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Introduccion

1.- LA GLANDULA PINEAL

El ciclo solar ha influenciado la vida en la tierra desde los comienzos. Para adaptarse a los
cambios de luz en el medio ambiente, los vertebrados han desarrollado un sistema
especializado en generar un “mensaje fotoperiddico”, esto es la neurohormona melatonina.
Noche a noche, la melatonina es ritmicamente sintetizada en la glandula pineal y secretada
al torrente sanguineo. De esta manera representa un “mensaje de la oscuridad” que
codifica cambios estacionales en la duracion del dia y la noche. En mamiferos las células
que producen melatonina en glandula pineal (pinealocitos) han perdido la sensibilidad
directa a la luz y la capacidad para generar un ritmo endogeno, siendo caracteristicas de
los pinealocitos en la mayoria de las especies que no son mamiferos (Stehle y col., 2002).
La regulacion ritmica de la sintesis y secrecion de la melatonina es controlada por un reloj
enddégeno localizado en el niicleo supraquiasmatico (SCN), el cual esta sincronizado con el
ciclo luz/oscuridad mediante el tracto retinohipotalamico (RHT), La informacién luminica
es percibida por la retina y es transmitida al SCN, este transmite sefiales neuronales a la
glandula pineal a través de una via multisinaptica. Este sistema permite a los mamiferos
incluidos el hombre responder de manera anticipada a los cambios en el medio ambiente

(fotoperiodo).

1.1.- Anatomia de la glandula pineal

1.1.1.- Morfologia

La glandula pineal de mamiferos es una estructura neuroendocrina, secretora de la
hormona melatonina (Lerner, 1958). Se deriva del tubo neural y esta localizada entre el
mesencéfalo y el diencéfalo en el cerebro. Neuroanatémicamente, la pineal es descrita
como una parte del epitdlamo y de ese modo como parte del diencéfalo (Figura la). La
glandula pineal en humamos tiene una forma piramidal y esta localizada directamente
sobre la parte dorsal del tallo cercbral. Sin embargo en otras especies tiene una estructura
elongada. En roedores la glandula se subdivide en tres partes: (1) una glandula pineal
superficial localizada en la superficie dorsal del cerebro, que esta inervada masivamente y
contiene una densa red de vasos sanguineos dentro de los cuales la melatonina es liberada,
(2) una glandula pineal profunda localizada cerca del tercer ventriculo, constituida de

pinealocitos funcionales que expresan los genes que codifican las enzimas para la sintesis
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de melatonina y (3) una tercera parte denominada tallo pineal, que conecta la pineal

profunda con la superficial (Figura 1b) (Moller y col., 2002a).

Pineal Gland

Cerebellum Brain Stem

{muascie

coordination) Spinal Cord
Figura 1a. Localizacion de la glandula pineal en Figura 1b. Seccién parasagital, cerebro
humanos. de rata. Donde se observan las tres partes

caracteristicas de la pineal de roedores:
DP, pineal profunda; SP, superficial; PS,
tallo pineal.

1.1.2.- Células presentes en la glandula pineal

En el curso de la filogénesis, la glandula pineal ha sufrido notables transformaciones
(Collin y col., 1971; Korf y col., 1998), desde los vertebrados inferiores que poseen
verdaderos fotorreceptores hasta los mamiferos que tienen células neuroendocrinas. En
todos los mamiferos investigados cinco tipos celulares han sido descritos: a) pinealocitos
productores de hormona, b) células intersticiales, ¢) células fagociticas perivasculares, d)

neuronas y e) células similares a neuronas peptidergénicas (fig. 2).

El principal tipo celular del parénquima de la glandula pineal es el pinealocito,
histolégicamente se observan como grandes células (7-12 pm), con nucleo prominente y
una apariencia granular. Del cuerpo celular emergen varias prolongaciones que a menudo

terminan con un ensanchamiento en estrecho contacto con el endotelio capilar (Figura 2).
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Figura 2. Micrografias de las células encontradas en la glindula pineal.

Las células intersticiales son mas pequefias que los pinealocitos y presentan un ntcleo
oscuro con forma triangular, también el citoplasma es mas oscuro que el pinealocito. Estas

cé¢lulas tienen forma de estrella con escasas prolongaciones citoplasmicas.

El tercer tipo de células son las fagociticas confinadas a espacios perivasculares y han sido
descritas en la ultima década. Estudios inmunocitoquimicos han revelado que estas células
perivasculares contienen proteinas de superficie, las cuales son marcadores para
macréfagos y células microgliales. Los fagocitos también son células presentadoras de
antigeno ya que presentan inmunoreactividad para el complejo mayor de

histocompatibilidad tipo II (MHC II) (Sato y col., 1996)

En algunas especies de mamiferos, por ejemplo el hombre, la glandula pineal contiene

neuronas cldsicas, caracterizadas por la sustancia Nissl (Matsushima y col., 1994). En
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algunas especies, estas neuronas forman un ganglio dentro de la glandula pineal. El
concepto actual es que muchas de las neuronas intrapineales son de origen parasimpatico y

estan inervadas por ganglios periféricos.

Finalmente células similares a neuronas peptidergénicas han sido observadas en pineales
de algunos roedores, como el hamster europeo y en pineales humanas, estas cé€lulas
presentan inmunoreactividad a encefalina y en otras especias a vasopresina y oxitocina. Su
presencia en la glandula pineal de varias especies sugiere una funcion regulatoria paracrina

de los pinealocitos. (Moller y col., 2002b).

1.2.- Inervacion

Desde hace mas de cuatro décadas se conoce que la sintesis y secreciéon de melatonina por
la glandula pineal es inhibida por la luz recibida por los fotorreceptores retinales vy
transmitida al cerebro por medio del nervio Optico. Después de que el nucleo
supraquiasmatico fuera identificado como el reloj circadiano enddgeno para el ritmo de
melatonina en la glandula pineal, muchos estudios basados en lesiones selectivas, animales
knockout y trazadores neuroanatémicos han mapeado las conexiones entre el nicleo
supraquiasmatico y la glandula pineal (Moller y col., 2002). La glandula pineal de
mamiferos esta inervada principalmente a través de una via central y otra de origen
parasimpatico. En la actualidad se puede afirmar que la glandula pineal es una estructura
meuroendécrina diana de un gran numero de neurotransmisores de diversos origenes que

llegan a ella a través de diversas vias neurales (Simonneaux y col., 2003).

1.2.1.- Via Retino-Hipotaldmico-Pineal

Es una via neural multisinaptica que comunica la retina con la glandula pineal a través del
SCN. La informacién luminica es trasmitida desde la retina por medio de fotorreceptores
circadianos no visuales (melanopsina) a la regién ventrolateral del SCN, a través del RHT.
Las llamadas células ganglionares retinales (RGCs) productoras de melanopsina, envian
proyecciones axonales al SCN a través de una via monosinaptica, el RHT, transmitiéndole
la sefial luminica. En respuesta a la luz, glutamato (Glu) (Ding y col., 1997) y el péptido
activador de la adenilato ciclasa (PACAP) (Hannibal y col., 1997) son liberados desde las
terminales del RHT, estimulando a sus receptores presentes en las neuronas del SCN

(Figura 3).
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Figura 3. Representacién esquemaitica de los inputs neurales, endocrinos y paracrinos de la glandula

pineal . La principal via neural que trasmite la informacion luminica se muestra con flechas en negrita.

En mamiferos numerosos estudios han evidenciado la presencia de un oscilador circadiano
endégeno principal (master clock) en el SCN, encargado de regir los ritmos biolégicos.
Este esta constituido a su vez por multiples osciladores celulares autonomos que muestran
una actividad circadiana sincronizada por el ciclo luz/oscuridad (Welsh y col., 1995),
cuyas bases celulares y moleculares estan actualmente bajo intenso estudio. Se han
identificado un grupo de genes, denominados “genes reloj” que forman parte de una
compleja red de transcripcidn/traduccién autorregulada, encaminada a generar una
respuesta ritmica coordinada, constituyendo el nucleo del oscilador circadiano. Las
neuronas del SCN son principalmente peptidérgicas, liberando péptido intestinal
vasoactivo (VIP), vasopresina (VP), péptido de liberacion de gastrina (GRP) y
somatostatina (SOM), aunque también producen GABA .

Mientras que la zona ventro-lateral del SCN es la regién diana de las aferencias
procedentes del RHT, la regién dorso-medial es la responsable del proceso de
sincronizacién y desde donde parte la informacién coordinada hacia diversas estructuras

como el eje hipotidlamo-pineal (secreciéon ritmica de melatonina). Con respecto al eje
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hipotalamo-pineal, la sintesis de melatonina esta regulada por el SCN a través de neuronas
principalmente gabaérgicas, las cuales inervan al nucleo paraventricular hipotaldmico
(PVN) (Klein y col., 1983). Las neuronas dorsales y parvocelulares del PVN ricas en VIP,
VP y oxitocina (OT), inervan las células intermediolaterales (IML) de la zona cervical de
la espina dorsal, las cuales envian sus aferencias hacia la zona rostral del ganglio cervical
superior (SCG), que en ultimo lugar proyecta sobre la glandula pineal a través de

terminaciones noradrenérgicas, provocando la estimulacién de la sintesis de melatonina.

1.2.2.- Vias centrales v parasimpaticas

En humanos y otros mamiferos la inervacién pineal mejor estudiada es la via simpatica
noradrenérgica (NE), formada por cuerpos celulares localizados en el ganglio cervical

superior (SCG) que alcanza la pineal a través del nervio coronario.

Numerosos estudios con trazadores neuroanatémicos, frecuentemente combinados con
técnicas inmunohistoquimicas para neurotransmisores, han confirmado la existencia de
conexiones neuronales entre el cerebro y la glandula pineal en diversas especies.
Aferencias procedentes de diversas estructuras centrales como el niicleo paraventricular del
hipotdlamo (PVN), el IGL, nicleo rafe dorsal, el niicleo habernular y el hipotalamo lateral
llegan a la glandula pineal. Los neurotransmisores observados en esas fibras centrales son

principalmente neuropéptidos, especialmente VP y OT. -

La inervacion parasimpatica de la glandula pineal procede fundamentalmente de los
ganglios pterigopalatino, esfenopalatino y 6tico. La demostracién de fibras colinérgicas y
VIPérgicas han sido observadas en la glandula pineal de diversas especies. La
demostracion de receptores y efectos bioquimicos de ligandos colinérgicos vy
VIPergénicos en la glandula pineal confirman la existencia de un control parasimpatico de

la actividad pineal (Simonneaux y col., 2003).

Ademas de las tres vias descritas, nuevos estudios anatémicos han mostrado que el ganglio
trigémino, hasta ahora considerado un ganglio sensorial, emite proyecciones ricas en
sustancia P (SP), péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y PACAP hacia

la glandula pineal de mamiferos (Figura 3).
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2.- LA MELATONINA

La melatonina es una neurohormona sintetizada y secretada principalmente en la glandula
pineal. Fue aislada por primera vez por el dermatélogo americano Aaron Lerner y sus
colaboradores en 1958 (Lerner, 1958), mientras investigaban la sustancia que causaba el
aclaramiento en la piel de anfibios y que estaba contenida en la glandula pineal de
mamiferos. Debido a esta propiedad y al descubrimiento de que en su ruta biosintética
estaba involucrada la serotonina, se le dio el nombre de melatonina. Esta sustancia fue
identificada como una indolamina que se denomina quimicamente N-acetil-5-

metoxitriptamina (figura 4).

CH;0 CH,CH, NHCOCH,

=1

Figura 4. Estructura quimica (C;H¢N,0O,) y tridimensional de la melatonina.

Es una molécula altamente lipofilica siendo poco soluble en agua y muy soluble en etanol,
debido a esto y a su pequefio tamafio, tras su sintesis en el pinealocito difunde a través de
la membrana plasmatica, no almacenandose en la célula y vertiéndose al torrente
sanguineo, asi llega a los diferentes érganos diana, como son el sistema nervioso central y
otros tejidos periféricos. En plasma la mayor parte de la melatonina (60-70 %) viaja unida
a albimina (Pardridge y col., 1980), y el resto circula libremente. Su vida media es de
aproximadamente 20 minutos (Gibbs y col., 1981), alrededor del 90% de la melatonina es

degradada por el higado y eliminada por los rifiones (Kveder y col., 1961).
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2.1 Biosintesis de melatonina

Axelrod y sus colaboradores en 1960 describieron la presencia en la glandula pineal de las
dos enzimas clave involucradas en la biosintesis de melatonina, lo cual dio a conocer la
ruta biosintética. La sintesis de la melatonina en la glandula pineal est4 bien documentada
(Sugden y col., 1985). Dicha biosintesis se inicia con la captacion de triptofano de la
circulacién de forma activa por los pinealocitos el cual se emplea de forma mayoritaria
para la sintesis de indolaminas (Figura 5). El paso inicial de la ruta consiste en la
hidroxilacion de triptéfano a S-hidroxitriptéfano por la accién de la triptéfano hidroxilasa
(TPH) en las mitocondrias de los pinealocitos. El 5-hidroxitriptéfano producido es
descarboxilado a serotonina (5-hidroxitriptamina) por medio de la 5-hidroxitriptéfano
descarboxilasa (AADC) en el citosol. Parte de la serotonina es derivada hacia la sintesis
de melatonina (ruta fisiolégica mas importante), proceso que se lleva a cabo en dos pasos.
En el primero, la arilalkilamina-N-acetiltransferasa (AANAT) cataliza la acetilacion de la
serotonina a N-acetilserotonina que finalmente es transformada a melatonina por la accién
de la hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT) que le transfiere un grupo metilo donado

por la S-adenosilmetionina.

HHO
%}—%)-f'.)—OH Triptéfano
| H NH, o S
Triptéfano hidroxilasa
HHO
H LY on  S-Hidroxi-triptofano
| |!| '\:Hz S-Hidroxitriptéfano
descarboxilasa
N Ll Serotonina
I * (5-Hidroxitriptamina)
N-Acetiltransferasa
H HHHO (NAT)
Hi !:.!:_;L_L ch, N-Acetilserotonina
[
I H H Hidroxiindol-O-metil-
HHHO transferasa(HIOMT)
l . .
cHo L e, Melatonina (N-acetil-
| 1 S-metoxitriptamina)
H H

H

Figura 5. Ruta bisintética de la melatonina.
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2.1.1.- Enzimas clave en la sintesis de melatonina

2.1.1.1.- Arnilalquil-N-acetiltransferasa (AANAT)

En la glandula pineal existen dos enzimas capaces de N-acetilar a la serotonina,
denominadas genéricamente N-acetiltransferasas (NAT). La primera que se identificé fue
la arilamina-N-acetiltransferasa (A-NAT o NAT), mientras que la segunda se denomina
arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AA-NAT) y es la principal responsable de N-acetilar a
la serotonina en el pinealocito, usando como donador al acetil Coenzima A (acetil-CoA)

(Voisin y col., 1984), por ello también se le denomina serotonina-N-acetiltransferasa.

El ¢cDNA que codifica para la AA-NAT ha sido clonado en diferentes especies de
mamiferos, primero en rata (Borjigin y col., 1995), en humanos (Coon y col., 1996) y en
raton (Roseboom y col., 1998), presentando escasas diferencias interespecificas en su
secuencia génica (Klein y col., 1997). El gen de la Aa-nat esté localizado en el cromosoma
11 en el ratén, en posicion 10q32.3 (Yoshimura y col., 1997) y en el humano en el
cromosoma 17q25 (Coon y col., 1996). Esta constituido por cuatro exones y tres intrones
(Figura 6). En mamiferos, el gen codifica para un solo transcrito el cual puede variar entre
1 y 1.7 Kb dependiendo de la especie. En la mayoria de las especies se expresan altos
niveles de AA-NAT en la glandula pineal y retina, y en menor grado en tejidos nerviosos
como pars tuberalis (PT), SCN e hipocampo, y en estructuras periféricas, principalmente

testiculos y ovarios (Simonneaux y Ribelayga, 2003).

intron 3 Inteon & Intron 3
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Hwaon 2 Exnon 3 Baon 4¥
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Figura 6. Estructura parcial del gen de la AA-NAT de ratén.

La region promotora del gen Aa-nat contiene un elemento de respuesta a AMPc (CRE),
una secuencia similar al CRE, una caja CCAAT invertida, un sitio de activacion para la
proteina activadora-1 (AP-1), ademas de una secuencia denominada caja-E (E-box).

También posee un elemento regulador pineal (PIRE) que une el factor de transcripcién

11
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CRX (cone-rod homeobox) exclusivo de fotoreceptores y pinealocitos. El sitio CRE es
capaz de unir la forma fosforilada de la proteina de unién a CRE (CREB), p-CREB,
mientras que la activacién de la caja CCAAT por proteinas de unidn especificas y la

activacion del sitio CRE también parecen importantes para la activacion del gen (Figura 7).

Figura 7. Regién promotora del gen Aa-nat en pinealocitos.

La AA-NAT de vertebrados es una proteina citosolica soluble de aproximadamente 23
kDa. Tiene una region N-terminal involucrada en la unién a arilalquilaminas, mientras que
la C-terminal esta implicada en la unién del cofactor acetil-CoA. Posee varios sitios de
fosforilaciéon para PKA, PKC y caseina quinasa tipo II (CKII) (Figura 8). En los ultimos
afios se ha descubierto que la activacion de la proteina estd mediada por fosforilacion de la
PKA sobre los residuos T°' y/o S**. Esta fosforilacién promueve la formacién de un
complejo entre la AA-NAT y la proteina 14-3-3, lo cual no solo promueve la activacion de
la enzima, aumentando hasta diez veces su afinidad por la serotonina, sino que también la
protege de la destruccion por el sistema proteosomal citosélico y fosfatasas (Ganguly y
col., 2001 ;Klein y col., 2002). La formacién de un puente disulfuro entre los residuos de
cisteina (Cys) 61 y 177 ha sido también descrita como un hecho fundamental para la

activacion catalitica de la enzima.
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" Figura 8. Estructura de la AA-NAT. Los dominios funcionales de la proteina estan indicados en el dibujo.

La actividad de la AA-NAT se incrementa en la noche, requiriendo una neo-trascripcion de
su gen y una neo-sintesis de su proteina. La proteina es muy inestable (Tix
aproximadamente de 3 a 5 min), asi como la actividad enzimatica. Al término de la noche
o después de la exposicion a la luz, existe una disminucion rapida (pocos minutos) de la
actividad AA-NAT, la cual es independiente de los niveles de ARNm y depende de
mecanismos post-traduccionales principalmente. Debido al pronunciado aumento de la
actividad AA-NAT observado en la noche en la glandula pineal, esta enzima es
considerada la enzima generadora del ritmo, asi como la enzima limitante de la sintesis de
melatonina. Sin embargo, se ha observado que tras la estimulacion del pinealocito, tanto in
vivo como in vitro, no toda la NAS sintetizada por la AA-NAT es utilizada por la HIOMT
para la sintesis de melatonina (Miguez y col., 1997), sugiriéndose que al menos en
condiciones de maxima estimulacién del pinealocito, mas que la AA-NAT, la HIOMT

podria ser la enzima limitante del proceso.
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2.1.1.2. Hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT)

La HIOMT se presenta de forma muy abundante en la glandula pineal, representando
entre un 2 y un 4% de su fraccién proteica, siendo la encargada de transferir un grupo
metilo desde el cofactor S-adenosil-L-metionina (SadM) a su sustrato indélico, la NAS

(Baldessarini y col., 1966).

El cDNA fue aislado por pimera vez de la vaca (Ishida y col., 1987), después en humanos
(Donohue y col., 1993), presentando grandes diferencias entre especies. El gen de la Hiomt
humano es el mejor estudiado (Donohue y col., 1993; Rodriguez y col., 1994; Bernard y
col., 1995), esta localizado en la regioén pseudoautosomal del cromosoma X y presenta dos
regiones promotoras, las cuales contienen diferentes elementos reguladores (Figura 9). El
promotor A contiene una secuencia CAATTAAG en la posicidén -27 no presente en el
promotor B, denominada elemento conservado de fotoreceptor (PCE-1), el cual reconoce
factores de transcripcion especificos de retina. El promotor B contiene una secuencia
ATGCAAAT en la posicion -59, la cual puede ser reconocida por dos factores de
transcripcion, Oct-1 (ubiquamente expresado) y Oct-2 (especifico de células linfoides).
También presenta una secuencia de reconocimiento para el factor Ap-1 en la posicién -166
y un elemento CRE en la posicién -419. A pesar de las diferencias descritas, ambos
promotores también presentan semejanzas. En este sentido, se ha descrito la presencia de
una secuencia muy conservada presente en ambos promotores (TAATC/T), denominada
elemento regulador pineal (PIRE), también presente en el promotor de la AA-NAT, el cual
es un sitio de unién para el factor de trascripcién CRX, actuando como activador
trascripcional del gen de la Hiomt. Actualmente se piensa que el promotor B es el usado en
la mayoria de los tejidos que portan el gen, ya que se ha detectado su presencia en todos
aquellos estudiados (retina, cerebro y pineal), y ademds presenta en su secuencia el
elemento reconocido por Oct-1, un factor ubiquamente expresado. En cambio, el promotor
A parece ser exclusivo de retina, debido a que sdlo se ha detectado en este tejido y a que
presenta en su secuencia el elemento PCE-1, especifico de retina. Dependiendo del uso de
uno u otro de los promotores, el transcrito de la HIOMT puede tener 9 o 10 exones. Los
exones 1A y 1C son el resultado de la expresion a través del promotor A, mientras que a
partir de la transcripcion del promotor B se obtiene un transcrito mas corto ya que carece
del exon 1A y posee el 1B, el cual es idéntico al 1C a excepcion de una adicidén de 36 pb en

direccién 5 (Bernard y col., 1995; Li y col., 1998 ; Bernard y col., 2001) (Figura 9).
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Figura 9. Gen (arriba) y trascritos (abajo) de la Hiomt humana.

Ademas del uso diferencial de promotores, a partir del gen Hiomt humano se pueden
codificar tres transcritos diferentes, producto de splicing alternativo en los exones 6 y/o 7
(Figura 10). Los transcritos que carecen del exon 6, €l cuél esta formado por un elemento
repetitivo del tipo LINE-1, parecen ser los mas abundantes (el producto 2 en la figura 10).
Con respecto a los promotores, a partir del B se pueden obtener los tres transcritos,
mientras que a través del A sdlo se ha detectado la transcripcién de dos de ellos, no

presentandose el que porta el exon 6 (Rodriguez y col., 1994).
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Figura 10. Transcritos alternativos de la Hiomt humana, productos 1, 2 y 3. Los exones son mostrados
con lineas gruesas y las porciones perdidas con lineas delgadas. Los limites de los exones 6 y 7 son definidos

con flechas.

La secuencia de aminoéacidos de la HIOMT presenta sitios sensibles a fosforilacién por
PKC, CKII y tirosina quinasa. En las especies estudiadas hasta ahora, la enzima tiene masa
molecular de 76-78 kDa y esta compuesta por dos subunidades similares de 39 kDa cada

una (Voisin y col., 1988; Bernard y col., 1995)). Experimentos inmunoquimicos han

15



Araceli Gomez Corvera

revelado gran heterogeneidad en la estructura proteica y en las propiedades enzimaticas

entre especies. La proteina posee una gran estabilidad (t;, >24 h).

En los ultimos afios se han publicado una serie de estudios sobre la regulacién de la
actividad de la HIOMT que, en contraste a lo que generalmente se habia descrito al
respecto, sugieren una implicacién de la enzima en la regulacién de la sintesis de
melatonina. La actividad de la HIOMT en rata muestra un débil pero significativo aumento
nocturno del 40-50% con respecto a los valores diurnos, este incremento persiste bajo

condiciones constantes de oscuridad y es inhibido bajo luz constante (Ribelayga y col.,

1999).

La expresién génica de la Hiomt también presenta altos valores diurnos, los cuales se
duplican durante la noche, persistiendo en oscuridad constante y descendiendo
rapidamente tras exposicion luminica nocturna. Estudios in vivo han evidenciado que la
expresion ritmica del gen Hiomt en la pineal de rata presenta regulacion B-adrenérgica, en
cambio no ocurre lo mismo con la regulacion de su actividad enzimatica nocturna, la cual a
corto plazo (6h), no esta controlada por el sistema noradrenérgico. En cambio la actividad
enzimatica de la HIOMT a largo plazo si parece estar regulada por la estimulaciéon
nocturna noradrénergica de la glandula pineal y parece deberse a la gran estabilidad que
posee la proteina. Estos resultados parecen indicar que la expresién.y la actividad de la
HIOMT de pineal de rata, al menos a corto plazo, parecen estar sometidas a una compleja

regulacion en la que estan involucrados diferentes neurotrasmisores.

La demostracién de una regulacién especifica de la actividad de la HIOMT sugiere que
esta enzima, al contrario de lo que generalmente estd descrito en la literatura, esta
involucrada en el ritmo de sintesis de la melatonina, sobre todo el ritmo en el patrén
nocturno de aumento de melatonina, un parametro importante para la transmisioén de la
informacidn fotoperiddica. La actividad de la AA-NAT es més baja durante el dia que la de
la HIOMT y podria ser el factor limitante para la sintesis de melatonina. Por el contrario,
durante la noche la actividad HIOMT es menor que la actividad AA-NAT y podria ser,
por lo tanto, la enzima limitante para la produccién de la hormona. Estas observaciones
sugieren que la HIOMT esta involucrada en la modulacién fotoperiddica/estacional de la
amplitud del pico nocturno de melatonina observado en varias especies fotoperiddicas

(Simonneaux y Ribelayga, 2003).
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2.1.2.- Transduccion de sefial noradrenérgica en la glandula pineal

Las observaciones de que la glandula pineal tiene una inervacién noradrenérgica densa
(Kappers, 1960), junto con aquellas que mostraban una supresion de la sintesis  de
melatonina tras la ganglioctomia del SCG (Moore y col., 1974) fueron el origen de
numerosos estudios farmacoldgicos, bioquimicos y moleculares, diseflados para conocer

los efectos de la noradrenalina (NA) sobre la actividad metabdlica de la glandula pineal.

La sintesis ritmica de melatonina se genera por el oscilador enddgeno, localizado en el
SCN, el cual traslada su actividad ritmica a través del eje hipotalamo-pineal, provocando
una activacién nocturna del SCG, con la subsecuente liberacion de NA desde las
terminaciones del nervio pineal simpatico que estimula la sintesis de melatonina en la
glandula pineal. La cantidad de NA liberada desde estas terminaciones simpaticas es cien

veces superior durante la noche que durante el dia (Drijthout y col., 1996).

Tras la liberacion de NA en la pineal, ésta se une a receptores P; adrenérgicos,
ampliamente distribuidos en la membrana postsinaptica pineal, los cuales estan acoplados a
través de una proteina Gs a una adenilato ciclasa (AC) sensible a calcio/calmodulina

(Figura 11).

Figura 11. Interaccion de la NA liberada desde las terminales simpaticas postganglionares con los

receptores adrénergicos en la membrana del pinealocito.

La densidad de los receptores B, presenta una variacion circadiana, con una densidad mas
alta al término del dia y comienzo de la noche, produciéndose un aumento nocturno en los
niveles de AMPc que solo corresponden al 10 % de los niveles intracelulares nocturnos

observados. El incremento maximo en los valores de AMPc solo se alcanza mediante un
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mecanismo sinérgico que involucra la activacion simultanea de los receptores a
adrenérgicos (Vanecek y col., 1985); (Sugden y col., 1985). Aunque la activacién de los
receptores a; no tienen un efecto directo sobre los niveles de AMPc, ésta potencia su
produccién inducida por los receptores B; a través de la activacidon de una proteina quinasa
C (PKC) inducida por aumentos intracelulares de calcio y por la fosfolipasa C (PLC)
mediante diacilglicerol (DAG). Este mecanismo sinérgico induce una produccién nocturna
de AMPc cien veces superior a la diurna. Ha sido demostrado un claro papel de la PKII en

el control de la sintesis de melatonina mediado por AMPc.

Ademas del aumento intracelular de AMPc tras la estimulacion noradrenérgica, también se
observa un aumento en los niveles de GMPc de la misma magnitud que el observado sobre
el AMPc. Al igual que sucede con la produccién de AMPc, la activacion de los receptores
B1 solo induce un ligero aumento en los niveles de GMPc, mientras que la activacién
conjunta de los receptores f; y a; inducen una liberaciéon de GMPc 5-10 veces superior. El
incremento inducido por los receptores B; esta mediado por una guanilato ciclasa (GC)
acoplada a una proteina Gs, mientras que la potenciacion inducida por los receptores oy
involucra la activacion de la 6xido nitrico sintasa (NOS), que a través de un aumento en los
niveles de 6xido nitrico (NO) estimula a la GC citosdlica y por consiguiente la produccién

de GMPc (Spessert y col., 1995).

La estimulacién noradrenérgica, también provoca un aumento en los niveles intracelulares
de calcio (Marin y col., 1996), el cual esta mediado por la activacion especifica de los
receptores a,; adrenérgicos que, por un lado, a través de la activacién de la fosfolipasa C
(PLC) provocan un aumento en los niveles de inositoltrifosfato (IP3) el cual induce la
liberacion de calcio desde los almacenes intracelulares y por otro, provoca una apertura en
los canales de calcio permitiendo la entrada de calcio extracelular (Figura 11). Este
aumento de calcio, sobre todo de origen extracelular, es el principal inductor de la
traslocacion y activacién de la PKC. Por lo tanto, el efecto de los receptores a,; sobre la
acumulaciéon de AMPc y GMPc estd mediado por calcio y PKC. Concretamente, la
potenciacién de la acumulacién de  AMPc¢ parece estar inducida por calcio a través de la
activacion de PKC y el posterior efecto de ésta sobre proteinas Gs o la AC, mientras que
el efecto sobre el GMPc esta mediado por un complejo calcio/PKC y una PKC dependiente

de calcio calmodulina requerida para la activacion de la NOS.
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El incremento inducido por la NA de los segundos mensajeros citados, provocan la
activacion de 4 vias de transcripcion diferentes: a) fosforilacion del factor de transcripcion
CREB, el cual activa la transcripcion de genes que portan sitios CRE en sus promotores,
como la Aa-nat e Icer; b) expresion de genes de expresion temprana (IEG); ¢) expresion

de genes reloj y d) expresion de factores de transcripcidn especificos de retina y pineal.

a) La modulacion a través de la via de sefializacion dependiente de AMPc es un evento
fundamental para el inicio, el mantenimiento y la terminacion de la sintesis ritmica
de melatonina. Los estimulos intracelulares dependientes de esta via convergen
bésicamente en dos factores de trascripcion, CREB e ICER, cuyo balance resulta
fundamental sobre la expresiéon de los genes codificantes para las enzimas
responsables de la sintesis de melatonina, las cuales poseen un sitio CREB en su
regidn promotora, especialmente la Aa-nat (Burke y col., 1999). El aumento
nocturno en los niveles de AMPc inducidos por la estimulacién noradrénergica
provoca una activacién de la PKA II cuya subunidad catalitica se trasloca al nucleo
provocando un intensa y rapida fosforilacion del elemento CREB (p-CREB), la cual
provoca su activacion (Figura 12) (von Gall y col., 2000). La traslocacion de la PKA
Il presenta una fuerte correlacion con la secrecion de melatonina. Entre los
reguladores de CRE también se encuentran los productos del gen Crem (modulador
de CRE). En la glandula pineal, Crem codifica una pequefia proteina la cual ejerce
una fuerte inhibicién sobre la trascripcién inducida por CRE, debido a esto, recibio el

nombre de represor temprano de los genes inducibles por AMPc (ICER).

Andlisis comparativos entre las cinéticas de fosforilacion de CREB y de
transcripcion de Jcer a lo largo de la noche en glandula pineal de las cepas de ratén
C3H (proeficiente para melatonina) y C57BL (deficiente), muestran que la
trascripcién ritmica de los genes que portan sitios CRE en la glandula pineal de
roedores es directamente regulada por el balance entre el factor activador p-CREB y
el inhibidor ICER. Los niveles de p-CREB son elevados durante la primera mitad de
la noche decayendo gradualmente durante la segunda, mientras que la concentracion
maxima de proteina ICER se encuentra dos horas después de su maximo
trascripcional, mostrando altos niveles de proteina durante el final de la noche y al

amanecer. Sorprendentemente este perfil fue similar en las dos cepas de raton,
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b)

c)
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indicando que esta regulacién es independiente de la sintesis de melatonina (Stehle y

col., 2002).

Tras la activacion noradrenérgica de la glandula pineal se ha observado la expresion
de una serie de IEGs, los cuales, dan lugar a proteinas que mediante diferentes
combinaciones en forma de dimeros actiian como factores de transcripcidn sobre los
sitios AP-1 (Figura 12). Especificamente se ha detectado la expresion de c-fos, c-
Jjun, junB, junD, NGFI-A y Fra-2, cuya expresion podria ser iniciada por PKA via
(p-CREB/CREB) PKC. La expresiéon de c-fos y JunB presentan un rapido y
transitorio incremento al comienzo de la noche, el cual disminuye gradualmente a lo
largo de la misma. La expresion de c-jun es parcialmente suprimida durante la noche.
NGFI-A se incrementa al inicio de la noche manteniéndose elevado a lo largo de la
misma. La regulacion de la expresion de Fra-2, un factor de transcripcion de caracter
inhibitorio, es la mejor caracterizada, presentando niveles indetectables de ARNm y
proteina durante el dia y marcadamente altos durante la noche. Estas variaciones
presentan un perfil circadiano y dependen principalmente de la regulacién de los

niveles de AMPc (Baler y col., 1995).

Cada vez son mas numerosos los datos que muestran que una gran cantidad de
tejidos, ademas del SCN, estan dotados con la maquinaria molecular propia de los
osciladores circadianos, constituida por un grupo de genes que se expresan
ritmicamente denominados genes reloj (Balsalobre y col., 1998; Yamazaki y col.,
2000). En la glandula pineal de mamiferos se han identificado un nutrido grupo de
cllos Perl, Per2, Per3, Cryl y Cry2, cuya expresion muestra un perfil circadiano
con un maximo nocturno que presenta un adelanto de dos horas con respecto al
méximo de expresién observado en el gen Aa-nat (fig.12). El aumento nocturno en
los niveles de Perl y Cry2 esta dirigido por el SCN a través de la induccién
noradrenérgica de los receptores B; y el subsiguiente aumento en los niveles de
AMPc, mientras que las variaciones en Per2, Per3 y Cryl no estan reguladas por
NA. También los genes Clock Bmall, se expresan en la glandula pineal con un
ritmo circadiano opuesto, mientras que el maximo de expresion de Clock se detecta
durante la noche, la expresion maxima de Bmall se presenta durante el dia. Aunque
se ha mostrado la presencia de la maquinaria molecular propia de los osciladores

circadianos en la glandula pineal, se necesitan mas estudios para dilucidar si son solo
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d)

una reminiscencia evolutiva de la pineal de vertebrados inferiores o realmente

ejercen una funcion especifica sobre el metabolismo pineal.

El factor de transcripcion CRX ha sido caracterizado tanto en la glandula pineal
como en la retina (Li y col., 1998) donde regula la expresion de genes mediante la
unién al elemento regulador PIRE. La relacién entre CRX y la sintesis de melatonina
se sustenta en varias observaciones: El gen Crx se expresa fuertemente en la glandula
pineal con un incremento nocturno tres veces superior al diurno; los promotores de
los genes Aa-nat e Hiomt presentan tres y dos copias del elemento PIRE,
respectivamente (Figura 12) y la expresion de Aa-nat estd fuertemente reprimida en
ratones deficientes en CRX. Estas observaciones sugieren que CRX podria ejercer
una importante funcién sobre la sintesis de melatonina actuando sinérgicamente con

la via activada por los receptores By adrenérgicos (Simonneaux y Ribelayga 2003).
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Figura 12. Regulacién noradrenérgica de la sintesis de melatonina en glandula pineal. Durante la noche
la NA a través de los receptores B; y a; adrenérgicos induce un aumento de AMPc y GMPc lo que provoca
la activacion de 4 vias de transcripcion diferentes: a) fosforilacion del factor de transcripcion CREB, el cual
activa la transcripcion de genes que portan sitios CRE en sus promotores, como la 4a-nat e Icer; b) expresion
de genes de expresion temprana (IEG); c) expresion de genes reloj y d) expresion de factores de
transcripcién especificos de retina y pineal.

2.1.3.- Sintesis circadiana

Los ritmos diarios en los procesos fisiologicos y de comportamiento son una caracteristica
comun en los organismos vivos. Esto depende de un complejo sistema que permite una
organizacion temporal anticipatorio en relacién a alteraciones periddicas del medio
ambiente. La duracién de la noche se refleja con la duracion de la secrecion de
melatonina. Consecuentemente la MEL es una sefial hormonal eferente que lleva un

mensaje endocrino tanto circadiano como estacional. (Pevet y col., 2006).

La sintesis ritmica de melatonina depende esencialmente de tres factores independientes:
El oscilador circadiano enddgeno localizado en el SCN, el ciclo luz/oscuridad, que

sincroniza al oscilador enddgeno y la luz que ejerce una fuerte inhibicion sobre la sintesis
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nocturna. En la glandula pineal de la mayoria de los vertebrados se observa una oscilacién
circadiana del metabolismo pineal (Figura 13), caracterizada por bajos niveles nocturnos
de serotonina (con ratios maximos de hasta 10:1) y altos de NAS y melatonina con
respecto a los diurnos (Ganguly y col., 2002). Este perfil circadiano de la sintesis de
melatonina est4 regido por el incremento nocturno en la actividad de la enzima AA-NAT
(Klein y col., 1997) promovido por los eventos moleculares disparados por la NA. En
resumen la liberacion nocturna de NA en el pinealocito, dirigida por el SCN, provoca un
aumento intracelular en los niveles de AMPc, el cual se traduce en la fosforilacién de
CREB a través de la activacién de la PKII. pCREB ejerce como el principal modulador del
sistema regulador de la sintesis circadiana de melatonina en el pinealocito, actuando
directamente sobre el promotor del gen Aa-nat y del represor Icer promoviendo su

activacion.

8

R aepAnTarsn AANAT)

jg 8001
Sorotorin & W
syl pating = 300
=
% § ke
Anjlcdsion Z ,g
<
£

P
&

MO @Em 7 G MMy
H

Kbty arids
Wedoutd Fnpdirdogimilog)

NAS

HIOMT
tpmolimat (nmobimg b ipmotimg

Hydromyedale O
et bgliransdarese (IO

CHal m%g‘ ChipNt--CHy g
g
H
Mugstonin ; '
LT T a—— 1200 2300 1200
Chock Tine

Figura 13. Ritmo circadiano en el metabolismo de la glandula pineal.

El control de la sintesis de melatonina nocturna, ademas de ejercerse mediante la
regulacién transcripcional/traduccional descrita, también se lleva a cabo mediante

mecanismos post-traduccionales. En este sentido el rapido descenso en los mniveles
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intracelulares de AMPc provocado por el cese del estimulo noradrenérgico durante la
noche (Klein y col., 1978) promueve el principal evento implicado en la terminacion de la
sintesis de melatonina en la glandula pineal, la degradacion proteolitica de la AA-NAT,
que junto con la disminucién de su actividad provocan un inmediato declive en la

produccidn de melatonina.

Se han descrito diferencias fundamentales en los mecanismos involucrados en la formacion
de la AA-NAT estable y activa. En funcién de estos mecanismos, se pueden diferenciar
dos tipos de grupos de mamiferos: las especies roedores (tipo “rata”) en las cuales el
incremento nocturno de melatonina requiere un aumento en la expresion del gen de la Aa-
nat y la sintesis de nueva proteina y las especies no roedoras, principalmente ungulados y
primates (“tipo oveja”), en las que se presentan altos niveles constitutivos de ARNm del
Aa-nat, por lo que el aumento nocturno de la enzima no require transcripcion de novo, sino
la estabilizacion de la proteina traducida constitutivamente, a través fundamentalmente de
los mecanismos postraducionales de proteccion proteolitica descritos. Esta regulacion
diferencial se pone de manifiesto tras observarse que en las especies roedoras la sintesis de
melatonina sufre un retraso de varias horas con respecto al comienzo de la fase oscura,
mientras que en las especies no roedoras este periodo de tiempo es de pocos minutos,
fendmeno debido a la mayor rapidez de un mecanismo proteolitico frente a la sintesis

proteica de novor (Klein y col., 1997 ; Simonneaux y Ribelayga 2003).

Comparaciones llevadas a cabo entre cepas deficientes (C57BL) y proeficientes en
melatonina (C3H) revelaron que la expresion ritmica de algunos genes reloj (ej. Perl) y la
actividad locomotora son idénticas en ambas cepas de raton. Esos resultados sugieren que
la generacién del ritmo circadiano en el SCN es independiente de las sefiales de

melatonina. (Korf'y col., 2006).
2.1.4.- Sintesis extrapineal de melatonina

Durante muchos afios la melatonina ha sido considerada una hormona exclusiva de la
glandula pineal. Tan pronto como se dispuso de anticuerpos altamente sensibles a
indolalquilaminas (Grota y col., 1974), asi como el desarrollo de nuevas técnicas de
radioinmunologia y biologia molecular, la melatonina ha sido identificada no solo en la

glandula pineal sino también en tejidos extrapineales. La sintesis extrapineal se puso de
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manifiesto cuando se detect6 la presencia de melatonina en la sangre y orina de animales

pinealectomizados (Kvetnoy y col., 1997).

En los ultimos afios se ha descrito la presencia de melatonina en un gran nimero de sitios
extrapineales como retina, glandula harderiana, mucosa gastrica, cerebelo, higado, riiidn,

tiroides, pancreas, ovario, cuerpo carétido, placenta , endometrio y piel.

En relacion al sistema inmune, ha sido localizada en timo, mastocitos, células NK,
cosindfilos, plaquetas y células endoteliales (Kvetnoy, 1999; Tan y col., 1999). Ademas, se
han descrito altas concentraciones de melatonina y presencia de su maquinaria biosintética
en la médula ésea (Conti y col., 2000). La produccién de melatonina se ha demostrado en
leucocitos mononucleares de sangre periférica humanos expuestos a serotonina y/o
interferén y (IFNy) (Finocchiaro y col., 1991) En estas mismas células se describié por
primera vez que cultivos in vitro de células mononucleares de sangre periférica en reposo
y estimuladas con PHA, sintetizan y liberan al medio melatonina (Carrillo-Vico y col,,
2004). Recientemente se ha estudiado la produccién de melatonina en timo de rata en
diferentes estadios del desarrollo incluidos fetal, neonatal y adulto (Jimenez-Jorge y col.,
2005), asi como la sintesis de melatonina endégena en timo humano y de rata (Naranjo y

col., 2007).

La melatonina producida en 6rganos extrapineales parece desempefiar un papel de tipo
autocrino, intracrino y paracrino, al menos en los mamiferos, no contribuyendo de forma
significativa a los niveles existentes en sangre periférica, los cuales son el reflejo de la

actividad pineal.

2.2.- Mecanismos de acciéon de la melatonina

Buena parte de las acciones de la melatonina son mediadas a través de su unidn a
receptores especificos en los tejidos diana. Dos clases de receptores se han descrito para la
melatonina: receptores de membrana ampliamente distribuidos y que unen melatonina con
alta afinidad, pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs) y receptores nucleares que pertenecen a la superfamilia de los receptores
nucleares. Se conocen otros mecanismos alternativos para las acciones de la melatonina no

mediadas por receptor como son, su union a la proteina citosélica calmodulina asi como su
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accion neutralizadora de radicales libres (Carlberg., 2003; Witt-Enderby y col., 2003). La
melatonina puede unirse a calmodulina con alta afinidad, modulando de esta manera la
actividad de enzimas citosdlicos dependientes de calcio y calmodulina. La accién
neutralizadora de radicales libres, concretamente del radical OH-, junto con su capacidad
de regular la expresiéon de enzimas detoxificantes forman parte de su accién como un

importante antioxidante (Figura 14).
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Figura 14. Mecanismos de accién de la melatonina

2.2.1.- Receptores de membrana para melatonina

2.2.1.1.- Identificacidén vy localizacién de los sitios de unidn para melatonina

La sintesis del radioligando 2-['** ]- iodomelatonina (‘*’I-Mel), el cual posee alta afinidad
por los sitios de unidn a la melatonina permitié por primera vez una eficaz identificaciéon y
localizacion de los mismos mediante inmunoensayos, convirtiéndose en una técnica usada
ampliamente para examinar las caracteristicas de los receptores de melatonina
(Dubocovich y col., 1987; Vanecek y col., 1987). El desarrollo y caracterizacién de

métodos autoradiograficos para detectar '**I-Mel permitié la localizacion anatémica de los
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receptores para melatonina (Duncan y col., 1989). La distribucion tisular de los sitios de
unién para la melatonina muestran una gran variabilidad interespecifica. En la mayoria de
los mamiferos estudiados, incluidos los humanos, se ha encontrado gran afinidad por la
'I-Mel en el SCN'y en la PT. Los sitios de unién del SCN parecen mediar las acciones
circadianas de la melatonina, mientras que los sitios en la PT contribuyen a la respuesta
reproductora. En los ultimos afios se han detectado sitios de unién para la melatonina en la
mayoria de las estructuras periféricas estudiadas: sistema gastrointestinal, cardiovascular e
inmune, 6rganos como higado, pulmén, prostata ademas de células sanguineas (Song y

col,, 1995); (Mahle y col., 1997; Paul y col., 1999; Guerrero y col., 2002).

2.2.1.2.- Nomenclatura v _estructura molecular

El primer receptor de alta afinidad para melatonina fue clonado a partir de una genoteca de
expresion realizada con ARNm de una linea inmortalizada de melanéforos de Xenopus
laevis (Ebisawa y col., 1994). El ¢cDNA de dicho receptor codifica para una proteina de
420 aminoacidos con 7 dominios transmembrana pertenecientes a la GPCRs. La
identificacion de la secuencia del receptor en Xenopus permitid, a través de métodos de
exploracién basados en homologia, identificar tres subtipos de receptores para melatonina
en vertebrados, los cuales se denominaron Mel;a, Mel;b y Mel;c (Reppert y col., 1996).
Solo los receptores Mel;, y Mely, se expresan en mamiferos, mientras que Mel;, el
clonado originalmente por Ebisawa y cols., se expresa en organismos no mamiferos, como
anfibios, aves, peces. También se ha clonado un receptor adicional, el cual aun presentando
>40% de homologia y una relacion estructural con la familia de receptores para melatonina
no une la indolamina. Se conocen como receptores relacionados con melatonina (MRR),
los cuales se consideran miembros huérfanos de la GPCRs y parecen estar ampliamente

distribuidos en los tejidos neuroendocrinos (Reppert y col., 1995); (Drew y col., 2001).

El comité de nomenclatura de la IUPHAR establecié en 1998 una nomenclatura oficial
para los receptores de melatonina, la cual dictaba que el receptor Mel;a pasaba a llamarse
mtl (posteriormente se llamé MT;), mientras que el Mel;b se denomina MT,. La
nomenclatura [UPHAR no contempla a los receptores no mamiferos. Los sitios de unién
ML-2 fueron renombrados a receptor MT; por la TUPHAR. El perfil farmacoldgico
diferente de estos receptores con los de alta afinidad, permitié el desarrollo de ligandos

especificos y la subsiguiente purificacion del sitio de unién (Nosjean y col., 2000). La
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secuencia del producto aislado mostré que el sitio MT; no es un receptor acoplado a
proteinas G, como se habia sugerido previamente, sino que es el reflejo de la unién de la

melatonina a la enzima quinona reductasa (QR).

Los receptores de alta afinidad estan acoplados a proteinas G sensibles a toxina pertisica,
las cuales median la inhibicion de la adenilato ciclasa, presentan un 60% de homologia en
su secuencia de aminoacidos y se localizan en diferentes cromosomas (Masana y col.,
2001). El receptor MT consta de 350 aminoacidos, mientras que el M T, estd formado por
362, con un peso molecular estimado entre 37 y 40 Kda. El receptor MT, posee dos sitios
de glicosilacién en su regiéon N-terminal, mientras que el MT, dispone de uno. Ambos
poseen regiones sensibles a fosforilaciéon por PKC, CKI, CK2 y PKA, los cuales
participan en la regulacién de su funciéon (Navajas y col, 1996). Las siete hélices
transmembrana (TM 1-7) que constituyen su estructura molecular estdn unidas por tres

lazos intracelulares (IL,.3) y tres extracelulares (EL ;.3) (Figura 15).

aele)

Figura 15. Estructura general de los receptores acoplados a proteinas G

2.2.1.3.-Distribucidn v respuestas fisioldgicas de los receptores de membrana

Aunque los primeros estudios indicaban una distribucién mas restringida de los receptores
para melatonina en mamiferos, en los tultimos afios se ha detectado su presencia en

numerosas estructuras del SCN ademas de en un amplio espectro de tejidos periféricos y
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tipos celulares. La diversidad de los efectos biologicos de la melatonina podria ser un

reflejo de esta amplia distribuciéon de sus receptores. En roedores usando la técnica de

hibridacién in situ, se conocié que el ARNm del receptor MT; se encuentra en pars

tuberalis de la hipéfisis, en el nucleo supraquiasmatico y paraventricular del talamo SCN.

La melatonina juega un papel fundamental en la adaptacion del organismo a los cambios

ambientales y estacionales. Adema4s, tanto la melatonina endégenamente sintetizada, como

la melatonina exdgenamente administrada regulan un gran numero de respuestas

fisiolégicas, muchas de las cuales estan mediadas por un efecto de la melatonina sobre sus

receptores de membrana. Concretamente se han descrito respuestas fisiologicas mediadas

por los receptores de membrana en el SNC, el eje hipotdlamo-hipofisiario-gonadal, el

sistema cardiovascular y el sistema inmune, entre otros (tabla 1).
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Tabla 1. Respuestas fisiologicas mediadas por los receptores de melatonina en varios sistemas.
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2.2.1.4.- Transduccidn de sefial a través de los receptores MT; y MT,

Los receptores MT; presentan numerosas respuestas celulares a través de vias sensibles y
no sensibles a toxina pertisica. La activaciéon del MT; a través de proteinas G; (Giz y Gi3)
promueve tanto una inhibicién de la estimulacién de AMPc inducida por forskolina, como
de la actividad PKA y de la subsecuente fosforilacién de CREB (Massana y Dubocovich.,
2001), mientras que a través de las proteinas G, la melatonina incrementa la movilizacién
de IP; y calcio intracelular mediado por PLC. La activacién del MT}, via subunidades Gg,,
también potencia el efecto de la prostaglandina Fy,, tanto sobre la activacién de la PLC,
como sobre la liberacion de acido araquidénico. Los receptores MT; también modulan los
canales de potasio activados por calcio (BKCa®") y los canales de potasio rectificadores
entrantes (GIRK Kir 3), a través de proteinas G;i o Gy y Gip, respectivamente.
Adicionalmente, la activacién de dicho receptor estimula la actividad quinasa N-terminal
de c¢-Jun (JNK) a través tanto de proteinas G sensibles a toxina pertiisica (G;) como

insensibles a ella (G, G; y Gi6) (Chan y col., 2002)(Figura 16).

WX PEA wes Raf-1wr Raf-B
;/m:\ l ¢ l(*}

MEEYMI ERK1Z

‘Ca I+ ’F
Figura 16. Esquemas de las vias de sefializacién activadas a través de los receptores MT;

La activacion del receptor MT; inhibe la formacién de AMPc inducida por forskolina y la
acumulacion de GMPc, también aumenta la hidrélisis de fosfoinositol. A través de este
receptor, la melatonina también induce la activacién de JNK a través tanto de proteinas G;
sensibles a toxina pertiisica como de proteinas Gy insensibles a la misma (Chan y col,,

2002) (Figura 17).
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Proteinkinase (Cat
cascades GMP

Figura 17. Esquemas de las vias de sefializacion activadas a través de los receptores MT,

2.2.1.5.- Regulacion de la transduccion de seiial

Para mantener una respuesta celular eficiente y oportuna es esencial la regulacion de los
eventos implicados en la transduccion de sefial a través de los receptores. En este sentido,
al igual que ocurre con la mayoria de los miembros de GPCR, los receptores para
melatonina también estan regulados, pudiéndose hablar de una regulacion homologa
cuando se ejerce por la propia melatonina, o heter6loga a través de otros estimulos como el
fotoperiodo. Ya que los receptores estdn expuestos diariamente durante prolongados
periodos de tiempo a la melatonina (durante la noche), la regulaciéon de los mismos
mediante el fendmeno de la desensibilizacién ha sido ampliamente estudiado. El fendmeno
de desensibilizacion se puede llevar a cabo mediante desacoplamiento de la unidn receptor-
proteina G, la internalizacién de receptores y/o la down regulacién de los mismos (Witt-
Enderby y col., 2003). Respecto a la down regulacién, algunos autores han sugerido que la
disminucidn en la densidad de receptores observada tras la larga exposicién a melatonina o
tras el aumento nocturno de la misma se debe a un descenso en los niveles de ARNm de
dichos receptores. La melatonina, ademas de ejercer una regulacidn negativa sobre sus

receptores, también puede regularlos positivamente.

Los receptores para melatonina también estan sujetos a regulacién por otros elementos,
ademas de la melatonina. Los receptores presentes en ¢l SCN de rata, estan regulados por
el ciclo luz-oscuridad, ya que presentan bajos niveles durante la noche comparados con los

niveles diurnos, incluso en animales pinealectomizados (Masson-Pevet y col., 2000).

31



Araceli Gomez Corvera

2.2.2.- Receptores nucleares para melatonina

2.2.2.1.- Generalidades de los receptores nucleares

Aunque los primeros estudios que indicaban la existencia de receptores nucleares datan de
mediados de los 60, no fue hasta los 80 cuando se identifico el primer cDNA de una
proteina que codificaba para el receptor de estrogenos (ER). En los dos afios siguientes a la
identificacién de este primer miembro de la superfamilia de receptores nucleares, se
identificaron los receptores para todas las hormonas esteroideas, las hormonas tiroideas y
el acido retinoico, entre otras. Debido a que el descubrimiento de estos receptores
nucleares no iba precedido en la mayoria de los casos de estudios fisioldgicos, a la gran
mayoria de los alrededor de 200 miembros que actualmente tiene la superfamilia de los
receptores nucleares no se les conoce ligando, de ahi que se denominaran receptores
nucleares huérfanos (Smirnov, 2001). Los receptores nucleares proveen a los organismos
de la posibilidad de controlar directamente la expresion génica en respuesta a un amplio
rango de cambios a nivel ambiental, fisioldégico y de desarrollo. La actividad de los
receptores nucleares puede estar controlada al menos por tres mecanismos distintos: 1)
union de pequeflos ligandos lipofilicos al receptor o al complejo heterodimérico formado
por el mismo; 2) modificacion covalente, principalmente en forma de fosforilacion
regulada por eventos disparados en la membrana celular o durante el ciclo celular; y 3)
interacciones proteina-proteina, generalmente a través de contactos con otros factores de
transcripcion incluyendo los propios receptores nucleares. Estos mecanismos pueden darse

individual y/o conjuntamente (Figura 18).
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Figura 18. Vias de sefializacién que regulan las acciones genémicas de los receptores nucleares
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La estructura general de un receptor nuclear (Figura 19) incluye un dominio modulador
(A/B) en la region aminoterminal, €l cual presenta la mayor variabilidad en longitud y
secuencia primaria, debido al uso diferencial de promotores, a splicing alternativo y al uso
diferencial de sitios de inicio de traduccién. Este dominio suele contener una funcién de
transactivacion, conocida como AF-1. Un segundo dominio de unién a ADN (DBD),
también denominado dominio C. Los receptores se pueden unir al ADN como monomeros,
homodimeros o heterodimeros, dependiendo de la familia en cuestion. Las secuencias de
ADN reconocidas por el DBD se denominan elementos de respuesta a hormona (HREs) y
estan formadas por una o dos secuencias consenso de 6 nucledtidos (generalmente
AGGTCA). El dominio DBD es el mas conservado de todos, estd compuesto por dos
regiones en dedos de zinc formadas por 66-70 aminoacidos y una extensién aminoterminal
(CTE) de unos 25 residuos. El tercer dominio o el dominio D, es la regién bisagra, la cual
presenta gran variabilidad tanto en longitud como en secuencia y su funcién principal es
servir de bisagra entre la region DBD y la LBD, por ello posee gran flexibilidad, también
se ha observado que esta regién puede constituir un sitio de unidon de proteinas
correpresoras. El dominio LBD (E) recibe su nombre porque es el responsable de unir al
ligando, aunque tiene caricter multifuncional ya que ademas media los procesos de
dimerizacion y de transactivacién. La transactivacion esta mediada por un motivo
altamente conservado presente en el dominio denominado funcién de activacién 2 (AF-2),
localizado en el extremo carboxiterminal del LBD. El dominio F es el situado en el

extremo carboxiterminal, es un dominio opcional de corto tamafio (Giguere, 1999).

A/B c D E F
Modulator DBD Hinge LBD
( = L
AP-1 Zn*+ CTE CoR-box AF-2
DNA bindding Ligand and coactivator
binding pockets

Figura 19. Estructura general de un receptor nuclear
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2.2.2.2.- Subfamilia ROR/RZR

La subfamilia de los receptores Z retinoicos (RZR) o receptores huérfanos retinoicos
(ROR) incluye los productos de tres genes: las variaciones de splicing del RORa (RORal,
ROR@2, RORa3 y RZRa o RORo4) las cuales difieren en su dominio aminoterminal, el
RZRB y el RORy, los cuales contienen 523, 556, 548, 468, 459 y 560 aminoacidos en
humanos, respectivamente y poseen una organizacion estructural en dominios tipica de los

receptores nucleares (Smirnov., 2001).

2.2.2.3.- Ligandos de los receptores ROR/RZR

Aunque las hormonas retinoides dan el nombre a esta subfamilia de receptores, €stas no
son ligandos de los mismos. De hecho, el unico ligando descrito hasta la fecha es la
melatonina, la cual se une a dichos receptores con una Kd del orden de nM o sub-nM. El
descubrimiento de la interaccion de los receptores RZR/ROR con la melatonina estimuld la
busqueda de otros ligandos. El primero de ellos se identifico en 1995, cuando Wiesenberg
y col. mostraron que el compuesto CGP 52608, perteneciente a la familia de las
tiazolidindionas, era un ligando sintético de los receptores RZR/ROR, pudiendo actuar
como analogo funcional de la melatonina sobre sus receptores nucleares. Actualmente se
han descrito varios miembros de la familia de las tiazolidindionas que pueden actuar como
agonistas o antagonistas nucleares de melatonina (Missbach y col., 1996), mediante los
cuales se ha descrito que la melatonina puede regular ciertos procesos fisiologicos por

medio de la union a sus receptores nucleares.

2.2.2.4.- Distribucidn v regulacion

La expresion de los miembros de la subfamilia muestra una variedad significativa entre
tejidos. La expresién de RZRp es la mas limitada, detectandose casi exclusivamente en
tejido neuronal, relacionado con los sistemas sensorial, neuroendocrino y limbico. RORy
se expresa mayoritariamente en musculo esquelético, higado rifién y adipocitos, mientras
que su variante RORy-t (TOR) es especifica de timo, donde se expresa mayoritariamente
en timocitos CD4"/CD8". Las isoformas RZRo. / RORa se expresan en un gran nimero de
tejidos como hip6fisis, talamo, bulbo olfatorio, cerebelo (particularmente en células de

Purkinge), tejido adiposo, higado, cartilago, piel y testiculos, entre otros. Los receptores
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RZR/ROR son diana de factores que determinan la diferenciacién celular y la actividad

funcional de células diferenciadas.

La actividad de los receptores RZR/ROR, al igual que la de otros receptores nucleares,
puede ser regulada, ademas de por sus propios ligandos, por proteinas quinasa.
Concretamente, se ha descrito que la proteina quinasa IV dependiente de
calcio/calmodulina potencia la actividad transcripcional de los receptores RORal, RORa2
y RORy. Al contrario de lo que cabria pensar, el efecto de esta quinasa no involucra una
fosforilacion del receptor, en cambio parece actuar regulando la interaccion de una clase de
péptido que contiene un motivo LXXLL, caracteristico de coactivadores que interactuan

con AF-2 del LBD (Kane y col., 2000).

2.2.2.5.- Participaciéon de los receptores RZR/ROR en la regulacidn de procesos

fisioldgicos

La identificacién de elementos de respuesta a ROR (ROREs) en los promotores de genes
codificantes para proteinas implicadas en diversas funciones, la expresiéon y regulacion
diferencial de diferentes miembros de la subfamilia, al igual que la regulacién de los
RZR/ROR por diversos ligandos sugiere que la actividad de estos receptores abarca un
amplio espectro de procesos fisioldgicos. Los mejor documentados son la participacién de
dichos receptores en la regulacion de procesos inmunes, en la diferenciacion del SCN y la

modulacién del metabolismo de los lipidos.

La expresion del RORy-t protege a hibridomas de células T contra la muerte celular
inducida en el proceso de activacion, por medio de la inhibicién de fas ligando y de la
formacién de interleuquina 2 (IL-2). Ademas la expresién de esta isoforma aumenta
drasticamente justo antes de la activacion del timocito, sugiriéndose su participacion en el
proceso de maduracion del TCR, ya que también se ha detectado un RORE en la region 5’
del cluster TCR-Ja. La participacion RZRo y RORa en la regulacion del sistema inmune
se basa en la inhibicidn observada a través de estos receptores sobre la 5-lipoxigenasa, una
de las enzimas claves involucradas en la ruta biosintética de leucotrienos proinflamatorios
en los linfocitos B. Al contrario que en timocitos tanto la melatonina como sus agonistas
nucleares son capaces de estimular la produccion de IL-2 e IL-6 a través de los receptores

RZR/ROR.
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Se ha identificado una cepa de ratén cuyos miembros portan un receptor RORa truncado
en su region carboxiterminal, denominados staggerer mice, los cuales presentan un gran
numero de anormalidades, como temblores, desequilibrios de peso o disminucién de la
talla. El cerebelo de tales animales (donde se expresan normalmente dos isoformas del
RORa: el RORal y el RZRa) muestran un subdesarrollo, presentandose una disminucion
en las células de Purkinge, las cuales presentaron unas caracteristicas electrofisiolégicas
diferentes a los animales controles. Estos animales también presentaron defectos en el
bulbo olfatorio y en los procesos del desarrollo cerebral mediado por hormonas tiroideas.
La expresién de la apolipoproteina A-1 en intestino delgado también se encuentra muy
disminuida en estos animales, sugiriendo la participaciéon del receptor RORa en el

metabolismo lipidico.

También se ha relacionado al receptor ROR en los procesos de desarrollo ocular, ratones
doble negativos para el receptor presentan una degeneracién retinal que conduce a una
ceguera en los animales adultos. Estos animales también presentaron anormalidades en su

comportamiento circadiano y en su manera de andar (Smirnov., 2001).

2.3.- Funciones bioldgicas mediadas por la melatonina

Con respecto a las acciones bioldgicas de la melatonina, se encuentra plenamente aceptado
que la melatonina regula un gran niimero de procesos bioldgicos a través de sus amplias
funciones como sincronizador de los ritmos circadianos y estacionales. Asi mismo actia
como modulador de la maduracién sexual y los ciclos vigilia/suefio, ademas de poseer
capacidad antioxidante, oncostatica ¢ inmunomoduladora. En los tltimos afios también se
la ha relacionado con la regulacion del sistema cardiovascular, del metabolismo 4seo y en

determinados desdrdenes psiquiatricos y neurolégicos.

2.3.1.- La melatonina y la reproduccion

Ademas de la sincronizacion de los ritmos circadianos, una de las funciones mejor
establecidas de la melatonina en mamiferos es la regulaciéon de los ritmos estacionales a
través de la transduccién de la informacion fotoperiddica, ya que en todos los mamiferos

estudiados hasta la fecha, la adaptaciéon de los cambios estacionales a las condiciones
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ambientales es un fendmeno directamente relacionado con la glandula pineal. El mejor
ejemplo de ello es la activacién/inhibicion del eje reproductor. En este sentido, se ha
observado que animales pinealectomizados no presentan cambios estacionales en su
estatus reproductor o éstos pierden su sincronizaciéon con el ciclo anual, volviendo a
recuperarse tras la administracion de melatonina exdgena (Hoffman y Reiter., 1965;
Kennaway y col., 1987). La modificacién en la duracién de la produccién nocturna de
melatonina es la sefial mediante la cual el cerebro es capaz de integrar los cambios
fotoperiddicos y trasmitirlos al sistema reproductor (Pevet, 2003). En aquellos animales en
los cuales fotoperiodos cortos (otofio/invierno) inducen una activacion del eje reproductor,
como en ¢l caso del hamster, una mayor duracién en la secrecién nocturna de melatonina
induce la regresién gonadal, mientras que en aquellos que se reproducen en fotoperiodos
largos (primavera/verano), como las ovejas o los siervos, induce una estimulacién del

desarrollo gonadal.

El ritmo estacional en la fertilidad que presentan algunas especies esta dirigido
principalmente por los cambios en la frecuencia de liberacién de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) en el hipotalamo, la cual regula la liberacion de la hormonas
gonadotrépicas (LH y FSH) desde la hipdfisis y consecuentemente la funcién de los
organos reproductores. La melatonina parece actuar sobre el eje hipotilamo-
adenohipofisiario-gonadal a través de sus efectos sobre diferentes areas del hipotdlamo. La
identificacion de receptores para melatonina en el hipotalamo de diversas especies apoya el
efecto directo de la melatonina sobre el proceso (Sallinen y col., 2005). La melatonina
también actua sobre la pars tuberalis (PT), la cual presenta una gran densidad de receptores
para melatonina en todos los mamiferos estudiados, los cuales presentan cambios
estacionales, solo en aquellas especies fotoperiodicas. Recientemente se ha descrito un
efecto directo de la melatonina a través de sus receptores MT; en el testiculo de hamster,
mediante el cual promueve una inhibicién en la produccién de andrégenos y gonadotropina

coriénica (Frungieri y col., 2005). ™

Aunque la especie humana no se caracteriza por la presencia de fuertes patrones
estacionales, estudios realizados en diversas areas geograficas sugieren una distribucién
estacional de las concepciones. En latitudes septentrionales en las cuales puede haber hasta
2 horas extras de secrecion de melatonina en invierno, se han observado descensos

invernales en la concentracién de esteroides y en las concepciones (Rojansky y col,
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1992). Se ha observado que la exposicion a la luz brillante en la mafiana estimula la
produccién de cortisol y hormona luteinizante (LH) (Arendt, 2006). Una evidencia
adicional de la estacionalidad en humanos son los desérdenes afectivos estacionales
(SAD), caracterizados por episodios depresivos recurrentes asociados al invierno, los

cuales van remitiendo espontaneamente con el aumento del fotoperiodo.

La conexién entre la glandula pineal y la funcién reproductiva humana se establecio hace
mas de un siglo a través de las observaciones clinicas de los efectos de los tumores
pineales sobre el desarrollo de la sexualidad humana. Se ha sugerido una relacién causal
entre el comienzo de la pubertad y el descenso en la produccién de melatonina (Attanasio y
col., 1985). Elevados niveles de melatonina han sido encontrados en hombres con
hipogonadismo primario o infertilidad con oligospermia o azoospermia (Karasek y col.,
1990). Ha sido demostrado que los niveles de melatonina estan inversamente relacionados
con los niveles de estrogenos en mujeres con amenorrea secundaria funcional (Okatani y

col., 1994).

2.3.2.- La melatonina como sincronizador de los ritmos circadianos

Durante la evolucién de la vida en la tierra, las variaciones dia/noche han ejercido un gran
impacto en la adaptacién de la mayoria de las formas de vida a su medio ambiente. Como
consecuencia directa de esto, los humanos poseen un ritmo con una periodicidad
aproximada de 24 horas (circadiano) en muchos de sus proceso bioquimicos, fisiologicos y
comportamentales como el ciclo vigilia/suefio, la temperatura corporal, el metabolismo, la
presion sanguinea y la produccion de ciertas hormonas como el cortisol, la prolactina, la
hormona del crecimiento y la melatonina. En mamiferos, el control de este ritmo se ejerce
por el reloj biolégico principal, localizado en el SCN, el cual es sincronizado por los
niveles luminicos medioambientales percibidos por la retina a través del RTH, extendiendo
su sincronizacién a todo el organismo mediante la sintesis ritmica de melatonina, el
transductor endocrino que transforma la informacién luminica en una sefial quimica
proporcional a la longitud nocturna (Rajaratnam y col., 2001; Arendt y col., 2005).
Reciprocamente, la melatonina, a través de sus receptores de membrana, actia sobre el
SCN alterando tanto la actividad como el cambio de fase en la tasa de disparo de las

neuronas que lo componen (Liu y col., 1997) (Figura 20).
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Figura 20. Acciones de la melatonina como sincronizador endégeno.

Uno de los efectos mejor conocidos y mas aceptados de la melatonina es su capacidad
para sincronizar los ritmos circadianos. El efecto de la melatonina sobre la organizacion
circadiana se observa claramente en aves y reptiles, en estos organismos la pinealoctomia
provoca la aboliciéon de los comportamientos ritmicos, los cuales se revierten mediante
implante pineal (Vanecek, 1998). En los mamiferos estudiados hasta la fecha, la supresion
de la sintesis de melatonina no tiene efectos tan evidentes sobre la organizacion circadiana.
A pesar de ello se ha descrito la desincronizacién parcial o total de varias funciones
fisioldgicas tras la pinealoctomia, como el metabolismo de glicidos y lipidos (Lima y col.,
1998), el ritmo en la tasa de disparo neuronal y la actividad metabdlica en el SCN o la
expresion ritmica de sus receptores en pars tuberalis (PT) (Gauer y col., 1993). Otros datos
han mostrado que la melatonina contribuye a la disminucion de la temperatura ya que se
han identificado receptores para melatonina en vasos sanguineos periféricos, se propone
que esto podria ser el resultado de una vasodilatacién provocada por la estimulacion de los
receptores para melatonina. Se ha propuesto que la melatonina modula directamente la
secrecién de cortisol ya que se han demostrado receptores para melatonina en la glandula
adrenal de primates y dosis fisioldgicas de melatonina inhiben la produccién de cortisol in

vitro (Claustrat y col., 2005).
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El papel de la melatonina exdgena como agente cronobidtico, ha sido mostrado en un gran
numero de trabajos, se ha observado que la administraciéon de melatonina a ratas con un
ritmo circadiano libre de control medioambiental (free-running), las cuales carecian del
periodo intrinseco de aproximadamente 24 h promovia una sincronizacién del ritmo
circadiano (Redman y col., 1983). El modelo de free-running mas estudiado en humanos es
el dertivado de la ceguera, donde numerosos trabajos han mostrado la capacidad

sincronizadora de la melatonina (Sack y col., 2001).

Arendt y col., demostraron el efecto de la melatonina sobre la fase del sistema circadiano
en humanos, los cuales mostraron que la administracion diaria de 2 mg de melatonina a las
17.00 h. durante 3 semanas provoca un avance de fase (1-3 h) en 5 de los 11 sujetos
estudiados (Arendt y col., 1985). Estudios posteriores, han mostrado que la administracién
de melatonina al final de la etapa diurna o comienzo de la nocturna induce un avance de
fase, mientras que la administracién al final de la noche o al comienzo del dia promueve un

retraso de la misma (Lewy y col., 1992).

Aunque una caracteristica fundamental del reloj biolégico es su capacidad para reajustarse
o resincronizarse (mediante un avance o un retraso de fase) ante cambios ambientales, la
melatonina, a través de sus acciones cronobidticas, es capaz de acortar los tiempos de
adaptacion circadiana de dicho reloj. Esta propiedad es la base de la relevancia clinica que
la melatonina posee sobre los desequilibrios fisioldgicos relacionados con ciertos

desdrdenes del ritmo circadiano como el jet-lag y el trabajo por turnos.
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2.3.3.- Melatonina y sistema inmune

2.3.3.1.- Red neuro-endocrino-inmune

Uno de los descubrimientos mas notables en la biologia moderna, es el hallazgo de que el
sistema neuroendocrino y el sistema inmune utilizan un lenguaje quimico comun. Esta
inter-relacion se pone de manifiesto a través de un completo circuito de comunicacién
bidireccional por medio de neurotransmisores, hormonas neuroendocrinas, citoquinas y

sus respectivos receptores (Blalock, 2005).

Esta red neuro-endocrina-inmune, une al cerebro con el sistema inmune por medio de dos
vias principales: el sistema nervioso auténomo y el flujo neuroendocrino a través de la
pituitaria. Ambas vias liberan moléculas capaces de interaccionar con células del sistema
inmune. Tanto las vias noradrenérgicas como peptidérgicas liberan en el sistema inmune
moléculas como el neurotransmisor noradrenalina y los péptidos SP, somatostatina y VIP,
estas sustancias son capaces de interaccionar con sus receptores localizados en los diversos
organos y células linfoides, provocando numerosos efectos sobre la regulacién inmune
(Ader y col., 1995). Por otra parte, diversas hormonas y neuropéptidos como la hormona
del crecimiento, la prolactina, el factor liberador de corticotropina (CRF), la hormona
corticotropina (ACTH) y los opioides ejercen varias funciones en el sistema inmune, donde
se han descrito receptores para la gran mayoria de estas sustancias. Lesiones especificas en
las vias simpaticas, en el hipotilamo, sistema limbico, hipdfisis o en la glandula adrenal

también promueven cambios significativos en el sistema inmune.

Al igual que el sistema inmune puede ser diana de los mediadores neuroendocrinos, el
sistema también se comunica en sentido contrario, de ahi que cambios en el sistema
inmune puedan ir acompafiados de cambios en el hipotdlamo, en el sistema auténomo y en
diversos procesos endocrinos (Figura 21). Los principales mediadores de esta accion son
las interleuquinas, algunas de las cuales influencian la activacion del eje hipotalamo-
hipofisiario-adrenal (HPA) y procesos como la fiebre, el suefio, la conducta locomotora y

los estados de animo (Ader y col., 1995).
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Figura 21. Algunos ejemplos sobre las acciones del sistema inmune sobre el neuroendocrino

Ademas de la interconexion directa entre ambos sistemas mediada por la actuacién de las
sustancias propias de uno sobre receptores especificos situados en el otro y viceversa, en
los ultimos afios se ha descrito que esta comunicacion se puede llevar a cabo a través de un
lenguaje comtn, ya que se ha identificado sintesis endégena en el sistema inmune de toda
una constelacion de compuestos peptidicos, neurotransmisores, hormonas neuroendocrinas

y endorfinas (tabla 2).
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Source

Hormone/neurotransmitters

Peripheral blood
lymphocytes
T lymphacytes

B lymphaocytes
Macrophages

Splenocytes
Thymuocytes
Mast cells and
PMN cells
Megakarvocytes

Acetylcholine, melatonin

ACTH. endorphins, TSH, chorionic
gonadotropin, GH, PRL, [Metjenkephalin,
parathyroid-bormone-related protein,
IGE-1, ViP

ACTH, endorphins, GH. 1GF-1

ACTH, endorphins. GH, substance P, IGF-1,
atrial naturetic peptide

LH, FSH, CRH, adrenaline, endomorphing

CRH, LHRH, AVP, OT, adrenaline

VIP, somatostatin

Neuropeptide Y

Tabla 2. Péptidos, hormonas y neurotransmisores liberados por células del sistema inmune.

2.3.3.2.- Interconexidn entre la pineal v el sistema inmune

Actualmente la glandula pineal y su principal producto, la melatonina, se consideran
miembros de la compleja red neuro-endocrino-inmune. El concepto de que la glandula
pineal esta relacionada con el sistema inmune, fue propuesto por Berman y col. en 1926.
En un experimento tras alimentar gatos con extractos pineales de buey durante dos afios,
postularon que el aumento en la actividad, tamafio, inteligencia y resistencia que
presentaban dichos animales en comparacién a los no tratados se debia a una mejor
proteccién frente a enfermedades infecciosas. A lo largo de los ultimos 30 afios muchos
articulos han documentado la existencia de una relaciéon entre la glandula pineal y el

sistema inmune.

2.3.3.3.- Sistema inmune vy fotoperiodo

Muchas respuestas neuroendocrinas tienen ritmicidad circadiana y/o estacional y dada la
estrecha relacion entre el sistema inmune y neuroendocrino no es sorprendente que algunos
parametros inmunes muestren ambos tipos de ritmicidad. Diversos autores han estudiado la
asociacion entre el perfil ritmico en la produccion de melatonina y la sincronizacion de la
respuesta inmune. Diversos estudios han mostrado una ritmicidad circadiana y/o estacional

en parametros inmunes como la proliferacion celular en médula 6sea (Haus y col., 1983),
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el ratio de linfocitos CD8+ vs CD4+ (Paglieroni y col., 1994), la actividad celular NK y la
produccion de citoquinas (Petrovsky y col., 1997). El primer indicio acerca de una relacion
entre el fotoperiodo y el sistema inmune fue publicado por Vaughan en 1973,
demostrando una correlacion directa entre los dias cortos y un incremento del peso del
timo en ratas de campo, similares resultados fueron obtenidos en hamster. Desde entonces,
numerosos estudios han sido realizados al respecto, cuya conclusién general indica una

asociacion entre los dias cortos y la estimulacion del sistema inmune (Nelson, 2004).

El primer trabajo indicando un control fotoperiddico mediado por la melatonina del
sistema inmune fue realizado por Kuci y col. (1988), observaron que el maximo nocturno
de produccién de melatonina estaba estrechamente sincronizado con el valor maximo de
proliferacién de células progenitoras para macréfagos y granulocitos (CFU-GM) en
ratones C57BL/6JHAN. En la ultima década, la asociacién entre la secrecidn ritmica de
melatonina y el comportamiento ritmico del sistema inmune ha sido confirmada a lo largo
de numerosas publicaciones realizadas en diverasa especies, incluyendo humanos. Asi,
Giordano y col., describieron en 1993 que la administracion diaria de melatonina era capaz
de promover variaciones estacionales en la ADCC, provocando un aumento de la misma
en verano y no afectandola en invierno. En aves también se ha descrito una estrecha
relacion entre el incremento nocturno de melatonina y el aumento en la actividad fagocitica

en heteréfilos, las principales células fagociticas en aves (Rodriguez y col., 1999).

Se ha propuesto que el patrén nocturno de melatonina en fotoperiodos cortos promueve un
aumento en la funcién inmune en prevision de las dificultades invernales, cuando las bajas
temperaturas y la menor disponibilidad de alimento podrian comprometer la respuesta
inmune. Por lo tanto, el incremento en la sintesis de melatonina podria actuar como
indicador para dirigir la energia destinada al crecimiento y a la reproduccién hacia la

termogénesis y la funcién inmune (Nelson y col., 2004).

La interconexién pineal-inmune, como parte constituyente de la red neuro-endocrino-
inmune, es un circuito bidirecional, varios estudios han mostrado como el sistema inmune
también ejerce sus efectos sobre la glandula pineal. Se ha demostrado que el IFN-y
aumenta la produccion de melatonina en cultivos de pineal de rata en condiciones basales,
mientras que en aquellos estimulados con isoproterenol el IFN-y ejercia un efecto dual

dependiente de la dosis del agonista (Withyachumnarmkul y col., 1991). Otros
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experimentos han mostrado que la administracién de IL-1f recombinante inhibe los
niveles séricos de melatonina en rata a través de un mecanismo mediado por sus
receptores, mientras que los factores estimuladores de colonias tanto de granulocitos (G-
CSF) como de granulocitos y monocitos (GM-CSF) estimulan la sintesis de melatonina

tanto in vivo como in vitro (Zylinska y col., 1995).

2.3.3.4.- Efectos de la pinealectomia sobre el sistema inmune

El papel de la glandula pineal sobre la regulacion del sistema inmune ha sido ampliamente
estudiado en roedores y aves sometidos a pinealectomia quirdrgica y funcional. Esta ultima
se puede llevar a cabo por la eliminacién o lesién de las estructuras que inervan la pineal,
como el SCG, manteniendo los animales bajo luz continua o inyectindolos con
antagonistas de los receptores P-adrenérgicos (propanolol), los cuales bloquean la

activacién adrenérgica pineal y la consecuente producciéon de melatonina.

La pinealoctomia presenta una relacion directa con el peso de érganos linfoides primarios
y secundarios. Asi, el timo y el bazo de ratones, ratas y hamster pinealectomizados
presentan un significativo descenso de peso, que en algunos casos puede llegar a ser del
70% (Vaughan y col., 1971; McKinney y col., 1975). En ratones BALB/c sometidos a luz
continua se ha observado una anormal involucién timica, presentandose una ausencia de
linfoblastos y una masiva deplecién de linfocitos en la corteza. La mayor alteracién
observada en bazo es la pérdida de centros germinales y una aparente inactividad de la
pulpa roja, mientras que la pineloctomia produjo una disminucién en el peso en los
nodulos linfaticos asociada a una pérdida folicular en la corteza exterior, un area
dependiente de células B, junto con una reduccién en el mimero de linfocitos en el

paracortex, area dependiente de células T (Maestroni y col., 1986).

La pinealoctomia en ratas recién nacidas conlleva una desorganizacién timica (Csaba y
col., 1975), mientras que en ratas adultas disminuye la actividad de las enzimas L-ornitina-
descarboxilasa (ODC) y la S-adenosil-L-metionina descarboxilasa (SAMD) timicas
(Scalabrino y col., 1979; Fraschini y col., 1980), ambas pertenecen a la ruta biosintética de

las poliaminas y estan relacionadas con el crecimiento y la diferenciacion celular.
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La respuesta inmune también se observa afectada tras la inactivacidon pineal, ratas
pinealectomizadas a las 6 semanas de vida presentan una respuesta inmune disminuida,
cuantificada como reactividad de Arthus (Jankovic y col.,, 1970). Se ha descrito que la
pinealectomia neonatal en ratas retrasa la curacién de heridas, provoca alteraciones
hematolégicas a nivel de linfocitos, eritrocitos y leucocitos y provoca una deficiencia en la
respuesta del cerebro a la infeccidn causada por Staphylococcus aureus (Beskonakli y col.,
2000). La exposicion de luz continua causa un descenso en la produccién de péptidos
timicos como la timosina al y timulina (Molinero y col., 2000) y potencia el efecto de la
inmunosupresion inducida por catecolaminas a través de los receptores o-adrenérgicos.
Ratones BALBc tratados con propanolol también presentan una disminuciéon en la
produccion primaria y secundaria de anticuerpos en respuesta a la inyeccién de eritrocitos
de oveja (SRBC) solo cuando el antagonista es administrado al atardecer (Maestroni y col.,
1986).

2.3.3.5.- Efectos de la administraciéon de melatonina sobre el sistema inmune

La administracién de melatonina en aves y mamiferos incluidos los humanos influye sobre
el sistema inmune. La mayoria de los datos publicados en esta linea han confirmado que la
administracién de melatonina in vivo promueve un aumento en la morfologia de los
érganos inmunes (Guerrero y col., 2002). Observandose un aumento en el peso del timo
y/o el bazo en varios roedores tanto en condiciones basales como en condiciones de
mmunosupresion inducidas por glucocorticoides (Haldar y col., 2004) o la edad (Tian y
col., 2003). La administracién de melatonina también protegié a ratas contra los efectos
inducidos por la dexametasona, como la pérdida de peso corporal o la atrofia timica y

adrenal (Mori y col., 1984).

La administracion de melatonina incrementa la respuesta mitogénica en esplenocitos de
ratéon en respuesta a concavalina A (ConA) y lipopolisacarido (LPS). También se han
observado efectos sobre la respuesta mediada por células en mamiferos, en los cuales se ha
demostrado un efecto inmunoestimulador de la melatonina. En ratones, la administracion
de melatonina provoca un aumento del nimero de células NK y monocitos en médula ésea
(Currier y col., 2000) y un aumento en la ADCC, en el caso de ratones BALB/c (Giordano
y col.,, 1993), mientras que en humanos se ha descrito un incremento en la actividad NK

inducida por la administraciéon de melatonina (Lissoni y col., 1986).
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Los efectos de la  melatonina sobre la respuesta humoral en animales no
inmunodeprimidos no son tan claros. Una funcién adicional de la melatonina en el sistema
Inmune es su participacion en la regulacion de la expresion génica de citoquinas y otros
mediadores inmunolédgicos en bazo, timo, nédulos linfiticos y médula 6sea. Numerosos
estudios realizados en diversas cepas han mostrado que la melatonina es capaz de aumentar
la presentacion antigénica por los macréfagos esplénicos a la vez que incrementa la
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC 1I) y la produccién
de IL-1 y TNF-a (Pioli y col., 1993). En ratas, la melatonina aumenta la produccién del
péptido timico timosina al a través de un incremento en la expresion del gen de la
protimosina o (Molinero y col., 2000). La melatonina inyectada al atardecer aumenta la

produccion de IFN-y en suero de hamster sirio (Champney y col., 1998).

Una de las funciones por las cuales la melatonina ejerce su control sobre el sistema inmune
es la apoptosis. Mientras que la administracién oral de melatonina inhibe la apoptosis de
células B en su estadio pre-B en médula 6sea murina (Yu y col., 2000), las acciones
antiapoptoticas sobre las células T se llevan a cabo en todas las etapas del desarrollo timico

en ratas (Sainz y col., 1995).

Quizé la situaciones en las cuales los efectos estimuladores de la melatonina sobre el
sistema inmune son mejor demostradas son aquellas en donde existe inmunosupresion.
Maestroni y col., han puesto de manifiesto el efecto de la melatonina sobre ratones
inmunosuprimidos con propanolol o corticosterona, en los cuales la melatonina
contrarrestd la disminucién en la respuesta de anticuerpos primarios contra la
inmunizacién por SRBC (Maestroni y col., 1986). En ratones ancianos o tratados con
ciclofosfamida, el tratamiento con melatonina aumenta la actividad de las células T helper
y la producciéon de IL-2 (Caroleo y col., 1990; 1992). En base a diversos trabajos,
Maestroni y col. han propuesto que estos efectos podrian estar mediados por péptidos
opioides, ya que el uso de naltrexona, un antagonista opioide especifico, previene los

efectos inmunoestimuladores de la melatonina (Maestroni y col., 1987; 1989).

A diferencia de los estudios in vivo, los resultados acerca del uso de melatonina en

modelos in vitro parecen contradictorios. Estudios en esplenocitos de ratén han mostrado
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que la melatonina incrementa la produccién de IFN-y (Colombo y col., 1992). También se
ha observado en cultivos primarios de linfocitos humanos, que la melatonina a una
concentracion de 1nM, incrementa la proporcion de células que portan receptores de IL-2
(IL-2R) en presencia de fitohemaglutinina (PHA) (Fraschini y col., 1990). Linfocitos
aislados de nifios con amigdalitis aguda presentaron una disminucion de la subpoblacién de
linfocitos B, la cual fue restaurada tras el cultivo con 1nM de melatonina (Lopez-Gonzalez
y col., 1998). Dosis de melatonina entre 107 y 10 incrementan significativamente la
proliferacién en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) (Kuhlwein y col,,
2001). Se ha demostrado que la melatonina a una concentracién de 0.1 nM, es capaz de
activar células T (Th1l) humanas a través de un incremento en la produccién de IL-2 e IFN-
v (Garcia-Maurifio y col., 1997). Estos autores también han descrito un aumento en la
produccién de IL-2 por la linea celular linfocitica Jurkat, tras la subestimulacién de las
células con PHA o con PMA (Garcia-Maurifio y col., 2000). Se ha descrito un efecto
represor de la melatonina sobre la expresion génica de la 5-lipoxigenasa en cé€lulas B
humanas (Steinhilber y col., 1995). Contrariamente, otros estudios no han encontrado
efectos de la melatonina, ni en células en reposo ni estimuladas con PHA, ConA o PMA.
Asi la melatonina, tanto a bajas como a altas concentraciones no activa la proliferacién de
c€lulas inmunes en humanos (Wolfler y col., 1998), rata y ratén (Pahlavani y col., 1997).
Ademas de linfocitos, los monocitos también son una diana para la accion de la
melatonina. Asi la combinacién de 0.1 nM de melatonina y LPS induce citotoxicidad en
monocitos humanos a través de un incremento en la produccion de IL-1 y especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Morrey y col., 1994). Otros autores han descrito que la misma
concentracion de melatonina activa la produccién de 1L-6 e IL-12 (Garcia-Maurifio y col.,
1999) y disminuye la de IL-10 en PBMC (Kuhlwein y col., 2001). Tanto el incremento en
IL-12 como el descenso de IL-10 inducidos por la melatonina pueden actuar sobre la célula
T causando una respuesta Th1. La melatonina también aumenta la produccién de TNF-y y
disminuye la liberacion del factor tisular (TF), el disparador mas potente de la coagulacion
sanguinea en monocitos (Fjaerli y col., 1999). Finalmente, la melatonina a concentraciones
farmacologicas reduce la produccion de NO en macréfagos inmunoestimulados con LPS a
través de un descenso en la expresion génica de la NOS inducible (iNOS) asociado a la
inhibicién del factor de transcripcion (NFkB) y una disminucion de la cantidad de proteina

(Gilad y col., 1998; Zhang y col., 2004).
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En médula dsea, la melatonina actiia sobre el sistema hematopoyético, donde promueve
una actividad estimuladora de colonias asociada a la induccién de citoquinas opioides
(MIOS) derivadas de células Th (Maestroni y col., 1994; Maestroni y col., 1986). Estos
efectos parecen ejercerse a través de los receptores opioides del tipo 1, identificados en

macréfagos de médula 6sea, y por la IL-1 (Maestroni y col., 1999).

La respuesta inmune innata también ha sido estudiada en ensayos in vifro y se ha
observado que la melatonina tiene un efecto bifasico sobre el estallido respiratorio
inducido por PMA en neutrofilos, mientras que bajas dosis (10 nM) incrementa la
respuesta, dosis altas (2 nM) la inhiben (Pieri y col., 1998). También, se ha descrito que la
melatonina inhibe la produccién de TNF-a e IL-8 inducida por LPS en neutréfilos (Silva y
col.,, 2004). En la figura 22 se resumen las posibles funciones de la melatonina en
diferentes células del sistema inmune.
Respiratory

Phagooylic Burst
activity oy

Circulating
neutraphils

Circulating
lymphocytes
monocytes

Figura 22. Regulacién de la melatonina sobre el sistema inmune
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2.3.3.6.- Receptores de melatonina en el sistema inmune

Otro hecho que pone de manifiesto la relacion existente entre la melatonina y el sistema
iInmune es la presencia de receptores en el mismo en una gran diversidad de 6rganos y
células inmunes de diversas especies: aves y mamiferos, incluidos los humanos. Los
primeros estudios con '*> [-Mel mostraron sitios de unién, la mayoria de alta afinidad para
la melatonina, en bolsa de Fabricio de diversas aves, bazo y timo de aves y roedores y
células inmunes humanas como linfocitos, monocitos y granulocitos, con valores de Kd

que oscilaban entre 0.03-1 nM.

La localizacién celular de los receptores de melatonina ha sido ampliamente discutida por
los investigadores. Aunque los primeros estudios hicieron creer que los receptores estaban
localizados unicamente en la membrana plasmatica, la existencia de receptores nucleares
para la melatonina es cada vez mas evidente. Actualmente existen suficientes evidencias y
para afirmar no s6lo que la melatonina interacciona con receptores de membrana y
nucleares, sino que ademas ejerce a través de los mismos importantes efectos reguladores

sobre el sistema inmune;

a) Se han detectado sitios de unién en membrana de timo y bazo de diversas aves
(Poon y col., 1993; Rafii-Fl-Idrissi y col., 1996) y roedores (Lopez-Gonzalez y col.,
1993; Martin-Cacao y col., 1993), en linfocitos humanos y macréfagos peritoneales
murinos (Garcia-Pergaiieda y col., 1999). Mediante estudios funcionales se ha
mostrado que los receptores de membrana presentes en linfocitos humanos estan
acoplados a proteinas G sensibles a toxina pertusica, a través de los cuales la
melatonina es capaz de inhibir la produccién de AMPc inducida por forskolina y
estimular la de DAG y GMPc (Lopez-Gonzales y col., 1992; Garcia-Pergafieda y
col., 1997). Por otro lado, la primera demostracion de un sitio de union especifico
para melatonina a nivel nuclear fue realizada en 1993, cuando Liu y col,
observaron que el 50% de la unién de un homogenado a la bolsa de Fabricio se
realizaba a la fraccion nuclear y solo el 15% a la membrana (Liu y col., 1993). Se
han localizado sitios de unién nucleares en homogenado de bazo de cobayas
(Poon y col., 1992), en homogenado de timo murino y mas recientemente en

nucleos celulares aislados de timo y bazo de rata (Rafii-El-Idrissi y col., 1998).
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b) En la dltima década se han podido detectar la expresion génica de los ARNm que
codifican algunos receptores para melatonina en ciertos érganos y células del
sistema inmune. Se ha detectado la expresion del receptor de membrana MT; en
subpoblaciones de linfocitos T y B de timo y bazo de rata (Pozo y col., 1997).
Posteriormente se demostré la expresion del receptor de membrana MT; y los
receptores nucleares RZRa, RORal y RORa2, en células Jurkat (Garcia-Maurifio y
col., 2000), asi como la presencia d¢ ARNm para MT;, RZRa, RORal y RORa2,
en diversas subpoblaciones de PBMC (Pozo y col., 2004).

c) Eldesarrollo de agonistas y antagonistas especificos para ambos tipos de receptores
de melatonina (Missbach y col., 1996; Dubocovich y col., 2003) ha permitido la
caracterizacion de diversos efectos de la melatonina en el sistema inmune mediados
por receptor. Se ha observado en macré6fagos peritoneales de ratén, que el efecto
inhibitorio de la melatonina sobre la produccién de AMPc mediada por forskolina
puede bloquearse por luzindole (Garcia-Pergafieda y col., 1999). La administracion
de luzindole tanto in vivo como in vitro atenta la activacion de la proliferacion de
linfocitos esplénicos, tanto en ratones silvestres como MT; -/- sugiriendo una
implicacion directa del receptor MT, (Drazen y col., 2001). A través del uso de
diversas tiazolidindionas como analogos de los receptores nucleares de melatonina,
se ha puesto de manifiesto que el efecto estimulatorio de la melatonina sobre la
produccién de IL-2 e IL-6 en PBMC humanos parece deberse a una interaccién con
sus receptores nucleares, ya que el CGP 52608 fue capaz de mimetizar los efectos
de la melatonina, mientras que el S 20098 no produjo ningun efecto (Garcia-
Maurifio y col., 1997; 1998), similares resultados fueron obtenidos por los mismos

autores en células Jurkat (Garcia-Maurifio y col., 2000).

2.3.4.- La melatonina como agente antioxidante

El estudio pionero de Tan y col. mostré que la melatonina puede neutralizar los OH:
generados por fotdlisis de H,O, de una manera dependiente de la dosis y con una
eficiencia entre 5 y 10 veces superior a neutralizadores como el glutation y el manitol.
Estudios posteriores tanto in vivo como in vitro han confirmado este hecho. El producto
formado por la neutralizaciéon de dos moléculas de OH- por la melatonina se ha

identificado como la 3-hidroximelatonina ciclica (Tan y col., 1998), la cual se excreta por
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orina de una forma proporcional tanto a la cantidad de melatonina administrada como al
grado de oxidacion, por ello los niveles de este compuesto se consideran un indice de la
capacidad neutralizadora de la melatonina frente al OH-. Recientemente se ha demostrado
que la 3-hidroximelatonina ciclica posee capacidad neutralizadora de radicales libres por si
misma (Tan y col., 2003). La melatonina también posee capacidad para neutralizar H,O,
(Tan y col., 2000), aunque el mecanismo mediante el cual ocurre no ha sido bien detallado,
producto de esta interaccidbn se obtiene el metabolito Nj-acetil-N,-formil-5-
metoxiquinuramina (AFMK), cuya capacidad antioxidante contra el dafio oxidativo
inducido por HO, en ADN vy lipidos también se ha puesto de manifiesto (Tan y col,,
2001). La capacidad neutralizadora sobre la formacién y la citotoxicidad del singlete de
oxigeno ('02) también se ha mostrado. '02 es una forma de oxigeno de alta energia
generada normalmente por reacciones de fotosensibilizacion de colorantes y pigmentos
bioldgicos. Al igual que el proceso de neutralizacion del H,O,, la oxidacién que la
melatonina sufre en la neutralizacién genera el metabolito AFMK (de Almeida y col.,
2003). La melatonina se considera un eficiente neutralizador del radical peroxilo (LOO")
in vivo, tanto por su acciéon directa sobre dichos radicales como a través de la
neutralizacién de radicales hidroxilo (OH-) y el anién peroxinitrito (ONOO ) (Reiter y col.,
2003) . La detoxificacion de HOCL, agente altamente oxidante formado por la
mieloperoxidasa en neutréfilos activados, también ha sido evidenciada entre las acciones
antioxidantes de la melatonina (Dellegar y col., 1999) al igual que la neutralizacién de
diversas especies reactivas de nitrogeno (RNS) como el NO-, ONOO " y el anién

peroxinitroso (ONOOH) (Blanchard y col., 2000).

Las enzimas antioxidantes son un mecanismo de defensa fundamental contra el dafio
inducido por radicales libres, ya que mediante su metabolizacién dichas enzimas los
convierten en especies menos reactivas o productos no téxicos. La primera relacion entre la
melatonina y un enzima antioxidante se describié hace mas de 10 afios cuando se observo
que la administracién de dosis farmacolégicas de melatonina en ratas y pollos aumentaban
marcadamente la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx). Ademas la melatonina
también estimula la actividad de la enzima glutation reductasa (GR) y la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD), que aunque no se considera una enzima antioxidante como tal,
genera NADPH el cual es usado como cofactor por la GR. La melatonina también induce
un aumento en las actividades de las enzimas catalasa (CAT) y superdxido dismutasa

(SOD). Por otra parte, estudios moleculares han mostrado que la melatonina también
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induce un aumento en la expresion de los ARNm de GPx, CuZnSOD (dependiente de
cobre y zinc) y MnSOD (dependiente de manganeso) (Rodriguez y col., 2004; Reiter y
col., 2004). Cuando la melatonina se compar6 individualmente con los antioxidantes
clasicos como las vitaminas E y C en modelos in vivo de alto estrés oxidativo, la

melatonina exhibi6 una potencia superior a dichas vitaminas (Tan y col., 2002).

Debido a que numerosas patologias humanas cursan con dafio oxidativo, muchos estudios
han mostrado los efectos beneficiosos de la melatonina en diversas situaciones
patofisiologicas. Asi se ha observado que la melatonina reduce el dafio neuronal en la
enfermedad de Alzheimer, protege de la muerte a neonatos prematuros que presentan
shock endotoxico o asfixia neonatal, asi como en el sindrome de dificultad respiratoria

(RDS) y en diversos modelos de isquemia/repercusion (Reiter y col., 2003; 2004; 2005).

Aunque los mecanismos de accidn a través de los cuales la melatonina ejerce sus efectos
antioxidantes estan siendo activamente estudiados, todos los estudios realizados al
respecto indican que la accién directa de la melatonina sobre la neutralizacién de radicales
libres se ejerce a través de mecanismos independientes de receptor, favorecido por la gran
facilidad que posee la melatonina para alcanzar cualquier rincén del organismo debido a su
solubilidad en cualquier medio bioldgico. Por otra parte, el efecto de la melatonina sobre el
sistema de enzimas antioxidantes parece ejercerse a través de mecanismos mediados por

receptor (Carrillo-Vico y col., 2006).

2.3.5.- Efectos oncostaticos de la melatonina

Los efectos in vivo en animales han mostrado que la administracién de la melatonina
disminuye la progresién de tumores espontaneos, transplantados o inducidos por agentes
cancerigenos en ratas, ratones y hamsteres. La melatonina enddgena secretada por la
glandula pineal también se considera una sefial oncostatica, ya que tras la pinealectomia se
ha observado una aceleracion en el crecimiento de diversos tumores, la cual se contrarresta
tras la administracion exdgena de melatonina (Macchi y col., 2004; Sanchez-Barcel6 y
col., 2005). En humanos, el uso de la melatonina reduce el crecimiento tumoral y prolonga
la supervivencia frente a algunos tipos de tumores. Los estudios en humanos son
especialmente relevantes ya que la mayoria de los mismos se han realizado en sujetos que

no respondieron a ninguna de las terapias convencionales . Los efectos oncostaticos de la
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melatonina son especialmente importantes en aquellos tumores dependientes de hormonas
reproductoras, como el de mama o el de ovario (Hill y col., 1992; Sanchez-Barceld y col,,
2003). En este sentido, una reciente revision sobre diversos estudios epidemioldgicos ha
mostrado un posible incremento en el riesgo de contraer cancer de mama en aquellas
mujeres que trabajan por turnos, auxiliares de vuelo y en aquellas sometidas a campos
magnéticos y luz artificial nocturna (Travis y col., 2004), situaciones en las cuales en las

cuales se produce una eliminacién o desorganizacion de la sintesis ritmica de melatonina.

Los estudios in vitro también han mostrado la capacidad antiproliferativa de la melatonina
en diversas lineas celulares tanto humanas como murinas (mama, endometrio, ovario,
coriocarcinoma, prdstata, colon, melanoma, neuroblastomas, etc.). Sin embargo algunos
trabajos no han mostrado efectos de la melatonina, incluso algunos han descrito efectos
oncogénicos (Blask y col., 2002). Algunos estudios in vitro han mostrado que mientras que
concentraciones fisiolégicas de melatonina tienen un efecto oncostatico, cuando se usa a

concentraciones farmacologicas ejerce un efecto oncogénico.

Con respecto a los mecanismos de accion implicados en los efectos de la melatonina, uno
de ellos estd basado en la capacidad antioxidante, a través de la cual la melatonina reduce
el dafio en el ADN inducido por ROS y RNS, el cual es de gran importancia en el
comienzo de un proceso oncogénico, como en la progresién tumoral. Una vez formado el
tumor, la melatonina puede alterar su crecimiento mediante otras vias. Blask y col.
definieron un mecanismo mediante el cual la melatonina, a través de un proceso mediado
por sus receptores de membrana, inhibe la captacion de acido linoleico (LA) y su posterior
conversion intracelular a 4cido 13-hidroxidecanoico (13-HODE), un metabolito que induce
proliferacion celular a través de un aumento en la mitogénesis mediada por el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) por medio de la via de las MEK y las ERK1/2 quinasas,
tanto en células de hematoma como en células de cancer de mama transplantadas (Blask y
col.,, 2003; 2004). Se ha descrito que la melatonina es capaz de inhibir la actividad
telomerasa en la linea celular de cancer de mama MCF-7. La telomerasa es solo activa en
la mayoria de las células tumorales, células de la linea germinal y en aquellas con una alta
tasa de recambio (sangre, piel e intestino). La melatonina inhibié tanto la subunidad
catalitica como la subunidad compuesta por ARN de la enzima, promoviendo una
reduccion en el crecimiento tumoral de dichas células cuando fueron transplantadas en

ratones nude (Leon-Blanco y col., 2003). Las acciones antiestrogénicas de la melatonina
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también se han descrito como posible base de la inhibicién que la melatonina ejerce en
ciertos tumores mamarios dependientes de hormona. La melatonina suprime la actividad
transcripcional del receptor de estrogeno a través de su receptor de membrana MT; (Kiefer
y col., 2005). Otros estudios también han mostrado que la melatonina inhibe Ia
transcripcién del receptor de estrogenos a través de una via mediada por calmodulina (del
Rio y col., 2004), mientras que el receptor nuclear RZRa también ha sido involucrado en el
proceso. En esta misma linea celular también se ha descrito que la melatonina puede actuar
sobre la sintesis local de estrogenos, ya que es capaz de inhibir la actividad aromatasa,
enzima encargada de la biosintesis de estrogenos a partir de testosterona (Cos y col., 2005).
Ademas de los mecanismos descritos la melatonina posee una clara accion antiapoptdtica
en diferentes lineas tumorales, la cual potencia sus efectos oncostaticos (Sainz y col.,

2003).
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objetivos

La melatonina, el principal producto de la glandula pineal, tiene entre sus acciones
biolégicas un importante papel inmunomodulador, regulando la produccién de un gran
numero de citocinas. Ademads el efecto directo de esta hormona se ha confirmado al
demostrar la existencia de receptores especificos en células inmunocompetentes. En los
ultimos afios, se ha demostrado sintesis de melatonina en diferentes tejidos extrapineales,

entre las que se encuentan células y tejidos del sistema inmune.

En este proyecto nos proponemos analizar el papel de la melatonina y sus acciones

en diferentes tejidos y células inmunocompetentes, realizando para ello un doble abordaje:

In vivo:
1.- Estudiar la expresion del gen del enzima arilalkilamina-N-acetiltransferasa
(AANAT) en diferentes tejidos del sistema inmune en dos cepas de raton:

Swiss y CS57BL/6 (deficientes en la sintesis de melatonina pineal) y en la cepa
C3H/HeNHsd (usado como control),

2.- Estudiar la sintesis de melatonina en cultivos primarios de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) en las tres cepas de ratén en

reposo y estimuladas con PHA.

In vitro:

3.- Desarrollo de un modelo celular knockout condicional para la sintesis de
melatonina en una linea linfocitica humana (células Jurkat), utilizando un
RNA antisentido frente al enzima hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT)

ultimo enzima de la ruta biosintética de melatonina.
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Material y métodos

1.- SINTESIS DE MELATONINA EN EL SISTEMA INMUNE EN DIFERENTES
MODELOS MURINOS.

1.1.- Animales

Se utilizaron tres cepas de ratén: La cepa C57BL/6], la cudl se ha descrito como
deficiente en la produccion de melatonina, debido a un error en el splicing de la AANAT
(Roseboom y col., 1998). La cepa Swiss que presenta bajos niveles de melatonina (Vivien-
Roels y col., 1998) y por ultimo la cepa C3H/HeNHsd como control (Goto y col., 1989).
Todos los ratones fueron machos y se adquirieron en el laboratorio Harlan Ibérica, S.L. Se
mantuvieron en el animalario de la facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla,
hasta su sacrificio. Todos los animales recibieron agua y dieta comercial de férmula
cerrada (Safe, Francia) ad libitum y fueron mantenidos bajo condiciones constantes de
temperatura (22°C) y humedad (45 + 5%), asi como en un ciclo controlado de luz-
oscuridad con 14 horas de luz y 10 de oscuridad (14:10). La luz se apaga desde las 20.00
hasta las 06.00 horas. Todos los protocolos llevados a cabo han seguido las
recomendaciones de la Unién Europea relativas a la experimentacién animal (Directiva del

Consejo de Europa 86 /609 /CEE).

1.2.- Obtencion de las muestras

Los animales fueron sacrificados a las 9 semanas de edad, entre las 9 y 10 de la mafiana,
por decapitacién sin anestesia. Tras el sacrificio de los animales se obtuvieron y se
preservaron muestras de sangre de cada animal por separado, en tubos vacuette® de 3 ml.
con EDTA como anticoagulante, manteniéndose a 4 °C hasta su procesamiento. Se
tomaron muestras de médula 6sea de las patas traseras del animal (Conti y col., 2000), de
las que se obtuvieron células y se criopreservaron hasta su utilizacion. También se

obtuvieron tejidos tales como la glandula pineal, el bazo y el timo.

1.2.1.- Obtencidn de plama v células

Para obtener el plasma de las tres cepas de raton, los tubos con las muestras de sangre se
centrifugan a 1800 rpm por 5 minutos a 4 °C en una centrifuga (Beckman 21 R, Palo

Alto, CA, USA), quedando el paquete globular en el fondo del tubo y en la parte superior
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un liquido amarillento correspondiente al plasma. Dentro de una cabina de flujo laminar
vertical (Revco habitat, Asheville, NC, USA), el plasma de cada muestra se recogiod
cuidadosamente por aspiraciéon con un pipeta Pasteur de vidrio y se pasé a otro microtubo.

Se congelaron a -20 °C hasta su analisis.

La purificacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se obtiene por
centrifugacién en un gradiente de densidad ficoll hypaque (Seromed Biochrom, Berlin,
Alemania) seglin el método de Boyum (Boyum, 1968). Separado el plasma, al precipitado
celular se les afiadié 1 ml de solucidn salina fisioldgica. Posteriormente se deposita sobre
2 ml de ficoll 'y rapidamente se realiza una centrifugacién a 3000 rpm (Beckman 21 R)
durante 15 minutos a 4 °C, sin freno. Tras la centrifugacion, el sistema de dos fases
establecidas por el ficoll y el preparado sanguineo sufre una reorganizacién de forma que
los PBMC pasan a formar una monocapa entre el plasma y el ficoll. Los PBMC se recogen
cuidadosamente por aspiracién con una pipeta Pasteur y se lavan dos veces con solucién
salina, la primera a 1500 rpm durante 10 minutos y la segunda a 1000 rpm por 10 minutos,
este ultimo lavado se hace para eliminar el mayor numero de plaquetas. Se realiza un
tercer lavado con medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) a 1500
rpm por 10 minutos y finalmente las células son resuspendidas en 1 ml de medio de
cultivo completo constituido por RPMI 1640 con 25 nM de HEPES, suplementado con
suero fetal bovino (10%), L-glutamina (2 nM), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina
(100 ug/mL) (Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido.).

La cuantificacidén de células se realiza en camara Fuchs-Rosenthal y la viabilidad celular
se determina por exclusién con tripan azul (Sigma-Aldrich), siendo siempre mayor al

95%.

La extracciéon de médula 6sea se hace a partir de los dos huesos fémur de cada ratén. Para
esto se abre el bajo abdomen con unas tijeras y se expone una de las patas sin piel. Se va
cortando con cuidado los musculos y ligamentos que cubren la pata, hasta que se observen
las articulaciones y se hace un corte superior para separar el fémur de la cadera y otro
inferior para separarlo de la tibia y el peroné. Con una jeringa se introduce en el fémur
solucion salina fria para obtener la médula dsea sobre una placa de petri pequefia. Con una

pipeta Pasteur se aspira la médula ésea y se coloca en un tubo y se lava con solucion
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salina dos veces. Se realiza una cuantificaciéon célular y por ultimo el botén de c€lulas se

congela a— 80 °C.

1.2.2.- Obtencion de tejidos

Para la extraccién de la glandula pineal de cada animal, se levanta la tapa del craneo con
ayuda de unas pinzas y la glandula se visualiza en la interseccion existente entre los dos

hemisferios cerebrales y el cerebelo.

Para la obtencidn del timo se abre el torax mediante una incision, desde el xifoides hasta
el cuello. Con la ayuda de unas pinzas se abren las costillas, se visualiza el timo delante del

corazdén y se extrae con cuidado.

Para obtener el bazo de cada animal se procede a abrir el peritoneo con una incision de 2-3
cm mediante unas tijeras. Se localiza el bazo en el borde inferior izquierdo del abdomen,

se extraee con unas pinzas y se corta el tejido conectivo.

1.3.- Cultivos de células

Las PBMC se cultivaron en placas de cultivo de 12 pocillos, con medio completo a una
concentracién de 2 x 10° células/ml y 8 pg/ml de fitohemaglutinina (PHA), a 37°C en
atmdsfera himeda con CO, al 5%. De cada muestra se cultivaron células sin estimular en
las mismas condiciones como controles. A las 48 horas, los cultivos fueron recogidos con
pipeta Pasteur en microtubos y centrifugados a 1800 rpm (Eppendorf Centrifuge 5417 R,
Vaudaux, Suecia), durante 10 min a 4 °C. Los sobrenadantes fueron recogidos en otros
microtubos y guardados a -20 °C, hasta su posterior analisis. Los precipitados celulares

fueron congelados a — 80 °C.
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1.4.- Extraccion de ARN

1.4.1.- Extraccion a partir de células

El aislamiento de ARN es un pre-requisito para el analisis de expresion génica, utilizando
frecuentemente la técnica de transcriptasa reversa-PCR (RT-PCR). La extraccién de ARN
de las células de la médula 6sea y PBMC de las tres cepas de ratén se realiza con un kit
comercial: High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Mannheim, Alemania), el cual es

especifico para la purificacion de  ARN total a partir de cultivos celulares.

Fundamento: En primer lugar se lleva a cabo la lisis celular, incubando las muestras en
un buffer lisis/unién, al mismo tiempo las RNasas son inactivadas. Tras este paso, el
lisado se pasa por una columna de unién a icidos nucleicos, optimizadas para la unién a
ARN. El DNA contaminante es digerido con Dnasa I y tras varios lavados el ARN es

eluido con agua.

Método: Se extrajo ARN a partir de 2 x 10° células/ml de cada cepa de ratén tanto de
células estimuladas como sin estimular. EI ARN se eluye de la columna con 50 pul de
buffer de elucidon. El ARN se cuantifica midiendo su absorcién de luz ultravioleta a 260
nm en un espectrofotémetro (Espectrofotémetro RNA/DNA, Pharmacia, Piscataway, NI,
USA), para ello se realizo una dilucion 1:10 con 5 pl de ARN en 45 pul de agua. Para
comprobar la posible contaminacidén con proteinas, se lee la absorbancia a 280 nm y se
mide la relacién de Ajeo/Azgo, que debe ser de 1,8-2,0. Los 45 pl restantes de ARN se
evaporan completamente en un secador de muestras (Gyrovap, Howe, Londres, Reino

Unido), para concentrar la muestra y poder retrotranscribir todo el ARN.

1.4.2.- Extraccion a partir de tejidos

La extraccion de ARN de la glandula pineal, el timo y el bazo de las tres cepas de ratén,
se lleva a cabo por medio de Tripure Isolation Reagent (Roche), este reactivo permite el
aislamiento de ARN, ADN vy proteinas de la misma muestra. El procedimiento es
mejorado a partir del método de extraccion de ARN desarrollado por Chomczynski y

Sacchi (1987).
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Fundamento: Durante la homogenizacién o lisis de la muestra, este agente rompe las
células y desnaturaliza las nucleasas enddgenas, asi preserva la integridad del ARN y
ADN. Después se adiciona cloroformo al extracto y al centrifugarse la mezcla se forman
tres fases: una fase superior (acuosa), una interfase blanca y una fase inferior orgénica. El

ARN es recuperado de la fase acuosa por precipitaciéon con isopropanol.

Mcétodo: Para obtener el homogenado de la glandula pineal, el timo y el bazo de las tres
cepas de raton , a dichos drganos se les afiade 1 ml Tripure Isolation Reagent 'y se
someten a 3 pulsos de 10 seg cada uno en un politrén. En el caso de la glandula pineal el
homogenado se obtiene agitando varias veces con micropipeta. Se afiade 200ul de
cloroformo al homogenado y se incuba durante 15 min a temperatura ambiente. Se
centrifuga a 14, 000 g durante 15 min a 4°C y se recoge la fase superior (acuosa), se pasa
a otro microtubo. Se afiade isopropanol frio en una relacién 1:1 y se agita vigorosamente.
Se incuba a -20 °C durante 1 hora y se centrifuga a 14, 000 g durante 15 min a 4°C. Fl
precipitado se lava con etanol al 75%, tras una centrifugacion se retira el etanol.
Finalmente se deja secar el precipitado y se resuspende en 50pl de agua RNAsa free. Las

muestras se cuantifican por espectrofotometria.

Cada muestra, (excepto glandula pineal) fue sometida a tratamiento con DNasa I (Roche),
para eliminar el ADN contaminante. La reaccion se lleva a cabo en un volumen final de
60 pl: 6 pl de buffer (10X), 45 wl de ARN, DNasa I (2U por cada 10 pg de ARN), H,O
(hasta completar 60 pl). Esta mezcla de reaccién se incuba 30 min a 37 °C, a continuacién
se inactiva la enzima incubando 10 min a 65 °C. A la muestra (digerida) se le vuelve a
afladir 1 ml Tripure Isolation Reagent y se repite el protocolo de extraccion de ARN y

finalmente se vuelve a cuantificar por espectrofotometria.

1.5.- Retrotranscripcion

Fundamento: La retrotranscripcién es una técnica que permite obtener ADN
complementario (ADNc) a partir de ARN. Esta reaccién la lleva a cabo la enzima
transcriptasa inversa. Los diferentes ARNs presentes en la muestra son desnaturalizados,
destruyendo de esta manera las estructuras secundarias, tanto intracatenarias como

intercatenarias y favoreciendo que todo el ARN pueda ser retrotranscrito a ADNc. El
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ADNc que obtenemos lo usamos como molde para multiples replicaciones mediante la
PCR. |

Método: Se retrotranscriben a ADNc 1 ug de ARN de PBMC y 3 pg de ARN en el caso
de la médula ésea y tejidos (pineales, timos y bazos). En primer lugar se lleva a cabo un
paso de desnaturalizacién del ARN durante 15 minutos a 85 °C en un termociclador y se
para la reaccion en hielo. A continuacién se procede a la retrotranscripcion mediante el kit
M-MLYV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI, USA). La retrotranscripcion se
hace en un volumen final de 40 ul. Tras la desnaturalizacién se le afiade la mezcla de
reaccion que contiene: RT-buffer 1X, 20 mM DTT, 0.5 mM de dNTPs (desoxynucledtidos
fosfatos), 0.5 pg de oligosdT, 40U de Rnasin (Ruase inhibitor) y 200U de RTasa (M-MLV
RT). E1 ARN desnaturalizado mas la mezcla de reaccion se retrotranscribe durante 1 hora a
42 °C. Con el fin de comprobar la eficacia de la retrotranscripcion se utilizan cebadores
especificos para un gen que se expresa de manera constitutiva. B-actina para timo, bazo y
médula o6sea, con un producto de amplificacion de 746 pares de bases y HPRT en el caso

de los PBMC, con un producto de amplificacion de 174 pb.
1.6.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Fundamento: La reaccioén en cadena de la polimerasa es una técnica de amplificaciéon de
acidos nucleicos in vitro desarrollada a mediados de la década de los ochenta por el grupo
de Erlich (Mullis y col., 1986; Saiki y col., 1992). Esta técnica se basa en la amplificacion
enzimitica de una secuencia de ADN cuyos extremos son complementarios a dos
oligonucleétidos, que actiian como cebadores para la ADN polimerasa que cataliza el
proceso. La repeticion ciclica de este proceso, permite la amplificacién exponencial del
ADN molde, ya que los productos de amplificacién de un ciclo sirven a su vez de ADN

molde para el siguiente ciclo.

Método: Las reacciones para PCR se hicieron en un volumen final de 25ul conteniendo
5l de ADNc, 400 uM de dDNTPs, 1.5 mM MgCl,, 1 uM de cebadores y 2.5 U de Tag-
ADN-polimerasa. En las PCRs internas se utilizé 1 pl del producto de la 1* PCR En cada

PCR se puso un control negativo en el que se sustituyd el ADNc por agua.
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1.6.1.- Disefio de la PCR

En el disefio de los cebadores para la amplificacion de la AANAT se considera que se ha
descrito para la cepa de raton C57BL/6 una mutacion puntual en el gen AANAT y que
altera el splicing del ARN en pineal (Figura 23). Esto da como consecuencia la inclusién
de un seudoexon de 102 pb entre los exones 3 y 4 en el ARNm maduro de la AANAT, lo
cuél codifica una proteina truncada porque contiene un coddén de terminacién (Roseboom
y col., 1998). Se disefiaron dos parejas de cebadores para amplificar una nested PCR para
los exones 3 y 4 asegurando flanquear la posible insercién, cebadores N2L, N2R y N22L,
N22R (tabla 1). El producto de amplificacion esperado para la 2* PCR, es de 137 pb y con

la insercién es de 239 pb.

El grupo de Slominski (Slominski y col., 2003), describi6 en diversos tejidos como piel,
glandula pituitaria y cerebro una insercién de 89 pb entre los exones 1 y 2 (fig. 1), la cudl
da como consecuencia isoformas alternativas debidas a un defecto en el splicing entre
estos dos exones. Se disefiaron dos parejas de cebadores para amplificar una nested PCR
para los exones 1 y 2 asegurando flanquear la posible insercion, cebadores N1L, N1R y
N11L, N11R (Tabla 1). El producto de amplificacién esperado para la 2* PCR, utilizando
los cebadores N11L y N11R es de 105 pb y con la insercién es de 194 pb.

,08ph | 137pb

AANAT silvestre

Insercion de 102 pb
exones 3-4

exones 1-2

Figura 23. Estructura del gen de la AANAT murino. Las cajas representan los exones, las zonas rojas

representan los sitios donde se han detectado inserciones. Los cebadores estan representados por las flechas.
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Los ciclos de temperaturas para la 1* y 2* PCR exones 3 y 4 para AANAT fueron los
siguientes: 35 ciclos (94OC 3min, 94°C 30 seg., 59°C 45 seg., 72°C 1 min) seguido de una

extension final de 6 min a 72°C.

Los ciclos de temperaturas para la 1* y 2* PCR exones 1 y 2 para AANAT fueron los
siguientes: 35 ciclos: 35 ciclos (940C 3min, 94°C 30 seg, 58°C 45 seg, 72°C 1 min) seguido

de una extencién final de 6 min a 72°C.

Nested PCR cebadores Secuencia

1*PCR E3 y E4 N2L 5"-CCTAACCCTGTGTCCAGAGC-3’
N2R 5’-GCATCCTCACACATGAGCAC-3

2*PCR E3 y E4 N22L 5’-CGCTGTGGGACAAGGAGA-3’
N22R 5’-TCTCCACAGGAGGACAGAGC-3’

1*PCRE1yE2 N1L 5-TTGCAGTCAGGAGTCTCAGC-3’
NIR 5’-CCTCAGGTTTCAGGGAGTTG-3"

2*PCRE1yE2 N111 5’-GCTTCTCCTAGTCCCAGCAC-3’
NI11R 5’-AGGGGTTCCCCAGCTTCA-3’

Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificacién de la AANAT de ratén.

Los productos de las PCRs fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2% y
visualizados por tincién con bromuro de etidio. Con el fin de identificar los fragmentos
amplificados se utilizd el marcador de peso molecular 100 bp ladder (Biotools B & M,

Espafia).

1.7.- Medida de la actividad N-acetiltransferasa

La actividad de la N-acetiltransferasa se midié segun el método descrito por Champney

(Champney y col., 1984).

Fundamento: El analisis se basa en la N-acetilacién de la triptamina por la NAT

utilizando como donador el grupo acetilo el acetil Coenzima A (AcCoA) marcado con ¢,
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obteniéndose como producto N-acetiltriptamina marcada. El producto de la reaccion sera

directamente proporcional a la actividad enzimatica.

Método: Se realiza el ensayo partiendo de 4 X10° PBMC estimuladas con PHA y sin
estimular, incluidas las tres cepas de raton. Las células son homogenadas en 100 pl dePBS'y
10 pl de una mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma). La mezcla de reaccion se prepara
antes de comenzar el ensayo con los sustratos de la reaccion en un volumen final de 10 pl.
Est4 compuesta para cada muestra de los siguientes reactivos: 5 pl de Triptamina (5.6mM
en PBS), 2 ul de AcCoA (0.8mM en PBS), 2 ul de C-AcCoA (40 nCi), 1ul de tampén de
fostato sddico (0.05M pH 6.8).

Se toman 20 pl de homogenado de PBMC y se transfieren al fondo de un tubo de microfuga
en frio. Se afiaden 10 pl de la mezcla de ensayo sobre la pared del tubo de forma que las dos
fases, homogenado y solucién no se mezclen, enseguida se lanza la reaccién con una rapida
centrifugacion de varios segundos, consiguiendo asi la unién de las dos fases. Se incuban
durante 20 minutos a 37°C en un bafio con agitaciéon suave, al final se detiene la reaccion
afiadiendo 100 pl de tampdn borato sédico frio (0.2M pH 10) y 1 ml de cloroformo también
frio. Después se agita durante 5 minutos para extraer la N-acetiltriptamina marcada

radioactivamente,

En la fase acuosa se encuentra el *C-AcCoA que no ha transferido el grupo acetilo a la
triptamina, por lo que se centrifuga en una microfuga 30 segundos a 10.000 rpm. y se aspira
el sobrenadante quedandonos sélo con el cloroformo. Se vuelve a afiadir tampon borato y se
repite el proceso. Se toman 700 pl de cloroformo y se transfieren a un vial de centelleo
donde se deja evaporar. Finalmente se afiade 1 ml de liquido de centelleo y se cuantifica la
radiactividad durante 1 minuto en un contador beta (Microbeta 1450, Perkin Elmer, La Jolla,

CA, USA).

En cada ensayo se puso un control negativo en el que se sustituyd la muestra por PBS. Las
actividades totales (AT) se obtuvieron con 10 ul de mezcla de reaccién evaporada y al igual

que las muestras afiadiendole liquido de centelleo.
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CALCULO DE LA ACTIVIDAD NAT: El célculo de la actividad se realiza mediante la

siguiente férmula:

(cpmM —cpmB)e1.42e3e23

Actividad =
AT

cpmM = cuentas por minuto de cada muestra

cpmB = cuentas por minuto del blanco

1.42 = factor de correccion al tomar 700 uL de cloroformo

3 = seincuba 20 minutos y la actividad se expresa por hora

2.3 =nmoles totales de acetil CoA en cada muestra

nmoles de *C-AcCoA : como la actividad especifica es de 57 nCi/nmol y en el ensayo se afiaden 40 nCi,
son 0.70 nmoles.

nmoles de acetil CoA : se afiaden por muestra 2 pl de una soluciéon 0.8 mM, por lo que se tienen 1.6
nmoles.

AT = cuentas totales que se afiaden a cada tubo.
La actividad NAT se expresa como nmol de N-acetiltriptamina/mg de proteina-hora.

1.8.- Medida de la actividad hidroxindol-O-metiltransferasa

La actividad de la hidroxindol-O-metiltransferasa se midi6 segun el método descrito por

Champney y col. (1984).

Fundamento: El andlisis se basa en la metilacién de la N-acetiltriptamina por la HIOMT,
utilizando como donador del grupo metilo la S-adenosil metionina (SadM) marcada con e
obteniéndose como producto la 5-metoxi-N-acetiltriptamina marcada. El producto de la

reaccion sera por consiguiente directamente proporcional a la actividad enzimatica.

Método: Se realiza el ensayo partiendo de 4 X10° PBMC estimulados con PHA y sin
estimular, incluidas las tres cepas de ratéon y 10 X10° células Jurkat Tet transfectadas e
inducidas a expresar el antisentido frente a la HIOMT (seccion I, apartado 15 y 16). La

mezcla de reaccidn se prepara antes de comenzar el ensayo con los sustratos de la reaccién en
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un volumen final de 20 pl. Esta compuesta para cada muestra de los siguientes reactivos: 6 ul
de N-acetilserotonina (3mM en PBS 7.9), 6ul de SadM (400 uM en PBS 7.9), 1.6 ul de He.-
SadM (40nCi por muestra), 4.4 ul de tampén fosfato sédico (0.05M, pH 7.9), 2ul de H,O.

Se toman 40 pl de homogenado tanto de PBMC como de células Jurkat transfectadas y se
transfieren al fondo de un tubo de microfuga en frio. Se afiaden 20 pl de la mezcla, enseguida
se lanza la reaccién con una rapida centrifugacion de varios segundos, Se incuban durante 30
minutos a 37°C en un bafio con agitacion, al final se detiene la reacciéon afiadiendo 100 ul de
tampon borato sédico frio (0.2 M pH 10 y 1 ml de cloroformo también frio, después se agita

durante 5 minutos para extraer la 5-metoxi-N-acetiltriptamina marcada radioactivamente.

En la fase acuosa se encuentra el '*C-SadM que no se ha unido a la N-acetilserotonina, por
lo que se centrifuga en una microfuga 30 segundos a 10.000 rpm. y se aspira el sobrenadante
quedandonos sélo con el cloroformo. Se vuelve a afiadir tampdn borato y se repite el
proceso. Se toman 800 pl de cloroformo y se transfieren a un microtubo, dénde se deja
evaporar, finalmente se afiade 1 ml de liquido de centelleo y se cuantifica la radiactividad

durante 1 minuto en un contador de radioactividad beta.
En cada ensayo se puso un control negativo en el que se sustituyéd la muestra por PBS, las

actividades totales (AT) se obtuvieron con 20 ul de mezcla de reaccién evaporada y al

igual que las muestras afiadiendole liquido de centelleo.
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CALCULO DE LA ACTIVIDAD HIOMT: El calculo de la actividad se realiza mediante la

siguiente formula:

(cpmM — cpmB) @ 1.42¢ 2 ¢ 3.23

Actividad =
AT

cpmM = cuentas por minuto de cada muestra

cpmB = cuentas por minuto del blanco

1.42 = factor de correccién al tomar 700ul de cloroformo

2= se incuba 30 minutos y la actividad se expresa por hora

3.23 = nmoles totales de SadM en cada muestra

nmoles de "*C-SadM : como la actividad especifica es de 60 nCi/nmol y en el ensayo se afiaden 40 nCi,
son 0.66 nmoles.

nmoles de SadM : se afiaden por muestra 6 pl de una solucién 0.4 mM, por lo que se tienen 2.4 nmoles.

AT = cuentas totales que se afiaden a cada tubo.

La actividad HIOMT se expresa como nmol de melatonina/mg de proteina‘hora.

1.9.- Cuantificacion de proteinas

Se lleva a cabo mediante el método del acido bicinconinico (BCA) (Smith y col., 1985)

utilizando el BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA).

Fundamento: Este método permite la determinacién colorimétrica de la proteina total de
una muestra. Combina la reduccién del Cu™ a Cu " por las proteinas en un medio alcalino
(reaccién del biuret) y la determinacion de los iones cuprosos formados por el

establecimiento de un complejo con el BCA.
Método: Se utiliza como patrén BSA, las muestras fueron analizadas por duplicado,

midiéndose la absorbancia a 550 nm y las concentraciones calculadas a través de la recta

de regresion obtenida del patron.
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1.10.- ELISA

La cuantificaciéon de melatonina en glandula pineal, plasma y sobrenadante de los cultivos
de las PBMC de las tres cepas de raton y de células Jurkat transfectadas (seccion II,
apartado 15 y 16), se realiza mediante un kit para ELISA (Melatonin ELISA IBL,

Hamburg, Alemania).

Fundamento: El ensayo consiste en un ELISA competitivo, donde la melatonina
biotinilada y no biotinilada compiten por sitios de unién a anticuerpos anti-melatonina.
La cantidad de melatonina biotinilada unida al anticuerpo es inversamente proporcional a
la concentracion de la muestra. Este complejo es determinado por el uso de anticuerpos
anti-biotina marcados con fosfatasa alcalina y p-nitrofenol como sustrato de la enzima. La
cuantificacién se lleva a cabo comparando la actividad enzimatica de las muestras con

respecto a una curva preparada con estandares de concentracion conocida.

Preparacién de las muestras: La glandula pineal de cada cepa de ratdn se sonica en 500 pl

de PBS y el homogenado se centrifuga 3 min a 16 000 g, el sobrenadante se pasa a otro
microtubo. En el caso del plama del volumen obtenido se completa hasta 500 ul con PBS.
Los sobrenadantes de las PBMC estimulados y no estimulados, asi como de las células

Jurkat transfectadas (seccion II, apartado 2.15y 2.16), se procesan 500 pl como tal.

Previo al ensayo de ELISA, se realiza la extraccién de melatonina de las diferentes
muestras, estandares y controles a través de columnas de afinidad. A continuacién se eluye
con 1 ml de metanol puro, el cuil se deja evaporar. Para la realizacién del ELISA, se
resuspenden bien las muestras en 300 pl de agua destilada agitando con un vortex durante

1 min aproximadamente y se procede segun el protocolo del kit.
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2.- DESARROLLO DE UN MODELO CELULAR KNOCKOUT CONDICIONAL
PARA MELATONINA.

2.1.- Disefio experimental

Para obtener el modelo celular Knockout condicional para melatonina se utiliza un ARN
antisentido frente a la HIOMT que es transfectado en la linea celular elegida. La expresion
celular de este antisentido se realiza mediante el sistema de expresion T-REx (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), este sistema es muy eficaz ya que en células animales induce niveles
de expresion del gen deseado (antisentido de la HIOMT) superiores a cualquier otro

sistema de expresion.
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Figura 24. Mecanismo de accion de los ARN antisentido. Estas moléculas hibridan con los transcritos
nucleares e impiden la traduccién de la proteina de interés.

Este sistema T-REx utiliza dos tipos de vectores, que han de ser transfectados en la linea

celular elegida:

2.1.1.- Vector de expresién: pcDNA4/TO/myc-His A, esta compuesto por 5.1 kb y permite

la expresion del gen de interés: la secuencia antisentido del cDNA de la HIOMT, ya que

contiene secuencias de corte para diversas enzimas de restriccidon que nos permitiran el
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clonaje de la secuencia antisentido. Este vector contiene 2 sitios operadores de tetraclina
(TetO,) dentro del promotor del citomegalovirus humano (CMV). Las secuencias de TetO,
sirven como sitios de unién a 4 proteinas represoras que unen tetraciclina (TetR). Contiene
asi mismo genes que le confieren resistencia a diversos antibiéticos, entre ellos a la

zeocina®, para la seleccion de lineas celulares estables (Figura 25).

pcDNA4/TO/
myc-His™
A B, C

vector de expresidn

Figura 25. Mapa circular del vector de expresion pcDNA4/TO/myc-His A. Muestra los multiples sitios
de clonacién, dependiendo de las enzimas de restriccidn a utilizar, las enzimas elegidas estan sefialadas con
flechas rojas. Este vector contiene 2 sitios operadores de tetraclina (TetO,) dentro del promotor del CMV

humano.

2.1.2.- Vector represor: pcDNA6/TR. Este vector expresa de manera constitutiva la
proteina represora que une tetraciclina (TetR), bajo el control del promotor de CMV
humano. Contiene genes que le confieren resistencia a diversos antibidticos, entre ellos a la

blasticidina®, para la seleccion de lineas celulares estables (Figura 26).

vector represor

Figura 26. Mapa circular del vector pecDNA6/TR que expresa la proteina represora que une

tetraciclina (tetR).
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2.1.3.- Mecanismo de Represion

En ausencia de tetraciclina la expresion de gen clonado (secuencia antisentido de la
HIOMT) es reprimida por la unién de las proteinas represoras (tetR), a las secuencias de
los operadores (TetO; ) en el promotor del vector de expresion. Al afiadir tetraciclina a las
células, esta se une a los represores (TetR) y se desrreprime el promotor hibrido CMV/
TetO, en el vector pcDNA4/TO/myc-His y por lo tanto se permite la expresion del gen
clonado (Hillen y col., 1994) (Figura 27).

El vector pcDNATR exprese
la proteina represora (et}

L.os homodimeros tetk se
unen 4 las secuencias de
los operadores (TetO,) en
&n ef vecior de expretion
reprimiendo la ranscripcidn,

s~ Al anadir tetracicling, ésta
58 une a los homodimeros
tetR, provocando un cam-
bio conformacional.

4.- tetk s¢ libera de los opsra-
dores {TetQ, ), permitiendo

la transcripdion del gen de - _ e —

interés. a— - : gono of inbront &8

Figura 27. Esta figura describe los componentes y el mecanismo de accion del sistema T-REx.
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Para llevar a cabo este disefio experimental, se realizaron los siguientes procedimientos:

2.1.4.- Modelo celular

Se utiliza la linea celular T-REx-Jurkat cell lines (Invitrogen). Esta linea celular Jurkat
proviene de una leucemia humana de células T y ha sido transfectada permanentemente
con el plasmido pcDNAG6/TR. Este vector expresa constitutivamente la proteina represora
(tetR), que une tetraciclina, asi como genes que le confieren resistencia a antibidticos
para su seleccion. Esta linea celular fue cultivada en medio de cultivo completo constituido
por RPMI 1640, suplementado con suero fetal bovino (10%), L-glutamina (2 mM),
penicilina y estreptomicina (1%), asi como blasticidina® (10pg/ml) (Invitrogen), como
antibidtico de seleccién ya que inhibe la sintesis de proteinas tanto en células procariotas

como eucariotas(Takeuchi y col., 1958;Yamaguchi y col., 1965).
2.2.- Secuencia génica de la HIOMT y diseifio de los cebadores

2.1.-El gen de la HIOMT humana tiene aproximadamente 35 kb y contiene dos promotores
distintos (Rodriguez. y col., 1994) bajo los cuales se expresan 9 6 10 exones. Se han
identificado 3 diferentes transcritos para la HIOMT. Dependiendo de cuéal promotor sea
activo y debido a un splicing alternativo entre los exones 6 y 7 en pineal (Donahue y col.,
1993) vy en retina (Rodriguez y col., 1994), las isoformas encontradas son: (+6+7), (-6+7)
y (-6-7). Fué clonado por Donahue en 1993 (Donahue y col., 1993). La secuencia del
ADNCc de la HIOMT humana (NM 004043) se obtuvo del Gen Bank y consta de 1370 pb y

corresponde a la isoforma (+6+7).

2.2.-Se disefiaron dos parejas de cebadores especificos para la amplificacion de la HIOMT
con una nested PCR (tabla 4). Se investigaron las enzimas a utilizar para poder clonar la
secuencia de la HIOMT en el vector de eleccion, estas enzimas debian cortar el vector pero

no la secuencia de la HIOMT, seleccionandose EcoR Iy Kpn L.

A los cebadores elegidos se les afiadieron las secuencias de restriccion de EcoR Iy KpnIa

los extremos (Figura 28).
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Figura 28. Esta figura muestra el disefio de cebadores especificos para la amplificacién de la HIOMT.
Las secuencias de restriccion afiadidas a los cebadores se indican con las siglas de las enzimas de restriccion

enrojo. Las flechas continuas ( — ) indican la secuencia de los cebadores especificos.

2.3.- Amplificacion de la HIOMT mediante PCR

El ADNCc utilizado para la amplificacién de la HIOMT fue obtenido a partir del ADN
genémico de  the Human Leukemia Ilymphoblastic Marathon-Ready cDNA (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Para llevar a cabo la amplificacion por PCR
utilizamos el kit Advantage® 2 PCR Enzyme System (Clontech, Palo Alto, CA, USA) y los

cebadores descritos en ¢l apartado 2.

Fundamento: Este kit trabaja con dos polimerasas simultaneamente, la TITANIUM® Taq
DNA polymerase y una pequefia cantidad de polimerasa reparadora, ademas contiene un
anticuerpo monoclonal (TagStart Antibody) en la mezcla de las polimerasas. TagStart es
un anticuerpo monoclonal neutralizante que reconoce a TITANIUM Tagq. El anticuerpo
inhibe la actividad enzimatica de la polimerasa a temperatura ambiente, la actividad de
polimerasa es restaurada cuando comienzan los ciclos de temperaturas durante las

reacciones de PCR ya que el anticuerpo es desnaturalizado a altas temperaturas.

Método: Las reacciones para la nested PCR se hacen en un volumen final de 50pl y
contienen: 10X BD Advantage buffer, 50X de dDNTPs, 50X BD Advantage Poly Mix, 10
uM de cebadores y 5ul de ADNc. En las PCRs internas se utiliza 1 pl del producto de la
1* PCR. Como control positivo utilizamos a la enzima GDPH la cudl tiene un fragmento

de amplificacion de 1.09 kb y como control negativo se sustituye el ADNc por agua.
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Nested PCR | cebadores Secuencia
1* PCR HIL 5-CGACGGTACCGTTCCAGGTCACAAGAAACAGTTAT-"3
H1R 5-CGTCGAATTCTCCCTGAAGCTGCTGAAAGT-3’
2* PCR H11L 5"-CGACGGTACCGGCATCATAAATGGCTCCTG-3"
N11R 5-CGTCGAATTCAAAAGCTTTCTATCGAAACACAGAG-3’

Tabla 4. Cebadores utilizados para la amplificacién de la HIOMT humana. Las letras en rojo indican las

secuencias de bases especificas para las enzimas de restriccion Kpnl y EcoR1.

El producto de amplificacién de la HIOMT que se obtiene para la 2* PCR, utilizando los
cebadores H11L y H11R (tabla 2) es de aproximadamente 900 pb.

2.3.1.- Touchdown PCR

Para mejorar la especificidad de las reacciones de PCR se usa una temperatura de

annealing/extencion 3 °C mas alta que la Tm de los primers utilizados, durante los
primeros ciclos de la PCR (5 ciclos), después se va reduciendo progresivamente la

temperatura en los demas ciclos.

Los ciclos de temperaturas para la 1% y 2* PCR para la HIOMT son los siguientes: 5 ciclos
(94°C 30 s, 94°C 10 s, 74°C 30 s, 68°C 2 min); 10 ciclos (94°C 10 s, 72°C 30 s, 68°C 2
min); 15 ciclos (94°C 10 s, 70°C 30 s, 68°C 2 min) seguido de una extencion final de 10

min a 68°C.

El producto de la 2* PCR fue separado por electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y
visualizados por tincién con bromuro de etidio. Con el fin de identificar el fragmento
amplificado se utiliza el marcador de peso molecular de ADN XVII (Roche)

2.4.- Extraccion del DNA a partir del gel

La extraccion de la banda obtenida del gel de agarosa correspondiente a la HIOMT se

realiza con un kit comercial: QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Chatsworth, CA), el

cual esta disefiado para la extraccion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.
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Fundamento: La banda inmersa en el gel se pone en contacto con un buffer que solubiliza
la agarosa y proporciona el ambiente quimico favorable para que el ADN se adsorba a una
membrana de silica, las impurezas son lavadas y eliminadas. E1 ADN puro es eluido con

Tris buffer (10 mM, pH 8,5).

Meétodo: Todo el producto de la amplificacion de la HIOMT se extrae y se purifica. La
banda correspondiente de aproximadamente 900 pb, se corta del gel y se pesa en un
microtubo. Se le afiade 3 volumenes de buffer QG por cada volumen de gel (100 mg =100
ul). Se incuba a 50°C durante 10 min hasta que el gel quede completamente disuelto. Se
aflade 1 volumen de isopropanol, se mezcla y se vacia a una columna. Después de varias
centrifugaciones y lavados, el ADN es eluido de la columna con 50 ul de Tris buffer (10
mM, pHS,5). Una alicuota del eluido (10 ul), se corre en gel de agarosa (1,2%) para
confirmar que la extraccion ha sido efectiva. A continuacidn se calcula la cantidad de ADN
obtenida comparando la intensidad de las bandas correspondientes a la HIOMT con la del

marcador de peso molecular.

2.5.- Clonacion de la HIOMT en el vector pGEM-T

La clonacioén de la secuencia amplificada de la HIOMT, se realiza utilizando el vector

pGEM-T (Promega), sistema adecuado para clonar productos de PCR.

Fundamento: Este vector esta compuesto por 3 kb, se le han adicionado timinas en los
extremos 3’en el sitio de clonacién y esto es compatible con los productos de PCR
generados por ciertas polimerasas termoestables, las cuales adicionan deoxiadenosinas en
los extremos 3°. El vector contiene en la zona de clonacion el gen que codifica al péptido o
de la B-galactosidasa, por lo que la inactivacién insercional del péptido o permite la
identificacion de los clones recombinados. También contiene multiples sitios de
restriccién, lo que permite la liberacién del inserto tras la digestion con enzimas de

restriccion (Figura 29).
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Figura 29. Mapa circular del vector pGEM-T, muestra los miltiples sitios de restriccién.

Mé¢todo: Para la ligacidén de la secuencia amplificada (inserto) y el vector, llevamos a
cabo el protocolo del vector pGEM-T. La cantidad del inserto a utilizar se calcula
mediante la féormula:

ng. vector ¢ kb tamafio del inserto

kb tamafio del vector
La relacion inserto: vector recomendada por el kit de clonaje es de 5:1.

En un tubo de 200 pl se afiade lo siguiente: 1 pl del0X Rapid Ligation Buffer, 1 pl de
Vector MBL-T (50 ng), 7 ul (75 ng) del producto PCR, 1 ul de DNA Ligasa. Se mezcla y
se incuba entre 20° y 22° durante una hora. Para una mayor eficiencia de clonacién se

incuba a 4°C toda la noche. El vector clonado se almacena a —20°C.
2.6.- Transformacion de células competentes con pPGEMT-HIOMT
Las células IM109 competent cells, high efficiency (Promega) fueron utilizadas para llevar

a cabo la transformacién con pGEMT-HIOMT. Seguimos el protocolo de transformacion

de células competentes E. coli M 109.
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Fundamento: La transformaciéon es una etapa esencial en muchos experimentos de
clonacién. Las células E. coli y plasmidos de DNA interactian productivamente en un
ambiente de iones de calcio y bajas temperaturas (0-5°C). Al someterse a un choque
térmico (37-45°C), se estimula la internalizaciéon del DNA, después las células son
transferidas a un medio nutritivo e incubadas a 37°C en agitacion. Estas células expresaran

las caracteristicas fenotipicas conferidas por el plasmido (resistencia a antibioticos, etc.).

M¢étodo: Se colocaron 2 tubos pequefios de propileno estériles en hielo, uno para la
transformacion con pGEMT-HIOMT y otro para el plasmido control. Se descongela en
hielo un vial de 200ul de células competentes y se afiade de 1-50 ng de DNA (2 ul del
clonaje anterior y 1 ul del control) por cada 100 ul de células competentes. Se someten a
un choque térmico de 45-50 segundos a 42°C y 2 min en hielo. Se pasa el contenido a un
tubo Falcon y se afiaden 900 ul de medio SOC (Promega) frio. Se incuba 1h y media a

37°C en agitacidn y se siembran las placas de cultivo.

Se preparan placas de cultivo con medio LB con ampicilina (100pg/ml.). Dichas placas se
dejan incubar 30 min. a 37°C con IPTG (0,1 M) y X-Gal (50 mg/ml) antes de cada uso. Se
siembran 50, 150 y 250 pl de células transformadas en cada placa, se extienden con una
asa de vidrio y se incuban toda la noche a 37°C. Se hace el recuento de colonias al dia

siguiente.

Se inoculan las colonias blancas (que han incorporado el plasmido) en 8 ml de medio TB
(Sigma-Aldrich) con ampicilina (100pg/ml.) y se dejan incubar toda la noche a 37°C en
agitacion. Se guarda un stock de 2 ml de cada colonia de células transformadas y se

almacenan a 4°C. El resto se somete a una purificacion.

2.7.- Purificacion del plasmido pGEMT-HIOMT

Para obtener el ADN plasmidico de los clones seleccionados, utilizamos el kit comercial:
QIAprep® Miniprep (Qiagen), el cual esta disefiado para la purificacion de ADN

plasmidico a partir de células transformadas.
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Fundamento:  Para llevar a cabo la purificaciéon de los plasmidos, las bacterias se
sometieron a una lisis alcalina, seguida de la adsorcién de ADN a membranas de silica-gel
en presencia de altas concentraciones de sal y después de varios lavados el ADN

plasmidico se eluye.

M¢étodo: Se parte de 6 ml del cultivo de bacterias transformadas que son centrifugadas 10
min a 4000 rpm. El precipitado se resuspende en 250pul de buffer con ARNasas y se pasa a
un tubo de microcentrifuga. Se le afiade 250ul de buffer de lisis, se agita y después se
adiciona 350p] de buffer de precipitacion y se agita. Se centrifuga 10 min a 12000 rpm y el
sobrenadante se pasa por una columna de unién a A4cidos nucleicos y después de varios
lavados, el ADN es eluido de la columna con 50 pl de buffer EB. Una alicuota del eluido
(10 ul), se corre en gel de agarosa (1,2%) para confirmar que la purificacion ha sido
efectiva. A continuacion se calcula la cantidad de ADN obtenido, midiendo su absorcion

de luz ultravioleta a 260 nm en un espectrofotémetro.

2.8.- Secuenciacion

Los plasmidos purificados a partir de las colonias positivas (pGEMT-HIOMT), fueron
secuenciados para confirmar que no tienen mutaciones (Neocodex, Sevilla, Espafia). Se
elige el clon més adecuado con el que se realizard la clonacién definitiva en el vector de

expresion.

2.9.- Liberacion de la secuencia insertada (HIOMT) tras la digestion con enzimas de

restriccion.

Se procede a la liberacion de la secuencia insertada (HIOMT) del vector pGEMT. La
reaccidn de digestion se realiza primero con la enzima Kpnl. En un microtubo de 200 pl, se
afiaden los siguientes reactivos: 12.3 ul de H,O, 2 ul de buffer Kpnl (10X), 3ul de ADN, 2
ul de BSA (100X), 0.7 ul de Kpnl (10U/ul). Se incuba a 37°C durante 1.5 horas. Tras la
incubacion el microtubo se pone en hielo para detener la reaccion y enseguida se procede a
realizar la digestion con la enzima EcoRI afiadiendo los siguientes reactivos: 2.2 pl de

buffer EcoRI (10X) y 0.7 ul de EcoRI (20U/pl). Se incuba a 37°C durante 1.5 horas.
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Se corre la muestra digerida en un gel de agarosa al 1.2 % junto con muestras no digeridas
como control y visualizadas por tinciéon con bromuro de etidio. Con el fin de identificar
los fragmentos se utiliza el marcador de peso molecular de ADN XVII (Roche). En la
muestra digerida obtuvimos la banda esperada de 900 pb correspondiente a la HIOMT y la
banda de 3000 pb correspondientes al vector. La banda de 900 pb se extrae del gel,

posteriormente se purifica y cuantifica.

2.10.- Clonacion de la HIOMT en el vector de expresion del sistema TREx

Para realizar la clonacién de la HIOMT de manera invertida en el sistema TREX, se
linealiza el nuevo vector de expresion DNA4/TO/myc-His A, con las mismas enzimas
utilizadas para liberar el inserto, Kpnl y EcoRI. Se corre la muestra digerida en un gel de
agarosa al 1.2 % y visualizadas por tinciéon con bromuro de etidio. Con el fin de
identificar el fragmento se utiliza el marcador de peso molecular de ADN XVII (Roche).
Se obtiene una banda de 5000 pb que se extrae del gel, posteriormente se purifica y

cuantifica.

2.10.1.- Ligacion:

La relacion inserto: vector para el clonaje es de 4:1.

En un microtubo de 200 pl se afiade lo siguiente: 4 ul de 5X Buffer, 5 pl de vector de
expresion (513 ng), Sul del inserto (390 ng), 0.5 pl de T4 DNA Ligasa, 0.4 pl de ATP
(100 Mm), 0.4 pl de BSA (50 mg/ml), 0.8 ul de DTT (100 mM), 3.9 pul de agua. Se incuba

a 16°C durante 24 horas. El vector clonado se almacena a —20°C.

Se realiza la clonacion de la secuencia de la HIOMT de manera invertida en el vector de
expresion DNA4/TO/myc-His A. Esto es posible por la presencia de las secuencias de
restriccion en los extremos de la HIOMT que permiten ligar el inserto con el vector de

forma invertida (fig. 30).
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vector de expresion (pcDNA/TO/myc-His A):

& e 3"
promotor...-......[“““}...'..a.n!..gn!.u?u.,lgnm...".{aum. },..“.
ER2 ER1
Kpn | EcoR |

Figura 30. Clonaciéon de la HIOMT en el vector de expresion de manera antisentido. Los puntos rojos
indican las secuencias de corte de las enzimas de restriccion, sefialadas en rojo también.

2.11.- Transformacion:

Las células competentes E.coli JM109 son utilizadas para llevar a cabo la transformacién
con TREx-HIOMT (el protocolo es similar al utilizado en el apartado 6). Para la seleccidn
de los clones de bacterias portadoras del plasmido recombinante, se preparan placas de
cultivo con medio LB con zeocina (25 pg/ml.). Se siembran 50, 150 y 250 ul de células
transformadas en cada placa, se extienden con una asa de vidrio y se incuban toda la noche

a 37°C. Se hace el recuento de colonias el dia siguiente.

Se inoculan las colonias que crecieron en las placas con zeocina (que han incorporado el
plasmido) en 8 ml de medio TB zeocina (25 pg/ml) y se dejan incubar a 37°C en
agitacion durante toda la noche. Se guarda un stock de 2 ml de cada colonia de células

transformadas y se almacenan a 4°C. El resto se somete a una purificacion por miniprep.

2.12.- Comprobacion de la presencia del inserto en el vector tras la digestion con

enzimas de restriccion.

Se someten a digestion todos los clones de TREx-HIOMT, siguiendo el protocolo del
apartado 9. Se corren 3 ul de las muestras digeridas en un gel de agarosa al 1.2 % junto con
algunas muestras no digeridas como control y visualizadas por tincién con bromuro de
etidio. Con el fin de identificar los fragmentos se utiliza el marcador de peso molecular

de ADN XVIIL En las muestras digeridas obtuvimos las bandas esperadas una de 900 pb
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correspondiente a la HIOMT y otra de 5000 pb correspondientes al vector. En las muestras

no digeridas solo se obtuvo una banda de muy alto peso molecular por encima de 5000 pb.

2.13.- Secuenciacion del vector TREx-HIOMT de la secuencia antisentido clonada.

Los plasmidos purificados a partir de colonias positivas (TREx-HIOMT), se secuenciaron
para confirmar que no tienen mutaciones (Neocodex, Sevilla, Espafia). Se escoge el clon

adecuado para llevar a cabo la transfeccion en células Jurkat-Tet.

2.14.- Maxiprep de TREx-HIOMT

Para obtener suficiente cantidad del plismido recombinante TREx-HIOMT para la
transfeccion se realizé una maxiprep del clon seleccionado. Se utiliza el kit comercial:
Plasmid Purification kit (Qiagen), el cual esta disefiado para el aislamiento de ADN

superhelicoidal, para ser utilizado en diferentes aplicaciones como son la transfeccion.

Fundamento: Para llevar a cabo la purificacién de los plasmidos, las bacterias se someten
a una lisis alcalina, seguida de la adsorcion de ADN a resinas de intercambio aniénico en
presencia de bajas concentraciones de sal. ARN, proteinas, colorantes e impurezas de bajo
peso molecular son removidas por medio de lavados. El DNA plasmidico es eluido con un
buffer con alta concentracién de sales y enseguida precipitado con isopropanol, después

lavado con etanol al 70 % y por tltimo resupendido en buffer TE.

M¢étodo: El primer paso fue crecer un vial del clon seleccionado en 8 ml de medio TB con
zeocina (25 pg/ml.) a 37 °C en agitacién durante toda la noche. Al siguiente dia 2 ml del
cultivo se inoculan en un matraz de 1 L con 500 ml de medio LB con zeocina (25 pg/ml.)
se incuba a 37 °C en agitacion durante toda la noche. Después se recolectan las bacterias y
al precipitado celular se le afiade 10 ml de buffer con ARNasas. Se le adiciona 10 ml de
buffer de lisis (maximo 5 min) y 10 ml de buffer de precipitacién. Se centrifuga a 13 000
rpm (Sorvall SS-34) durante 30 min a 4 °C, se repite la centrifugacion durante 15 min. El
sobrenadante se pasa sobre la resina, se realiza un lavado y el ADN es eluido de la

columna con 15 ml de buffer QF. Al eluido se le afiade 10.5 ml de isoprapanol y se
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centrifuga a 11 000 rpm durante 30 min a 4 °C. Al pellet se le aflade 5 ml de etanol al 70
% y se centrifuga a 11000 rpm durante 10 min, se deja evaporar el etanol durante 10
minutos y el ADN se resuspende en 100 pl de buffer TE. Una alicuota del eluido (10 pl),
se corre en gel de agarosa (1,2%) para confirmar que la miniprep ha sido efectiva. A
continuacién se calcula la cantidad de ADN obtenida, midiendo su absorcién de Iuz

ultravioleta a 260 nm en un espectrofotometro.

2.15.- Transfeccion de las células JurkatTet

Para realizar la transfeccion se utilizo DMRIE-C Reagent (Invitrogen), el cual es
especifico para células eucariotas y es particularmente efectivo para la transfeccion de
células en suspension (Jurkat). Este reactivo esta compuesto por liposomas formados con

lipidos cationicos (DMRIE) y colesterol.

Fundamento: Las mezclas de lipidos catidnicos/neutros  forman espontaneamente
complejos estables con ADN que interactiian eficientemente con la membrana celular,
resultando en la internalizacién del ADN por endocitosis (Felgner y col., 1987; 1994). Este
método conocido como lipofeccidn tiene la ventaja de ser poco tdxico para las células y se
puede aplicar para muchos tipos celulares que son dificiles de transfectar por otros medios,

incluidas las células que crecen en suspension.(Ruysschaert y col., 1994).

Me¢étodo: La transfeccidon se lleva a cabo en una placa de 6 pocillos, las muestras se
trabajan por duplicado, se incluye un control positivo y un blanco. En cada pocillo se
afiaden 500 pl del medio libre de suero Opti-MEM® (Invitrogen) y 10 pl del reactivo
DMRIE-C. En un microtubo se diluyen 4 pg de ADN (TREx-HIOMT o el ADN control) y
500 pl del medio Opti-MEM. El ADN diluido se adiciona a todos los pocillos que
contiene el DMRIE-C, excepto a los blancos y se incuba 30 minutos a temperatura
ambiente. En un microtubo se resuspenden 2 -3 X10° células JurkatTet en 200 pl de Opti-
MEM®), esta suspension se afiade a todos los pocillos y se incuba la placa a 37 °C durante
4 horas en un incubador con CO,. Finalmente en un microtubo se mezclan 2 ml de medio
RPMI con 15% de FBS y 4.8 ul de PMA (1 pg/ml) y 1.6 pl de PHA (50 ng/ml) y esta
mezcla se afiade a todos los pocillos. Se incuba la placa a 37 °C durante 48 horas en un

incubador con CO,.
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Los cultivos en placa se pasan a flasks T-25 conteniendo medio RPMI con 10 % de FBS y
el antibidtico de selecciéon zeocina a la concentracién determinada de 100 pg/ml. Se
esperan aproximadamente 10 dias para tener la seleccion de células transfectadas. Estas

células son mantenidas siempre en cultivo con los antibioticos zeocina y blasticidina.

Para determinar la minima concentracién de zeocina requerida para matar a las células no
transfectadas se realiza una curva de sensibilidad a la zeocina. Se utiliza el siguiente rango
de concentraciones (0, 50, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 pg/ml). En 8 flasks T-25 se
siembran 1.5 X 10° células Jurkat Tet por ml en 10 ml de medio RPMI con 10 % de FBS
con blasticidina. Se incuban a 37 °C durante 24 horas, a cada flask se le afiade las
diferentes concentraciones de zeocina. Durante 10 dias se lleva a cabo la cuantificacién de

celulas vivas, utilizando tripan azul para distinguirlas.
2.16.- Induccién de la expresion del ARN antisentido.

Para llevar a cabo la induccion del ARN antisentido frente a la HIOMT, las células Jurkat
Tet transfectadas son incubadas con tetraciclina, que es el agente inductor de la

transcripcidn del gen de interés (antisentido HIOMT) en el vector de expresion (Fig. 4).

Meétodo: La induccion se realiza en frascos de cultivo T-25, 10 X 10° de células Jurkat Tet
transfectadas con el antisentido HIOMT son suspendidas en 10 ml de medio medio RPMI
con 10 % de FBS con zeocina (100 pug/ml) y mas el agente inductor tetraciclina (1 pg/ml).
Como control se utilizan las mismas células pero sin afiadirles tetraciclina. Las células se
incuban durante 24 horas en un incubador con CO,. Se centrifugan las células a 1800 rpm
durante 5 min. Se hacen alicuotas del sobrenadante y se guardan a -20 °C para su posterior
analisis. El precipitado de celulas es resuspendido en 1 ml de PBS y la suspension se pasa a
un microtubo para centrifugarse a 1800 rpm durante 10 min, se desecha el sobrenadante y

el botdn de células se congela para su posterior analisis.
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3.- Analisis estadistico

Los resultados han sido expresados como la media aritmética + el error estandar de la media
(S.E.M.) y la significacion estadistica de las diferencias entre los grupos de individuos de una
misma poblacién ha sido evaluada utilizando el analisis de varianza (ANOVA), seguido del ¢
test. La existencia de diferencias significativas se considerd para p<0.001 y p<0.05, es decir,
cuando existe menos de un 1% y un 5% respectivamente de probabilidad de que dichas
diferencias se deban al azar. El andlisis estadistico ha sido realizado utilizando el programa
informético Graph Pad Prim® 2.01. Todos los experimentos realizados se repitieron un

numero “n” de veces igual o superior a tres.
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1.- EXPRESION DEL GEN AANAT EN DIFERENTES TEJIDOS DEL SISTEMA
INMUNE EN TRES CEPAS DE RATON.

Para estudiar la expresién génica de la enzima Arilalkil-N-acetiltransferasa AANAT en
diversos tejidos y células del sistema inmune (timo, bazo y médula dsea), de los ratones
C57BL/6, Swiss y C3H/HeNHsd, se realizo una nested PCR. Se realiz6 una PCR
incluyendo los exones 3 y 4 y otra incluyendo los exones 1 y 2, ya que se han descrito
isoformas alternativas de la AANAT debido a un splicing alternativo entre estos pares de

exones. La glandula pineal fue utilizada como control.

1.1.- Expresion de la enzima AANAT en glindula pineal

1.1.1.- Estudio de los exones 3 v 4 vde los exones 1v2

La amplificacién de los exones 3 y4 demostrd la presencia de dos bandas, una de 137
pb correspondiente a la banda silvestre y otra banda de 239 pb (Figura 1). Esta ultima
banda corresponde a una isoforma mutante con una insercién de 102 pb, ya descrita en
glandula pineal de ratones C57BL/6 por Roseboom. (Roseboom y col., 1998). En la cepa
C3H/HeNHsd la intensidad de las dos bandas correspondientes a las dos isoformas es
similar. Respecto a los ratones Swiss la presencia de ambas bandas fueron de muy baja
intensidad. Estos resultados corroboran la presencia de esta isoforma mutante en la cepa
C57BL/6, con una expresion mas intensa que la silvestre, tal como lo describié Roseboom

y col. (1998).

La amplificacién de los exones 1 y 2 demostro la presencia de una banda de 105 pb,
correspondiente a una forma silvestre en las tres cepas de raton y de manera maés
sobresaliente en los ratones Swiss (Figura 31). Se utilizé como control de la expresioén, la

amplificacion del gen de la B-actina.
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300 pb «—239 pb
200 pb

100 pb

800 pb

500 pb

Figura 31. Anilisis por nested PCR de los exones 1y 2,y de los exones 3y 4 del gen
AANAT en glindula pineal de ratones C57BL/6 (C), Swiss (S) y C3H/HeNHsd
(H). En el analisis se incluy6 un control negativo que no contenia ADNc (-) y un marcador

de peso molecular (®). El gen de la B-actina fue amplificado como gen de referencia.

1.2.- Expresion del enzima AANAT en timo, bazo y médula ésea.

1.2.1.- Estudio de los exones 3 v 4

En la cepa de ratéon C57BL/6, el patron de amplificacion obtenido para los exones 3 y 4
reveld la presencia de la banda silvestre de 137 pb ademas de otra de 239 pb (con la
insercidén) en bazo y médula ésea. No se detect6 ninguna isoforma en timo. En la cepa de
ratdbn Swiss se observé la presencia de la banda silvestre de 137 pb ademas otra banda de
239 pb (con la insercion) en timo y médula dsea. No se detecté ninguna isoforma en bazo.
Enla cepa de raton C3H/HeNHsd se observo la presencia de la banda silvestre de 137 pb
ademas otra banda de 239 pb (con la insercién) en timo y médula 6sea. No se detectd

ninguna isoforma en bazo (Figura 32).
Estos resultados concuerdan con el patrén de expresién obtenido en pineal, donde

encontramos en las tres cepas de raton tanto la expresion de la isoforma silvestre como la

resultante del splicing alternativo que incluye la insercién de 102 pb.
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Figura 32. Anilisis por nested-PCR de los exones 3 y 4 del gen AANAT en timo, bazo y médula
osea de ratones C57BL/6 (C), Swiss (S) y C3H/HeNHsd (H). En el analisis se incluy6 un control
negativo que no contenia ADNc (-) y un marcador de peso molecular (®). El gen de la B-actina fue

amplificado como gen de referencia.

1.2.2.- Estudio de los exones 1 v 2

En las tres cepas de raton, el patron de amplificacion obtenido para los exones 1-2,
revelod tan solo la presencia de la banda silvestre de 105 pb en timo bazo y medula
6sea (Figura 33). Se muestra la pineal (P) de ratones Swiss como control positivo. Al
igual que como ocurre en pineal, los resultados muestran que en los tejidos del
sistema Inmune analizados no encontramos splicing alternativo que incluya la

insercion descrita entre estos dos exones.

timo bazo meédula

Q(-}(-ﬁ)HSCHSCH S C

200 pb
160 pb 106 pb
800 pb e B.actina

&00 pb

Figura 33. Analisis por nested-PCR de los exones 1y 2 del gen AANAT en timo, bazo y médula
6sea de ratones C57BL/6(C), Swiss (S) y C3H/HeNHsd (H). En el analisis se incluyo a la glandula
pineal como control positivo (+), asi como un control negativo que no contenia ADNc (-). Se utilizé un

marcador de peso molecular (@) y el gen de la B-actina fue amplificado como gen de referencia.
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2.- SINTESIS DE MELATONINA EN CELULAS MONONUCLEARES DE
SANGRE PERIFERICA (PBMC) EN TRES CEPAS DE RATON ESTIMULADAS
CON PHA.

Para demostrar la sintesis de melatonina en PBMC de los ratones C57BL/6, Swiss y
C3H/HeNHsd, se analizd la expresion génica de una de las enzimas implicadas en su ruta
biosintética, la AANAT enzima reguladora de la ruta biosintética. También se midié la
actividad de las dos enzimas claves en la sintesis de melatonina, la AANAT y la Hidroxi-
O-metiltransferasa (HIOMT). Finalmente se midié el contenido de melatonina en el
sobrenadante de los cultivos de PBMC, glandulas pineales y plasmas, mediante ELISA.
Estos parametros se estudiaron tanto en PBMC en reposo como estimuladas con PHA

durante 48 horas en las tres cepas de ratén.

2.1.- Expresion del gen del enzima AANAT

Para estudiar la expresién de la enzima AANAT en PBMC de las tres cepas diferentes de
ratén, se realizo una nested PCR. Se realizé una PCR incluyendo los exones 3y 4 ylos

exones 1 y 2.

2.1.1.- Estudio de los exones 3 v 4

El patron de amplificacion obtenido para los exones 3 y 4 revelo la presencia de la banda
silvestre de 137 pb ademas de otra banda de intensidad mas débil de 239 pb (con la
insercion) en las células sin estimular de las tres cepas de ratén (Figura 34). Al estimular
las células de las cepas Swiss y C57BL/6 con PHA se increment6 la expresion de la
AANAT en estas dos cepas de ratéon. La banda obtenida en la cepa C3H/HeNHsd fue mas

intensa que en las deficientes en melatonina C57BL/6 y Swiss.
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Figura 34. Anilisis por nested-PCR de los exones 3y 4 del gen AANAT en PBMC en reposo y
estimuladas (E ) de ratones CS57BL/6 (C), Swiss (S) y C3H/HeNHsd (H). En el anlisis se incluyé
un control negativo que no contenia ADNc (-) y un marcador de peso molecular (®). El gen de la

HPRT fue amplificado como gen de referencia.

2.1.2.- Estudio de los exones 1 y 2

El patrén de amplificacion obtenido para los exones 1-2 revelo la presencia de la
banda silvestre de 105 pb en células en reposo de la cepa Swiss pero no en C57BL/6.
Al estimular las células de las cepas deficientes en melatonina se obtuvo una banda
mas intensa en los ratones Swiss y se visualizé6 una banda de 105 pb en la cepa
C57BL/6. La banda obtenida en la cepa C3H/HeNHsd fue mas intensa que en
C57BL/6 y Swiss (Figura 35). Estos resultados apoyan lo previamente observado en la
amplificacion de los exones 3-4, donde observamos como tras la estimulacion con

PHA los niveles de expresion del enzima aumenta respecto al control sin estimular.
PBMC

® L)H S SEC CE

HPRT

Figura 35. Analisis por nested-PCR de los exones 1y 2 del gen AANAT en PBMC en reposo y
estimuladas (E) de ratones C57BL/6 (C), Swiss (S) y C3H/HeNHsd (H). En el analisis se incluyé
un control negativo que no contenia ADNc¢ (-) y un marcador de peso molecular (®). El gen de la

HPRT fue amplificado como gen de referencia.
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2.2.- Actividad Enzimatica

2.2.1.- Medida de la actividad N-Acetiltransferasa (NAT)

Se utilizaron PBMC en reposo y estimuladas con PHA durante 48 horas de las tres cepas
de ratéon: C57BL/6, Swiss y C3H/HeNHsd. Las células de las tres cepas de raton en
condiciones basales mostraron actividad enzimatica AANAT (Figura 36). Las cepas
C57BL/6 'y Swiss mostraron una actividlad muy alta con respecto a la cepa
C3H/HeNHsd (p<0.001. Test one-way ANOVA). Las PBMC estimuladas con PHA,
presentaron un aumento de la actividad AANAT con respecto a las células no
estimuladas, en las tres cepas de ratén. En las cepas C57BL/6 y Swiss se encontraron
diferencias significativas (p= 0.0203 y p= 0.0374, respectivamente. Unpaired T test). En
la cepa C3H/HeNHsd esta diferencia fue aiin mayor p= 0.0002.

0.754

nmol N-acetil triptamina/mg
prot/h

- + - +
Swiss C57BL

Figura 36. Niveles de actividlad AANAT en PBMC en reposo y estimulados con PHA de ratones
C57BL/6, Swiss y C3H/HeNHsd. Se utiliz6 el test one way ANOVA para analizar las diferencias entre las
diferentes cepas de ratén. Para analizar las diferencias entre las células control y estimuladas en una misma
cepa se utilizo unpaired T test. Los valores estdn expresados como la media de seis experimentos.

2.2.2.- Medida de la actividad Hidroxi-O-metiltransferasa (HIOMT)

Al igual que en el ensayo de actividad NAT, se utilizaron PBMC en reposo y estimuladas
con PHA durante 48 horas de las tres cepas de ratén: C57BL/6, Swiss y C3H/HeNHsd.
Las c€lulas de las tres cepas de raton en condiciones basales mostraron actividad

enzimatica HIOMT (Figura 37). Solo encontramos diferencias significativa entre la cepa
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C57BL/6 con respecto a la cepa C3H/HeNHsd (p<0.05. Test one-way ANOVA.). Las
PBMC estimuladas con PHA de la cepa C3H/HeNHsd presentan un aumento de la
actividad HIOMT con respecto a las células no estimuladas (p= 0.0098. Unpaired T test).

En las otras dos cepas no encontramos diferencias significativas.
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Figura 37. Niveles de actividad HIOMT en PBMC en reposo y estimulados (E) de ratones C57BL/6,
Swiss y C3H/HeNHsd. Se utilizé el test one way ANOVA para analizar las diferencias entre las diferentes
cepas de raton. Para analizar las diferencias entre las células control y estimuladas en una misma cepa se
utilizé unpaired T test. Los valores estin expresados como la media de tres experimentos.

2.3.- Produccioén de melatonina
Se utilizaron sobrenadantes de PBMC en reposo y estimuladas con PHA durante 48 horas
de las tres cepas de ratén: C57BL/6, Swiss y C3H/HeNHsd. También se midié el

contenido de melatonina de glandulas pineales y plasmas de las tres cepas de raton.

2.3.1.- Produccién de melatonina en glandula pineal

Se midio6 el contenido de melatonina de la glandula pineal de cada cepa de raton por
ELISA (Figura 38). La glandula pineal de las cepas deficientes C57BL/6 y Swiss
presentaron concentraciones de melatonina muy bajas, en cambio el contenido de
melatonina de la glandula pineal de la cepa control C3H/HeNHsd fue muy alto, en

promedio del orden de 96 pg/ml (p<0.001. Test one-way ANOVA)
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Figura 38. Niveles de melatonina en glandula pineal de ratones C57BL/6, Swiss y C3H/HeNHsd. Se
utilizo el test one way ANOVA para analizar las diferencias entre las diferentes cepas de ratén. Los valores
estan expresados como la media de tres experimentos.

2.3.2.- Produccion de melatonina en plasma

Se midi6 el contenido de melatonina del plasma de cada cepa de ratén por ELISA.
(Figura 39). El contenido de melatonina de la cepa C3H/HeNHsd fue ligeramente mas alto
con respecto a las cepas C57BL/6 y Swiss ( p<0.05. Test one-way ANOVA).

~
[&)]
]

n
(@]
1

pg/ml melatonina

i

H3C Swiss C57BL

Figura 39. Niveles de melatonina en plasma de ratones C57BL/6, Swiss y C3H/HeNHsd. Se utilizo el
test one way ANOVA para analizar las diferencias entre las diferentes cepas de raton. Los valores estan
expresados como la media de tres experimentos.
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2.3.3.- Produccion de melatonina en sobrenadantes de PBMC

Se midié el contenido de melatonina del sobrenadante de PBMC en reposo y estimuladas
con PHA durante 48 horas de cada cepa de raton por ELISA (Figura 40). Los
sobrenadantes de las PBMC de las tres cepas de ratén presentaron contenido de
melatonina tanto en sobrenadantes de células en reposo como estimuladas, sin embargo no

se obtuvieron diferencias siginificativas entre ellas.

15+

pg/ml melatonina

Figura 40. Niveles de melatonina en PBMC en reposo y estimulados (E) de ratones C57BL/6, Swiss y
C3H/HeNHsd. Se utilizo el test one way ANOVA para analizar las diferencias entre las diferentes cepas de
ratén. Para analizar las diferencias entre las células control y estimuladas en una misma cepa se utilizé
unpaired T test. Los valores estin expresados como la media de seis experimentos.
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3.- DESARROLLO DE UN MODELO CELULAR KNOCKOUT CONDICIONAL
PARA MELATONINA.

Para obtener el modelo celular Knockout condicional para melatonina, primero se disefi6
la secuencia antisentido. Se amplificé el gen de la HIOMT con cebadores a los que se les
habian afiadido secuencias de restriccion en los extremos 5' para las enzimas Kpnl y
EcoRI mediante una nested PCR. Despues se llevo a cabo la clonacién de esta secuencia
en el vector pGEMT. Se realizé una transformacién en células competentes y tras una
purificacién del plasmido pGEMT-HIOMT se liber6 la secuencia de la HIOMT. Esta fue
clonada de manera invertida en el vector de expresion del sistema TREX. Finalmente se

llevo a cabo la transfeccion de células JurkatTet con el plasmido TREx-HIOMT.

3.1.- Amplificacion de la HIOMT mediante PCR

Se utilizé ADN genoémico de the Human Leukemia lymphoblastic (Pag. 80 de material y
métodos) para amplificar el gen de la HIOMT mediante una nested PCR. Se obtuvo la
secuencia génica de la HIOMT en el Gen Bank para el disefio de los cebadores a los que se
les afiadié en el extremo 5' secuencias especificas para enzimas de restricciéon que no
cortan la secuencia a amplificar y que estan presentes en los vectores a utilizar. Se corri6
todo el producto de la PCR en gel de agarosa, dividiéndolo en dos pocillos. Se obtuvo la

banda esperada de aproximadamente 900 pb (Figura 41).

¢ _HIOMT ¢,

1000 pb
900 pb

500 pb

Figura 41. Amplificacién de la HIOMT a partir del ADN genémico mediante nested PCR. En el

andlisis se incluyd un control negativo que no contenia cDNA (-) y un marcador de peso molecular (D).
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Se purificé del gel las bandas correspondientes a la HIOMT para su posterior clonaje en el
vector pGEMT. Tras el proceso de purificacion se corrié en gel una alicuota de 10 pl para
confirmar la efectividad de la extraccion (Figura 42). Se calculé la cantidad obtenida
comparando la intensidad de la banda con la correspondiente al marcador de peso

molecular y se estimo6 que ésta era de 10 ng/pl.

HIOMT

D |

1000 pb
900 pb

500 pb

Figura 12. Analisis y cuantificaciéon por electroforesis de las bandas purificadas correspondientes a la

HIOMT. Enel analisis se incluyd un marcador de peso molecular (®).

3.2. Clonacion de la HIOMT en el vector pGEMT y transformacion.

Se realizé la clonacién de la secuencia amplificada de 1a HIOMT en el vector pGEMT, el
cuél es un sistema adecuado para clonar productos de PCR. La clonacién se llevo a cabo

con una relacion de inserto: vector 5:1 (75 ng inserto: 50 ng vector).

Se realizé la transformacion en bacterias competentes JM109 competent cells high
efficiency (Pag. 83 de material y métodos) con el producto del clonaje. Las bacterias
transformadas se crecieron en placas de cultivo con medio LB con ampicilina como
antibiotico de seleccion, asi como los reactivos IPTG y X-Gal para la seleccién de
colonias positivas. Se seleccionaron 5 clones de bacterias portadoras del plasmido
recombinado pGEMT-HIOMT. Se crecieron en un medio liquido muy nutritivo (TB)

con ampicilina y de los 5 clones, crecieron 4. Se guardé una alicuota de cada clon.

A vpartir de las 4 colonias de células transformadas que crecieron, se llevé a cabo una
purificaciéon del ADN plasmidico. Tras el proceso de purificacién se corrié en gel de
agarosa una alicuota de 5 pl de cada clony 2 pl del vector pPGEMT solo como control,
para confirmar la efectividad del proceso (Figura 43). Se observo en cada clon una banda

de aproximadamente 3000 pb, excepto en el clon # 2, en el cual la banda esta por debajo
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de 3000 pb por lo que se decidi6 descartarlo. Se continué trabajando con los clones #1, #3
y # 4. Se cuantificd la cantidad de ADN obtenido de cada clon y se obtuvo un promedio

de 110 ng/pl de cada plasmido recombinado.

pGEMT-HIOMT

© V # #2 #3 #4

3000 pb
2500 pb

Figura 43. Analisis por electroforesis del ADN plasmidico purificado de 4 colonias de células
transformadas con pGEMT-HIOMT. En el anlisis se incluyé un control positivo que contenia al vector

pGEMT (v} y un marcador de peso molecular (®).

3.3. Secuenciacion de la HIOMT.

La regién correspondiente al inserto en los plasmidos purificados (pGEMT-HIOMT) de
los clones #1, #3 y #4, fueron secuenciados. Se analizaron los resultados y se confirmé la
ausencia de mutaciones en los 3 clones. Los sitios de restriccion para las enzimas Kpnl y

EcoRI estaban presentes tambien en todos los clones.

3.4. Liberacion de la secuencia insertada (HIOMT) de pGEMT tras la digestion con

las enzimas de restriccion.

Los clones (#1# 3 y# 4) se sometieron a una digestién con las enzimas de restriccion
Kpnl y EcoR1, para la liberacién de la secuencia insertada (HIOMT) del vector pGEMT.
Se realizd una electroforesis en agarosa de los productos de la digestion, utilizando los
clones sin digerir como control (Figura 44). En las muestras digeridas se obtuvo la banda
esperada de 900 pb correspondiente a la HIOMT vy la banda de 3000 pb correspondientes al
vector. En las muestras no digeridas solo se obtuvo una banda de muy alto peso molecular,

por encima de 3000 pb.
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pGEMT-HIOMT

#1 #3 #4

4000 pb
.+ 3000 pb

2000 pb

1000 pb
4 900 pb

500 pb

Figura 44. Anilisis por electroforesis de la digestion del pGEMT — HIOMT (d) y de los productos

no digeridos (nd). Se utilizaron marcadores de tamafio para el ensayo (D).

Se purifico del gel la banda correspondiente a la HIOMT de cada clon (Figura 14) para su
posterior clonaje en el vector de expresion del sistema TREx. Tras el proceso de
purificacién se corrié en gel una alicuota de 10 pul para confirmar la efectividad de la
extraccion (Figura 45). Se cuantifico por espectrofotometria la cantidad obtenida de cada

banda, se obtuvo un promedio de 8 ng/ul.

HIOMT
® # #

1000 pb [§
900 pb

Figura 45. Anilisis por electroforesis de las bandas purificadas correspondientes a la HIOMT. En el

analisis se incluyo un marcador de peso molecular (®).
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3.5.- Clonacion de la HIOMT en el vector de expresion del sistema TREx

Previo a la clonacion se realiz6 una preparacion del vector TREX.

3.5.1 Digestidén del vector de expresion

Para realizar la clonacién de la HIOMT de manera invertida en el sistema TREX, se linealizé el
nuevo vector de expresion DNA4/TO/myc-His A, con las mismas enzimas utilizadas para liberar
el inserto Kpnl y EcoRI. Se realiz6 una electroforesis en agarosa de todo el producto de la digestién
en dos pocillos, utilizando al vector sin digerir como control (Figura 46). Se obtuvo una banda de

5000 pb que se extrajo del gel. Posteriormente se purifico y cuantificd, se obtuveron 15 ng/ul.

Vector TREx

Figura 46. Anilisis por electroforesis de la digestion del vector TREx (Vd). Se utilizé como control

vector sin digerir (V), asi como marcadores de tamafio para el ensayo (D).

3.5.2 Ligacion

Se realizo la clonacién de la secuencia de la HIOMT del clon # 4 de manera invertida en el
vector de expresion TREx (DNA4/TO/myc-His A.) linealizado. Esto es posible por la
presencia de las secuencias de restriccién en los extremos de la HIOMT que permiten
ligar el inserto con el vector de forma invertida. La relacién inserto: vector para el clonaje

fue de 4:1 (390 ng de inserto: 513 ng vector).
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3.6.- Transformacion

Se realizé la transformacion de bacterias competentes JM109 competent cells high
efficiency (Pag. 83 de material y métodos) con el producto del clonaje. Las bacterias
transformadas se crecieron en placas de cultivo con medio LB con zeocina como
antibidtico de seleccion. Se seleccionaron 12 clones de bacterias portadoras del plasmido
recombinado TREx-HIOMT. Se crecieron en un medio liquido muy nutritivo (TB) con
zeocina durante toda la noche. Se guard6 una alicuota de cada clon y el resto se utilizd

para la purificacién.

A partir de las 12 colonias de células transformadas que crecieron en medio TB. Se llevo a
cabo una purificacién del ADN plasmidico. Se cuantificé la cantidad de ADN obtenido

de cada clon y se obtuvo un promedio de 160 ng/ul.

Los 12 clones recombinantes se sometieron a una digestion con las enzimas de
restriccion Kpnl y EcoR1, para comprobar la eficacia del proceso de clonacion. Se
realiz6 una electroforesis en agarosa de los productos de la digestion, utilizando un clon sin
digerir como control (Figura 47). En los clones digeridos observamos las bandas esperadas,
una de 900 pb que corresponde a la HIOMT y otra de 5000 pb correspondiente al vector
de expresion TREx (DNA4/TO/myc-His).

TREx-HIOMT digerido

800

Figura 47. Anilisis por electroforesis de la digestion del TREx —-HIOMT. Producto no digerido (nd)

fue utilizado como control. Se utilizaron marcadores de tamaiio para el ensayo (WM).
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3.7.- Secuenciacion del veetor TREx-HIOMT de la secuencia antisentido clonada

De los 12 plasmidos purificados a partir de colonias positivas (TREx-HIOMT) se
eligieron 3 para ser secuenciados en base a su mayor concentracion. Esto se realizé para
confirmar la no existencia de mutaciones. Analizando los resultados se comprobd que
todas presentaban la delecion de 84 pb en el exon 6, correspondiente al transcrito de la

HIOMT producto 2 (-6+7), consecuencia de un splicing alternativo entre los exones 6 'y 7

(Figura 48).

franscrites .
e EXON S R o053 .22 ) S

Product 1 o) il
Praduct 2 {muddic)
Frodugt 3 {stoend

EXOM 7 EXONE

Produat § Gogd
B % 2 {muddle)
Product 4 (bottoam} b fscd

E

Figura 48. Transcritos alternativos de la HIOMT humana, productos 1, 2 y 3. Los exones son
mostrados con lineas gruesas y las porciones perdidas con lineas delgadas. Los limites de los exones 6 y 7

son definidos con flechas.

Se procedié a comprobar que isoforma de la HIOMT expresan las células JurkatTet en las
cuales vamos a llevar a cabo la transfeccion. Realizando una RT- PCR, con primers que
flanquearan la posible delecion. Se realiz6 una electroforesis en agarosa del producto de la
PCR (Figura 49). Se obtuvo la banda de 225 pb correspondiente a la isoforma (-6+7), la
cudl es la que se expresa mayoritariamente en los tejidos. Se elige trabajar con el clon # 2

para llevar a cabo la transfeccion en células Jurkat-Tet.

(-) Jurk

225 pb

Figura 49. Anilisis por RT-PCR de la expresion de la HIOMT en células JurkatTet. En el analisis se

incluyé un control negativo que no contenia ADNc¢ (-) y un marcador de peso molecular (D).
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3.8.- Maxiprep de TREx-HIOMT

Para obtener suficiente cantidad del plasmido recombinante TREx-HIOMT para la
transfeccién en células JurkatTet se realiz6 una maxiprep del clon # 2. Las células
transformadas con TREx-HIOMT se crecieron en medio liquido LB con zeocina en
agitacion durante toda la noche. Al dia siguiente se llevo a cabo la purificacion del
plasmido recombinante. Una alicuota del eluido (10 pul), se corre en gel de agarosa (1,2%)
para confirmar que la miniprep ha sido efectiva (Figura 50). Se obtuvo una banda muy
gruesa superior a 5000 pb. A continuacion se calcula la cantidad de ADN obtenida por

espectrofotometria, obteniéndose 1500 ng/pl.

TREx-HIOMT

Figura 50. Anadlisis por electroforesis de la purificacion del plismido recombinante TREx-HIOMT

(clon #2). Se utilizé marcadores de tamafio para el ensayo (D).

3.9.- Curva de sensibilidad a la zeocina

Antes de realizar la transfeccion se determind la minima concentracion de zeocina
requerida para matar a las células no transfectadas. Se llevo a cabo una curva de
sensibilidad a la zeocina en un rango de 50-1000 pg/ml en cultivos de células JurkatTet
durante 10 dias (Figura 51). Cada dia se cuantific6 el numero de células vivas,
correspondiente a cada dilucién del antibiético comparandolo con el control sin zeocina.
Conforme fueron pasando los dias el nimero de células fue disminuyendo en todas las
concentraciones probadas excepto en el control en el cual iban aumentando. En el dia 6
del experimento los cultivos con las concentraciones mas altas: 400, 600, 800 y 1000
png/ml fueron desechados, pues la gran mayoria estaban muertas. Los cultivos con las
concentraciones de zeocina de 200 y 100 pg/ml se cuantificaron hasta el dia 7 y se

continud el experimento hasta el dia 10 cuantificando solo el cultivo con la concentracién
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de 50 pg/ml comparada con el control. Se determindé que 100 pg/ml era la minima

concentraciéon para trabajar los cultivos con células transfectadas.

15-
—_ ——0 ug/ml
§ ——50
< 10- ——100
2 ——200
3 —— 400
g 5 —— 600
g —— 800
! v 1000
O T T T 1 I T T T 1

Tiempo (dias)

Figura 51. Curva de sensibilidad a la zeocina en células JurkatTet. Las concentraciones de zeocina
fueron en un rango de 50 a 1000 pg/ml. La linea roja indica la concentracién elegida (100 pg/ml). Como

control se utilizaron células a las que no se les afiadié zeocina (0)
3.10.- Transfeccion de las células JurkatTet

Las células JurkatTet fueron transfectadas con TREx-HIOMT, utilizando DMRIEC-
Reagent por duplicado. Las células transfectadas son mantenidas en medio de cultivo con
los antibidticos de seleccidon zeocina y blasticidina. A las 48 horas de haber realizado la
transfeccion se observa que la poblacion celular ha bajado un poco y forman agregados
celulares. Conforme van pasando los dias sigue bajando el numero de células. Algunas se
observan més grandes o deformadas, con vacuolas intracelulares, asi como prolongaciones
del citoplasma. También se observan bastantes detritus celulares. Un pequefio nimero de
células se observan con la morfologia normal en uno de los pocillos. Al cuarto dia las
células del pocillo que contienen células normales se pasa a un flask T-25, el otro se
desecha. A partir del décimo dia la poblacion de células anormales comienza a bajar con
respecto a las normales que siguen multiplicandose. Se continua con el cultivo durante
aproximadamente una semana mas hasta obtener una densidad celular de 10° cel/ml. Las

células se pasan a un flask T-75 para expandir el cultivo. Se congelan viales de células
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transfectadas JukatTet-HIOMT a una concentracién de 3 X 10° cel/ml. Otra parte de

células transfectadas son mantenidas en cultivo para posteriores experimentos.
3.11.- Induccion de la expresion del ARN antisentido.

Para conocer la eficacia del modelo celular knockout condicional para melatonina se llevo
a cabo la induccion del ARN antisentido frente a la HIOMT. Las células Jurkat Tet
transfectadas son incubadas con diferentes concentraciones de tetraciclina entre 0.1, 0.25,
0.50, 0.75 y 1 pg/ml, durante 24 horas, el cual es el agente inductor de la transcripcion del
gen de interés (antisentido HIOMT) en el vector de expresion. Con estas cé€lulas se

procedid a cuantificar la actividad enzimatica de la HIOMT y el contenido de

melatonina.

3.11.1.- Actividad enzimatica

Se midio la actividad enzimatica de la HIOMT en las células transfectadas, para comprobar
el grado de inhibicion (Figura 52). Los datos obtenidos mostraron que a partir de la
concentracion mas baja de 0.1 pg/ml ya se observd una inhibicién de la actividad
enzimatica de 55%. Para 0.25 y 0.5 pg/ml se observé una inhibicién de 60%, para 0.75 fue
de 62%. Con una concentracién de tetraciclina de 1 pg/ml se observé una maxima

inhibicién (70%) con respecto a las células sin tetraciclina (100%).

100+

50

% actividad HIOMT

conc. tetraciclina (ug/ml) en 24 h

Figura 52.Ensayo de la inhibicién de la actividad enzimatica de la HIOMT en células transfectadas.
Se utilizaron diferentes concentraciones de tetraciclina.entre 0.1y 1 pg/ml, durante 24 horas. Se utilizé como
control células transfectadas sin tetraciclina (0).
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3.11.2.- Cuantificacion de melatonina

Para comprobar el grado de inhibicién en la producciéon de melatonina en el modelo
desarrollado. Se llevé a cabo la cuantificacién en los sobrenadantes de los cultivos de las
células transfectadas. Previamente fueron inducidas a expresar el ARN antisentido con
tetraciclina. Los datos obtenidos mostraron que a partir de la concentraciéon mas baja de 0.1
pg/ml ya se observé una inhibicion de los niveles de melatonina del 20% (Figura 53).
Conforme se aumenté la concentracion de tetraclina los niveles de melatonina siguieron
disminuyendo hasta alcanzar  una maxima  inhibicién de casi el 60% para las

concentraciones de 0.75 y 1 pg/ml con respecto a las células sin tetraciclina (100%).

% de melatonina

0 01 025 05 075 1

conc. tetraciclina (ug/ml) en 24 h

Figura 53. Niveles de melatonina en células transfectadas. Se utilizaron diferentes concentraciones de
tetraciclina. entre 0.1 y 1 pg/ml, durante 24 horas. Se utilizé como control células transfectadas sin
tetraciclina (0).
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Discusion

1.- In vivo: estudiar la biosintesis de melatonina en diferentes 6rganos y células del
sistema inmune de tres cepas raton: C57BL/6 y Swiss (deficientes en la sintesis de

melatonina pineal) y C3H/HeNHsd (control).

Los animales de experimentaciéon, en especial los ratones son una herramienta
ampliamente utilizada en diversas areas de la investigacién biomédica. En el estudio de la
funcién de la melatonina la mayoria de los trabajos han sido realizados en ratas, en lugar
de en ratones. Esto es en parte debido a que algunas cepas de ratones consanguineos,
utilizadas en el laboratorio pueden presentar alteraciones debidas a los cruces consecutivos.
En este sentido muchas cepas de ratones consanguineas poseen niveles de melatonina en
glandula pineal muy bajos con excepcion de las cepas C3H y CBA (Goto y col., 1989;
Vivien-Roels y col., 1998). Se ha propuesto que esto es debido a que una o ambas enzimas
de la ruta biosintética serotonina-melatonina estan involucradas (Ebihara y col., 1987), es
decir la enzima AANAT que cataliza la acetilacidn de la serotonina a N-acetilserotonina y
la HIOMT que lleva a cabo el tltimo paso al convertir N-acetilserotonina a melatonina.
Por otro lado Roseboom y col. (1998), han descrito un knockdown natural para €l enzima
AANAT, la enzima reguladora de la ruta de sintesis de la melatonina, en la cepa de raton
C57BL/6. Asi estos ratones presentan cierta mutacion que da como consecuencia
transcritos alternativos aberrantes en la glandula pineal, que codifican proteinas con poca
o sin actividad enzimatica. En base a lo anterior el objetivo inicial de este trabajo de
investigacion fue estudiar la produccion de melatonina en sistema inmune en una cepa de
raton knockdown natural. En la Gltima década se ha demostrado la sintesis de melatonina
extrapineal, incluido el sistema inmune (Kvetnoy y col., 1999), esto nos permitiria tener
un modelo in vivo donde poder estudiar las acciones de la melatonina en sistema inmune
murino, sin la interferencia de la producida endégenamente. Debido a que hasta la fecha
la enzima HIOMT no ha sido clonada en ratén, se procedié a analizar la expresion de la
enzima clave en la sintesis de melatonina la AANAT en sistema inmune en diferentes

cepas de ratdn y analizar las posibles isoformas de esta enzima.

En nuestro estudio utilizamos tres cepas de raton: la cepa C57BL/6J, la Swiss y la
C3H/HeNHsd. La cepa C57BL/6J ha sido descrita como deficiente en la produccion de
melatonina (Goto y col., 1989) debido a una mutacién puntual en el gen de la AANAT.

Esto altera el splicing en el ARN, resultando en la inclusién de un pseudoexon de 102
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pares de bases en el ARNm maduro de la AANAT entre el exon 3 y 4, lo que conlleva a la
traduccién de una proteina truncada, debido a la presencia de un codén de terminacidn
(Roseboom y col., 1998). La cepa Swiss, es una cepa no consanguinea y presenta bajos
niveles de melatonina, debido tal vez a una deficiente actividad de la AANAT (Vivien-
Roels y col., 1998). Por ultimo la cepa C3H/HeNHsd, la cual se utilizé como control ya
que presenta niveles de melatonina normales (Goto y col., 1989). Por otro lado en un
estudio previo de la expresion de la AANAT realizado por Slominski y col. (2003) en
algunos organos y piel de ratones C57BL/6 se observo la presencia de otras isoformas
alternativas de la AANAT, como una insercién de 89 pb entre los exones 1 y 2, por lo que

tambien fueron analizados.

La melatonina es secretada principalmente en la glandula pineal donde las enzimas
involucradas en su ruta metabolica, entre ellas la AANAT, son sintetizadas de manera
activa. Previo al analisis de la expresion de la AANAT en sistema inmune, se analizd la
expresion de la misma en glandula pineal de cada cepa de ratén. En los resultados
obtenidos en este estudio incluyendo los exones 3 y 4 de la AANAT en glandula pineal, se
obtuvo la banda silvestre de 137 pb y ademas otra banda de 239 pb correspondiente a la
insercion descrita de 102 pb en pineal de ratones C57BL/6 (Roseboom y cols., 1998) en
las tres cepas de ratén (figura 31). Estos resultados fueron sorprendentes ya que se
esperaba encontrar la isoforma con la insercidon, solo en los ratones C57BL/6 donde
previamente habia sido descrita. Es la primera vez que en la cepa Swiss se describen las
isoformas de la AANAT en pineal por lo que al ser una cepa no consanguinea es
sobresaliente que presente la isoforma mutada. Estos resultados aportarian mas
informacién a lo previamente descrito por Goto y col. (1989), con respecto a las
alteraciones génicas debidas a los cruces consecutivos en ratones consanguineos. La
presencia de esta isoforma mutada en C3H/HeNHsd parece estar en contradiccion con los
niveles de melatonina en esta cepa, sin embargo la banda silvestre es suficientemente
intensa por lo que los niveles del enzima podrian ser adecuados. El significado de esta
isoforma alternativa descrita por Roseboom deberia ser estudiada mas en profundidad ya
que parece expresarse en cepas deficientes y proeficientes en melatonina. Al analizar la
expresion de los exones 1 y 2 solo observamos la presencia de la banda silvestre de 105 pb
en las tres cepas de ratéon (figura 31). En el analisis de estos exones, nosotros no
encontramos las isoformas descrita por Slominski y col. (2003), en algunos tejidos (cerebro

y pituitaria), debidas a un splicing alternativo entre este par de exones.
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Al cuantificar el contenido de melatonina en plasma de muestras recogidas en las primeras
horas de la mafiana en las tres cepas de raton, encontramos que en las cepas deficientes
C57BL/6 y Swiss, fueron altas con respecto a lo ya mostrado en glandula pineal (figura
39) lo que indicaria que en nuestro estudio no hay una correlacion entre la concentracion
de melatonina en glandula pineal y plasma en estas cepas. Estos datos apoyan los
mostrados por Kennaway y col., (2001) para la cepa CS57BL/6. De hecho existen
diferencias muy significativas en los niveles de melatonina en pineal entre las cepas
deficientes con respecto al control (figura 38), mientras que estas diferencias disminuyen
cuando estudiamos la melatonina en plasma. Seria importante considerar el papel de la
glandula harderiana presente en roedores, ya que esta glandula es una fuente importante
de melatonina extrapineal (Djeridane y col, 1998), y por lo tanto pudiera estar
contribuyendo a los niveles presentados en plasma en estas cepas de ratéon. Es importante
mencionar que las muestras  fueron obtenidas entre 9 a 10 de la mafiana por lo que
nuestros datos aportan informacién acerca de la expresidon de la AANAT y de
concentraciones de melatonina en estas cepas de ratén en condiciones basales. Esto se hizo
tomando en cuenta que se ha descrito que en la glandula pineal de las cepas de raton C3H
y CBA presentan un pico tardio de melatonina con alta amplitud, dos horas antes del
amanecer (Goto y col., 1989). Con respecto a las cepas C57BL/6 y Swiss se ha descrito
que presentan un pequefio pero significante pico de melatonina a mitad de la noche y otro

pequefio pico fue observado al amanecer (Vivien-Roels y col., 1998).

En los ultimos afios numerosos trabajos han demostrado que ademas de la glandula pineal
otros sitios extrapineales producen melatonina (Kvetnoy y col., 1999). En la actualidad es
conocido que la glandula harderiana, intestino, piel, oido interno, ovarios, algunas
estructuras del ojo y sistema inmune pueden sintetizar esta molécula. En nuestro estudio
analizamos la expresion del enzima AANAT en tejidos y células del sistema inmune, €l

timo, el bazo y la médula dsea de las tres cepas de raton.

Al analizar la expresion de los exones 3 y 4 detectamos amplificacion en médula 6sea en
las tres cepas, en timo en las cepas C3H/HeNHsd y Swiss, en bazo solo observamos sefial
en la cepa C57BL/6. Siempre que hubo amplificacién detectamos las dos isoformas tanto

la silvestre como la mutada (figura 32) Estos resultados concuerdan con el patron de
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expresion obtenido en glandula pineal, donde encontramos en las tres cepas de ratén tanto
la expresion de la isoforma silvestre como la resultante del splicing alternativo que incluye
la insercidn, obtenidas también por Slominski en diferentes tejidos (cerebro, pituitaria y
piel) en ratones C57BL/6 (Slomininski y col., 2003). Recientemente en nuestro grupo de
investigacion se ha descrito la expresion de la AANAT en timo de rata y de humanos
(Jiménez —Jorge y col., 2005; Naranjo y col., 2007). Con este trabajo se aporta mas
informacion a la descrita anteriormente, ya que se observa por pimera vez  la expresién
génica de la AANAT en timo de raton. En este caso ademas se aporta informacioén acerca
de las diferentes isoformas alternativas de la AANAT. Con respecto al estudio de
expresion en bazo solo se consiguié detectarla en la cepa CS57BL/6, donde observamos
tanto la banda silvestre como la mutada. Estos resultados estan en contraposicién con los
descritos por Slominski y col., en la misma cepa de ratén, ya que ellos solo obtuvieron
una banda de bajo peso molecular debida a una delecién de 69 pb. En estudios previos se
demostro la sintesis de melatonina en médula 6sea de rata (Tan y col., 1999) y después en
médula 6sea humana y de ratones C57BL/6 (Conti y col., 2000) Nuestro trabajo muestra,
la expresion génica de la AANAT, asi como la deteccion de isoformas expresadas en
médula désea tanto en cepas deficientes (C57BL/6 y Swiss) como pro-eficientes
(C3H/HeNHsd) en la produccion de melatonina. Interesantemente se observa una sefial
mas intensa de la isoforma silvestre de la AANAT en timo y médula dsea en las cepas
deficientes comparada con la cepas pro-eficientes, (figura 32). En este sentido se ha
observado que en ratas pinealectomizadas existe un aumento en la concentracién de
melatonina en timo (Jiménez-Jorge y col, 2005), como un posible mecanismo
compensatorio. Los mayores niveles de expresion de la AANAT obtenidos en este trabajo
pudiera actuar como un mecanismo compensatorio ya que al existir un déficit en pineal, la

melatonina producida en sistema inmune pudiera actuar de manera autocrina y paracrina.

Al analizar la expresion de los exones 1 y 2 observamos solo la presencia de la banda
silvestre en las tres cepas de raton (figura 33). Al igual que como ocurre en glandula
pineal, los resultados muestran que en los tejidos del sistema inmune analizados no
encontramos splicing alternativo que incluya la insercion descrita entre estos dos exones
por Slomininski en diferentes tejidos (cerebro y pituitaria) en ratones C57BL/6
(Slomininski y col., 2003). Estos resultados muestran que el enzima regulador de la

sintesis de melatonina esta presente en los tejidos del sistema inmune en estas cepas de

120



Discusion

raton. Aunque se detecta la isoforma mutante en todas ellas, la presencia siempre

existente de la isoforma silvestre permitiria la sintesis de melatonina en estos tejidos.

La sintesis de melatonina por los componentes del sistema inmune fue estudiada en los
trabajos realizados por Finocchiaro y col. (1988; 1991; 1998), los cuales mostraron la
capacidad que poseen las PBMC humanos cultivados in vitro para sintetizar melatonina
tras la incubacién con serotonina o IFNy. Afios después se han seguido publicando
trabajos acerca de la produccion de melatonina en células y lineas celulares del sistema

inmune, (Carrillo-Vico y col., 2004; Martins E Jr y col., 2004; Lardone y col., 2006).

Para continuar nuestro estudio de la expresion de la AANAT en sistema inmune,
finalmente analizamos la expresion en células de cultivo de PBMC en reposo de las tres
cepas de ratén y estimulando con PHA en las cepas deficientes. En los resultados que
obtuvimos para los exones 3 y 4 en PBMC se observo una vez mas la isoforma silvestre
y la mutada en todos los casos y de una manera mas intensa en la cepa control
C3H/HeNHsd (figura 34). Por otro lado las sefiales obtenidas de la expresion de la
AANAT tras la estimulacion con PHA muestran un aumento relativo con respecto a las
células no estimuladas. El patrén de amplificacion obtenido para los exones 1 y 2 revelo
una vez mas, unicamente la presencia de la banda silvestre en PBMC en las tres cepas de
ratén y con una mayor intensidad en la cepa control. Con respecto a la cepa C57BL/6
solo logramos detectar sefial después de la estimulacién (figura 35). Estos resultados
apoyan lo previamente observado en la amplificaciéon de los exones 3 y 4, donde
observamos como tras la estimulacién con PHA los niveles de expresién del enzima
aumenta respecto al control sin estimular. Después de haber llevado a cabo el estudio de
expresion en PBMC, se analizd la respuesta funcional de las dos enzimas claves en la
sintesis de melatonina, la AANAT e HIOMT. Al medir la actividad enzimatica de la
AANAT, observamos que las células de las tres cepas de ratdn en condiciones basales
mostraron actividad enzimatica AANAT. Las cepas deficientes mostraron una actividad
muy alta con respecto a la cepa control (figura 36), estos resultados concuerdan con los
mostrados por el grupo de Conti en médula 6sea de ratéon, donde ellos encuentran una
mayor actividad enzimatica de la AANAT en médula 6sea de la cepa C57BL/6 con
respecto a otras cepas, incluida la C3H (Conti y col., 2000). Las PBMC estimulados con

PHA, presentaron un aumento de la actividad AANAT con respecto a las células no
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estimuladas, en las tres cepas de raton, esto esta en concordancia con los resultados
previos en PBMC humanos obtenidos en nuestro laboratorio, donde se demostré que
existia actividad enziméatica de la AANAT en PBMC humanos y ademas tras la
estimulacion con PHA la expresion de la enzima aumenta respecto al control sin
estimular (Carrillo-Vico y cols, 2004). La actividad enzimatica de la HIOMT en PBMC
tanto en condiciones basales como estimuladas mostraron alta actividad enzimatica en
las tres cepas de raton (figura 37). Se esperaba encontrar baja actividad enzimatica en las
cepas deficientes ya que estudios previos en glandula pineal han mostrado que en general
las cepas de ratén mantenidas en el laboratorio presentan bajas concentraciones de
HIOMT o incluso niveles indetectables en la actividad de esta enzima (Ebihara y col.,
1987). Con respecto a la naturaleza de los posibles defectos génicos en la enzima
HIOMT, en la cepas consanguineas de ratén poco es conocido (Kennaway y col., 2002).
Para completar nuestro estudio llevamos a cabo la cuantificacién de la produccién de
melatonina en sobrenadantes de cultivos de PBMC en reposo y estimulados con PHA de
las tres cepas de ratdn. La melatonina estuvo presente tanto en sobrenadantes de PBMC
en reposo como estimuladas, en las tres cepas de ratén. No se detectaron diferencias
significativas entre las tres cepas de ratdn, ni tampoco después de la estimulacion (figura
40). El hecho de no haber encontrado las diferencias esperadas en la concentracién de
melatonina, lo atribuimos a problemas metodolégicos ya que las concentraciones que
cuantificamos son bajas y no somos capaces de detectar diferencias. En este sentido el
volumen de sangre, del cual obtenemos las células, por cada ratén es muy poca por lo
que nos limita en el estudio. Es la primera vez que se demuestra en PBMC de ratén, la
presencia de melatonina y de las enzimas implicadas en su sintesis (AANAT e HIOMT),
asi como la expresion de la enzima clave AANAT, incluyendo sus isoformas. Estos
resultados estan en concordancia con los obtenidos previamente en PBMC humanos en
nuestro laboratorio (Carrillo-Vico y cols., 2004) y en la médula 6sea humana y de ratén

(Conti y col., 2000).

Nuestro extensivo anélisis molecular de los transcritos de la AANAT en sistema inmune,
incluyendo glandula pineal como control, en tres cepas de ratén tanto deficientes en
melatonina pineal (C57BL/6 y Swiss) como eficientes (C3H/HeNHsd) demuestra que en
todos los tejidos y células del sistema inmune estudiados detectamos tanto la isoforma
silvestre como la mutada, en las tres cepas de ratén, por lo que pensamos que quizas no

es tan importante esta isoforma mutada y solo es producto de un splicing alternativo. Por
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otro lado creemos que la siempre existencia de la isoforma silvestre podria compensar la
produccién de melatonina en estas cepas de raton. Por los resultados anteriores podemos
afirmar que la cepa de ratéon C57BL/6 no se puede utilizar como modelo knockdown para
melatonina en sistema inmune. Esto estaria en desacuerdo con lo mostrado por
Roseboom y col. (1998), donde se describe a la cepa C57BL/6 como knockdown natural
en la sintesis de melatonina, pero de acuerdo con lo descrito por Conti en médula 6sea
(Conti y col., 2000). El grupo de Slominski demostr6é la capacidad que tienen extractos
de piel de estos mismos ratones para acetilar la serotonina a N-acetilserotonina (NAS),

pero €l lo atribuye a que esta reaccidén es llevada a cabo por una N-acetiltransferasa

(NAT-1) diferente a la AANAT. (Slominski y col., 2003).

La melatonina participa de manera fundamental en la sincronizacién de los ritmos
circadianos con la actividad fisioldgica de los vertebrados, pero ademas esta molécula
exhibe propiedades anti-oxidantes, oncostaticas € inmunomoduladoras. Entre los efectos
moduladores que la melatonina ejerce sobre el sistema inmune, la regulacion de la
produccion de mediadores inmunes, fundamentalmente citoquinas, puede considerarse
como su principal acciéon inmunomoduladora sobre el sistema inmune. En este sentido
diversos estudios in vitro han revelado que la melatonina es capaz de activar a linfocitos y
monocitos mediante el aumento de los niveles IL-2, IFy, TNFa, IL-1, IL-6 y NO. Ademds,
la melatonina también aumenta la producciéon de IL-12 en monocitos, dirigiendo a las
células T hacia un fenotipo Thl (Garcia-Maurino y col., 1997; Garcia-Maurino y col.,
1999; Fjaerli y col, 1999; Kuhlwein y Irwin.,, 2001). La melatonina sintetizada
endégenamente en las PBMC murinos podria participar en la regulacion del sistema
inmune de manera autocrina, paracrina e intracrina. El estudiar mas profundamente este
fenémeno nos ayudaria a comprender mejor las funciones de la melatonina como un

posible inmunomodulador.
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In vitro: desarrollo de un modelo celular knockdown condicional para la sintesis de
melatonina en una linea linfocitica humana (células Jurkat), utilizando un RNA
antisentido frente al enzima hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT) ultimo

enzima y especifico de la ruta biosintética de melatonina

En los ultimos afios la sintesis extrapineal de melatonina es un hecho claramente
establecido y por tanto se ha demostrado la presencia de melatonina, asi como de la
maquinaria enzimatica implicada en su sintesis, en otras estructuras extrapineales como
retina, hipotalamo, cerebelo, tracto gastrointestinal y células del sistema inmune (Kvetnoy
y col.,1999). En relacién al sistema inmune, ha sido localizada en timo, mastocitos, células
NK, eosinéfilos, plaquetas y células endoteliales (Kvetnoy y col., 1999). Ademas, se han
descrito altas concentraciones de melatonina y presencia de su maquinaria biosintética en
la médula ésea (Tan y col., 1999; Conti y col., 2000). Mas recientemente en nuestro grupo
de investigacién se describié por primera vez que cultivos in vitro de cé€lulas
mononucleares de sangre periférica humanas en reposo y estimuladas con PHA, sintetizan
y liberan al medio melatonina (Carrillo-Vico y col., 2004), también se demostré que la
melatonina sintetizada por las células Jurkat esta implicada en la produccién de IL-2
(Lardone y col., 2006). La existencia de un efecto directo de la melatonina sobre el sistema
inmune se ve reforzada por la presencia de sitios de unién especificos para la melatonina
en tejidos y células linfoides (Garcia-Maurino y col., 2000; Carrillo-Vico y col., 2003;
Pozo y col., 2004). Son muchos los estudios, tanto in vivo como in vitro, que demuestran
una clara relacion entre la melatonina y el sistema inmune. La melatonina contrarresta los
estados de inmunodeficiencia que siguen a estados de estrés adrenérgico, tratamientos
farmacologicos como los producidos por corticoesteroides o por drogas
quimioterapéuticas, o aquellos que siguen a la pinealectomizacion, recuperando la repuesta
inmune humoral y citotoxica. Por otra parte, la melatonina ejerce parte de su efecto sobre
el sistema inmune mediante la regulacién de la produccién de péptidos opioides o de
determinadas citocinas como IL-1, IL-6, TNFa, IL-2, INFy y IL-12 por diferentes células

inmunocompetentes (Guerrero y Reiter 2002).
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Sin embargo, esta funcion de la melatonina como inmunomoduladora no esta exenta de
cierta polémica. Aunque numerosos autores observan una accién directa de la melatonina
en experimentos in vitro con linfocitos T y B, otros no encuentran ningin efecto sobre
células de origen linfoide. Una de las posibles razones para explicar estos resultados
contradictorios podria ser que la presencia de la melatonina sintetizada y liberada al medio
por las propias células en cultivo enmascarara el efecto de la melatonina exdgena.
Adicionalmente se ha observado que las situaciones en las cuales los efectos estimuladores
de la melatonina se han evidenciado con mayor claridad son aquellas en las cuales existe
un estado de inmunodepresion inducida por la edad, el estrés fisico, enfermedades
infecciosas o por tratamientos con corticoides, compuestos adrenérgicos o drogas
antitumorales, ya que muchas de estas situaciones estan asociadas con bajos niveles
enddgenos de melatonina. Este hecho apoyaria la hipétesis de que la melatonina endégena
podria estar obstaculizando los efectos de la ex6gena. Debido a esto, seria interesante
conocer el papel fisiolégico que tiene la propia melatonina sintetizada por las células del

sistema inmune.

En este sentido estudios recientes en PBMC humanos han llevado a cabo el bloqueo
transitorio de la sintesis celular de melatonina por medio de cebadores antisentido hacia la
enzima HIOMT, especifico de la ruta, o mediante la adicion al cultivo de un inhibidor de la
triptofano hidroxilasa, el paraclorofenilalanina (PCPA), que da lugar a una sintesis
deficiente de serotonina y por consiguiente a una disminucién de melatonina. Esto indujo
una disminucioén de la liberacién de melatonina lo que se tradujo en una reduccion de la
produccién de IL-2 por parte de los mismo linfocitos (Carrillo-Vico y col., 2004). Sin
embargo, ambos métodos no son modelos experimentalmente estables y permanentes, ya
que necesitan de la adicion del inibidor cada vez que se realice un ensayo. Es importante
resaltar que con los cebadores antisentido se consiguié una inhibicién del 40% y con
las drogas inhibidoras tan solo del 15-20%. Otro abordaje transitorio para poder conocer
los posibles mecanismos de accién mediante los cuales la melatonina actia es por medio
de agonistas y antagonistas farmacoldgicos de los receptores de membrana y nucleares
para melatonina (Garcia-Maurino y col., 1998; Drazen y col., 2001); Carrillo-Vico y col,,

2003a), pero en este caso estamos utilizando drogas que pueden tener otros efectos no
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deseables. Este enfoque iria encaminado a conocer por cual mecanismo de accién actuaria

la melatonina para obtener un efecto determinado, mas que hacia el efecto en si.

En nuestro objetivo nos propusimos desarrollar un nuevo abordaje experimental para
estudiar el mecanismo de accidén de la melatonina y sus acciones sobre células inmunes,
aplicando la tecnologia del RNA antisentido, la cual ha demostrado ser una herramienta
muy eficaz para controlar la expresién de genes en células en cultivo. Utilizamos la linea
celular Jurkat (una linea linfocitica humana), en la que se habia descrito previamente
sintesis enddgena de melatonina, asi como la presencia de dos tipos de receptores para
melatonina: de membrana y nuclear (Lardone y col., 2006; Garcia Maurifio y col., 2000;
Guerrero y col.,, 2000). Se desarrolldé un modelo celular knock-out para la propia
melatonina al inducir la expresion en las células de un RNA antisentido frente al Gltimo
enzima de su ruta biosintética: la hidroiindol-O-metiltransferasa. Se realizé la transfeccion
celular utilizando el sistema de expresion TERx (Invitrogen). Este sistema induce niveles
de expresion del gen deseado superiores a cualquier otro sistema de expresion en células
animales. Utiliza como promotor los componentes del operdn tet de £ Coli junto con el
enhancer/promotor del citomegalovirus humano, uno de los mas potentes promotores
conocidos. Ademas tiene un unico sistema de desrepresién (la adicién de tetraciclina). Este
sistema utiliza dos tipos de vectores: el vector de expresién en donde se llevo a cabo la
clonacion de la secuencia antisentido del cDNA de la HIOMT vy el vector represor el cual
expresa constitutivamente la proteina represora (TetR), ya incluido en la linea celular
Jurkat utilizada. La induccion del gen clonado (secuencia antisentido) se produce al afiadir

tetraciclina en el medio de cultivo.

Los clones transfectados fueron seleccionados y se indujo la expresion del antisentido con
tetraciclina. Tras la seleccién de la concentracién dptima de tetraciclina para inducir el
antisentido (Figura 51). Para confirmar la eficacia del modelo se utilizé la medicion de la
actividad enzimatica HIOMT, ante la dificultad de utilizar un anticuerpo frente a la
proteina, al no existir un anticuerpo especifico frente a la HIOMT humana. Con estas
células se realizaron ensayos de actividad enzimatica HIOMT y se observd una
disminucién del 70% con respecto a un control de células transfectadas sin tetraciclina
(agente inductor) (figura 52). Como un segundo abordaje para demostrar la eficacia del
modelo, se llevo a cabo la cuantificacion de melatonina por ELISA en los sobrenadantes

de los cultivos de las mismas c€lulas. Se observd una disminucion del 60% en los niveles
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de melatonina con respecto a un control de células transfectadas sin tetraciclina (figura
53). En trabajos previos utilizando también ARN antisentido insertados en vectores se han
obtenido inhibiciones de alrededor del 60% (Mattew y col., 2007), por lo que
consideramos que un 60% de inhibicién en un modelo estable estaria muy bien. Por otra
parte estos resultados superan el nivel de inhibicién con respecto a los métodos utilizados
en nuestro laboratorio con anterioridad (andlogos de receptores, inhibidores de la
melatonina enddgena, etc), ademas de tener la ventaja de ser un modelo estable y
condicional en una linea celular (Jurkat) utilizada como modelo estindar en
investigaciones inmunoldgicas. Al ser células T transformadas comparten muchas
caracteristicas de las cé€lulas T normales. Su activacion conduce a la sintesis de interleucina
2 (IL-2) y a la expresion de receptores para IL-2 (Wiskocil y col., 1985), lo cudl es un

paso clave en la generacidn y regulacion de la respuesta inmune.

Aunque el papel de la melatonina como un regulador de la funcién inmune resulta evidente
de las investigaciones realizadas, los estudios llevados a cabo hasta ahora, son de tipo
farmacoldgico y quedan muchas cuestiones por resolver en relaciéon a su mecanismo de
accién y a las citocinas involucradas en el mismo. Con el desarrollado de este modelo
celular knockdown condicional para la sintesis de melatonina, se pretende evitar el uso de
drogas farmacoldgicas y asi obtener respuesta a estos interrogantes. Los beneficios
esperables pueden ser espectaculares teniendo en cuenta que la melatonina puede estar
interfiriendo en la accién de un potente mediador inflamatorio como es la prostaglandina
E2 ademés de tener caracteristicas por si sola estimuladoras del sistema inmune lo que nos

abre expectativas para su uso terapéutico en un futuro préximo.
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conclusiones

El analisis y discusion de los resultados presentados en este trabajo nos han permitido

enunciar las siguientes conclusiones:

1.- El gen del enzima AANAT se expresa en timo, bazo y médula dsea tanto en las cepas
de raton C57BL/6 y Swiss (deficientes en melatonina pineal) como en la cepa

C3H/HeNHsd utilizada como control.

2.- En timo, bazo, médula ésea y glandula pineal podemos encontrar tanto la isoforma
silvestre como la que presenta insercion entre los exones 3 y 4 en las cepas de raton
C57BL/6 y Swiss (deficientes en melatonina pineal) como en la cepa C3H/HeNHsd

utilizada como control.

3.- Las diferencias entre el contenido de melatonina de las cepas de raton C57BL/6 y
Swiss (deficientes en melatonina pineal) respecto a la cepa C3H/HeNHsd utilizada como

control estan mas acentuadas en la glandula pineal que en el plasma.

4.- Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) en reposo y estimuladas con
PHA de las tres cepas de ratdn, expresan el gen del enzima AANAT. Encontramos tanto
la isoforma silvestre como la que presenta la insercion entre los exones 3 y 4 en las cepas
de raton CS57BL/6 y Swiss (deficientes en melatonina pineal) como en la cepa

C3H/HeNHsd utilizada como control.

5.- Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) presentan actividad enzimatica
NAT. Esta actividad es mayor en las cepas C57BL/6 y Swiss (deficientes en melatonina
pineal) con respecto a la cepa C3H/HeNHsd utilizada como control. En todas las cepas

estudiadas se incrementa la actividad tras la estimulacion con PHA.

6.- Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de las tres cepas de ratén

presentan actividad enzimatica HIOMT.
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7.- Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de las tres cepas de raton

sintetizan melatonina.

8.- Hemos desarrollado por primera vez un modelo celular knockdown condicional para
la sintesis de melatonina, utilizando un RNA antisentido frente al enzima hidroxiindol-O-

metiltransferasa (HIOMT).
9.- La eficacia de este modelo ha sido demostrado por una disminucién de la actividad

enzimatica de la HIOMT del 70% y por una disminucion de la sintesis de melatonina del

60% con respecto a las células control.
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