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Capitnulo 1. Introduccién

CAPITULO 1. INTRODUCCION

Todos los seres vivos estamos sujetos a las condicdones del medio ambiente que
nos rodea. Uno de los factores ambientales que esta presente de manera regular y
predecible es el ciclo de luz-oscuridad. Las diversas civilizaciones de todas las épocas, han
establecido una relaciébn cosmogénica con el sol, la luz y las estaciones del afio. La
mayoria de las culturas concibe deidades que representan al Sol y atribuyen a éstas
propiedades tales como la sabiduria, 1a iluminacién interior y el conocimiento. La filosofia
de la civilizacién hinda del afio 2000 a.C.?° describe un tercer ojo como un centro
psiquico situado entre las cejas, en ¢l que se manifiestan y proyectan las energias
cHsmicas. Anatémicamente, la posicion de este tercer ojo corresponde a la ubicacion de la
glandula pineal ©®. Por ser una estructura sin par ubicada en el centro de un cerebro
simétrico, los griegos del siglo IV a.C. y posteriormente René Descartes a mediados del
siglo X V11, consideraron a la pineal, el lugar en donde residia el alma @ .

Esta glindula esti presente desde hace 400 millones de afios en la escala
filogenética de los vertebrados®?®. A través de la evolucién, la glindula pineal ha cambiado
su ubicacién desde la superficie del hueso parietal, hasta introducirse y localizarse justo
bajo el techo del tercer ventriculo cerebral. Asimismo, en los mamiferos, 1a pineal ha
perdido su capacidad de recibir la luz directamente. Dicho caricter de fotorreceptor
directo persiste en el é6rgano parapineal, que se conoce como el tercer ojo de los anfibios
y los reptiles. La glindula pineal junto con el 6rgano parapineal constituyen el complejo
pineal, que esti presente en los vertebrados con excepcién de los mamiferos y las aves®?.

La luz que recibimos del sol tiene diversos efectos sobre ¢l organismo animal, entre
ellos, es de particular importancia el control de los ritmos biolégicos ¢ °?. La duracién
del periodo de luz y de oscuridad, la intensidad de la luz y la temperatura del ambiente
son factores que indican al organismo en qué hora del dia y en qué estacion del afio se
encuentra. Funciones biolégicas como el suefio, la temperatura corporal, el consumo de

alimentos y agua, la reproduccion y la actividad fisica se presentan de manera ciclica, con
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Capinilo 1. Introduccion

un ritmo establecido para las diferentes especies animales®). Diversas hornmonas y
enzimas, y en consecuencia las funciones en las que estan involucradas, estin sometidas a
una ritmicidad circadiana y/o circanual. Es reconocido que el control de los ritmos
biolégicos esti mediado por la principal hormona producida vy secretada por la glandula
pineal: la melatonina ¢4 %799,

La produccion y secreciéon de melatonina esta sujeta a un ritmo circadiano, cuyo
nivel maximo ocurre aproximadamente a la mitad de la fase de oscuridad, en diferentes
especies animales incluyendo al hombre ¢ %7,

Se ha demostrado que la fisiologia de la melatonina esti involucrada en la
sincronizacién de 1a actividad celular con el fotoperiodo, y a su vez en la regulaciéon de los
diversos sistemas del organismo. Asi, es reconocida su participaciéon en el suefio, en la
reproduccién, en la hibernacién, en la termorregulacion, y de manera muy particular, en el
sistema inmune ©? .

El sistema inmune constituye la defensa que posee el organismo contra los
innumerables antigenos que entran en contacto con él. En la mayoria de los casos, con
excepcion de la hipersensibilidad y de la autoinmunidad que van en detrimento de la
salud, la respuesta del sisterna inmune nos permite sobrevivir ante la amenaza de diversas
enfermedades infecciosas o neoplisicas, asi como de diversas toxinas que pueden causar
la muerte.

La comunidad cientifica ha reconocido la existencia funcional del eje o sistema
neuro-endocrino-inmunolégico, en el que la fisiologia de dichos sistemas ya no se puede
concebir de manera aislada e individual, sino como una red en la que existe una
comunicacién compleja que a su vez deriva en su regulacién. La investigacién biomédica
basica se ha interesado en dilucidar los mecanismos que estan involucrados con la
fisiologia integral del eje neuro-endocrino-inmunoldgico y su participacién en diversas
patologias que aquejan al ser humano como por cjemplo el cincer, el SIDA y las

enfermedades neurodegenerativas.
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Capitulo 1. Introduccion

Entre los mensajeros quimicos que actian como mediadores en la comunicacion
bidireccional entre el Sistema Nervioso Central (SNC) y el sistema inmune, se encuentra
el sistema de opioides endogenos ®7. Las células de ambos sistemas poseen la maguinaria
bioquimica necesaria para comunicarse a través de los péptidos opioides y de las citocinas.
Evidencias experimentales de nuestro grupo de trabajo sugieren que en el SNC, la sintesis
y la liberacion de los péptidos opioides esti controlada por la melatonina @,

Dada la ubicuidad de la melatonina y las evidencias de su accién
inmunomoduladora, asi como la capacidad de las células del sistema inmune de producir
péptidos opioides que podrian ejercer su influencia de manera autocrina y/o paracrina
sobre las funciones de este sistema, el interés particular de este trabajo de investigacion es
estudiar el efecto de la melatonina sobre la concentraciéon de péptidos opioides en

6rganos representativos del sistema inmune de la rata.

1.1 La melatonina: su sintesis.

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una hormona producida y secretada
principalmente por la glindula pineal en los vertebrados. En 1958, el dermatélogo Aarén
B. Lemer, estaba interesado en estudiar los cambios en la pigmentacién de la piel de los
anfibios y de los peces ©®. Cuando h intensidad de la luz disminuye, los melanéforos de
estos animales se contraen causando un aclaramiento de la piel. En presencia de luz
ocurre el efecto contrario, es decir, el oscurecimiento de la piel como una respuesta
adaptativa Gtil para proteger los 6rganos internos de la radiacién del sol ®2. En su
busqueda por encontrar la molécula responsable de estos cambios de pigmentacion, con
la idea de encontrar una cura para el vitiligo, Lerner aislé por primera vez la melatonina a
partir de glindulas pineales de bovino ©®. Por su acci6én sobre las células que producen
melanina y por tratarse de un compuesto derivado de la serotonina la nombr6 melatonina
(mela: melanina, fonina:. proveniente de la serotonina).

La melatonina (MEL) se considera una hormona ubicua. Se ha demostrado su
produccién en diversos organos y tejidos de los vertebrados como la retina, el intestino
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Capitulo 1. Inboduccién

delgado, los leucocitos mononucleares, las plaquetas, los eritrocitos y de particular
importancia en los roedores en la glandula de Harder®™. Ademis, esta indolamina esta
presente en organismos unicelulares procariontes y eucariontes, en varias familias de
algas, en plantas angiospermas y en invertebrados. En varios de estos organismos, entre
los que destaca la especie Exglena gracik's, se ha encontrado que la concentracion de MEL
es mayor, en varios o6rdenes de magnitud, que en la circulacién de los vertebrados®.
Estas evidencias indican que la MEL cumple con diversas funciones vitales en
organismos de caracteristicas muy distintas. Entre las principales fundones que
atribuibles a la MEL estin la proteccion celular frente a los procesos oxidadvos inducidos
por la luz visible y UV, asi como el ser un mensajero quimico que indica cuiles son las
condiciones de luz y de temperatura del medio ¢?.

La ruta biosintética y metabdlica de la MEL se muestra a continuaciéon:

GLANDULA PHOEAL ]
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Figura 1.1 Ruta dec sintesis y metabolismo de la melatonina. {Adaptado de
CARDINALI D.P., Endocrine Reviews (2):327-346 (1981).]
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Capitulo 1. Inwroduccidon

La MEL se sintetiza a partir de la serotonina (5-hidroxitriptamina) por accion
secuencial de las enzimas N-acedltransferasa (INAT) ¢ hidroxiindol-O-metiltransferasa
(HIOMT) que se encuentran cn la glandula pineal @Y.

Cuando se capta la luz a través del tracto retino-hipotalamico, se envia una sefial al
nucleo supraquiasmatico (INSQ), que tiene la funcién de ser un reloj biologico (Figura
1.2). El NSQ, ubicado en ¢l hipotilamo anterior, proyecta fibras nerviosas eferentes hacia
la médula cspinal. Las neuronas de la médula espinal inervan los ganglios cervicales
superiores (GCS) y a partir de éstos se proyectan las neuronas postgangliénicas simpaticas
que inervan la glindula pineal (Figura 1.3). Asi, €l NSQ transmite el estimulo hacia la
pineal para la produccién de MEL cuando empieza la fase de oscuridad ©7 .

Figura 1.2 La luz es la seiial del medio ambiente que se capta a través de la retina, viaja por el
nervio optico y llega al nicleo supraquiasmitico ubicado en la regiin anterior del hipotilamo. A
parttir de este nicleo, sc¢ envia la seiial de manera indirecta hasta Ia glindula pincal para inhibir la
produccion de melatonina durante ¢l dia.  [Adaptado de YOUNG M.W., S5 4w 282 (3):46-53

2000)} _
5 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Capitulo 1. Introduccién

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 1.3 Lamncuxonalqucsnguclasctuldcluz
captada por la rctina incluye ¢l nervio Sptico, el ndcleo
supragquiasmaitico, hmeduﬂaespmal,dnetmumpampm-
gangsonnco, cl ganglio cervical supegior, cl nuv:o simpdtico
post- y finalmente Ia glindula pinecal. {Adaptado
de WURTMAN R_]., Sa . Aw 233 (1):68-77 (1975)]

Las terminales post-gangliénicas simpiticas que inervan la glindula pineal liberan
noradrenalina INA). Este neurotransmisor se une a los receptores B-adrenérgicos en la
membrana del pinealocito, y provoca un incremento en los niveles intracelulares de
adenosina-monofosfato ciclico (AMPc). Este segundo mensajero activa a la NAT, que

actia sobre la serotonina produciendo N-acetilserotonina. Esta molécula es transformada

a melatonina por acciéon de 1a HIOMT. La unién de NA a los receptores a-adrenérgicos,
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que tiene como consecuencia un incremento en la concentraciéon intracelular de calcio,
favorece la respuesta a la estimulacién de los receptores B-adrenérgicos @V,

En los mamiferos, la actividad enzimatdca de la N-acetiltransferasa, y en
consecuencia la produccién y secrecion de MEL presentan un ritmo circadico, en el que
los niveles miximos se presentan en la noche independientemente del pateén de actividad
de la especie ¢ %D, La exposicién a la luz visible es un factor ambiental que inhibe
inmediatamente los mecanismos enzimaiticos requeridos para la produccion de MEL. La
intensidad y la longitud de onda de la luz requerida para esta inhibiciéon varia segan la
especie, y es reconocido que los animales de actividad noctuma son mas sensibles a estos

cambios ©7.

Figura 14 La exposiciéon a la laz
durante la noche, incluso por un lapso

o de un segundo, produce una
disminucién drastica del nivel de
R melatonina en la glindula pineal de la

rata. A los 10 minutos, el contenido de
la hormona disminuye en un 50% y a
los 20-30 minutos se alcanza Ia
concentracién que prevalece durante el
PR - . dia. [Adaptado de REITER R.J.,
o s = 30 Experientia 49:654-664 (1993).)

FALLA DE ORIGEN

Los efectos de la MEL estin mediados por dos mecanismos de accién

1.2 Mecanismos de accién de la melatonina.

principalmente:
1.2.1 Unién a receptores ubicados en la membrana plasmitica o en el
micleo celulars: Se han caracterizado dos subtipos de receptores de membrana:
MT1 (Mel,) y MT2 (Mel,,), que pertenecen a la familia de receptores de siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas G. La transduccién de la sefial
de la unién al receptor MT1 incluye la inhibicion de la adenilato ciclasa y la
activacién de la fosfolipasa C beta. De igual manera, la unién al receptor MT2
7




Capitulo I. Introducciéon

produce inhibicién de la adenilato ciclasa asi como de la ruta de la guanilato ciclasa
&8 Por otra parte, la MEL es un ligando natural de los receptores retinoidales Z
(RZR alfa, RZR beta) localizados en el nucleo celular. Se ha documentado la
presencia de este tipo de receptores en el cerebro y en 6rganos periféricos &Y.

1.2.2 Difusion libre a través de la membrana plasmaditica: Por su cariacter
lipofilico, esta hormona atraviesa libremente la membrana plasmatica y modula la
actdvidad de proteinas de unién a calcio como la calmodulina (CaM) y la proteina
cinasa C (PKC). Este mecanismo de accién de la MEL esta involucrado en la
organizacion estructural del citoesqueleto, que a su vez se asocia a funciones
celulares basicas tales como el mantenimiento de la morfologia celular, la divisién
celular, la locomocién, la endocitosis y la exocitosis, el proceso de transporte

ax6nico y la liberacién de los neurotransmisores @.

1.3 Metabolismo y excrecién de la melatonina.

La MEL se biotransforma principalmente en el higado para su posterior excrecién
por la via urinaria. La primera transformacion enzimitica que ocurre es la hidroxilaciéon
en la posicion 6 del anillo inddSlico. Posteriormente tene lugar una reacciéon de
conjugacién con un grupo sulfato o un grupo glucuronato, lo que resulta en los siguientes
compuestos: la 6-sulfatoximelatonina y el glucurénido de la 6-hidroximelatonina. En el

cerebro se forman los metabolitos N-acetil-N-formil-5-metoxikinurenamina y_N-acetil-5-

metoxikinurenamina @. Ver figura 1.1.

1.4 Principales funciones de la melatonina.

La glandula pineal funciona como un transductor fotoneuroendocrino, que a través
de la MEL, es capaz de sincromizar la actividad celular con el fotopedodo. En la mayoria
de las especies de los mamiferos, 1a MEL regula los ciclos de reproduccion, alimentacion,
termorregulacién e hibernacién de acuerdo a las estaciones del afio ®?. Ademais, se ha
sugerido que la melatonina estd implicada en la regulacién de la excitabilidad del sistema

8




Capitulo 1. Inroduccién

nervioso central (SNC), al modificar los patrones de sintesis, liberacion y recaptura de
diversos neurotransmisores 7- *. Por otra parte, por su naturaleza quimica, la MEL es
capaz de secuestrar radicales libres derivados del oxigeno, o bien de estimular la actividad
de enzimas antioxidantes como la superdéxido dismutasa, la glutation peroxidasa y la
glutatién reductasa “?. De este modo, 1a MEL actia directa o indirectamente como
protector intracelular ante el estrés oxidativo que se presenta durante el envejecimiento y
en las enfermedades neurodegenerativas 369,

Al regular la excitabilidad del SNC, la MEL puede ser responsable de efectos tales
como la reduccién de la actividad locomotora, el aumento del umbral del dolorg, el efecto
anti-convulsivo y en la prevencién de alteraciones conductuales y estados de depresion
@Y, Existen evidencias de que la secrecion de la MEL esta alterada (disminuida o no
sincronizada) y que la administracién de la misma tiene eficacia terapéutica en diversos
trastornos del suefio, en enfermedades psiquiitricas como son la depresidn mayor, la
esquizofrenia, el trastomo obsesivo-compulsivo, y en enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis miiltiple y la
epilepsia .

Actualmente es reconocida la comunicacion bidireccional que existe entre el SNC y
el sistema inmune, que ademis esti sujeto a la influencia de diversas hormonas.
Evidencias experimentales indican que la MEL esti involucrada en la regulacion de la
respuesta inmune humoral y celular, asi como en los mecanismos de inmunidad innata.
Con base en esta informacién, diversos grupos de investigacion bhan propuesto la
aplicacién terapéutica de esta hormona en pacientes con cincer, o bien su inhibicién en el
caso de enfermedades autoinmunes. Por tal motivo, resulta de particular importancia

destacar la funcién inmunomoduladora que ejerce la MEL.

1.5 Anatomia y fisiologia del sistema linfoide
Las células que participan en la respuesta inmune se organizan en un conjunto de
Organos y tejidos que se denomina sistema linfoide. Este sistema esti conformado por

9




Capitulo 1. Inroduccién

6rganos primarios o centrales, y secundarios o periféricos. En los 6rganos linfoides
primarios, que son la médula ésea y el timo, se lleva a cabo la linfopoyesis, es decir, la
maduracién y diferenciacion de las células inmunocompetentes a partir de células
precursoras pluripotenciales. Los 4rganos linfoides secundarios son el bazo, los ganglios
linfitdcos y el tejido linfoide asociado a mucosas (mucous associated lymphoid tissue:
MALT). En estos Organos se generan las células efectoras de las respuestas humoral y
celular, asi como las células de memoria V.

El amo es un érgano bilobulado que se localiza en la cavidad toricica, por encima
del extremo superior del corazén. Los dos 16bulos se dividen a su vez en lobulillos
separados por tabiques de tejido conjuntivo denominados trabéculas. Los timocitos se
distribuyen formando un gradiente de diferenciaciéon desde la corteza timica, en donde se
ubican las células T inmaduras, hasta la médula timica en donde se encuentran las células
T maduras y funcionalmente competentes & 7?. En los lobulillos timicos existen tres tipos
de células epiteliales (nodrizas, corticales y medulares), asi como células interdigitadas y
macroéfagos.  Estas  células expresan moléculas del complejo  principal de
histocompatibilidad (major histocompatibility complex: MHC) que contribuyen a la
diferenciacién y a la selecciéon de los linfocitos T que son tolerantes a los autoantigenos
Y El timo produce hormonas peptidicas, entre ellas la timulina, la timopoyetina, la
timosina y el factor humoral timico, que contribuyen a la maduracién de los linfocitos T
@3 En los mamiferos, el tmo involuciona con la edad. Esta involucion comienza desde
la’ corteza y esta relacionada con la sensibilidad de las células frente a los corticosteroides.
Por esta razén, los procesos que implican un aumento de los esteroides, como son la
pubertad, el embarazo y el estrés, contribuyen a que aumente la tasa de linfocitos T que

mueren por apoptosis dentro del timo .
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Capitulo 1. Inoxoducciéon

Figura 1.5 Organizacion tisular del timo.
[Adaptado de AUSTYN J.M., WOOD
K.)., Principles of Cellular and Molecular
Immunology; Oxford University Press;
Hong Kong, pag. 55-61 (1993)]

El bazo se localiza en el cuadrante superior izquierdo del abdomen, por debajo del
diafragma. La estructura de este organo incluye una capsula constituida por fibras de
colageno que penetran al interior formando trabéculas que sirven de sostén al parénquima
esplénico. El parénquima esta constituido por dos tipos de tejido: la pulpa roja y 1la pulpa
blanca. La pulpa roja se compone de tejido reticular organizado en senos venosos y
cordones esplénicos; en ella se destruyen las plaquetas y los eritrocitos vicjos. En caso
necesario, la pulpa roja es capaz de generar eritrocitos, granulocitos y plaquetas que
pueden salir ripidamente a la circulacién ©* 79, La pulpa blanca estia compuesta por tejido
linfoide que se organiza alrededor de una arteriola central. A esta organizacion se le
denomina lamina linfoide periarteriolar (periarteriolar lymphatic sheath: PALS). En la
PALS, las células T se encuentran en la zona que circunda inmediatamente la arteriola
central y las células B se ubican en foliculos primarios o secundarios. Los foliculos
secundarios poseen un centro germinal en donde se encuentran células dendriticas y
macréfagos. El drea en tomo a la PALS se denomina zona marginal v en ella se
encuentran macréfagos especializados, que junto con las células dendriticas foliculares
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tienen la funcién de presentar los antigenos a las células B. En la zona de células T se
encuentran células interdigitadas que presentan los antdgenos en forma de péptidos
asociados a moléculas MHC & 7. La sangre penetra en el tejido esplénico a través de la
arteria trabecular, que posteriormente se ramifica y forma las arteriolas centrales, rodeadas
por la PALS, que finalmente se abren en los cordones de la pulpa roja. En ésta, las
plaquetas  y los eritrocitos anormales, lesionados o envejecidos, asi como
microorganismos que puedan estar en la sangre son identificados y fagocitados, mientras
que las células sanguineas en buen estado cruzan las paredes de los senos venosos, los
cuales drenan la sangre hacia las venas de la pulpa y luego hacia las venas trabeculares.
Existe también una red de vasos linfiticos eferentes que se generan en la pulpa blanca y
que se entrecruzan creando un sisterma de comunicacién celular entre las PALS que estan

anatémicamente separadas @,

PALS
{puipa bisncs) espiénicos

Cordones
(de Ia pulpa roja)

Figura 1.6 Organizacion tisular del bazo. [Adaptado
de ROITT IM., BROSTOFF ]J.,, MALE D.K,,
Inmunologia; 3a. edicion; Ediciones Cientificas y
Técnicas S.A.; Espaiia, Capitulo 3. (1994)}
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Todas las células del sistermna inmune se generan en la médula 6sea a partir de las
células madre hematopoyéticas (hematopoietic stem cell: HSC), que se diferencian para
dar lugar a los precursores de dos linajes celulares principales: el mieloide y el linfoide. El
progenitor mieloide da lugar a las plaquetas, los granulocitos polimorfonucleares
(baséfilos, eosindfilos, neutrofilos), a los mastocitos (células cebadas) y a los monocitos,
que mas tarde se diferenciarin a macréfagos. De 1a célula progenitora linfoide se derivan
los linfocitos T, los linfocitos B y probablemente las células asesinas naturales (natural
killer: NK) ®?. Las células dendriticas pueden derivarse tanto del progenitor mieloide
como del progenitor linfoide ¢2.

Figura 1.7 Origen de las célul del si na inmune.

[Adaptado de ROITT LM., BROSTOFF ]}]., MALE DK,
Inmunologia; 3a. edicién; Ediciones Cientificas y Técnicas S.A.;
Espaiia, Capitulo 2. (1994).]
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Los neutr6filos y los monocitos-macréfagos, son fagocitos por naturaleza. Los
neutr6filos se encuentran principalmente en la circulacion y son atraidos a zonas
particulares a través de factores quimioticticos que se liberan cuando existe una lesién o
una infeccion. Como respuesta a estos estimulos quimioticticos, los neutrdfilos se pueden
adherir a las células endoteliales y atravesar las paredes capilares por un proceso conocido
como diapedesis. Los granulos que se encuentran en el interior de los neutrofilos
contienen enzimas que degradan a los microorganismos que son fagocitados @Y.

Los monocitos estin en circulaciéon durante aproximadamente un dia, después del
cual se ubican en diferentes Srganos y se diferencian para convertirse en macrofagos e
incorporarse a los distintos tejidos, en los que conforman lo que se conoce como sistema
fagocitario mononuclear 7 8P, Segin el 6rgano en el que residen, los macréfagos reciben
nombres particulares, por ejemplo: células de Kupffer en el higado, microglia en el
cerebro, osteoclastos en los huesos, células mesangiales glomerulares en el riidn, células
de Langerhans en la piel, entre otros 7' #). Al recibir estimulos como el contacto directo
con microorganismos, particulas inertes, algunos componentes del sistema del
complemento, o ¢l lipopolisacirido (LPS) de la pared celular de algunas bacterias, los
macréfagos llevan a cabo el proceso de activacion, que incluye un aumento en su
metabolismo, en su motilidad y en su actividad fagocitica. Por su tamaiio, los macréfagos
activados pueden fagocitar células lesionadas o envejecidas y en general, blancos mas
grandes que los fagocitados por los neutréfilos”. En el sitio de una lesién, los
macrofagos, los granulocitos, y las células cebadas liberan sustancias vasoactivas como la
histamina, los leucotrienos, y diversos agentes quimiotiacticos que junto con la infiltracién
de neutréfilos en la zona producen un cuadro tipico de enrojecimiento, hinchazén, calor y
dolor. Esto es lo que se conoce como respuesta inflamatoria aguda ©?.

Ademas de su papel en la inmunidad innata como primera linea de defensa, los
macréfagos activados liberan citocinas entre las que se encuentran: el factor de necrosis
tumoral alfa (INF-a), la interleucina-1 (IL-1), la 1L-6 y la IL-12. Estas citocinas son
capaces de inducir la proliferacion y diferenciacién de los linfocitos y por lo tanto el
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desarrollo de la inmunidad adaptativa, es decir, las respuestas humoral y celular. Ademais,
los macréfagos son células presentadoras de antigeno (antigen presenting cell: APC), ya
que tienen la capacidad de digerir los antigenos, procesarlos y presentarlos en el exterior
de su membrana plasmaitica en asociacion a moléculas MHC para que sean reconocidos
por los linfocitos ©2.

Los linfocitos B reconocen a los antigenos en su forma nativa o polimmerizada, a
través de las inmunoglobulinas (IgM/IgD) ubicadas en la superficie de su membrana
plasmatica, también Hamadas receptores de células B (BCR). Los antigenos pueden ser
llevados al interior del linfocito B por un proceso denominado endocitosis mediada por
receptor. El linfocito B procesa y presenta en su superficie el antigeno asociado a
moléculas MHC clase II. Este complejo es reconocido por las células T cooperadoras
(T a través del receptor de células T (T'CR). Este reconocimiento da lugar a la activacién
de las células T y a la secrecién de citocinas que coactivan a las células B. La activacién de
los linfocitos B induce su expansion clonal y su diferenciacién hacia células plasmaticas,
productoras de anticuerpos especificos contra el antigeno en cuestion. Es decir, las células
plasmadticas son las efectoras de la respuesta inmune humoral. Ademas, se generan células
B de memora que permanecen en el estadio G, del ciclo celular ¢,

La activacion de los linfocitos T y por lo tanto el desarrollo de 1a respuesta inmune
celular, requiere €l reconocimiento del antigeno presentado por una APC. Las sefiales
coestirnulatorias dadas por las moléculas accesorias en la presentacion del andgeno, asi
como la secrecién de IL-1 por parte de los macréfagos son necesarias para inducir la
proliferacién de los linfocitos Ty. La clona derivada de cada linfocito ‘T, activado se
diferencia de acuerdo a las interleucinas presentes en el medio, en linfocitos Tyl y
linfocitos T;2. La promera via se favorece cuando existe 1L-12 en el medio mientras que
la segunda se favorece cuando existe IL-4. El patron de citocinas liberadas por los
linfocitos Ty1 y T2 es distinto y va encaminado también a diferentes funciones. Asi, los
linfocitos Tyl liberan principalmente 1L-2 , interferon gamma (IFN-y) y TNF-B, cuya
funcién es favorecer la respuesta contra microorganismos intracelulares. Por su parte, los
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linfocitos T2 liberan 1L-4, 1L-5, IL-6, TL-10 e 1L-13, cuya funcién es la quimioatraccién
de cosinéfilos, basofilos, células cebadas y células B para la defensa contra
microorganismos y/o parasitos extracclulares. Estas vias se inhiben mutuamente ®». Los
linfocitos T citotdxicos (T') reconocen al antigeno asociado a moléculas MHC de clase 1.
Como respuesta a este feconocimiento lisan a la célula que posee al antigeno mediante la
liberacién de perforinas y granzimas. Su funcidén es especialmente relevante en las
infecciones virales, en algunas infecciones bacterianas intracelulares y en la vigilancia
inmunolégica frente a los procesos neoplisicos .

Las células NK tienen grainulos citoplismicos que contienen perforinas y
granzimas. Estas enzimas se liberan de manera espontianea para producir la lisis de células
tumorales y células infectadas con virus. Para este proceso no se requiere una
sensibilizacién previa a los antigenos de la célula blanco ®?.

En los humanos, el umo contiene un 99% de lnfocitos T, y el bazo tiene de 30 a
40% de linfocitos T, 50 a 60% de linfocitos B y de 1 a 5% de células NK ¢,

La fisiologia del sistema inmune esta regulada por diversos y complejos
mecanismos que actualmente estin en estudio y que no se han dilucidado en su totalidad.

Entre estos mecanismos destaca la regulaciéon hormonal, en la que la MEL tiene un papel

importante.

1.6 Efectos de la melatonina sobre el sistema inmune.

La contribucion fisiologica de la MEL es la de mantener la homeostasis celular en
todos los sistemas que conforman el organismo, entre ellos el sistema inmune.

El funcionamiento del sistema inmune esti sujeto a un ritmo circadico, asi como a
cambios estacionales. En el bazo de la rata, el maximo nimero de células se presenta
durante el dia y en la primavera, mientras que en el timo se presenta durante la noche y en
el otofio ®”. La proliferacién de esplenocitos de ratén in vivo e in vitro, es estimulada en
presencia de MEL endogena o exdgena. El luzindol (IN-acetil-2-benciltsiptamina), un
antagonista competitivo de los receptores de MEL, disminuye este efecto ¢?.
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Evidencias experimentales demuestran que la administraciéon oral de melatonina en
la dieta incrementa significativamente la proliferacion de monocitos y células NK en la
médula sea y en el bazo. La acciéon de estas células se considera una parte de los
mecanismos de inmunidad innata (no-especifica) y constituyen la primera linea de defensa
contra infecciones virales y neoplasias. Esto, aunado a evidencias clinicas sugieren que es
factible el uso terapéutico de la MEL en casos de cancer % 9. Por otra parte, se ha
reportado que en linfocitos B humanos, la union de MEL a sus receptores nucleares
(RZR alfa) inhibe la expresion del gen de la 5-lipooxigenasa, enzima involucrada en la
sintesis de leucotrienos. Estos altimos son mediadores de la respuesta inflamatona aguda,
lo que sugiere un papel modulador de la MEL en este rubro ®V.

En el imo y el bazo de la rata se ha demostrado la expresién génica de receptores
membranales de MEL, principalmente del tipo MT1 (Mel,) . En el bazo, estudios de
unién de 2-['*I}-yodomelatonina han demostrado que existen vadaciones durante el
periodo luz-oscuridad que indican que la MEL ejerce una regulacion negativa (down-
regulation) de sus propios receptores. En concordancia con este hecho, en animales
pinealectomizados o bien sometidos a condiciones de luz continua, se observa que la
unién a los receptores aumenta @Y. Asimismo, se ha descrito la presencia de receptores
especificos para MEL de tpo RZR/ROR (Retinoid Z Receptor/Retinoid Orphan
Receptor), en nicleos celulares purificados provenientes del bazo y del timo de la rata ©.
La afinidad de estos receptores es del orden de picomoles, de tal manera que reconocen la
concentracién fisiologica de la hormona (C.1 nM a 1 nM) @59,

Como se menciond previamente, una funcidn esencial del sistema inmune es el
desarrollo de la respuesta humoral, es decir, la producciéon de anticuerpos. La MEL puede
estar involucrada en la regulacion de este proceso. Los estudios del grupo del Dr.
Maestroni y col. demuestran que la inhibicién farmacolégica de la sintesis de MEL,
generada por la administracién vespertina de antagonistas P-adrenérgicos, o de
inhibidores de la sintesis de serotonina, disminuye 1a respuesta humoral primaria ante un
estimulo antigénico ®* 9, Asimismo, la administracién exégena de MEL contrarresea los
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efectos inmunosupresores inducidos por la corticosterona y por el estrés agudo sobre la
respuesta humoral primaria y sobre el tamaiio del timo @9,

Se ha demostrado que la MEL participa en la respuesta inmune celular a través de
sus receptores localizados en la membrana y en el nicleo de los monocitos y de los

. . 6, 22, 51
linfocitos )

. La dinamica de este proceso estimulado por la MEL, incluye la
activacion de los monocitos, la estimulacién de su actividad citotdxica, la producciéon de
especies reactivas derivadas del oxigeno y la liberacién de 1L-1 e I1.-12 @ 39, Ja

1(’-’4)

liberacién de IL-12 promueve a su vez la diferenciacién de los linfocitos T, . En estos

altimos, la MEL induce la liberacion de IL-2 e IFN-y, cuya funcién es la de proteger al
organismo contra la presencia de microorganismos intracelulares &5,

En células mononucleares de sangre periférica humana, el grupo del Dr. Garcia-
Maurino y cois. reportaron que. la unién de agonistas especificos de los receptores
nucleares de MEL de tipo RZR/ROR alfa produce un aumento en la producciéon de IL-6
e IL-2 ®_ El mismo efecto se reportéd en lineas celulares humanas monociticas y
linfociticas respectivamente, al unirse Ia MEL a receptores nucleares de los tipos RZR
alfa, ROR alfal y ROR alfa2 ©?. Ademis, evidencias experimentales sugieren un
mecanismo sinérgico de la estimulacidon de los receptores de la MEL ubicados en la
membrana plasmitica y de los receptores nucleares, para la produccion de dichas
linfocinas @29,

Los efectos de la MEL no estin restringidos a los linfocitos Tyt. Se han
encontrado sitios de unién de alta afinidad a esta hormona en linfocitos T2 en la médula
6sea. La presencia de MEL en una concentracion experimental de 0.1 nM, es capaz de
provocar un aumento en la sintesis de IL-4, la cual a su vez induce la produccién de
factores de crecimiento hematopoyético como el factor estimulador de colonias de
granulocitos y macréfagos (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor: GM-CSF)
©8.50, Evidencias experimentales demuestran que a través de esta via, la MEL evita que las

células sanguineas sufran la apoptosis inducida i w0 o in vitro por la quimioterapia
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contra el cancer @4 Ademas, ¢n los experimentos realizados en ratones se ha observado
que el evitar que las células sanguineas mueran por apoptosis, no disminuye la acciéon
anticancerigena de los medicamentos ©%°9,

En el esfuerzo por dilucidar el mecanismo de accidén de la MEL en la regulacion de
las funciones inmunes, el grupo de Maestroni y col demostré que el efecto
inmunoestimulante que ¢jerce la MEL sobre la respuesta hurnoral es revertido por la
administracién exdgena de antagonistas de los receptores opiotdes como la naltrexona. La
evidencias en este rubro sugieren que la participacion de lIa hormona en el sistema inmune
esta mediada por los péptdos opioides 63D
1.7 Los péptidos opioides: su sintesis.

Los péptidos opioides reciben su nombre por ser compuestos enddgenos capaces
de interactuar con los receptores del opio en las membranas celulares (). Los primeros
péptdos opioides que fueron descubiertos fueron la Metionina-Encefalina (ME) y la
Leucina-Encefalina (ILE). La secuencia de estos pentapéptidos fue publicada por Hughes
y Kosterlitz en 1975 @Y. Como se puede notar en el recuadro siguiente, la secuencia de los
primeros cuatro aminoicidos es idéntica en ambos péptidos y soélo difieren en el

aminoacido carboxilo-terminal.

Metionina-encefalina

NH, — Tyr'-Gly*-Gly>*-Phe*-Met>*-COOH

Leucina-encefalina

NH, — Tyr'-Gly?*-Gly*-Phe*-Leu®*-COOH
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Existen tres precursores proteicos que dan lugar a los péptdos biolégicamente
activos: la Proopiomelanocortina (POMOC), la Proencefalina A (PEA) y la Prodinorfina
(PDNF). El procesamiento postraduccional de estos precursores consiste en el
rompimiento secuencial a nivel de pares de aminoacidos basicos (Lys, Arg) a través de las
enzimas prohormona convestasa 1 y 2 (PC1 y PC2), que pertenecen a la familia de la
subtilisina. La PC1 se activa en el reticulo endoplasmico mientras que la PC2 se activa en
la regién trans del aparato de Golgi %%,

Del procesamiento de la POMC se obtiene la hormona adrenocorticotropica
(ACTHD), ias isoformas alfa, beta y gamma de la hormona estimulante de melanocitos (a-
MSH, B-MSH, y-MSH), la beta-lipotropina (B-LPH) y la beta-endorfina (B-End). De

éstos péptidos sélo la B-endorfina tiene actividad opioide @.

. Metionina encelalino
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Figura 1.8 Proopiomelanocortina

El precursor PDNF, también llamado Proencefalina-B, da lugar a varios péptidos
opioides muy potentes conocidos como dinorfinas A y B @ ?. Contiene copias de LE
insertas en la secuencia de las dinorfinas, por lo que éstas podrian ser precursoras de la

LE. No denc copias de la secuencia de la ME.
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Figura 1.9 Prodinorfina

Por su parte, l]a PEA produce cuatro copias de ME, una copia de LE, una copia del
Heptapéptido ME-Argt-Phe’ y una copia del Octapéptido ME-Arg®-Gly’-Leu®. La
porcion no opioide de la PEA se denomina Synencefalina (Syn) y esti constituida por los

aminoacidos 1-72 de la PEA -39,
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1.8 Receptores opioides

Los receptores opioides pertenecen a la superfamilia de receptores de siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas G. Su descubrimiento desencadend el
estudio del sistema endoégeno opioide, pues se pensé que al haber receptores celulares
especificos para una sustancia exdégena como la morfina, posiblemente existirian
moléculas anilogas que fueran los ligandos endégenos de dichos receptores. La biasqueda
de moléculas endégenas con estructura quimica similar a la morfina resultaron
infructuosas, hasta que en el aifio 1974 los estudios del grupo del Dr. Lars Terenius y col.
sugirieron que la naturaleza bioquimica de los ligandos endégenos es peptidica @. El
conocimiento actual de los agonistas y antagonistas especificos de los receptores opioides
ha permitdo su caracterizacion farmacologica.

Se han descrito varios tipos de receptores opioides: 1, 8, X, €, o, { . La unién al
receptor p produce amalgesia y aumenta ¢l tono muscular, ademas produce oliguria,
depresion respiratoria y dependencia fisica intensa. Los agonistas del receptor 8 producen
analgesia en menor grado que los receptores j, pero tienen mayor afinidad por las
encefalinas endégenas que por la morfina. El receptor Kk es altamente selectivo para la
dinorfina y es el mediador de los efectos atixicos y sedantes. L.os agonistas del receptor
€, como la B-endorfina, producen también analgesia. Por otra parte, el receptor o a dosis
bajas produce analgesia, pero a dosis altas sus efectos son sedaciéon, embriaguez y
psicosis. Finalmente, el receptor £ se ha descrito como un modulador de la proliferaciéon
celular en el sistema nervioso .

Los péptidos opioides y sus receptores se encuentran ampliamente distribuidos en
todo el organismo, por lo que se ha sugerido que estin implicados en la regulacién de los
procesos fisiolégicos que conllevan a la homeostasis del organismo. Olson y col. ®? han
propuesto diversas funciones en las que participan los péptidos opioides como son: la
tolerancia y la dependencia a firmacos, la ingesta de alimentos y liquidos, el aprendizaje, la
memoria, el funcionamiento gastrointestinal, renal y cardiovascular, la termorregulacion,
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la respiracién, el envejecimiento, el embarazo, el desarrollo, el movimiento, la percepcion
del dolor, y en algunas patologias como la depresion, 1a epilepsia y el cancer &5%.

Dada la comunicacién neuroendocrino-inmunolégica en la que esta involucrado el
sistema endégeno opioide, es de particular importancia mencionar su participacién en
las funciones del sistema inmune, por lo que vanas evidencias a este respecto se describen

a continuacion.

1.9 Los péptidos opioides en el sistema inmune.

Las células del sistema inmune son capaces de producir y liberar péptidos opioides,
los cuales estian involucrados en la comunicacion bidireccional entre los sistemas inmune
y neuroendocrino ®?. Se ha reportado la expresién del precursor de las encefalinas -la
Proencefalina A (PEA)- y la presencia de los péptidos derivados en los linfocitos de la
rata 7, asi como la liberacién de dichos péptidos inducida por la activacién mitogénica de
linfocitos humanos ©* %%, Ademais, las células polimorfonucleares también producen y
liberan péptidos derivados de la PEA. Se ha sugerido que dichos péptidos participan en el
proceso inflamatorio al inducir un efecto analgésico local en las zonas afectadas @ 59,
Estudios similares han demostrado que ¢l ARNm de la PEA y de la POMC se expresa en
células de tejido inflatnado, y que las células que se infiltran en la zona contienen -
endorfina y Met-encefalina @,

Se ha determinado la presencia de los receptores opioides 8, i, y kx en linfocitos y
su efecto inductivo en la proliferacién celular in vizro G?. En sujetos sancs, asi como en
pacientes con lepra o tuberculosis, se conoce que la Met-encefalina induce la proliferacién
de linfocitos T in vive 2. A propésito de este hecho se han realizado estudios
farmacolégicos #n vitro udlizando andlogos de dicho pentapéptido y antagonistas
especificos de los receptores opioides 8, U, y k. Estos estudios han demostrado que la

accién moduladora de 1a ME en el sistema inmune esti mediada principalmente por los

receptores tipo 8 ¢> 7). Las células mononucleares (monocitos-macréfagos y linfocitos)
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de varios tejidos linfoides expresan receptores opioides 8. La estimulacién de estos
receptores repercute cn la modulacién de funciones inmunes tales como la proliferacién
de los linfocitos T, la produccién de citocinas, la movilizacion del calcio, la quimiotaxis y
la actividad de las células NK ©* 772 En particular, la sintesis de 1L-2 se incrementa a
través de la inducciéon del componente AP-1 del factor de transcripcion NF-AT/AP-1 en
linfocitos 1" humanos @,

La activacion de los linfocitos T 7 vive o in vitro induce la expresiéon de los
receptores opioides 8 7% 77, Esta induccién esta estrictamente mediada por la sefal
coestimulatoria producida por la unién a moléculas como CD28 en la membrana del
linfocito, durante su activacién &9,

Se ha sugerido una posible aplicacién terapéutica antiviral de los opioides en los
pacientes HIV positivos, ya que la estimulaciéon de los receptores 8 mediante el agonista
especifico SNC-80 en células T CD4+ infectadas con el virus HIV-1, reprime la
expresién del antigeno viral p24 @®.

En las células B se han hallado evidencias que pudieran parecer contradictorias, sin
embargo es necesario considerar el contexto fisiologico en el que se analiza el efecto de
los opioides. Por una parte, los datos sugieren que la estimulacion de los receptores
opioides U, 8, y K en los linfocitos B, ejerce una regulacion a la baja de la respuesta
inmune humoral 2. El control que ejercen los agonistas opioides sobre la produccién de
anticuerpos puede manifestarse también de manera indirecta a través de la inhibiciéon de la
sintesis de las citocinas que estimulan la respuesta de los linfocitos B, como es la IL-6 de
monocitos-macréfagos ©?. La regulacién a la baja de la produccién de anticuerpos ocurre
de manera normal una vez que se ha montado la respuesta primaria contra un antigeno
en particular y sélo se estimula si el organismo vuelve a entrar en contacto con dicho
antigeno. Por otra parte, en situaciones que alteran la fisiologia del organismo como
pueden ser infecciones, estrés agudo o tratamientos con corticosteroides, los opioides

tienen un papel importante en la estimulacién de la respuesta inmune humoral (4454666
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En conjunto, existen evidencias de que tanto la MEL como los péptidos opioides
ejercen funciones inmunomoduladoras. En el SNC de la rata se ha establecido una
relaciéon entre la MEL y los péptidos opioides. En estos estudios se demostré que la
ausencia endégena de la MEL, rompe el ritmo circidico de las encefalinas y disminuye
significativamente su contenido tisular, lo que sugiere que esta hormona esta implicada en
la sintesis y liberacién de los péptidos opioides . Hasta donde sabemos no se ha
establecido una relacién entre la presencia de MEL y la concentracién de opioides en el

sistema inmune.

1.10 Hipotesis

Si los péptidos opioides estin involucrados en la comunicacién bidireccional entre
los sistemas inmune y neuroendocrino, y la ausencia de melatonina endégena abate la
concentraciéon tsular de encefalinas en el SNC, es factible que en el sistema inmune la

maquinaria biosintética de los péptidos opioides también se encuentre inhibida.

111 Objetivo
El objetivo del presente trabajo es establecer si la ausencia y presencia de
melatonina modifica el contenido tisular de encefalinas en dos érganos linfoides: el bazo y

el timo de la rata, cuyas funciones son representativas de la fisiologia del sistema inmune.
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

2.1

a.

Diseiio experimental
Control naive : ratas macho de la cepa Wistar se sometieron a un ciclo luz-oscuridad
de 12 x 12 h, en el que la melatonina se sintetiza y se secreta con un ritmo circadico
cuya concentracion plasmitica maxima se encuentra a la 01:00 h. La fase luminosa
comenzo a las 06:00 h.
Ausencia de melatonina endégena: la estrategia metodolégica para reducicr la
concentraciéon plasmatica de melatonina (sin usar inhibidores farmacolégicos),
consistié en someter a los animales a un periodo de 15 dias con luz continua. Esta
condiciéon inhibe la actividad de la enzima N-acetiltransferasa (NAT) y como
consecuencia la sintesis endogena de MEL®?. La intensidad de luz utilizada fue < 50
lux, con el fin de no provocar estrés en los animales.
Administraciéon de melatonina exégena: si en los animales sometidos a la luz continua,
la concentracion de opioides se reduce, entonces la administracion de una dosis alta y
unica de melatonina (800 pg/kg s.c.), podria reestablecer la concentracion basal de
encefalinas.
Administracién del vehiculo a los animales control: dado que la MEL no es soluble en
agua, se disuelve en la minima cantidad de etanol y posteriormente se lleva al volumen
deseado con solucién salina isoténica (SSI). La administracion subcutinea de etanol
provoca dolor, lo que puede promover la liberacion de péptidos opioides. Para
descartar que el efecto observado en la concentraciéon de encefalinas sea debido al
dolor causado por la administracion de etanol, fue necesario administrar el vehiculo en
el que se disuelve la MEL (etanol al 1% en SSI) a un grupo de animales control.
Efecto de la oscuridad: la oscuridad promueve la sintesis de la MEL en la glindula

pineal al activar la enzima NAT. Con el proposito de reestablecer la concentracién de
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melatonina, un grupo de ratas sometidas a luz continua durante 15 dias, fueron
colocadas en un cuarto oscuro por un lapso de 4 h antes de ser sacrificadas.

Administracion exdgena de melatonina a los animales control: Es reconocido que la
concentracién plasmatica de MEL es minima durante la fase de luz. Por lo tanto en los
animales control, fue necesario anahzar si un exceso de la hormona modifica la
concentracion de opioides. Con este propoésito se administré una dosis de MEL de

800 ng/kg por via subcutanea.

La estructura de este trabajo se divide en tres partes principales:

D

2)

La obtencién de extractos concentrados de células mononucleares de dos 6rganos
linfoides representativos: el bazo y el timo de la rata. Para ello se concentraron los
extractos obtenidos de diez muestras individuales de células mononucleares de cada
uno de los 6rganos mencionados. Para la separaciéon de las células mononucleares
se utilizé la técnica de centrifugaciéon por gradiente de densidad con Ficoll-Paque
(Amersham Pharmacdia Biotech). En esta parte se trabajé con tres grupos de
animales: el grupo control narve, el grupo de luz continua y el grupo de luz continua
al que se administr6 MEL exégena (n=10, cada grupo). En estas muestras se
determind la cantidad de Met-encefalina mediante la técnica del radioinmunoensayo
(RIA). Asimismo, se determiné la cantidad de proteinas en las muestras mediante la
técnica de Lowry, con el objetivo de expresar la cantidad de Met-encefalina por
miligramo de proteina.

Las encefalinas provienen de un precursor de mnaturaleza proteica, que es la
Proencefalina A (PEA), la cual se somete a un procesamiento enzimatico
postraduccional que consiste en una serie de rompimientos secuenciales a nivel de
pares de aminodcidos bidsicos. Un criterio de evaluacion del procesamiento
postraduccional de la PEA, es el anilisis del perfil cromatogrifico de la
Synencefalina®® 41- 75 82_ Con este objetivo se utilizé6 como herramienta analitica la
cromatografia de exclusién molecular en gel de Sephadex G-100. Las muestras que
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3)

se sometieron a dicho proceso fueron los extractos concentrados de células
mononucleares del bazo y el tmo de la rata. Las muestras aplicadas en la columna
fueron las equivalentes a 1.5 mg de proteina en un volumen total de 1 mlL. En esta
parte se trabajé Unicamente con las muestras de los grupos control azre y luz
continua. En las fracciones que eluyeron de la columna de Sephadex se cuantificé
mediante RIA la Synencefalina y en ¢l caso de las muestras de timo también se
cuantificé la Leu-encefalina, para obtener los perfiles cromatograficos
correspondientes.

La tercera parte de este trabajo consiste en la cuantificaciéon por RIA, de los cuatro
péptidos opioides derivados de Ja PEA: Met-encefalina, Leu-encefalina,
Heptapéptido y Octapéptido, en extractos individuales del bazo y del timo de la rata.
En esta parte se trabajé con los seis grupos de animales propuestos es decir: control
naive, control + MEL, control + Vehiculo, luz continua, luz continua + MEL y luz
continua + oscuridad (n=10, en cada grupo). Se determind la cantidad de proteina

en las muestras de este bloque experimental mediante la técnica de Lowry.

Los procedimientos detallados de las técnicas antes mencionadas se describen mis

adelante en este capitulo.

2.2

Animales R

Sesenta ratas macho cepa Wistar, 200-250 g de peso, fueron colocadas en un cuarto con

temperatura controlada (21 *+ 1°C), con alimento y agua disponibles ad Zbitum. Este grupo

fue subdividido en seis grupos:

a. Control naive: sometido a un ciclo luz-oscuridad de 12 x 12 horas. La fase de luz
comenzo a las 06:00 h.
b. Experimental: sometido a luz continua durante 15 dias con una intensidad de luz

< 50 lux.
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C.

d.

€.

£.

Experimental + MEL exégena: sometido a luz continua durante 15 dias.
Administracién de MEL 800 pg/kg por via subcutianea.

Control + Vehiculo: sometido a un ciclo luz-oscuridad de 12 x 12 horas. La fase
de luz comenzé a las 6:00 h. Administraciéon del vehiculo en el que se disuelve la
MEL (etanol 1% en solucién salina isoténica), via subcutanea.

Experimental + Oscuridad: sometido a luz continua durante 15 dias. Se colocé a
los animales en oscuridad total durante 4 h. Una vez transcurrido este tiempo se
sacrificd a los animales en oscuridad con luz roja.

Control + MEL exdgena: sometido a un ciclo luz-oscuridad de 12 x 12 horas. La
fase de luz comenzé a las 6:00 h. Administracién subcutinea de MEL 800 pg/kg

de peso corporal.

Los animales de los grupos c, d, y £, fueron sacrificados por decapitacién 4 h después de
la administracién de MEL o del vehiculo.

2.3 Diseccién de los érganos linfoides

Inmediatamente después del sacrificio de los animales, se humedecié el pelaje con

etanol al 70% para evitar que los 6rganos a diseccionar entraran en contacto con el pelo.

a) Diseccién del bazo

Se realiz6 una incisién en el costado izquierdo del abdomen de la rata y se localizé

el bazo. Este se sostuvo con unas pinzas y con ayuda de unas tijeras de punta afilada se

desprendieron los vasos sanguineos y el tejido conectivo. El bazo se colocd en una caja

de Petri con disolucién salina balanceada (BSS) pH = 7.3, para su posterior disgregacién.

(Ver preparacion de las disoluciones de trabajo en el Apéndice I).
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b) Diseccién del timo

Se realizé una incision en el A -

toérax de la rata, justo al nivel del
estern6n. Con unas tijeras se cortaron
las cosdllas al ras del borde derecho
del esternon y se abrié la caja toricica
con ayuda de unas pinzas. El timo es
un OSrgano Dbilobulado de color
blanquecino, localizado justo arriba del
corazén. El tmo se comenzé a
desprender desde su periferia con
ayuda de un cotonete himedo en BSS

y unas tijeras de punta afilada. Se tuvo

idad S " .
cuidado de no perforar o cortar los Figura 2.1 Esquema de diseccién del bazo y el imo.
vasos sanguineos que se encuentran en
el irea, dado que la presencia excesiva de sangre dificulta la diseccién. El imo se colocéd

en una caja Petri con BSS para su posterior disgregacion.

24 Obtencién de extractos de timo y bazo completos.

a. Inmediatamente después de la diseccién, el timo y el bazo se colocaron en tubos de
ensayo con 5 ml. de acido acético 2 M. Se hirvieron en bafio Maria durante 15
minutos y después se colocaron en un baiio de hielo.

b. El siguiente paso fue homogeneizar los 6rganos utilizando un homogeneizador de
émbolo.

c. Los homogenados de timo y de bazo se sometieron a centrifugacién a 20,000 rpm , a

4°C, durante una hora. El sobrenadante fue recuperado.

TESIS CCN
FALLA DE ORIGEN
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d. Para su purificacion, los extractos obtenidos se hicieron pasar a través de columnas de
vidrio con Amberlita XAD-2 (0.5 x 12 cm) . Para ello, se agregaron los siguientes
disolventes:

1) 20 mlL HC10.1 M

2) 40 ml. H.O destilada

3) 20 mL Meranol (En este Glimo paso se recuperd la muestra en su tubo
correspondiente).

Finalmente, las muestras se evaporaron a sequedad y se resuspendieron en 1 mL de H,O

destilada para la posterior cuantificacion de péptdos opioides.

2.5 Obtencién de suspensiones celulares a partir de bazo y timo de rata para

posterior separacion de células mononucleares.

a. El primer paso fue la disgregacion de los 6rganos correspondientes sobre cajas Petri
con aproximadamente 10 mL de BSS. Se utilizé un colador de acero inoxidable de
malla cerrada (aproximadamente 200 mesh) y se ejercié presion sobre el tejido con el
émbolo de una jeringa.

b. Las suspensiones celulares se transfirieron a tubos de ensayo de plastico y se dejaron
reposar en posicién vertical de dos a tres minutos a temperatura ambiente. Los trozos
de tejido remanente se sedimentaron en el fondo del tubo y el sobrenadante se
transfirié a otro tubo de ensayo.

2.6 Separacion de células mononucleares por centrifugaciéon con Ficoll-Paque.

a. La suspensién celular se centrifugé dos veces con BSS a 1500 rpm durante 10
minutos. Se elimind el sobrenadante entre cada lavado. Después del segundo lavado,
el botén celular de bazo se resuspendié en 20 mL de BSS y el boton celular de timo en
10 mL de BSS.

b. El paso siguiente fue la separaciébn de las células mononucleares mediante
centrifugacién por gradiente de densidad. Se utlizé6 Ficoll-Paque (Amersham
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d.

ec.

f.

Pharmacia Biotech) que contene Ficoll® 400 en una concentracion de 5.7% y
diatrizoato de sodio al 9.0%. El Ficoll® 400 es un polisacirido cuya funcién es la
agregacion de los eritrocitos para permitir su sedimentaciéon. Los granulocitos, en las
condiciones de osmolaridad del Ficoll-Paque, adquieren la densidad necesaria para
migrar a través de él. De este modo, la baja viscosidad, la osmolaridad y la densidad
del Ficoll-Paque (1.077 g/mlL) permiten el aislamiento de las células mononucleares
(linfocitos, monocitos y macréfagos) en un solo paso, mediante una centrifugacion
corta y a baja veloadad.

Por cada 3 mL de Ficoll-Paque se estratificaron de 8 a 10 ml. de la suspensiéon celular.
La suspension celular se agregd lentamente sobre el Ficoll-Paque, haciéndola resbalar
por la pared del tubo de ensayo, el cual se colocd en posiciéon inclinada al principio y
poco a poco se colocd en posicion vertical.

Se sometié a centrifugacion durante 45 minutos a 1500 rpm.

El resultado se muestra en la figura 2.2:

BSS

Células mononucieares

Ficoll-Paque
Botén celular

Figura 2.2 Esquema y fotografia de la separacién de células mononucleares por centrifugacion

con Ficoll-Paque.

Con una pipeta Pasteur se recuperd la capa de células mononucleares ubicada en la

interfase, mediante movimientos rotatorios desde 1a orlla del tubo hacia el centro.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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g. La suspensién de células mononucleares obtenida de cada tubo, se colocd en un tubo
de ensayo de plastico, se resuspendié en BSS y se centrifugé durante 10 minutos a

1500 rpm. Se eliminé el sobrenadante y se repitié el lavado.

2.7 Obtencién de extractos de células mononucleares de timo y bazo de rata.

a. Las células mononucleares obtenidas mediante centrifugacion con Ficoll-Paque, se
resuspendieron en aproximadamente 1 mlL. de BSS.

b. Posteriormente se agregd a las muestras 2 ml. de acido acético 2M y se agito. Se
hirvieron en baiio Maria durante 15 minutos e inmediatamente después se colocaron
en baiio de hielo.

c. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 20 minutos y el sobrenadante fue
recuperado.

d. Diez muestras individuales se juntaron para obtener un extracto concentrado de
células mononucleares de cada 6rgano analizado.

e. El extracto se evapord a sequedad dos veces y finalmente se resuspendié en 2 mL de
H,O destlada.

2.8 Determinacién de proteinas.

La cuantificaciéon de la cantidad de proteinas en las muestras se llevé a cabo
mediante la técnica de Lowry “?. El limite de sensibilidad de esta técnica es de 5 pg La
determinacién espectrofotométrica se llevé a cabo a 700 nm en un instrumento Gilford
300-N. La preparacion de las disoluciones y reactivos de trabajo se describen en el
Apéndice 1.

Se utilizé una curva patrén de albimina sérica bovina (BSA) (SIGMA) preparada a

partir de una disolucién acuosa con una concentracién de 1 mg/mlL.

33

P T o



n
5 TES‘S C‘N Capitulo I1. Material y Métodos

Las cantidades y la secuencia en la que se afiadieron los reactivos se indica en la

siguiente tabla:

Tubos 0 1 2 3 4 5 6 27 8
H,O (uL) 150 145 140 135 130 110 920 70 50
BSA (uL) 0 5 10 15 20 40 60 80 100
A partir de este paso se agregaron los reactivos tanto a la curva como a las muestras problema

NaOH (ul) 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Reactvo A (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Se esperd 15 minutos
Reactivo B (uL) 1 100 | 100 | 1007 100 | 100 I 100 | 100 | 100 T 100
Se agité inmediatamente después de agregar el reactivo B.
Se esperd 30 minutos y se tomaron las lecturas en el espectrofotémetro Gilford 300-N a A =700 nm.

2.9 Cromatografia de exclusiéon molecular en Sephadex G-100

Como se menciond anteriormente en el disefio experimental, esta técnica se utilizé
como una herramienta analitica para la evaluacion del procesamiento postraduccional de
la PEA. Para ello se monté una columna con gel de Sephadex (G-100 (Pharmacia Fine
Chemicals) activado durante dos dias con agua desionizada. Para evitar la contaminaciéon
y proliferacion de hongos, se afiadié azida de sodio al 0.02%.

El Sephadex es un gel de dextran que consiste en un conjunto de esferas con poros
de un tamaifio especifico. El dextran es un polimero de anhidroglucosa producido por
diferentes cepas de Leuconostoc mesenteroides cultivadas en medios azucarados. Dado que las
cadenas de polisaciridos tienen gran cantidad de grupos hidroxilo, el Sephadex es
altamente hidrofilico y se expande al absorber agua o soluciones electroliticas.

El Sephadex es un material para cromatografia capaz de separar sustancias de
acuerdo al tamafio de las moléculas. Las moléculas mias grandes fluyen a lo largo de la
columna, mientras que las moléculas pequefias se separan al quedar retenidas
temporalmente por las partdiculas de gel. El namero en las series G de Sephadex,
representa el volumen de agua que pueden contener las particulas de gel sin considerar el

agua a su alrededor. Asi el Sephadex G-25 puede contener 2.5 ml de agua por gramo de
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gel seco. Ademads, dicho nimero indica cudl es limite de masa molecular que pueden
retener las particulas de Sephadex, por ejemplo: el gel de Sephadex G-100 es capaz de

retener y separar proteinas hasta de 100 kDa.

Se montd una columna de vidrio con las siguientes caracteristicas:
e Dimensiones: 85 cm longitud x 1.5 cm diametro.
® Matriz: Gel de Sephadex G-100
® Eluyente: H.O desionizada con azida de sodio (Na,N) al 0.02% como agente
antimicrobiano. El eluyente se filtrd y desgasificé por lo menos cada 48 h.

e Flujo de elucién: 0.2 mL/min

Para mantener ¢l flujo constante se utilizé una bomba peristiluca (Buchler
Multistatic Pump) y para recolectar las fracciones se utilizé el equipo Fraction Collector
Frac-100 (Pharmacia Fine Chemicals).

Las muestras que se eluyeron en esta columna fueron los extractos concentrados
de células mononucleares del imo y del bazo. De estos extractos se aplicé la cantidad fija
de 1.5 mg de proteinas en un volumen total de 1 ml..

Entre cada corrida se permitié un lavado de 72 h a flujo constante de 0.2 mL./min.

2.10 Radiocinmunoensayo (RIA) para la determinacién de las encefalinas.

El radiocinmunoensayo es una técnica analitica que se basa en la especificidad y la
sensibilidad de la reaccién antigeno-anticuerpo. En esta técnica se establece una
competencia entre dos antigenos, uno de ellos marcado radiactivamente, por los sitios de
reconocimiento de una cantidad constante de anticuerpos. En este caso particular el
ensayo se realizé en fase liquida y los antigenos en competencia fueron: las encefalinas
utilizadas como sustancias patrén marcadas con '*1, y las encefalinas contenidas en los

extractos del bazo y del imo de la rata.
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Los anticuerpos utlizados en ¢l analisis fueron anticuerpos policlonales preparados

en conejo, en el Laboratorio de Anilisis Quimicos. Sus caracteristicas de reactividad

cruzada se han reportado previamente 77 y se presentan en el Apéndice 1.

2)

3)

La metodologia del radioinmunoensayo se compone de tres partes principales que

El marcaje de los péptidos puros que se utilizan como sustancias patrén y la
purificacién de los péptidos monoyodados mediante cromatografia en capa fina y
autorradiografia. En el caso particular de la Synencefalina, la purificacién del péptido
monoyodado se realiza mediante su aplicacion a una columna de Amberlita XAD-2.
La elaboracion de las correspondientes curvas patrén con al menos 8 diferentes
concentraciones de los péptidos puros.

El anailisis de las muestras problema.

2.10.1 Reaccién de yodaciéon

Para la yodacién de las encefalinas (Peninsula Laboratories) con el radioisétopo I
(Amersham Pharmacia Biotech), se tomaron 2 ug de cada péptido en microtubos y se
afiadieron 200 uCi de **’I. Se agité brevemente.

Se afiadieron 5 uL de una solucién de Cloramina T (2 mg/mL). Se agité durante 30
segundos exactos. Para detener la reacciéon se agregaron 10 uL de la soluciéon de

metabisulfito de sodio (4 mg/mL) y 60 ul. de HC10.1 M.

2.10.2 Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas de aluminio recubiertas con silica gel 60 Fas,. Dimensiones 20 x 20

cm, espesor de capa 0.2 mm.

Se marcaron con lapiz cinco carriles de 1 cm y la linea de aplicacién a 2 cm del borde.
Se aplicé el péptido marcado en los carriles correspondientes, utlizando una
micropipeta o una jeringa Hamilton, sobre 1a linea de aplicacién.
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Una vez que la muestra se hubo adsorbido completamente, se colocé la placa dentro
de una cuba previamente nivelada que contenia el siguiente sistema de disolventes
como fase moévil:
® Butanol : Acido acético : H,O 4:1:1 para Met-encefalina, Leu-encefalina y el
Octapéptido
e Buuanol : Acido acético : Acetato de etilo : H,O 1:1:2:1 para el Heptapéptido.
Cuando la fase mévil sobrepasé los 12 cm a partir de la linea de aplicacion, se sacé la

cromatoplaca de la cuba, se marcé con un lapiz el frente del disolvente y se dejo secar.

2.10.3 Autorradiografia

Se colocd la cromatoplaca y sobre ella una pelicula Kodak TMAX-100 en una caja
cerrada disefiada para este fin. Se trabajé en oscuridad.

Se expuso la pelicula a la radiacion de 15 a 30 minutos.

Se retiré la pelicula y se revel6. Para ello se sumergié en una charola que contenia
revelador Kodak (Dektol developer) durante 3 minutos, se enjuago en una charola con
agua durante 1 minuto e inmediatamente después se sumergié en una charola que
contenia fijador Kodak (Rapid fixer) durante 3 minutos. Finalmente se volvié a
enjuagar con agua durante 1 minuto. Se seco al aire.

Con el fin de calcular el factor de retencién (R.£) del péptido radiactivo, se colocé la
pelicula fotogriafica sobre la cromatoplaca y se indicé con un marcador la linea de
aplicacion y el frente del disolvente.

Se calculé el factor de retencion (R.f), dividiendo la distancia recorrida por cada
muestra desde el punto de aplicacion entre la distancia del punto de aplicaciéon al
frente del disolvente. El R.f. calculado se compard con los que se han obtenido para
los péptidos monoyodados utilizando el sistema de disolventes mencionado y que se

mencionan en el Apéndice I.
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2.10.4  Extraccién del péptido marcado

Se marca sobre la cromatoplaca cl sitio en el que se encuentra el péptido monoyodado,

de acuerdo al R.f. obtenido en la autorradiografia.
Se recorta la cromatoplaca con tijeras y se coloca en un tubo de ensayo de plastico.

Se agregan 4 mL de una soluciéon metanol:agua 1:1 y se agita vigorosamente durante

20 minutos.

Se somete a centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos.

Se recupera el sobrenadante en otro tubo de ensayo de plastico debidamente rotulado.
Se repite la extraccion.

El contenido del tubo rotulado se evapora a sequedad y se resuspende en 1 mL de
agua destilada.

Se toma una alicuota de 10 nL del péptido ‘marcado y se lleva al contador de radiacion
gamma para determinar el nimero de cuentas por minuto (cpm).

Con base en dicha determinacidn, si es conveniente se diluye el péptido.

2.10.5 Purificacién de '*1 — Synencefalina

El péptido recién marcado se hizo pasar por una columna de Amberlita XAD-2
agregando los siguientes disolventes:

1) 20 mL. HC10.1 M

2) 120 mL H,O

3) 10 mL mezcla 1:1 Acetonitrilo : Disolucién Acido Acético 1M + HCl1 0.02 M
Después de agregar el dlimo disolvente, se recupero el péptdo purificado en un tubo

de plastico rotulado.

El contenido del tubo se evaporé a sequedad y se resuspendié en 1 ml de agua
destilada.
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2.10.6 Curvas patrén

Se prepararon diluciones al medio a partir de una solucién de concentracion

conocida de un péptido en particular. Las curvas de Met-encefalina, Leu-encefalina,

Heptapéptido y Octapéptido constan de 11 diluciones, mientras que la curva de

Synencefalina consta de 8 diluciones. Las cantidades de péptido en cada punto de las

curvas correspondientes se muestran a continuacion:

Met-encefalina Leu-encefalina Heptapéptido
ng pmol ng pmol ng pmol
20 34.9 20 35.97 20 22.82
10 17.45 10 17.98 10 11.41
5 8.72 5 8.99 5 5.70
2.5 4.36 2.5 4.49 2.5 2.85
1.25 2.18 1.25 2.24 1.25 1.42
0.62 1.09 0.62 1.12 0.62 0.70
0.31 0.54 0.31 0.56 0.31 0.353
0.15 0.27 0.15 0.28 0.15 0.171
0.07 0.13 0.07 0.14 0.07 0.079
0.03 0.06 0.03 0.07 0.03 0.034
0.01 0.03 0.01 0.035 0.01 0.011
Octapéptido Synencefalina
ng pmol ng pmol
20 20.20 2 1.84
10 10.1 1 0.92
S5 5.05 0.5 0.46
2.5 2.52 0.25 0.23
1.25 1.26 0.125 0.11
0.62 0.63 0.062 0.052
0.31 0.31 0.031 0.028
0.15 0.15 0.015 0.014
0.07 0.07
0.03 0.035
0.01 0.017
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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2.10.7 Procedimiento para el RIA

a.

b.

Se utilizaron tubos de vidrio desechables, numerados. Se trabajé cada tubo por
triplicado. La preparacion de las disoluciones de trabajo se detalla en el Apéndice 1.
Se prepardé una dilucion del péptido radiactivo con disolucion amortiguadora de
fosfatos 0.05 M de tal manera que cada 100 pL contuvieran aproximadamente 10,000
cpm (cuentas por minuto). Para determinar la intensidad de radiaciéon en cpm, se
utiliz6 el contador de radiacion gamma Isomedic 4-600 (ICN).

Se prepard una dilucién del anticuerpo de tal manera que el porcentaje de unién total
fuera de 25 a 30%.

A cada tubo se agregaron los reactivos en el siguiente orden de izquierda a derecha:
Tubos Disolucién 12] — Péptido [ Anticuerpo| Carbén
de Fosfatos activado®*
0.05 M
100% 350 pL. 100 pL H.O 100 i, - -
Unidn 350 uL 100 puL. H,O 100 pL - 200 pL
inespecifica
Unién total 250 pkL. 100 uL. H.O 100 pl. 100 pl. 200 pL
Curva 250 pL. 100 pL curva 100 pL. 100 pL 200 plL.
patrén
Muestras 250 nL. 100 ul. 100 nL. 100 L. 200 pi.
muestra

Después de agregar el anticuerpo los tubos se agitaron suavemente y se incubaron a

4°C durante por lo menos 18 h.

*El carbon activado se agité durante una hora y se agregé a los tubos
correspondientes.

Los tubos se agitaron suavemente y se sometieron a centrifugacion a 3000 rpm
durante 30 minutos.

Se recuper6 el sobrenadante por decantacion.
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i. Los tubos se llevaron al contador de radiacion gamma Isomedic 4/600 (ICN) para
determinar la las cuentas por minuto (cpm) en cada tubo.

j- Se transformaron las cpm obtenidas a unidades de masa (pmol) mediante un
programa de cémputo. En este programa se introduce la informacién relatva a la
curva patrdn y éste realiza los cilculos necesarios para interpolar los valores de las

muestras, arrojando finalmente el contenido de inmuno-reactividad en pmol/tubo.

La inmuno-reactividad (IR) para los péptidos analizados fue expresado como pmol del

péptdo por miligramo de proteina.

2.11 Analisis Estadistico

Las diferencias estadisticas entre los grupos fueron calculadas utilizando la Prueba

de “¢” de Student. El valor de la significancia utilizada en este trabajo fue de p < 0.05.
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CAPITULO I11I. RESULTADOS

Este capitulo aborda los resultados del presente trabajo organizados de la siguiente
manera: en primer lugar se describen los resultados pertinentes a la caracterizacion y las
curvas patrén de las técnicas analiticas utilizadas, como son la determinaciéon de proteinas,
la cromatografia en Sephadex G-100 y el radicinmunoensayo. Posteriormente se detallan
los rtesultados de la cuantificacién de encefalinas en los extractos de células

mononucleares y de muestras individuales del bazo y el timo de la rata.

3.1 Curva patrén para la determinacién de proteinas mediante la técnica de
Lowry.
A continuaciéon se muestra la representacion grifica de una curva parén de BSA,
obtenida mediante la técnica de Lowry“? previamente descrita. El coeficiente de
correlacién (R es superior 2 0.990 por lo que se considera una curva confiable para la

cuantificacién de las proteinas contenidas en las muestras de este trabajo.

Determinacién de proteinas. Técnica de Lowry.
Curva patrén.
y =0.0102x + 0.0521
& = 0.9085
1.200
€ 1.000 | .
% 0.800 |
-
= 0,600
§ 0.400 -
0.200 - /
0.000 - — . , —
o 20 40 eo 80 100 120
Cantidad de proteina (ug)

Figura 3.1 Representacion grifica de una curva patrdn utilizada para la
determinaciin de proteinas mediante 1a técnica de Lowry
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3.2 Caracterizacién de la columna de Sephadex G-100.

El primer paso para caracterizar la columna de Sephadex G-100 fue la
determinacién del volumen muerto. Con este objetivo se aplic6 1 mg de Azul Dextran,
que es un polisacirido de 2000 kDa. La determinacion espectrofotométrica del volumen
de elucién del Azul Dextrin se realizé a2 A=700 nm. El volumen muerto (V,) de la
columna de Sephadex G-100 fue de 81 mlL.

Posteriormente se procedid a determinar los volimenes de eluciéon de cinco

proteinas de peso molecular conocido. Los resultados se presentan en la siguiente tabla:

Figura 3.2 Curva de caracterizacion de la columna de Sephadex G-100.
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Proteina Masa moleculars| Volumen de elucién (V)
BSA 67 kDa 94.8 mL
Quimiotripsinégeno 25 kDa 138.3 mL
Ribonucleasa A 13.7 kDa 156 mL
Insulina 5.7 kDa 189.6 ml.
B-endorfina 3 kDa 212 ml.
Columna de Sephadex G-100.
Curva de caracterizaciéon.
2.5
1 Az Dextran v = -0.9384x + 2.9488
2 R P |
j BSA bd 0.9“ E
= 1.5] ‘ . ﬁ
8 :f P [
d -1
'] =2
] =]
0.5 ] =
] P-endorina
0 — — — - —
05 1.5 2 25 3
VelVo
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33 Curva patrén para la cuantificacién de encefalinas mediante

radiocinmunoensayo.

Como un ejemplo de las curvas patrén que se obtienen a partir del procedimiento
descrito anteriormente para el radioinmunoensayo, se presenta una curva patron para la

cuantificacién de Met-encefalina. El limite de sensibilidad de este ensayo es de 0.13 pmol.

Curva patrén de IR-Met-encefalina

% de union de ™ I-ME al anticuerpo

pmol IR-Met-encefalina

Figura3.3 Curva patrdn para la cuantificacion de IR-Met-encefalina por
radioinmunoensayo, utilizando los anticuerpos policlonales anti-ME.
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3.4 Cuantificacion de Met-encefalina en extractos concentrados de células
mononucleares del bazo y el timo de 1a rata.

Para contar con una referencia inicial del contenido de pépuados opioides en los
extractos de las células mononucleares del bazo y el timo de la rata, se determiné el
contenido de Met-encefalina (IR-ME), en un concentrado proveniente de diez muestras
individuales de ambos érganos. Para esta primera aproximacion se consideraron tres
grupos de animales: Control + Vehiculo, Luz Continua (I.C) y L.C + MEL 800 ug/kg.

En la figura 3.4, se muestra el contenido de IR-ME en los extractos concentrados
de células mononucleares del tmo de la rata. En el grupo de animales que fue sometddo a
LC se observa una disminucién del 50% en ¢l contenido de IR-ME con respecto al grupo
Control +Vehiculo. Por su parte, en el grupo L.C al que se administré6 MEL, hubo un
incremento del 129% ¢n el contenido de IR-ME con respecto al grupo de luz continua.
Es decir, en este grupo de animales se observé el restablecimiento del nivel basal de

encefalina en un lapso de 4 horas.

Células Mononucleares de Timo

IR-Metencefalina

(pmol/mg proteins)
B

C +* Laxs LC + MEL 0.8
mg/kg

Figura 3.4 Contenido de IR-ME en células mononucleares de
timo de rata. Los resultados se expresan como pmol/mg de
proteina. Las muestras fueron extractos concentrados de n=10.
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En la figura 3.5, sc¢ muestra el contenido de IR-ME en los extractos de células
mononucleares del bazo de la rata. La tendencia en el comportamiento de este péptido en
¢l bazo es similar que en el rimo, sin embargo el efecto observado es mias drastico, como
se describe a continuacién. En ¢l grupo de animales que fue sometido a L.C se observa
una disminucién del 80% en ¢l contenido de IR-ME con respecto al grupo Control
+Vehiculo. Por su parte, en el grupo L.C al que se administré6 MEL, hubo un incremento
del 533% en el contenido de IR-ME con respecto al grupo de luz continua, en un lapso
de 4 horas.

Células Mononucleares de Bazo

40

204

[P R |
e |

IR-Met-encefalina
(pmol/mg proteina)

10

A LC+ MEL 0.8
mg/kg

_ Figura 3.5 Contenido de IR-ME en células mononucleares de
bazo de rata. Los resultados se expresan como pmol/mg de
protcina. Las muestras fucron extractos concentrados de n=10.

3.5 Cuantificacion de Leu-encefalina y Synencefalina en las fracciones obtenidas
de la cromatografia de exclusiéon molecular en Sephadex G-100.

Con base en los resultados anteriores se analizé el perfil de los precursores
bioquimicos de las encefalinas en el grupo Control na@ive y en el grupo de luz continua.
Para ello se utilizaron como muestras los extractos concentrados de células

mononucleares de diez umos y bazos de rata, que se sometieron a un proceso de
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cromatografia de exclusion molecular. Se analizé la concentracion de IR-LE en las
fracciones que eluyeron de la columna de Sephadex G-100. Asimismo se analizé la
concentracién de Synencefalina, que es la porcion no opioide de la PEA, como indicador
del procesamiento postranscripcional de dicho precursor. En la figura 3.6 se muestra el
perfil cromatografico de la IR-LE y sus precursores bioquimicos en células
mononucleares del timo de la rata. En los cromatogramas tanto del grupo control como
del grupo de luz continua, se observan cinco picos principales, que pueden corresponder
a los precursores de mayor peso molecular y al péptido biologicamente activo. La
concentracion de IR-LE es significativamente menor en el grupo de luz continua con

respecto al grupo control nasve.

Células Mononucleares de Timo; Sephadex G-100

D It "'-_“v;“é_, 25 13.7 57 3 D2 j
] TT TY T O‘T) |

~&— Control

—#&— Expsrmental L.C)

IR-Leu-encefalina (pmol/ fraccidn)

S 10 15 20 23 30 33 & 4 N 33 e &S 7 B =
No. de fraccién

Figura 3.6 Perfil cromatogrifico de la IR-LE en células mononucleares del timo de la
rata. Los resultados se expresan como pmol/fraccion. Se trabajaron los grupos control
nasve y luz continua. Las muestras corresponden a extractos concentrados de n=10.

&7 TESIS CON
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En la figura 3.7 se muestra el perfil cromatogrifico de la IR-Synencefalina (IR-Syn)
y de sus posibles precursores bioquimicos, en los extractos de células mononucleares del
timo. En los cromatogramas, tanto del grupo control como de luz continua, se observan
cinco picos principales que puceden corresponder a las moléculas precursoras de la
synencefalina. L.a concentracién de IR-Syn es significativamente menor en el grupo de luz

continua con respecto al grupo control narve.

Células Mononucleares de Timo; Sephadex G-100
iao | Vo 67 25 13.7 s7 3 Da)
J T N
120 4 —® Contiol
_§ ,gt.n-{
8 1
g E oo
£3 1
R E ose
=g S
0.0
020
.00
® 3 198 135 W 23 38 33 4 4 30 33 8 € M I3
No. de fraccién

Figura 3.7 Perfil cromatogrifico de la IR-Syn en células mononucleares del timo de la
rata. Los resultados se expresan como pmol/ fraccion. Se trabajaron los grupos control
naive y luz continua. Las muestras corresponden a extractos concentrados de n=10.
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FALLA DE CRIGEN




Capitnulo 111. Resultados

En la figura 3.8 se presenta el perfil cromatografico de la IR-Syn, en los extractos
de células mononucleares del bazo. De manera similar que en el imo, se observan cinco
picos principales en los cromatogramas, que pueden corresponder a las moléculas
precursoras de la synencefalina. La concentracion de IR-Syn es menor en el grupo de luz

continua con respecto al grupo control narve, excepto en la zona del cromatograma
ubicada entre las fracciones 30 y 35.

Céltulas Mononucleares de Bazo; Sephadex G-100

0.7 —
Vo 67 25 13.7 57 3 (kDa) !
0.6 ] " {1l o
] - Contsol
0..!: ~&— Expedmental (L.C)
2z | 1
:;-‘ ‘8 04
£
&5
g
0.2 4
]
0.1

1} S5 10 15 20 25 30 35 40 45 SO S5 60 65 7J0 7S 80
No. de fraccién

Figura 3.8 Perfil cromatogrifico de la IR-Syn en células mononucleares del bazo de la
rata. Los resultados se expresan como pmol/ fraccién. Se trabajaron los grupos control
naive y luz continua. Las muestras corresponden a extractos concentrados de n=10.
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36 Cuantificaciéon de encefalinas en el timo y en el bazo de la rata.

En la figura 3.9, se muestra la concentracion de IR-ME en el timo de la rara. En los
grupos con un ciclo de luz oscuridad de 12 x 12 h, que fueron inyectados con el vehiculo
y con la dosis de MEL (800 ug/kg), la concentracién de IR-ME no se modificé con
respecto al control zaive. Sin embargo, el grupo de animales sometidos a 15 dias con luz
continua mostré una disminucién del 54% con respecto al control raive (p<0.001). Por su
parte, en los animales a los que les fue administrada la hormona en forma exégena (800
ng/kg), y que habian permanecido en la luz continua, se encontré un incremento en el
contenido de IR-ME del 185% con respecto al grupo de luz contnua (p<0.0001). El
grupo sometido a la oscuridad durante 4 h, la concentracién de IR-ME no mostré

cambios significatvos con respecto al grupo de luz continua.

TIMO

250
. r - T ]

w H HE H

£ H i H

£ 20 ! ¢ i

e 2 3

E

= 150

E

8

g

E 100

[*3

$

"if 50

a

. ¥

Control + MEL Luz Continua LC + MEL 08 LC »
0.8 mgkyg, 4n mgikg, 4h Oscwridad, 4h

Figura 3.9 En la figura se muestra el contenido de IR-Met-encefalina en el timo.
Los resultados se expresan como pmol/mg de proteina. Cada valor es el promedio
+ error estindar (e.e.). n=7). Los niveles de significancia fueron calculados con la
prucba de “t’’ de Student. ® p < 0.05, #** p < 0.01, **& 5 < 0.001.
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En la figura 3.10, se muestra ¢l contenido de IR-ME en el bazo de la rata. El
comportamiento de este péptido fue similar con respecto al umo. En los grupos control
tratados con el vehiculo y con la dosis en exceso de melatonina, el contenido de IR-ME
no se modificd con respecto al control raive. El grupo sometido a la luz continua presentd
una disminucién del 45% con respecto al control naive (p<<0.0001), y cuando se le
administré melatonina en forma exogena, la concentracién de IR-ME aumentd en un
63% aproximadamentc, con respecto al grupo de luz continua (p<<0.024). El grupo de
oscuridad no presentd cambios en el contenido de la met-encefalina con respecto al

grupo de luz continua.

BAZO

3se

380

-
'
'
1
H
H

259

[R-Met-encefalina (pmolimg proteina).

il

Cortrol naive Condrol + Control « MEL. LuzContinus LC +MELOS LC »
Vehiculo. 4n 0.8 mgikg, 4n moAkg, 4h Oscuwridad, 4N

Figura 3.10 En la figura se muestra el contenido de IR-Met-encefalina en ¢l bazo.
Los resultados se expresan como pmol/mg de proteina. Cada valor es el promedio
* e.e. (n=7). Los niveles de significancia fueron calculados con la prueba de “¢” de
Student. * p < 0.05, *% p < 0.01, *** p < 0.001.
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En la figura 3.11 sc obscrva el contenido de IR-HE en el dmo de la rata. Este
péptido derivado de la Proencefalina A, muestra un patrén de distribucion similar a la IR-
ME, toda vez que su contenido en los animales sometidos a la luz continua se redujo
significativamente con respecto al control naive (p<0.0001). La administracion del
vehiculo y de la melatonina exégena en los animales control no produjo cambios en la
concentracion del péptido, al compararlo con el control naive. Sin embargo, en aquellos
animales carentes de la hormona por estar sometidos al efecto de la luz continua, la
administracién de MEL en forma exogena, produjo un incremento del 129%% en el
contenido de IR-HE (p<0.001). El grupo de oscuridad no se modificé con respecto al

grupo de luz continua.

TIMO

29

B s |

e

IR-Heptapéptido (pmolimg proteina).

Cortrol naive Control «  Cortrol + MEL  Luz Cortinua  LC + MEL 0.8 LC+
Vehicuo, 4h 0.8 mgkg, 4h makg, 4h  Oscuridad, 4h

Figura 3.11 En la figura s¢ muestra el contenido de IR-Heptapéptido en el timo.
Los resultados se expresan como pmol/mg de proteina. Cada valor es el promedio
* e.e. (n=8). Los niveles de significancia fueron calculados con la prueba de “t” de
Student. * p < 0.05, ** p < 0.01, ¥** p < 0.001.
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La figura 3.12, corresponde al contenido de IR-HE en el bazo. En estos resultados
se observa que c¢n c¢l grupo control al cual se le administré el vehiculo, existe un
incremento no significativo en la concentraciéon de IR-HE. En el grupo control al cual se
le administré melatonina no se obtuvieron modificaciones con respecto al control razve.
[En forma similar a la IR-ME, ¢l heprapéptido redujo su concentracién en un 50% en el
grupo de luz continua (p<<0.005), para incrementarse en mas de 130% después de la

administraciéon exégena de melatonina (P<0.0001). La oscuridad no modificé el

s

Condrol naive Conltvol « Control « MEL Luz Continua LC+MELOS LC
Vehiculo, 4ah 0.8 mgikg, 4h mgkg, 4h Oscurnidad, 4h

contenido de este péptido.
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Figura 3.12 En la figura se muestra el contenido de IR-Heptapéptido en el bazo.
Los resultados se expresan como pmol/mg de proteina. Cada valor es el promedio
* c.e. (n=8). Los niveles de significancia fueron calculados con la prueba de “¢” de
Student. *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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En la figura 3.13, se muestra el contenido de TR-LE en el timo de la rata. En forma
semejante a los dos péptidos descritos, ¢l efecto del vehiculo y de la hormona en exceso
no modificé la concentracién de leu-encefalina con respecto al grupo control saive. El
grupo sometido a la luz continua, redujo la concentracion de IR-LE en un 55% con
respecto al control naive (p<0.01). Cuando se le administré MEL por via exégena al grupo
sometdo a la luz continua, ¢l contenido de IR-LE aumentd significativamente (>116%),
con respecto al grupo de luz continua (p<0.001). El grupo sometido a la oscuridad

durante 4 h, no sufrié cambios con respecto al grupo de la luz continua.

TIMO

ennq
cwuny

[R-Leu-encefalina (pmolimg proteina).

Cortrol naive Coctrol + Cortrol + MELL. LuzComtinua LC+MELOS LC »
Vehiculo, 4h 0.8 moMg, 4h mgig, 4h Oscuridad, $h

Figura 3.13 En la figura se muestra ¢l contenido de IR-Leu-encefalina en e
timo. Los resultados se expresan como pmol/mg de proteina. Cada valor es el
promedio * c.e. (n=8). Los niveles de significancia fueron calculados con la
prueba de “t” de Student. ®p < 0.05, ** p < 0.01, **%* p < 0.001.
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Iin la figura 3.14, que corresponde al bazo, el comportamiento de la concentracién
de IR-LE fue similar al del timo. Tanto el decremento en los animales con luz continua,
como cl aumento producido por la administracion de MEL fueron del orden de 54%
(Pp=<0.003) y 112% (p<<0.0001) respectivamente. En el grupo sometido a la oscuridad no

hubo cambios con respecto a la luz continua. Los grupos control a los que se administré
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Corttrol naive Corntrol « Cortrol + MEL. Luz Continue LC +MELOS LC+
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melatonina o el vehiculo, tampoco se modificaron.
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Figura 3.14 En la figura se muestra el contenido de IR-Leu-encefalina en
bazo. Los resultados se expresan como pmol/mg de proteina. Cada valor es
promedio * e.e. (n=8). Los niveles de significancia fueron calculados con
prucba de “t” de Student. ®*p < 0.05, ** p < 0.01, *w* p < 0.001.
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En la figura 3.15, se muestra ¢l contenido de IR-OC en el timo de la rata. El
comportamicnto de cste péptido es similar al descrito para IR-ME, IR-HE ¢ IR-LE, con
una disminucién del 60% en el contenido tisular de IR-OC en ¢l grupo de luz continua
con respecto al control nave (p<<0.003), y un incremento mayor al 150% en el grupo de
animales de luz continua al que se administré melatonina exdégena, con respecto a los
animales en luz continua (p<<0.001). En este 6rgano se observé que la administracién de
MEL y del vehiculo a los animales control no modificé la concentracion de IR-OC.
Asimismo, en los animales sometdos a oscuridad durante 4 horas no se observaron

cambios en el contenido de IR-OC con respecto al grupo en luz continua.
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Figura 3.15 En la figura se muestra el contenido de IR-Octapéptido en el imo.
Los resultados se expresan como pmol/mg de proteina. Cada valor es el promedio
* c.e. (n=8). Los niveles de significancia fueron calculados con la prueba de “¢” de
Student. ® p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Finalmente en el bazo, al que corresponde la figura 3.16, el contenido de IR-OC
disminuyé un 40% cn ¢l grupo de luz continua comparado con el control naive (p<0.01), y
los animales a los que se administré MEL exégena después de un periodo de 15 de luz
continua mostraron un incremento del 182% en el contenido de dicho pépudo
comparado con los animales que no recibieron la dosis de la hormona (p<<0.0001). Al
igual que en el timo, se observé que la administraciéon de MEL y del vehiculo a los
animales control no modificé la concentraciéon de IR-OC. Asimismo, en los animales
sometidos a oscuridad durante 4 horas no sc observaron cambios en el contenido de IR~

OC con respecto al grupo en luz continua.
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Figura 3.16 En la figura se muestra el contenido de IR-Octapéptido en el bazo.
Los resultados se expresan como pmol/mg de proteina. Cada valor es el promedio
+ c.c. (n=8). Los niveles de significancia fueron calculados con la prueba de “¢”
de Student. ® p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Capitulo 1V. Discusion

CAPITULO IV. DISCUSION

Los resultados mas relevantes del presente trabajo son los siguientes: 1) La falta de
MEL endégena redujo el contenido tisular de encefalinas en 6rganos linfoides de la rata.
2) Una dosis alta y Gnica de melatonina exégena en los antmales carentes de la hormona
incrementé significativamente el contenido de encefalinas en dichos 6rganos después de
un lapso de cuatro horas. Estos datos sugieren que la presencia de la hormona esta
involucrada en la sintesis de noro de las encefalinas.

Hasta la fecha, una de las funciones mas estudiadas de 1a MEL es la del control de
los ritmos biolégicos de varias hormonas y neurotransmisores en el SNC "2 Mis avin,
se ha demostrado que regulacion de la sintesis, liberacion y recaptura de wvarios
neurotransmisores en el SNC esta mediada por la MELY ™. La hipotesis de que esta
hormona esta involucrada en la sintesis de las encefalinas en el sistema inmune encuentra
sustento en nuestros experimentos realizados a partir de los extractos concentrados de las
células mononucleares tanto del timo como del bazo de la rata. En estos extractos, la
concentraciéon de IR-ME presenta el comportamiento ya descrito, es decir, la disminucion
del contenido de encefalina en los animales sometidos a la luz continua y el posterior
incremento en un lapso de 4 h después de administrar la MEL en forma exégena. El
efecto observado es mayor en el bazo que en el timo, y esto puede deberse a que la
composicion celular de cada uno de estos 6rganos es distinta. El imo esti compuesto en
un 99% por linfocitos T, mientras que ¢l bazo contiene linfocitos T (30-40%), linfocitos
B (50-60%) y células NK (1-5%0)%®. Asimismo, el timo es un érgano linfoide primario,
conformado por células T en distintas etapas de maduracién, mientras que el bazo es un
Organo linfoide secundario que estd constituido por células diferenciadas, maduras e
inmunocompetentes. Las evidencias del Dr. Wajs y col. sugieren que la regulacién que
ejerce la MEL sobre la expresion del gen de la POMC, puede estar mediada por un
mecanismo dependiente de las células B ®”. Por otra parte, se sabe que sélo las células de

secrecion regulada como son los macréfagos, son capaces de almacenar productos de
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secrecién biolégicamente activos como los péptidos opioides 7. Los linfocitos y los
monocitos son células de secreciéon constitutiva, que producen y liberan péptidos
derivados de la Proencefalina A (PEA) principalmente cuando estan activados mediante
agentes mitégenos 7, Los macrofagos se encuentran en mayor proporcién en ¢l bazo
que en el timo, por 1o que su contribucién podria ser fundamental en la diferencia que se
observa en ¢l contenido tisular de IR-ME en ambos 6rganos linfoides.

Aunado a este conjunto de evidencias, en el bazo se ha demostrado que los
receptores especificos de MEL ubicados en la membrana plasmatica, presentan una
mayor avidez por su ligando natural después de que los animales han sido
pinealectomizados o bien sometidos a un periodo de luz continua®’. Por lo tanto, es
probable que los linfocitos B o los macrofagos sean mis sensibles a la ausencia o
presencia de MEL, que los linfocitos T. Nuestros resultados sugieren que la ausendia de
MEL pudo haber inhibido la sintesis de péptidos opioides en el bazo y provocado un
desequilibrio en la homeostasis celular, tal que las células después de haber sido sometidas
a un periodo de quince dias en luz continua presenten una mayor avidez por la MEL y
como consecuencia se observe un aumento del 500% en la produccién de encefalinas en
un periodo de cuatro horas después de la administracién de la hormona.

Un criterio de evaluacion del procesamiento postraduccional de la PEA, es el
analisis cuantitativo y/o cromatogrifico de la Synencefalina®®*!-7% %3, Este péptido, que es
lIa porcion no opioide de dicho precursor, comprende los aminodcidos 1 a 72 y no
contene la secuencia de las encefalinas “?. Originalmente se observd, mediante estudios
inmunohistoquimicos, que la Synencefalina muestra un patrén de distribucién subcelular
y anatémica similar a la Met-encefalina ®® y al utilizar la técnica del radioinmunoensayo se
descubrié que ambos péptidos pueden ser liberados simultineamente de las teﬂnina.lés
nerviosas®?. Sin embargo, a diferencia de las encefalinas, la Synencefalina no es degradada
tan rapidamente por las enzimas extracelulares, de manera que su cuantificaciéon se
considera un parimetro mis confiable para evaluar el procesamiento postraduccional de
la PEA y la liberacién de las encefalinas (547583 pgr lo tanto, en este trabajo se analizé
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el perfil cromatogrifico de la Synencefalina mediante la técnica de filtracion molecular.
Nuestros resultados indican que este péptido, asi como sus posibles precursores
bioquimicos de mayor peso molecular, se encuentran en menor concentracion en las
células mononucleares del timo y del bazo de las ratas deficientes de MEL. El perfil
cromatogrifico de la Synencefalina obtenido de ambos 6rganos linfoides es similar, y la
mayor concentracién de IR-Syn sc¢ observa en la regién que corresponde a un peso
molecular menor a 3.0 kDa. Esto es coherente con lo reportado por Saravia y cols.7?,
quienes describen ¢l procesamiento postraduccional de la porcién opioide y no opioide de
la PEA en céilulas mononucleares del bazo y de la médula ésea. Sus evidencias
demuestran la presencia de tres péptidos (<3.0 kDa) derivados de la Synencefalina en el
bazo 7.

En cuanto a la parte opioide de la PEA, la concentracién de IR-LE y de sus
posibles precursores bioquimicos en todo el perfil cromatogrifico obtenido del timo,
mostrd también un decremento significativo en condiciones de falta de MEL. En
conjunto, los datos arrojados por el procedimiento de cromatografia en columna de
Sephadex G-100, apoyan la hipétesis de que la presencia de MEL estd asociada a la
sintesis de la PEA y su procesamiento postraduccional hasta los péptidos biologicamente
activos, en las células mononucleares provenientes de organos linfoides como son el bazo
y el timo.

Como una estrategia para apoyar l# hipétests antes mencionada, es preciso analizar
los resultados obtenidos acerca del contenido tisular de los cuatro principales péptidos
opioides derivados de la PEA, en muestras individuales de timo y de bazo. En prmer
lugar observamos que los grupos control nafve, control + vehiculo y control + MEL no
presentaron cambios significativos en la concentracion de los cuatro péptidos analizados.
La informacién obtenida del grupo control que fue administrado con el vehiculo permite
descartar el hecho de que el dolor asociado a la inyecciéon subcutinea de una sustancia
disuelta en un minimo porcentaje de etanol, produzca un aumento significativo en el
contenido tisular de opioides en el sistema inmune. Por otra parte, los datos del grupo
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control que recibié una dosis en exceso de MEL, sugieren que si el organismo tiene la
concentracién fisioloégica de la hormona, un exceso de esta dltima no produciri efecto
alguno sobre el contenido de los opioides en ¢l sistema inmune, es decir que la
homeostasis celular no se altera. Esto es coherente con los resultados de Mocchegiani y
col. &Y quienes en su estudio acerca de la participacion del zinc y de la MEL en el
restablecimiento de las funciones inmunes de animales pinealectomizados, reportan que la
administracién de MEL no presenta efectos nocivos en las funciones inmunes de los
ratones falsos-operados, los cuales tienen la concentracion fisiolégica de la hormona &9,

En segundo lugar se tiene la informacién obtenida de los animales sometidos a un
periodo de 15 dias con luz continua, en los que el contenido plasmitico de la MEL se
reduce significativamente durante las 24 horas del dia “”?. Como se observa en las figuras
3.6 a 3.13 de los resultados, el contenido de IR-ME, IR-HE, IR-LE e IR-OC, se redujo
significativamente ante la ausencia de melatonina enddgena en los dos 6rganos linfoides
analizados. Estos datos son similares a los reportados en el Sistema Nervioso Central, en
el que la falta de melatonina endégena disminuyé el contenido y la liberacion de las
encefalinas en varias estructuras cerebrales ©®.

En el grupo de animales sometido a un periodo de cuatro horas de oscuridad
después de 15 dias con luz continua, no se observaron cambios significativos en los
péptidos analizados. Dado que la disminucién de la intensidad de luz induce 1a actividad
de la enzima limitante en la sintesis de MEL, la N-acetiltransferasa ©”, se esperaba que la
contribucién de la MEL endégena producida durante cuatro horas de oscuridad
provocara un aumento en el contenido de encefalinas en el sistema inmune, en similitud a
lo observado en el SNC, en donde dicho lapso de oscuridad restablece el nivel basal de
encefalinas ®. Es posible que ¢l periodo de cuatro horas no haya sido suficiente para que
la sintesis de novo de las encefalinas en el sistema inmune se pudiera completar . Seria
necesario realizar los experimentos pertinentes con lapsos mayores de oscuridad para
determinar cuinto tiempo se requiere para observar el efecto del restablecimiento de la
sintesis de MEL sobre el contenido de encefalinas en los érganos linfoides.
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Finalmente, se tene que la administraciéon exdgena de MEL a los animales carentes
de la hormona, produjo un incremento superior al 100% en la concentracion de los
cuatro péptdos en los dos arganos linfoides analizados. Este incremento se produjo en
un periodo de cuatro horas posterior a la administracién de la MEL. El aumento en la
concentraciéon de los péptidos opioides por la presencia de la MEL en el sistema inmune,
encuentra apoyo en los resultados reportados por el grupo del Dr. Wajs y col. ®. Estos
autores encontraron que la administracién de MEL es capaz de inducir la expresion del
gen que codifica para la sintesis de la Proopiomelanocortina (POMCOC), en la médula 6sea y
en los nédulos linfiticos. De la POMC se derivan varias hormonas peptdicas, como la
MSH, ACTH y la B-endorfina, entre otras. En conjunto, estos datos sugieren que la MEL
no sélo tiene una funcién como mensajero fotoneuroendocrino, sino que puede estar
involucrada en la sintesis de noro de los neuropéptidos tanto en el SNC como en el sistema
inmune. Al relacionar a la MEL con la posible regulacion de la sintesis de las encefalinas
en los 6rganos linfoides encontramos apoyo en las evidencias experimentales del Dr.
Maestroni y col., quienes sugieren que el efecto inmunoestimulante que ejerce la MEL
esta mediado por los péptidos opioides 44546 4D

El mecanismo molecular mediante el que la MEL ejerce su efecto sobre los
péptidos opioides en el sistemna inmune no se ha dilucidado. Es reconocida la existencia
de los receptores especificos de MEL en la membrana plasmaitica y en el nicleo celular,
en el bazo y en el tmo de la rata®* %®. Ademis, se sabe que la unién de MEL a los
receptores membranales del dpo MT1 produce la activacion de la fosfolipasa C
(Phospholipase C: PC)®® en el interior de la célula. Evidencias experimentales obtenidas
de células de neuroblastoma N1E-115 y de neuronas hipotalimicas GT1, indican que la
cascada de eventos intracelulares que se desencadenan de este modo, puede incluir el
aumento del Ca®* intracelular y la activacion de la proteina cinasa C (Protein Kinase C:

PKC)® 2104379 ] as isoformas de PKC involucradas pueden variar segiin el tejido del que
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se trate, por ejemplo, ¢n células de neuroblastoma N1E-115 se ha demostrado que la
melatonina activa la PKC-a .

La PKC es capaz de fosforilar a otras proteinas cinasas, entre ellas las MAPK
(mitogen-actdvated protein kinase: MAPK). De las tres familias que conforman a las
MAPK (ERK, JNK y p38), se ha demostrado que varias isoformas de la PKC son
capaces de activar a las cinasas ERK 1 y 2 (extracellular signal-regulated kinase: ERK)"7 >
7 y JNK (c-Jun N-terminal kinase: JNK)®% 3% 5»_ Fstos estudios se han realizado en
neuronas hipotalimicas, lineas celulares provenientes de la glindula tdroides y de la
glindula pituitaria, asi como en plaquetas y en células de cincer gistrico(% 17:3%53.57.79)_J 55
enzimas ERK1/2 y JNK activan la expresion del ARN mensajero de los factores de
transcripcion Fos (c-fos, fra-1, fra-2) y Jun (c-jun, junB), que forman un heterodimero
que se denomina AP-1 (activator protein-1: AP-1) 63+ 35379 g pacticular, las proteinas
ERK activadas pueden penetrar al nicleo y fosforilar al factor de transcripcion Elk-1, que
regula la expresién de c-Fos®* 39, Se ha demostrado que el factor de transcripcién AP-1
induce la expresién del gen de la PEA @%34.90.91.92.99) o djversas estructuras y células del
sistema nervioso central.

Aunado a este conjunto de evidencias, el grupo de Chan y col. ha demostrado que
la estimulacién de los receptores MT1 de la MEL estin asociados a la activacion de la
JNK y la ERK @9, Por su parte, Urata y col. han descrito que la MEL estimula la actividad
de unién al ADN de la proteina AP-1®Y. Finalmente, Kim y col. han asociado la
fosforilacion de la JNK con la regulacién de 1a expresion del gen de 1a PEA, a través de c-
Fos y c-Jun®®. La induccién de la expresion del gen de la PEA tiene como consecuencia
el aumento en el contenido tisular de las encefalinas. Con un mecanismo de accién similar
al propuesto, el cual se esquematiza en Ia figura 4.1, seria posible explicar que Ia falta de
MEL endégena genere una disminucion significativa en el contenido de encefalinas en las

células del sistema inmune.
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El proyecto encaminado a explorar esta propuesta en cuanto a las posibles vias de
sefalizaciéon implicadas en la accién de la melatonina sobre la sintesis de los precursores
opioides cn el sistema inmune, esta en puerta en nucstro laboratorio. Este proyecto
debera incluir, en primera instancia, el andlisis del ARNmMm de la PEA mediante técnicas de

biologia molecular como es la RT-PCR.

Linfocito

FEncefalinas]

tProencefalina A} e—u 00

————————
c-Fes b

Figura 4.1 Posibles vias de sefializacién implicadas en el mecanismo molecular de
accién de la melatonina sobre los péptidos opioides en los linfocitos.

En conclusion, en forma semejante a 1o que ocurre en el Sisterna Nervioso Central,
la presencia de melatonina contribuye a mantener las concentraciones fisiologicas de las
cncefalinas en el sistema inmune. Ademas los resultados del presente trabajo sugieren que
los cambios fisiolégicos en la concentracion de esta hormona estin vinculados a la

sintesis de novo de los péptidos opioides derivados de la PEA en las células del sistema

inmune. | TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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APENDICE 1.
PREPARACION DE DISOLUCIONES

iSO i i =
Se prepara a partir de dos disoluciones acuosas concentradas (10X)

Disolucion #1.

- Dextrosa 55.5 mM 10.0 g/L
- KH.PO, 4.4 mM 0.6 g/L
- NaHPO, anhidro 133 mM  1.89 g/L

- Rojo de fenol 0.001 %
Disolucién #2.

-  CaCL.2H.O 126 mM  1.86 g/L
- Ka 53.6 mM 40 g/L

- NaCl 1.37TM 80.0 g/1.
- MgCl, anhidro 109 mM  1.04 g/L
- MgSO, anhidro 8.1 mM 0.97 g/L

Para preparar 1 L. de BSS 1X se toman 100 mL de la disolucion #1 y 100 mL de la
disolucién #2, se mezclan y se agregan aproximadamente 600 ml. de agua desionizada.
Se ajusta el pH en un rango de 7.2 a 7.4 con NaOH 0.1 M. Finalmente se agrega agua

destonizada hasta el volumen deseado utilizando un matraz volumétrico.

e Disoluciones de trabajo

a) Na,CO, al 2%
Pesar 10 g de Na,CO, y 2 g de NaOH; llevar a 500 mL de agua desionizada.

b) CuSO, al 1%
Pesar 5 g de CuSO; llevar a 500 mL de agua desionizada.
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©) Tartrato de sodio y potasio al 2 %
Pesar 10 g de tartrato de sodio y potasio; llevar a 500 mL de agua desionizada.
d) NaOH 0.4 N

® Reactivo A (reactivo alcalino de cobre) =» Mantener en agitacién hasta su uso.
50 mL de Na,CO, al 2%
0.5 de CuSO, al 1%
0.5 mL de tartrato de sodio y potasio al 2 %
® Reactvo B
Fenol Folin-Ciocalteau en proporcién 1:1 con agua desionizada

Preparar el reactivo justo antes de agregarlo a los tubos; sensible a la luz.

Disoluciones amortiguadoras

& Disolucion de Fosfatos 0.05 M pH=7.4
NaH,PO, . H.O 276g/L

Na,HPO, 4.26 g/L
NaCl 9.00 g/L
Na,N 0.20 g/L
Gelatina ’ 1.00 g/L (se disuelve en agua destilada caliente, se deja enfrar y

se agrega a la disolucién después de haber ajustado el pH).

® Carbén activado pH=7.4
NaH,PO, . H,O 276 g/L
Na,HPO, 4.26 g/L
NaCl 9.00 g/L
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Na,N 0.20 g/L
Dextran 1.25 g/1.
Carbén activado 12.5 g/L (se agrega después de haber ajustado el pH)

Tabla de R.f. de las encefalinas monoyodadas.

123 1 . Péptido | Factor de retencion (R.f.)
Met-encefalina 0.33
Leu-encefalina 0.71

Heptapéptido 0.61

Octapéptido 0.35

Tabla de reactividad cruzada de los anticuerpos utilizados 7.

Péptido % Reactividad cruzada
Anti-ME Anti-LE Anti-OC Anti-HE
Met-(0)-encefalina 100.00 <0.01 <0.01 <0.01
Met-encefalina 2.90 3.83 <0.01 <0.01
Leu-encefalina 0.01 100.00 <0.01 <0.01
Met-encefalina-Arg 0.76 0.53 <0.01 <0.01
Leu-encefalina-Arg <0.01 4.33 <0.01 <0.01
Met-encefalina-Arg-Phe <0.01 0.37 <0.01 100.00
Met-encefalina-Arg-Gly-Leu <0.01 <0.01 100.00 <0.01
Dinorfina 1-8 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
a-endorfina <0.01 <0.01 <0.01 -
B-endorfina ) <0.01 <0.01 - <0.01 -
v-endorfina ' <0.01 <0.01 <0.01 -
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PROCEDIMIENTOS

Conteo de células en camara de Neubauer

a.

d.

A partir de la suspensién de células mononucleares se realizé una dilucién adecuada
para contar facilmente en los cuadrantes para cuenta de leucocitos (exteriores). Se
puede contar en los cuatro cuadrantes o bien, en dos cuadrantes que se encuentren en
esquinas contrarias.

Para aplicar la muestra en la cimara de Neubauer, se colocd la cimara en una
superficie plana, se colocé el cubreobjetos de la camara sobre el area en la que estin
grabados los cuadrantes y por un extremo del cubreobjetos se aplicaron 10 pL de
muestra con una micropipeta. La cimara se llené por capilaridad.

Se enfocd en el microscopio con el objetivo 10X y posteriormente se observd con el
objetivo 40 X. Se ubicaron los cuadrantes en los que se contdé. Los cuadrantes para
cuenta de leucocitos estan divididos a su vez en 16 cuadros. Se inicidé por el extremo
superior izquierdo y se conté hacia la derecha cada cuadro en forma de L, es decir, si
habia células en los limites s6lo se contaron las que estaban en los bordes izquierdo e
inferior. Al cambiar a la linea inferior, se contdé cada cuadro en L invertida, es decir, se
comenzd de derecha a izquierda y las células que quedaron en los limites sélo se
contaron en los bordes derecho e inferior de cada cuadro.

Las dimensiones de un cuadrante de la camara de Neubauer son: 1 mm x 1 mm x 0.1
mm de profundidad, por lo tanto, el volumen de cada cuadrante es de 0.1 mm?> o bien
0.0001 mlL..

De este modo, para calcular el nimero de células por mililitro de muestra se considerd

la siguiente féormula:

No. de células/ mL = (No. de células * dilucién) / (No. de cuadrantes * 0.0001
mL)

78




Apéndice 1.

Ejemplo:

1. . No. de células contadas = 55
I X O No. de cuadrantes contados = 2
Dilucién 1:100

_No. de células/mL = (55 células x 100) / (2 x 0.0001 mL)

No. de células/mL = 27.5 x 10°

—erA TESIS NO SAY.
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Glosario

GLOSARIO

® Aminoacidos basicos: arginina (Arg), lisina (Lys) e histidina (His). Tienen una carga
neta positiva a pH = 7.0.

e AP-1: proteina activadora-1, es un factor de transcripcidon constdtuido por un
heterodimero de las proteinas c-Fos y c-Jun. .

® Células mononucleares: conjunto de monocitos-macrofagos y linfocitos.

e Células presentadoras de antigeno (APC): células capaces de internalizar los antigenos,
procesarlos enzimaticamente y presentar sus epitopes en la superficie de la membrana
plasmaidca. Las principales APC son las células dendriticas y los macrofagos.

e Circadiano: que se repite aproximadamente cada 24 horas.

® Citocina: nombre genérico que reciben las sustancias secretadas por las células del
sistema inmune, entre las que se encuentran las interleucinas, los interferones y los
factores de necrosis tumoral.

® Factores de transcripcién: proteinas que se unen en secuencias reguladoras del DNA,
por lo general en regiones promotoras ubicadas hacia el extremo 5 de la cadena. Al
unirse al DNA pueden aumentar o disminuir la tasa de transcripciéon de sus genes
blanco.

® Fos: familia de factores de transcripcién que incluye a las proteinas c-Fos, FosB, Fra-1
y Fra-2.

® Glindula pineal: érgano neuroendocrino ubicado entre los dos hemisferios cerebrales,
justo bajo el techo del tercer ventriculo. En anfibios, peces y repdles tiene células
fotosensibles por lo que se le lama “tercer ojo™.

® Interleucinas: sustancias de origen proteico que intervienen en la fisiologia del sisterna
inmune.

® Jun: familia de factores de transcripcién que incluye a las proteinas c-Jun, JunB y
JunD.




Glosario

Linfocito B: célula de origen linfoide. Al ser activada genera una clona de células
plasmaitcas que son las efectoras de la respuesta inmune humoral.

Linfocito T: célula de origen linfoide, que al ser activada genera una clona de células
efectoras de la respuesta inmune celular.

Lux: es la iluminacién de una superficie que recibe un flujo luminoso uniforme de 1
lumen por metro cuadrado.

Macréfago: célula con actividad fagocitica que se diferencia a partir de los monocitos.
Tiene funcién de célula presentadora de antigeno.

- Melatonina: N-acetil-5-hidroxitrdptamina, hormona que se produce principalmente en
la glandula pineal en los vertebrados. Se produce también en invertebrados, plantas,
organismos unicelulares eucariontes y procariontes.

Nicleo supraquiasmatico: estructura ubicada en la parte anterior del hipotilamo, que
tene Ja funcién de un reloj biolégico.

Parénquima: parte funcional de un 6rgano.

Péptidos opioides: neuropéptidos que se unen a los receptores opioides.

PKC: proteina cinasa C, es una enzima capaz de fosforilar a otras proteinas o enzimas.
Quimiotaxis: movimiento dirigido mediante sustancias quimicas.

Respuesta inmune celular: respuesta inmune mediada por células.

Respuesta inmune humoral: respuesta hmme mediada por anticuerpos.

RZR/ROR: receptores retinoidales Z/receptores retinoidales huérfanos, constituyen
una familia de receptores nucleares cuyo ligando es la melatonina.

Sephadex: es un material para cromatografia capaz de separar las moléculas de acuerdo
a su masa. Estd conformado por particulas esféricas de dextran.

Serotonina: neurotransmisor cliasico derivado del triptofano.

Sistema fagocitario mononuclear: conjunto de macréfagos que se han diferenciado e

incorporado a los 6rganos y tejidos.
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Glosario

Sistema linfoide: conjunto de érganos y tejidos en los que se producen y maduran las
células del sistema inmune.

Trabéculas: tabiques formados de tejido conjuntivo que sostienen el parénquima de un

organo.



Lista de abreviaruras

LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH: Hormona
adrenocorticotrépica

ADN: Acido desoxirribonucleico
AMPc: Adenosina-monofosfato
ciclico

AP-1: Proteina activadora-1

APC: Célula presentadora de antigeno
ARNm: Acido ribonucléico
mensajero

BCR: Receptor de células B

B-End: B-Endorfina

BSA: AlbGmina sérica bovina

BSS: Solucién salina balanceada
CaM: Calmodulina

ERK: Cinasas reguladas por sefial
extracelular

GCS: Ganglios cervicales superiores
GM-CSF: Factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos
HE: Heptapéptdo

HIOMT: Hidroxiindol-O-
metiltransferasa

HSC: Células madre hematopoyéticas
IL: Interleucina

IFN: Interferon
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IR: Inmuno-reactividad
JNK: Cinasa del extremo -NH, de
c-Jun
L.C: Luz continua
LE: Leu-Encefalina
LPS: Lipopolisaciarido
MALT:!: Tejido linfoide asociado a
mucosas
MAPK: Proteina cinasa activada por
mitégenos

= ME: Met-Encefalina
MEL: Melatonina
MHC: Complejo principal de
histocompatibilidad
MSH: Hormona estimulante de
melanocitos
NA: Noradrenalina
NAT: N-Acetltransferasa
NK: Células agresoras naturales
NSQ: Nucleo supraquiasmaitico
OC: Octapéptido
PALS: Lamina linfoide periarteriolar
PC: Fosfolipasa C
PC1 y 2: Proteina convertasa 1 y 2
PDNF: Prodinorfina
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Lista de abreviaturas

PEA: Proencefalina A

PKC: Proteina cinasa C
POMC: Proopiomelanocortina
R.f.: Factor de retencion

RIA: Radioinmunoensayo
ROR: Receptores retinoidales
huérfanos

RZR: Receptores retinoidales Z
SNC: Sistema Nervioso Central
SSI: Solucién salina isoténica
Syn: Synencefalina

Ty: Linfocitos T cooperadores
Te: Linfocitos T citotéxicos
TCR: Receptor de células T

TNF: Factor de necrosis tumoral
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