del periodo de luz al que sean sometidos. Sin embargo esta inmunosupresion es
mayor en aquellos sometidos a periodos de luz mas largos, lo que apoya el concepto de que el sistema
inmune es estimulado en los dias cortos para contrarrestar la supresion del sistema inmune causada

por el estrés invernal (Demas y Nelson, 1996).

La glandula pineal es uno de los posibles candidatos que podrian regular el ritmo diario y
estacional de la funcién del sistema inmune. La glandula pineal transforma la informacion
fotoperiddica en la sefial enddgena que es la melatonina, cuyo patrén de secrecion circadina
dependiente de la luz que ha sido descrito en la mayoria de las especies. Lo que permite a los animales
interpretar los diferentes momentos del afio y anticiparse asi a los previsibles cambios ambientales

estacionales (Reiter, 1991a).

La melatonina parece estar implicada también en la regulacion de la actividad circadiana y

estacional del sistema inmune. En este sentido, se ha demostrado que la melatonina aumenta la
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citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos en verano, pero no en invierno. Este efecto parece
debido a diferencias en la sensibilidad de los animales a la melatonina a lo largo del afio, ya que es
necesario administrar dosis de melatonina mayores en invierno que en verano para inducir el aumento
de la actividad ADCC (Giordano et al., 1993).

Se ha observado ademads, que la liberacién ritmica de melatonina es la que determina el
proceso de proliferacion circadiano de las células hematopoyéticas progenitoras de granulocitos y
macréfagos (Kuci et al., 1987), y que la actividad circadiana observada en células NK desaparece

cuando los animales son pinealectomizados (McNulty et al., 1990).

2.4. La melatonina y el cancer

Son numerosos los trabajos que muestran la funcidn anticancerigena de la glandula pineal y
la melatonina. Los estudios con animales demostraron que la administracién de melatonina inhibia el
crecimiento de tumores, espontaneos, transplantados o inducidos por agentes cancerigenos en ratones,
ratas y hamsteres. La pinealectomia aumento el desarrollo de los tumores, y la administracioén posterior
de melatonina previno este desarrollo. Estos efectos de la melatonina se observaron con

concentraciones farmacologicas mas que fisioldgicas.

Los estudios in vitro demostraron que tanto concentraciones farmacoldgica como filolégicas
de melatonina mostraban un efecto antiproliferativo sobre el crecimiento de células cancerigenas. Sin
embargo, los efectos oncostaticos de la melatonina in vivo dependen de la relacion entre el momento
en que se administra y el ritmo circadiano de su sintesis, pudiendo ser oncostatico, oncogénico o no
tener efecto alguno. Ademas, la melatonina puede tanto inhibir como estimular la accién de diferentes
hormonas endégenas que promueven la formacién de tumores, como factores de crecimiento e
interleucinas (Blask, 1993).

El efecto antiproliferativo de la melatonina ha sido demostrado en una gran variedad de
cultivos celulares neoplasicos, entre los que se incluyen el efecto sobre el cancer de mama,

melanomas, carcinomas ovaricos, cancer de vejiga y neuroblastomas (Blask, 1993).

La mayoria de los experimentos antiproliferativos se desarrollaron en cultivos de células
cancerigenas de mama humanas MCF-7 que responden a los efectos mitogénicos de los estrégenos.

En estas células la susceptibilidad al efecto inhibitorio de la melatonina presentan determinadas
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propiedades: 1) es mas efectivo a concentraciones fisiologicas (1 nM y 10 pM) de melatonina que
farmacoldgicas o subfisioldgicas. (Hill y Blask, 1988); 2) se da preferentemente en células con una
rapida tasa de proliferacion (Cos y Sanchez-Barceld, 1995); 3) depende de la expresion de receptores
para estrogenos, células sin dichos receptores no son inhibidas (Molis et al., 1994); 4) depende de la

presencia de hormonas y factores de crecimiento en el medio de cultivo (Cos y Blask, 1994).

Son varios los mecanismos de accidn, directos e indirectos, que parecen estar involucrados
en la funcién oncostatica de la melatonina. Sin embargo la relacion entre estos mecanismos y el efecto

antiproliferativo no esta bien establecida.

Entre los mecanismos directos que median en la accidn antiproliferativa de la melatonina se
encuentran: 1) la modulaciéon de la expresion de receptores de estrogenos, concentraciones
fisioldgicas suprimen la transcripcion disminuyendo la sintesis de ARNm de ER, siendo el efecto
independiente de la sintesis de proteinas (Molis et al., 1994); 2) su accién sobre el ciclo celular,
concentraciones fisiologicas producen un retraso en la transicion G,-S, efecto mediado en parte por
estrogenos (Cos et al., 1991); 3) la interferencia en la accion de factores de crecimiento, la melatonina
bloquea la liberacion y/o la accién de factores de crecimiento inducidos por estradiol y estimula la
liberacién de factores de crecimientos inhibitorios autocrinos o paracrinos (Cos y Blask, 1994); 4) la
interaccion con calmodulina, concentraciones fisioldgicas incrementan el tamafio de los microtiibulos,
al bloquear la formacién del complejo calmodulina-tubulina en células cancerigenas (Benitez-King
y Anton-Tay, 1993), lo que podria provocar la muerte de la célula cancerigena; 5) el favorecer la
comunicacion intracelular entre células normales y cancerigenas, concentraciones fisiologicas
incrementan las uniones gap (Ubeda et al., 1995) lo que permitiria el paso de moléculas inhibitorias

del crecimiento de unas células a otras..

Los mecanismos indirectos hacen relacion al efecto antioxidante de la melatonina y a su efecto
inmunomodulador. La melatonina parece interaccionar con el metabolismo de glutatién a la hora de
llevar a cabo la inhibicion de la proliferacion celular. La inhibicion de la sintesis de glutation bloquea
el efecto oncostatico de la melatonina, el cual es revertido por la adicion de glutation. En células
cancerigenas que normalmente no responden a la melatonina, como aquellas que no presentan ER, si
se aumenta la concentracion intracelular de glutation pueden responder a la indolamina. Esto sugiere
que aparte de actuar inhibiendo la expresién de ER la melatonina inhibiria la proliferacion celular por

otros mecanismos independientes de receptores de estrégenos (Blask et al., 1997).
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El efecto oncostatico a través de la funcién inmunomoduladora de la melatonina se basa en
su capacidad para estimular la respuesta inmune celular y humoral. Células inmunocompetentes
pueden sintetizar melatonina y presentan receptores para la melatonina. Células tumoricidas son
activadas por la melatonina aumentando la respuesta humoral primaria y aumentando la produccién

de determinadas citocinas, lo que contribuiria a su accion anticancerigena (Conti y Maestroni., 1995).

Parece ser que tanto los niveles de melatonina como el ritmo circadiano de melatonina se ven
afectados en pacientes con cancer, aunque los resultados no son muy concluyentes. Los niveles de
melatonina medida durante la mafiana en pacientes con cancer de mama, con o sin metastasis, son
mayores que en individuos normales. Cuando los pacientes son divididos en dos grupos, con o sin
metastasis, los niveles de melatonina son dos o tres veces mas altos en los que presentan metéstasis
(Esposti et al., 1988). Por otra parte, el pico nocturno de melatonina en estos pacientes disminuye
(Tamarkin et al., 1982; Bartsch et al., 1991).

Los ensayos clinicos con pacientes con cancer parecen indicar que la melatonina disminuye
la progresién de la enfermedad y mejora la calidad de vida de muchos de ellos (Lissoni et al., 1992).
Diversos estudios han demostrado que la melatonina mejora la eficacia y disminuye la toxicidad de
los tratamientos de quimioterapia e inmunoterapia (Lissoni etal., 1994, 1995), lo que acompafiado con
los “no”, hasta ahora, demostrados efectos dafiinos de la melatonina, hacen que la administracion de
melatonina esté siendo considerada como un posible tratamiento en combinacidn con la quimioterapia

y la inmunoterapia.

Podemos decir por tanto, a pesar de la existencia de resultados contradictorios, que existe una
clara relacion entre la melatonina y el cancer. La validez de la melatonina como un agente oncostatico
natural viene determinada por la correlacion de los niveles de melatonina con la actividad neoplésica,
por su mecanismo de accién como agente anticancerigeno y los resultados positivos obtenidos por la

administracion terapéutica de melatonina en ensayos clinicos.

2.5. La melatonina como agente antioxidante

A las ya bien conocidas funciones de la melatonina hay que afiadir la recientemente
demostrada funcién antioxidante. Esta nueva funcion se basa en la capacidad neutralizadora de
radicales libres (scavenger) de la melatonina. Su naturaleza liposoluble le permite atravesar con suma

facilidad las membranas celulares, incluso la barrera hematoencefalica, y acceder a aquellos
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compartimientos celulares en los que se originan los radicales libres, producidos como consecuencia
del metabolismo aerébico. Por todo ello, hoy en dia se considera a la melatonina como uno de los
componentes esenciales del sistema de defensa antioxidante de los organismos (Tabla II), y quizas el

mejor de todos los agentes antioxidantes conocidos (Poeggeler et al., 1993; Reiter et al., 1993).

Tabla II. Caracteristicas que definen a Ia

melatonina como un eficaz antioxidante.

Melatonina como antioxidante

produccion endogena
no toxica
altamente difusible
atraviesa todas la barreras fisiologicas
accion ubicua
no requiere receptor de membrana
proporciona proteccion in situ
puede acceder al niicleo
neutralizador potente y especifico de OH
carece de accion prooxidante

facil de administrar

Cuando los sistemas fisiologicos de defensa contra los efectos oxidantes de los radicales libres
(enzimas especificas y neutralizadores bioldgicos) se saturan por una excesiva produccion de radicales
libres (exposiciéon a ciertas drogas, radiacion ionizante o ultravioleta, reacciones agudas de
inflamacién) o por una baja actividad enzimatica (recién nacidos con sistemas de defensa no
desarrollados, dietas deficientes o problemas asociados con el envejecimiento), los radicales libres
atacan a los diferentes constituyentes celulares como membranas, acidos nucléicos y proteinas, lo que
puede desembocar en la muerte de la célula. Al conjunto de los dafios que pueden producir los
radicales libres a las diferentes biomoléculas se le denomina “estrés oxidativo”. Este estrés oxidativo
puede provocar el deterioro de las membranas celulares, un metabolismo deficitario y modificaciones

del ADN, que pueden conducir a situaciones mas o menos graves como pueden ser la carcinogénesis
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(Faber, 1982), neurodegeneracion (Poeggeler et al., 1993) o envejecimiento (Rice, 1993; Poeggeler
etal., 1993).

La funcién protectora de la melatonina ante el estrés oxidativo causado por agentes oxidantes

ha sido demostrada a nivel celular y molecular, tanto in vitro como in vivo.

Lamelatonina disminuye el daifio causado por diferentes agentes pro-oxidantes sobre el ADN
nuclear. El safrol, un agente cancerigeno, induce la produccion de radicales libres que dafian el ADN
nuclear y mitocondrial (Reiter et al., 1993). Tanto la administracion de concentraciones
farmacoldgicas (Tan et al., 1993) como de concentraciones similares a la enddgena (Tan et al., 1994)
de melatonina disminuyeron el dafio producido por safrol. Ademas, la hormona mostré tener una
mayor eficacia radioprotectora ante el dafio causado por radiaciones ionizantes que otros compuestos

radioprotectores conocidos como el dimetilsulfoxido (Tan et al., 1993;Vijayalaxmi et al., 1995).

Se ha demostrado asimismo que la melatonina atenta el efecto daiiino de los radicales libres
en las reacciones de peroxidacion lipidica de acidos grasos poliinsaturados causada por diferentes
agentes toxicos como el paraquat, un herbicida que daiia los pulmones (Melchiorri et al., 1995), LPS
(Seweryneck et al., 1995), que suministrado en exceso daiia tejidos y drganos (pulmén, higado y

cerebro), o 4cido kainico en cultivos de neuronas de cerebelo (Giusti et al., 1995).

La melatonina parece proteger también a las proteinas citosélicas del ataque de los radicales
libres. La induccién de cataratas en ratas recién nacidas, hecho que se asocia a la degradacion de
proteinas citosolicas por radicales libres, es bloqueada por la administracion de melatonina (Abe et
al., 1994).

Por otra parte, diversas enzimas con actividad antioxidante pueden ser reguladas por la
melatonina. La actividad de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa hepética y cerebral de ratones se ve
estimulada por la hormona (Pierrefiche y Laborit, 1995). La actividad de la glutatién peroxidasa es
estimulada por concentraciones farmacolégicas de melatonina en cerebro de rata (Barlow-Walden et
al., 1995); se ha observado también que su actividad incrementa por la noche en cerebro de pollo,
incremento que desaparece al inhibirse la produccion de melatonina por condiciones de iluminacién
nocturna (Pablos et al., 1995). Los niveles de ARNm de la superéxido dismutasa en glandula
harderiana de hamsters (Antolin et al., 1996) y de la glutatién peroxidasa en cortex cerebral de ratas

(Kotler et al., 1998) se incrementan tras la administracion de melatonina.
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A su vez, enzimas con actividad pro-oxidante son inhibidas por la melatonina. La actividad
de la enzima 6xido nitrico sintasa controla la producccién del neurotransmisor gaseoso 6xido nitrico,
que favorece la formacion de los radicales peroxinitrito y hidroxilo; esta enzima es inhibida por
concentraciones fisioldgicas de melatonina en cerebelo (Pozo et al., 1994) e hipotalamo (Bettahi et
al., 1996) de rata . La melatonina también inhibe la actividad de la 5-lipooxigenasa (Steinhilberg et
al., 1995), enzima presente s6lo en células del sistema inmune (granulocitos, monocitos/macréfagos,

células cebadas y linfocitos B), que interviene en procesos inflamatorios e inmunes.

La gran importancia de la funcién antioxidante de la melatonina se pone de manifiesto cuando
analizamos su posible implicacion en diferentes enfermedades neurodegenerativas. En los procesos
de envejecimiento y enfermedades relacionadas con los mismos la melatonina podria desempefiar un
papel determinante. El envejecimiento y las enfermedades de Parkinson y Alzheimer estan
relacionadas con el estrés oxidativo y la formacion de radicales libres (Owen et al., 1997). Por otra
parte, la produccién de melatonina por la glandula pineal disminuye con la edad, de forma que en
personas de edad avanzada la cantidad de melatonina en sangre se ve muy disminuida. El hecho de
que ningun otro antioxidante enddgeno se deteriore tan drasticamente como la melatonina permite
pensar que la pérdida de melatonina durante el envejecimiento hace que células y macromoléculas
sean mas vulnerables al ataque oxidativo, especialmente en el cerebro, donde no hay un sistema
antioxidante de defensa muy desarrollado, lo que contribuiria al desarrollo de dichas enfermedades
(Reiter, 1995).

Se estan llevando a cabo numerosos estudios que sugieren que la administracion de melatonina
puede paliar en algin grado las consecuencias de los procesos degenerativos que producen Parkinson
(Acuiia- Castroviejo et al., 1996; Mayo et al., 1998) y Alzehimer (Pappolla et al., 1997). En este
sentido, no estd claramente establecido si esta funcién antioxidante puede ser realizada por
concentraciones fisiolégicas de melatonina. Por otra parte, existen datos que demuestran como
concentraciones fisiolégicas de melatonina protegen contra el dafio producido por los radicales libres
(Tan et al., 1994; Pablos et al., 1995) y cémo las concentraciones de melatonina pueden alcanzar
niveles mayores en el interior de la célula que los medidos normalmente en el suero (Menéndez-Pelaez
et al., 1993).

Aun considerando que el efecto antioxidante de la melatonina solo se observara a
concentraciones farmacolégicas, no se podria descartar la posibilidad de utilizar la administracién de
melatonina como un tratamiento valido para prevenir o paliar las consecuencias de determinadas

enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el envejecimiento, puesto que a las propiedades
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de molécula antioxidante, capacidad para atravesar cualquier barrera fisioldgica y rapida absorcion
por el organismo, hay que afiadir la de no tener, hasta la fecha, efectos t6xicos ni secundarios
descritos, y las no despreciables propiedades de ser facilmente producible y no ser un tratamiento

costoso.

3. Mecanismos de accion de la melatonina

Los estudios iniciales que pretendian establecer los mecanismos por los cuales la melatonina
llevaba a cabo sus funciones biolégicas, como su efecto regulador de los ciclos circadianos actuando
sobre el SCN, en los que se utilizaban analogos radioactivos de la melatonina, como ['*[melatonina,
para realizar experimentos de unién de ligando o autorradiograficos, mostraron la existencia de sitios
de unién de alta afinidad para la melatonina localizados, en su mayor parte, en tejidos cerebrales de
una amplia variedad de especies de vertebrados. Muchos de estos sitios de unién fueron encontrados

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

Hoy en dia, se acepta la existencia de dos clases de receptores para melatonina, si nos basamos
en sus caracteristicas farmacoldgicas, denominados ML, y ML,, de alta y baja afinidad por la hormona
respectivamente (Dubocovich, 1995). Ebisawa y cols en 1994 clonaron por primera vez un receptor
para melatonina a partir de melan6foros de Xenopus, demostrando asi la existencia de un receptor de
membrana para melatonina cuya estructura molecular presenta siete dominios transmembrana. En
funcidn de la estructura molecular se han establecido tres clases de receptores de membrana: Mel,,,
Mel,, y Mel,,, los cuales son de alta afinidad y tienen semejantes caracteristicas farmacolégicas
(Reppert et al., 1994, 1995a, b). Se ha demostrado también que estos receptores de melatonina con
siete dominios transmembrana estan acoplados a diferentes efectores a través de proteinas de unién

a nucelétidos de guanina.

Sin embargo, atendiendo a la estructura lipofilica de la melatonina que le permite atravesar
por simple difusién la membrana plasmética, y en base a estudios inmunocitoquimicos que
demostraban una distribucion intracelular de melatonina (tanto citoplasmatica como nuclear), asi como
estudios que mostraron nuevas acciones de la melatonina, no relacionas con la actividad circadiana,
sobre células en las que no se habian descrito receptores de membrana para la hormona, se iniciaron
estudios para establecer una relacion entre la melatonina y la fisiologia intracelular que fuera mediada

por mecanismos independientes de los receptores de membrana.

Como resultado de estos estudios, se ha demostrado que la melatonina puede actuar como un

potente neutralizador de radicales libres interaccionando directamente con éstos (Tan et al., 1993), asi
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como la existencia de receptores nucleares especificos para la hormona (Acuiia-Castroviejo et al.,
1994; Becker-André et al., 1994; Carlberg et al., 1994) y su interaccion con proteinas reguladoras
citoplasmaticas como la calmodulina o la proteina quinasa C (Huerto-Delgadillo et al., 1994;Benitez-
King y Anton-Tay, 1996).

Por tanto, hasta la fecha son cuatro los mecanismos de accién por los cuales la melatonina
puede llevar a cabo sus funciones bioldgicas: unién a receptores de membrana plasmatica o a
receptores nucleares, interaccion con proteinas citosélicas y su accion directa como neutralizador de
radicales libres. Sin embargo, se desconoce la posible interaccion funcional entre los diferentes

mecanismo de accién de la melatonina (Fig. 11).

RECEPTOR DE

memprana  (TARARARAARARARE AR RRARRRARAAM
PLASMATICA Ul U beas eusy TS Pyt
COOH l
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% %?;%:{Qx;xgms

Figura 11. Mecanismos de accion descritos para la melatonina.
Tomado de Brzezinski, 1997 con algunas modificaciones.
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Se ha especulado con la posible existencia de una competencia entre los diferentes
mecanismos por la hormona, o bien si se excluyen unos a otros. Los receptores de membrana parecen
tener una mayor afinidad por la melatonina que los receptores nucleares, por lo que en competicion
directa por el ligando tendrian preferencia los receptores de membrana. Se ha sugerido que una parte
los sitios de unién para la melatonina en la membrana celular podrian actuar como un sistema
regulador de la concentracion de la concentracion intracelular de melatonina, en particular en el nicleo
donde parece ser que la melatonina se puede acumular alcanzando concentraciones superiores a las
sanguineas (1n M) (Acuiia-Castroviejo et al., 1994). Posiblemente este mismo efecto regulador podria
ser llevado a cabo por la calmodulina o otras proteinas citosolicas. Por otra parte, no se puede
descartar que la activacién de los receptores de membrana y la consiguiente cascada de transduccion
de sefial pueda regular la actividad de los receptores nucleares mediante modificaciones covalentes.
A esto hay que afiadir el posible efecto que podrian tener sobre la concentracion intracelular de

melatonina la formacién de radicales libres dentro de la célula.

3.1. Receptores de membrana para melatonina

3.1.1. Sitios de unién para melatonina

El descubrimiento de la existencia de sitios de unién especificos para melatonina se ha
alcanzado principalmente gracias a la utilizacién de lamolécula radiactiva 2-['"*IJmelatonina ('**I-Mel)
como ligando (Vakkuri et al., 1984a, b). La mayoria de los estudios de caracterizacion (por estudios
tipicos de union a receptores) y de distribucion (por estudios autorradiograficos) de sitios de unién
para melatonina se ha llevado cabo con '’I-Mel, debido a que la iodacién no altera la actividad

biolégica de la molécula, y ésta muestra una alta especificidad y afinidad de unién.
3.1.1.1. Estudios de uni6n
Mediante los estudios de union se han identificado dos sitios de unién para melatonina, (Tabla
1II) uno de alta afinidad y otro de baja afinidad, que han sido denominados como receptores ML, y

ML, respectivamente en funcion de sus caracteristicas cinéticas y farmacologicas (Dubocovich, 1995).

El sitio de unién de alta afinidad, ML, es el mejor caracterizado. La unién de '*I-Mel es

reversible, saturable, y con una afinidad en el rango de picomolar, con una K, entre 10 y 300 pM. Las
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cinéticas de asociacion y disociacién son lentas y dependientes de temperatura, incrementandose su

afinidad paralelamente al aumento de temperatura.

Tabla IIL Caracteristicas de los sitios de unién para 2-["**Ilmelatonina.

Tomado de Dubocovich, 1995 con modificaciones.

ML, ML,
Denominacién Alta afinidad Baja afinidad
Estado de afinidad Alta (10-300 pM) Alta (0.9-10 nM)

Cinética: asociacion
disociacién
Regulaciéon: GTP
Ca"™
T

Farmacologia

Baja (0.3-5 nM)

Lenta (t,, = 9-60 min)

Lenta (t;,, = <40 min)

Si
Si

Si (1 afinidad)

1251Mel>Mel>6-OHMel»

NAS-HT

Rapida (t,, = 1-2 min)
Rapida (t,, = 1-2 min)
No

No

Si (! afinidad)

2-Imel>NAS5-HT>
6-OHMel >Mel

125]-Mel, 2-['*I]melatonina; Mel, melatonina; 6-0HMel, 6-hidroximelatonina;

NAS-HT, N-acetil-5-hidroxitriptamina.

Este sitio de alta afinidad puede coexistir en dos estados de afinidad, uno de mayor afinidad

en el que el sitio de unién se encuentra acoplado a proteinas G, y un segundo estado de menor afinidad

(K4 = 0,3-5 nM) en el que el sitio de unién y la proteina G se han disociado. En determinadas

condiciones experimentales (temperatura, concentracién del ligando, y presencia de cationes y GTP

endogenos) y en funcion del tejido es posible la deteccién de ambos estados de afinidad. La unién del

ligando es sensible a nucledtidos de guanina y sus analogos no hidrolizables (Gpp(NH)P, GTP-y-S),

de forma que la unién de éstos a la proteina G induce su disociacion del receptor, el cual pasa a un

estado de menor afinidad (Morgan et al., 1989a; Rivkees et al., 1989a; Laitinen et al., 1990; Laitinen

y Saavedra, 1990).
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El sitio de unidn de baja afinidad o ML,, inicialmente descrito en membranas de cerebro de
hamster mostrando una amplia distribucién (Duncan et al., 1988, 1989; Pickering y Niles, 1990),
presenta una afinidad en el rango de nanomolar, con una K; entre 1-10 nM; sus cinéticas de
asociacion y disociacion son rapidas y no es sensible a nucledtidos de guanina, presentado un tinico
estado de afinidad. ML, se ha localizado en cerebro de hamster y ratén, testiculo y rifion de hamster
y en la linea celular de melanoma RPMI 1846 (Morgan et al., 1994). No se le ha descrito mediacion
en respuesta biologica alguna, aunque una pequefia proporcion de la poblaciéon de ML, existente
podria ser ocupada por la melatonina dependiendo de sus concentraciones nocturnas circulantes. Por
otra parte, ML, ha sido asociado a un mecanismo de transduccion de sefial mediado por proteinas G
(Popova y Dubocovich, 1995).

Los estudios farmacolégicos muestran diferencias en las afinidades entre ML, y ML, por los
diferentes ligandos, esta diferencia en los perfiles farmacoldgicos de ambos sitios de unién sugieren

la existencia real de dos tipos diferentes de receptores para melatonina.

3.1.1.2. Distribucion de sitios de union de alta afinidad

Aunque el patrén de distribucion varia de unas especies a otras, se pueden considerar algunas
constantes en su distribucion. En mamiferos, se ha encontrado una distribucion muy discreta de los
receptores de melatonina, mientras que en vertebrados no mamiferos son mucho mas abundantes
(Morgan et al., 1994).

Concretamente, en la mayoria de las especies de mamiferos los receptores de alta afinidad se
localizan en el nicleo supraquiasmatico del hipotalamo y pars tuberalis de la pituitaria (Vanecek,
1988a; Williams y Morgan, 1988; Weaver et al., 1989). En roedores se localizan en el nicleo
paraventricular del tdlamo de la mayoria de las especies incluidas ratones, ratas y hamsters (Williams,
1989; Weaver et al., 1989, 1990). También se ha detectado unién especifica de '*I-Mel en el 4rea
predptica media, hipotdlamo anterior, nicleos dorsomedial y ventromedial del hipotilamo, pars
distalis (PD) de la pituitaria anterior, niicleo anteroventral del talamo, hipocampo, cértex cerebral y
cerebelar, area postrema y retina (Vanecek, 1988a, Duncan et al., 1989; Weaver et al., 1989; Williams
et al., 1989; Siuciak et al., 1990; Blazynski y Dubocovich, 1991; Deveson et al., 1992; Stankov et al
1991a, b; Lindroos et al., 1993). En humanos se ha detectado unién especifica no sélo en el SCN sino

también en cerebelo medio y cortex cerebral (Reppert et al., 1988; Yuan et al., 1991).
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Una mayor distribucion de los sitios de unidén de melatonina ha sido descrita en vertebrados
inferiores, especialmente en las estructuras de los sistemas visual, auditivo y limbico. En muchas
especies de aves, reptiles, anfibios y peces se ha encontrado union especifica en retina, estructuras de
hipotalamo, tdlamo y mesencéfalo relacionadas con la vision, asi como en la region cerebral auditiva
del pollo y la carpa (Rivkees et al.,1989b; Martinoli et al., 1991; Ekstrom y Vanecek, 1992;
Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 1991, 1993, 1994; Cassone et al., 1995; Vernadakis et al., 1998).

La caracterizacion de sitios de unién alta afinidad ajenos al sistema nervioso central y retina
se ha realizado en la mayoria de los casos por estudios de unién a membranas. Asi, se han detectado
sitios de unidn para melatonina en arterias del anillo de Willis, arteria caudal y en diferentes vasos
sanguineos cerebrales de ratas y primates (Viswanathan et al., 1990; Stankov et al., 1993); en el tracto
gastrointestinal como el yeyuno de pato, duodeno de pollo, y colon y yeyuno humanos (Lee y Pang,
1992; Pontoire et al., 1993; Poon et al., 1996); en glandula harderiana de rata (Lopez-Gonzalez et al.,
1991); en ovario y testiculo de pollo y espermatozoides y prdstata humanos (Ayre et al., 1992; Van
Vuuren et al., 1992; Laudon et al., 1996).

En 6rganos del sistema inmune se han descrito sitios de alta afinidad en bazo de paloma, pato,
pollo, cerdo, hamster y ratén (Niles, 1989; Yu et al, 1991); en timo y bolsa de Fabricio de pato, y
en timo, bazo y esplenocitos de rata (Liu y Pang, 1992a, b; Martin-Cacao et al., 1993; Lopez-Gonzalez
et al., 1993a; Raffi-El Idrissi, 1995, 1996), asi como en células del sistema inmune como monocitos,
linfocitos de sangre periférica, linfocitos T CD4" y granulocitos (Lopez-Gonzélez et al., 1992a, b,
1993b; Gonzalez-Haba et al., 1995; Barjavel et al., 1998).

En funcién de su localizacidn, a los receptores de melatonina se les ha implicado en la
mediacién de diferentes funciones bioldgicas. Los receptores localizados en la retina y coliculos
superiores regulan la funcién visual, los receptores en del SCN del hipotalamo estan relacionados con
los efectos de la melatonina sobre los ritmos circadianos, los receptores en el nicleo paraventricular
del talamo regulan probablemente la funcién limbica, los localizados en la PT regulan la funcién
reproductiva en especies con reproduccion marcadamente estacional, y aquéllos situados en las arterias

caudal y cerebral posiblemente regulen la funcién cardiovascular y la temperatura.
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3.1.1.3. Regulacion

El marcado ritmo circadiano que presentan las concentraciones circulantes de melatonina
proporciona un excelente modelo fisioldgico para estudios de regulacion del receptor de melatonina.
Estudios realizados utilizando membranas de hipotdlamo que incluian al SCN muestran un ritmo
diurno en la densidad de los sitios de unién de melatonina que, ademas, muestran una correlacion
inversa entre la densidad de receptores y la concentracion de melatonina (Tenn y Niles, 1993). Asi,
los niveles mayores de unién de melatonina se encontraron en la fase luminosa, seguidos por una
disminucién continuada, alcanzandose los niveles mas bajos durante el periodo de oscuridad cuando
las concentraciones de melatonina, al ser mas elevadas, producen una disminucién del numero de
sitios de unién o down regulation del receptor. Se ha encontrado que la eminencia media de ratas
sacrificadas al final del dia presenta una mayor unién de melatonina que la de ratas sacrificadas
durante la mafiana (Vanecek et al., 1990). De forma similar, la supresion o deplecién de la melatonina
circulante por exposicién constante a la luz o por pinealectomia provoca un aumento en la densidad
de sitios unién en PT de rata y hamster (Gauer et al., 1992). De forma contraria, la administracién de
melatonina revierte el efecto de la luz constante o la pinealectomia sobre los sitios de unién de

melatonina (Gauer et al., 1993).

En conjunto, la mayoria de los trabajos demuestran que la melatonina estd implicada en la
regulacion de sus sitios de unidn, y los resultados indican que s6lo el estado de alta afinidad del
receptor de melatonina puede ser detectado durante el periodo de luz, mientras que ambos estados,
de altay baja afinidad, pueden detectarse durante el periodo de oscuridad (Tenn y Niles, 1993). Estos
autores sugieren que la proteina G, esencial para la alta afinidad del receptor, puede exhibir un ritmo
circadiano con un pico durante la fase de luz, manteniendo al receptor en su estado de alta afinidad.
Esta posibilidad se ve apoyada por la evidencia de que las proteinas G pueden disminuir su expresién

tras la union a los receptores de sus agonistas (Milligan y Green, 1991).

La densidad de receptores también varia con el desarrollo. Los cambios mas drasticos se han
descrito en la PD de la pituitaria anterior de rata, donde la densidad del receptor disminuye unas 10
veces a los 30 dias del nacimiento respecto a la que se encuentra en estado embrionario (Vanecek,
1988b). Los factores que provocan esta disminucién o su significado bioldgico no estan bien
establecidos; en base al efecto inhibitorio de la melatonina sobre la liberacion de LH y FSH, se ha
sugerido que puede deberse a una disminucion en el nimero de receptores de las células gonadotrofas
relacionado con la pubertad. Se ha observado también una disminucion dependiente de la edad en la

densidad de receptores en arterias de ratas, con una pérdida del 98% desde el dia nueve tras el
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nacimiento hasta el afio de vida, si bien la densidad de receptores permanece constante a lo largo de
la vida en SCN y 4rea postrema (Laitinen et al,. 1992). Cambios similares durante el desarrollo se han

observado en el hamster (Vanecek y Kosar, 1994).

3.1.1.4. Relacion actividad-estructura de la melatonina

Los conocimientos sobre la relacién entre la estructura-afinidad y la estructura-actividad
mediante el estudio de la unién de analogos de melatonina a receptores de membrana no estan muy
bien establecidos. Sin embargo, se sabe que el grupo metoxi en el carbono 5 del anillo indélico y la
cadena N-acetil son importantes para la afinidad de la unién y la actividad del receptor. Asi, tanto la
eliminacion del grupo metoxi (N-acetiltriptamina) como de la cadena N-acetil (metoxitriptamina)
disminuyen drasticamente la afinidad de la unién (Sugden y Chong, 1991). El anillo indélico no parece
ser necesario para la unién o la activacion, parece mas probable que sirva para mantener la disposicién
de los grupos 5-metoxi y N-acetil en la forma correcta para la unién y la activacion (Yous et al., 1992;
Dubocovich et al., 1992). El aumento en la longitud de la cadena N - acetil parece mejorar la afinidad
y la potencia agonista; lo mismo sucede con la adicion de un iodo en la posicién C2 del anillo
(Sugden, 1991; Sugden y Chong, 1991).

Recientemente se han sintetizado diferentes compuestos no inddlicos, como el derivado
naftalénico S20098 (Dubocovich et al., 1993) que compite con la '*I-Mel por la unién al receptor de
alta afinidad y actiia como agonista, al igual que la 2-amino-8 metoxitetralina (Copinga et al., 1993).
Se han sintetizado también algunos antagonistas, como el 4-fefnil-2-acetamidotetralina (Dubocovich,
1993) y el luzindol (Dubocovich, 1988); este ultimo se forma por la sustitucién en la posicion C2 del

anillo inddlico de la N-acetiltriptamina por un grupo lipofilico benzil.
También se han descrito varios analogos con alta afinidad por el receptor ML, como el

prazosin, la N-acetilserotonina y el 5-metoxicarbonilamino-N-acetiltriptamina (Pickering y Niles,
1990, 1992; Molinari et al., 1996).
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3.1.2. Caracterizacion molecular

La biologia molecular ha confirmado la existencia de diferentes receptores de melatonina. La
clonacién de los diferentes receptores ha supuesto un importante avance en el estudio de su estructura

y actividad.

El primer ADNc de un receptor de melatonina fue clonado por Ebisawa y cols en 1994
utilizando una genoteca de expresion realizada a partir del ARNm de una linea inmortalizada de
melanoforos de piel de Xenopus laevis, que fue transfectada y expresada en células COS-7. Los
estudios de unién mostraron que este receptor une '*I-Mel con alta afinidad (K, = 63 pM) y con una
especificidad y caracteristicas funcionales (inhibicion de la produccién de AMPc estimulada por
forskolina) similares a las que presentan los receptores de alta afinidad endégenos de melanéforos

epidérmicos de anfibios.

La secuencia de este fragmento de 2,2 k codifica una proteina de 420 aminoacidos con un peso
molecular estimado de 47,424 ka, que mostré 7 segmentos hidrofobicos que representan 7 segmentos
transmembrana. El analisis de los transcritos por Northern blot mostré la existencia de tres transcritos
comprendidos entre 2,4 y 4,4 kb, que pueden representar diferentes modificaciones
postranscripcionales. La proteina puede estar glicosilada, ya que el extremo amino-terminal tiene una
secuencia consenso para N-glicosilacion, una caracteristica comun para la mayoria de los receptores
acoplados a proteinas G. Contiene también dos residuos Cys, situados en el primer y segundo
segmentos extracelulares, que se cree pueden formar puentes disulfuro que estabilizarian la estructura
del receptor. En los segmentos transmembrana 4, 5 y 6 presenta residuos de Pro que introducen giros
en o-hélice que parecen importantes en la formacion del sitio de unién del ligando. El extremo
carboxi-terminal tienen una longitud de 119 aminoéacidos, y contiene varias secuencias consenso de

fosforilacion por PKC que pueden estar implicadas en su regulacion.

Estructuralmente, el receptor de melatonina parece ser miembro de la superfamilia de los
receptores acoplados a proteinas G; su mayor identidad es de aproximadamente un 25% con los
receptores de somatostatina tipo 2 y receptores p opioides. En consecuencia, se ha sugerido que este

receptor de melatonina define un nuevo grupo de receptores dentro de esta superfamilia.

Mediante PCR y utilizando oligonucledtidos degenerados disefiados a partir del receptor de
melatonina descrito en Xenopus laevis por Ebisawa, receptores de alta afinidad de melatonina fueron

clonados en varias especies de mamiferos, incluido el hombre (Reppert et al., 1994; Roca et al., 1996;
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Weaver y Reppert, 1996). Estos receptores mostraban una identidad en la secuencia de amino4cidos
de un 60% con el de Xenopus, y superior a un 80% entre ellos. De esta manera, estos receptores
parecen ser especies homologas de un mismo receptor, al que se le ha denominado Mel,,
(Slaugenhaupt et al., 1995). Este receptor de mamiferos Mel,, presenta una alta afinidad de unién (K4
= 20-40 pM) y unas caracteristicas farmacoldgicas y funcionales (acoplado a proteinas G;) similares

a sus endogenos respectivos.

Un segundo receptor de melatonina, llamado Mel,,, ha sido clonado en retina y cerebro
humano (Reppert et al., 1995a). E1 ADNc del receptor Mel,, humano codifica para una proteina de
362 aminoacidos que muestra un 60% de identidad con el receptor Mel,, humano. Los estudios de
unién con '**I-Mel muestran un receptor de alta afinidad (K, = 160 & 30 pM), con unas caracteristicas

farmacoldgicas y funcionales iguales al receptor Mel,,.

Los receptores Mel,, y Mel,, muestran cada uno un 60% de identidad en sus secuencias de
aminoacidos con el receptor de Xenopus. Asi, es posible que este receptor represente un tercer subtipo.
En este sentido, se ha clonado un receptor de alta afinidad de melatonina en pollos que muestra un
80% con el de Xenopus y s6lo un 60% con los receptores Mel,, y Mel,,. A este nuevo subtipo de
receptor se le ha denominado Mel,; presenta también una alta afinidad de union (K4 = 20-60 pM) y
tiene propiedades farmacoldgicas y funcionales similares a los receptores Mel,, y Mel,, de mamiferos
(Reppert et al., 1995b).

Los tres subtipos del receptor de melatonina descritos tienen una estructura génica similar.
La pauta abierta de lectura consta de dos exones separados por un intrén (> 8 kb). La region intrénica
de procesamiento del primer segmento citoplasmatico estd muy conservada en los receptores Mel,,
y Mel,,, y sugiere la formacién por procesamiento alternativo de diferentes transcritos. Los dos
receptores de melatonina humanos se localizan en diferentes cromosomas; el gen para Mel,, se

encuentra en 4q35.1 y el gen Mel,, en 11q21-22 (Reppert et al., 1995a, b).

Presentan asimismo propiedades semejantes (Tabla IV): muestran una unién de alta afinidad
en el rango de picomolar y median la transduccion de sefial a través de proteinas G, acopladas a una
adenilil ciclasa, inhibiendo la produccién de AMPc estimulada por forskolina, la cual parece ser una

via de sefializacion comin para los tres subtipos.

Sin embargo los tres subtipos difieren en cuanto a su distribucion. Mel,, se expresa en cerebro

de mamiferos y péajaros, Mel,, principalmente en retina de mamiferos, y Mel,. en melan6foros
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epidérmicos, cerebro y retina de anfibios, y en cerebro de pajaros y peces. En base a esta distribucion
se cree que los efectos de la melatonina sobre la sensibilidad de los fotorreceptores a la luz en la retina
son mediados por el receptor Mel,,. El receptor Mel,, representaria a la mayoria de los receptores de
melatonina descritos en cerebro de mamiferos incluyendo pars distalis de la pituitaria y el nicleo
supraquiasmatico, se cree que este subtipo media los efectos estacionales y circadianos de la
melatonina. Esta hipétesis se ve apoyada por la existencia de hamsters knock -out naturales para Mel,,,,
los cuales mantienen una reproduccion estacional y una respuesta circadiana a la melatonina (Weaver
etal., 1996). Trabajos realizados por Liu y cols (1997) con ratones knock-out para Mel,, indican que,
si bien este receptor parece esencial para inhibir la actividad neuronal del SCN (su tasa de disparo),
la capacidad de la melatonina para adelantar de fase el pico de actividad del SCN parece independiente
de este receptor; estos autores han demostrado la existencia de expresion de Mel,, en el SCN de raton,

por lo que sugieren que seria este receptor quien realizaria esta funcion.

Tabla IV. Caracteristicas de los receptores de membrana acoplados a proteinas G

que han sido clonados.

Mel,, Mel,, Mel,,
mamiferos y aves mamiferos anfibios y aves
K, (pM) 20-40 160 20-60
Efector AMPc AMPc AMPc
Localizaciéon SCN, PT, cerebro retina, cerebro melanofors
arteria caudal cerebro de pollo

Farmacologia  '“I-Mel>Mel26CIMel  '*I-Mel>Mel=6CIMel  '*I-Mel>Mel>6CIMel
>NAS-HT » NAS-HT »NAS-HT

15].Mel, 2-['*IImelatonina; Mel, melatonina; 6C1Mel, 6-cloromelatonina; NAS5-HT, N-acetil-
5-hidroxitriptamina.

Sin embargo los tres subtipos difieren en cuanto a su distribucién. Mel,, se expresa en cerebro
de mamiferos y pajaros, Mel,, principalmente en retina de mamiferos, y Mel,, en melan6foros
epidérmicos, cerebro y retina de anfibios, y en cerebro de pajaros y peces. En base a esta distribucion
se cree que los efectos de la melatonina sobre la sensibilidad de los fotorreceptores a la luz en la retina

son mediados por el receptor Mel,,. El receptor Mel,, representaria a la mayoria de los receptores de
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melatonina descritos en cerebro de mamiferos incluyendo pars distalis de la pituitaria y el nicleo
supraquiasmatico, se cree que este subtipo media los efectos estacionales y circadianos de la
melatonina. Esta hipétesis se ve apoyada por la existencia de hAmsters knock -out naturales para Mel,;,
los cuales mantienen una reproduccion estacional y una respuesta circadiana a la melatonina (Weaver
etal., 1996). Trabajos realizados por Liu y cols (1997) con ratones knock-out para Mel,, indican que,
si bien este receptor parece esencial para inhibir la actividad neuronal del SCN (su tasa de disparo),
la capacidad de la melatonina para adelantar de fase el pico de actividad del SCN parece independiente
de este receptor; estos autores han demostrado la existencia de expresion de Mel,, en el SCN de ratén,

por lo que sugieren que seria este receptor quien realizaria esta funcién.

También se ha detectado la expresion del receptor Mel,, en 6rganos periféricos como
linfocitos Ty B de timo y bazo de rata, asi como de Mel,, y Mel,, en rifién de fetos humanos (Pozo
et al., 1997a; Drew et al., 1998).

3.1.3. Transduccion de sefiales extracelulares

La presencia de sefiales extracelulares que no pueden atravesar la barrera fisica que supone
la membrana plasmatica de las células es detectada por receptores en la superficie de éstas. Los
receptores de membrana actilan como intermediarios que convierten la informacion extracelular en
una informacién intracelular que permita a la célula desencadenar una respuesta fisioldgica. En este
mecanismo de accion intervienen varios componentes: ligando, receptor y efector. La uni6n del
ligando al receptor lleva a la activacion de éste, que a su vez activa al elemento respuesta o efector,
quien finalmente desencadena una serie de procesos intracelulares que originan una respuesta celular
concreta. La unién del ligando induce un cambio conformacional en el receptor; esta alteracion se
considera como una sefial que activa al receptor y se denomina “activaciéon del receptor”. La
transferencia de la sefial desde el sitio de uni6n al ligando hacia el sitio de unién del receptor con su

efector es lo que se conoce como “transduccion de sefial”.

3.1.3.1. Receptores de membrana acoplados a proteinas G

Los receptores de membrana se pueden dividir en cuatro familias principales: receptores que
tienen actividad enzimatica quinasa intrinseca, receptores que son canales idnicos, receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) y receptores que no tienen descrito mecanismo alguno. Los GPCRs

se caracterizan por llevar a cabo la interaccién del receptor con el efector por medio de su
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acoplamiento con las proteinas G, las cuales tienen la capacidad de unir nucledtidos de guanina. Entre

los efectores de los GPCRs se encuentran la adenilil ciclasa, fosfolipasa C y A2, fosfodiesterasas y

canales i6nicos de Ca™ y K.

Los GPCRs constituyen una gran superfamilia de receptores que incluye receptores de
hormonas y neurotransmisores, sustancias paracrinas y mediadores inflamatorios, pequefios péptidos
e incluso moléculas relacionadas con los olores y sabores, asi como pigmentos visuales y fotones.
Estos receptores son proteinas integrales de membrana cuya principal caracteristica es la de presentar

siete segmentos hidrofébicos transmembrana.

A pesar de la gran variedad de subtipos de receptores, los GPCRs (Fig. 12) presentan una gran
homologia estructural (Savarese y Fraser, 1992; Strader et al., 1994). Presentan siete secuencias de
unos 20-25 residuos hidrofébicos de aminoacidos con estructura en a-hélice que se corresponden con
los siete segmentos transmembrana; éstos se disponen formando un bolsillo para la union del ligando.
Se han localizado varias regiones muy conservadas, implicadas en la interaccion con el ligando, dentro
de los segmentos transmembrana de determinadas familias de receptores, que constituyen el dominio

de union al ligando.
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Figura 12. Estructura general de los receptores acoplados a
proteinas G. A: Dominio extracelular de unién al ligando, que se sitiia
en el extremo amino-terminal; B: Segmentos transmembrana; C:
Principales regiones del receptor responsable de la interaccion con las
proteinas G heterotriméricas; D: Dominio sensible a fosforilacion
durante el proceso de desensibilizacion del receptor.
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El extremo N-terminal se sitia en el exterior celular. Varia en longitud (11-350 aminoécidos)
y presenta al menos una secuencia consenso para N-glicosilacion; la modificacion por glicosilacion
parece ser necesaria para una normal expresion de los GPCRs en la membrana plasmética. Este
dominio es imprescindible para la unién del ligando sobre todo en aquellos receptores que unen

grandes glicoproteinas.

El extremo C-terminal queda en el interior celular y en muchos GPCRs se localiza un residuo
de Cys que es un sitio de posible palmitoilacién, la unién covalente de un residuo de acido palmitico
que sirve como anclaje de la cola C-terminal a la membrana plasmatica para formar un cuarto giro

intracelular.

Los dominios transmembrana estan conectados entre si por segmentos intra- y extracelulares
alternandos. La presencia de dos residuos de Cys muy conservados localizados uno en el extremo
carboxilo del primer domino extracelular, cercano a la unién con el tercer dominio transmembrana,
y el otro hacia la mitad del segundo dominio, permite formar un puente disulfuro que tiene un papel
importante en la interaccion con agonistas y antagonistas y en la conformacidn estructural. Parece ser
que los dominios intracelulares, especialmente dos secuencias de 8 y 12 residuos de aminoécidos del
tercer dominio, tienen una gran importancia en la especificidad de la interaccion con las diferentes

proteinas G y en la transduccién de la seiial producida por diferentes agonistas.

Una caracteristica importante de los receptores es que su nimero y capacidad para transducir
sefiales puede ser regulada. La principal forma de regulacion de los receptores es la “desensitizacion”
o capacidad de atenuar la respuesta, de una manera mis o menos rapida, debido a la exposicion
continua a un estimulo. Muchos receptores GPCR presentan residuos de Ser y Thr en el tercer dominio
intracelular y el extremo C-terminal de la proteina que forman parte de las secuencias consenso para
PKA y PKC; una vez fosforilados los receptores, se induce el desacoplamiento de la proteina G. Por
otra parte, los GPCRs pueden ser regulados también por procesos de secuestracion y regulacion

negativa o down-regulation (Logsdon, 1994).

3.1.3.2. Proteinas G

Las proteinas G son miembros de una gran familia de proteinas que unen nucledtidos de
guanina, con capacidad para hidrolizar el GTP, y que tienen una funcién principal en la transduccién
de sefial de una amplia variedad de agentes biolégicos activos que incluye hormonas,

neurotransmisores y factores de crecimiento (Spiegel, 1992). La superfamilia de proteinas que unen
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nucledtidos de guanina incluye a proteinas de bajo peso molecular (ras, proteinas relacionadas con

ras 'y factores de elongacion e iniciacion de la sintesis de proteinas) y proteinas G heterotriméricas.

Las primeras evidencias que sugerian que las proteinas G estaban implicadas en los
mecanismos de transduccion de sefial surgieron de los estudios de Rodbell y cols (1971a, b, 1974),
en los que se describia la necesidad del GTP para la activacién de la adenilil ciclasa. Pfeuffer y
Helmreich aislaron en 1975 una proteina con capacidad para unir GTP de un complejo de adenilil
ciclasa y, en 1976, Maguire y cols describieron que los nucelétidos de guanina reducian la afinidad
del receptor por el agonista. Las observaciones realizadas por Cassel y Selinger (1976, 1977)
permitieron interpretar el posible mecanismo de accion de los sistemas asociados a proteinas G. Este
consistiria en que receptores acoplados a proteinas que unen GTP desencadenan, tras la unién del
ligando, un mecanismo de activacion por la unién de GTP y la subsiguiente inactivacion por la
hidrélisis del GTP quedando unido el GDP, cuya disociacioén seria controlada por el receptor y
constituiria el paso limitante de la reaccién. Tanto la solubilizacion del receptor como la construccion
de modelos in vitro han sido esenciales para el conocimiento que se tiene actualmente sobre las

proteinas G.

Por definicion, las proteinas G son heterotrimeros compuestos por las subunidades o, By v;
estas dos tltimas se encuentran fuertemente asociadas formado el complejo funcional By (Kaziro et
al., 1991). En la actualidad hay descritas 23 subunidades « (39-52 kDa) codificadas por 17 genes
diferentes (Gudermann et al., 1996) y diferentes isoformas de procesamiento o splicing; 5 subunidades
B (35-36 kDa) y 10 subunidades y (7-10 kDa) (Watson et al., 1994; Ray et al., 1995). En funcién de
la semejanza en la secuencia de aminoéacidos de las subunidades e, las proteinas G de dividen en
cuatro familias (Tabla V): Ge,, Go;, Get,, y Go.j, (Simon et al., 1991). Las tres subunidades pueden
combinarse dando lugar a la formacién de una amplia variedad de heterotrimeros diferentes (Hepler
y Gilman, 1992).

La subunidad o muestra una homologia estructural y funcional con el resto de las proteinas
de la superfamilia (Spiegel et al., 1992; Neer, 1995; Hamm y Gilchirst, 1996); presenta un sitio de alta
afinidad y especificidad de union por nucleétidos de guanina y un sitio intrinseco de actividad
GTPasa. Ciertas regiones estan altamente conservadas en todas la subunidades o (> 90% de identidad)
y presuntamente contienen funciones comunes a todos los subtipos, como la unién Yy la hidrélisis del
GTP. En la secuencia de aminoacidos se pueden identificar 5 dominios (G1-GS5) altamente
conservados no s6lo en la subfamilia de subunidades « sino a lo largo de la superfamilia de proteinas

que unen GTP. G1 contiene una secuencia consenso que se sabe que esta relacionada con la unién de
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fosfato, y se cree que participa en la union de iones magnesio; G2 presenta un residuo de Thr que
puede interaccionar con Mg™" unido a los grupos B- y y-fosfatos de los nuceldtidos de guanina; G3
podria estar implicada en los cambios conformacionales inducidos por la sustitucion de GDP por GTP
y en la hidrélisis del GTP; G4 esta relacionado con la unién especifica de anillos de purina; y G5

podria interaccionar indirectamente con los nucledtidos de guanina.

Tabla V. Clasificacion de las proteinas G heterotriméricas: propiedades
de las subunidades o de las proteinas G de mamiferos. Se expresa

también la sensibilidad a toxinas bacterianas y sus efectores conocidos.

Familia subtipo Toxina Efector
G, O, Oy CTx 1 adenilil ciclasa, fcanales de Ca™
O CTx 1 adenilil ciclasa
Gy Oyt - ?
Oy O, PTx/CTx 1 fosfodiesterasa de GMPc
oy, O, Oy PTx | adenilil cliclasa, ! canales de K*
05 Oy PTx i canales de Ca™
o, PTx ?
ao, --- ?
G, 0, Oy, Oigy Cys6 - 1 fosfolipasa C,
G, 0y, Oy -— ?

Existen otras regiones de la secuencia de aminoacidos de la subunidades o caracteristicas de
un determinado subtipo (< 60% de identidad) y parecen estar implicadas en interacciones proteina-
proteina como el acoplamiento al receptor y al efector. Mutaciones cercanas al extremo C-terminal
sugieren que éste podria estar relacionado con la interaccion con el receptor, mientras que la
interaccion con el efector parece localizarse, al menos en la subnuidad o, en la region situada entre
G3 y G4. En la interaccion con el complejo Py, el extremo amino terminal parece ser esencial, pues
la delecion parcial del extremo N-terminal bloquea la formacion del heterodimero. Los extremos
amino- y carboxi-terminal se disponen proximos entre si y orientados hacia la membrana plasmatica,

y esta disposicion parece ser importante para la interaccion con el complejo By.
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Son varias las funciones asociadas al complejo By: favorece la unién del GDP a la subunidad
o manteniéndola en su estado inactivo, es necesario para la afinidad de unién de la proteina G al
receptor, estd implicado en la regulacion directa de ciertos efectores y une la proteina G a lamembrana

plasmatica.

Las proteinas G se sitlian en la cara citoplasmatica de la membrana celular y se unen a ésta
principalmente por el complejo By. Tanto el complejo By como las subunidades o pueden unirse de
forma independiente a la membrana plasmatica. Algunas subunidades & estan miristoiladas en su
extremo N-terminal; esta modificacion parece necesaria para la unién a la membrana y al complejo
By. La subunidad y sufre varias modificaciones postraduccionales en su extremo C-terminal que son

imprescindibles para la unién del complejo By a la membrana.

3.1.3.3. Activacion de las proteinas G

En su estado basal e inactivo la subunidad « esta unida a GDP y asociada al complejo By
formando un heterodimero inactivo (Fig.13). La uni6n del ligando al receptor induce un cambio
conformacional en éste que hace que se active, y esta activacion hace que la afinidad de la subunidad
o por el GDP disminuya, con lo que el GDP se libera y es sustituido por GTP. La uni6n del GTP
activa la subunidad o, que se disocia del complejo By y del receptor, el cual pasa a un estado de baja
afinidad por el ligando. La subunidad o con el GTP unido interacciona de forma directa con un
determinado efector, regulando su funcién. El complejo fypuede también interaccionar con algunos
efectores. El estado activado se mantiene hasta que el GTP es hidrolizado a GDP por la actividad
GTPasa intrinseca de la subunidad « que lleva a su disociacion del efector, y dicha subunidad se

vuelve a unir con el complejo By en un proceso que parece ocurrir en dos etapas (Neubig et al., 1994).

Ciertas toxinas bacterianas pueden modificar la funcién de las proteinas G. La toxina colérica
es una proteina de 87 kDa, producida por la bacteria Gram-negativa Vibrio cholerae. Esta toxina
cataliza la transferencia de un grupo ADP-ribosa del NAD" al residuo de Arg*' de la subunidad o,
bloqueando su capacidad para hidrolizar el GTP a GDP, lo que lleva una activacion permanente de
la proteina G y de su efector, la adenilil ciclasa. La toxina pertusica (PTx) es producida por la bacteria
responsable de la tos ferina Bordetella pertussis. Esta toxina cataliza la ADP-ribosilacion de un
residuo de Cys proximo al extremo C-terminal de la subunidad ¢, modificaciéon que lleva a la
disociacién de la proteina G del receptor, lo que mantiene a la proteina G en su forma unida a GDP,

que queda bloqueada en su estado inactivo y le impide activar al efector. Por otra parte, la disociacion
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de la proteina G del receptor disminuye la afinidad de éste por el ligando. La sensibilidad de las
diferentes subunidades a de las proteinas G a estas toxinas puede ser utilizada para discernir entre los

diferentes subtipos de proteinas G.

Agonista

EFECTOR %%

Figura 13. Ciclo de activacion e inactivacion de las proteinas G. Se representa
también el efecto de la fosforisacién por toxina pertisica y nucledtidos de guanina
sobre las proteinas G.

3.1.3.4. Regulacion de efectores por proteinas G

Son varias las familias de proteinas efectoras que pueden ser reguladas por las proteinas G.
De todos ellas, la regulacion de la actividad de la adenilil ciclasa es la mas estudiada. La AC cataliza
la conversién de ATP al segundo mensajero intracelular AMP ciclico. Los efectos bioldgicos del
AMPc son mediados por la activacion de PKA dependientes de AMPc. Presenta una distribucion
ubicua, y se han identificado al menos ocho isoformas con diferentes caracteristicas funcionales
(Taussig y Gilman, 1995); la mayoria de ellas pueden ser estimuladas directamente por el diterpeno
forskolina (Seamon et al., 1981). Todas las isoformas de AC son activadas por Go, (Tan y Gilman,
1992). El complejo By inhibe la AC tipo I, mientras que estimula en presencia de subunidades
activadas ala AC tipos Il y IV (Tang y Gilman, 1991), ademas, la AC tipo Il es activada por complejos
By derivados de proteinas G, (Federman et al., 1992). Las proteinas Gg; inhiben la actividad de la AC,

pero el mecanismo no esta bien caracterizado. Un posible modelo sugiere que los complejos By
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liberados por la activacion de o; se asocian a o formando heterotrimeros inactivos, disminuyendo asi
la actividad de la AC (Reithmann et al., 1991). Existe un segundo modelo que sugiere una interaccion

directa de la subunidad ¢; con la AC inhibiendo su actividad.

La fosfolipasa C (PLC), como la AC, puede ser modulada por la subunidad « y el complejo
By. La PLC cataliza la hidrdlisis del fosfatidil-4,5-bifosfato para generar los segundos mensajeros
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP3 activa la liberacién de Ca™ al unirse a los
receptores especificos intracelulares; el DAG media la activaciéon de PKC junto con el Ca™. Se han
descrito unas 16 isoenzimas de la PLC, que se dividen tres familias: PLCB, PLCy y PLCS (Rhee y
Choi, 1992). La familia PLCp, formada por al menos cuatro isoformas, es regulada por proteinas G.
De manera similar a las AC, la regulacién de las PLC por las proteinas G es caracteristica para cada
isoforma de PLC. Todas las isoformas de PLC[ pueden ser estimuladas por los miembros de la familia
Go., insensible a toxina pertusica (Smrcka y Sternweis, 1993). También existe una activacién de la
PLCp sensible a PTx que es mediada por el complejo By, posiblemente liberado por miembros de la
familia Go; (Exton, 1994).

Si bien las proteinas G pueden regular las concentraciones intracelulares de Ca™ modulando
la actividad de las PLC, se ha descrito la activacién directa de canales de Ca™ por proteinas Go,
(Mattera et al., 1989; Birnbaumer et al., 1990). Los canales de K" pueden ser también activados por
varios miembros de las proteinas G, sensibles a PTx (Yatani et al., 1988), y los subtipos de proteinas
Go, pueden tanto inhibir canales de Ca™ (Hescheler et al., 1987) como activar canales de K* (Van
Dogen et al., 1988).

Otros posibles efectores para las proteinas G son las quinasas de proteinas activadas por
mitoégenos (MAP), implicadas en diferentes vias de transmision de seiial inducidas por receptores
mitogénicos (Blumer y Johnson, 1994; Hawes et al., 1995), la fosfodiesterasa de GMPc que es
regulada por Geo, (Chabre y Deterre, 1989), la 3-fosfoinositido quinasa y varias fosfolipasas

(Ofermanns y Simon, 1996).

3.1.4. Transduccion de seiial por melatonina

Larelacion de la melatonina con una amplia variedad de procesos biolégicos se conoce desde
hace mucho tiempo; sin embargo, muchos de los efectos biolégicos descritos no tienen asociada una

descripcion de los sitios diana ni de los mecanismos implicados. No obstante, durante la iltima década
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se ha realizado un considerable avance en la caracterizacion y localizacion de los sitios de union de
la melatonina, asi como de los mecanismos de transduccion de sefial y efectos celulares, en particular

en lo que se refiere a los receptores de alta afinidad (Tabla VI).

3.1.4.1. Efectos sobre la adenilil ciclasa

En los primeros estudios de los efectos celulares de la melatonina, Vacas y cols (1981)
observaron que la melatonina (10 nM-10 uM) y analogos relacionados inhibian la produccion basal
de AMPc en la region mediobasal del hipotalamo de rata. En un estudio posterior la melatonina (0, 1-
10 pM) inhibié la acumulacién de AMPc inducida por la activacién de receptores B-adrenérgicos
(Vacas et al., 1984a). Estudios centrados en el efecto de la melatonina sobre la AC revelaron que, en
presencia de GTP, concentraciones nanomolares de la hormona suprimian la funcién enzimatica en
hipotalamo y retina de rata (Niles, 1985). Estos primeros estudios fueron corroborados por la
demostracion del efecto inhibitorio de la melatonina sobre la dispersion de los pigmentos en Xenopus
laevis inducida por forskolina y dependiente de AMPc; el efecto agregante de la melatonina fue

bloqueado por el pretratamiento con PTx (White et al., 1987).

El efecto inhibitorio de la melatonina sobre la AC se observé también en diferentes zonas del
sistema nervioso central. En la pituitaria de ratas recién nacidas (Vanecek y Vollrath, 1989), la
melatonina (10 nM) suprime los niveles basales de AMPc e inhibe el aumento de la produccion
inducido por forskolina asi como el inducido por LH-RH de una forma dosis-dependiente (ECs, = 150
pM). El efecto de la melatonina en hipotdlamo de hamster sirio sobre la estimulacion de la AC
inducida por forskolina resulté ser doble; concentraciones entre 10 pM y 1 nM inhibian la actividad
enzimatica, mientras que concentraciones superiores eran inefectivas (Niles y Hashemi, 1990). Este
efecto bifasico puede ser explicado por el hecho de que los sitios de baja afinidad, que no inhiben a
la AC, estan presentes en mayor cantidad que los de alta afinidad, de forma que a concentraciones
elevadas de melatonina se activan los receptores de baja afinidad contrarrestando el efecto inhibitorio
de los receptores de alta afinidad, posiblemente mediante una estimulacion de la AC o un bloqueo de
la sefial inhibitoria a través de otros sistemas de transduccion de sefial. Esta otra via por la que
actuarian los receptores de baja afinidad podria ser la activacion de PLC, la cual induciria la
fosforilacion por PKC de la proteina G,, que inhibe la AC, inactivandola (Summers et al., 1988). Esta
hipétesis se ve apoyada por estudios que muestran que sitios de union para melatonina de baja afinidad
activan PLC (Eison y Mullins, 1993; Popova y Dubocovich, 1995).
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Tabla VI. Transduccion de sefial de receptores de membrana para melatonina

acoplados a proteinas G.

Receptor Localizacién (especie) Proteina G Efector Respuesta
Alta afinidad Hipotalamo/ SCN Ga; AC | AMPc
(M) (humano, rata,
hamster)
Alta afinidad retina y cerebro Go AC ! AMPc
(humano)
Alta afinidad pituitaria anterior Go, AC | AMPc
(rata)
Alta afinidad PT (oveja) G/G,? AC | AMPc
Alta afinidad  retinay cerebro (pollo) G, AC t AMPc
Alta afinidad melanéforos G AC | AMPc
(Xenopus)
Alta afinidad timocitos y Ge, AC | AMPc
esplenocitos (rata)
Alta afinidad linfocitos (humanos) GBy,? AC 1 AMPc
Alta afinidad pituitaria anterior G/G,? Canales de | entradada de
(rata) Ca™? Ca™
Alta afinidad retina (conejo y pollo) G/G.? Canales de | entradada de
Ca™? Ca™
Alta afinidad  arteria caudal y circulo G/G,? Canales 1 contraccién
de Willis (rata) i6nicos? inducida por NE
Baja afinidad células RPMI 1846 y G/G,, PLCPB hidrolisis de IP3
(M) cerebro (pollo)

Carlsony cols observaron, en explantes de eminencia media/PT de hamster, que la melatonina
inhibe la produccién de AMPc inducida por forskolina y como ésta es bloqueada por el pretratamiento
de los explantes con PTx; asimismo, la unién de '*I-Mel se redujo por la presencia de analogos no
hidrolizables del GTP (Carlson et al., 1989). Estos datos sugirieron que los sitios de unién de alta

afinidad (pM), sensibles a nucleétidos de guanina y PTx, estan acoplados a la AC por medio de
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proteinas G sensibles a dicha toxina. Resultados similares han sido descritos en cerebro y retina de
pollo (Niles et al, 1991), cortex de conejo (Stankov et al., 1992) y arterias del anillo de Willis
(Capsoni et al., 1994) y esplenocitos de rata (Raffi-El-Idrissi et al., 1995).

Si bien existen evidencias de una inhibicion de la AC por proteinas G insensibles a PTx
(Morgan et al., 1990; Yung et al., 1995), asi como de la falta de efecto de la melatonina sobre niveles
basales de AMPc o inducidos por forskolina (Morgan et al., 1989b), hoy se considera que el receptor
de melatonina estd acoplado a una proteina G; sensible a PTx que inhibe la actividad de la AC,
disminuyendo asi la produccién de AMPc. Presumiblemente la activacién de esta via de transduccién
de sefial por la melatonina disminuiria la propagacion de la sefial intracelular mediada por proteinas
quinasa dependientes de AMPc, lo que tendria diferentes consecuencias bioldgicas en funcién de la

célula diana.

Se ha descrito también un efecto de la melatonina tanto, estimulador (Vacas et al., 1981;
Lopez-Gonzalez et al., 1992a) como inhibidor (Vanecek y Vollrath, 1989), sobre la produccioén de
GMPc.

3.1.4.2. Efectos sobre la PLC

Hasta hace relativamente poco tiempo no se conocia casi nada acerca de la transduccién de
sefial de receptores de melatonina a través de PLC. Un primer estudio, realizado en la linea celular de
melanoma de hamster sirio RMPI 1846, la cual expresa sitios de unién de afinidad nanomolar para
melatonina, mostré que la hormona estimula la hidrélisis de fosfoinositidos y que este efecto es
bloqueado por el antagonista prazosin (Eison y Mullins, 1993). Popova y Dubocovich (1995)
mostraron cémo concentraciones micromolares de melatonina, sus analogos 6-cloromelatonina y 2-
iodomelatonina, y su precursor N-acetilserotonina incrementan el metabolismo de fosfatidilinositoles,

medido como la produccion de IP3,

Mas recientemente, Godson y Reppert (1997) han demostrado que la melatonina estimula la
produccion de IP3 inducida por PGF,, en células NIH 3T3 transfectadas con el receptor Mel,, humano,
estimulacion que es bloqueada por la preincubacién con PTx. Estos autores sugieren que seria el
complejo By el que estimularia a la PLCP, que se sabe que es estimulada por proteinas G. Por otra

parte, McArthur y cols (1997) ha demostrado en SCN de rata que la melatonina activa PKC y que este
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efecto es inhibido por PTX, y sugieren que esta activacion vendria mediada por la activacién de PLC

por el complejo By de una proteina sensible a PTx.

Estos datos sugieren que la melatonina estimula la actividad de la PLC@, via complejos By
liberados de proteinas sensibles a PTx, aumentando la produccién de IP3 y DAG, los cuales
incrementarian las concentraciones de Ca™ intracelular activando a la PKC. También se ha descrito
un efecto inhibitorio, sensible a PTx, de la melatonina sobre la produccién de DAG estimulada por

GnRH en pituitaria de ratas recién nacidas (Vanecek y Vollrath, 1990).

3.1.4.3. Efectos sobre el Ca*™ intracelular

Los efectos de la melatonina sobre las concentraciones intracelulares de Ca™ han sido
analizados principalmente por Vanecek y cols (Vanecek y Klein, 1992a, b, 1993) en células de
pituitaria de rata recién nacida. Estos autores han observado que la melatonina inhibe el incremento
de Ca™ intracelular inducido por GnRH y la consecuente liberacion de LH de una manera dosis-
dependiente (EC,, = 1nM); ademas, el pretratamiento con PTx antagonizé el efecto de la melatonina.
La hormona parece actuar bloqueando el flujo de Ca™ a través de canales i6nicos voltaje-dependientes
al inducir la hiperpolarizaciéon de la membrana plasmatica. Recientemente estos autores han
demostrado que la melatonina puede también inhibir la movilizaciéon de Ca*™ por los reservorios
intracelulares (Zemkova y Vanecek, 1997). El efecto inhibitorio de la melatonina sobre ambos
procesos fue bloqueado por el pretratamiento con PTx, lo que sugiere que la melatonina podria actuar

a través de receptores de alta afinidad acoplados a sus efectores via proteinas G/G,.
Se ha descrito también un efecto inhibitorio de la melatonina, a concentraciones nM o

superiores, sobre la captaciéon de Ca™ en hipotilamo (Zisapel y Laudon, 1983) y sinaptosomas de
cerebro (Vacas et al., 1984b) de rata.
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3.2. Receptores nucleares de melatonina

3.2.1. Receptores nucleares

Las hormonas esteroideas, asi como las hormonas tiroideas, la vitamina D y retinoides
(compuestos relacionados con el retinoato, la forma carboxilada de la vitamina A), son moléculas
hidrofébicas que pueden atravesar la membrana plasmatica por simple difusion, y que median sus
funcionas biol6gicas por su union a receptores especificos presentes en el nicleo. Una vez activados,
estos receptores especificos se unen a secuencias del ADN altamente especificas denominadas
“elementos de respuesta hormonal” o HRE (Hormone Response Element) situados en el promotor de
determinados genes diana, controlando asi su expresion (Glass, 1994). Los receptores para estas
hormonas son miembros clasicos de la llamada “superfamilia de los receptores nucleares” (Evans,
1988; Green y Chambon, 1988). Se ha aceptado de forma general para todos ellos que la union del
ligando a su receptor especifico induce en este un cambio conformacional que lo activa, y junto con
la ayuda de algin factor de transcripcion general puede regular la actividad transcripcional de la ARN

polimerasa II; a este proceso se le ha denominado “transactivacion”.

Los receptores nucleares (Fig. 14) se caracterizan por tener tres dominios principales bien
diferenciados: un domino amino-terminal variable de transactivacion, unaregion altamente conservada
deunién al ADN (DBD), y un dominio relativamente conservado carboxi-terminal de unién al ligando
(LBD) que tiene capacidad de formar dimeros. El dominio de unién al ADN presenta dos estructuras
de “dedos de zinc”, formadas por una secuencia rica en aminoécidos basicos y con cuatro residuos de
Cys, que representan lugares de unidn para un ion de Zn** cada una, que contactan directamente con
los nucledtidos del HRE.

Los receptores nucleares pueden actuar de diferente manera en funcién de determinadas
caracteristicas de su secuencia. Las diferencias existentes entre diferentes receptores en la secuencia
de los dedos de zinc y la secuencia carboxi-terminal adyacente se ha relacionado con diferencias en
el reconocimiento y la unién al ADN, asi como con la existencia o no de una dimerizacién del receptor
(Freedam y Luisi, 1993; Kurokawa et al., 1993). Diferencias en la region carboxi-terminal parecen
influir en la capacidad del receptor para actuar como homodimero, heterodimero, de ambas formas
o como monomero (Carlberg etal., 1994). El dominio carboxi-terminal, al igual que el amino-terminal,
esta también implicado en la transactivacion; ambos dominios son los mas variables e intervienen en
la interaccion directa con la maquinaria de transcripcion, o bien a través de proteinas de union

(cofactores) coactivadoras o correpresoras (Horwitz et al., 1996).
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Las secuencias HRE a las que se unen los receptores nucleares estan constituidas por una
secuencia de 6 nucledtidos como minimo que se repite, pudiendo orientarse éstas en forma de
repeticion directa, de palindrome o de palindrome invertido. La composicion, orientacion y
espaciamiento existente entre ambas repeticiones de dicha secuencia determinan la especificidad en
el reconocimiento y unién del receptor. Los miembros clasicos de la superfamilia comparten la

secuencia consenso AGGTCA.

N— N-terminal [ DBD ] LBD _|c

[o
N homodimero heterodimero

Figura 14. Organizacién estructural de los receptores nucleares. El
dominio de unién al ADN (DBD) presenta dos estructuras en dedos de
zinc (A). Tras la union del ligando (L) al dominio de unién al ligando (
LBD) el receptor cambia de conformacién (B). El LBD interviene
también en los procesos de dimerizacién (C) y transactivacion (D). CA-
CR: coactivador o correpresor.

La gran homologia existente entre los receptores nucleares, en particular en el dominio
altamente conservado de unién al ADN, ha permitido la identificacién de varias proteinas nucleares
a las que se las ha considerado miembros de la superfamilia de los receptores nucleares, para los
cuales, sin embargo, no se han identificado ligandos; son los llamados receptores huérfanos (Laudet
et al., 1992; O’Malley and Conneely, 1992). Al igual que los receptores nucleares para los que se
conoce ligando, los receptores huérfanos pueden actuar como heterodimeros, dimeros y mondmeros.
No se conoce el mecanismo por el cual se regula la actividad transcripcional de estos receptores

huérfanos. En un principio se pensé que su activacion dependeria de su unién a ligandos especificos;
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sin embargo, el hecho de haberse identificado receptores nucleares que pueden ser activados de forma
independiente de ligando ha sugerido que algunos receptores huérfanos no tengan un ligando
especifico. La fosforilacion por proteinas quinasas activadas via receptores de membranas es
considerado como un posible mecanismo de activacion de los receptores nucleares (Power et al.,
1992).

3.2.2. La familia RZR/ROR

Baséandose en la gran homologia existente en el dominio DBD, Becker-André y cols (1993)
disefiaron, a partir de los aminodcidos mas conservados de este dominio, oligonucledtidos
degenerados. A continuacién retrotranscribieron ARN total de células endoteliales umbilicales
humanas con uno de los oligonucleétidos, obteniendo asi una poblacion de ADNc que fueron
utilizados como molde para PCR con ambos oligonucle6tidos. Para aumentar la especificidad del
proceso se realizé una segunda PCR sustituyendo uno de los oligonucledtidos por un tercero. El
producto de PCR dio un fragmento de 123 pb que se clon6, dando lugar a una coleccién de clones que
se utilizaron como sonda para rastrear una libreria de ADNc. Uno de los clones obtenidos de esta
forma mostré tener una homologia en su domino DBD de un 70% con los receptores del acido
retinoico (RARs), y analogia con los receptores retinoicos X (RXRs); a este nuevo receptor huérfano

lo denominaron receptor retinoico Z alfa (RZRa).

Usando una estrategia similar, Carlberg y cols (1994) aislaron el receptor huérfano RZRp a
partir de cerebro de rata. Entre los dos subtipos de RZR hay una identidad del 92% en sus dominios
DBD, y del 62% en sus dominios LBD.

Mediante una aproximacion diferente, utilizando ADNc de RAR«a como sonda, bajo unas
condiciones de poco restrictivas, sobre una genoteca de expresion de cerebro de rata, Giguére y cols
(1994) obtuvieron un clon parcial que usaron como sonda, en condiciones de alta restriccion, sobre
genotecas de expresion de testiculo y retina humana. Como resultado, identificaron tres receptores
huérfanos a los que llamaron RORa 1, RORa2 y ROR«3.

Los 45 primeros aminoécidos del extremo amino-terminal de ROR®2 y ROR 3 son idénticos,
mientras que RORa 1 difiere de ambos en los primeros 66 aminoacidos de su extremo amino-terminal.
Losrestantes 457 residuos, que abarcan el dominio DBD y el dominio LBD, son comunes para las tres

isoformas. Esta region comun result6 ser idéntica también a la de RZRa, s6lo que ésta tiene 11
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aminoécidos adicionales en su extremo amino-terminal, de forma que RORa y RZRa resultaron ser
dos nombres diferentes para un mismo receptor nuclear. Existen, por tanto, cuatro isoformas diferentes

formadas por procesamiento diferencial de un transcrito comun (Carlberg y Wiesenberg, 1995).

Posteriormente, y siguiendo el mismo procedimiento descrito pero utilizando ARNm de
pancreas humano para aislar clones, que luego utilizaron como sonda para hacer un barrido de una
genoteca de expresion de misculo esquelético humano, Hirose y cols (1994) clonaron un nuevo
receptor huérfano, que mostré una identidad del 89% en el dominio DBD y del 53% en el dominio
LBD con los RZR/ROR« y que denominaron RZRy.

Tomando todos estos datos en conjunto, la familia de receptores huérfanos RZR/ROR esta

constituida por seis miembros, que se clasifican en tres subtipos (Fig. 15).

Dominioes: N term. ADN LIGANDO
1 6773 139 523

hRORa1 W |

1 46 100 106 172 556
hRORo2 = — ]
1 46 92 98 164 548

hROR03 o f— |

11218 84 468
hRZRa ﬁl ]

110 76 459
]
rRZRB Fi— n

1 31 97 560

hRORy F—— i

Figura 15. La familia RZR/ROR. (Carlberg y Wiesemberg, 1995).

La distribucién de los diferentes miembros de la familia RZR/ROR se ha analizado por
Northern blot y PCR cuantitativa. RZR/ROR« presenta una distribucion ubicua (Becker-André et al.,
1993; Forman et al., 1994), con unos niveles de expresion muy elevados en leucocitos de sangre
periférica (Becker-André et al., 1993), y con una expresion diferencial de las distintas isoformas que
sugiere un control génico especifico por parte de cada isoforma en funcion del tejido (Steinhilber et

al., 1995). RZRP muestra un patrén de expresion muy restringida, casi exclusivamente en el cerebro
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(Carlberg et al., 1994) y muy elevada en la glandula pineal, hipotalamo y tdlamo (Becker-André et
al., 1994). E1 ARNm para RZRy se localiza principalmente en musculo esquelético; también se ha
detectado en timo, y en menor cantidad en pancreas, prostata, testiculo, corazén y pulmén (Hirose et
al., 1994).

3.2.3. RZR/ROR: unién al ADN

Los receptores RZR/ROR son de los pocos receptores nucleares que se unen con una alta
afinidad, con una Kd alrededor de 1 nM, a la secuencia consenso (A/G)GGTCA. Las sustituciones en

cualquiera de estos nucleétidos disminuyen considerablemente la afinidad.

La una unién de estos receptores huérfanos es, principalmente monomérica y utilizan los
aminoacidos de su extremo carboxi-terminal para contactar con los nucledtidos de la region 5' anterior
a la secuencia consenso. Variaciones en esta region han mostrado que la presencia de una T en la
posicidn -1 es imprescindible para la unién, mientras que la posicioén -2 puede tolerar cualquier
nucledtido (Calrberg et al., 1994); la posicion -4 debe ser una A, y de forma general la secuencia de
seis nucledtidos que precede en el extremo 5' a la secuencia consenso debe ser rica en A/T (Giguére
et al., 1994).

Los RZR/ROR pueden también unirse como homodimeros de forma cooperativa, cuando se
alinean dos secuencias consenso incluyendo sus regiones 5' flanqueantes dispuestas en forma de
polindrome sin nucledtidos espaciadores o en repeticiones directas con 8 nuleétidos espaciadores,
aumentando asi hasta tres veces la afinidad por la unién al ADN. De esta manera, RZR/ROR es el
primer ejemplo de receptor huérfano que puede actuar como monémero y homodimero (Carlberg et
al., 1994). Hasta el momento no se ha demostrado si puede actuar como heterodimero con otros

receptores nucleares.

Por otra parte, se ha observado que la secuencia consenso de RZR/ROR puede ser reconocida
por otros receptores nucleares, principalmente si forma parte de un HRE dimérico y, a su vez,
RZR/ROR puede unirse a los HRE de otros receptores nucleares. Esto, unido el hecho de que se hayan
encontrado secuencias de unién para RZR/ROR en los HRE de genes regulados por otros receptores
nucleares sugiere la existencia de una competicion por la union al HRE entre RZR/ROR y otros

receptores nucleares (Tini et al., 1995; Schrider et al., 1996).
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3.2.4. La melatonina como ligando de RZR/ROR

En experimentos de actividad transcripcional en los que se transfectaron células con vectores
de expresion cuyos promotores fueron fusionados con HRE para RZR/ROR, se observd una actividad
constitutiva de RZR/ROR bajo condiciones estandar de cultivo; esta actividad se vio claramente
reducida por la deplecion o eliminacion del suero, lo que indicaba que algiin o algunos componentes
del suero podian, bien de una forma directa, como verdaderos ligandos, o bien indirectamente, activar
RZR/ROR (Becker-André et al., 1994; Wiesenberg et al., 1995).

El pensar en la melatonina como un ligando para los RZR/ROR surgi6é de dos hechos
independientes. El primero consistié en la deteccion por hibridacion in situ de ARNm de RZR/RORf3
en retina, nicleo supraquiasmatico y glandula pineal, tres tejidos productores y/o blancos para
melatonina (Becker-André et al., 1994). El segundo surgi6 de la bisqueda de compuestos sintéticos
con capacidad para regular genes a través de diferentes receptores nucleares; de éstos, el CGP 52608
(perteneciente a la clase denominada tiazolidinadionas) activd especificamente a RZR/RORa y
RZR/ROR a concentraciones 1-5 nM (Becker-André et al., 1994; Wiesenberg et al., 1995). Algunas

de las caracteristicas farmacoldgicas del CGP 52608 mostraron una gran similitud con la melatonina.

Ambas observaciones apuntaban a la melatonina como un posible ligando natural de
RZR/ROR. Estudios de unién con el radioligando '*’I-Mel y de transactivacién mostraron que la
melatonina se une y activa RZR/RORa y B a concentraciones nanomolares, siendo asi el primer
ligando conocido para la familia de receptores nucleares RZR/ROR (Becker-André et al., 1994;
Wiesenberg et al., 1995). E1 CGP 52608 resulto ser un ligando especifico para RZR/ROR que podia
competir con la melatonina por el mismo sitio de unién, ademas, mostro ser especifico de receptores
nucleares pues no se une a los receptores de membrana de alta afinidad por la melatonina, y, por tanto,
puede ser utilizado para distinguir entre una sefializacién de la melatonina mediada a nivel nuclear o

a través de receptores de membrana (Wiesenber et al., 1995).

El primer gen descrito regulado por la transactivaciéon de RZR/ROR inducida por melatonina
ha sido el gen de la S-lipooxigenasa en linfocitos humanos (Steinhilber et al., 1995). La eleccion de
este gen se realizd por comparacion de la secuencia consenso del elemento respuesta RZR/ROR
monomérico con una base de datos (EMBL). Este gen posee un elemento de respuesta
CAAAATGGGTCA entre las posiciones -1521 y -1510 que une RZR/RORa y a1, mientras que
RZR/ROR02 y 03 no muestran capacidad de unién.
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La melatonina actfia inhibiendo la expresion de la 5-lipoxigenasa. Esta enzima interviene en
los procesos inflamatorios de defensa mediante la sintesis de leucotrienos. La expresion de la 5-
lipoxigenasa se limita a granulocitos, monocitos/macréfagos, mastocitos y linfocitos B, sin embargo,
solo se ha observado el efecto inhibitorio de la melatonina en las células que expresan RZR/RORa
y a1, de los cuales sélo los linfocitos B los expresa (Steinhilber et al., 1995). Tanto los linfocitos B
humanos como las lineas celulares que derivan de ellos expresan de manera constitutiva la 5-
lipoxigenasa, esto ha sugerido una funcién antiinflamatoria de la melatonina, pues la inhibicion de la

sintesis de la enzima con llevaria una disminucion en su actividad.

Se han identificado una serie de genes que presentan elementos de respuesta para RZR/ROR
a los cuales se une con una afinidad muy variable, de los que solo tres presentan una alta afinidad:
estos tres genes son inducibles por melatonina bajo condiciones de baja actividad constitutiva del
receptor (Schrider et al., 1996). El que exista una elevada actividad constitutiva de RZR/ROR parece
ser un impedimento para poder detectar claramente la transactivacion por melatonina en experimentos
con promotores heterélogos (Tini et al., 1995). Por otra parte, no se puede descartar la existencia de
modificaciones covalentes, como fosforilaciones, que medien en la activacién inducida por la

melatonina.

3.2.5. Receptores nucleares para melatonina

La posible existencia de receptores nucleares para la melatonina fue puesta de manifiesto por
estudios en los que se inyect6é *H-melatonina en diferentes tejidos de rata, observandose c6mo la

radiactividad se acumulaba en la fraccién nuclear (Withyachumnarnkul et al., 1986).

Posteriormente, mediante técnicas de inmunodeteccion, se describio la presencia de
melatonina en el nicleo de pinealocitos y de células de retina de rata y paloma, que posiblemente
estaria unida a la cromatina, lo que sugiri6 un posible efecto de la melatonina sobre la transcripcion
génica; como ocurre con otras hormonas liposolubles (Mennenga et al., 1990, 1991). De igual forma,
pero con técnicas de inmunodeteccion mas resolutivas (reaccion avidina-biotina) y mediante métodos
de fraccionamiento subcelular se describid la presencia de melatonina unida en niicleo de células de
glandula harderiana, higado, intestino, rifién, bazo, timo, cerebelo, cortex cerebral y glandula pineal
(Menéndez -Pelaez et al., 1993).
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Los trabajos realizados en fracciones subcelulares mostraron la presencia de melatonina en
el citosol y el nicleo de glandula harderiana, higado e hipotdlamo de rata a unas concentraciones
superiores a las sanguineas, lo que parecia indicar que la indodolamina podia acumularse

preferentemente en el niicleo (Menéndez-Peldez y Reiter, 1993).

Acuiia-Castroviejo y cols (1994) encontraron que la melatonina se unia especificamente a
nucleos purificados de hepatocitos de rata y que su afinidad (K, = 148-190 pM) concordaba con las
concentraciones nucleares de melatonina descritas por Menéndez-Pelaez y cols (1993); ademas,
propusieron que la unidn estaria asociada a proteinas nucleares mas que a ADN, pues el tratamiento
con de los nilicleos purificados con DNAasas aumentaba la unién, mientras que con proteasas

desaparecia.

El descubrimiento por Wiesenber y cols (1995) del CGP 52608 como un agonista del receptor
nuclear ha permitido caracterizar y estudiar el papel fisiolégico de los receptores nucleares. Se ha
descrito que tanto la melatonina (10 pM- 100 pM) como el CGP 52608 activan y estimulan la
produccion de diversas interleucinas en linfocitos Th1 humanos, indicando que este proceso puede
ser mediano a través de receptores nucleares (Garcia-Maurifio et al., 1997). Ademas, se ha
caracterizado mediante estudios de unién la interaccion de melatonina con nucleos celulares
purificados de timo y bazo de rata, la unién fue especifica y de alta afinidad, con una K, de 102 y 68
pM respectivamente, y era desplazada por el CGP 52608 lo que sugiere una union directa con los
RZR/ROR (Raffi-El-Hidriss et al., 1998).

Es importante resaltar que, si bien estos resultados evidencian que la melatonina interacciona
y tiene una funcion bioldgica a nivel nuclear a concentraciones similares a las existentes en sangre
(100-200 pM), las concentraciones necesarias para unir y activar eficientemente los receptores
RZR/ROR, descritas en experimentos de transfeccion son del orden nanomolar. Por otra parte hay
evidencias que sugieren que la melatonina puede acumularse de forma preferente en el nuicleo llegando

a alcanzar concentraciones nM (Menéndez-Pelaez et al., 1993).
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3.3. Melatonina-calmodulina

3.3.1. La calmodulina como mecanismo de accion de la melatonina

La idea de un posible mecanismo de accién de la melatonina a través de su interaccién con
proteinas citoplasmaticas surgi6 de los estudios que pretendian demostrar que la melatonina, en base
a su caracter lipofilico, podia atravesar libremente la membrana plasmatica y pasar al interior celular,

como ocurre con las hormonas esteroideas.

La primera evidencia de la presencia de un receptor citoplasmatico para la melatonina la
proporcionaron Cohen y cols en 1978, quienes describieron la unién especifica de *H-melatonina en
el sobrenadante obtenido por ultracentrifugacion de un homogenado de diferentes tejidos. Asi,
detectaron la unién especifica de melatonina en ovario, testiculo, Gtero, piel, higado y ojo de hamster

y rata. Por el contrario, no se observd union en el cerebro de ninguna de las dos especies de roedores.

Teniendo en cuenta los conocidos efectos de la melatonina sobre el sistema nervioso central
y su alta distribucion en el cerebro, se realizaron experimentos utilizando *H-melatonina para
demostrar que la hormona podia localizarse en el medio intracelular. Asi, se describi6 la presencia en
el citosol de un sitio de unién de alta afinidad para la melatonina (K, = 8-30 nM) en hipotalamo,
hipocampo y niicleo estriado de rata (Niles et al., 1979). También se encontraron sitios de unién para
melatonina en el citosol y en fracciones purificadas de niicleos, mitocondrias y microsomas de

neuronas (Anton-Tay et al., 1988).

Los primeros estudios que mostraron una clara interaccion fisiologica directa entre la
melatonina y estructuras citosélicas fueron realizados por Benitez-King y cols (1990). Estos autores
describieron el efecto de la melatonina sobre la reorganizacion del citoesqueleto en las lineas celulares
MDCK y N1E-115, observando que concentraciones fisioldgicas de melatonina (1nM) afectaban a la
formacién de invaginaciones, formadas por puntos de unién entres células adyacentes, y al crecimiento

de neuritas, al actuar sobre el proceso de elongacion de los microtibulos y microfilamentos.

En células MDCK, tras cuatro dias de cultivo, se produjo un aumento del nimero de células
que presentaban prolongaciones citoplasmaticas, asi como del niumero de invaginaciones; la tincién
con anticuerpos anti-actina mostré un mayor grosor de las fibras localizadas en la membrana

plasmatica y alrededor del nicleo. En las células N1E-115 la melatonina indujo un aumento del
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numero de células con neuritas y un mayor niimero de contactos celulares, observable ya a las 24 horas

de cultivo; la tincién con anticuerpos anti-tubulina mostré una mayor longitud de las neuritas.

Los efectos que la melatonina ejercia sobre el citoesqueleto de estas lineas celulares y el hecho
de que éstos sean modulados por la calmodulina indujo a estos autores a estudiar la posible interaccion
entre calmodulina y melatonina (Benitez-King et al., 1991a). Cultivaron células de ambas lineas
celulares con melatonina (1 nM) y observaron un aumento en la concentracion celular de CaM a los
tres dias y una disminucion tras seis dias cultivo, lo que sugeria que la melatonina podia regular los
niveles de CaM. Ademads, la melatonina inhibié la actividad de la fosfodiesterasa de AMPc
dependiente de Ca*"-CaM, y estudios de movilidad electroforética mostraron que la melatonina se une
directamente a la CaM, unién que provoca un cambio conformacional de la proteina. A raiz de estos
resultados propusieron que los cambios observados en el citoesqueleto se deberian a la interaccion

melatonina-calmodulina.

La caracterizacion de la unién de melatonina a la calmodulina fue llevada a cabo también por
estos autores (Benitez-King et al., 1993). La uni6n de *H-melatonina cumplié todos los criterios de
unién de un ligando a su receptor. La unidn fue saturable, reversible, especifica, dependiente de la
concentracion de proteina y dependiente de Ca™, y mostré la existencia de un solo sito de unién de
alta afinidad con una K, =188 pM una B_,, = 35 pM/pg de CaM.

La caracterizacién de la calmodulina como un receptor especifico y de alta afinidad para la
melatonina ha permitido proponer a la calmodulina como un mecanismo de accién para esta
indolamina, por el cual, ésta regularia la actividad del citoesqueleto (Benitez-King et al., 1990) y
explicaria el efecto inhibitorio de la melatonina que se ha observado sobre determinadas enzimas
dependientes de calmodulina como la fosfodiestarasa de APMc (Benitez-King et al., 1991a), la Ca™-
ATPasa (Anton-Tay et al., 1993), la 6xido nitrico sintasa de cerebelo (Pozo et al., 1994, 1997b;
Bettahi et al., 1996) o la proteina quinasa Il dependiente de Ca**-CaM (Benitez-King et al., 1996).

Recientemente Romero y cols (1998) han caracterizado la unién de melatonina a calmodulina
en membranas de oocitos de Xenopus laevis. La unién cumplié todos los criterios de unién de un
ligando a un receptor. La unién fue dependiente de tiempo, temperatura y concentracion de membrana,
estable, reversible y especifica. Estudios estequiométricos mostraron la existencia de un Ginico receptor
de alta afinidad conuna K= 1,18 nM. Ademas, la unién fue inhibida por clorpromazina (un inhibidor
de CaM), dependiente de Ca™ y bloqueada por anticuerpos anti-CaM de manera dependiente de la

dosis.
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3.3.2. La melatonina, la calmodulina y el citoesqueleto

Los efectos que la melatonina produce en la organizacion del citoesqueleto parecen deberse

a que la hormona se comporta preferentemente como un antagonista de la calmodulina.

La polimerizacion de microtubulos es un proceso dindmico que es inhibido por el complejo
Ca™-CaM en presencia de proteinas MAP (proteinas asociadas a microtiibulos). La calmodulina
aumenta el efecto inhibitorio del Ca™ al formar complejos Ca™*-CaM-tubulina o Ca"™*-CaM-MAPs.
Este efecto inhibitorio es revertido por antagonistas de la CaM como la trifluoperazina mediante su

unién al complejo Ca™"-CaM, bloqueando asi la formacion del complejo.

Se ha demostrado que la melatonina es capaz de revertir el efecto inhibitorio de Ca™-CaM
sobre la polimerizaci6n de los microtibulos aislados y en citoesqueleto in situ (Huerto-Delgadillo et
al., 1994). La melatonina a una concentracion de 1n M revirtié6 completamente el efecto inhibitorio
del complejo Ca™-CaM; por otra parte, en ausencia de Ca™-CaM la melatonina inhibi6 la
polimerizacién de tubulina. Esto ha permitido sugerir un doble efecto de la melatonina sobre la
polimerizacion de los microtibulos; a concentraciones bajas de melatonina se favorece la
polimerizacion del citoesqueleto antagonizando al complejo Ca™"-CaM, posiblemente uniéndose a la
misma de manera que impida la formacién de los complejos Ca™-CaM-tubulina o Ca™-CaM-MAPs;
a concentraciones altas, una vez saturado el efecto antagonizador, la melatonina inhibe la

polimerizacién al unirse a la tubulina (Huerto-Delgadillo et al., 1994).

Ademas del efecto antagonista sobre la calmodulina, que es considerado como un efecto a
corto plazo, la melatonina puede producir respuestas a largo plazo sobre la concentracion y
distribucién celular de la calmodulina cuyo mecanismo de accion no esta bien establecido. Estudios
previos habian demostrado que la melatonina modifica los niveles de CaM en la célula (Benitez-King
et al., 1991a) e induce cambios en la localizacion subcelular de esta proteina (Benitez-King et al.,
1991b).

Recientemente Anton-Tay y cols (1998) han descrito, mediante tincién inmunofluorecente,
cdmo en células MDCK tratadas con melatonina 1 nM durante periodos de tiempo largos, de 6 h a 4
dias, se producia una redistribucién de la CaM desde la periferia hacia el citosol y el nucleo.
Observaron también, por radioinmunoensayo, cémo tras 4 dias de incubacion la cantidad de CaM
unida a membranas aumenté en un 78%, mientras que la citosélica disminuyé en un 60%,

manteniéndose constante la fraccién nuclear. Ademas, la tincién simultanea con anticuerpos
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especificos anti-CaM y anti-melatonina mostr6 que ambas se distribuyen en las mismas localizaciones

subcelulares.

3.4. Melatonina-proteina quinasa C

El citoesqueleto estd formado por un complejo entramado de microtiibulos, microfilamentos,
filamentos intermedios y proteinas asociadas, cuyas interacciones definen su organizacion. Una vez
establecido el papel de la melatonina en la modificacion de la organizacién del citoesqueleto como
un antagonista de la calmodulina, y teniendo en cuenta que la mayoria de los antagonistas de la
calmodulina inhiben a la proteina quinasa C (PKC), Benitez-King y Anton-Tay estudiaron la posible

interaccién melatonina-PKC (1996).

Los filamentos intermedios (como la vimentina) se encuentran unidos a los microtibulos por
proteinas fosforiladas (Draverovay Dréaber, 1993). La activacion de la PKC por diacilglicerol o ésteres
de forbol provoca su translocacion al citoesqueleto (Zalewiski et al., 1990), donde fosforila a la
vimentina induciendo la disgregacion de los filamentos intermedios (Ando et al., 1989). Partiendo de
estos datos Benitez-King y Antdn-Tay estudiaron el efecto de la melatonina sobre la organizacion de
los microfilamentos, la distribucion, actividad y translocacion de PKC, y la fosforilacién de vimentina
en células N1E-115.

En dicha linea celular, la distribucién subcelular de PKC y vimentina sufrié cambios a los 30
min de incubacién con melatonina 1 nM, pasando ambas de encontrarse difusas por todo el citoplasma
y la regién perinuclear a encontrase distribuidas en forma de filamentos cortos en el citoplasma. En
células tratadas con PMA 1 pM, un éster de forbol activador de PKC, o con melatonina durante
periodos de tiempo mas largos, los microfilamentos y la PKC se concentraron alrededor del nucleo.

Esto sugiri6 un efecto activador, mas que inhibidor, de la PKC.

Esta activacion de la PKC fue comprobada. La melatonina aumentd su actividad en la fraccion
de membrana-citoesqueleto y provoco la translocacion de la PKC del citosol a dicha fraccion, asi
como el aumento de la fosforilacién de vimentina. Los resultados utilizando PMA fueron similares.

Estos resultados confirmaron la idea de un efecto estimulador de la melatonina sobre la PKC.

Experimentos realizados in vitro mostraron que la melatonina (InM) activa la PKC e

incrementa la union de ésteres de forbol radioactivos a la PKC; este efecto sélo se observd en
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presencia de Ca™. Basandose en este dato Benitez-King y Antén-Tay, estudiaron los efectos de la
melatonina sobre la translocacion y distribucién de dos isoenzimas de la familia de las proteinas
quinasas C, una dependiente (PKCa) y otra independiente (PKCe) de Ca™. Sélo la PKCa respondid
al tratamiento con melatonina, observandose cambios en su distribucioén, con un incremento en la

fraccion de membrana-citoesqueleto.

Estos resultados apoyan la idea de que la melatonina puede modular la estructura del
citoesqueleto por un mecanismo de accién que implica no sélo la interaccion de la hormona con la
calmodulina, sino también con la PKC. Teniendo en cuenta que ambas enzimas regulan la funcion de
numerosas proteinas y enzimas, entre ellas proteinas quinasas, la melatonina podria influir en
numerosas respuestas biolégicas de la célula mediante este mecanismo de accion. A esto hay que
afiadir que tanto la CaM como la PKC son proteinas dependientes de calcio, por lo que cabe suponer

que la melatonina podria regular otras proteinas dependientes de Ca*".

3.5. Melatonina como neutralizador de radicales libres (Scavenger)

Ademas de la accion a través de receptores de membrana celulares, de unirse a receptores
nucleares y de interaccionar directamente con proteinas citoplasmaticas; la melatonina puede actuar
por si misma como un potente neutralizador (scavenger) de radicales libres, lo que le confiere un gran

poder como agente antioxidante.

El estudio de la accion de la melatonina como un scavenger se originé como consecuencia de
trabajos que mostraban la presencia de melatonina en células que carecian de receptores de membrana

para melatonina.

3.5.1. Radicales libres de oxigeno

Toda sustancia quimica tiende a tener sus electrones apareados para conseguir estabilidad. Los
radicales libres son sustancias quimicas que se caracterizan por tener un electrén desapareado y son,
por tanto, inestables. Con el fin de alcanzar estabilidad los radicales libres tienden a donar o captar
un electrén en su interaccién con otras moléculas, lo que hace que sean muy reactivos y de vida muy

corta.
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La formacién de los radicales libres de oxigeno (Fig. 16) en los organismos, si bien pueden
responder a una necesidad bioldgica controlada (por ejemplo, la sintesis de prostaglandinas o la
fagocitosis de agentes antigénicos), ocurre paralelamente al metabolismo aerdbico en las células,
donde la molécula de oxigeno sufre una reduccién univalente en las reacciones enzimaticas de
transporte de electrones, como ocurre en la cadena respiratoria de las mitocondrias o en la unién del
oxigeno a la hemoglobina. Los dos radicales que se producen son el radical superéxido y el peréxido

de hidrégeno.

0:* +H:0:—0: + OH*+OH"

Fe:x»+H:0: Fes: + OH+OH"

e [ ¢

0O: 0O:- H:0: OH-

Oxigeno Anién superéxido Peréxido de hidrégeno Radical hidroxilo

Figura 16. Formacion de los principales radicales libres de oxigeno.

La reduccion de la molécula de oxigeno produce el radical libre anioén superdxido (O,"), que
st se reduce en presencia de la enzima superdxido dismutasa forma peréxido de hidrégeno (H,0,) el
cual, sin ser un radical libre, es citotoxico. E1 H,O, es convertido a productos no tdxicos por diferentes
enzimas; sin embargo, en presencia de metales de transicion, especialmente el hierro y el cobre, se
descompone en el ién OH" (no daiiino) y el radical hidroxilo (OH-), el mas reactivo y potente de los
radicales libres. Ademas, el O,  puede reaccionar, mediante la reaccion de Fenton, con el H,O, para
formar OH-.

Los radicales libres se pueden producir también por la exposicion de los organismos a
radicaciones ionizantes (X y ), luz ultravioleta, y algunas drogas antitumorales y carcinégenos
quimicos. Entre los radicales libres que se forman se encuentran el radical superoxida, peréxido de
hidrégeno e hidroxilos y peroniles organicos. Otra fuente radicales libres la constituyen iones de
metales de transicion, principalmente hierroy cobre, los cuales interaccionan con los mismos radicales

libres para formar especies muy reactivas a partir de otras que lo son menos.
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Los radicales libres producidos, principalmente el OH:, son capaces de interaccionar con las
biomoléculas celulares tomando un electrén o un dtomo de hidrégeno de la molécula atacada, dando
lugar a la formacién de diferentes radicales libres de menor potencia como el radical peroxilo, que se
forma por la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados. Estos nuevos radicales reaccionan con
otras moléculas, especialmente el O,, continuando este proceso de manera indefinida. Causan asi un
dafio celular que puede llevar a una muerte celular y la degeneracion del tejido u 6rgano que se ve

afectado.

3.5.2. Proteccion contra los radicales libres

La formacion de radicales libres de oxigeno en el organismo y su toxicidad asociada son
consecuencia de la propia fisiologia del organismo, dando lugar a la llamada “paradoja del oxigeno”,
por lo que se hace necesario un control de la produccién de los radicales libres por parte del propio

organismo.

Los organismos han desarrollado un sistema de defensa antioxidante, el cual trata de proteger
a las moléculas del dafio producido por el ataque de los radicales libres de oxigeno. Este sistema de

defensa esta compuesto por dos mecanismos de proteccion.

[ SOD CAT

O: O; H:O:

H:0 + O:

GR Gol

]~ GSH «_ ~» NADP~
< )
HO0 GSSG~ NADPH

Figura 17. Principales enzimas implicadas en el metabolismo de los
radicales libres de oxigeno.

El primer mecanismo se basa en la existencia de un conjunto de enzimas especificas,
localizadas en los sitios de produccion de los radicales, que mantienen bajas las concentraciones de
éstos (Fig. 17). Este mecanismo de defensa enzimatica especifico incluye dos isoformas de la

superdxido dismutasa (SOD), una dependiente de Cu y Zn y otra dependiente de Mn, la catalasa
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(CAT), la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GR) y la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD). Estas enzimas actiian conjuntamente para proteger contra el dafio oxidativo
al metabolizar los radicales libres producidos durante el metabolismo respiratorio normal o durante

el estrés oxidativo.

El segundo mecanismo lo constituyen los denominados “secuestradores” de radicales libres,
es decir, neutralizadores de radicales libres, que disminuyen la formacion de éstos al retirar del medio
iones de metales de transicion. Este segundo mecanismo endégeno de defensa lo forman proteinas que
unen metales de transicion, hierro y cobre principalmente, como la ferritina y transferrina en el caso
del hierro, y la ceruloplasmina, histidina y albimina en el del cobre. Estas proteinas “secuestran” estos
iones, impidiendo que promuevan la formacion de radicales libres. También forman parte de este
sistema una amplia variedad de moléculas con capacidad antioxidante localizadas en el citosol

(glutatién, acido drico y vitamina C) o en las membranas (vitamina E y vitamina A).

3.5.3. La melatonina como agente protector de radicales libres

La melatonina actia como agente neutralizador de estos radicales libres impidiendo el
consiguiente dafio que producirian a la célula (Fig. 18). Se ha demostrado que la melatonina es capaz
de neutralizar al OH: (Tan et al., 1993) y al radical peroxilo (Pieri et al., 1994), mostrandose en ambos
casos mas eficiente que los compuestos antioxidantes considerados generalmente como los mas
eficaces, glutation y vitamina E respectivamente. También se ha visto que la melatonina disminuye

los niveles de ani6én superéxido (Rodriguez et al., 1998).

El mecanismo que media la accién como scavenger de la melatonina es su interaccion directa
con el radical libre, es decir, no requiere la presencia de receptores de membrana, nucleares ni de
proteinas citoplasméticas de unién. Esta capacidad neutralizadora de la melatonina radica en su
estructura quimica; el grupo metilo localizado en la posicion 5 del anillo indélico es esencial para la
accion como scavenger, mientras que el grupo N-acetilo de la cadena lateral produce una accién
sinérgica (Tan et al., 1993). La importancia del grupo metoxi para llevar a cabo la actividad

neutralizadora también ha sido confirmada (Scaiano, 1995).

Mediante estudios en los que se media la pérdida de fluorescencia de la melatonina se
demostro era rapidamente oxidada por el OH-. A raiz de estos estudios se ha postulado que la accion

como scavenger de la melatonina se basa en su capacidad reductora, al ceder un electrén al radical
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OH- (Poeggeler et al., 1994). La donacion de un electrén hace que la melatonina se convierta en un
radical, el radical cati6n indolilo, el cual se cree que puede neutralizar el anién superéxido generando
un metabolito no enzimatico de la melatonina, la N'-acetil-N>-formil-5-metoxiquinuramina, que es

excretada en la orina.

0
Il
CH:0 CH:—CH:—NH-C—CH:
N
Melatonina H
++OH
i
CH:0 CH:—CH:—NH—C—CH:
+
N
Radical catién indolilo H
+ 032
0
‘C' I
CH—NH—C—CHs
-~
CH:0 \CHz
CHO
o
Lacetil-N*-formil- H

5-metoxiquinuramina

Figura 18. Degradacion no enzimitica de la melatonina. Mecanismo
neutralizador o scavenger frente a radicales hidroxilos de la melatonina.
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Objetivos

Continuando con la linea de investigacion desarrollada en nuestro laboratorio, basada en el
estudio de la regulacién por la melatonina del sistema inmune, el objetivo de este trabajo fue el de
profundizar en el conocimiento de los mecanismos de accién por los cuales la melatonina puede llevar
a cabo su funcién inmune, centrdndonos en la caracterizacién de receptores de melatonina y su
mecanismo de transduccién de seiial en células del sistema inmune. Para ellos se plantearon los

siguientes objetivos:

1. Identificar la presencia de sitios de unién de alta afinidad para melatonina en membranas

de linfocitos humanos de sangre periférica.

2. Llevar a cabo la caracterizacion de receptores para melatonina en macréfagos peritoneales

de raton.

3. Estudiar la existencia de mecanismos de transduccion de sefial del receptor de membrana

para melatonina por segundos mensajeros.

4. Estudiar si la transduccion de sefial de melatonina estd mediada por proteinas G acopladas

a los receptores de membrana.
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Material y Métodos

1. REACTIVOS

La ['"¥I]melatonina se obtuvo del Radiochemical Centre (Amersham Int., Amersham, GB).
La actividad especifica del radioligando fue de 1900-2175 Ci/mmol y se us6 durante 60 dias. De esta
misma casa comercial se obtuvieron las columnas de cromatografia Amprep minicolumns, el [y-
32P]ATP y el anticuerpo anti-IgG de conejo marcado con ['*[], asi como los kits de determinacion de
AMP ciclico (Cyclic AMP (cAMP) assay kits) y de determinacion de diacilglicerol (sn-1,2-
diacylglycerol (DAG) assay reagent system).

La melatonina y los diferentes intermediarios de su ruta de sintesis (6-hidroximelatonina, N-
acetilserotonina, 5-hidroxitriptofol, 5-metoxitriptofol, triptamina, 5-hidroxitriptamina, 5-hidroxi-DL-
triptofano, 5- metoxi-DL-triptofano, S-metoxitriptamina, 4acido 5-hidroxiindol-3-acético, acido 5-
metoxiindol-3-acético, DL-triptéfano), forskolina, toxina pertisica, medio RPMI-1640, suero fetal
bovino, penicilina, estreptomicina, anfotericina B, DTT, Timidina, ATP, UTP, GTP, Gpp(NH)p, GTP-
v-S, EDTA, creatina quinase, fosfocreatina, HEPES, bacitracina, leupeptina, BSA, TLCK y PMSF
se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.).

Los compuestos y los marcadores de proteinas para electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE) e inmunodeteccion por Western blot se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories
(Richmond, CA). Los anticuerpos anti-G;,, anti-G,, y anti-B,, y el [a-*P][NAD" se obtuvieron de
DuPont NEN (DuPont de Nemours, Dreieich, Alemania), el kits ECL de quimioluminiscencia por
luzindo! (Enhancer ChimioLuminiscent) y el anticuerpo anti-IgG de conejo unido a peroxidasa de
rébano se obtuvieron de Amersham (Buckinghamshire, GB) y las membranas de nitrocelulosa se
obtuvieron de Hoeffer (San Francisco, CA, EE.UU.).

Los analogos de melatonina especificos de receptores de membrana Luzindol (2-benzil-N-
acetiltriptamina) y 4-P-PDOT (4-fenil-2-propionamidotetralina) se obtuvieron de Tocris Cookson Ltd.
(Bristol, GB), y el S 20098 (Servier; N-acetil-2-(7-metoxinaftalin-1-il) etilamina) y analogo nuclear
CGP 52608 (1-(3-allil-4-oxotiazolidina-2-iliden)-4-metil-tiosemicarbazona) fueron sintetizados por
el Dr. M. Missbach (Chemical Research, Novartis Pharma Inc.) y fueron proporcionados por la Dra.

I. Wiesenberg (Pharma Research, Novartis Pharma Inc., Basel, Suiza).

El resto de reactivos utilizados fueron de calidad analitica y fueron obtenidos de diferentes

casas comerciales.
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2. PROTOCOLOS

2.1. AISLAMIENTO DE LINFOCITOS HUMANOS

Objetivo
Obtencion de linfocitos de sangre periférica humanos (PBLh). Los linfocitos fueron aislados
mediante gradiente de densidad con Ficoll (Boyun, 1968). La viabilidad fue determinada por azul de

tripan, siendo siempre mayor al 95%.

Materiales
- Sangre humana en tubos Vacutainer EDTA (K;).
- Salino NaCl 0,9% y 0,2% a 4°C.
- Ficoll.
-PBS 0.15 M con CaCl, 1 mM, pH 7,4 (PBS).

Método
- Diluir la sangre 1:1 con Salino 0.9%.
- Poner 3ml de Ficoll en tubos de plastico de 10 ml.
- Verter 6ml de la sangre 1:1 sobre el Ficoll, procurar no mezclarlos.
- Centrifugar a 600xg durante 15 minutos, a 4°C.
- Recoger la interfase entre el Ficoll y el suero, que contiene los PBLh, con una pipeta Pasteur (Fig.
19)
- Lavar las células completando con NaCl 0.9% hasta 10ml y centrifugar a 400xg durante 10 minutos,
a 4°C. Repetir el lavado.
- Eliminar el sobrenadante y resuspender en PBS, o pasar a obtener la preparacién de membranas.
- Contar las células en una cdmara Fuchs-Rosenthal.

- Llevar a la concentracion deseada.

» Nube de linfocitos

v

Figura 19. Obtencién de linfocitos
por gradiente de densidad con ficoll.
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2.2. AISLAMIENTO DE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON

Objetivo
Obtencion de macrofagos peritoneales de raton segiin el método descrito por Segura y cols
(1991).

Materiales
- Ratones hembras de la cepa Swiss, de 1-1.5 meses, con un peso aproximado de 30-35 g.
- Caseinato s6dico 6% (p/v).
- Salino NaCl1 0,9% y 0,2% (p/v) a 4°C.
-PBS 0.15 M con CaCl, 1 mM, pH 7,4 (PBS).

Método
- Inyectar cuatro dias antes del aislamiento 2ml de caseinato sédico intraperitonealmente.
- A los cuatro dias, sacrificar los ratones por decapitacion y desangrarlos.
- Inyectar intraperitonealmente, a cada ratén, 6 ml de NaCl 0,9%.
- Masajear vigorosamente durante 1 minuto, aproximadamente.
- Abrir la cavidad peritoneal y extraer el NaCl 0,9%.
- Centrifugar a 400xg durante 5 minutos, a 4°C.
- Eliminar el sobrenadante y, resuspender en PBS o pasar a obtener la preparacion de membranas.
- Contar las células en una camara Fuchs-Rosenthal.

- Llevar a la concentracion deseada.
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2.3. PREPARACION DE MEMBRANAS

Objetivo

Obtencién de un stock de membranas de linfocitos de sangre periférica humanos o macréfagos

peritoneales de raton. La concentracion de proteinas se determind segin el método descrito por

Bradford (1976).

Materiales
- HEPES 5 mM, pH 7,5.
- HEPES 20 mM, pH 7,5.
- Stocks de inhibidores de proteasas (Tabla VII).

Método

- Centrifugar las células a 400xg durante 10 minutos, a 4°C.

- Eliminar el sobrenadante y resuspender varios pellets en 1 ml HEPES 5 mM, pH 7.5 con inhibidores.

- Incubar 15 minutos a 4°C.

- Sonicar 2 veces durante 15 segundos a maxima potencia, con intervalos de 45 segundos.

- Centrifugar a 600xg durante 10 minutos, a 4°C.

- Tomar el sobrenadante y centrifugar a 30.000xg , entre 0 y 5°C, durante 30 minutos.
- Resuspender en HEPES 20 mM con 1 mM de PMSF.

- Repartir en alicuotas de 500-100p1 en eppendorf'y guardar a -80°C.

- Dejar 100 pl en un eppendorf para determinar la concentracion de proteinas.

HEPES 5 mM +1 Stock [ ] final
Tripsina I 5mg / ml 0.05mg / ml
EDTA 3mg/ ml 0.3mg/ ml
Bacitracina Img / ml 0.1lmg/ml
TLCK Img/ml 0.0lmg / ml
Leupeptina Img/ml 0.0lmg / ml
PMSF Smg/ml 0.05mg / mi

Tabla VII. Céctel de inhibidores de proteasas utilizados
para la preparacion de membranas.
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2.4. ESTUDIOS DE UNION CON [*[]MELATONINA

Objetivo

Estudio de las caracteristicas de unién de ['**I}melatonina a membranas de linfocitos humanos
y macrofagos peritoneales de raton. La constante de disociacion (K,) y la capacidad méaxima de unién
(B..0) se calcularon de acuerdo con el método de Scatchard (1949). Los datos se expresan como unién
especifica, es decir, trazador unido total menos la cantidad de trazador que no es desplazado por la

melatonina 100 pM.

Materiales
- Membranas de linfocitos humanos, macréfagos peritoneales o membranas de macréfagos
peritoneales de ratén.
- Melatonina fria, stock 0,8 mM.
- ["*IJmelatonina 50 nM (1900-2175 Ci/mmol).
- Tampoén de incubacién: PBS 0,15 M con CaCl, ImM, pH 7,4, para estudios de union con células;
Tris-HCI 50 mM con CaCl, 4 mM, pH 7,4 y PMSF 1 mM para estudios de unién con membranas.
- Contador de radioactividad gamma LKB Wallac 1261 multigamma (Wallac Oi, Turku, Finlandia).

Método
- Centrifugar las células (400xg durante 5-10 minutos) o las membranas (30000xg durante 30
minutos).
- Resuspender a las concentraciones requeridas en el tampén de incubacion.
- Preparar en un volumen total de 400 pl la mezcla de reaccion, conteniendo células o0 membranas,
[*IJmelatonina y, cuando sea necesario, melatonina fria y otros compuestos.
- Iniciar la reaccion con la adicion de las membranas o células.
- Incubar a las temperaturas y tiempos indicados.
- Separar la ['**I]melatonina unida por centrifugacion.
- Lavar dos veces los pellets con el tamp6n de incubacioén conteniendo sacarosa al 10% (v/v).

- Medir la radioactividad en el contador gamma.
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2.5. ESTUDIOS DE PRODUCCION DE AMP CICLICO

Objetivo
Estudiar la posibilidad de que la transduccion de sefial del receptor de membrana para la

melatonina esté mediada, al inhibir la produccion de AMP ciclico, por una adenilil ciclasa.

El AMP ciclico se determino segun el método descrito por Lopez-Gonzalez y cols (1992a)

para linfocitos humanos y Segura y cols (1992) para macréfagos peritoneales de ratdn.

Materiales
- Macréfagos peritoneales de raton o linfocitos humanos.
- Medio de incubacién: PBS 0.15 M con CaCl, 1mM, pH 7,4.
- Melatonina, stock 0.8 mM.
- Forskolina, stock 1 mM.
- Luzindol, stock 1mM.
- Metanol.

- Kits de determinacién de AMP ciclico por radioinmunoensayo (RIA)

Método
- Centrifugar las células a 400xg durante 5-10 minutos.
- Resuspender a las concentraciones requeridas en el medio de incubacion.
- Preparar en un volumen total de 500 pl la mezcla de reaccién, conteniendo células y, cuando sea
necesario, melatonina, forskolina y luzindol.
- Iniciar la reaccién con la adicion de las células.
- Incubar a 37°C durante 60 minutos los linfocitos y durante 30 minutos los macréfagos.
- Detener la reaccion afiadiendo 1 ml de metanol.
- Centrifugar a 600xg durante 30 minutos.

- Evaporar sobrenadante y medir el AMP ciclico.
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2.6. PRODUCCION DE DIACILGLICEROL

Objetivo
Observar el posible acoplamiento del receptor de melatonina y el efecto la melatonina respecto

a la actividad de la fosfolipasa C, midiendo la produccion de diacilglicerol (DAG).

Materiales
- Membranas de linfocitos humanos.
- Tampodn de incubacion: Tris-HC1 50 mM con CaCl, 4 mM, pH 7,4, y en presencia de los inhibidores
de proteasas bacitracina (0,2 mg/ml), leupeptina (0.1 mg/ml) y PMSF 1 mM.
- Melatonina 0.8 mM.
- Cloroformo: metanol (1:2; v/v).
-NaCl 1 M.
- Kit de medicion de sn-1,2-diacilglicerol, mediante fosforilacion por la diacilglicerol quinasa.
- Acido [y-**P]fosfatidico (3 Ci/mmol).
- Columnas de cromatografia Amprep minicolumns.
- Contador P de centelleo liquido Wallac 1409 (Wallac Oi, Turku, Finlandia).

- Liquido de centelleo para radiacion 3.

Método
- Centrifugar las membranas a 30000xg durante 30 minutos.
- Resuspender a las concentraciones requeridas en el tampén de incubacién.
- Preparar en un volumen total de 200 pl la mezcla de reaccion, conteniendo tamp6n de reaccion y
melatonina.
- Equilibrar la mezcla de reacciéon durante 3 minutos a 30°C.
- Iniciar la reaccion con la adicioén de las membranas (1000 pg/ml).
- Incubar a 30°C durante 15 minutos.
- Parar la reaccién afiadiendo 3 ml de cloroformo:metanol.
- Afiadir 1 ml de NaCl y 1 ml de cloroformo. Mezclar mediante agitacion.
- Centrifugar a 600xg durante 15 minutos.
- Cuantificacion del diacilglicerol producido mediante kit de medicion de sn-1,2-diacilglicarol, segin
las condiciones especificadas por el fabricante, en presencia de [y-**P]ATP.
- Purificacion mediante columnas Amprep del [*?P]diacilglicerol.
- Afiadir 10 ml de liquido de centelleo a la fraccién purificada.

- Medir la radioactividad en el contador de radiacion f.
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2.7. ADP-RIBOSILACION DE PROTEINAS G DE MEMBRANAS

Objetivo

La toxina pertiisica es una proteina hexamérica cuya capacidad enzimatica radica en la
subunidad S1, realizando la transferencia de un residuo ADP-ribosasilacion a un residuo de Cys en
el extremo carboxi-terminal de todas las subunidades «; y «, de las proteinas G. La uni6n covalente
de un residuo de ADP-ribosa a partir d¢ NAD" marcado con **P permite detectar la presencia de

subnidades « sensibles a toxina pertiisica.

Materiales
- Membranas de linfocitos humanos o de macréfagos peritoneales de raton.
- Toxina pertusica (200 pg/ml).
- Tampén de reaccion: Tris 100 mM pH 8, conteniendo timidina (10 mM), ATP (1 mM), GTP (100
uM), EDTA (1 mM), MgCl, (1.25 mM), creatina quinasa (0,6 mg/ml), fosfocreatina (4,5 mg/ml).
- [¢-*P]NAD" (30 Ci/mmol).
-DTT (40 mM)/ ATP (1mM).
- Acido tricloroacético 10% (p/v) frio.

- Tampdn de carga para geles de poliacrilamida con SDS.

Método
- Activar la toxina pertisica con DTT (20 mM) a durante 15 min a 30°C. Parar la reaccion poniendola
en hielo.
- Preparar en un volumen de 125 ul la mezcla de reaccion: tampén de reaccién, toxina pertisica
preactivada para una concentracién final de 15 pg/ml en PBLhy 24 pg/ml en MPr; [0-**P]NAD" para
una concentracion final de 0,5 pM en PBLh y 0,7 uM en MPr.
- Iniciar la reaccion con la adicion de las membranas (PBLh, 0,8 mg/ml; MPr, 1,4 mg/ml).
- Incubar a 30°C durante 45 min.
- Parar la reaccion de ADP-ribosilacion afiadiendo 1ml de acido tricloroacético.
- Centrifugar a 3000xg durante 20 minutos, a 4°C.
- Solubilizar el pellet de proteinas con tampdn de carga con SDS.

- Separar proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).
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2.8. PRETRATAMIENTO DE MEMBRANAS Y CELULAS CON PTx

Objetivo

La ADP-ribosilacién realizada por toxina pertusica lleva a la disociacién de la proteina G de
su receptor sin afectar a su estructura heterotrimérica. La disociacién disminuye la afinidad del
receptor por el ligando y bloquea el acoplamiento entre el receptor y sus proteinas efectoras, y, por
tanto, el efecto que este ejerce sobre ellos. Para confirmar el acoplamiento del receptor de melatonina
con la adenilil ciclasa y fosfolipasa C, y que este es mediado por proteinas G sensibles a toxina
pertiisica, se pretrataron membranas o células con toxina pertusica lo que revertiria el efecto
inhibitorio de la melatonina sobre la produccion de AMPc y el efecto estimulador sobre la produccién
de diacilglicerol. El pretratamiento se realiz6 segiin el procedimiento descrito por Ribeiro-Neto y cols

(1985) con algunas modificaciones.

Materiales
- Linfocitos humanos, macréfagos peritoneales de raton y membranas de ambos tipos celulares.
- Toxina pertisica (200 pg/ml).
- Tamp6n de reaccion: Tris 100 mM pH 8, conteniendo timidina (10 mM), ATP (1 mM), GTP (100
uM), EDTA (1 mM), MgCl, (1.25 mM), creatina quinasa (0,6 mg/ml), fosfocreatina (4,5 mg/ml),
PMSF (ImM) y NAD" (10 mM).
-DTT (40 mM)/ ATP (1mM).
- Medio de cultivo: RPMI-1640 suplementado con L-glutamina (2 mM), suero fetal de cordero 10%,
penicilina (50 U/ml), estreptomicina (50 pg/ml) y anfotericina B (2.5 pg /ml).
-PBS 0.15 M con CaCl, 1 mM, pH 7,4 (PBS).
- Tris-HC1 50 mM con CaCl, 4 mM, pH 7.4, conteniendo PMSF (1 mM).

Realizacion
Produccion de AMPc:
- Resuspender linfocitos humanos o macréfagos peritoneales de ratén en el medio de cultivo.
- Afiadir toxina pertisica (2 pg/ml).
- Incubar durante 8 h a 37°C en una camara de cultivo.
- Lavar las células tres veces con PBS.
- Usar inmediatamente para experimentos de producciéon de AMPc.
Produccion de DAG y experimentos de union:
- Activar la toxina perttisica con DTT (20 mM) a durante 15 min a 30°C. Parar la reaccion poniendola

en hielo.

99



Material y Métodos

- Preparar la mezcla de reaccion: tampén de reaccion; toxina pertusica preactivada para una
concentracion final de 15 pg/ml en PBLh; [a-**PINAD" para una concentracion final de 0,5 pM.

- Iniciar la reaccion con la adicion de las membranas de PBLh (1.5 mg/ml).

- Incubar durante 4 h a 30°C.

- Lavar dos veces con Tris-HC] 50 mM con CaCl, 4 mM, pH 7,4, conteniendo PMSF (1 mM).

- Usar inmediatamente para experimentos de produccién de DAG o de unién con ['*IJmelatonina.
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2.9. INMUNODETECCION DE SUBUNIDADES DE PROTEINAS G

Objetivo
Demostrar la expresion de las subunidades «;,,, o5, y complejos By, mediante anticuerpos
especifcos dirigidos contra el extremo carboxi-terminal de estas subunidades, en linfocitos humanos

y macréfagos peritoneales de raton.

Materiales
- Tamp6n de carga para geles de poliacrilamida con SDS.
- Gel de electroforesis SDS-PAGE al 12%.
- Membranas de nitrocelulosa.
- Tampo6n leche: Tris-HC1 50 mM pH 8, con CaCl, 2mM, NaCl 80 mM, Nonidet P-40 0.2% (v/v)y
leche sin grasa 5% (p/v).
- TBST: Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, Tween 20 0,05% (v/v).
- TBS: Tris-HC1 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM.
- An ticuerpo 1°: Anticuerpos anti-o;,,, anti-ot;;,, y anti-p comiin, diluidos en tampon de leche.
- Anticuerpo 2°: Anticuerpos anti-IgG especifico del fragmento F(ab’), de conejo, marcado con '’
para linfocitos humanos; o unido covalentemente a peroxidasa de rabano para macréfagos peritoneales

de raton.

- Sistema de revelado por quimioluminiscencia con luminol (ECL).

Método
Todas las incubaciones y lavados se realizan a temperatura ambiente y en agitacion.
- Solubilizar el pellet de proteinas con tampén de carga con SDS.
- Separar proteinas por electroforesis en gel SDS-PAGE 12%.
- Transferir las proteinas a una membrana de nitrocelulosa.
- Cortar la nitrocelulosa en tiras segun los carriles de electroforesis.
- Bloquear la membrana de nitrocelulosa con tampén leche durante 60 min.
- Eliminar tampén leche.

- Incubar con anticuerpo 1° durante 1-2 h.

Linfocitos humanos:
- Lavar tres veces con tampon leche durante 15 min.
- Incubar con anticuerpo 2° durante 2 h, diluido en tampén leche.

- Lavar 2 veces con tampon leche durante 10 min.
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- Lavar con TBS durante 10 min.

- Exponer a pelicula autoradiografica durante 2 dias.

Macréfagos peritoneales de raton:

- Lavar dos veces con TBST.

- Incubar con anticuerpo 2° durante 2 h, diluido en TBST.

- Lavar dos veces con TBST durante 10 min.

- Lavar con TBS durante 10 min.

- Revelar con ECL, segun las condiciones especificadas por el fabricante.

- Exponer a pelicula autorradiografica durante 5 min.
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1. TRANSDUCCION DE SENAL DEL
RECEPTOR DE MEMBRANA PARA
MELATONINA EN LINFOCITOS HUMANOS
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1... MODULACION DE LA UNION DE [I]MELATONINA POR
NUCLEOTIDOS DE GUANINA

En el contexto de la uni6n de un ligando a su receptor, la interaccion de un receptor con una
proteina G en presencia de nucledtidos de guanina se traduce como una disminucién en la afinidad del

receptor por el ligando, afinidad que no se ve afectada por la presencia de otros nucleétidos.

Para determinar la existencia de una acoplamiento entre el receptor de melatonina y proteinas
efectoras a través de proteinas G estudiamos el efecto de nucledtidos de guaina sobre la unién de
['*I]mel a membranas de linfocitos humanos. Sélo el GTP y sus analogos no hidrolizables Gpp(NH)p
y GTP-y-S aunaconcentracion 0,1 mM inhibieron la unién especifica de melatonina a las membranas,
obteniendose la maxima inhibicién (un 80% respecto del control) con el analogo Gpp(NH)p (Fig. 20)

Sin embargo, otros nucledtidos como el ATP, UTP y CTP no afectaron a la union.

o]
S
1

IJmelatonina unida
(% del maximo)
(=)
[—)
I

40 +
20
0 Ci T f { T f f
3 o 3 & S
FHFHTFT &
PPN
)
Nucleétidos (0.1 mM)

Figura 20. Efecto de diferentes nucleétidos sobre la union especifica de ['*’IJmelatonina a
membranas de linfocitos humanos. Las membranas (500 pg/ml) se incubaron con ['*IJmelatonina
100 pM durante 60 min a 15°C, en ausencia (C: control) o presencia de los nucleétios indicados (100
uM). Los valores representan la media de cinco experimentos independientes realizados por
triplicado. La significacion estadistica se determind por el test de ANOVA seguido por el test de
Bonferroni. *p < 0.001 vs control.
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En experimentos en los que se incubaron las membranas con concentraciones crecientes de
Gpp(NH)p se observo (Fig. 21) como la unién de [**Ilmel era inhibida de una forma dependiente de
la dosis. La concentracion de melatonina necesaria para inhibir un 50% la unién de ['*’I)mel a las
membranas (IC,) fue 3.5 + 0.6 pM, aunque se observo una inhibicidn significativa (p < 0.05) a una

concentracion tan baja como 10 nM.
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Figura 21. Efecto de diferentes concentraciones de Gpp(NH)p sobre la unién especifica de
[**I|melatonina a membranas de linfocitos humanos. Las membranas (500 pug/ml) se incubaron
con ['Ilmelatonina durante 60 minutos a 15°C, en ausencia (~: control) o presencia de
concentraciones crecientes (0.1 nM-1 mM) de Gpp(NH)p. Cada punto representan la media de cinco
experimentos independientes realizados por triplicado. La significacion estadistica se determind por
el test de ANOVA seguido por el test de Bonferroni. *p <0.05, **p <0.01 y ***p <0.001 vs control.

108



Resultados

Se estudio el efecto de los nucledtidos de guanina sobre la afinidad del receptor por la
melatonina. Para ello se realizaron experimentos de saturacion en los que se incubaron las membranas
con concentraciones crecientes de ['*Jmel en ausencia y presencia de Gpp(NH)p a una concentracién
0,1 mM (Fig. 22 izquierda). En ausencia de Gpp(NH)p la unién especifica de [**I)mel fue aumentando
con la concentracion de radioligando hasta una concentraciéon de 800 pM donde se alcanzo la
saturacion. El analisis de Scatchard de los resultados obtenidos (Fig. 22 derecha) sugiere la presencia
de un tnico sitio de unién de alta afinidad con una K, = 0,45 nM y una B,,, = 7,8 fmol/mg de proteina.
El Gpp(NH)p disminuy® la unién especifica de ['*’IJmel (Fig. 22 izquierda) y el anélisis de Scatchard
(Fig. 22 derecha) mostr6 también un Gnico sitio de unién de alta afinidad con una menor afinidad (K

=1, 2 nM) y una similar capacidad de unién (B,,,, = 6.2 fmol/mg de proteina).
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Figura 22. Efecto del Gpp(NH)p sobre la union especifica de concentraciones crecientes de
[**I|melatonina a membranas de linfocitos humanos. Izquierda: Curva de saturacién. Las
membranas (500 pg/ml) se incubaron con concentraciones crecientes de ['*I]melatonina durante 60
min a 15°C, en ausencia (@) o presencia (&) de Gpp(NH)p (100 pM). Los valores representan la
media de cada punto por triplicado y son representativos de otros tres experimentos. Derecha: analisis
de Scatchard de los datos. Kd, constante de afinidad; BC, capacidad de union.

La consiguiente disminucion de la unién de melatonina, reflejada en un aumento de su K,
inducida por la incubacién en presencia de Gpp(NH)p se interpreta como una conversion de los sitios
de unidn de alta afinidad a un estado de menor afinidad, ademas, sugiere que el receptor de melatonina

estd asociado a proteinas G.
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1.2. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA PRODUCCION DE
SEGUNDOS MENSAJEROS

Para determinar la existencia de un acoplamiento del receptor de membrana para melatonina
en linfocitos humanos a proteinas efectoras se estudio el efecto de la melatonina sobre la produccion
de segundos mensajeros, centrandonos en el efecto de la melatonina sobre la producciéon de AMPc y

dacilglicerol.

La incubacion de linfocitos humanos con melatonina (0,1 pM) no mostré ningun efecto sobre
la produccion basal de AMPc (Fig. 23). Sin embrago, estimulando la produccién de AMPc mediante
el potente activador de la adenilil ciclasa forskolina (1 pM), la melatonina inhibi6 la produccién de
AMPc de una forma dependiente de la dosis (1 nM-10 uM), obteniendose un maximo de inhibicion,
de aproximadamente un 25%, a una concentraciéon de melatonina de 10 uM y siendo significativa a

una concentracion 1 nM.
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Figura 23. Efecto de diferentes concentraciones de melatonina sobre la produccién de AMPe
estimulada por forskolina en linfocitos humanos. Las células (5 x 10° células/ml) se incubaron con
melatonina, forskolina, ambos o ninguno durante 60 min a 37°C. C, control; M, melatonina (0.1 pM);
F, forskolina (1 pM); F/M, forskolina (1 utM) mas melatonina (hasta 10 uM). Los valores representan
lamedia de cinco experimentos independientes realizados por triplicado. La significacion estadistica
se determind por el test de la ¢ de Student. *p < 0.05, **p < 0.01 vs forskolina.
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Por otra parte, la melatonina estimuld la produccién de DAG (Fig. 24) en membranas de
linfocitos humanos de forma dosis-dependiente, una concentracién de melatonina 1 nM estimul6 de
forma significativa (15%) y se alcanzé una estimulacion de alrededor del 50% con melatonina a una

concentracion 0.1 mM.
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Figura 24. Efecto de diferentes concentraciones de melatonina y del pretratamiento con toxina
pertiisica sobre la produccion de DAG en membranas de linfocitos humanos. Las membranas
(1 mg/ml) se incubaron con melatonina durante 15 min a 30°C, sin (-PTx) o con (+PTx)
pretratamiento con toxina pertusica (15 pg/ml). C, control; M, melatonina (hasta 0.1 mM). La
significacion estadistica se determiné por el test de ANOVA seguido por el test de Bonferroni. *p <
0.05, **p < 0.001 vs control.
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1.2. MEDIACION DE PROTEINAS G EN LA TRANSDUCCION DE SENAL
DE MELATONINA

Para estudiar si el mecanismo de transduccién de sefial de melatonina estd mediado por
proteinas G se observo si el efecto de la melatonina sobre la inhibicion de la produccion de AMPc y
la estimulacion de la produccién de diacilglicerol, asi como la unién de ['*Ilmel podian ser

bloqueados por el pretratamiento con toxina pertusica.

La preincubacién de membranas de linfocitos humanos con 15 pg/ml de toxina pertiisica
(+PTx) durante cuatro horas a 30°C inhibi6 la unién especifica de ['*’IJmel en un 70% (Fig. 25)
respecto a membranas preincubadas en las mismas condiciones pero en ausencia de toxina pertisica
(-PTx). Este resultado indica que el receptor de membranas de melatonina esta asociado a proteinas

G sensibles a toxina pertusica.
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Figura 25. Efecto del pretratamiento con toxina pertisica sobre la unién especifica de
[**I|melatonina a membranas de linfocitos humanos. Las membranas (1.5 mg/ml) se preincubaron
con 15 pg/ml de toxina pertisica (+PTx) o sin toxina pertusica (-PTx) y a continuacién se incubaron
con ["**IJmelatonina (100 pM) durante 60 min a 15°C. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. La significacion estadistica se determiné por
el test de la ¢ de Student. *p < 0.0001 vs control.
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Con el fin de comprobar si la toxina pertusica catalizaba la ADP-ribosilacion de proteinas G
en las preparaciones de membranas de linfocitos humanos se llevé a cabo el siguiente experimento.
Se pretrataron membranas con toxina pertiisica manteniendo las condiciones anteriores en presencia
de NAD", a continuacién se llevd la ADP-ribosilacion con PTx utilizando [**P]NAD* como donador
de ADP-ribosa. Como se observa en la figura 26 la toxina pertiisica puso de manifiesto un material
ADP-ribosilable de un peso molecular aproximado de 40 kDa. Asimismo, la falta de sefial radioactiva
que se observa en las membranas pretratadas con toxina pertisica (+) indica como ésta ADP-ribolil6
todo el sustrato ADP-ribosilable en las membranas de linfocitos humanos pretratadas (Fig. 26),

confirmado asi la validez del pretratamiento.

Figura 26. Efecto del pretratamiento con NAD" sobre la [**P]ADP-ribosilacién por toxina
pertiisica en membranas de linfocitos humanos. Las membranas (800 pg/ml) fueron preincubaron
con toxina pertisica (PTx) o vehicle (PTx) en presencia de NAD" durante 4 horas a 30°C, y a
continuaci6n se lavaron e incubaron con 2 pg/ml de toxina pertusicay 0,5 uM de [**P][NAD" durante
45 min a 30°C. Las proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE y expuestas a una placa
autorradiografica. Este experimento es representativo de otros dos.
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Se estudié acontinuacion si el efecto de la melatonina sobre produccion de los segundos
mensajeros estudiados podia estar mediado por proteinas G sensibles a toxina pertusica. Para ello, se
incubaron linfocitos humanos con 2 pg/ml de PTx (+PTx) durante 8 horas a 37°C y a continuacion se
estudio el efecto de la melatonina sobre la produccién de AMPc estimulada por forskolina (10 uM).
El pretratamiento con PTx bloqued el efecto inhibitorio de la melatonina (0,1 pM), que en las
membranas preincubadas en ausencia de PTx (-PTx) fue del 20% (Fig. 1.8. De la misma manera, la
preincubacion de membranas de linfocitos humanos con 15 pug/ml de PTx durante 4 horas a 30°C

bloqueo el efecto estimulador de la melatonina (0.1 mM) sobre la produccion de DAG (Fig. 27).
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Figura 27. Efecto del pretratamiento con toxina pertisica sobre 1a inhibicién por la melatonina
de la produccion de AMPc estimulada por forskolina en linfocitos humanos. Las células (20-30
x 10° células/ml) se preincubaron con 2 pg/ml de toxina pertusica (+PTx) o vehicle (-PTx) durante
8 horas a 37°C. A continuacion se estudi6 la produccién de AMPc. C, control; M, melatonina (0,1
uM); F, forskolina (10 pM); F/M, forskolina (10 pM) mas melatonina (0,1 pM). Los valores
representan la media de cinco experimentos independientes realizados por triplicado. La significacion
estadistica se determiné por el test de la ¢ de Student. p < 0,001 vs forskolina.
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Para estudiar si la unién de la melatonina es capaz de activar a su receptor de membrana,
induciendo la disociacion de la subunidad o del heterotrimero, y confirmar que el receptor esta
asociado a proteinas G, se preincubaron membranas de linfocitos humanos con melatonina y
Gpp(NH)p, como control positivo de la reaccion. A continuacion se realizo una ADP-ribosilacion con

PTx (2 pg/ml), se observo asi una perdida del material ADP-ribosilable respecto del control (Fig. 28).

&
& &«‘”&@@Q
oy )
& ¥R
Mr (kDa)
52.0 m=
. 140 kDa

~-PTx +PTx
& 100
E g 80
i
60
Ti
B
£ES o
.g}“ &0 ‘&Q
4% \’5'0 \é
Wt

Figura 28. Efecto de la preincubacién con melatonina sobre la [**PJADP-ribosilacién por toxina
pertusica en membranas de linfocitos humanos. Superior: Las membranas (500 pg/ml) se
preincubaron con melatonina, Gpp(NH)p o en ausencia de ambos durante 60 min a 15°C, y a
continuacion fueron incubadas con 2 pg/ml de toxina pertusicay 0,5 uM de [**P]NAD". Las proteinas
fueron separadas mediante SDS-PAGE y expuestas a una placa autorradiografica. Este experimento
es representativo de otros tres. Inferior: andlisis densitométrico.
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Todos estos resultados demuestra la asociacion del receptor de membrana para melatonina con
proteinas G sensibles a toxina pertusica. Por otra parte, el bloqueo de la accién de la melatonina sobre
la produccion de AMPc y de DAG sugeria la implicacion de proteinas G; y posiblemente G,. Sobre
la base de estos datos, detectamos la expresion de las subunidades o, 03, ¥ la subunidad 8 comin
en membranas de linfocitos humanos mediante anticuerpos especificos dirigidos contra estas
subunidades (Fig. 29).

Figura 29. Anilisis por Western blot de las subunidades o, &5, y p comiin en membranas de
linfocitos humanos. Las membranas fueron separadas por SDS-PAGE al 10 % (Ga) o al 12% (Bc¢),
transferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpos especificos de las
subunidades o, &, y B comun.
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2.  CARACTERIZACION DE RECEPTORES DE
MELATONINA EN MACROFAGOS
PERITONEALES DE RATON
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2.1. ESTUDIOS CINETICOS

Para llevar a cabo la caracterizacién de la unién especifica de ['*I|melatonina a macréfagos
peritoneales de ratdn, se estudi6 en primer lugar la dependencia de la unién respecto al tiempo,
temperatura y concentracion celular. Se realizaron experimentos de union a 15y 30°C, y se determind
la unién especifica a diferentes tiempos de incubacion (Fig. 30A). Tanto a 30°C como a 15°C la unién
especifica alcanz6 su valor maximo a los 15 min, tras este tiempo de incubacion la unién a 30°C
disminuyé gradualmente hasta el final del periodo de incubacion (120 min), mientras que a 15°C la
unién permanecio estable durante un periodo adicional de 90 min. En experimentos de unién con
concentraciones celulares crecientes, la unién especifica mostré una relacion lineal (r = 0,99) respecto

a la concentracion celular (Fig. 30B).

Los resultados muestran que la unién de melatonina a los macréfagos peritoneales de raton
es dependiente de tiempo, temperatura y concentracion celular. Asi mismo, se establecieron como
condiciones 6ptimas de incubaci6n para posteriores experimentos de unién una temperatura de 15°C,

un tiempo de 30 min y una concentracion celular de 6 x 10° células/ml.
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Figura 30. Efecto del tiempo, temperatura y concentracion celular en la union especifica de
[**I)melatonina a macréfagos peritoneales de ratém. A: Unién de ['*I]melatonina a los
macréfagos a 15y 10°C. Las células (6 x 10° células/ml) se incubaron con ['*IJmelatonina 100 pM
a los tiempos indicados. B: Unién de ['*I|melatonina a diferentes concentraciones de macréfagos.
Las células (hasta 10 x 10° células/ml) se incubaron con ['**IJmelatonina 100 pM a 15°C durante 30
min. En ambos experimentos, cada punto representa la media de tres experimentos independientes
realizados por triplicado. El error estandar fue siempre inferior al 15% de la media.
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Bajo las condiciones éptimas establecidas, se estudio la cinética de asociacion y disociacion
del radioligando a macréfagos peritoneales de ratén (Fig. 31). La unién de ['*Imelatonina se
incrementd durante los primeros 15 min y alcanzd el equilibrio tras 15-30 min de incubacion; el valor
de la constante de asociacion fue K, = 2,4 x 10° M min™. Una vez alcanzado el equilibrio, la unién
de ["*I|melatonina a los macréfagos fue reversible. La disociacion del complejo formado trazador-
membrana se estudié mediante la adicion de melatonina 100 pM; el tiempo medio de disociacion fue
de 1 min aproximadamente, con una constante de disociacion del complejo K ; = 0,693 min™. El valor
de la constante de equilibrio derivado de los estudios cinéticos fue de K, = 0,29 nM, calculado como

el cociente entre las constantes de disociacion y asociacién (K ,/K,,).
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Figura 31. Asociacién y disociacion de ['*I|melatonina a macréfagos peritoneales de ratén. Las
células (6 x 10° células/ml) se incubaron con ['*I]melatonina 100 pM a 15°C durante los tiempos
indicados (@). Tras 30 min de incubacién se afiadi6 melatonina fria 100 uM; se determind la union
especifica de [*I]melatonina a diferentes tiempos (M), y se expres6 como el porcentaje de la unién
a tiempo cero (momento en que se afiade la melatonina fria).
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2.2. ESTUDIOS ESTEQUIOMETRICOS

En estudios de competicion, la adicion de concentraciones crecientes de melatonina no
radioactiva, melatonina fria, se produjo la inhibicién competitiva de la unién de ['*Ijmelatonina a
macrofagos peritoneales de ratén (Fig. 32). La concentracion de melatonina fria necesaria para
producir la inhibicion de | 50% del méaximo fue IC, = 0,47 pM. El analisis de Scatchard de estos
resultados mostrd una curva que puede descomponerse en dos rectas (Fig. 32, inserto), lo que sugiere
la presencia de dos sitios diferentes de unién para melatonina, uno de alta afinidad (K, = 0,58 nM) y
baja capacidad de unién (B,,,, = 64,66 fmol/107 células), y otro de baja afinidad (K,=2,02 uM) y alta
capacidad de unién (B,,,, = 144 pmol/107 células).
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Figura 32. Inhibicién competitiva de la unién especifica de ['**I|melatonina a macréfagos
peritoneales de raton por melatonina. Las células (6 x 10° células/ml) se incubaron durante 30 min
a 15°C con ['**I]melatonina 100 pM en presencia de concentraciones crecientes de melatonina fria.
Cada punto representa la media de cinco experimentos independientes realizados por triplicado. El
error estandar fue siempre inferior al 15% de la media. Inserto: andlisis de Scatchard de los datos.
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La uni6n especifica de ['*I]melatonina a macrofagos aumenté a mediad que se increment6
la concentracion del radioligando y se alcanzd la saturacion de los sitios de unidn a una concentracidn
aproximada de trazador de 0,8 nM (Fig. 33A). El analisis de Scatchard de los datos mostr una tnica
linea recta (Fig. 33B) y valor del coeficiente de Hill fue 0,95 (Fig. 33C). Los resultados indican la
presencia de un Gnico sitio de unién de alta afinidad para melatonina, con una K, = 0,71 nM) y una
capacidad de unién B, = 58,8 fmol/107 células, asi como la ausencia de una unién cooperativa del

ligando.
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Figura 33. Saturacion de la unién de ['**I}melatonina a macréfagos peritoneales de ratén. A:
Isoterma de saturacién de la unién de ['*I)melatonina a los macréfagos. Las células (6 x 10°
células/ml) se incubaron con concentraciones crecientes de ['*I]melatonina (hasta 2 nM) durante 30
min a 15°C. Cada punto representa la media de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. B: analisis de Scatchard de los datos. C: representacion de Hill.
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2.3. ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

Para la caracterizacién farmacoldgica de la unién especifica de ['**IJmelatonina a macrofagos
peritoneales de ratén se realizaron experimentos de unién utilizando melatonina o diferentes
metabolitos implicados en la ruta de sintesis de la hormona para competir con el trazador por el sitio
de unién, determinadose el valor IC,, para cada uno de los compuestos. Los resultados mostraron que
el sitio de union para melatonina a los macréfagos es altamente especifico para la hormona.
Concentraciones crecientes de melatonina inhibieron la unién de ["*’IJmelatonina, y el 50% de
inhibicién se observé a una concentracion de melatonina de 0,47 pM. La unién del radioligando fue
también desplazada por la 6-hidroximelatonina y la N-acetilserotonina cuyos valores de IC,, fueron
de 1,27 y 0,96 pM respectivamente. El resto de los compuestos utilizados no fueron capaces de

desplazar al trazador en su unién (Tabla VIII).
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Compuestos ICyy (M)

5-Metoxiindoles

Melatonina 0,47+0.03
6-Hidroximelatonina 1,27+£0.19*
Acido 5-Methoxiindol-3-acético > 100
S-Methoxitriptofol > 100
5-Methoxi-DL-tript6fano > 100
5-Methoxitriptamina > 100

5-Hidroxiindoles

N-Acetilserotonina 0,96+0.01*
Acido 5-Hidroxiindol-3-acético > 100
5-Hidroxitriptofol > 100
5-Hidroxitriptamina > 100
5-Hidroxi-DL-triptéfano > 100
Indoles
Triptamina > 100
DL-Tript6fano > 100

Tabla VIIL Caracterizacién farmacolégica de la unién especifica de ['**I|melatonina a macrofagos
peritoneales de ratén . Los macrofagos se incubaron con ['*I]melatonina 100 pM en ausencia o
presencia de concentraciones crecientes de cada compuesto (hasta 1 mM) a 15°C durante 30 min. El
valor de IC,, corresponde a la concentracion del compuesto que es necesaria para inhibir la unién de
["*IJmelatonina en un 50%. Los resultados son la media de tres experimentos independientes realizados
por triplicado. La significacion estadistica se determiné por el test de la t de Student. Los errores
standard fueron siempre inferiores al 15% de la media. * p<0,01 vs melatonina.
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2.4. UNION ESPECIFICA DE MELATONINA A MEMBRANAS

Con el fin de comprobar la existencia de sitios de unién especificos para melatonina en
membranas de macrofagos peritoneales de raton, estudiamos si diferentes analogos de los receptores
de melatonina desplazaban la unién de ['"**IJmelatonina a las membranas (Tabla IX). La unién del
radioligando fue desplazada sélo por los andlogos de los receptores de membrana S20098, luzindol
y 4-P-PDOT, mientras que el compuesto CGP 52608, analogo de los receptores nucleares de

melatonina, no desplazé al trazador.

Compuestos Union (%)
control 1,134+0,006
melatonina 0,000
S 20098 0,146+0,045*
luzindol 0,180+0,070*
4-P-PDOT 0,177+0,018*
CGP 52608 1,184+0,165

Tabla IX.Union especifica de [**I}melatonina a membranas de macréfagos peritoneales de ratén
en presencia de diferentes anilogos de melatonina. Los membranas se incubaron con ['*I}melatonina
100 pM en presencia de 0,1 mM de cada compuesto a 15°C durante 30 min. La Unién (%) se expresa
como el tanto porciento de [***I}melatonina unida especificamente a las membranas. Los resultados son
la media de tres experimentos independientes realizados por triplicado. La significacion estadistica se
determiné por el test de ANOVA seguido por el test de Bonferroni. *p < 0,05 vs control.
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2.5. PRODUCCION DE AMPc

Con el fin de encontrar una actividad funcional de los sitios de unién para melatonina en
macrofagos peritoneales de raton, se estudié el efecto de la melatonina sobre la produccion de AMPc.
La melatonina (0,1 pM) por si sola no mostr6 ninguin efecto sobre la produccion de AMPc (Fig. 34).
Sin embargo, al estimular la produccion de AMPc con forskolina (10 pM), la melatonina fue capaz
de inhibir de una forma dosis-dependiente dicha produccioén, siendo ya significativa a una
concentracion de melatonina 1 nM (Fig. 34). Ademas, este efecto inhibitorio de la melatonina sobre
la produccién de AMPc estimulada por forskolina fue revertido por el antagonista de los receptores
de membrana para melatonina luzindol (100 pM), no observandose ningiin efecto de luzindol sobre

la produccion de AMPc estimulada por forskolina (Fig. 35).
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Figura 34. Dosis-respuesta a melatonina sobre la inhibicion de la produccién de AMPc
estimulada por forskolina en macréfagos peritoneales de ratén. Las células (6 x 10° células/ml)
se incubaron con melatonina, forskolina o ambos compuestos a las concentraciones indicadas durante
30 min a 30°C. C, control; M, melatonina (0,1 uM); F, forskolina (10 pM); F/M, forskolina (10 uM)
mas melatonina (hasta 10 uM). Los valores representan la media de cinco experimentos
independientes realizados por triplicado. La significacion estadistica se determiné por el test de
ANOVA seguido por el test de Bonferroni. *p < 0,01, **p < 0,001 vs forskolina.
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Figura 35. Efecto el luzindel sobre la inhibicién por la melatonina de la produccion de AMPe
estimulada por forskolina en macrofagos peritoneales de raton. Las células (6 x 10° células/ml)
se incubaron con los compuestos indicados durante 30 min a 30°C. C, control; M, melatonina (0,1
uM); F, forskolina (10 uM); F/M, forskolina (10 pM) mas melatonina (10 uM); F/L, forskolina (10
uM) maés luzindol (100 uM); F/M/L, forskolina (10 pM), melatonina (10 pM) mas luzindol (100 pM).
Los valores representan la media de dos experimentos independientes realizados por triplicado. La
significacion estadistica se determiné por el test de ANOVA seguido por el test de Bonferroni. *p <
0,05 vs forskolina
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2.6. MEDIACION DE PROTEINAS G EN LA TRANSDUCCION DE SENAL
DE MELATONINA

La existencia de una asociacion del receptor de membrana para melatonina con proteinas G
se estudio mediante el pretratamiento de macréfagos peritoneales de ratén con toxina pertisica. La
preincubacion de los macréfagos con 1 pg/ml de toxina pertisica (+Ptx) durante 8 h bloqueé la
capacidad de la melatonina para inhibir la produccién de AMPc estimulada por forskolina, produccion
que si fue inhibida por la melatonina en macrofagos incubados en ausencia de toxina perttisica (-PTx)

(Fig. 36).
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Figura 36. Efecto del pretratamiento con toxina pertisica sobre la inhibicion por la melatonina
de la produccién de AMPc estimulada por forskolina en macrofagos peritoneales de ratén. Las
células fueron preincubadas con 1 pg/ml de toxina pertusica (+PTx) o en ausencia de esta (-PTx)
durante 8 horas a 37°C. A continuacion se estudio la produccion de AMPc. C, control; M, melatonina
(0,1 uM); F, forskolina (10 pM); F/M, forskolina (10 pM) mds melatonina (0,1 uM). Los valores
representan la media de tres experimentos independientes realizados por triplicado. La significacion
estadistica se determiné por el test de ANOVA seguido por el test e Bonferroni. *p < 0,05 vs
forskolina.
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Por otra parte, la preincubacion de membranas de macréfagos peritoneales de raton con
melatonina y la posterior incubacién con toxina pertfisica mostr6 una disminucion del material ADP-
ribosilable respecto a membranas preincubadas en ausencia de melatonina, en las que se observé un
material ADP-ribosilado de 40-42 kDa (Fig. 37).
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Figura 37. Efecto de la preincubacién con melatonina sobre la [**P]ADP-ribosilacién por toxina
pertusica en membranas de macréfagos peritoneales de ratén. Superior: Las membranas (500
ug/ml) se preincubaron con melatonina, Gpp(NH)p o en ausencia de ambos (vehicle) durante 30 min
a 15°C, y a continuaci6n fueron incubadas con 3 pg de toxina pertiisica y 0.7 uM de [*’P]NAD". Las
proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE y expuestas a una placa autoradiografica. Este
experimento es representativo de otros tres. Inferior: analisis densitométrico.
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Estos resultados demuestran que la melatonina se une a un receptor de membrana, el cual esta
acoplado a la inhibicion de la produccion de AMPc estimulada por forskolina, posiblemente a través
de proteinas G de la familia G;. Asi, se detecto la expresion en membranas de macrofagos peritoneales

de raton de las subunidades o, y a5, de las proteinas G (Fig. 38).
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Figura 38. Anilisis por Western blot de las subunidades «;, y o, en membranas de
macréfagos peritoneales de ratén. Las membranas fueron separadas por SDS-PAGE al 12 % (Gu),
transferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpos especificos de las
subunidades o, ¥ 03,
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Dentro de los mecanismos homeostaticos que regulan y mantienen los procesos fisiologicos,
la integracion entre el sistema neuroendocrino y el sistema inmune tiene en la actualidad una
importancia reconocida y creciente. Los sistemas neuroendocrino € inmune se encuentran
comunicados de una manera bidireccional; neuropéptidos y neurohormonas modulan la funcién
inmune y, a su vez, compuestos liberados por células inmunocompetentes modifican la actividad
neuroendocrina. Esta regulacién bidireccional permite sugerir la existencia de un sistema

neuroinmunoendocrino que regula diferentes procesos fisiologicos (Blalock y Smith, 1985).

La melatonina es considerada como una neurohormona de secrecion ritmica capaz de regular
miltiples funciones fisiologicas. Asi, se ha encontrado que la melatonina puede regular un gran
namero de procesos en casi todos los sistemas, entre los que se encuentran el propio sistema
endocrino, el sistema nervioso central y el sistema inmune. No obstante, muchas de estas acciones

tienen lugar a concentraciones farmacolégicas o son dificiles de explicar en términos fisiologicos.

Desde principios del siglo XX se sospechaba la relacién de la glandula pineal con el sistema
inmune, la mayoria de los trabajos sefialaban cémo la ausencia de la glandula pineal estaba
relacionada con la involucién y la desorganizacion histoldgica del timo. Sin embargo, no ha sido hasta
mediados de los aiios ochenta y gracias principalmente a los trabajos de Maestroni y cols cuando se
ha empezado a acumular resultados que indican un papel inmunomodulador de la melatonina. De esta
forma, hoy en dia es reconocida y aceptada la importante funcién inmunomoduladora ejercida por la

melatonina.

Unos de los primeros experimentos que evidenciaron un efecto estimulador de la hormona
sobre el sistema inmune fue el desarrollado en 1981 por Maestroni y Pierpaoli. Estos autores
demostraron como la eliminacion de la melatonina nocturna circulante por exposicion a luz constante
reducia la celularidad timica y esplénica a la vez que deprimia la respuesta a antigenos reconocidos
por los linfocitos T, asi como, recuperaba la atrofia de bazo y timo. Por otra parte, la administracion
de melatonina es capaz de contrarrestar los efectos inmunodepresores del estrés aumentando las

respuestas inmunes primarias y secundarias a antigenos y la respuesta de células T citotdxicas a virus.

Los mecanismos implicados en el efecto inmunoestimulador de la glandula pineal, y la
melatonina, no estan bien establecidos. Sin embargo, diferentes estudios sugieren que la melatonina
estimula tanto la liberacion de péptidos opioides, que median en la respuesta inmune, como la

liberacién de diferentes interleuquinas, asi como, incrementa la actividad de las células inmune. En
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este sentido, se ha demostrado que la melatonina incrementa la presentacién de antigenos por
macréfagos a células Ty la produccion de IL-1 y TNFa (Pioli et al., 1993), aumenta la citotoxicidad
y la produccion de IL-1en monocitos humanos (Morrey et al., 1994) y estimula la produccion de IL-2,

IL-6 y IFNY en células CD4" circulantes humanas (Garcia-Maurifio et al., 1997).

La aparicion de la ['**1] melatonina como un ligando de alta afinidad y alta especificidad ha
permitido establecer diferentes mecanismos a través de los cuales la melatonina puede actuar. Asi, se
han caracterizado receptores especificos de alta y baja afinidad para melatonina en membranas
plasmaticas celulares y receptores nucleares para melatonina. La melatonina también se puede unir
a proteinas reguladoras citoplasmaticas, como la calmodulina. Y, finalmente, la melatonina puede

funcionar por ella misma como agente neutralizador de radicales libres.

El efecto de la melatonina sobre el sistema inmune se ve apoyado por la existencia de sitios
de unién especificos para melatonina en células linfoides (Calvo et al., 1995). Se han descrito
receptores de membrana para melatonina en tejidos linfoides de varias especies, como linfocitos,
monocitos y granulocitos humanos, timo y bazo de rata, y en timo y bazo de diferentes aves. En aves
y roedores los sitios de unién presentan una alta afinidad por la melatonina, con unos valores de la
constante de disociacion K, que oscilan entre 10 y 100 pM. En humanos, los valores de K, para los
sitios de alta afinidad descritos oscilan alrededor de 1 nM. Los valores de la constante disociacién de
estos sitios de unién de alta afinidad para la melatonina permitirian a los receptores reconocer
concentraciones fisiologicas de la hormona en la sangre y ejercer una determinada accion especifica
sobre la funcién de las células inmunes. La existencia de una posible funcién de la melatonina sobre
las células inmunes se ve reforzada por la demostracion de la expresiéon de ARNm del receptor de

membrana para melatonina Mel,, en timo y bazo de rata (Pozo et al., 1997).

Estudios recientes han demostrado que la melatonina puede ejercer una funcién sobre el
sistema inmune mediante su interaccion con receptores nucleares de la hormona en células inmunes.
Se ha descrito como la melatonina inhibe la expresién de la enzima 5-lipooxigenasa en linfocitos
humanos (Steinhilber et al., 1995) y como la melatonina actuando posiblemente a través de su
interaccion con los receptores nucleares estimula la produccion de IL-2 e IL-6 (Garcia-Maurifio et al.,
1997). Se ha descrito también la unién de melatonina a fracciones nucleares purificadas de

esplenocitos y timocitos de rata (Raffi-El-Idrissi et al, 1998).

La existencia de receptores de membrana para melatonina se ve reforzada por el estudio de

los mecanismos de transduccion de sefial de los receptores de melatonina. Los conocimientos actuales
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sobre las bases moleculares de los posibles mecanismos de accion, sistema receptor-efector, de la
melatonina son escasos y se centran fundamentalmente a nivel del sistema nervioso central de
diferentes especies. Sin embargo, a nivel de sistema inmune, son pocos los conocimientos que se

tienen acerca del mecanismo de accidn de la melatonina.

Siguiendo la linea de trabajo desarrollada por nuestro grupo, la finalidad de este trabajo de
investigacién ha sido la de profundizar en el conocimiento de la funcion fisioldgica que ejerce la
melatonina sobre el sistema inmune, centrandonos en su accién directa sobre células inmunes
mediante la caracterizacion de receptores de membranas para melatonina y del estudio de los posibles

mecanismos de transduccion de sefial.
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Transduccion de seiial de receptor de membrana para melatonina en

linfocitos humanos.

Partiendo del trabajo realizado en nuestro laboratorio en el que se llevé a cabo la
caracterizacion de receptores para melatonina en linfocitos humanos (Lépez-Gonzalez et al., 1992a),
en este trabajo hemos estudiado el mecanismo de transduccion de sefial para el receptor de membrana

para melatonina en dichas células inmunes.

En primer lugar estudiamos la existencia de sitios de union de alta afinidad para melatonina
en membranas de linfocitos humanos. La interpretacion por el analisis de Scatchard de los datos
obtenidos en experimentos de saturacién, en los que se estudiaba la unién de concentraciones
crecientes de ['*IJmelatonina mostr6 la existencia de un tnico sitio de unién de alta afinidad, con una
constante de disociacién K, de 0,45 nM y una capacidad de unién de 7,8 fmol/mg de proteina. La
afinidad de este sitio de unién en las membranas de los linfocitos concuerda con los descritos
previamente en linfocitos (Lopez-Gonzalez et al., 1992a) y linfocitos T CD4* (Gonzalez-Haba et al.,
1995) humanos, timo y bazo de rata (Lopez-Gonzalez et al., 1993a; Raffi-El-Idrissi et al., 1995), bazo
de hamster (Niles, 1989) y linfocitos Th2 de médula 6sea de raton (Maestroni, 1995). Sin embargo,
estos valores de K, contrastan con los encontrados en bazo de pollo y paloma, timo de pato y bolsa
de Fabricio de pajaros (Poon et al., 1994). Estas discrepancias en los valores de K, observadas pueden
deberse a diferentes condiciones de ensayo, la utilizacién de un intervalo de concentraciones de
radioligando. Por otra parte, es importante resaltar que el valor de K, obtenido en membranas de
linfocitos humanos es similar a las concentraciones sanguineas de melatonina durante la noche (200
pM) en humanos (Brzezinski, 1997), lo que posiblemente permita a estos receptores de alta afinidad
unir la melatonina circulante, sugiriendo un papel fisiolégico para la hormona en estas células

inmunes.

Nuestros resultados proporcionan varias evidencias que sugieren que los receptores de
membranas para melatonina en linfocitos humanos estan asociados ha proteinas G. En primer lugar,
la interaccion de la melatonina con las membranas de linfocitos humanos fue sensible a nucleotidos
de guanina. La unién de [**IJmelatonina fue inhibida por GTP y su andlogo no hidrolizable
Gpp(NH)p, y no se vio afectada por otros nucle6tidos, como ATP, CTP o UTP. En segundo lugar, los
estudios de saturacion realizados en presencia de Gpp(NH)p mostraron un incremento en el valor de
K, tres veces superior al obtenido en ausencia de éste, mientras que, el valor de la capacidad de unién

no se vio claramente reducido. El aumento en el valor de la K, indica una pérdida de afinidad del
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receptor por la melatonina, este cambio en la afinidad puede ser explicado por el hecho de que el
Gpp(NH)p induce una conversion en el estado de afinidad de los receptores, pasando de un estado de
alta afinidad a otro de menor afinidad. Esta bien establecido como los receptores acoplados a proteinas
G, que presentan un estado inicial de alta afinidad, una vez activados por la unién de un agonista
inducen la disociacion de la proteinas G, pasando el receptor a un estado de menor afinidad (Hepler
y Gilman, 1992).

Tanto la inhibicion de la unién de melatonina como el incremento en los valores de K, por la
presencia de nucledtidos de guanina ha sido descrita en distintos tejidos de diferentes especies, como
la eminencia media de hdmster (Carlson et al., 1989), SCN y érea postrema de rata (Laitinen y
Saavedra, 1990; Laitinen et al., 1990), cerebro de pollo y cordero (Morgan et al., 1996), asi como bazo
y bolsa de Fabricio de pollo (Poon y Pang, 1994).

Hemos estudiado también la posibilidad de que los receptores de membrana para melatonina
en linfocitos humanos estuviera acoplada a un mecanismo de transduccién de sefial por segundos
mensajeros. En este contexto hemos demostrado como la melatonina es capaz de inhibir la produccion
AMPc estimulada por forskolina en linfocitos humanos, y de estimular la producciéon de DAG en
membranas de linfocitos humanos. Ambos efectos fueron dependientes de la dosis y fueron
significativos a concentraciones de melatonina de 1 nM, concentracion que satura los receptores para

melatonina descritos anteriormente.

La inhibicion de la produccion de AMPc por la melatonina ha sido descrita con anterioridad
por otros autores en diferente tejidos, como cerebro de hamster (Carlson et al., 1989), pars tuberalis
de cordero (Morgan et al., 1990), cerebro de pollo (Niles et al., 1991) y arterias de rata (Capsoni et
al., 1994). Mucho menos se conoce acerca sobre el efecto de la melatonina sobre otros segundos
mensajeros. La estimulacidn mediada por receptores de melatonina sobre la hidrélisis de
fosfoinositidos s6lo ha sido descrita en células de melanoma de hamster (Eison y Mullins, 1993),

cerebro de paloma (Mullins y Eison, 1994) y cerebro de pollo (Popova y Dubocovich, 1995).

Estudios realizados en tejido cerebral de diferentes especies han mostrado que el receptor de
melatonina esta acoplado a la adenilil ciclasa, inhibiendo su actividad, por medio de proteinas G
sensibles a toxina pertiisica (Carlson et al., 1989; Morgan et al., 1990; Niles et al., 1991). Para ver si
la inhibicion de la actividad de la adenilil ciclasa inducida por la activacién del receptor de membrana
podia estar mediada por proteinas G asociadas a dicho receptor, pretratamos los linfocitos humanos

con PTx y se observé como ésta bloqueaba la inhibicion de la produccién de AMPc estimulada por
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forskolina inducida por la melatonina. De igual forma, el pretratamiento de membranas de linfocitos
humanos con PTx bloqueé la estimulacién por melatonina de la produccion de DAG y disminuyo la

union especifica de ['**I}melatonina a las membranas.

Por otra parte, la preincubacion de las membranas con melatonina y su posterior incubacion
con PTx mostré una pérdida de material ADP-ribosilable por la toxina de un peso molecular
aproximado de 40 kDa; la ADP-ribosilacion por PTx de las proteinas G sélo puede realizarse cuando
la proteina se encuentra inactivada formando parte del heterotrimero (Birnbaumer y Brown, 1990;
Hepler y Gilman, 1992), de manera que al activarse el receptor por la unién del ligando la subunidad

o se disocia del heterotrimero, lo que impide la ADP-ribosilacion por la toxina.

Se sabe que la inhibicion de la actividad adenilil ciclasa estd mediada por proteinas G;
sensibles a toxina pertiisica, asimismo, la estimulacion de la actividad PLC puede ser llevada acabo
tanto por proteinas G insensibles (G, G,;, G4 y Gy6) como sensibles (G,) a PTx, asi como por
complejos By de proteinas G; y G, activadas. En este sentido, los estudios por Western blot mostraron
la presencia de subunidades « de las proteinas G; y G,, y de los complejos By en las membranas de

los linfocitos humanos.

El bloqueo observado por el pretratamiento con PTx de la capacidad de la melatonina tanto
para inhibir la producciéon de AMPc estimulada por forskolina como para estimular la produccion de
DAG, puede explicarse por el posible acoplamiento del receptor de membrana para melatonina a una
Unica proteina Gi, o bien a una proteina G, y una proteina G, conjuntamente. De manera que la
subunidad o de la proteina G; inhibiria la actividad adenilil ciclasa, mientras que el complejo Py
liberado por la activacion de G;, G,, o de ambos, estimularia la actividad PLC. Resultados similares
se han encontrado en la linea celular NIH3T3 que expresan el receptor Mel,, humano(Godson y
Reppert, 1997), en donde la melatonina por un lado inhibe la produccion de AMPc estimulada por
forskolina y por otro potencia la actividad PLC estimulada por PGF,,; ambos mecanismos fueron
sensibles a PTx. Por otra parte, la activacion de multiples vias de tranduccion de sefial por una misma

clase de receptor ha sido demostrada en otros sistemas (Offermans y Simon, 1996).

Todos estos resultados indican la existencia de un mecanismo de transduccion de sefial para
melatonina en linfocitos humanos, mediado por receptores de membrana de alta afinidad y sensible
a toxina pertusica, el cual estd acoplado a la inhibiciéon de la actividad adenilil ciclasa y a la

estimulacién de la actividad PLC.
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Caracterizacion de receptores de melatonina en macréfagos peritoneales

de raton

El estudio de la existencia de receptores funcionales para melatonina es uno de los pasos
esenciales para dilucidar los mecanismos celulares y moleculares por los cuales la melatonina lleva
a cabo sus diversas funciones bioldgicas. En este trabajo se ha realizado la caracterizaciéon de
receptores de membrana para melatonina en macréfagos peritoneales de ratén, asimismo, se ha
estudiado la funcionalidad de estos receptores para llevar a cabo la transduccion de sefial de la

hormona por segundos mensajeros, centrandonos en su efecto sobre la produccion de AMPc.

La uni6n de ['®I] melatonina a los macrofagos peritoneales de raton cumplié todos los
requisitos de la interaccién de un ligando con su receptor: fue dependiente de tiempo, temperatura y

concentracion celular, estable, reversible, saturable y especifica.

Los estudios de competicion se realizaron utilizando concentraciones crecientes de melatonina
no radioactiva. La interpretacién de los datos mediante el analisis de Scatchard (1949) mostré la
presencia de dos sitios de union de diferente afinidad (0,58 nM y 2,02 pM) por la melatonina en
macrofagos peritoneales de raton. Sin embargo, los estudios de saturacion utilizando concentraciones
crecientes de ['*’IJmelatonina indicaron la existencia de un solo sitio de unién; el valor del coeficiente
de Hill (n = 0,95) indica una interaccién no cooperativa del radioligando con un tipo de receptor
simple a través de una reaccién molécula a molécula simple y reversible. La afinidad de este sitio de
unién (K, = 0,71 nM) es muy similar a la del sitio de unién de alta afinidad descrito en los estudios
de competicidn, asi como a la encontrada en los estudios cinéticos (K; = 0,29 nM). El uso de
concentraciones menores de melatoninaradioactiva en los estudios de saturacion y cinéticos (100 pM)
que en los de melatonina no marcada utilizada en los estudios de competicion (hasta 10 pM) podria

explicar esta aparente discrepancia en el nimero de sitios de union.

La afinidad (K; =0,58-0,71 nM) de este sitio de unién encontrado en los macréfagos
peritoneales de raton estd en el mismo rango que las descritas en células mononucleares totales de
sangre periférica (Lopez-Gonzalez et al., 1992a) y linfocitos circulantes T CD4"* (Gonzalez-Haba et
al., 1995) humanos, timo y bazo de rata (Lopez-Gonzalez et al., 1993a; Raffi-El-Idrissi et al., 1995),
bazo de hamster (Niles, 1989) y linfocitos Th2 de médula dsea de raton (Maestroni, 1995); y es de 5
a 10 veces menores a las descritas en bazo de pollo y paloma, timo de pato y bolsa de Fabricio de

pajaros (Poon et al., 1994). Los receptores de melatonina descritos en tejidos cerebrales como la
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eminencia media (Vanecek, 1988a), pars tuberalis (Weaver et al, 1989), SCN (Laitinen y Saavedra,
1990) o &rea postrema (Laitinen et al., 1990) presentan afinidades de 10 a 50 veces superiores a las
descritas en los tejidos y células del sistema inmune. Receptores para otras hormonas también
presentan distintos valores en sus constantes de afinidad dependiendo del tejido o la especie estudiada
(Calvo et al., 1995).

Es importante destacar que el sitio de unién de alta afinidad por la melatonina descrito en los
macréfagos peritoneales de ratén presenta un valor de K, muy similar a las concentraciones séricas
de la hormona encontradas en ratones adultos (Maestroni, 1996) de forma que el receptor podria
reconocer a la melatonina circulante, y permitiria a ésta modular determinadas funciones fisiolégicas

de los macrofagos.

La caracterizacion farmacoldgica de este sitio de unién para melatonina indicd que (inicamente
la 6-hidroximelatonina y la N-acetilserotonina se aproximaron a la melatonina en cuanto a su eficacia
para desplazar la unién de ['**IJmelatonina unida a los macréfagos; ortos indoles como los 5-hidroxi-
y 5-metoxiindoles no fueron eficaces (Tabla VIII). Estos resultados concuerdan con los descritos por
nuestro grupo de investigacion (Lopez-Gonzalez et al., 1993a; Gonzalez-Haba et al., 1995; Raffi-El-
Idrissi; 1995) y otros autores (Vaneccek, 1988; Laitinen et al., 1990), en érganos pertenecientes o no

al sistema inmune.

La existencia de receptores de membrana especificos para melatonina en los macrofagos fue
puesta de manifiesto mediante estudios de unién de ['*I)melatonina a membranas de macréfagos; la
unién fue inhibida sélo por los anélogos especificos de los receptores de membrana luzindol, 4-P-
PDOT y S 20098, mientras que el analogo CGP 52608, especifico para receptores nucleares no fue
efectivo. Estos resultados sugieren la presencia de sitios de unién especificos de melatonina nivel de
membrana, aunque no podemos descartar la posible existencia de otros receptores de melatonina a

nivel citoplasmaético o nuclear.

Con el fin de demostrar un papel funcional de la melatonina en los macréfagos peritoneales
de raton, estudiamos el efecto de la melatonina sobre al produccién de AMPc. La melatonina fue capaz
de inhibir la estimulacion de la produccion de AMPc estimulada por forskolina, por el contrario no
mostro ninglin efecto sobre la produccion basal. El efecto inhibitorio fue dependiente de la dosis y fue
eficaz a concentraciones de melatonina en el rango de nanomolar y superiores. La inhibicion de la
produccién de AMPc por la melatonina ha sido descrita con anterioridad por otros autores en diferente

tejidos, como cerebro de hamster (Carlson et al., 1989), pars tuberalis de cordero (Morgan et al.,

143



Introduccion

1990), cerebro de pollo (Niles et al., 1991) y arterias de rata (Capsoni et al., 1994). Ademas, este
efecto inhibitorio de la melatonina mostré estar mediado por receptores de membrana especificos, ya
que el luzindol, antagonista especifico de receptores de membrana (Dubocovich, 1995), bloqued la
inhibicidn ejercida por la melatonina sobre la produccion de AMPc estimulada por forskolina, lo que

ha sido previamente descrito (Iuvone y Gan, 1994).

La inhibicion de la actividad adenilil ciclasa se sabe que puede ser realizada por la activacion
de proteinas G; sensibles a toxina pertusica asociadas a receptores de membranas. El pretratamiento
de los macrofagos con toxina pertiisica bloqued el efecto inhibitorio de la melatonina sobre la
produccién de AMPc, lo que sugiere que el receptor de membrana para melatonina en los macréfagos
peritoneales de raton esta acoplado a la adenilil ciclasa por medio de proteinas G sensibles a toxina
pertusica, posiblemente perteneciente a la familia de las proteinas G;, lo que ha sido previamente
descrito por varios autores en diversos tejidos(Carlson et al., 1989; Morgan et al., 1990; Niles et al.,
1991).

El acoplamiento del receptor de melatonina a proteinas G; se ve apoyado por el hecho de que
la ADP-ribosilacion por toxina pertiisica mostr6 la presencia en las membranas de los macrofagos de
un material ADP-ribosilable de un peso molecular aproximado de 40-42 kDa, el cual disminuy¢ al
preincubar las membranas con melatonina; la toxina pertisica sélo puede ADP-ribosilar a la subunidad
o de las proteinas G si ésta se encuentra asociada al complejo By para formar el heterotrimero, de
manera que la unién del ligando al receptor activa la proteina G disociandose la subunidad o, la cual
no puede ser ADP-ribosilada (Birnbaumer y Brown, 1990; Hepler y Gilman, 1992). De igual manera,
se comprobd la expresion de las subunidades a de las proteinas G;, mediante la incubacion de las

membranas de macréfagos con anticuerpos especificos contra diversas subnidades ;.

En este trabajo se demuestra por primera vez la presencia de receptores de alta afinidad para
melatonina en macréfagos peritoneales de ratdn, afinidad que la permitiria reconocer concentraciones
fisiolégicas de melatonina en suero, pidiendo asi la hormona jugar un papel fisioldgico en la funcién
de los macréfagos. El receptor de membrana esta acoplado a un mecanismo de transduccion de sefial
que implica la inhibicion de la actividad adenilil ciclasa a través de proteinas G sensibles a toxina

pertusica, posiblemente por subunidades « pertenecientes a la familia G;.

Son muchas las funciones que de los macrofagos que se sabe estan mediadas por agentes que
modulan los niveles intracelulares de AMPc, como son la fagocitosis (Ichinose y Sawada, 1996), la

citotoxicidad (Schultz et al., 1978) y la adhesion (Yeaman y Rapraeger, 1993). En base a estos datos,
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nuestros resultados sugieren que la melatonina podria jugar un importante papel en la regulacion de
la funcién inmune no sélo actuando sobre la funcién linfocitica (Maestroni, 1995, Garcia-Maurifio et

al., 1997), sino también modulando la funcién macrofégica.

La existencia de receptores de melatonina y los efectos de la hormona sobre el sistema
inmune han sido descritos mayoritariamente en células linfoides, las cuales forman parte de sistema
inmune especifico. Sin embargo son pocos los trabajos realizados en células del sistema inmune
natural. En este trabajo se muestra por primera vez una interaccion directa entre la melatonina y los
macréfagos, células pertenecientes al sistema inmunoldgico natural. En este sentido se ha descrito
como la melatonina a concentraciones fisiologicas estimula la actividad e células monociticas humanas
al incrementar la citotoxicidad, la produccion de moléculas reactivas del metabolismo del oxigeno y
la produccién de IL-1, asf como incrementa la sensibilidad de los monocitos a la estimulacion con
lipopolisacaridos (Morrey et al., 1994). Se ha observado también la estimulacién por melatonina de
la produccion de IL-6 en células mononucleares circulantes humanas, cuya produccion se ha

relacionado con la presencia de monocitos (Garcia-Maurifio et al., 1997).
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Del trabajo experimental desarrollado y una vez discutidos los resultados se extraen las

siguientes conclusiones:

A. Transducci6n de sefial para melatonina en linfocitos humanos

1. Los linfocitos presenta en su membrana sitios de union de alta afinidad para melatonina.
La constante de disociacion (K, = 0,45 nM) de este sitio de union similar a las concentraciones

fisiologicas de melatonina le confiere a este receptor un posible papel funcional.

2. El receptor de membrana para melatonina esta acoplado funcionalmente a los sistemas
efectores por segundos mensejeros adenilil ciclasa y fosfolipasa C, inhibiendo la producciéon de AMP

ciclico y estimulando la produccién de diacilglicerol.

3. El mecanismo de transduccion de sefial de melatonina estd mediado por proteinas G
acopladas al receptor de membrana. Dicho receptor estaria acoplado a una (Ge;) o dos (Go/Ge,)

proteinas G.

B. Caracterizacion de receptores para melatonina en macréfagos peritoneales de raton.

4. La union de melatonina a macréfagos peritoneales de ratén cumple todos los criterios de
uni6n de un ligando a su receptor, es un proceso dependiente de tiempo, temperatura y concentracion

celular, estable, reversible, saturable y especifica.

5. Los macréfagos presentan dos sitios de union para melatonina, uno con alta afinidad (K,
= 0,58-0,71 nM) y baja capacidad de unién (B, = 64,66 fmol/10” células), y otro con baja afinidad
(K;=2,2 uM) y alta capacidad de unién (B,,,, = 144 pmol/107 células). El valor de la constante de
disociacion del sitio de alta afinidad se aproxima a las concentraciones fisiologicas de melatonina lo

que sugiere un papel funcional de la melatonina en el sistema inmune.

6. Los macréfagos presentan receptores de membrana acoplados funcionalmente al sistema

efector adenilil ciclasa, inhibiendo la producciéon de AMP ciclico.

7. El receptor de membrana para melatonina esta acoplado a la adenilil ciclasa mediante una

proteina G, posiblemente una Go;.
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